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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Prion Hypothese

Prion steht flr ,,proteinaceous infections particle* und ist laut der ,,protein-only hypothesis*
(Prusiner, 1982) das infektiose Agens der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien
(TSE). Die TSE-Erkrankungen werden durch eine Konformationsdnderung einer apathogenen
zellularen Isoform (PrP®) in eine pathogene Isoform (PrP°%) verursacht. Sc steht dabei fiir
Scrapie, da eine TSE-Erkrankung zuerst bei Schafen beobachtet wurde (Deslys et al., 2001).
Diese Konformationsanderung kann entweder spontan oder induziert durch exogenes PrP*
erfolgen. Dabei kommt es zur Anlagerung von PrP* an PrP® (McKinley et al., 1983; Eigen,
1996). Ein Modell der induzierten Konformationsanderung ist in der Abb. 1 dargestellt.

PrP*
8 - _’

PrP*PrP* Aggregation

PrP¢

t

Abb. 1 Replikationsmodell des PrP** Durch Bindung des PrP*® an das PrP®
wird ein PrP®-PrP*® Intermediat gebildet, dieses bewirkt eine Konformations-
anderung des PrP®. Dadurch entsteht ein neues PrP*, das zur Aggregation mit
anderen PrP* neigt (nach Jarrett et al., 1993).

Durch die partielle Resistenz von PrP* gegentiber zellularen Proteasen (Mitsuiki et al., 2006)
reichert sich die pathogene Isoform im Gewebe an. Besonders héufig tritt dies im zentralen
Nervensystem auf, wo es zu einer Akkumulation kommt, die dann zur Bildung von Plaques
fuhrt, dargestellt in der Abb. 2. Ein Faktor X ist nach einigen Theorien eventuell mit an der
Bildung von Plaques beteiligt (Telling et al., 1995; Kaneko et al., 1997). Allerdings wird

diese Theorie nicht von allen Wissenschaftlern geteilt.
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Andere Forscher sind der Uberzeugung, dass Nukleinsauren (Akowitz et al., 1994) oder Viren
(Diringer et al., 1988; Narang, 1996) fur die TSE-Erkrankungen verantwortlich sind. Dagegen
spricht aber, dass das infektiose Agens gegen UV (Safar et al., 2005), ionisierende Strahlung
(Gibbs et al., 1978), hohe Temperaturen (Brown et al., 2000) sowie gegen chemische und
physikalische Einflisse (Bellinger-Kawahara et al., 1987) resistent ist.

Abb. Schnitt
durch ein CJD geschéadigtes Gehirn
Mit 1) Plaques und 2) Locher im
Hirngewebe (nach Safar et al., 2005).

1.2 TSE-Erkrankungen

Die TSE-Erkrankungen wirken sich vor allem im Gehirn der betroffenen Organismen aus.
Dabei kommt es zur Ausbildung eines durchlécherten schwammartigen Zellgewebes mit
amyloiden Proteinablagerungen, den Plaques. Diese sind allerdings erst nach einer
histologischen ,,post mortem* Analyse zu beobachten. So kénnen TSE-Erkrankungen beim
Menschen gegentiber anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z. B. der
amyotrophischen Lateralsklerose (ALS), abgegrenzt werden (Dupuis et al., 2002). Bei einer
.-ante mortem* Differentialdiagnose, die auf Verhaltensauffélligkeiten und Bewegungs-
ataxien beruht (Wilesmith et al., 1988), ist dies nicht moglich. Die verschiedenen bekannten
TSE-Erkrankungen sind in der Tab. 1 dargestellt.
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Tab. 1 TSE-Erkrankungen in verschiedenen Organismen

TSE-Erkrankung Auftreten Literatur
Creutzfeldt-Jakob Erkrankung (CJD) Mensch Creutzfeldt, 1920; Jakob,
1921

Neue Variante von CJD (vCJD) Mensch Britton et al., 1995

Fatale Familiare Insomnia (FFI) Mensch Lugaresi et al., 1986

Gerstmann-Strausler-Scheinker Syndrom Mensch Gerstmann et al., 1928

(GSS)

Kuru Mensch Gajdusek et al., 1957

Bovine Spongiforme Enzephalopathie Rind Wells et al., 1987

(BSE)

Chronic Wasting disease (CWD) Elch, Weiss-  Williams et al., 1980 und
wedelhirsch 1982

Exotic Ungulate Encephalopathie (EUE) Kudu Cunningham et al., 1993

Feline Spongiforme Encephalopathie (FSE) Katze Whyatt et al., 1991

Traberkrankheit / Scrapie Schaf, Ziege  Parry etal., 1983

Transmissible Mink Encephalopathie Nerz Hartsough et al., 1965

(TME)

Das groRe Interesse an TSE-Erkrankungen begann Mitte der 90-ziger Jahre des letzten

Jahrhunderts, als eine neue Variante von CJD (vCJD) auftrat. Diese Variante unterscheidet

sich von CJD durch die geringe Inkubationszeit von nur einigen Monaten bis zu wenigen

Jahren (Zeidler et al., 1997). Ansonsten zeigten sie typische Ablagerungserscheinungen wie

sie nur selten in CJD vorkommen, sie hatten aber untereinander ein fast identisches

histopatologisches Muster. Deshalb fiihrte man ein ,,strain typing* ein, um diese Variante

vom bekannten CJD Krankheitsablauf abzugrenzen. Die ersten Félle von vCJD traten in

England und spater auch im restlichen Europa auf. Das Auftreten dieser Variante ist in

Verbindung mit dem Verzehr von BSE infiziertem Rindfleisch zu sehen. In der Abb. 3 ist der

epidemiologische Zusammenhang von BSE mit dem Auftreten von vCJD in England

dargestellt.
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Abb. 3 Epidemiologischer Zusammenhang von BSE und vCJD
in England Dargestellt ist ( ) das Geburtsjahr der BSE-Tiere, (m)

die BSE-Félle in Rindern und (m) die aufgetretenen Falle von
vCJD im Menschen (nach Public Health Agency of Canada, 2006).

Die Abb. 3 zeigt, dass die ersten Falle von vCJD 1995, also 8 Jahre nach der Identifizierung
von BSE in Rindern auftraten. AuRerdem, dass die Rinder nicht einmal 8 Jahre alt waren, als
sie Anzeichen der Krankheit zeigten. Weiterhin ist zu erkennen, dass seit 1992 die Anzahl der
Rinder mit BSE-Infektionen deutlich abgenommen hat. Dementsprechend ist auch die Anzahl
der erkrankten Personen mit einem zeitlichen Abstand von 8 Jahren danach ebenfalls
gesunken. Dies ist vermutlich auf strengere Kontrollen von Rinderprodukten seit dem
Erkennen von BSE und seinen Auswirkungen zuruckzufiihren.

Seit Beginn des 21. Jahrhunderts gibt es einen neuen, durch Prionen hervorgerufenen TSE-
Ausbruch. Dieses Mal allerdings nicht von BSE in Europa, sondern von CWD in
Nordamerika. Von CWD sind sowohl Wild- als auch Zuchtpopulationen der Cerviden
betroffen. Da noch nicht zweifelsfrei bewiesen ist, dass CWD auf den Menschen Ubertragbar
ist, sind mogliche Folgeerscheinungen noch nicht abzuschétzen. Im Besonderen gilt dies fur
die nordamerikanischen Ureinwohner in den betroffenen Regionen durch ihren hoheren
Wildfleischverzehr. Die Abb. 4 zeigt die epidemieartige Vermehrung von CWD in
Nordamerika seit 2002.
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Abb. 4 Auftreten von CWD in Nordamerika wéhrend der letzten 5 Jahre Dargestellt sind (®) die infizierten
Wildpopulationen und () die infizierten Zuchtpopulationen (nach CWD Alliance, 2006).

Aus der Abb. 4 ist zu erkennen, dass sich CWD von wenigen Féllen im Herzen
Nordamerikas, zu einer Epidemie auf dem Kontinent entwickelt hat. Dabei hat sowohl die
Zahl der infizierten Wild- als auch die der Zuchtpopulationen zugenommen. Zuriickzufihren
ist dies wahrscheinlich darauf, dass im Gegensatz zu BSE diese Krankheit vor allem durch
den Speichel Gbertragen wird (Miller et al., 2004; Belay et al., 2004).

1.3 Die Molekularbiologie des Prion Proteins

Das PrP® ist ein extrazelluldres Glykoprotein. Es besitzt eine Disulfidbriicke zwischen den
Cysteinen an Position 179 und 214 (Safar et al., 1990). An den Positionen 51 bis 90 befinden
sich funf hintereinander liegende hoch konservierte glycin- und prolinreiche Oktapeptid-
sequenzen (Oktarepeats). Diese sind in der Lage zweiwertige lonen, besonders Kupferionen,
zu binden (Thompsett et al., 2005; Choi et al., 2006). VVon diesen Oktarepeats sind aber nur
vier zur Komplexbildung féhig, da am funften Oktarepeat ein Histidin fehlt (Burns et al.,
2005). Vor diesen Sequenzen befindet sich die Signalsequenz des PrPC. Uber einen Serinrest
ist es an der Position 231 an der Zellmembran durch einen Glykosylphosphatidylinositol-
Anker (GPI-Anker) gebunden (Stahl et al., 1987). Dort wird es in drei verschiedenen
Glykosylierungsformen prasentiert (Endo et al., 1989). Das membrangebundene PrP® ist in
der Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5 Zellmembran mit gebundenen PrP°¢
Dargestellt ist das PrP® mit 1) Zellmembran,
2) einem GPI-Anker, 3) zwei antiparallelen -
Faltblattern, 4) drei o-Helices und 5) zwei
Glykosylierungen (nach DeMarco et al.,
2005).

Mit Hilfe des Western Blots (WB) kann die un-, mono- und diglykosylierte Form
nachgewiesen werden. Das Molekulargewicht des PrP® variiert zwischen 25 kDa und 37 kDa,
in Abhangigkeit von der jeweiligen Spezies und deren Glykosylierungsstufe (Caughey et al.,
1989; Bolton et al., 1985; Endo et al., 1989). Ansonsten unterscheidet sich das PrP vieler
Spezies in nur wenigen Aminosduren voneinander. Die Homologie betragt bei Saugern
zwischen 85 % und 97 % (Gabriel et al., 1992). Zwischen Primaten und dem Menschen
betragen die Gemeinsamkeiten sogar 92,9 % bis 99,6 % (Schatzl et al., 1995). Das PrP®
kommt bei Saugetieren (Wu et al., 2006; Windl et al., 1995), Vogeln (Gabriel et al., 1992),
Reptilien (Simonic et al., 2000), Fischen (Oidtmann et al., 2003; Cotto et al., 2005) und sogar
in der Hefe (S. cerevisiae; Scheibel, 2004) vor. Daher kann man sagen, dass es ein
evolutionéres hochkonserviertes Protein ist. Das Gen des PrP wird als prnp bezeichnet, wobei
das fur das Protein kodierende offene Leseraster (,,open reading frame*, ORF) in nur einem
Exon lokalisiert ist (Basler et al., 1986; Prusiner, 1991). Das prnp Gen besteht bei vielen
Organismen, wie z. B. der Maus, der Ratte, dem Schaf und dem Rind, aus drei Exons und
zwei Introns (Basler et al., 1986), dargestellt in der Abb. 6. Die Lange des prnp ORF ist dabei
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speziesspezifisch und variiert zwischen 759 bp und 789 bp. Beim Menschen befindet sich das
prnp Gen auf dem Chromosom Nr. 20 und besteht aus zwei Exons, dargestellt in der Abb. 7
(Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985). Die Expression des PrP® konnte beim Menschen
besonders in den Zellen des Nerven- (Moudjou et al., 2001; Ford et al., 2002) und des

Immunsystems (Prinz et al., 2003) nachgewiesen werden.

P Exon I Exon 11 Exon 111

Intron I Intron 11

1/ T — DNA

= o T e | Ly

PrpP¢ Protein

Abb. 6 Aufbau des murinen prnp Gens Das murine prnp Gen enthélt drei Exons und zwei
Introns. Der Promotor (P) befindet sich vor dem ersten Exon und das ORF im dritten Exon.

p Exonl - Exon I1

- 1— [ orRF [T DNA

"
__ mRNA
[ PrP* | Protein

Abb. 7 Aufbau des humanen prnp Gens Das humane prnp Gen enthalt
zwei Exons und ein Intron. Der Promotor (P) befindet sich vor dem ersten
Exon und das ORF im zweiten Exon.

Das PrP® besteht aus drei o-Helices und zwei antiparallelen -Faltblattern (Riek et al., 1996),
dargestellt in der Abb. 8. Diese Isoform bindet Kupfer, ist nicht Proteinase K (PK) resistent
und nicht pathogen. Dagegen besitzt das PrP> einen erhdhten B-Faltblattanteil, bindet kein
Kupfer, ist pathogen und PK resistent. Das PrP> neigt zur Aggregation und bildet Fibrillen,
die so genannten ,,scrapie associated fibirlls* (SAF). Die 3D Struktur des PrP® ist durch
NMR Analyse bestatigt worden. Vom PrP* dagegen, gibt es bisher keine bestatigte NMR

Struktur, sondern nur verschiedene Computermodelle, diese sind dargestellt in der Abb. 9.
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Abb. 8 Durch NMR Analyse Abb. 9 Zwei vermutete noch nicht durch NMR Analyse bestatigte Prp*°
bestatigte PrP® Sekundar- Sekundarstrukturen (nach Riek et al., 1996 (links); Cohen, 2006 (rechts))
struktur (nach Riek et al.,

1996)

Aufgrund der unterschiedlichen molekularen Eigenschaften ist eine Unterscheidung der
beiden Isoformen anhand einer Sekundarstrukturanalyse durch eine CD-Spektroskopie
mdoglich (Ziegler et al., 2003; Leffers et al., 2004). Ebenso durch einen WB, bei dem die
beiden Isoformen vor und nach dem PK Verdau miteinander verglichen werden kdnnen. Denn
nach dem PK Verdau ist kein PrP® mehr zu detektieren, dagegen ist die degradierte Form des
PrP* als PrP™ erkennbar. Diese liegt wie das PrP® in drei verschiedenen Glykosylierungs-
formen vor, besitzt aber aufgrund des partiellen Verdaus durch die PK ein geringeres
Molekulargewicht, da nur die ersten 60 Aminosduren abgebaut werden (Jendroska et al.,
1991).

1.4 Der zellulare Zyklus des PrP

Das PrP durchlauft in der Zelle einen Zyklus, nachdem es am Endoplasmischen Reticulum
(ER) gebildet wird. Zuerst erfolgen einige posttranslationale Modifikationen am rauen ER
und im Golgi-Apparat. Das sind die Glykosylierungen, die Anheftung des Sialinséurerestes
und die Aushildung der Disulfidbriicke. Danach gelangt das PrP® an die Zelloberflache, wo es
Uber den Serinrest mit einem GPI-Anker verbunden und in allen drei Glykosylierungsstufen
prasentiert wird. Durch den Membranfluss bleibt es allerdings nicht dauerhaft an der
Membranoberflache. Besonders angereichert findet man das PrP® in den so genannten Rafts
(Vey et al., 1996; Taraboulos et al., 1995), diese sind sphingolipid- und cholesterolreiche
Membrandomanen und sind mitverantwortlich fur die Endozytose, die hier besonders h&ufig

stattfindet. Wahrscheinlich haben die Rafts ebenfalls einen Anteil an der
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Konformationsanderung des PrP® (Rogers et al., 1993; Lehmann et al., 1997). Sowohl das
PrP als auch das PrP* wandert zu den Endosomen und den Lysosomen, wo nur das PrP®
abgebaut wird (Nuziante et al., 2003). In der Abb. 10 ist der zelluldre Zyklus des PrP
dargestellt.

Konversion

o) PrP*

Endozytose
O * und Recycling Endosom

@{b TGN
Golgi
Akkumulation, Neurotoxizitit

-

4

Lysosom

= -
e Proteasom:
\ O 0 - e — 0 Abbau
ERGIC Falschfaltung
ER CsA

it Aggregationen

Abb. 10 Zellularer Zyklus des PrP Die Synthese des zellularen PrP (e) erfolgt am Endoplasmischen
Reticulum (ER). Nach weiteren Modifikationen am ER-Golgi-Intermediate-Kompartment (ERGIC) und dem
Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) wird das PrP® an der Zelloberfliche prasentiert. Durch Endozytose an den Rafts
wird das PrP aufgenommen und in die pathogene Isoform PrP* (m) umgewandelt. Uber die Endosomen
gelangen die PrP Isoformen in die Lysosomen, wo das PrP, nicht aber das PrP*® abgebaut wird. Andere nicht
pathogene PrP Isoformen kdnnen durch Fehlfaltungen entstehen (m), diese werden aber abgebaut. Ebenso
kénnen sich PrP® Aggregate (a) durch Zugabe von Cyclosporin A (CsA) bilden (nach Nuziante et al., 2003).

1.5  Maégliche Funktionen des PrP®

Die Funktion des zellularen PrP® ist, trotz intensiver Bemiihungen verschiedener
Arbeitsgruppen bis heute noch nicht geklart. Das Prion Protein ist ein hoch konserviertes
Protein. Das deutet darauf hin, dass seine Funktion zu einem friilhen evolutiondren Zeitpunkt
festgelegt wurde (Lupi et al., 2006). Zur Klarung der Funktion des PrP® wurden PrP ,,knock-

out Mause hergestellt, diese zeigten keine atypischen Verhaltensweisen oder

-9-



Einleitung

Funktionsstérungen (Bueler et al., 1992). Die Lebensdauer der Purkinje Zellen im Hirn war,
im Gegensatz zu ihren Wildtyp Artverwandten, in diesen Mausen etwas verringert (Sakaguchi
et al., 1996; Flechsig et al., 2003).

Dem PrP® werden verschiedene Funktionen zugeschrieben, unter anderem soll es bei den
Schlafzyklen der Maus eine Rolle spielen (Tobler et al., 1996). Eine Beteiligung an der
Beseitigung von oxidativem Stress (Brown et al., 1998) und damit zusammenhangenden
Alterungsprozessen wird dem PrP® ebenfalls zugedacht. Da PrP® in der Lage ist, Kupferionen
zu binden, wird ihm eine Rolle im Kupfermetabolismus zugeschrieben (Kramer et al., 2001).
Aullerdem wird ein Zusammenhang mit Viren, wie z.B. dem HIV, nicht ausgeschlossen
(Gabus et al., 2001; Leblanc et al., 2004). Das PrP® spielt laut neusten Erkenntnissen ebenso
eine Rolle bei der Immunabwehr (Heppner et al., 2004; Aguzzi, 2006).

Durch die Art der PrP* Akkumulation wird ein Zusammenhang mit anderen amyloiden
Proteinablagerungen nicht ausgeschlossen (Stewart et al., 2005). Dazu gehoéren vor allem die
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer (Brown et al., 2004), Chorea Huntington
(Bertram et al., 2005) und Parkinson (Bonifati et al., 2006).

1.6 Modelle zur TSE-Detektierung

Seit ca. 50 Jahren werden Tiermodelle zur Untersuchung und Charakterisierung von TSE-
Erkrankungen genutzt. Erst in den letzten 5 Jahren wurden verstarkt Zellkulturmodelle zur

Untersuchung dieser Erkrankungen entwickelt.

1.6.1  Tiermodelle zur Detektion von TSE-Erkrankungen

Zur Untersuchung von Krankheiten wird in der Medizin haufig auf ein Tiermodell
zurlickgegriffen. Erst nachdem im Tiermodell Medikamente gegen Krankheiten getestet
wurden, kénnen diese auf den Menschen angewendet werden. Allerdings bieten diese
Tiermodelle viele Fehlerquellen. Nur durch die Erprobung am Menschen in klinischen
Studien konnen diese erkannt bzw. festgestellt werden. So erkrankten Probanden erst kirzlich
bei Medikamententests der Firma Parexel (Rosenthal, 2006) in England.

Angewandte Tiermodelle in der Prionenforschung sind das Schaf-, Schweine-, und
Rindermodell, diese ergaben sich aus den historischen Zusammenhéangen des Auftretens der
TSE-Erkrankungen. Allerdings sind die Modelle vom Affen, der Maus, der Ratte und des
Hamsters, die heute am héaufigsten angewandten. Als Affenmodelle werden dabei heute nur

noch die nicht-humanen Primaten verwendet. Vertreter dieser Gruppe sind die Javaneraffen
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(Macaca mulatta, Marcos et al., 2005), die Totenkopfaffen (Saimiri sciureus, March et al.,
2005) und die WeiRbuschelaffen (Callithrix jacchus, Baker et al., 1998). Im Moment werden
Javaneraffen, am DPZ, im Rahmen eines EU-Verbundprojektes fiir eine Ubertragungsstudie
von BSE auf Primaten und einer damit zusammenhdngenden Risikoabschatzung der
Ubertragbarkeit auf den Menschen genutzt (Lasmezas et al., 2005).

Ebenso werden nicht humane Primaten (Marsh et al., 2005) und transgene Mause fur CWD
Transfektionsexperimente benutzt (Browing et al., 2004). Weitere Ubertragungsexperimente
wurden mit Schimpansen durchgefiihrt. Dabei wurde Kuru (Gajdusek et al., 1966) genauso
wie CJD (Gibbs et al., 1968), durch die Ahnlichkeit der Auswirkungen von Kuru und Scrapie
(Hadlow, 1959), auf Schimpansen (bertragen. Dieses Modell wird heute aus ethischen
Grinden aufgrund der Artverwandtschaft der Menschenaffen zum Menschen nicht mehr
angewandt.

Die Ubertragbarkeit von TSE-Erkrankungen wurde zuerst bei Schafen beobachtet. Dabei
wurde festgestellt, dass Scrapie in Schafen auftritt und auf andere Schafe ibertragen werden
konnte (Cuillé et al., 1936). Danach wurde entdeckt, dass es auch auf Mause Ubertragbar war
(Chandler, 1961). Im Mausmodell wurde ebenfalls die Ubertragbarkeit von Scrapie aus Schaf
(Hadlow et al., 1982; Foster et al., 1993) und Ziege gezeigt (Hadlow et al., 1980). Da in
England Mitte der 80-ziger Jahre des letzten Jahrhunderts Ubertragungen von BSE bei
Rindern auftraten, wurden diese ebenfalls im Wildtyp-Mausmodell untersucht (Wilesmith et
al., 1991; Weissmann et al., 1994). Auch wurde eine Ubertragbarkeit auf Schweine gezeigt
(Dawson et al., 1990; Wells et al., 2003).

Das Hamstermodell hingegen wurde vor allem zur Bestimmung der infektiésen Dosis des
TSE-Agens benutzt (Prusiner et al., 1980; Dawson et al., 1991). Zur Klarung der Funktion
des PrP® werden heute aber vor allem transgene Mausmodelle eingesetzt (Weissmann et al.,
1993; Kretzschmar et al., 1997; Biasimi et al., 2006).

Die durch den hohen Pflegeaufwand teuren Tiermodelle haben alle den Nachteil, dass die
Resultate von Infektionsexperimenten erst nach langer Inkubationszeit zur Verfiigung stehen.
Dabei bleibt unklar, ob die experimentellen Bedingungen denen einer natirlichen Infektion
entsprechen. Da es zum einen die Mdglichkeit der intracerebralen Infektion gibt (Foster et al.,
1994; Wells et al., 2004) und zum anderen die der Oralen (Wells et al., 1994; Foster et al.,
2001). Der Nachteil dieser beiden Infektionsmoglichkeiten ist, dass das Tier bei der
intracerebralen Inokulation den chirurgischen Eingriff eventuell nicht tberlebt und bei der
oralen Infektion, dass das infektiose Agens oft nur unvollstdndig aufgenommen wird.
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1.6.2 Zellkulturmodelle zur Detektion von TSE-Infektionen

Der Vorteil des Zellkulturmodells gegenliber dem Tiermodell liegt vor allem in der
schnelleren PrP*® Detektion durch kiirzere Inkubationszeiten. Die PrP>® Detektion ist in diesen
Modellen um ein bis zwei Zehnerpotenzen sensitiver und ist durch unbegrenzte Verfugbarkeit
an Zellmaterial schnell zu wiederholen.

Bei den verwendeten Zelllinien wird entweder das zelleigene PrP® oder ein durch
Transfektion eingeschleustes exogenes PrP® stabil tiberexprimiert. Eine Uberexpression des
PrPC ist notwendig, da durch PrP* nur ein geringer Teil des PrP® zu einer Konformations-
anderung angeregt wird (Brandner et al., 1996; Blattler et al., 1997). Die so entstehende PrP*
Konzentration ist in nicht modifizierten Zellen zu gering, um durch einen PK Verdau
nachgewiesen werden zu kénnen. Durch eine erhdhte PrP® Konzentration allerdings, wird das

Reaktionsgleichgewicht in Richtung PrP> verschoben (Come et al., 1993).
PrP® + PrP® = PrP°PrP*(Intermediat) — PrP>°

Zu den verwendeten Zelllinien, die das endogene PrP® tiberexprimieren, gehéren die N2a
Zellen (Bosque et al., 2000; Enari et al., 2001), die Smb Zellen (Birkettl et al., 2001; Kanu et
al., 2002), die Rov Zellen (Sabuncu et al., 2003; Paquet et al., 2004), die 3T3 L1 Tet-Off
Zellen (Stuke et al., 2005), die Astrocyten (Cronier et al., 2004), die HEK293 Zellen (Satoh et
al., 2004) und die Glioblastoma Zelllinie T98G (Kikuchi et al., 2004). Besonders h&ufig fir
Experimente werden die N2a und die Rov Zellen verwendet. Diese sowie die anderen hier
genannten Zellen haben allerdings einen entscheidenden Nachteil, sie alle besitzen ein
endogenes PrP®, das nach einer Infektion mit TSE ebenfalls reagiert.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit mit PrP ,,knock-out* Zellen gearbeitet. Diese
besitzen kein endogenes PrP®, weshalb nach einer Transfektion mit dem prnp Gen auch nur
das exprimierte PrP® nachgewiesen wird und nach einer PrP> Infektion interagieren kann.
Die Ergebnisse sind aus diesem Grund im Gegensatz zu den anderen Zelllinien eindeutig. An
dieser Zelllinie kann die Regulation der PrP® Expression genau bestimmt werden. Reagiert
das PrPC in diesen Zellen auf eine TSE-Infektion, kann auRerdem genauer auf die Spezies des
Erregers und die des eingeschleusten PrP® eingegangen werden. Durch Variation von Erreger
und endogenem PrP® koénnen so Rickschliisse auf die Ubertragbarkeit von TSE-
Erkrankungen (ber die Speziesbarriere hinweg gewonnen werden. Durch die Bestimmung der
minimalen infektiosen Dosis kann eine Risikoabschatzung fir verschiedene Spezies getroffen

werden. Kombiniert man ein PrP ,,knock-out*“ Zellmodell mit anderen Zellmodellen, so
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konnen Informationen Uber das Zusammenspiel verschiedener Zelltypen bei der TSE-
Infektion erhalten werden.

Die Arbeit mit den Zellkulturmodellen hat neben der genauen Definierbarkeit des Systems
den Vorteil, dass das Risiko einer TSE-Infektion flr das Laborpersonal geringer ist als mit
den Tiermodellen. Auch ist der Umgang mit Zellkulturen ethisch unbedenklich. Durch all
diese Faktoren kann das Zellkulturmodell das Tiermodell fast ersetzen. Trotzdem kann auf
Tierexperimente nicht vollstandig verzichtet werden, da derzeit eine Medikamentenzulassung
erst nach Tierversuchen erfolgt und ein Vergleich der beiden Modelle den groRten

Erkenntnisgewinn liefert.

1.7 Retroviren

Da in dieser Arbeit Zellkulturen nicht nur mit TSE infiziert wurden, sondern auch mit
Retroviren, um verschiedene Gene in ein Wirtsgenom zu integrieren, wird hier auf diese
Virenfamilie eingegangen.

Viren sind infektidse Einheiten mit einer GréRe von wenigen nm bis hin zu wenigen pm. Sie
besitzen keinen eigenen Stoffwechsel. Daher vermehren Viren sich nicht wie Pro- und
Eukaryonten sondern dadurch, dass sie in diese eindringen und deren Reproduktions-
mechanismen nutzen. Dies geschieht, indem sie ihr Genom in die Wirtszelle einbringen und
den wirtseigenen Replikationsapparat verwenden, um neue Virenbestandteile zu produzieren.
Viren werden anhand der Symmetrieform, der Capside, der Membranhtlle und nach der Art
ihrer Erbinformation unterschieden. Als Erbinformation kann dabei DNA oder RNA dienen,
die als Einzel- oder Doppelstrang im Virus vorliegen kann.

Das besondere an Retroviren ist, dass sie fir eine eigene ,,reverse transkriptase® (Rt)
kodieren. Diese Rt wird dazu verwendet, vireneigene ssSRNA in dsDNA umzuschreiben. Nach
Integration der proviralen DNA in das Wirtsgenom, werden die viralen Proteine von dieser
Matrize synthetisiert. Ansonsten besitzen Retroviren ein Capsid, das von einer Hullmembran
mit Glykoproteinen umgeben ist. Die Glykoproteine dienen der Erkennung der Wirtszelle und
der Virus-Zell-Interaktion. Der schematische Aufbau eines Retrovirus ist in der Abb. 11

dargestellt.
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Abb. 11 Schematischer Aufbau eines Retrovirus

In das retrovirale Genom konnen verschiedene heterologe Gene eingebracht werden.
Allerdings sollte dies zwischen den ,,long terminal repeats* (LTR)-Regionen geschehen,
dargestellt in der Abb. 12, damit die Integration in das Wirtsgenom mit hoher Frequenz
erfolgen kann. Diese Eigenschaft wurde in dieser Arbeit ausgenutzt, um verschiedene
Zelllinien mit prnp Genen zu transfizieren. Fir die Transfektion der Zellen wurde ein
Lentivirussystem verwendet. Zur selben Virenfamilie gehort auch das HIV. Diese
Virenfamilie ist besonders effizient, da es zu einer fast 100%igen Expression des Transgens in
den infizierten Zellen kommt. Der Replikationszyklus eines Retrovirus ist in der Abb. 13

dargestellt.

Abb. 12 Genomstruktur der LTR-Region eines Retrovirus Die DNA-Replikation
erfolgt in Richtung 5°-3’, dazwischen liegen die fir das Virus wichtigen Proteine gag, pol
und env.

In dieser Arbeit wurden prnp Gene eingeschleust und zusammen mit dem Wirtsgenom
repliziert. Durch Ausnutzung des Replikationsapparates des Wirts konnte das gewiinschte

Prion Protein exprimiert werden.
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Abb. 13 Replikationsmodell eines Retrovirus in der Zelle Nach dem Eintritt des Virus in die Wirtszelle
wird seine RNA durch die reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben. Die DNA wird in den Zellkern
eingeschleust und in das Wirtsgenom integriert. Anschlieend folgt die Transkription der Virusgene. Die hier
entstandene RNA wird entweder gespleil3t und dient als Matrize fur die Synthese der Virusproteine oder wird
unmodifiziert als Genom fir neue Virenpartikel verwendet. Aus den Virenproteinen und dem Genom werden
neue Viruspartikel gebildet und ohne die Zellmembran zu zerstéren, ausgeschleust (nach Coffin et al., 1997).
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1.8 Tetracyclin regulierte Proteinexpression

Da die in dieser Arbeit verwendeten Zellen das PrP® induzierbar exprimieren sollen, ist ein
regulierbarer Promotor erforderlich. Dafiir wurde das Tetracyclin (Tet)-System verwendet.
Bei diesem System gibt es zwei Mdglichkeiten der Regulation. Entweder das Tet-Off System,
bei dem die Zellen das gewiinschte Protein exprimieren, bis sie ein Signal zur Abschaltung
der Expression erhalten oder das Tet-On System, bei dem die Zellen so lange kein Protein
exprimieren, bis sie ein Signal erhalten. Die Expression wird durch das Antibiotikum
Tetracyclin (dargestellt in der Abb. 14) oder dessen Derivat Doxycyclin (Dox) an- oder
abgeschaltet. Das zytotoxischere Doxycyclin wirkt dabei 100-fach stérker als Tetracyclin
(Gossen et al., 1995).

OH O HO HO 0

Abb. 14 Strukturformel des Tetracyclins

Das Tet-System wurde von Gossen und Bujard 1992 entwickelt und ist heute neben dem Flp-
In oder dem Cre/Lox-System eines der meist genutzten Systeme zur Regulation von
Proteinexpressionen.

Der Vorteil des Tet-Systems besteht darin, dass die Sequenz fir den regulierbaren Promotor
nicht in Eukaryonten vorkommt und damit nicht ungewollt angeschaltet werden kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Tet-Off System verwendet, da dieses eine geringere
Basisexpression als das Tet-On System aufweist (Gossen et al., 1995). AuBerdem ist das Tet-
Off System sowohl durch Tet als auch Dox regulierbar, was bei dem nur Dox regulierbaren
Tet-On System nicht moglich ist. Die Funktionsweise des Tet-Off Systems fir die Regulation
der prnp Transkription ist in der Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15 Regulation einer Proteinexpression durch das Tet-Off System am Beispiel des PrP Das tTA-
Element setzt sich an das TRE-Element. Deshalb kann das prnp Gen transkribiert und das PrP® synthetisiert
werden. Sobald sich Doxycyclin (Dox) an das tTA-Element bindet, wird die Bindung mit dem TRE-Element
unterbunden und die Transkription wird verhindert. Durch diese reversible Inhibierung, kann die Transkription
erneut unter der Voraussetzung beginnen, dass das Dox vom tTA-Element entfernt wird.

Da die Aktivierung nur in trans und nicht in cis Stellung erfolgen kann, spricht man von einer
Transaktivierung. Dabei missen die beiden regulatorischen Elemente auf verschiedenen
Plasmiden lokalisiert sein und in die Zelle separat transfiziert werden. Bei dem Tet-Off
System bindet sich das tTA-Element, welches im pCMV/Bsd Tet-Off Vektor lokalisiert ist, an
das ,,tetracycline responsive element* (TRE), welches sich im pTRE-FU Vektor mit dem zu
transkribierenden Gen befindet. So kann das gewunschte Protein exprimiert werden. Wird

aber Dox oder Tet zugegeben, bindet das Antibiotikum an das tTA-Element.
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Dieses kann sich dann nicht mehr an das TRE-Element binden und die Proteinexpression wird
verhindert. Erst wenn diese Inhibierung durch das Antibiotikum aufgehoben wird, kann eine
erneute Proteinexpression erfolgen. Somit bildet das Antibiotikum Tet oder Dox die
Grundlage fiir das Funktionieren dieses Systems zur reversiblen Inhibierung der Transkription

des Zielgens. Durch diese Antibiotika ist das System an- oder abstellbar.
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1.9 Aufgabenstellung

Prionen sind infektiose Proteine, die aufgrund fehlender Nukleinsauren nicht mit den tiblichen
Methoden zu detektieren sind. Der nur in Sicherheitslabors anwendbare ,,Bioassay*, der durch
die intracerebrale Inokulation von infektiosem Material erfolgt, bietet bisher die einzige
Madglichkeit Prionen zu vermehren und Infektidsitat sicher nachzuweisen. Eine ,,ex vivo*
Replikation von infektidsen Prionen in Zellkultur ware daher eine deutliche Vereinfachung.
AuBerdem kann ein solches System zum Verstandnis der molekularen VVorgange der bis heute
kaum untersuchten ersten Infektionsschritte fiihren. Auch zur Aufkldrung der immer noch
fraglichen biologischen Funktionen des zellularen Prion Proteins (PrP®) konnte es beitragen.
Bisher wurden nur Zellkulturmodelle mit endogener PrP® Expression zur Replikation von
infektiosem PrP> beschrieben. Die Schwierigkeiten der Replikation in verschiedenen
Zelltypen beruhen vermutlich auf einer zu geringen Basisexpression des PrP®. Daher soll
versucht werden, eine ,.ex vivo*“ Replikation von PrP> in verschiedenen Zelltypen in einem
neuen Zellkultursystem zu erreichen. Ein solches Zellkulturmodell konnte sowohl zur
Diagnose von TSE-Erkrankungen als auch zur Untersuchung von molekular-
wissenschaftlichen Fragestellungen dienen.

Um eine Uberexpression des PrP¢ zu erhalten, sollen PrP ,,knock-out (PrP®®) Zellen mit
einem speziell konstruierten PrP Expressionsvektor stabil transfiziert werden. Diese
Uberexpression ist fiir die Detektion des PrP>® nétig, da sich nur ein geringer Teil des PrP® in
diese pathogene Isoform umfaltet. Der Expressionsvektor wurde als Kassette konstruiert
damit ein prnp Gen eingebaut und gegen andere ausgetauscht werden kann. Dadurch sollen
neue stabile regulierbare PrP® exprimierende Zelllinien am DPZ, neben der 3T3 Tet-Off hFFI
Zelllinie, einer stabil exprimierenden murinen Zelllinie fir das humane PrP, etabliert werden.
Diese Zellen mussen genauer in Bezug auf die Art der Regulierbarkeit sowie die An- und
Abschaltung der PrP® Expression mit Hilfe des Western Blots und der Immunfluoreszenz
charakterisiert werden.

Konnen sich diese Zellen regulieren lassen, sollte versucht werden die Zellen mit BSE zu
infizieren. Dazu mussten sie mit infektiosem Rinderhirnhomogenat inkubiert werden, um eine
Infektion der Zelllinie und der Replikation des PrP* herbeizufiihren. Die Vermehrung kénnte

anschlieRend mit Hilfe des Proteinase K Verdaus beobachtet werden.
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2 Materialien und Methoden

Im Folgenden werden die verwendeten Techniken aus den Bereichen der Molekulargenetik,

Zellbiologie, Bakteriologie, Proteinbiochemie sowie Bioanalytik beschrieben.

2.1 Molekulargenetische Methoden
2.1.1  DNA-Isolierung aus Blut

1 ml frisch abgenommenes Vollblut wurde mit 1 ml eiskaltem Puffer C1 und 3 ml H,Op;q
gemischt. Anschliel3end folgte eine Inkubation auf Eis fiir 10 min, in der die Probe aller 2 min
invertiert wurde. Diese Probe wurde dann fir 15 min mit 1300 g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0,25 ml eiskaltem Puffer C1 und 0,75 ml HyOpiq
suspendiert. Nach 15 min Zentrifugation mit 1300 g bei 4 °C (Centrifuge 5415 C, Eppendorf)
wurde das Pellet in 1 ml Puffer G2 resuspendiert und der Uberstand verworfen. Zur
Suspension wurden 25 pl PK Ldsung zugegeben und fir 60 min bei 50 °C inkubiert. Diese
Suspension wurde auf eine mit 1 ml QBT Puffer equilibrierte Séule gegeben. Durch die
Gravitation lief die Suspension selbstandig durch die Saule. Die Saule wurde danach dreimal
mit 1 ml Puffer PE gewaschen. Durch Zugabe von 2 ml Puffer QF wurde die DNA eluiert.
AnschlieRend wurde die genomische DNA geféllt.

2.1.2  DNA-Isolierung aus Zellkulturen

Auf geerntete 1 x 10° Zellen wurden 0,5 ml eiskalter Puffer C1 und 1,5 ml H,Oyiq gegeben.

Anschliefend wurde weiter wie bei 2.1.1 verfahren.

2.1.3  DNA-Isolierung aus Gewebe

20 mg Gewebe wurden mit flissigem Stickstoff in einem Potter durch einen Morser
zerkleinert. Danach wurde 0,1 ml einer PK Lésung zugegeben und fur 2 h bei 50 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde weiter wie bei 2.1.1 verfahren.
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214 Plasmidisolierung aus transformierten Zellen

Die hier beschriebene Methode ist zur Isolierung von Plasmiden aus 1 bis 5 mi
Ubernachtkulturen von Bakterien mit Hilfe des Plasmidisolierungs Kits von Qiagen (QIAprep
Spin Miniprep Kit) geeignet. Die Ubernachtkultur wurde fir 10 min mit 13000 g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pl Puffer P1, der mit 2,5 pul RNaseA (100 mg/ml)
versetzt war, resuspendiert. Die Zellen wurden durch die Zugabe von 250 ul Puffer P2 lysiert
und durch vier- bis sechsmaliges Invertieren gemischt. Diese Lysisreaktion wurde durch die
Zugabe von 350 pl des Puffers N3 gestoppt. Die Zellfragmente wurden danach durch
Zentrifugation fur 10 min mit 13000 g pelletiert und der Uberstand wurde auf eine Qiagen
Sdule Uberflhrt. Es folgte eine Zentrifugation von 1 min mit 13000 g. Anschlieend wurde
die Sdule mit 750 pl des Puffers PE gewaschen und zweimal wie zuvor beschrieben
zentrifugiert. Das an die S&ulenmatrix gebundene Plasmid wurde mit 50 pl H,Opig durch

Zentrifugation wie beschrieben eluiert. Das so eluierte Plasmid wurde bei -20 °C gelagert.

2.1.5  DNA-Amplifikation mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Technik (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1987) ist eine enzymatische Methode fur
die Amplifikation spezifischer dsDNA-Fragmente. Durch zwei an den komplementéren
Strdngen in entgegengesetzte Richtungen orientierte gebundene Oligonukleotide (Primer),
wurde das zu amplifizierende DNA-Fragment synthetisiert. Durch das Einbauen
verschiedener Nukleotide in den Primer konnten zusatzlich spezifische Schnittstellen an das
Fragment angefugt werden. Durch wiederholte Zyklen von Denaturierung, Annealing und
Elongation wurden die DNA-Fragmente exponenziell vermehrt. Die Amplifikations-
reaktionen wurden in einem Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf) durchgefihrt.

PCR-Reaktionsansatz: 1,0 ul Primer 1 (100 uM)

1,0 pl Primer 2 (100 uM)
1,0 ul dNTP-Mix (je 10 mM)
5,0 ul 10 x Taqg Polymerasepuffer
0,5 ul Taq Polymerase (2,5 U/ul)
2,0 ul 25 mM MgCl,

<100,0 ng dsDNA

ad. 50,0 |.l| H>O0pig

Die optimale Annealingtemperatur fur das prnp Gen musste zuvor durch einen
Temperaturgradienten bestimmt werden. Alle anderen Bedingungen sollten dabei konstant

sein. Einen Anhaltspunkt fir diese Annealingtemperatur erhielt man aus der
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Schmelztemperatur (Ty,) der entsprechenden Primer. Diese ergab sich aus deren
Basenzusammensetzung. Die einfachste Gleichung zur Berechnung der theoretischen

Schmelztemperatur war folgende:

Tm = 4-(Anzahl an G bzw. C) + 2:-(Anzahl A bzw. T)

Diese Gleichung eignete sich allerdings nur fir Primer bis zu einer Lénge von 20
Nukleotiden. Fur langere Primer musste diese Gleichung modifiziert werden. Die Anzahl der
Zyklen ist ein Mal} fiir die Menge am entstehenden Produkt, da theoretisch in jedem Zyklus
die Anzahl der DNA-Templates verdoppelt wurde. Fur die verschiedenen DNA-Fragmente

wurden verschieden angepasste PCR-Programme verwendet, die in a) bis d) aufgelistet sind.

a)  Amplifikation von des prnp Gens aus genomischer DNA

Schritt1: T=95,0°C 5,00 min
Schritt2: T=94,0°C 0,50 min
Schritt3: T=59,1°C 1,00 min
Schritt4: T=72,0°C 0,75 min
35 Wadh. der Schritte 2 bis 4

Schritt5: T=72,0°C 4,00 min
Schritt6: T= 4,0°C o min

b)  Amplifikation des prnp Gens aus Vektoren

Diese Methode ist fir die Verwendung eines Plasmids oder eines Bakterienklons
geeignet.

Schritt1: T=950°C 5,00 min

Schritt2: T=94,0°C 0,50 min

Schritt3: T=52,0°C 1,50 min

Schritt4: T=72,0°C 1,00 min

25 Wdh. der Schritte 2 bis 4

Schritt5: T=72,0°C 4,00 min

Schritt6: T= 40°C o min

c) Amplifikation des tTA-Elements

Schritt1: T=950°C 5,00 min
Schritt2: T=94,0°C 0,75 min
Schritt3: T=54,0°C 1,00 min
Schritt4: T=72,0°C 1,00 min
32 Wdh. der Schritte 2 bis 4

Schritt5: T=72,0°C 5,00 min
Schritt6: T= 4,0°C o min
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d) Mycoplasmentest in der Zellkultur

Schritt1: T=94,0°C 2,00 min
Schritt2: T=94,0°C 0,50 min
Schritt3: T=55,0°C 0,50 min
Schritt4: T=72,0°C 0,50 min
35 Wdh. der Schritte 2 bis 4

Schritt5: T= 4,0°C oo min

2.1.6 Reinigung von PCR-Produkten

Um Oligonukleotiden und andere Verunreinigungen zu entfernen, musste die PCR-Probe
gereinigt werden. Die Reinigung von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). Das 5-fache Volumen der PCR-Probe an Puffer PB wurde
zugegeben und gemischt. AnschlieRend wurde die Suspension in eine S&ule gegeben und flr
1 min mit 13000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Danach wurde die Séule
mit 750 ul Puffer PE und durch Zentrifugation fir 1 min mit 13000 g gewaschen. Nach dem
Verwerfen des Durchlaufs wurde die Saule nochmals unter den gleichen Bedingungen wie
zuvor zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Sdule mit 50 pl 70 °C warmen 0,1 M Tris/HClI,

pH 8,0 durch Zentrifugation fir 1 min mit 13000 g eluiert und das Eluat bei -20 °C gelagert.

2.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten mit anschlieBender Reinigung und Identifizierung
wurden Agarose-Gelelektrophoresen durchgefihrt. Fir die zu erwartende GroRe der
Fragmente von 0,2 kb bis 12 kb wurden Horizontalgele verwendet. Diese enthielten je nach
berechneter FragmentgroRe 0,5 % bis 2,5 % (w/v) Agarose (Sambrook et al., 1989; Takahashi
et al., 1969) in TAE-Puffer (0,01 M EDTA, 0,2 M Essigsaure, 0,4 M Tris mit pH 8,0). Der
Nachweis der DNA-Banden erfolgte mit Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert
und unter UV-Licht fluoresziert. Dabei wurden jeweils 100 ml Gelvolumen mit 0,1 % (w/v)
Ethidiumbromidldsung versetzt. Die Proben wurden mit 1/10 ihres Volumens an
Probenpuffer (6 x Loading Dye Solution, Fermentas) versetzt und aufgetragen. Als
Langenstandard diente, je nach der zu erwartenden Fragmentgréfe, 1 pug des ,, 100 bp-DNA
Ladder” oder ,,1 kb-DNA Ladder* (GeneRuler, Fermentas). Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte bei 120 V in 1 x TAE als Laufpuffer. Anschliefend wurde das Banden-
muster im Gel mit einem Geldokumentationssystem (Gel Jet Imager, Intas) dokumentiert.
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2.1.8  DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Um dsDNA-Fragmente in einem Vektor zu klonieren, wurden diese durch bestimmte
Restriktionsendonukleasen gespalten. Die Enzymkonzentrationen und Pufferbedingungen
wurden dabei nach Herstellerangaben gewdhlt. Bei Verwendung von mehreren
Restriktionsenzymen mit unterschiedlichen Pufferbedingungen wurde zuerst das Enzym mit
dem Optimum bei einer niedrigeren Salzkonzentration verwendet. AnschlieBend wurde die
Salzkonzentration erhéht und mit dem zweiten Enzym geschnitten. Der Verdau wurde fiir 2 h
mit der fir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur durchgefihrt. Die verwendeten
Restriktionsenzyme mit den eingesetzten Pufferkonzentrationen sowie deren Erkennungs-
sequenzen sind in der Tab. 2 aufgelistet. Die entstandenen Fragmente wurden anschliellend

durch eine Agarose-Gelelektrophorese analysiert und dokumentiert.

Tab. 2 Verwendete Restriktionsendonukleasen

Enzym Pufferkonzentration® Erkennungssequenz
BamH| 1x GYGATCC
HindllII 2 X AYAGCTT
Scal 2 X AGTYACT
Sspl 1x AATYATT
Xhol 2 X CYTCGAG
Xmnl 1x GAANNYNNTTC

11 x Multi-Core™ Puffer (Promega, 25 mM Tris/Acetat, pH 7,5, 100 mM Natriumacetat, 10 mM
Magnesiumacetat, 1mM DTT)

Fur einen Restriktionsverdau wurde folgender Ansatz verwendet:

1l Enzym (5 U)

1l Puffer

X ul DNA oder Vektor
ad. 30 u' H>O0hid

Das eingesetzte Volumen x an DNA-LOsung, wurde so gewahlt, dass 2 bis 3 pg im

Restriktionsansatz enthalten waren.
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2.1.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden aus dem Agarosegel geschnitten und mit dem
QIAquick Gel Extraktions-Kit (Qiagen) gereinigt. Das ausgeschnittene Gelstlick wurde in ein
1,5 ml Eppendorfgefall gegeben, mit dem 3-fachen Volumen (w/v) an QG Puffer versetzt und
bei 50 °C flir 10 min aufgeldst (Thermomixer 5446, Eppendorf). Anschlielend wurde die
Losung auf eine QlAquick-Séaule gegeben und fur 1 min in der Tischzentrifuge mit 13000 g
zentrifugiert. Dieser Durchlauf wurde verworfen. AnschlieBend wurde die Saule mit 750 pl
PE Puffer durch Zentrifugation fir 1 min mit 13000 g gewaschen und erneut zentrifugiert wie
bereits beschrieben. Danach wurde zur Elution der DNA-Fragmente die Saule mit 30 pl

H2O0pig fr 1 min mit 13000 g zentrifugiert.

2.1.10 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung einer Nukleinsdurekonzentration in einer Losung wurde deren optische
Dichte bei 260 nm gemessen. Dazu wurden die Proben im Verhaltnis 1:100 mit H,Op;g
verdunnt und in eine Quarzglaskivette mit 1 cm Schichtdicke Uberfiihrt. Die Messung
erfolgte in einem Spektralphotometer (GeneQuant, Pharmacia Biotech). Die Konzentrations-
berechnung liel’ sich mit folgender Gleichung durchftihren:

c[ng/ul] = ODygo- 2 VE

mit
c = Konzentration
ODyso = Extinktion der optischen Dichte bei 260 nm
> = Extinktionskoeffizient
Ve = Verdunnungsfaktor
¥ = 0,05 fur dsDNA

Um die Reinheit der jeweiligen DNA zu ermitteln, wurde zusétzlich der Quotient von
OD260/OD2gp bestimmt. Bei einem Wert von 1,6 bis 2,0 wurde mit der Aufarbeitung

fortgefahren, da der ideale Wert fir wassrige dsSDNA-L&sungen bei 2,0 liegt.
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2.1.11 Dialyse von salzhaltigen Losungen

Da sich Salze in den verschiedenen molekularbiologischen Techniken, wie z. B. der
Transformation oder Ligation storend auswirken, mussten diese entfernt werden. Dazu
wurden die salzhaltigen DNA- oder Proteinlésungen auf die Oberseite einer Dialysemembran
(0,025 um Porendurchmesser, Millipore) pipettiert. Dabei befand sich die raue Unterseite
uber einer 10%igen Glycerinlésung. Diese Membran wurde fir 2 h bei RT inkubiert. Das
Volumen der DNA-haltigen Lsung musste mind. 20 pl betragen, da ansonsten das Volumen

nach der Dialyse zu gering war, um von der Membran abgenommen werden zu kénnen.

2.1.12 Klonierung von DNA-Fragmenten

Unter Klonierung versteht man die Verknupfung von Vektor- und Insert-DNA mittels
Ligation (Weiss et al., 1968; Scharf et al., 1986). Fir eine erfolgreiche Ligation mussten

allerdings bestimmte Bedingungen erfillt sein, die nachfolgend beschrieben werden.

2.1.12.1 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Religation des geschnittenen Vektors zu vermeiden, wurde dieser zuvor
dephosphoryliert. Dabei wurden am 5’-Ende des linearen Vektors die Phosphatreste unter zu

Hilfenahme des folgenden Dephosphorylierungsansatzes abgespalten:

10 pl 200 pg lineare Plasmid DNA
1 ul alkalische Phosphatase (1 U/ul)
3 pl 10 x alkalischer Phosphatase Puffer
ad. 30 Hl H>0hig

Die Inkubation des Dephosphorylierungsansatzes erfolgte fur 1 h bei 37 °C mit

anschlieBender Inaktivierung des Enzyms bei 85 °C fur 10 min.

2.1.12.2 Ligation von DNA-Fragmenten Uber Restriktionsschnittstellen

Fur die Ligation von Vektor und Insert Uber Restriktionsschnittstellen wurden Insert und
Vektor mit einem oder zwei kompatiblen Enzymen geschnitten. Wenn zwei verschiedene
Restriktionsenzyme verwendet wurden, wurde die Richtung in der das Insert in den Vektor

ligiert, festgelegt. Wurde dagegen nur ein Enzym verwendet, konnte das Insert in
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unterschiedlichen Orientierungen im Vektor vorliegen. In der vorliegenden Arbeit wurden

beide Methoden angewandt. Folgender Ligationsansatz wurde dabei verwendet:

100 ng linearer Vektor-DNA
3-facher molarer Uberschuss an Insert-DNA
2 pl 10 x T4 Ligationspuffer
2 ul T4 Ligase (3 U/ul)
ad. 20 l,l| Hzobid

Der Ligationsansatz wurde tber Nacht bei 16 °C im Wasserbad inkubiert. Die Berechnung
der verwendeten optimalen Mengen an Vektor und Insert am Beispiel eines 12 kb Vektors
und eines 0,8 kb Inserts ist in der nachfolgender Gleichung dargestellt:

[(50 ng Vektor - 0,8 kb — Insert)/(12 kb Vektor)] - 3 (Uberschuss Insert) = 10 ng Insert

2.1.12.3 TA-Klonierung von DNA-Fragmenten

Da normalerweise die Tag Polymerase ein Adenin an das 3"-Ende des DNA-Stranges nach
der PCR synthetisiert, konnten gereinigte PCR-Produkte direkt in einen Vektor kloniert
werden. Diese Methode konnte nur angewandt werden, weil ein Uberhdngendes Thymin
Bestandteil des verwendeten pGEM-T Vektors (Promega) war. Verfiigte das Insert nicht ber
ein Adenin am 3"-Ende, musste dieses noch adenyliert werden. Ansonsten erfolgte die
Ligation des Vektors mit dem Insert direkt Gber Nacht bei 16 °C mit dem folgenden TA-
Klonierungsansatz:

0,5 ul pGEM-T Vektor (50 ng)
5,0 ul 10 x Ligationspuffer
0,8 ul 2 x T4 Ligase (1U/ul)
50,0 ng DNA-Fragment
ad. 10,0 }J.' Hzobid

Aufgrund dessen, dass der pPGEM-T Vektor fir die a-Komplementation ausgelegt ist, wurden
die positiven Klone auf IPTG-XGal LB Amp Platten identifiziert, da ein Fragment, zwischen
das lacZ-Gen Kkloniert wurde. Deshalb konnte die durch das lacZ-Gen codierende
B-Galactosidase nicht gebildet werden, die sonst das X-Gal spaltete, wodurch ein blauer
Indolfarbstoff gebildet wirde. Aus diesem Grund erschienen die Klone mit Insert wei3. Daher
wird die a-Komplementation auch als blau/weil} Selektion bezeichnet (Horwitz et al., 1964;
Ullmann et al., 1967).
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2.1.12.4 Adenylierung von DNA-Fragmenten

Durch Adenylierung wurde ein Adenin an ein DNA-Fragment angefiigt, dabei wurde das
Fragment durch Inkubation mit dATP und einer Polymerase adenyliert. Die Reaktion erfolgte

fiir 2 h bei 70 °C mit folgendem Adenylierungsansatz:

1,0l 1 mM dATP

0,5 ul Taq (5U/ul, Qiagen)

1,0 ul 10 x Puffer

0,2 ul 25 mM MgCl,

5,0 ul DNA-Fragment
ad.l0,0 |J.| H>Opig

2.1.13 Restriktionsfragment-Kartierung

Durch den Einsatz mehrerer Restriktionsenzyme wurde das Plasmid in verschiedene
Fragmente, mit unterschiedlichen L&ngen, geschnitten. Dieser Restriktionsverdau wurde
anschlieBend auf ein Agarosegel aufgetragen und dokumentiert. War das gewiinschte
Fragment im Vektor vorhanden, konnte so gleichzeitig die Orientierung des Fragmentes

bestimmt werden.

2.1.14 DNA-Sequenzierung

Um genaue Kenntnisse Uber die Sequenz von Genen zu erhalten, wurden diese sequenziert.
Die Sequenzierung beruht auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger, 1977. Allerdings
wurden fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs) statt radioaktiver
verwendet. Dabei wurde jedem der vier ddNTPs eine andere Fluoreszenzmarkierung
zugeordnet. Neben den ddNTPs befanden sich auch Desoxyribonukleotide (dNTPs) in einem
Sequenzieransatz, die wéhrend der Sequenzreaktion eingebaut wurden. Wurde aber ein
Didesoxynukleotid eingebaut, stoppte die Synthese, da sie keine Hydroxylgruppe am 3’-Ende
besal3, diese aber fiir eine Folgereaktion notwendig ware. Da dieser Einbau zufallig erfolgte,
entstanden DNA-Strdnge mit unterschiedlichen L&ngen, diese konnten durch eine
Kapillarelektrophorese bestimmt werden. Diese DNA-Strange wurden entsprechend ihrer
GroRe aufgetrennt. Danach wurde die Fluoreszenzmarkierung durch einen Laserstrahl
detektiert. Durch die GroRenbestimmung wurden die um eine Base unterschiedlichen Strange
erkannt und ihr Fluoreszenzsignal entsprechend dem Nukleotid sortiert. Durch eine Software
wurde die Sequenz der DNA-Templates anschlieend als Elektropherogramm ausgegeben.
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Fur die Bestimmung der Gensequenz aus einem Plasmid wurden 300 ng DNA benétigt oder
30 ng, wenn die Sequenz eines PCR-Fragments bestimmt werden sollte. Die Sequenz-PCR

erfolgte mit folgendem Ansatz:

Sequenz-PCR Ansatz: Sequenz-PCR:
1,0 ul Big Dye Schritt1: T=95°C 5,00 min
1,5 ul 5 x Puffer Schritt2: T=96 °C 0,50 min
1,0 ul 3,3 pmol/pl Primer Schritt 3: T=50°C 0,25 min
x ul DNA Schritt4: T=60 °C 4,00 min
ad.10,0 pl H2Opjq 25 Wdh. der Schritte 2 bis 4

Schritt5: T=72°C 5,00 min
Schritt6: T= 4°C o min

AnschlieRend musste das Sequenz PCR-Produkt mit folgendem Ansatz geféllt werden:

10 uI 3 M NaNs, pH 5,5
250 I 96%iger EtOH
90 }J.| H>0hid

Dieser Ansatz wurde fur 15 min bei RT mit 13000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 250 pl 70%igem EtOH gewaschen und anschlieRend fir 5 min
mit 13000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und durch Dr. Christian Roos von der
Arbeitsgruppe  Primatengenetik am  Deutschen Primatenzentrum sequenziert. Die
Sequenzierung erfolgte mittels eines 3100-Avant Genetic Analyzers (Applied Biosystems).
Die erhaltenen Daten wurden anschliefend mit den Sequenzanalyseprogrammen BioEdit und

Chromas ausgewertet.
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2.2 Prokaryontische Techniken

2.2.1  Bakterienkultivierung

Fur ein optimales Wachstum der Bakterien sind Temperaturen von 37 °C und ein

entsprechendes Nahrmedium erforderlich. Der in dieser Arbeit verwendete Bakterienstamm

ist in der Tab. 3 dargestellt.

Tab. 3 Eigenschaften des Bakterienstamms

Bakterienstamm Medium Genotyp

E.coli DH50a  Luria-Bertani F- supE44 hsdR17 recAl gyrA96 endAl thi-1 relAl
(LB) deoR lambda-

Damit auf Bakterienkulturen (ber einen langeren Zeitraum als Referenz zurlickgegriffen
werden konnte, wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurden die Bakterien bei einer
ODsgs von 0,8 im Verhéltnis von 4:1 mit Glycerin gemischt und sofort in flussigen Stickstoff

eingefroren. Die so hergestellten Kryokulturen waren bei -80 °C beliebig haltbar.

2.2.2  Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen

Die optische Dichte (OD) von Bakterienkulturen wurde in einem Spektralphotometer (Uvikon
810, Kontron) bestimmt. Bei einer Wellenlange von 595 nm (ODsgs) wurde gegen das
Medium als Leerwert, in einer 1 ml Kuvette mit einer Schichtdicke von 1 cm (Halbmikro
Einmalkivetten, Ratiolab), gemessen.

2.2.3  Transformation von E. coli

Fur eine elektrische oder chemische Transformation von DNA wurden kompetente E. coli

Zellen bendtigt. Die Zellen mussten kompetent sein, da sie nur so Fremd-DNA aufnehmen

konnten.
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2.2.3.1 Herstellung elektro-kompetenter E. coli

Zur Herstellung elektro-kompetenter Zellen wurden 5 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden E. coli Stamm angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C mit 200 rpm im
Rundschdittler inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden am néchsten Tag 200 ml LB-Medium
angeimpft und unter gleichen Bedingungen wie am Vortag im Rundschdttler inkubiert. Beim
Erreichen einer ODsgs von 0,8 bis 1,0 wurden die Zellen fur 30 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend zu 50 ml aliquotiert und 10 min bei 4 °C mit 1100 g zentrifugiert (Minifuge GL,
Heraeus Christ). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 50 ml eiskaltem HyOpig
resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen fur 10 min bei 4 °C mit
1100 g sedimentiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 25 ml eiskaltem H,Opiq resuspendiert
und 10 min auf Eis inkubiert. Nach der erneuten Zentrifugation unter gleichen Bedingungen
wurde das Pellet in 10 ml einer eiskalten 10%igen (v/v) Glycerinlésung mit 0,1 M CaCl,
resuspendiert und zu 200 ul in vorgekihlte sterile Eppendorfgefale aliquotiert und bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert. Die so hergestellten elektro-kompetenten E. coli Zellen
behielten ihre Transformationskompetenz fir 2 Monate. Danach wurden neue kompetente
Zellen hergestellt.

2.2.3.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli

LB-Medium wurde mit einer Ubernachtkultur angeimpft, wie bei 2.2.3.1 beschrieben. Bei
Erreichen einer ODsgs von 0,6 bis 0,8 wurden die Zellen fur 15 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend zu 50 ml aliquotiert und 5 min mit 1100 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 25 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Ldsung resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurde wie beschrieben zentrifugiert. Die erhaltenen Pellets wurden in je 5 ml
eiskalter 20%iger (v/v) Glycerinlésung mit 0,1 M CaCl, aufgenommen und in vorgekuhlte
Eppendorfgefalie aliquotiert. Diese wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.3.3 Transformation elektro-kompetenter E. coli

Fur die Elektroporation wurden 100 pl -elektro-kompetenter Zellen eingesetzt. Die
Zellsuspension wurde unmittelbar vor der Transformation auf Eis aufgetaut. Nach dem
Auftauen wurden die Zellen in eine mit Eis vorgekihlte Elektroporationskivette Gberfihrt.

AnschlieBend wurden 10 pl salzfreie DNA-LOsung zugegeben. Die DNA-Menge fir eine
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optimale Transformationseffizienz lag bei 50 ng. Die Elektroporation wurde bei einer
Spannung von 2,5 kV, einer Kapazitat von 25 pF und einem Widerstand von 200 Q
durchgefiihrt (GENE PULSER II, Bio-Rad). Nach der Elektroporation wurden die Zellen mit
1 ml LB-Medium versetzt. Danach wurde die Zellsuspension in ein steriles Eppendorfgefald
uberfihrt und bei 37 °C mit 200 rpm fur 1 h auf dem Rundschuttler inkubiert. In dieser Zeit
normalisierte sich der Zellstoffwechsel und das verantwortliche Gen fiir die Antibiotika-
resistenz wurde translatiert. Danach wurden unterschiedliche Bakterienverdiinnungen auf LB-
Amp Platten ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert, damit am néchsten Tag die

Bakterienklone selektiert werden konnten

2.2.3.4 Transformation chemisch-kompetenter E. coli

Die chemisch kompetenten E. coli wurden auf Eis aufgetaut. 50 pl dieser Zellen wurden mit
dem zu transfizierenden Plasmid fir 20 min auf Eis inkubiert. Diese Suspension wurde
anschlieBend fir 90 s im Wasserbad bei 42 °C erhitzt und danach fiir 2 min auf Eis gekuhlt.
Damit sich die Antibiotikaresistenz ausbilden konnte, wurden 950 pl LB-Medium zugegeben
und bei 37 °C und 200 rpm fur 1 h auf einem Rundschuttler inkubiert. Danach wurde der

Ansatz wie bei der Transformation elektro-kompetenter E. coli Zellen ausplattiert.

2.3 Eukaryontische Techniken

2.3.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Fur die Zellkulturarbeiten wurden die Empfehlungen fur den Umgang mit eukaryontischen
Zellen befolgt (Lindl, 2000). Die verwendeten Zelllinien sind in der Tab. 4 dargestellt. In
fltissigem Stickstoff (-196 °C) eingelagerte Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut und fiir 5 min mit 100 g zentrifugiert (Centrifuge 5810, Eppendorf). Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet in dem entsprechenden Medium resuspendiert und in eine
Zellkulturflasche Gberfuhrt.
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Tab. 4 Verwendete Zelllinien

Zellstamme Gewebe Medium Referenz
PrpY° murine neuronale PrP”°  DMEM + 10 % (v/v) FCS Kretzschmar et
Zellen +1 % (VIV) al., 1997
Penicillin/Streptomycin
N2a Maus Neuroblastoma RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS Klebe et al.,
Zellen +1 % (VIv) 1969
Penicillin/Streptomycin
3T3 Swiss albino Maus DMEM + 10 % (v/v) FCS Todaro et al.,
Fibroblasten Zellen +1 % (VIv) 1963

Penicillin/Streptomycin
3T3 L1 Tet-Off modifizierte 3T3 Zellen DMEM + 10 % (v/v) FCS Buschmann et

+1% (V) al., 2000
Penicillin/Streptomycin

PT67 modifizierte 3T3 Zellen DMEM + 10 % (v/v) FCS Miller et al.,
+1 % (v/v) 1996

Penicillin/Streptomycin
+ 4 mM L-Glutamine
+ 4,5 g/l Glucose

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die adherent wachsenden Zellen in dem
entsprechenden Zellkulturmedium unter sterilen Bedingungen bei 37 °C und 5 % CO,
kultiviert. Nach Erreichen von 70 % bis 90 % Konfluenz wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und mit 1 x Trypsin/EDTA bei 37 °C vom Zellkulturflaschenboden durch
Schwenken gel6st. Dies wurde im Mikroskop kontrolliert. Danach wurde die Trypsinreaktion
mit 4 Volumen Kulturmedium gestoppt. Anschliefend wurden die Zellen fir 5 min mit 100 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in frischem Medium
resuspendiert. Diese Suspension wurde je nach Zelltyp mit einer Verdiinnung von 1:3 bis 1:20
in neue Kulturflaschen passagiert. Experimentelle Daten wurden mit Hilfe von
Transfektionsexperimenten erst nach mind. drei Passagen und einer Woche in Kultur erhoben.
Zur Lagerung von Zellen und Verifizierung experimenteller Daten wurden Kryokulturen der
Zellen angelegt. Zum Einfrieren der Zellen wurden jeweils 1 x 10° Zellen im Einfriermedium
(10 % DMSO + 25 % FCS + 65 % Medium) resuspendiert und in ein Kryoréhrchen (Nalgene)

uberfuhrt. Diese Kryoréhrchen wurden in eine Kryobox (Cryo 1 °C Freezing Container,
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Nalgene) uberfuhrt und mit Isopropanol langsam Gber Nacht im Gefrierschrank auf -80 °C
abgekihlt. Am nachsten Tag wurden die Kryorohrchen in flissigen Stickstoff Gberfuhrt und

bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.3.2 Lebendzellzahlbestimmung von eukaryontischen Zellen

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer. Dabei
wurde die Eigenschaft toter Zellen benutzt, sich durch Trypanblau férben zu lassen. Im
Gegensatz dazu besalen lebende Zellen diese Eigenschaft nicht. Daflir wurden die Zellen
abtrypsiniert und mit 100 g fur 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einer definierten
Menge Medium resuspendiert. 20 pl dieser Suspension wurden mit 20 ul 0,5 % Trypanblau
gemischt und in eine Neubauerkammer zwischen Objekttrager und Deckgldschen gebracht.
Unter dem Mikroskop wurden dann die lebenden Zellen ausgezahlt, deren Gesamtzellzahl

sich nach folgender Gleichung berechnen l&sst:

Lebendgesamtzellzahl = gezahlte Zellzahl [mI]™-2.10*V [ml]

2.3.3 Herstellung transienter Zellen durch Micellen

Zur transienten Transfektion von eukaryontischen Zellen wurde das Effectene- und das
SuperFect Transfektionsreagenz (Qiagen) verwendet. Das SuperFect Reagenz legt sich um
die DNA, wodurch ihre Stabilitdt erhdht wurde und diese Uber Endozytose in die Zellen
eingeschleust werden konnten. Das Effectene bendétigt dazu noch ein kondensierendes Agens
(Enhancer). Dieser DNA-Transfektions-Komplex wurde dann in Micellen verpackt und in die
Zelle eingeschleust (Tang et al., 1996). Die eigentliche Transfektion erfolgte durch eine
Fusion der Micellen mit den Lipiden der Zellmembran, wodurch die zu transfizierende DNA
in das Zytoplasma der Zellen eingeschleust wurde.

Dazu wurden 1 x 10° Zellen auf einer 12 Well Platte ausplattiert. Am nachsten Tag wurden
zur Bestimmung der optimalen Transfektionseffizienz verschiedene Konzentrationen DNA
und Transfektionsreagenzien zugegeben. Dafur wurden die Zellen mit Medium ohne Serum
fir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Auf diese
Zellen wurde der DNA-Transfektions-Komplex gegeben und fur 30 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fir 2 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Danach wurden die Zellen gewaschen und mit VVollmedium weiter inkubiert.
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Zur Bestimmung der optimalen Transfektionseffizienz wurden Zellen mit dem pGL3 Vektor

transfiziert. Am nédchsten Tag wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivitat gemessen.

2.3.4  Herstellung stabiler eukaryontischer Zellen durch Elektroporation

Mit einem Enzym wurden 100 ug eines Vektors linearisiert. Dieser wurde anschlieBend durch
0,25 kV und 0,975 F in 5 x 10° abtrypsinierte Zellen mit dem Gene Pulser Il (Bio-Rad)
elektroporiert. AnschlieRend wurden zur Etablierung stabil transfizierter Zellen diese in eine 6
cm Zellkulturschale (Greiner) Gberfuhrt. 24 h spater wurde durch Zugabe eines Antibiotikums
die Selektion gestartet. Das dabei verwendete Antibiotikum war abhéngig vom
Selektionsmarker auf dem Vektor mit dem die eukaryontischen Zellen transfiziert wurden.
Zur Entfernung abgestorbener Zellen wurde das Medium alle zwei Tage abgenommen und die
Zellkulturschale grindlich mit PBS gewaschen. Das Wechseln des Mediums erfolgte so
lange, bis nur noch einzelne Zellklone im Mikroskop zu erkennen waren. Die Selektionsdauer
war abhdngig von der verwendeten Antibiotikakonzentration, die zuvor anhand der

Antibiotikaresistenz nicht transfizierter Zellen ermittelt wurde.

2.3.5  Retrovirale Transfektion eukaryontischer Zellen

Fur die Retrovirale Infektion von Eukaryonten wurde der Vector pRevTRE verwendet. Da
dieser Vektor allein keine Zellen infizieren kann, wurde dieser zundchst in die PT67 Zelllinie
mit 0,25 kV und 0,975 pF elektroporiert. Diese Zelllinie exprimierte die Virushillproteine,
verpackte den Vektor in ein Capsid mit Virushille und gab ihn Uber die Zellmembran in das
Zellmedium ab, ohne dass die Zellen dabei zerstort wurden. Dieses Medium wurde
anschlieBend durch einen 0,45 um Zelluloseacetatfilter filtriert, so dass nur Medium mit Viren
im Durchlauf tbrig blieben. Um eine Infektion zu erreichen, wurde ein ,multiplicity of
infection* (MOI) von 0,5 bis 3 ,,colony forming units* (cfu) pro Zelle benétigt. Die zu
infizierende Zelllinie musste fur eine retrovirale Transfektion zu 60 % konfluent in einer
Zellkulturflasche gewachsen sein. Zu dieser Kultur wurden 4 pg/ml Polybrene gegeben, damit
sich die Virenpartikel besser an die Zellen binden und eindringen konnten (Davis et al., 2002;
Lee et al., 2005; Landazuri et al., 2006). Anschlieend wurde diese Zelllinie mit dem
Durchlauf der Filtration fur 24 h inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen und
durch normales Zellkulturmedium ersetzt. Nach 2 Tagen wurde mit der Selektion stabil

transfizierter Zellen durch die Zugabe eines Antibiotikums begonnen. Da sich in der zu
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infizierenden Zelllinie und auf dem retroviralen Vektor verschiedene Resistenzgene befanden,

blieben nach der Selektion nur die Zellen tbrig, die beide Resistenzen ausgepragt hatten.

2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.4.1  Bestimmung der Transfektionseffektivitat anhand der Luziferaseaktivitat

Zur Bestimmung der optimalen Transfektionseffektivitat wurde die Luziferaseaktivitat in den
transient transfizierten Zellen gemessen. Dazu wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion
mit 50 pl Lysepuffer lysiert. Um die Zelltrimmer zu entfernen, wurde die Zellsuspension
abgenommen und fir 2 min mit 13000 g zentrifugiert. 50 pl des Uberstandes wurden im
Luminometer (Lumat LB 9507, Berthold) mit 100 pl Luziferasereagenz resuspendiert und das
dabei emittierte Licht nach 5 s gemessen. Nach einer statistischen Auswertung konnte die

optimale Effektivitat bestimmt werden.

2.4.2  Proteinextraktion aus ,,inclusion bodies* (1B)

Proteine konnen in E. coli angereichert und mit Ausbeuten von bis zu 100 mg/l extrahiert
werden. Bei hoher Uberexpression rekombinanter Proteine kommt es haufig zur Aggregation
von Proteinen in ,,inclusion bodies* (IB). Zur Gewinnung des nativen Proteins wurden die 1B
isoliert. Unter geeigneten Anreicherungs- und Préparationsbedingungen betrégt die Reinheit
des Proteins in den IB ~ 90 %. Da die IB als Proteinaggregate eine hohe Dichte aufweisen, ist
eine Isolierung durch einfache Zentrifugation moglich. Fir diese Aufreinigung wurden

verschiedene Methoden angewandt.

2.4.2.1 Aufschluss der E. coli Zellen durch Ultraschall

Eine Ubernachtkultur von E. coli Zellen, die ein rekombinantes Protein exprimieren, wurde
angeimpft. 12 h spater wurden 5 ml dieser Kultur fir 5 min mit 1100 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 5 ml Puffer I (1 mM EDTA, 0,1 M Tris/HCI,
pH 7) resuspendiert. 1,5 mg Lysozym wurden zugegeben, mit dem Ultraturrax (Labsonic
2000, Braun) gemischt und anschlieBend fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Wahrend der
Ultraschallbehandlung musste die Probe im Eisbad gekuhlt werden, da durch die hohe lokale
Energie der Scherkrafte Warme freigesetzt wurde. Die Proben wurden in verschiedenen

Zeitintervallen dem Ultraschall ausgesetzt, 1 x 30 s, 1 x 1 min und 3 x 1 min. Dabei wurde
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nach jeder Minute die Probe fir 1 min auf Eis gekihlt. Nach Abschluss der
Ultraschallbehandlung wurde MgCl, (3 mM Endkonzentration) und DNase (10 pg/ml
Endkonzentration) zugegeben. Die Losungen wurden anschlieBend fur 30 min bei RT
inkubiert. Es folgte eine Zugabe von 0,5 Volumen an Puffer 11 (60 mM EDTA, 6 % Trition X
100, 1,5 M NaCl, pH 7) mit einer erneuten Inkubation von 30 min. Danach wurde die Probe
fiir 20 min mit 13000 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit Hilfe eines Ultraturrax in 1 ml Puffer 111 (20 mM EDTA, 0,1 M Tris/HCI, pH 7) gel0st.
Diese Probe wurde solange zentrifugiert wie beschrieben und mit dem Ultraturrax gelost, bis
eine Schaumbildung nicht mehr auftrat. Wurde dieser Punkt erreicht, war das Detergens
vollstdndig ausgewaschen. Danach wurde die Probe aliquotiert und ein Teil auf ein
SDS-PAGE-Gel zur Kontrolle aufgetragen.

2.4.2.2 Aufschluss der E. coli Zellen durch eine Retsch-M{uhle

Im Gegensatz zur Ultrazentrifugation beruht der Zellaufschluss mit Hilfe der Retsch-Mihle
auf rein mechanischen Kraften. Es wurde eine Ubernachtkultur wie bei 2.4.2.1 angelegt und
aufgearbeitet sowie mit Puffer inkubiert. Danach wurden 500 pl dieser Probenlésung in 2 ml
Eppendorfgefale mit je 0,5 g Glasperlen gegeben. Diese Proben wurden anschlieRend
unterschiedlichen Zeitintervallen mit der Retsch-Mihle (Tissuelyser, Qiagen) mit 25 Hz
behandelt, 1 x 1 min, 1 x5 min und 1 x 10 min. Anschlielend wurden die Proben im Eisbad
gekuhlt. Nach Zugabe von 450 pl Puffer I wurden die Proben mit 13000 g fiir 3 min bei 4 °C
zentrifugiert. Danach wurde MgCIl, (3 mM Endkonzentration) und DNase (10 pg/ml
Endkonzentration) zugegeben. Es folgte eine Inkubation von 30 min bei RT. Nach Zugabe
von 370 pl von Puffer Il folgte eine Inkubation fur 30 min. AnschlieRend wurden diese
Proben fiir 10 min mit 13000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 1 ml Puffer 111 aufgenommen und zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend in

Puffer 111 resuspendiert und ein Teil zur Analyse auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen.

2.4.3  Proteinextraktion aus einer eukaryontischen Zelllinie durch Zelllyse

Abtrypsinierte Zellen wurden fir 5 min mit 100 g abzentrifugiert und das Pellet in 500 pl
E1A-Puffer (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Igepal) resuspendiert und
anschlieRend fiir 30 min auf Eis inkubiert und im Abstand von jeweils 5 min invertiert. Pro

100 pl enthalt dieser Puffer je 1 ul DNase, 1 il RNase und je 1 ul der Proteaseinhibitoren
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, gegen Serin- und Cysteinproteasen), Leupeptin (gegen
Thiolproteasen), Pepstatin A (gegen saure Proteasen) und Aprotenin (gegen Serinproteasen).
AnschlieRend wurde die Zellsuspension fir 5 min mit 13000 g und bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 100 ul E1A-Puffer resuspendiert. Fir
eine weitere optionale Auftrennung wurde die Pelletsuspension dreimal flr 20 s sonifiziert.
AnschlieBend wurde die Suspension fir 5 min mit 13000 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit Prl und das Zellpellet, dass in 100 pl E1A-Puffer resuspendiert wurde,

mit Pr2 gekennzeichnet.

2.4.4  Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums einer Proteinlésung von 465 nm nach 595 nm. Diese Verschiebung
wurde durch die Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliantblau an Proteine hervorgerufen
(Bradford, 1976). Diese Proteinbestimmung wurde mit Hilfe eines Protein Assays (Bio-Rad)
durchgefiihrt. Die Extinktion einer proteinhaltigen Probenlésung wurde nach 10 min
Inkubation bei 595 nm gegen eine proteinlose Probenldsung als Referenzwert mit einem
Absorbtionsmessgerdt (GENios, TECAN) bestimmt. Die Probenlésung besteht aus 150 pl
H2Ouig, 40 pl Bradfordreagenz und 10 pl Probe. Die Proteinextinktion wurde aus dem
statistischen Mittel von drei Messungen bestimmt. Zur Bestimmung der Konzentration einer
unbekannten Proteinldsung wurde diese gegen eine Rinderserumalbumin (BSA)-Eichreihe

gemessen und durch lineare Regression ermittelt.

2.45  Proteinkonzentrierung durch Ethanolfallung

Fur verschiedene Methoden, wie z. B. der WB, wurde eine definierte Proteinkonzentration
benotigt. War sie zu gering, wurde die Probenlésung mit EtOH geféllt. Die Proteinlésung
wurde mit dem 2,2-fachen Volumen an 96%igen EtOH resuspendiert und fur 1 h bei -80 °C
inkubiert. Danach wurde die Suspension fiir 20 min mit 13000 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70%igen EtOH gewaschen und unter den
gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und
die restliche Losung bei RT durch eine Speed Vac (Speed Vac Concentrator, Intas)

getrocknet. Anschliefend wurde die Probe in einem geeigneten Puffervolumen resuspendiert.
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2.4.6 Proteinkonzentrierung durch Trichloressigsaure (TCA)

Zu einer Proteinlosung wurde TCA zu einer Endkonzentration von 10 % (v/v) gegeben und
fir 30 min bei 4 °C inkubiert (Bennet, 1967). Im Anschluss wurde die Ldsung mit 13000 g
bei 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Wasser zu

einer definierten Endkonzentration resuspendiert.

2.4.7  Zweidimensionale (2D)-Gelelektrophorese

Proteingemische konnen mit der 2D-Gelelektrophorese in zwei Dimensionen aufgetrennt
werden (Klose, 1975). Dabei werden die Proteine in der ersten Dimension nach ihrem
isoelektrischen Punkt in der Zweiten dagegen nach ihrem Molekulargewicht in einem
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Gel aufgetrennt. Dadurch ist es moglich, das Proteom einer
Zelle zu charakterisieren. Die Proteine wanderten in der ersten Dimension auf einem pH-
Gradienten im elektrischen Feld so lange, bis sie ihren isoelektrischen Punkt erreicht hatten,
das heilt, ihre Nettoladung gleich Null war. Der Ladungszustand der Proteine wurde dabei
durch alle positiven und negativen Ladungen der Aminosdureseitenketten, die
dreidimensionale Struktur, die Phosphorylierungen und die Glykosylierungen bestimmt. In
dieser Arbeit wurde ein pH-Gradient in Form eines Hydrofilms (GE Healthcare) verwendet.
Der verwendete Gradient war dabei von der zu untersuchenden Probe abhangig. Ein pH-
Gradient von 3 bis 10 wurde flr die erste Einstufung der zu erwartenden Proteine aus dem
Zelllysat verwendet. Die gesuchten Proteine wurden spater durch eine Einengung des pH-
Bereiches genauer aufgetrennt. Als Proteingemische wurden nur zuvor gereinigte und
fraktionierte Proben eingesetzt. Da das Zelllysat durch einen salzreichen Puffer aufgearbeitet
wurde, mussten die Salze wieder entfernt werden, da sie verhinderten, dass die benétigte
Spannung fir die 2D-Gelelektrophorese aufgebaut werden konnte. Die Salze wurden durch
eine Dialyse (siehe 2.1.11) entfernt. AnschlieBend wurden die Proteine in 120 pl
Rehydrationspuffer (8 M Harnstoff, 2 % (w/v) CHAPS, 0,002 % Bromphenolblau, 0,5 %
(v/v) IPG Puffer, 0,2 % (w/v) DTT) aufgenommen und fiir 10 min bei RT unter Schwenken
inkubiert. Die IPG Strips (Immobiline DryStrip pH 3-10, GE Healthcare) wurden
anschlieRend mit dieser Losung beladen. Uber Nacht erfolgte dann eine aktive Rehydrierung
bei 50 V. Im Anschluss daran wurde ein Spannungsgradient aufgebaut. Dieser lief mit einer
Gesamtlaufzeit von 9250 Voltstunden (Vh) im Ettan IPGphor 1l (Amersham Biosciences).

Dazu wurde das folgende Programm verwendet:
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1. Schritt 50V 10 h
2. Schritt 200V 1h
3. Schritt 2000 V 1h
4. Schritt 3000V 7000 Vh
5. Schritt 10V 5h

Der 5. Schritt diente dazu, dass die Proteine nicht ungewollt bis zur weiteren Verwendung
diffundierten. Die Strips wurden jetzt entweder bei -80 °C eingefroren oder sofort fir ein
SDS-PAGE-Gel aufgearbeitet. Dazu wurden die Strips mit 10 ml Equilibrierungspuffer (6 M
Harnstoff, 2 % SDS, 30 % Glycerin, 0,002 % Bromphenolblau, 50 ml Tris/HCI, pH 8,8) und
mit 1 % (w/v) DTT versetzt und fir 30 min und 100 rpm im Schwenkschdttler equilibriert.
AnschlieRend wurde der Equilibrierungspuffer mit 2,5 % (w/v) Jodacetatamid versetzt und
die Strips fir 30 min und 100 rpm alkyliert. Danach wurden die Strips in ein SDS-Gel
eingelegt und die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Damit keine Luftblasen
die Gelelektrophorese storten, wurde die Geltasche vor dem Beladen mit dem Gelstrip mit

einer 0,4%igen (w/v) Agaroselésung in SDS-Laufpuffer tberschichtet.

2.4.8  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist ein diskontinuierliches Proteintrennungsverfahren im elektrischen Feld
(Laemmli, 1970). Die Proteine werden, wie zuvor beschrieben, dabei nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Proteinproben die nicht fokussiert wurden, mussten nach ihrer
Aufarbeitung mit Dithiothreitol (DTT) und SDS im Probenpuffer versetzt werden, so dass
diese anionischen Detergenzien nach dem Erhitzen der Probe auf 85 °C die Proteine
umschliefen und diese negativ beladen. Die entstehende Nettoladung ist bei allen so
behandelten Proteinen gleich, so dass die Proteine nur nach ihrer GroRRe aufgetrennt werden.
Die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Anode,
wobei die jeweilige relative Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus des
Molekulargewichtes ist.

Fur die Trennung von Proteinen wurde das Mini-PROTEAN 3 System (Bio-Rad) genutzt.
Dieses System ermdglichte die Trennung der Proteine auf einer 1 mm dicken und 7 cm langen
Gellaufstrecke. Die verwendeten Gele bestanden dabei aus zwei Teilen mit verschiedenen
Acrylamidkonzentrationen, einem 12%igem Trenngel mit dartber liegendem 4%igem
Sammelgel. Zur Polymerisation der Gele wurde N,N,N,N-Tetramethylendiamin (TEMED)
und Ammoniumpersulfat (APS) verwendet. Die Anzahl der Probetaschen im Sammelgel

wurde durch die aufgetragene Proteinkonzentration bestimmt. Die Proteine wurden in
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Lithiumdodecylsulfat (LDS)-Probenpuffer (141 mM Tris Base, 2 % LDS, 10 % Glycerin,
0,51 mM EDTA, 0,22 mM SERVA Blue G250, 0,175 mM Phenol Rot, 106 mM Tris/HCI, pH
8,5) aufgenommen und fir 15 min bei 95 °C inkubiert. Als Laufpuffer wurde ein MOPS-
Puffer (1 M MOPS, 1 M Tris Base, 0,0205 M EDTA) verwendet. Fur das Sammelgel wurde
eine konstante Spannung von 100 V und fur das Trenngel 200 V angelegt. Nach 1 h wurde die
Elektrophorese beendet. Die aufgetrennten Proteine wurden nun entweder auf eine Membran
transferiert und Uber einen ECL-BIlot detektiert oder aber mit Coomassie-Brilliantblau im Gel
angeférbt. Bestimmte Spots wurden bei der 2D-Gelelektrophorese ausgeschnitten und durch
die Massenspektrometrie bestimmt.

249 Western Blot durch Elektrotransfer

Zum Blotten eines SDS-Gels wurde das Invitrogen XCell Il Blot Modul verwendet. Alle
verwendeten Materialen wurden im Blotpuffer getrankt. Auf zwei Lagen eines Schaumstoffes
wurden drei Lagen 3 mm dickes Filterpapier (Whatman) gelegt. Darliber wurde das SDS-
PAGE-Gel luftblasenfrei aufgelegt. Auf dieses Gel wurde eine entsprechend der Gelgrofie
zurechtgeschnittene Nitrozellulosemembran (NZM) mit einer PorengroBe von 0,2 pm
(Schleicher & Schuell) luftblasenfrei auflegt. Dann wurde eine Lage 3 mm dickes Filterpapier
darliber gelegt und von der Mitte des Blots alle eventuellen Luftblasen mit einer Stripette zum
Rand herausgedriickt. Im Anschluss daran wurden wiederum zwei Lagen 3 mm dickes
Filterpapier und zwei Lagen Schaumstofftuch aufgelegt. Dieses so genannte ,,Sandwich*
wurde in eine Blotkammer eingeklemmt und diese mit 5 % Transferpuffer (0,5 M Bicine,
0,0205 M EDTA, 0,5 M Tris/HCI), 20 % Methanol und 75 % Wasser aufgefullt. Da die
Proteine in dem Gel durch das SDS negativ geladen waren, musste die NZM an der Anode
liegen. Der Transfer der gebundenen Proteine erfolgte anschliefend von der Kathode zur
Anode. Fir den Transfer wurden 30 V flr 1 h angelegt. Um den vollstandigen Transfer zu

priifen, wurde anschlieRend das SDS-PAGE-Gel mit Coomassie-Blau angeféarbt.

2.4.10 Immundetektierung mit dem ECL-System

Die NZM wurde nach dem Blotten fir 1 h mit 5 % (w/v) Milchpulver in PBST (MPBST) bei
37 °C inkubiert und anschliefend dreimal fur 5 min mit einem 0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS
Puffer (PBST) gewaschen. Anschlielend wurde die NZM mit einem 1:2000 verdiinnten
murinen anti-PrP Antikdrpermix (mAk-mix) in MPBST flr 2 h inkubiert. Der anti-PrP mAK-
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mix bestand aus einer Mischung aus 6 gegen das PrP gerichtete Maus-1gG mAKks, diese waren
das 3B5, 4F2, 8G8, 11C6, 12F10 und das 14D3 (Krasemann et al., 1996; Krasemann et al.,
1999). Danach wurde die NZM dreimal fur 5 min mit 0,1 % PBST Puffer gewaschen.
Anschlielend wurde die Membran fur 1 h mit einem 1:10000 verdinntem Meerrettich-
peroxidase (HRP) konjugierten Ziege anti-Maus 1gG Ak in MPBST inkubiert. Danach wurde
die NZM funfmal fir 5 min mit 0,1 % PBST Puffer und zweimal fiir 7 min mit PBS Puffer
gewaschen. Zum Entwickeln der NZM wurde sie in eine ECL-Folientasche gelegt und im
Dunkeln mit 2 ml einer 1:1 Mischung zweier Substratldsungen inkubiert. Die Substratlésung
1 (2,5 M Luminol, 0,4 M p-Cumarinsédure, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0) und Substratlésung 2
(0,09 % (v/v) H20,, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0) wurden direkt vor der Anwendung miteinander
gemischt. Diese Losung wurde 1 min auf der NZM inkubiert, bevor die tUberschiissige Losung
mit einer Stripette durch Rollen weggedriickt wurde. Ein Detektionsfilm (Hyperfilm,
Amersham Biosciences) wurde anschlieBend fir 10 s bis 5 min belichtet und mit dem
Filmentwicklungsgeradt Kodak Elite Chrome 400 entwickelt. Wenn mit dem blofRen Auge
schon eine Lumineszenz beobachtet werden konnte, reichte ein kurzes Auflegen des Films auf
die NZM. Reichte diese Belichtungszeit nicht aus, so wurde der Film tGber Nacht belichtet und
am néchsten Tag entwickelt. Konnten immer noch keine Banden erkannt werden, wurde die
Membran mit einer 0,1 M Glycinldsung, pH 2,9 abgestrippt und die Immundetektierung mit

erhdhten Antikdrperkonzentrationen und langeren Inkubationszeiten wiederholt.

2.4.11 Coomassie-Blaufarbung von SDS Gelen

Proteine in SDS-Gelen wurden mit der Coomassie-Blaufarbung nachgewiesen. Dabei bindet
sich der Farbstoff an die Proteine, nicht aber an die Gelmatrix. Fir die Farbung wurde
kolloidales Brilliantblau G (Sigma) verwendet. Das Gel wurde nach der Elektrophorese fiir 60
min mit 40 % (v/v) EtOH und 10 % (v/v) Essigsaure in H,Opiq fixiert. Danach wurde das Gel
zweimal mit 100 ml H,Opig gewaschen und fir 12 h in der Farbeldsung inkubiert. Diese
bestand aus 20 ml des kolloidalen Brilliantblau, 20 ml Methanol und 60 ml H,Opig. Nach der
Inkubation wurde das Gel so lange mit 1%iger (v/v) Essigséure gewaschen, bis nur noch die
blaugefarbten Proteine und keine unspezifischen Banden zu erkennen waren (Neuhoff, 1985).
Das entfarbte Gel wurde anschlieBend eingeschweif3t und bis zur weiteren Verwendung bei
4 °C gelagert. Die so angefarbten Proteine konnten flir eine massenspektrometrische Analyse
verwendet werden, da der Farbstoff diese Analysemethode nicht beeintrachtigt und die

Detektionsgrenze der Farbemethode bei 30 ng liegt.
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2.4.12 Ponceau-Rotfarbung von Nitrozellulosemembranen

Die Ponceau-Rotféarbung ist eine reversible Proteinfarbemethode auf Nitrozellulose- und
Zellulosemembranen, die nachfolgende Nachweismethoden wie den WB nicht beeintrachtigt.
Die Membran wurde in der Ponceau-Rotlésung (2 % (w/v) Ponceaurot in 3 % (v/v) TCA) fur
3 min bei RT inkubiert und dann viermal mit 100 ml H,Oyig SO lange gewaschen, bis nur noch
die Proteinbanden rot gefarbt waren. Die Nachweisgrenze dieser Farbemethode liegt bei 50 ng
(Li et al., 1989). Die gefarbten Banden auf der Membran wurden eingescannt und mit dem
Ergebnis des WB verglichen. Damit die Membran erneut verwendet werden konnte, wurde sie

bis zur vollstandigen Entfarbung mit H,O gewaschen.

2.4.13  Aufarbeitung von Gewebematerial

Von einem zu untersuchenden Gewebematerial wurde das Gewicht bestimmt und mit Hilfe
eines Zellschredders (Qiagen) durch schrittweise Zugabe von Tris-Puffer (100 mM KCI, 320
mM Saccharose, 10 mM Tris/HCI, pH 7,5) zu einem 10%igem (w/v) Homogenat verarbeitet.
Da es wéhrend der Homogenisierung zu Wérmeentwicklung und Autolyse kam, wurden alle
Arbeiten bei 4 °C durchgefihrt.

2.4.14 TSE-Infektion von eukaryontischen Zellen

Da mit TSE-Erregern nur im S3 Labor gearbeitet werden darf, wurden alle Arbeiten in diesem
Bereich durchgeflhrt. Ansonsten wurden die Zellen unter den gleichen Bedingungen gehalten
wie die nicht infizierten. Sobald eine Zellkulturflasche zu 80 % bewachsen war, konnte sie
infiziert werden. Dazu wurde ein 10%iges (w/v) Hirnhomogenat fiir 20 min bei 80 °C erhitzt
und anschlieend durch grundliches Vortexen gemischt (Lehmann et al., 2005). Danach
wurde das Medium der Zellen entfernt und die Zellen mit 1 % (w/v) BSE-Hirnhomogenat in
Bezug auf das uninfizierte Zellkulturmedium fir 5 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.
Nach 5 h wurde dieses Medium entfernt und in uninfiziertem Zellkulturmedium weiter
kultiviert. Nach 2 Tagen weiterer Kultivierung wurden die Zellen getestet, ob eine BSE-
Infektion vorlag. Fur eine WB Analyse wurden die Zellen geerntet und entweder sofort
aufgearbeitet oder bei -80 °C gelagert. Alle anderen PrP Detektionsmdglichkeiten, wie z. B.
die FACS Analyse, erforderten, dass die Zellen sofort verwendet werden mussten. Zur

Untersuchung der Infektionsstabilitdit wurden die Zellen passagiert, indem sie bei einer
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erreichten Konfluenz von 80 % im Verhaltnis 1.5 gesplittet wurden. Das Pellet wurde

eingefroren und mit den spateren Passagen verglichen.
2.4.15 Proteinase K (PK) Verdau von infizierten Proben

Da das PrP® PK sensitiv und das PrP*° PK resistent ist, wurde der PK Verdau zum Nachweis
von PrP™ verwendet. Die PK Resistenz des PrP*® variierte dabei in Abhangigkeit von der
verwendeten PK und des PrP* Materials. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Konzentrationen und Inkubationszeiten untersucht. Dazu wurden 20 pg bis 50 pg Protein mit
PK Puffer (1 mM CacCly,, 0,5 % (w/v) SDS, Tris/HCI, pH 7,8) versetzt und fir 5, 10, 20, 30,
45 und 60 min bei 37 °C verdaut. Die eingesetzten PK Mengen variierten dabei von
0,01 pg/ml bis 500 pg/ml. Der PK Verdau wurde mit 0,1 M PMSF in Isopropanol gestoppt.
AnschlieBend wurden die Proben im LDS-Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-
PAGE-Gel aufgetragen

2.4.16 Trennung von PrP® und PrP* durch ,,immobilised metall affinity
chromatography* (IMAC)

Da sich die beiden PrP Isoformen in der Fahigkeit Kupfer zu binden unterscheiden, wurde
eine Affinitatschromatographie benutzt, um sie zu trennen. Die dabei verwendete Form war
die IMAC. In der IMAC-S&ule binden aromatische Aminosauren, hauptsachlich Histidin,
zweiwertige Metallionen durch Chelatkomplexierung. Die Abldsung dieses Komplexes héngt
dabei von der Dissoziationskonstante ab. Diese ist abhdngig von der Ladungszahl des
Metallions und vom aromatischen Charakter der Aminosaure. Die Elution der gebundenen
Proteine erfolgte dann durch eine Absenkung des pH-Wertes und durch eine
Komplexbindung mit einem anderen Chelator, wie z. B. EDTA.

Fur die Trennung der PrP Isoformen wurden 5 ml Saulen (Amersham Biosciences) mit ,,fast
flow chelating sepharose* als S&ulenmatrix verwendet. Diese wurden mit 15 ml H;Opig
gewaschen und mit Kupferionen durch 5 ml einer 0,1 M CuSO4-L6sung beladen. Um nicht
gebundene lonen zu entfernen, wurde die Séule mit 50 ml H,Opig gewaschen. AnschlieRend
erfolgte die Equilibrierung durch 25 ml Waschpuffer (500 mM KCI, 1 mM Imidazol, 20 mM
Tris/HCI, pH 8,0) und danach mit 50 ml Equilibrierungspuffer (1 % Octylglykopyranosid in
Waschpuffer). Im Anschluss wurde der Uberstand von in Tris-Puffer solubilisierten (siehe

2.4.17) und zentrifugierten Proteinen auf die Sdule aufgetragen. AnschlieRend wurde die
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Saule fir 1 min mit 13000 g zentrifugiert. Danach wurde zur Entfernung unspezifischer
gebundener Proteine die Saule mit 15 ml Waschpuffer gewaschen. Gefolgt von der Elution
der spezifisch gebundenen Proteine durch 15 ml Elutionspuffer (0,1 M EDTA in
Waschpuffer). Zur Entfernung noch nicht verdréngter Proteine von der Sdule, wurden diese
mit 0,5 M EDTA in Waschpuffer gewaschen. Die Sdule wurde anschlieRend regeneriert und
konnte erneut verwendet werden. Wasch-, Durchlauf- und Elutionsfraktionen wurden in
jeweils 2 ml Fraktionen gesammelt und analysiert. Der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen

wurde anschlieBend bestimmt und jeweils 30 pg auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.4.17  Solubilisierung von Proteinen

Fir die IMAC konnten nur gelGste Proteine verwendet werden, da sonst die Poren des
Séulenmaterials verstopfen wirden. Aus diesem Grund mussten diese Proteine solubilisiert
werden. Die Proteine wurden dabei entweder aus der Zellkultur, aus E. coli oder aus
Hirnmaterial gewonnen. Dabei lag das Probenmaterial infiziert oder uninfiziert vor. Zur
Solubilisierung wurde das Material bei 4 °C aufgetaut und anschliel3end fur 15 min mit 700 g
und 4 °C zentrifugiert. Die Angaben der Mengen beziehen sich hier jeweils auf 1 Gramm
Material. Wurde weniger Material eingesetzt, wurde entsprechend weniger Puffer verwendet.
Der Uberstand wurde bei -80 °C eingefroren und das Pellet mit 3 ml 10 % (w/v) Octylglyko-
pyranosid resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension durch Zugabe von 15 ml Tris-
Puffer auf 2 % (w/v) Octylglykopyranosid verdiinnt. Zu dieser Suspension wurden je 10 pl
der Proteinaseinhibitoren Pepstatin A, Leupeptin und PMSF mit je einer Konzentration von 1
ug/ul zugegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Suspension wurde am nachsten Tag
fir 2 min mit 10000 g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und wie
bereits beschrieben zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde jetzt fir die IMAC eingesetzt. Zur
Uberpriifung wurde nach jedem Zwischenschritt eine Probe entnommen und auf ein SDS-
PAGE-Gel aufgetragen.

2.4.18 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung fluoreszierender Proteine in Zellen wurde die Fluoreszenzmikroskopie
verwendet. Die zu untersuchende Zellkultur wuchs auf einem 15 mm x 15 mm groRen
Deckglaschen an, das auf dem Boden einer Zellkulturplatte lag. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 90 %, wurde die Zellkultur zur Entfernung abgestorbener Zellen dreimal mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Deckgléaschen verkehrt herum mit einer
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Konservierungslosung aus 10 % Glycerin und 90 % PBS auf einem Objekttrager an den
Randern mit Klarlack fixiert. Dieser Objekttrager wurde anschlieBend im Fluoreszenz-
mikroskop (Olympus 1X70) betrachtet und mit dem Kamerasystem Zeiss Axioskop Visitron
Systems dokumentiert. Damit eine Fluoreszenz beobachtet werden konnte, wurden die Zellen
mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt, dabei konnte eine Emission bei 530 nm fiir grln
fluoreszierende Chromophore beobachtet werden. AnschlieBend wurden die Bilder mit dem

Programm Spot (Diagnoctic Instrument) ausgewertet.

2.4.19  Immunfluoreszenzmikroskopie von PrP® exprimierenden Zelllinien mit

monoklonalen Antikdrpern (mAK)

Zur Detektion von PrP in Zellkulturen wurde die Immunfluoreszenz eingesetzt. Dafur wurde
eine Zellkonfluenz von 90 % bendtigt. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Medium
abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden sie durch
Inkubation mit Aceton/Methanol im Verhaltnis 1:1 (v/v) fir 30 s permeabilisiert und fixiert.
Die Ldsung wurde abgenommen und zweimal mit PBS fir 5 min gewaschen. Danach wurde
mit dem murinen anti-PrP mAk-mix in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS fir 1 h bei
37 °C unter Schwenken inkubiert. Anschlielend wurde der Ak abgenommen und zweimal mit
3 % FCS (v/v) in PBS gewaschen. Der sekundére Ak, ein Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
konjugierter Ziege anti-Maus 1gG2 in einer Verdinnung von 1:2000 wurde zugegeben und fir
1 h im Dunkeln bei 37 °C unter Schwenken inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ak
abgenommen und zweimal mit 3 % FCS (v/v) in PBS gewaschen. Anschliefend wurden die

Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet und dokumentiert.
2.4.20 Durchflusszytometrie zur Detektion von PrP® und PrP*

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (,,fluorescence activated cell sorting*, FACS) kdnnen
Zellen ohne Markierungen auf Eigenschaften wie GroRRe und Granularitdt analysiert werden.
Dies geschieht durch einen Detektor und einen Laserstrahl. Werden die Zellen oder aber Teile
von ihnen mit einem Fluoreszenzfarbstoff wie FITC, DAPI oder Alexa markiert, konnen ihre
Fluoreszenzeigenschaften gemessen werden. In dieser Arbeit wurde die FACS Analyse zur
Detektion von PrP® und PrP*® in verschiedenen Zelllinien mit Hilfe von FITC markierten
anti-Maus Sekundarantikorpern verwendet. Der FITC Farbstoff wird mit einer Wellenlange

von 488 nm angeregt und emittiert bei einer Wellenlange von 530 nm gruines Licht. Die dabei
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entstandenen Emissionskurven wurden zur Analyse der PrP Expression in der Zellkultur
verwendet.

Sollte die Expression im Zellkern mit betrachtet werden, wurde 0,3%iges (v/v) Trition X 100
zur Permeabilisierung der Zellmembran und des Zellkerns verwendet. Wurden die Zellen nur
intrazellular betrachtet, wurde Saponinpuffer (0,5 % (w/v) Saponin in PBS) statt Trition X
100 verwendet, da Saponin nur die Zellmembran permeabilisiert und nicht die Zellkerne.
Wurde nur die Oberflache der Zellen untersucht, wurde keine dieser beiden
Permeabilisierungsreagenzien eingesetzt.

Fir die FACS Analyse wurden 1 x 10° Zellen verwendet, diese wurden von der
Zellkulturflasche abtrypsiniert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet durch Resuspension in 200 pl Formaldehydpuffer (4 % (v/v) in PBS) fixiert und fiir
8 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 5 min mit 100 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet weiter verwendet. Zu dem Pellet wurden 200 pl
Saponinpuffer zugegeben und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert und anschliefend wiederum fur 5
min mit 100 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und zu dem Pellet wurden 100
pl Primarantikorperlosung, ein Maus anti-PrP mAKk-mix zugegeben und fur 1 h bei 37 °C
inkubiert. Danach wurde die Suspension wie beschrieben zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet anschlieRend zur Entfernung des restlichen ungebundenen Ak mit
500 pupl PBS gewaschen und zentrifugiert. Zum Pellet wurden 100 pl
Sekundarantikorperlosung, eine FITC konjugierter Ziege anti-Maus Ak-Ldsung, zugegeben
und im Dunkeln fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Suspension wie
bereits beschrieben zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet anschlieBend zur
Entfernung des restlichen nicht gebundenen Ak noch zweimal mit 500 pl PBS gewaschen und
zentrifugiert. Das Pellet wurde danach in 100 ul 0,5 % (w/v) BSA in PBS resuspendiert und
im FACS gemessen.

Vorversuche wurden mit uninfizierten Proben in einem LSR Il Durchflusszytometer (BD
Bioscience) am Deutschen Primatenzentrum durchgefihrt und infizierte Proben wurden mit
einem FACS Calibur (Becton Dickinson) am Primatenzentrum des Paul-Ehrlich-Institutes,
der Bundesbehodrde fur Seren und Vakzine in Langen gemessen. Mit den Programmen
CellQuest 3.3 und FlowJo (Tree Star) wurden die Daten ausgewertet. Zur Vermeidung von
Fehlinterpretationen bei der Auswertung mussten die in der Tab. 5 angegebenen

Negativkontrollen mitbestimmt werden.
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Tab. 5 Negativkontrollen der FACS Messung

Nr. Zellen prim. AK sek. AK
1 + - -
2 + - +
3 + + Isotyp
4 + + anti-Kaninchen
5 + + +

Die Probe 1 wurde zur Ermittlung der Eigenfluoreszenz der Kontrollzelllinie benétigt, die
Probe 2 zur Bestimmung unspezifischer Bindungen des zweiten Ak an diese Zellen. Zur
Analyse der Spezifitat der Bindung des zweiten Ak an den ersten Ak wurden die Proben 3

und 4 bendtigt. Als Vergleich zur untersuchenden Zellkultur wurde die Probe 5 verwendet.

2.4.21 Sekundarstrukturanalyse von Proteinen durch Circulardichroismus (CD)-

Spektroskopie

Mittels der CD-Spektroskopie kénnen Wechselwirkungen chiraler Substanzen mit zirkular
polarisiertem Licht in Abwesenheit eines magnetischen Feldes detektiert werden. Im
Gegensatz zu linear oder planar polarisiertem Licht, bestehend aus links- und rechtszirkular
polarisiertem Licht gleicher Intensitét, besteht ein zirkular polarisierter Lichtstrahl aus zwei
planaren, senkrecht zueinander polarisierten und um 90° phasenverschobenen Lichtstrahlen.
Je nach Polarisation, links- oder rechtszirkular, rotiert der elektrische Vektor dabei um die
Richtungsachse. Der CD ist dabei als die Differenz der Absorption AA von links- (Aip) und

rechtszirkular (Arp) polarisiertem Licht definiert (Fasman, 1996):

Hierbei bezeichnen ¢ die jeweiligen dekadischen molaren Extinktionskoeffizienten, c¢ die
Molaritat des Analyten und I die optische Weglange. Fir den dekadischen molaren CD Aeg gilt
somit:

Ae=¢g-¢g

Moderne, kommerziell erhaltliche CD-Spektrometer bestimmen die allgemein sehr niedrigen
Werte von AA mittels einer Modulationstechnik und kénnen zuverldssige Werte von Ae
liefern. Besonders in der biochemischen Literatur wird jedoch eine traditionellere Methode
verwendet. Diese basiert auf der Tatsache, dass planar polarisiertes Licht beim Durchgang

durch ein zirkulardichroisches Medium aufgrund der unterschiedlichen Absorption der beiden
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zirkularen Komponenten in elliptisch polarisiertes Licht konvertiert wird. Dabei beschreibt
die Spitze des elektrischen Vektors weder eine oszillierende noch zirkular rotierende Bahn um
die Richtungsachse. Von dieser ,elliptischen” Form des elektrischen Vektors wurde die
Bezeichnung ,Elliptizitat* (0) abgeleitet. Diese ist anhand der jeweiligen Ausrichtung und

Amplitude ihrer beiden zirkularen Komponenten beschreibbar. Es gilt dabei:

0 (deg) = 180 In10 AA/4x = 32,98 AA

Somit ist 0 linear abhéngig vom CD. Um die Abhéngigkeit von Pfadlange und Konzentration
zu eliminieren und so zu standardisierten Werten zu gelangen, wird die molare Elliptizitat [60]
definiert:

[6] = 100 6/cl = 3298A¢

CD-Spektren von Proteinen werden auch als ,,Aminoséurereste bezogene Elliptizitat*

([®]mrw) angegeben:

[@]mrw (deg cm? dmol™) = (® M,)/ (10 ¢ | Np)
mit:
O - gemessenes Signal (mdeg)
M; - Molare Masse des Proteins
Na - Anzahl der Aminoséuren des Proteins

Hierbei ist zwischen Nah- und Fern-UV-CD-Spektren zu unterscheiden. Bei ersterem (250-
300 nm) wird die Chiralitdt der Umgebung aromatischer Aminoséuren detektiert, die im
Allgemeinen mit der nativen Tertidrstruktur von Proteinen verbunden ist.

Fur die Analyse der Proteinsekundérstruktur wird das Fern-UV-CD-Spektrum von 180 bis
250 nm bendtigt, da in diesem Bereich die n— n* und die m— n* Ubergange der
Carbonylgruppe der Sédureamidbindung liegen. Aufgrund der Chiralitit der Peptidbindungen
ist daher das CD-Spektrum eine Mdoglichkeit der Sekundérstrukturanalyse. Fur die
Strukturanalyse eines unbekannten Peptides/Proteins wird das CD-Spektrum gemessen und
anschlieBend mit einer mathematischen Linearkombination der CD-Spektren von Proteinen
mit bekanntem Anteil ungeordneter, a-helikaler und B-Faltblattstrukturen angepasst. Aus der
Anpassung der Sekundarstrukturkomponenten erhalt man dann die jeweiligen Anteile fur das

unbekannte Protein und kann so Rickschliisse auf dessen Sekundarstruktur ziehen.
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Fur die CD-Spektroskopie wurde jeweils 1 mg einer Proteinprobe untersucht. Die Probe
wurde in CD-Puffer gelést (10 mM Tris, 100 mM KCI, 320 mM Saccharose, 10 % Glycerin,
0,01 % NP40, pH 7,5) und bei 10 °C mit einer 1 mm Kivette im J-810 Spektropolarimeter
(Jasco) gemessen. Die CD-Spektroskopie wurde in der Abteilung Enzymologie der
Biochemischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durch Herrn Dipl.
Biochem. Knut Koélbel durchgefiihrt.

2.4.22 Matrix-unterstutzte Laserdesorptions-lonisations-Massenspektrometrie
(MALDI-MS)

Unter Massenspektrometrie (MS) versteht man die Bestimmung der Molekilmasse freier
lonen im Hochvakuum. Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, die einen
Strahl gasférmiger lonen erzeugt. Diese werden durch einen Massenanalysator nach ihrem
Masse/Ladungs Quotient, der an einem Detektor abgelesen werden kann, aufgetrennt. Um ein
Proteingemisch zu analysieren, musste es dazu auf einer Matrix zur Kristallisation gebracht
werden. Dieses wird anschliefend im Vakuum einem intensiven Laserimpuls ausgesetzt.
Dabei kommt es zur Freisetzung der Energie wobei ein Teil der Matrix mit der Probe
schlagartig verdampft und ionisiert wird. Im elektrischen Feld werden die geladenen lonen
nach ihrer Flugzeit in einem Messrohr in Verbindung mit einer gepulserten lonenerzeugung
(,,time-of-flight**, TOF) detektiert. So konnen Proteine mit verschiedenen Molekular-
gewichten auf Grund ihrer zeitversetzten Detektion durch ihr spezifisches
Masse/Ladungsverhéltnis bestimmt werden.

Verschiedene Zelllinien mit und ohne PrP® Expression wurden fiir ein 2D-SDS-PAGE-Gel
aufgearbeitet. Das entstandene 2D-Gel wurde mit einer Coomassie-Blaufarbung angeférbt
und bestimmte Proteine nach dem Vergleich der Gelbilder ausgestanzt und analysiert durch
eine MALDI-TOF-MS von Dr. Olaf Jahn in der Arbeitsgruppe Proteomics am MPI flr
experimentelle Medizin in Goéttingen. Dort wurden die Proteinproben zuerst mit Trypsin in
Peptidfragmente gespalten, dies geschah durch einen In-Gelverdau im Genesis ProTeam 150
Advanced Digest (Tecan) automatisch. AnschlieBend wurden die Proben auf eine a-Cyano-4-
Hydroxyzimzsaure-Matrix beladen (Jahn et al., 2006). Diese Proben wurden anschlieRend mit
einer Laserintensitat bei einem Masse/Ladungsverhéltnis von 500 bis 4000 ionisert. VVon jeder
Probe wurden jeweils 25 Messpunkte analysiert. Diese wurden im Ultraflex | MALDI-
TOF/TOF Massenspektrometer (Bruker Daltonics) bestimmt. Die erhaltenen Fragmente
wurden mit dem Programm BioTools 3.0 (Bruker Daltonics) identifiziert. Dabei wurden die

Peptidmassen mit den theoretischen Massenlisten aus der Proteindatenbank verglichen. Es
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handelte sich dabei um Daten, die bei einem theoretischen Verdau ,,in silico® mit den

verwendeten Proteasen aller bekannten Proteine ermittelt werden konnten. Durch einen

Vergleich mit der Entrez NCBI Proteindatenbank wurden diese verifiziert.

2.5 Materialien
25.1 Material
Material

0,025 um Dialysemembran
0,2 um Protran NZM

12 Well Platte

6 cm Zellkulturschale

6 x Loading Dye

75 cm? Zellkulturflasche
Bio-Rad Protein Assay
Filterpapier

GeneRuler 1 kb-Ladder
GeneRuler 100 bp-Ladder
Halbmikro Einmalkivetten
Hyperfilm

Kryobox

Kryor6hrchen

pH Strips 3-10

SeeBlue Plus2

2.5.2  Antibiotika
Amphothericin B
Ampicillin

Blasticidin S HCI
Doxycyclin
Hygromycin B
Neomycin
Penicillin/Streptomycin
Tetracyclin

2.5.3  Antikorper
POD/Ziege anti-Maus I1gG
FITC/Ziege anti-Maus 1gG2
mAK anti-Maus 1gG

Firma

Millipore

Schleicher & Schuell
Greiner

Greiner

Fermentas

Greiner

Bio-Rad

Whatman

Fermentas
Fermentas

Ratiolab

Amersham Biosciences
Nalgene

Nalgene

GE Healthcare
Invitrogen

Sigma

Boehringer Mannheim
Invitrogen

Sigma

Sigma

Serva

PAN Biotech GmbH
Sigma

Dianova
Dianova
DPZ
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Kat. Nr.

VSWP01300
FD0262-1
665180
628160
RO611
658170
500-0006
3030-6185
SM0311/2/3
SM0321/2/3
Nr. 2712010
RPN 3103K
5100

5000
17-6001-11
LC5925

A-2411
835269
46-1120
D-9891
H-0654
30250
P06-07100
T-3383

115-035-003
115-095-003
aus Hybridomakulturen



Material und Methoden

2.5.4 Proteaseinhibitoren

Pepstatin A Sigma

Leupetin Sigma

Aprotenin Sigma

PMSF Carl Roth GmbH
2.5.5  Kulturmedien

Agar Difco Laboratories
DMEM PAN Biotech GmbH
RPMI 1640 PAN Biotech GmbH
FCS PAN Biotech GmbH
L-Glytamin PAA Laboratories GmbH
Trypsi/EDTA PAN Biotech GmbH

Hefe-Extrakt
Bacto-Trypton
2.5.6  Chemikalien
2-Mercaptoethanol
30%ige H,0, Losung
Acrylamid

Agarose

APS

ATP

Bicine

Bis-Tris
Bromphenolblau
CaCl,

DMSO

DNase

DOC

DTT

EDTA

Essigsédure

Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd
Glycerin

Glycin

Guanidin HCI

HCI

Hepes

Isopropanol

KCI

Kolloidales Brilliant Blau G

LDS
Luminol
Lysozym
Methanol

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Merck

Merck

Sigma

Carl Roth GmbH
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck

Sigma

Merck
AppliChem

Carl Roth GmbH
Merck

Carl Roth GmbH
Applichem
Sigma

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Merck

Carl Roth GmbH
Merck

Merck

Sigma
Invitrogen
Sigma
Eurogentec

Carl Roth GmbH

-52-

P4265
L0649
A3428
6367.1

0140-07-4
P04-02500
P04-18500
3302-P250316
M11-004
P10-023100
2363.2

8952.2

8.05740.0250
822287
A-3553
3367.3
A3678

A6419
B3876-2509
B 9754
1.08122.0025
A428388
1.02952.1000
D-4138
1.06504.0100
A2948.0025
8040.2
1.00063.1000
9065.2
A1152.0025
25.254-9
3783.1
3908.3
0037.1
1.00317.100
9105.3
1.09634.2500
4936-1000
B-2025
NPO008
A8511
ME-0510-10
4627.2
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Methylenblau Riedel De Haén AG 28514
MgCl, Merck 8.14733.0500
Milchpulver Carl Roth GmbH T145.1
MOPS Carl Roth GmbH 6979.3
N,N,-Methylenbisacrylamid Gibco 15516-016
Na,EDTA Merck 1.08418.1000
Na;HPO, Merck 1.06585.5000
Na-Acetat Merck TA644068
NaCl Carl Roth GmbH 3957.1
NaH,PO, Merck 1.06346.1000
NaOH Carl Roth GmbH 6771.2
Natriumacetat Merck T-644068
Noniden P40 Sigma 13021
0-Phosphorséure Merck 1.00565.0500
p-Cumarinséure Merck 8.00237.0010
Phenol Rot Sigma P3532
Polybren Aldrich 10-768-9
Proteinase K Roche 03115879001
RNase A Qiagen 1018048
Saccharose Merck K31517487
Saponin Sigma 024K2505
SDS Merck 8.22050.1000
TCA Carl Roth GmbH 8789
TEMED Carl Roth GmbH 2367.3
Tricine Carl Roth GmbH 6977.1
Tris Base Sigma T1503
Tris Carl Roth GmbH 4855.3
Trition X 100 Merck 1.08603.1000
Trypanblau Merck K13268032
Tween-20 Merck 8.17072.1000
Xylencyanol Merck 1.10590.0005
2.5.7 Medien
LB-Medium: Das Medium musste nach der Herstellung autoklaviert werden, danach
wurde das Medium bei RT bis zur Verwendung gelagert.
10,00 g Bacto - Trypton
5,00 ¢ Hefe - Extrakt
10,00 g NaCl
ad. 1,00 I H,O

LB-Platten: Das Medium wurde autoklaviert und danach auf eine Temperatur von 56 °C

abgekihlt. AnschlieBend wurden die Platten gegossen. Danach folgte eine
Lagerung der Platten bei 4 °C bis zur ihrer weiteren Verwendung. Fur
LB-Amp Platten wurde zusatzlich noch 1 ml Ampicillin (100 mg/ml)
zugegeben, allerdings erst nach dem Abkuhlvorgang.
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10,00 ¢
500 ¢
10,00 ¢
15,00 g
ad. 1,00 |
Zellkulturmedium: 500,00 ml
10,00
1,00

Zelleinfriermedium:
25,00

% (v/Iv)
% (VIV)

65,00 % (v/v)
% (V/IV)

10,00 % (V/V)

Gewebehomogenat:

2.5.8 Ldsungen

10,00 % (W/v)

Proteinase K Stammldsung: 10,00 % (v/v)
40,00 mg/mi

100,00 mM
25,00 mM

mAK-mix:

Bacto-Trypton
Hefe-Extrakt
NaCl

Agar

H,0

DMEM oder RPMI 1640
FCS
Penicillin/Streptomycin 100 pg/mi

Medium entsprechend der Zelllinie
FCS
DMSO

Gewebe in 100 mM Tris-Puffer

Glycerin
Proteinase K
Tris/HCI, pH 8,0
CaCl;

Eine Mischung aus 6 (3B5, 4F2, 8G8, 11C6, 12F10 und 14D3)

im gleichen Verhéltnis gegen das PrP gerichteten mAKks, aus
Hybridomakulturen, am DPZ gewonnen.

CD-Puffer: 10,00
100,00
320,00

10,00

0,01

mM
mM
mM

Tris-Puffer: 100,00
320,00

10,00

mM
mM
mM

Lysis-Puffer fir PK Verdau: 100,00 mM
100,00 mM
10,00 mM

% (V/V)
% (V/Iv)

0,50 % (v/v)
0,50 % (w/v)

ad. 100,00 ml
Rehydratrationspuffer: 8,00 M
2,00
0,50
0,20
0,02

% (W/V)
% (vIV)
% (W/V)
% (W/v)
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Tris

KCI
Saccharose
Glycerin
NP40, pH 7,5

KCI
Saccharose
Tris/HCI, pH 7,5

Tris/HCI, pH 8,0
NaCl

EDTA

NP 40

DOC

H,O

Harnstoff
CHAPS

IPG Puffer
DTT
Bromphenolbau
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Equilibrierungspuffer:

Saponinpuffer:

10 x Probenpuffer:

10 x TAE-Laufpuffer:

1 x T4-Ligationspuffer:

Puffer I:

Puffer IlI:

Puffer I1I:

LDS-Probenpuffer:

SDS-Trenngel:

6,00
2,00
50,00
30,00
0,02

0,50

50,00
0,25
0,25

0,40
0,01
0,20

30,00
10,00
10,00

0,10

1,00
100,00

60,00
6,00
1,50

20,00
0,10

106,00
141,00
2,00
10,00
0,51
0,22
0,17

4,00
3,35
2,50
0,10
50,00
5,00

M
% (w/v)
ml
% (v/Iv)
% (wW/v)

% (W/v)

% (V/IV)
% (W/V)
% (w/v)

M
M
M

mM
mM
mM
mM

mM
mM

mM
% (VIV)
M

mM
M

mM
mM
% (W/V)
% (V/V)
mM
mM
mM

mi
mi
mi
%
pl
pl
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Harnstoff

SDS

Tris/HCI, pH 8,8
Glycerin
Bromphenolbau

Saponin in PBS

Glycerin
Bromphenolblau
Xylencyanol

Tris, pH 8,0
EDTA
Essigsdure

Tris/HCI, pH 7,8
MgC|2

DTT

ATP

EDTA
Tris/HCI, pH 7,0

EDTA
Trition X 100
NaCl, pH 7,0

EDTA
Tris/HCI, pH 7,0

Tris/HCI, pH 8,5
Tris Base

LDS

Glycerin

EDTA

SERVA Blue G 250
Phenol Rot

Acryl-/Bisacrylamid (37,5:1)
H,O

375 mM Tris/HCI, pH 8,8
SDS

10%iges APS

TEMED
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SDS-Sammelgel (4 %): 1,70
10,20
125,00
0,10
0,03

ad. 20,00
20 x MOPS-Laufpuffer: 1,00
1,00
0,02
20 x WB Transferpuffer: 0,50
0,02
0,50
PBS Puffer: 120,00
17,00
3,00

PBST Puffer: 0,10

MPBST: 5,00

ECL-Substratlésung 1: 100,00
4,40
10,00
ad. 1,00
ECL-Substratlésung 2: 100,00
3,00
ad.1,00

E1A-Lysepuffer:

mi

ml

mM

mi

% (wW/v)
ul

<< LKL

mM
mM
mM
% (W/v)

% (W/v)

Acryl-/BisAcrylamid (37,5:1)
H,O

Tris/HCI, pH 6,8

10%iges SDS

APS

TEMED

MOPS
Tris Base
EDTA

Bicine
EDTA
Tris/HCI

NaCl
Na,HPO,
KH3POy4, pH 7,2

Tween 20 in PBS Puffer
Magermilchpulver in PBST Puffer

Tris/HCI, pH 8,0

90 mM p-Cumarinsaure
250 mM Luminol

H,O

Tris/HCI, pH 8,0
30%ige H,0, Losung
H,O

Bei diesem Puffer wird pro 1 ml jeweils 1 pul RNase, DNase,

PMSF, NP40 und Pepstatin A zugegeben

50,00
150,00
0,10

Cl: 438,14
4,06

4,84

42,00

ad. 1,00

G2: 76,42
11,17

3,63

250,00

50,00

ad. 1,00

mM
mM
% (V/IV)

—-—Q Q
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Hepes
NaCl
Igepal

Saccharose

MgC|2

Tris base/HCI, pH 7,5
Triton X 100

H,O

Guanidine HCI

Na,EDTA

Tris base/NaOH, pH 8,0
20%ige Tween 20 Lésung
10%ige Triton X 100 Lésung
H,O
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QBT: 750,00
50,00

15,00

0,15

PE: 1,00
50,00
15,00

N3 : 3,00
QF: 1,25

50,00
15,00

mM NaCl

mM MOPS

% (VIV) Isopropanol

% (v/v) Triton X 100 pH 7,0
M NaCl, pH 7,0

mM MOPS

% (v/v) Isopropanol

M Kaliumacetat, pH 5,5
M NaCl

mM Tris/HCI, pH 8,5

% (V/IV) Isopropanol

Qiagen Puffer P1, P2 keine Angaben vom Hersteller

2.5.9  Ausgangsvektoren

pGEM-T

Der pGEM-T Vektor (Promega) wurde zur Amplifikation von PCR-Fragmenten in E. coli

genutzt. Da er ein Uberhdngendes Thymin enthélt, konnte er zum Ligieren von Fragmenten

mit einem Uberhangenden Adenin verwendet werden. Als Selektionsmarker wurde Ampicillin

verwendet.

Ampicillin

pGEM-T Vektor
3kb

Abb. 16 pGEM-T Vektor Dieser Bakterien-
expressionsvektor mit einem tberhdngenden Thymin wurde
zur Klonierung von Fragmenten mit einem tberhangenden
Adenin verwendet. Selektiert konnten die Klone durch die
Amicillinresistenz und das LacZ-Gen.
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pCMV/Bsd

Der pCMV/Bsd Vektor (Invitrogen) enthélt als Resistenzmarker Blasticidin (Bsd) (Takeuchi
et al., 1958). Dieser Vektor wurde fir die Selektion auf stabile Zellklone verwendet. Die
Resistenz gegen den Translationsinhibitor Blasticidin S wurde durch das Enzym Blasticidin S

Desaminase von Aspergillus terreus gewahrleistet (Kimura et al., 1994).

P( MV EM_“'

Bsd

\ SV40 poly A

Abb. 17 pCMV/Bsd Vektor Der Vektor kann zur

pUC ori Selektion auf stabile eukaryontische Zellen durch eine
\ Blasticidinresistenz verwendet werden. Zur Selektion in

Ampicillin Bakterien wurde die Ampicillinresistenz verwendet.

PTRE Tet-Off

Der pTRE Tet-Off Vektor ist Teil eines Zwei-Komponenten-Systems zur regulierten Protein-
expression mittels Tet oder Dox durch Bindung eines tTA-Elementes. Als Selektionsmarker

wurde dabei Neomycin verwendet.

Xhol

tTA

Neomycin

Svd0polyA  App. 18 pTet-Off Vektor Er ist Teil eines Zwei-

Hind 111 Komponenten-Systems zur regulierten Proteinexpression in
Eukaryonten durch die Expression des tTA-Elementes,
wobei Neomycin als Selektionsresistenz verwendet wird.
Zur Selektion in Bakterien wurde die Ampicillinresistenz
verwendet.

Ampicillin
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pTRE-FU

Der pTet-FU Vektor wurde am DPZ von Herrn Dr. Stuke entwickelt. Dieser Vektor wurde fiir
ein ,,gene targeting* in der Maus konstruiert. Mit ihm konnten verschiedene Gene in das
Mausgenom eingebracht werden. Da er Uber ein TRE-Element verfugte, konnten die so

eingeschleusten Gene durch Bindung an ein tTA-Element gezielt an- und abgeschaltet

werden.
3’-Maus
Hygromycin
TRE
pTRE-FU
11,5 kb .
Abb. 19 pTRE-FU Vektor Dieser Vektor ist der zweite
Teil des Zwei-Komponenten-Systems. Durch  das
TRE-Element kénnen die dahinter liegenden Gene reguliert
HSV-1TK 5°-Maus transkribiert und durch die Hygromycinresistenz selektiert
werden.
pBI-EGFP

Der pBI-EGFP Vektor (BD Bioscience) besitzt zwei gegenlaufige CMVwmin Promotoren, die
durch ein TRE-Element reguliert werden konnten. Dieser Fakt wurde zur An- und

Abschaltung der EGFP Expression ausgenutzt.

Bidirekrionaler Promoter
EGFP mit TRE Element

SV40
PolyA
[-Globin Poly A
Abb. 20 pBI-EGFP Vektor Dieser Vektor exprimiert ein
Ampicillin EGFP unter Kontrolle eines TRE-Elementes, dadurch kann

Col Elori es gezielt an- und abgeschaltet werden.
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pRev-TRE

Der pRev-TRE Vektor (Clontech) ist ein retroviraler Vektor in den verschiedene Gen-
sequenzen eingebracht werden konnten. Durch ein TRE-Element waren diese ebenfalls, wie
der pTRE-FU Vektor, regulierbar. Als Selektionsmarker in Eukaryonten wurde dabei
Hygromycin verwendet.

Sspl

5STLTR

Ampicillin
® Abb. 21 pRev-TRE Vektor Dieser Vektor ist Teil eines
Retrovirus. Zwischen die LTR-Regionen kann ein Gen
kloniert und mit hoher Frequenz in andere Organismen
integriert werden. Durch die Transfektion in die PT67
Zelllinie wird der Vektor durch das Verpackungssignal ¥ in
einen Retrovirus umgewandelt und aus den Zellen, ohne
Hygromycin diese zu zerstdren ausgeschleust. Durch eine anschlie3ende

Infektion mit diesem Retrovirus konnen stabile

eukaryontische Zellen durch Selektion mit Hygromycin
MCS s hergestellt werden.

pUC19

Der pUC19 Vektor (Fermentas) wurde fir Testtransfektionen in E. coli verwendet (Yanisch-

Perron et al., 1985). Durch das LacZ Gen konnten Klone leicht selektiert werden.

LacZ Gen
/. MCS

p-Lactamase

Abb. 22 pUC19 Vektor Dieser Vektor kann zur Integration
von DNA-Fragmenten in die MCS des LacZ Gens genutzt
und Uber die B-Lactamase in Bakterien selektiert werden.
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pGL3

Der pGL3 Vektor (Promega) ist ein Luziferase-Reporter-Vektor. Er wurde zur Analyse der

Genexpression in transfizierten eukaryontischen Zellen verwendet.

Ampicillin

Abb. 23 pGL3 Vektor Dieser Vektor ist zur Expression
von Luziferase fahig, dies kann zur Bestimmung der
Luziferaseaktivitat genutzt werden.

SV40 poly A
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3 Ergebnisse

3.1 »Invitro* Analyse des prnp Gens

3.1.1  Amplifikation des prnp Gens

Zur Amplifikation des prnp Gens aus genomischer DNA wurde diese zuerst isoliert. Beim
Menschen (Homo sapiens) und Javaneraffen (Macaca fascicularis) erfolgte dies aus dem
Blut. Bei der Maus (Mus musculus) aus dem Schwanzgewebe. Die genomische DNA vom
Rhesusaffen (Macaca mulatta), Bonobo (Pan paniscus), Schimpansen (Pan troglodytes),
Gorilla (Gorilla gorilla), Elch (Alces alces shirasi), Rind (Bos taurus), Schaf (Ovis aries) und
groRen (gr.) Tummler (Tursiops truncatus) wurde von der ,,German Primate Bank* und der
,»-German Gen Bank* tber Dr. Christian Roos bezogen. Die Amplifikation des prnp Gens der
verschiedenen Spezies erfolgte mit den in der Tab. 6 dargestellten Primern. Da das prnp Gen
spater tber eine BamHI Schnittstelle in den pTRE-FU Vektor kloniert werden sollte, wurde

diese beim Primerdesign vor das Startcodon bzw. nach dem Stopcodon eingefligt.

Tab. 6 Primer zur Amplifikation des prnp Gens

Spezies 5’— 3’ Primer 3’ 5’ Primer
Mensch,
GCGGATCCATGGCGAACCTTGGCTGCT GCGGATCCTCATCCCACTATCAGGAAG
Javaneraffe,
Rhesusaffe
Schimpanse, CGCGGATCCATGGCARACCTTGGCTGCT GCGGATCCTCATCCCACTATCAGGAAG
Bonobo,
Gorilla
Maus GCGGATCCATGGCGAACCTTGGCTACT GCGGATCCTCATCCCACGATCAGGAAG

E | Ch , R | nd , GCGGATCCATGGTGAAAAGCCACATAGG GCGGATCCCTATCCTACTATGAGAAAAATG
Schaf

gr. Timmler CGCGGATCCATGGGAAAGCTGTGTGAGCT — GCGGATCCTCAGTGCAGTAGRAGRATGC

Die BamHI Schnittstelle (blau) ist vor dem Start- bzw. Stopcodon (rot) dargestellt.

Mit den oben genannten Primern wurde das prnp Gen aus verschiedenen Spezies amplifiziert.
Aufgrund der Schmelztemperatur der Primer wurde die theoretische Annealingtemperatur

nach Rychlik (Rychlik et al., 1990) am Beispiel des Javaneraffen bestimmt. Die optimale
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Annealingtemperatur wurde anschlielend mit Hilfe eines Temperaturgradienten ermittelt
(siehe 2.1.5a). Bei dieser PCR wurde festgestellt, dass die optimale Annealingtemperatur fiir
den Javaneraffen um 2 Grad hoéher liegt als der theoretische Wert. Mit dieser modifizierten
PCR wurden alle anderen prnp Fragmente aus der jeweiligen DNA amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurden auf ein 1%iges (w/v) Agarosegel aufgetragen und unter UV-Licht
betrachtet. Bei allen Spezies war eine Bande bei einer Grofl3e von ca. 750 Basenpaaren (bp) zu
erkennen, dargestellt in der Abb. 24. Diese Bande wurde aus dem Gel isoliert und die DNA
mit Hilfe eines Gelelutionskits (Qiagen) Uber eine S&ule gereinigt (siehe 2.1.9). Das eluierte
Fragment wurde anschlieRend in den pGEM-T Vektor kloniert. Da bei der Amplifikation ein
zusétzliches Adenin an das 3’-Ende des Fragmentes angehéngt wurde, konnte es mit dem
uberhédngenden Thymin des Vektors ligiert werden (siehe 2.1.12.3). Dies war bei den meisten
Fragmenten ohne weiteres moglich. Nur die Fragmente vom gr. Tummler, Elch, Rind und
Maus mussten nach der Elution noch adenyliert werden (siehe 2.1.12.4).

Die Klonierung in diesen Bakterienexpressionsvektor wurde zur Uberpriifung der Sequenz

und der Expression des Prion Proteins der einzelnen Spezies und in E. coli durchgefihrt.

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2500 e
2000 ==
1500 =
1000 ==

500 =
250 =—

Abb. 24 PCR-Amplifikate der verschiedenen prnp
Fragmente auf einem 1%igen (w/v) Agarosegel Je 300
ng wurden von 1) Bonobo, 2) Schimpanse, 3) Gorilla, 4)
Rhesusaffe, 5) Javaneraffe, 6) Rind, 7) Elch, 8) Mensch, 9)
gr. Tiummler und 10) Maus aufgetragen.

3.1.2 Sequenzierung der speziesspezifischen Prion Proteine

Die Transformation des E. coli Stammes DH5 o mit den verschiedenen speziesspezifischen
pGEM-T Vektoren erfolgte chemisch, mit der CaCl,-Methode (siehe 2.2.3.4) und durch
Elektroporation (siehe 2.2.3.3). Dabei erwies sich die CaCl,-Methode als die Effektivere, da
es bei einer Testtransformation mit dem pUC 19 Vektor zu einer Transformationseffizienz
von 1 x 10° kam und bei der Elektroporation lediglich zu einer von 1 x 10°. Da das prnp Gen,
in den pGEM-T Vektor zwischen das lacZ-Gen kloniert wurde, konnten positive Klone durch

a-Komplementation auf IPTG-XGal LB-Amp-Platten selektiert werden. Zum Ausschluss von
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»falsch positiven* Klonen wurde zusétzlich eine Vektor-PCR durchgefiihrt (siehe 2.1.5b).
Danach wurden die positiven Klone tber Nacht in LB-Amp-Flissigkulturen angezogen und
das Plasmid anschlie3end isoliert (siehe 2.1.4). Das isolierte Plasmid wurde mit dem Enzym
Xmnl geschnitten. Dabei befand sich eine Schnittstelle des Enzyms auf dem Insert und die
andere im Vektorriickgrat, so dass zwei Fragmente mit unterschiedlichen Gréf3en entstehen
mussten. Dieser Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP) wurde in einem
1%igem (w/v) Agarosegel dokumentiert. Die Bakterienklone, die keine zwei Fragmente
aufwiesen, wurden als ,falsch positive* identifiziert, die positiven Klone wurden weiter
analysiert. VVon den so positiv identifizierten Bakterienklonen wurde die Nukleinsauresequenz
der verschiedenen in den pGEM-T Vektor ligierten prnp Gene bestimmt. Dazu wurden
jeweils 300 ng Plasmid-DNA fir eine Sequenzreaktion benétigt (siehe 2.1.18). Die dabei
verwendeten Sequenzprimer sind in der Tab. 7 aufgefuhrt. Die Primer wurden so gewahlt,
dass sie 30 Nukleotide vor dem Startcodon oder komplementdr 30 Nukleotide nach dem

Stopcodon an den DNA-Strang banden.

Tab. 7 Sequenzprimer fur den pGEM-T Vektor

Primer Basensequenz
5> 3 GTTTTC CCAGTC ACG AC
3—>5 GGA TAA CAATTT CAC ACA GG

Die Nukleotidsequenz wurde mit Hilfe des Programms pDRAW 32 (AcaClone Software) in
die Aminosdurensequenz (ASS) umgewandelt. Diese wurde dann sowohl mit den bekannten
Sequenzen aus der Entrez Proteinbank des NCBI als auch miteinander verglichen. Stimmten
die ASS der jeweiligen Spezies Uberein, so wurden diese Klone weiter verwendet,
anderenfalls wurde das prnp Fragment erneut amplifiziert und kloniert. Der Vergleich
zwischen den verschiedenen speziesspezifischen ASS untereinander ist in der Tab. 8
dargestellt. Der Gorilla und der Bonobo entsprachen dabei dem Schimpansen und der

Rhesusaffe dem Javaneraffen, deshalb wurden sie hier nicht dargestellt.
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Tab. 8 Aminosauresequenzvergleich der speziesspezifischen Prion Proteine

Mensch
Javaneraffe
Schimpanse
Maus

Elch

Schaf

Rind

gr. Tummler

Mensch
Javaneraffe
Schimpanse
Maus

Elch

Schaf

Rind

gr. Tummler

__ MANLGCWMLVLFVATWSDLGLCKKRPKPG_GWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGW

.. YoLA o TM TV e [ .T.
MVKSHI .S 1. ... .. Moo Ve eeen G e
MVKSHI .S 1. ... .. Moo Ve eeen T
MVKSHI.S. 1. ..... MooV oo e T
GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGG WGQGGGTHSQWNKPSKPKTNM
...................................... N..H.......S.
.............. Y - S A P
............................... [T
............................... [T - S
............................... WGQPHGGG - - -« .-G oo een e
............................... T P

Mensch KHMAGAAAAGAVVGGLGGYVLGSAMSRP I IHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDEY
Javaneraffe ..... .. ... .. ....... 1 L....No.......... | 2 V.Q.
Schimpanse ... .. ... ... . ... ... M e e e e e e e e e Q.-
Maus = i eaaaaaa Moo, M NWo oo Yeooea e o V.Q.
Elch Ve e Moo I | V.Q.
Schaf Ve S Moot I | V.H.
Rind Y Moo oooo.. Lo e V.Q.
gr. Tammler _.V..._ ... .. ... ..... 1 L Yoo V.Q.

Mensch
Javaneraffe
Schimpanse
Maus

Elch

Schaf

Rind

gr. Tummler

Mensch
Javaneraffe
Schimpanse
Maus

Elch

Schaf

Rind

gr. Tummler

Aus dem Aminosauresequenzvergleich ist erkennbar, dass sich zwei Gruppen herausgebildet
haben, die sich geringfuigig in der Sequenz unterscheiden. Zum einen die Primaten und zum
anderen der Artiodactyla. Nur die ASS der Maus und des gr. Timmlers wiesen groRere
Abweichungen zu den anderen Prion Proteinen auf. Trotz dieser Unterschiede wurde
festgestellt, dass sich die Prion Proteine bis auf das des gr. Timmlers in nur max. 17 % der

Aminosauren voneinander unterscheiden. Dies bestétigt die Aussage, dass das PrP ein hoch

................. R
S R ]
................. He oo e e e N .QK......DGR
(NP V2 P b Q...E...__.

Deeeeen . V2 P I P Qe .
................ =T PRI B G o N

konserviertes Protein ist.
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3.2 Expression und Reinigung von rekombinanten PrP aus E. coli

Da der pGEM-T Vektor ein Bakterienexpressionsvektor ist, wurde in E. coli ein
speziesspezifisches PrP durch das entsprechende prnp Fragment exprimiert. Da es zu einer
Uberexpression des Proteins kam, sammelte sich das PrP an und konnte aus IB gereinigt
werden. Um zu sehen, welches PrP besonders gut exprimiert wurde, wurden die
verschiedenen PrP exprimierenden Bakterienklone verglichen. Dazu wurden je 50 ml
LB-Medium mit den verschiedenen transformierten E. coli angeimpft und bei einer ODsg5 vOn
5 pelletiert. Anschlielend wurde die Zellmembran durch Gefrierbruch und Lysozym zerstort,
so dass der gesamte Zellinhalt als Proteingemisch vorlag. Von diesem Proteingemisch wurde

die Konzentration gegen eine BSA-Eichreihe bestimmt, dargestellt in der Abb. 25.

0,7

0,6 /
05 /

0,4
03 /
0ol [/

OD595

0,0

0 1 2 3 4 5 6
BSA [ug/ul]

Abb. 25 BSA-Eichkurve in H,O Die lineare Regression
der Eichgeraden wurde zur Bestimmung einer
unbekannten Proteinkonzentration benutzt.

Die Proteinmenge ergab sich aus der linearen Regression der BSA-Eichgeraden. Die dabei
verwendete Geradengleichung war folgende:

y =0,32 x + 0,03 mit r*=0,96
Zur Untersuchung der rPrP Expression in E. coli wurden je 30 pg Gesamtprotein pro
Geltasche auf ein SDS-Gel aufgetragen. Das Gel wurde anschlieRend geblottet und der WB

mit dem ECL-System entwickelt. Die Expressionsmuster der verschiedenen PrP

exprimierenden Bakterienklone sind in der Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 26 Expression der verschiedenen rPrP in E. coli Detektiert wurde das rPrP vom gr. Timmler, Schaf,
Elch, Maus, Rind, Bonobo, Gorilla, Schimpanse, Rhesusaffe, Mensch und Javaneraffe mit dem mAk-mix im
WB. Als Vergleich wurde rekombinantes Javaneraffen PrP (rfPrP) verwendet.

Aus der Abb. 26 ist erkennbar, dass in E. coli bestimmte PrP Spezies besser exprimiert
wurden als andere. Da E. coli keine Glykosylierungen durchfiihren kann, konnte nur die
unglykosylierte Form bei 28 kDa detektiert werden. In E. coli kommt es allerdings zur
Bildung von 50 kDa groRen PrP Dimeren, diese waren bei allen Spezies vorhanden.
Allerdings konnte diese Bande aufgrund der Antikorperspezifitat nur unvollstandig detektiert
werden. Sie wurde bei allen Spezies durch eine Ponceau-Rotfarbung der NZM nachgewiesen.
Zu den stark uUberexprimierenden PrP in E. coli gehort der Mensch, der Schimpanse, der
Javaneraffe, der Rhesusaffe, das Rind und die Maus. Der Bonobo, der Gorilla, der Elch, das
Schaf, und der gr. Tiummler wurden dagegen nur schwach exprimiert. Fir die quantitative
Reinigung wurde deshalb eine der stark tiberexprimierenden Spezies verwendet. Diese war
der Javaneraffe, da er ebenfalls eines der meist genutzten Prionenforschungsobjekte ist.

Fur die Reinigung des Prion Proteins wurden verschiedene Methoden getestet. Diese waren
die einfache Lyse der Zellen durch Gefrierbruch mit Lysozym, die Ultraschallbehandlung
(siehe 2.4.2.1) und mit Hilfe einer Retsch-Mihle (siehe 2.4.2.2). Das rfPrP wurde durch diese
verschiedenen Methoden gereinigt und im WB aufgetragen, geblottet und durch das
ECL-System detektiert, dargestellt in der Abb. 27.
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kDa

Abb. 27 Verschiedene Methoden der IB Reinigung des rfPrP
aus E. coli Das durch den mAk-mix im WB detektierte rfPrP
wurde gereinigt durch 1) Gefrierbruch, 2) Gefrierbruch mit
Lysozymzugabe, 3) 30 s Ultraschallbehandlung, 4) 1 min
Ultraschallbehandlung, 5) 3 min Ultraschallbehandlung, 6) E. coli
Negativkontrolle, 7) 1 min Retsch-Mihle, 8) 5 min Retsch-Muhle
und 9) 10 min Retsch-Muhle.

Aus der Abb. 27 ist erkennbar, dass die Aufreinigung der 1B mittels Ultraschall, die Bahnen 3
bis 5, die besten und saubersten Ausbeuten liefert. Die Ausbeuten der Retsch-Mihle, die
Bahnen 7 bis 9, sind zwar &hnlich gut, allerdings ist diese Proteinaufreinigung nicht so sauber.
Aus diesem Grund wurde fur die weitere Aufreinigung die Ultraschallbehandlung benutzt.
Dazu wurde der Javaneraffen E. coli Klon angezogen und die Reinigung wiederholt.
Nachdem das Detergenz ausgewaschen war, wurde noch zweimal mit Waschpuffer die
proteinhaltige Losung gewaschen. Das Ergebnis ist in der Abb. 28 dargestellt.

kDa 1 2 3

19 —
a

Abb. 28 Modifizierte Aufreinigung
des rfPrP durch Ultraschall Mit 1)
30 s, 2) 1 min und 3) 3 min Ultra-
schallbehandlung.
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Nach der modifizierten Aufreinigung konnten keine Reinheitsunterschiede mehr zwischen
den verschiedenen Zeitintervallen der Ultraschallbehandlungen festgestellt werden. Deshalb
wurden alle weiteren Zellaufschlisse jeweils fir 1 min mit Ultraschall behandelt und nach
dem modifizierten Protokoll aufgearbeitet. Bei einer so gereinigten Ubernachtkultur konnten
5 ug rekombinantes PrP pro ml gewonnen werden. Neben der unglykosylierten Form wurde
dabei auch das PrP Dimer isoliert und gereinigt. Das rekombinante Javaneraffen PrP (rfPrP)
wurde als Positivkontrolle mitgefihrt. AufRerdem wurde es anderen Arbeitsgruppen zur

Verfligung gestellt.
3.3 Herstellung stabiler tTA-Expressionszelllinien

Firr die regulierte PrP® Expression im Zellkulturmodell wurden drei verschiedene Zelllinien

PY Zelllinie. Da diese Zelllinien das

verwendet. Diese waren die 3T3, die N2a und die Pr
PrP° reguliert exprimieren sollten, wurde ein regulatorisches System benétigt. Dieses war das
Tet-System. Der pTet-Off Vektor wurde als Regulationsvektor verwendet. Da von der 3T3
Zelllinie bereits eine stabil tTA exprimierende Zelllinie vorlag (3T3 L1 Tet-Off), musste diese
nicht mit dem pTet-Off Vektor transfiziert werden, sondern nur die beiden Zelllinien N2a und
PrP?°. Dazu wurde der pTet-Off Vektor mit dem Enzym Scal linearisiert und anschlieRend in
die Zellen transfiziert. Dabei wurden jeweils 500 g des linearen Vektors in je 5 x 10° Zellen
bei 0,25 kV und 975 pF elektroporiert. Nach 2 Tagen wurde mit einer Neomycinselektion
begonnen.

Die N2a und die PrP®® Zelllinie erwiesen sich wahrend der Selektion gegeniiber diesem
Antibiotikum als resistent. Aus diesem Grund musste ein neuer Vektor mit einem anderen
Selektionsmarker konstruiert werden. Dazu wurde das tTA-Element tGber Xhol und HindllI
aus dem pTet-Off Vektor geschnitten und in den Vektor pCMV/Bsd kloniert, dargestellt in
der Abb. 29. Als Selektionsmarker in dem neuen Vektor pCMV/Bsd Tet-Off wurde

Blasticidin statt Neomycin verwendet.
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Abb. 29 Klonierungschema des pCMV/Bsd Tet-Off Vektors Der
neue Vektor bestand aus einem Blasticidin (Bsd), einem Promotor
(Pcmyv) sowie dem tTA-Element, das Teil eines Zweikomponenten-
Regulationssystems ist. Des Weiteren besall der neue Vektor eine
Ampicillinresistenz zur Selektion in Bakterien sowie ein Poly A Signal
(SV40pA).

Der in der Abb. 29 dargestellte Vektor pPCMV/Bsd Tet-Off wurde zur Herstellung stabil
transfizierter Zelllinien verwendet. Die verschiedenen Zellklone wurden durch das
Antibiotikum Blasticidin selektiert, dargestellt in der Abb. 30.

Abb. 30 Strukturformel des Blasticidins

Blasticidin erwies sich als ein guter Selektionsmarker, da man sehr schnell mit geringen
Antibiotikakonzentrationen selektieren konnte. In der Abb. 31 sind die Resistenzen der nicht

transfizierten Zelllinien gegenuber Blasticidin dargestellt.
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relative Ledendzellzahl (%)
relative Lebendzellzahl (%)

Tage (d) Tage (d)

relative Lebendzellzahl (%)

Tage (d)

Abb. 31  Blasticidinresistenzkurven  der

verschiedenen Zelllinien Mit  — 2 pg/ml, - 5

pg/mlund - - - 10 pg/ml. Gezeigt wurde dies

bei a) der PrP® Zelllinie, b) der 3T3 Zelllinien und

c) der N2a Zelllinie.

Aus den Resistenzkurven der verschiedenen Zelllinien ist ersichtlich, dass bei Zugabe von
5 pg/ml Blasticidin Uber 8 Tage hinweg keine nicht resistenten Zellen tberlebten. Deshalb
wurde nach der Elektroporation mit dem Transfektionsvektor pCMV/Bsd Tet-Off fiir die
Dauer von 10 Tagen mit 5 pg/ml Blasticidin auf stabile Zellen selektiert. Danach wurden die
Zellen mit 1 pg/ml weiter kultiviert damit der Selektionsdruck weiterhin bestand, die Zellen
aber schneller wachsen konnten. AnschlieBend wurden von jeder Zelllinie 10 schnell
wachsende Zellklone selektiert und weiter angezogen.

Diese Klone wurden auf ihre Tet-Induzierbarkeit untersucht. Dies geschah durch eine
transiente Transfektion mit dem pBI-EGFP Vektor (siehe Abb. 20). Dieser besitzt als
Reportergen ein ,,enhanced green fluorescent protein® (EGFP) unter Kontrolle eines
TRE-Elementes. Da EGFP ein fluoreszierendes Protein ist, konnten die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet und regulierbare Klone selektiert werden. Dabei wurden
die Klone mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt und bei 530 nm beobachtet. Da die
Fluoreszenzmikroskopie mit adherenten Zellen erfolgte, konnten diese Zellen nicht durch

Elektroporation transfiziert werden. Sie wurden daher mittels Effectene und SuperFect
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transfiziert, da die Zellen dabei nicht von der Zellkulturplatte geldst werden mussten. Fir
diese Transfektion war es allerdings notwendig, dass die optimale Konzentration von
Plasmid- und Transfektionsreagenz zuvor bestimmt wurde. Die verschiedenen

P Zellen bestimmt und die Resultate auf die anderen Zellen

Konzentrationen wurden an Pr
(ibertragen. Die PrP% Zellen wurden mit dem pGL3 Vektor (siehe Abb. 23), mit den in der
Tab. 9 aufgelisteten verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen von DNA und Transfektions-
reagenz transient transfiziert. Da der pGL3 Vektor Luziferase exprimiert, kam es zur
Lumineszenz nach Zugabe von Luziferin. Dieses emittierte Licht konnte im Luminometer

detektiert werden, dargestellt in der Abb. 32.

Tab. 9 Verhéltnis der DNA zu den Transfektions-Agenzien

Bezeichnung Verhéltnis
DNA : Effectene : Enhancer DNA : SuperFect
1 1:05:4 105
2 1:1:4 L1
3 1:1,5:4 1:15
4 2:1:8 21
5 2:2:8 -~
6 2:3:8 53
7 4:2:16 409
8 4:4:16 404
9 4:6:16 46
10 8:4:32 g4
11 8:8:32 -
12 8:0:32 8.0

Getestet wurden die verschiedenen Verhaltnisse in PrP” Zellen mit 1 =1 pl.
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Verhaltnis Transfektionsreagenz-DNA

Abb. 32 Optimierung der Transfektionseffizienz Nach 24 h wurde die
Luziferaseaktivitat in PrP® Zellen bestimmt. Diese wurden mit verschiedenen
Mengen an pGL3 und Transfektionsagenzien (Effectene (m), SuperFect (m))
transfiziert. Die relativen Mengen DNA und SuperFect bzw. Effectene mit
Enhancer sind in der Tab. 9 angegeben.

Aus der Abb. 32 ist erkennbar, dass die Transfektionseffizienz mit SuperFect bei einem
Verhaltnis von 4 pl DNA zu 4 ul Transfektionsagenz gute Resultate lieferte.

Dieses Verhéltnis wurde genutzt, um den pBI-EGFP Vektor in die verschiedenen pCMV/Bsd
Tet-Off Zellklone der Zelllinien PrP®®, N2a und 3T3 transient zu transfizieren. AnschlieRend
wurden die so transfizierten Zellen nach 24 h Inkubation mit und ohne Tet unter dem

Fluoreszenzmikroskop angesehen und selektiert. Diese Klone sind in der Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der verschiedenen Zelllinien Mit 1) PrP® Zellen, 2)
3T3 Zellen und 3) N2a Zellen. Die Zellen in a) wurden ohne Tet kultiviert und die Zellen in b) wurden
jeweils mit 50 pg/ml Tet kultiviert.

Aus der Abb. 33 ist zu erkennen, dass sich in den verschiedenen Zellklonen, dass durch das
TRE-Element regulierte Gen mit Hilfe von Tet an- und abstellen liel3. Eine gute Regulation
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war bei den PrP” Zellen zu beobachten, diese zeigten nach der Inkubation mit Tet die
geringste Basisexpression. Dagegen war bei den anderen beiden Klonen die Basisexpression
starker ausgepragt. Der jeweils selektierte Zellklon einer Zelllinie wurde als PrP LHABT,
N2a LHABT und 3T3 LHABT bezeichnet.

Da Mycoplasmen in der Zellkultur verschiedene Krankheiten auslésen kénnen, wurden die
Zelllinien und Zellklone auf diese Kontamination in unregelméligen Abstanden, aller 5-7
Monate, mit Hilfe der PCR untersucht (siehe 2.1.5d).

bp 1 2 3 4 5 6 7 bp
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Abb. 34 Mycoplasmentest-PCR Mit 1) Positivkontrolle, 2) Negativ-
kontrolle, 3) N2a Zellkultur, 4) PrP®° Zellkultur, 5) 3T3 Zellkultur, 6)
PrP®° LHABT und 7) N2a LHABT.

Aus der Abb. 34 geht hervor, dass die Zellkulturen nicht mit Mycoplasmen infiziert waren, da
nur die Positivkontrolle eine Reaktion in der PCR zeigte. Im Gegensatz dazu wies die

Negativkontrolle und die verschiedenen Zellkulturen keine Reaktion auf.
3.4 Herstellung doppelt stabiler regulierbarer PrP® exprimierender Zelllinien

Zur Herstellung von regulierbaren PrP® Expressionszelllinien wurde das prnp Gen der
verschiedenen Spezies in die verschiedenen LHABT Zellklone transfiziert. Dazu wurde das
entsprechende prnp Gen aus dem pGEM-T Vektor ausgeschnitten und in verschiedene
Vektoren kloniert, da zwei verschiedene Transfektionssysteme und Vektoren verwendet
wurden. Zum einen wurden die Zellen mit dem ,,gene targeting” Vektor pTRE-FU
transfiziert und zum anderen mit dem retroviralen Vektor pRev-TRE, der Uber eine retrovirale
Infektion in die Zellen eingeschleust wurde. Das prnp Gen war bei beiden Vektoren an ein
TRE-Element gekoppelt, da es durch Tet reguliert an- und abgestellt werden sollte. Beide

Vektoren besitzen einen Hygromycinmarker, weshalb nach einer Transfektion mit diesen
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beiden Vektoren die doppelt stabilen PrP® exprimierenden Zellen durch dieses Antibiotikum
selektiert werden konnten. Dieses zweite Antibiotikum wurde neben Blasticidin zur Selektion
verwendet. Die Strukturformel des Hygromycins ist in der Abb. 35 dargestellt. Um die

PO/O

Hygromycinresistenz der PrP”", N2a und 3T3 Zellen zu testen, wurden diese mit

unterschiedlichen Antibiotikakonzentrationen kultiviert, dargestellt in der Abb. 36.

H.C
S\H

OH

0 OH OH
H.N

H OH

0 OH
1 H.N

Abb. 35 Strukturformel des Hygromycins
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Abb. 36 Hygromycinresistenz der verschiedenen

Zellklone Die Zellen wurden jeweils kultiviert mit

—50 pg/ml, +++ 100 pg/ml, --150 pg/ml -+ -+ - 200

pg/mlund — — 300 pg/ml bei a) PrP LHABT b)
3T3 LHABT und c) N2a LHABT.
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Aus den Resistenzkurven der einzelnen Zelllinien ist erkennbar, dass die Zellen, gegeniber
einer Hygromycinkonzentration groRer als 100 pg/ml, nicht resistent waren. Die
Absterbephase dauerte bei einer Konzentration von 150 pg/ml bei den PrP LHABT und N2a
LHABT jeweils 11 Tage und bei den 3T3 LHABT 18 Tage. Deshalb wurden die
transfizierten PrP LHABT und N2a LHABT Zellen mit 200 pg/ml fur 15 Tage und die 3T3
LHABT fiir 22 Tage selektiert. Anschliefend wurden die Zellen mit 50 pg/ml kultiviert, um
den Selektionsdruck aufrecht zu erhalten und trotzdem ein schnelles Zellwachstum zu
ermoglichen. Mit dieser Antibiotikakonzentration und Kultivierungszeit wurden die, auf die
verschiedenen Arten transfizierten Zellen, selektiert.

34.1 Herstellung doppelt stabiler PrP® exprimierender Zelllinien durch

Elektroporation

Fur die stabile Transfektion durch Elektroporation wurde der pTRE-FU Vektor verwendet. In
diesen wurden die verschiedenen prnp Gene aus dem pGEM-T Vektor Uber eine BamHI
Schnittstelle kloniert, dargestellt in der Abb. 37. Dabei wurden die prnp Gene vom Rind,
Menschen, Elch, Schimpansen und Javaneraffen verwendet. Danach wurde der Vektor
linearisiert und 500 pg in 5 x 10° Zellen elektroporiert mit 0,25 kV und 975 pF. Die Zellen
PrP LHABT, 3T3 LHABT und N2a LHABT wurden mit dem Vektor pTRE-FU und dem
entsprechenden prnp Gen transfiziert und anschlielend durch Hygromycin auf stabile Zellen
selektiert, dargestellt in der Abb. 38.
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Abb. 37 Klonierung des pTRE-FU Vektors mit Insert Das prnp Gen
wurde Uber eine BamHI Schnittstelle in den ,,gene targeting Vektor
PTRE-FU kloniert. Da das Gen an ein TRE-Element gekoppelt war,
konnte es reguliert an- und abgestellt werden. Die Selektion auf stabil
transfizierte eukaryontische Zellen erfolgte anschlieBend uber die
Hygromycinresistenz.
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Abb. 38 Stabile Transfektion durch Elektroporation Nach der Transfektion in die eukaryontischen Zellen
und deren Selektion, wurde das PrP® in den verschiedenen Zellen exprimiert, auf verschiedenen Wegen

nachgewiesen und isoliert.
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3.4.2 Retrovirale Herstellung doppelt stabiler PrP® exprimierender Zellklone

Fur die stabile Transfektion durch Retroviren wurde der pRev-TRE Vektor verwendet. In
diesen wurde das prnp Gen aus dem pGEM-T Vektor kloniert, dargestellt in Abb. 39. Dabeli
wurden die prnp Gene vom Rind, Menschen, Maus und Javaneraffen verwendet. Danach
erfolgte eine Linearisierung des Vektors durch das Enzym Sspl und anschlielende
Elektroporation in die PT67 Zelllinie. Diese produzierte die Virushillproteine, verpackte den
Vektor in einen Retrovirus und gab ihn Gber die Zellmembran an das Medium ab, ohne die
Zellen zu zerstoren. Mit diesem infektiosen Zellmedium wurden anschlielend die
verschiedenen LHABT Zellklone infiziert (siehe 2.3.5). Der MOI dieser Zellen betrug 1,2 cfu.
Dadurch konnten die Zellen gut transfiziert und durch Hygromycin selektiert werden,
dargestellt in der Abb. 40.
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Abb. 39 Klonierung des retroviralen Expressionsvektors Der zur
Transfektion benutzte retrovirale Vektor besitzt ein prnp Gen, welches
Uber eine BamHI Schnittstelle kloniert wurde. Durch die LTR-Regionen
ist die Frequenz der Transfektion sehr effizient. Da das prnp Gen an ein
TRE-Element gekoppelt war, konnte es reguliert an- und abgestellt
werden. Die Selektion auf stabil transfizierte eukaryontische Zellen
erfolgte anschlieend Uber eine Hygromycinresistenz.
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Integration der verschiedenen
prap Gene in den retroviralen Vektor

Transfektion in die Verpackungszelllinie
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Abb. 40 Stabile Transfektion durch Retroviren Nach der Transfektion des retroviralen Vektors mit dem prnp
Gen in die Verpackungszelllinie wurde ein Retrovirus produziert und an das Medium abgegeben. Mit diesem
Medium wurden die Zielzellen kultiviert und anschlieBend selektiert mit Hilfe von Hygromycin. Das PrP® in
den verschiedenen Zellen konnte exprimiert und auf verschiedenen Wegen nachgewiesen und isoliert werden.

Da bei der Transfektion durch Elektroporation mit dem pTRE-FU Vektor und anschlieRender
Selektion bei einigen Spezies die Anzahl an positiven Klonen null war, wurden die Zellen mit
Hilfe von Retroviren transfiziert. Bei einer Transfektion mit dem Javaneraffen prnp Gen,
wurde ein Vergleich der Transfektionsmethoden durchgefiihrt. Bei der Transfektion durch
einen Retrovirus und anschlielender Selektion wurden 30-mal mehr Klone selektiert, als nach
der Elektroporation mit dem pTRE-FU Verktor. Aus diesem Grund wurden die PrP LHABT,
die N2a LHABT und die 3T3 LHABT Zellen mit Hilfe dieses Retrovirusmodells infiziert und
anschlieBend selektiert. Da der PrP LHABT Zellklon von sich aus kein PrP® exprimiert, lag
das Hauptaugenmerk der Transfektion und Selektion auf diesen Zellen.

Trotzdem wurden die anderen beiden Zellklone N2a LHABT und 3T3 LHABT mit prnp
Genen transfiziert, damit ein Vergleich der verschiedenen Zelllinien vorgenommen werden
konnte. Von den transfizierten Zelllinien wurden jeweils 40 Klone abgenommen und
angezogen. Die 10 am schnellsten wachsenden Klone von jeder Zelllinie wurden selektiert
und nach Erreichen einer Zellzahl von 1 x 10° im Verhéltnis 1:2 gesplittet. Ein Teil wurde
ohne Tet weiter kultiviert, der andere mit 50 pg/ml Tet. Nach 3 Tagen wurden die Zellen
lysiert und das reguliert an- und abgeschaltete exprimierte PrP¢ im WB detektiert. Nach
erfolgter Transfektion, Selektion und Detektion im WB, waren die in der Tab. 10
dargestellten stabilen regulierbaren PrP® exprimierenden Zellklone der verschiedenen Spezies

in den jeweiligen Zelllinien verflgbar.
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Tab. 10 Hergestellte stabile regulierbare PrP® exprimierende Zellklone

Zelllinie stabil transfizierte Zellklone stabil transfizierte Zellklone
durch den pTRE-FU Vektor mit  durch den pRev-TRE Vektor mit
folgenden prnp Gen folgenden prnp Gen
PrP°° LHABT Schimpanse (C1 und C4), Javaneraffe (rF1-2),
Javaneraffe (F1-1), Mensch (rH1), Rind (rB2),
Elch (E13) Maus (rM3)
3T3 LHABT Javaneraffe (F1-11), Rind (B4)
N2a LHABT Javaneraffe (F1-8), Mensch (H7) Rind (rB3)

Aus der Tab. 10 geht hervor, dass 6 verschiedene Spezies reguliert das PrP® in den PrP
LHABT Zellen exprimierten, 3 Spezies in den N2a LHABT Zellen und 2 Spezies in den 3T3
LHABT Zellen. Die durch Tet regulierbaren selektierten Zellklone, dargestellt in der Tab. 10,

wurden im weiteren Verlauf der Arbeit nur noch mit ihren Abkirzungen genannt.
35 Western Blot Analyse der PrP® Expression in den verschiedenen Zelllinien

Das PrP® in Zellkultur kann auf verschiedenen Wegen nachgewiesen werden. Eine Detektion
des PrP® ohne Zellaufschluss ist durch eine FACS Analyse oder Immunfluoreszenz méglich.
Nach einem Zellaufschluss konnte das PrP® durch den ,,klassischen* WB, bei dem 3 Banden
zwischen 25 kDa und 37 kDa auf dem SDS-PAGE-Gel zu erkennen waren, durch eine 2D-
Gel-Analyse und durch eine CD-Spektroskopie nachgewiesen werden.

Die Zelllyse erfolgte dabei durch den E1A-Lysepuffer (50 mM Hepes, 150 mM NacCl, 0,1 %
(v/v) Igepal, mit je 1 pg/ml RNase, DNase, PMSF und Pepstatin A). Die Bestimmung der
Proteinkonzentration in den lysierten Zellen erfolgte anschliefend durch lineare Regression
gegen eine BSA-Eichgerade in E1A-Puffer, dargestellt in der Abb. 40 mit folgender
Gleichung:

y =0,42x + 0,179 mit r* = 0,987
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Abb. 41 Proteinbestimmung von BSA im

E1A-Lysepuffer Durch die lineare Regression

der BSA-Eichgerade wurde eine unbekannte

Proteinmenge bestimmt.

Nach der Zelllyse und anschlielender Proteinbestimmung der verschiedenen Zellklone

wurden jeweils 30 pg Protein pro Geltasche auf ein SDS-PAGE-Gel gegeben und danach im

WB detektiert.
2 3

Abb. 42 WB Klonselektion der PrP® Zelllinie
Im WB sind die verschiedenen PrP®® Klone mit
dem mAKk-mix detektiert und gezeigt worden bei
1) PrP LHABT, 2) C1 Tet-, 3) C1 Tet+, 4) C4
Tet- und 5) C4 Tet+.

R
o
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.
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Da die PrP”® Zelllinie kein PrP® exprimiert, wurden Zellklone, die eine Basisexpression nur
durch den regulierbaren Promotor, aufwiesen selektiert. Dabei zeigte sich, dass der C1 Klon
eine geringere Basisexpression aufwies als der C4 Klon. Aus diesem Grund wurde dieser
Klon fur alle weiteren Experimente verwendet und alle Experimente wurden stellvertretend an
ihm durchgefihrt. Dazu gehdrte unter anderem die Bestimmung des PrP°®
Detektionsminimums, die Abhangigkeit der PrP® Expression von der Zeit sowie von der Tet-

Konzentration.
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35.1 Detektionsminimum der PrP® Expression im WB

Zur Bestimmung des PrP® Detektionsminimums in der Zellkultur wurde der C1 Klon ohne
Tet kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und der proteinhaltige Uberstand durch
den mAk-mix im WB detektiert, dargestellt in der Abb. 43.
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Abb. 43 PrP® Detektionsminimum des C1 Klons Die
PrP° Detektion durch mAk-mix wird bei 30, 20, 15, 10, 7,5,
5 und 2,5 ug Gesamtproteinmenge im WB gezeigt.

Das PrP® konnte in dem C1 Klon bis zu einer Detektionsgrenze von 7,5 Hg
Gesamtproteinmenge nachgewiesen werden. Zwar sind schemenhafte Banden auch bei
geringeren Konzentrationen zu erkennen, allerdings sind diese zu schwach ausgepragt um fur
eine genaue Detektion verwendet werden zu kénnen. Fur weitere Detektionen wurden deshalb
jeweils 30 pug Gesamtprotein nach der Lyse mit dem E1A-Puffer pro SDS-PAGE-Geltasche
eingesetzt, da bei dieser Konzentration alle drei Glykosylierungsstufen des PrP® gut zu

erkennen waren.

352  Tet-Abhangigkeit der PrP® Expression

Da die PrP® Expression durch einen Tet abhangigen Promotor unterdriickt wird, wurde die
dazu notwendige Tet-Konzentration bestimmt. Dazu wurden 1 x 10° Zellen mit verschiedenen
Tet-Konzentrationen fir 3 Tage kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und jeweils
30 pg Gesamtproteinmenge auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im WB mit dem mAk-
mix detektiert, dargestellt in der Abb. 44.
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Abb. 44 Tet-Abhangigkeit des C1 Klons Der C1 Klon wurde 3 Tage
mit 0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 30 und 50 pg/ml Tet kultiviert und im WB mit
dem mAK-mix detektiert.

Aus der Abb. 44 ist erkennbar, dass bei einer Tet-Konzentration von 1 pg/ml die PrP©
Expression abnahm. Ab einer Konzentration von 30 pug/ml wurde die Expression vollstandig
unterdriuckt. Deshalb wurde fur die Suppression der Expression in den weiteren Experimenten

eine Konzentration von 30 pg/ml Tet verwendet.
35.3  Zeitabhangigkeit der PrP® Expression

Nach der Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeit, wurde die Zeitabhangigkeit der PrP®
Expression nach Tet-Zugabe bestimmt. Dazu wurden Zellkulturflaschen mit 1 x 10° Zellen
angeimpft und mit 30 pg/ml Tet kultiviert. AnschlieBend wurden in Intervallen von 12 h
jeweils die Zellen lysiert und durch einen mAk-mix im WB analysiert. Die Zeitabhangigkeit
der PrP® Expression ist in der Abb. 45 dargestellt.

kDa\t[h] 0 12 24 36 48 60

64 —

Byl da &

Abb. 45 Zeitabhéngige PrP© Expression des C1 Klons
Der C1 Klon wurde mit 30 pg/ml Tet kultiviert und die
PrP® Expression nach 0, 12, 24, 36, 48 und 60 min im
WB durch den mAk-mix detektiert.
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Aus der Abb. 45 ist erkennbar, dass die PrP® Expression nach 24 h abgenommen hatte und
nach weiteren 24 h nur noch schwach detektierbar war. Nach einer Kultivierungsdauer von
insgesamt 48 h sank die Expressionsintensitat nicht mehr. Die restliche Detektion kann durch
die Basisexpression des Tet-Promotors erklart werden, sowie durch das PrP®, das vor der Tet-
Kultivierung gebildet wurde. Durch das weitere Wachstum der Zellen wird danach nur noch
das vorhandene PrP° verdiinnt. Dieses kann noch nach weiteren 12 h detektiert werden.

Nach der Bestimmung der Zeitabhangigkeit und der Tet-Konzentration der PrP® Expression
am Beispiel des C1 Klons, wurden diese Kultivierungszeiten fir die Klone der anderen beiden
Zelllinien N2a und 3T3 tbernommen.

3.5.4  PrP€ Detektion in Zelllinien mit endogener PrP® Expression

Die Klone der Zelllinien N2a und 3T3 besitzen jeweils ein endogenes PrP®, welches nach der
Transfektion mit dem PrP® exprimierenden Vektor ebenfalls detektiert wurde. Zum besseren
Vergleich der Zellen miteinander wurden die N2a und 3T3 Zellklone mit denselben

Bedingungen wie die PrP%°

Zellen kultiviert. Die Zellklone wurden mit 30 pg/ml Tet fir 2
Tage kultiviert und anschlieRend lysiert. 30 g des Proteingemisches wurden jeweils in eine
Geltasche des SDS-PAGE-Gel gegeben und die PrP® Expression im WB durch einen mAk-

mix detektiert, dargestellt in der Abb. 46 und Abb. 47.
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Abb. 46 WB des selektierten Klons der 3T3
Zelllinie Mit 1) 3T3 LHABT, 2) B4 Tet- und 3)
B4 Tet+.

Abb. 47 WB des selektierten Klons der N2a
Zelllinie Mit 1) N2a LHABT, 2) H7 Tet+ und 3)
H7 Tet-.

Bei den hier gezeigten Klonen exprimiert die N2a Zelllinie das humane PrP® und die 3T3

Zelllinie das bovine PrP® neben dem zelleigenen PrP®. Beide Expressionen konnten durch Tet
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gesenkt werden. Das restliche detektierte PrP®, ist durch die Basisexpression des Tet-
Promotors und durch das wirtseigene PrP® zu erklaren. Welches PrP° detektiert wurde,
konnte allerdings nicht bestimmt werden, da die eingesetzten anti-PrP Ak nicht
speziesspezifisch sind und Kreuzreaktionen mit dem PrP® von Mensch, Rind und Maus

durchfihrten.
3.6 Immunfluoreszenzanalyse der PrP® Expression

Nach der Detektion des PrP® im WB wurde ein Klon von jeder Zelllinie mit und ohne Tet auf
einem Deckgléaschen in einer Zellkulturschale fur 2 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen fur eine Immunfluoreszenzmikroskopie aufgearbeitet (siehe 2.4.19). Die Aufnahmen
dieser Mikroskopie sind in der Abb. 48 dargestellt. Alle untersuchten Zellklone besalRen eine
Eigenfluoreszenz. Diese war nicht von der Immunfluoreszenz der jeweiligen Zellklone nach
der Tet-Kultivierung zu unterscheiden und wurde deshalb hier nicht dargestellt. Die
Immunfluoreszenz konnte bei den Zellklonen nur im Zytoplasma detektiert werden, da auf

der Membranoberflache keine Ak gebunden hatten.
6
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3b)

Abb. 48 Immunfluoreszenzmikroskopie der verschiedenen PrP¢ exprimierenden Zellklone
Dargestellt ist die zytoplasmatische Detektion eines FITC gekoppelten Ziege anti-Maus Ak, der mit dem
mAK-mix reagierte. Nach einer Anregung mit 488 nm wurde eine Emission bei 530 nm beobachtet bei 1)

C1, 2) B4 und 3) H7. Die Zellen in a) wurden ohne Tet kultiviert und die Zellen in b) wurden jeweils mit

30 pg/ml Tet kultiviert.

Aus den Aufnahmen der Immunfluoreszenzmikroskopie ist erkennbar, dass bei allen Zellen
eine Fluoreszenzreaktion stattgefunden hatte und das PrP® in jeder Zelle detektiert werden
konnte. Der eingesetzte Primdrantikorpermix in der Immunfluoreszenzmikroskopie band sich
an das PrP® und ein FITC gekoppelter Sekundarantikérper reagierte mit diesem. Nach einer
Anregung mit einer Wellenléange von 488 nm kam es zu einer Emission bei 530 nm.

Diese Fluoreszenz wurde jeweils bei den Zellklonen mit und ohne Tet-Inkubation beobachtet.
Bei den Zellklonen ohne Tet war eine deutliche Fluoreszenz als Reaktion auf die Anregung zu
erkennen. Die Kultivierung mit Tet zeigte zwar eine Fluoreszenzreaktion, diese war aber
wesentlich schwécher. Diese Fluoreszenz war auf die Eigenfluoreszenz der Zelle, die nicht
unterdriickte Basisexpression des PrP® und durch unspezifische Bindungen des
Primarantikdrpers an andere Proteine in der Zelle, zurlickzufiihren. Trotz dieser Fluoreszenz
konnte die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet werden, um die PrP® Expression in den
Zellen zu beobachten, da sie geringer im Vergleich zur nicht unterdriickten Expression ist.
Die deutlichste Unterscheidung der Regulation in der PrP® Expression in der Zelle wurde

PO/O

beim PrP™- und beim N2a Zellklon beobachtet. Bei dem 3T3 Zellklon dagegen war eine

Unterscheidung wesentlich schwerer, da die Unterschiede mit und ohne Tet nur gering waren.
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3.7 FACS Analyse der PrP® Expression

Da eine Immunfluoreszenzmikroskopie von allen Zellklonen moglich war, konnte die
Expression des PrP® auch durch die FACS Analyse bestimmt werden. Dazu wurden jeweils
1 x 10° Zellen aufgearbeitet (siehe 2.4.21). Zur Detektion der Fluoreszenz im FACS (LSR I1)
wurden die gleichen Ak wie bei der Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Untersucht
wurden dabei sowohl die jeweiligen PrP® exprimierenden Zellklone mit und ohne Tet als
auch die Zellklone aus denen diese doppelt stabilen Zellen hervorgegangen waren. In der
Abb. 49 sind die Ergebnisse der FACS Analyse dargestellt.

100 a) 100 4 b)
80 - 80 1
< 60- < 601
3 40 E 40 -
20 - 20 -
1 e B S A B R I M 0-
0 102 103 104 10° 0 10° 10° 10* 10°
relative Fluoreszenzintensitit relative Fluoreszenzintensitit
80 A
s 60
R Abb. 49 FACS Analyse der PrP°®
3 40 Expression Dargestellt ist = der jeweils
nicht  PrP® exprimierende  Zellklon
LHABT, — der PrP® exprimierende
20 Zellklon ohne Tet und der Prp°©
exprimierende Zellklon mit 30 pg/ml Tet-
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Aus den FACS Messungen ist erkennbar, dass sich das PrP® in den verschiedenen Zelllinien

nachweisen lieR. Ebenso, dass sich bei allen drei Zelllinien die PrP® Expression im jeweiligen
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Zellklon an- und abstellen liel3. Die dabei auftretenden Unterschiede zwischen den Zellklonen
mit und ohne exprimiertem PrP® waren immer signifikant. Der Unterschied der doppelt
stabilen regulierbaren PrP® exprimierenden Zellen zu dem Zellklon aus dem diese
hervorgegangen waren, ist ebenfalls gut zu sehen.

Besonders deutlich war die Regulation der Expression durch Tet in dem PrP° Zellklon zu
erkennen. Bei diesem war der deutlichste Fluoreszenzunterschied zwischen den Zellen mit
und ohne Tet-Kultivierung zu sehen. Hierbei wurde eine Differenz von einer Zehnerpotenz
detektiert. Wurde dieser Zellklon mit Tet kultiviert, war die Fluoreszenzintensitat fast gleich
dem nicht PrP® exprimierenden PrP LHABT Zellklon. Die gezeigte Fluoreszenz war nur
leicht erhoht, verursacht wurde dies durch die Basisexpression des Tet-Promotors.

Bei den 3T3 Zellen war eine Unterscheidung des PrP¢ exprimierenden Klons mit und ohne
Tet-Kultivierung zum nicht exprimierenden Klon mdglich. Die Fluoreszenzintensitét
unterschied sich zwischen der PrP® Expression und dem Klon ohne diese Expression wieder
um eine Zehnerpotenz. Bei der Kultivierung mit Tet war eine wesentlich hohere
Basisexpression festzustellen. Trotzdem war eine Differenzierung zur Kultivierung ohne Tet
gut moglich, da diese beiden Zustande des Zellklons sich deutlich voneinander abhoben.

Bei dem N2a Zellklon war die Unterscheidung schwieriger, es zeigte sich hier nur eine 2 bis
3-fach hohere Fluoreszenz bei dem PrP® exprimierenden Zellen ohne Tet im Verhaltnis zu
den Ursprungszellen. Wurden die PrP exprimierenden Zellen mit Tet kultiviert, waren keine
Unterschiede zu den N2a LHABT Zellen zu sehen. Aufgrund der hier gezeigten
Intensitatsunterschiede war eine Differenzierung der Zellen moglich, aber wesentlich
schwieriger als bei den anderen beiden Zelllinien.

Durch die verschiedenen Fluoreszenzen konnten alle PrP® exprimierenden Zellklone ohne
Tet-Kultivierung von ihren urspriinglichen Zellen abgegrenzt werden. Auch konnten die
Unterschiede mit und ohne Tet-Inkubation bei allen Zellen gezeigt werden. Aus diesem
Grund ist die FACS Analyse bei der weniger Zellen benétigt wurden als beim WB, besser
geeignet zur schnellen Differenzierung und Selektion transfizierter gegeniber nicht

transfizierter Zellen.

3.8 Sekundarstrukturanalyse durch die CD-Spektroskopie

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie kann die Sekundérstruktur von Proteinen untersucht werden.
Da es bei TSE-Erkrankungen zu einer Konformationsanderung des Prion Proteins kommt, ist
es moglich, das PrP® und PrP*° anhand der Sekundarstruktur zu differenzieren. Weil sich
beide Isoformen in der Fahigkeit Kupfer zu binden unterscheiden, konnte eine IMAC
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durchgefiihrt werden um diese zu trennen. In den IMAC-Fraktionen waren neben dem PrP®
oder PrP* noch weitere Proteine enthalten. Daher wurden diese Fraktionen zunéchst bei der
PrP%° Zelllinie und dem C1 Zellklon untersucht, um zu priifen, ob eine Unterscheidung der

Sekundarstruktur prinzipiell méglich war. Da lediglich die PrP%°

Zellen kein endogenes PrP
aufwiesen, wurden nur die Proteinextrakte dieser Zelllinie und deren transfizierte Klone
mittels CD-Spektroskopie untersucht, weil bei dieser Zelllinie sichergestellt war, dass nur das
transfizierte PrP® detektiert wurde.

Fur diese Analyse wurden die Zellen mit dem E1A-Puffer lysiert. Anschlielend wurde der
Proteinlberstand solubilisiert (siehe 2.4.17) und durch eine IMAC in verschiedene Fraktionen
aufgetrennt (siehe 2.4.16). Nach der Konzentrationsbestimmung der verschiedenen IMAC-
Fraktionen wurden jeweils 30 ug auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen, geblottet und mit dem
ECL-System detektiert, dargestellt in der Abb. 50. Da die Kupferionen in der Elutionsfraktion
die CD-Spektroskopie storten, wurden diese durch eine anschlielende Dialyse entfernt (siehe
2.1.11). Die jeweiligen Vergleichsfraktionen zwischen dem C1 Zellklon und dem PrP
LHABT Zellklon wurden anschlieBend mittels CD-Spektroskopie untersucht. Hierbei wurde
der PrP LHABT Zellklon statt der PrP%° Zelllinie verwendet, da er ebenfalls das tTA-Element
besitzt und dem C1 Klon somit ahnlicher ist.

Fur die CD-Spektroskopie wurde jeweils 1 mg der jeweiligen Proteinfraktion verwendet. Die
Proteine wurden in CD-Puffer (10 mM Tris, 100 mM KCI, 320 mM Saccharose, 10 %
Glycerin, 0,01 % (v/v) NP40, pH 7,5) resuspendiert und in einer 1 mm Kivette gemessen. Die
Resultate sind in der Abb. 51 dargestellt.
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Abb. 50 WB der IMAC des nicht

28— infizierten C1 Klons Dargestellt ist 1) der
Durchlauf, 2) die Elutionsfraktion 1, 3) die

19— Elutionsfraktion 2 und 4) die Wasch-
fraktion.

Aus den IMAC-Fraktionen war zu erkennen, dass im Durchlauf kein detektierbares PrP
gefunden wurde. Dieses wurde nur in der Elutionsfraktion 1 in grofen und in der

Elutionsfraktion 2 in kleineren Mengen gefunden.
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Bei

Proteinschmier. Die verschiedenen Fraktionen wurden anschlieBend dialysiert und danach

der Waschfraktion war keine definierte Bande zu erkennen, sondern nur ein
lyophillisiert. Ein Milligramm dieser Proteinlyophillisate wurde fiir die anschlielende CD-
Spektroskopie eingesetzt. Da die Proteinprobe neben dem PrP® auch andere Proteine enthalt,
wurde neben der herkdmmlichen Darstellung von [@]urw (,,mean residue weight*) auch eine

Auswertung in Bezug auf die Gesamtproteinkonzentration in mg/ml durchgefiihrt.
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Abb. 51 CD-Spektren der IMAC-Proben Dargestellt ist bei 1) das rfPrP, 2) die Elutionsfraktion 1, 3) die
Elutionfraktion 2 und 4) der Waschfraktion jeweils bezogen auf (a) die relative Elliptizitdt des Protein-
gemischs und (b) den [@]wrw Wert, bezogen auf das Prion Protein, dies ist sowohl bei dem = C1, bei dem ==
PrP LHABT Zellklon und dem = rfPrP dargestellt.

Aus der Abb. 51 ist ersichtlich, dass das rfPrP eine deutlich helikale Struktur aufwies, die als
Vergleichswert fur die anderen Proteinproben verwendet werden konnte. In der
Elutionsfraktion 1 zeigte der C1 Klon ein deutliches Helix-Signal im Vergleich zum PrP
LHABT Zellklon. Das ist darauf zurtickzufuhren, dass in der C1 Probe neben den anderen
Proteinen das helikale PrP® gemessen wurde. Da PrP® nicht im PrP LHABT Zellklon
exprimiert wurde, wies dessen Proteinsignal auch wesentlich weniger helikale Strukturen auf
(Abb. 51.2a und b). In der Elutionsfraktion 2 war der Unterschied zwischen den beiden
Signalen schon nicht mehr so stark ausgepragt (Abb. 51.3a und b). Dies kann mit dem in
dieser Fraktion deutlich erhdhten Anteil denaturierten Proteins, erkennbar an dem starken
negativen Signal bei ca. 200 nm, erklart werden.

In der IMAC-Waschfraktion zeigen sich &hnliche Sekundérstrukturanteile in den beiden
Proben, dass deutete darauf hin, dass kein helikales PrP® in dieser Fraktion vorhanden war.
Das wurde auch durch den WB der IMAC-Fraktion bestétigt. Also mussten die CD-
spektroskopisch gefundenen Unterschiede auf den Signalen anderer Proteine beruhen.

Die CD-Spektren der verschiedenen IMAC-Fraktionen zeigten, dass es mdglich war, die
verschiedenen Klone mit und ohne PrP® Expression voneinander zu unterscheiden. Somit
sollte es auch méglich sein, eine Konformationsinderung des PrP® nach einer TSE-Infektion

in der Zellkultur mit dieser Methode zu unterscheiden.
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3.9 Ko- und Uberexpression von Proteinen in einem reguliert PrP®

exprimierenden PrP%° Zellklon

Zur Analyse von neben dem PrP® ko- oder (berexprimierten Proteinen wurde eine
2D-Analyse vom C1 Zellklon und dem PrP° LHABT Zellklon durchgefiihrt. Dazu wurden
1 x 10° Zellen lysiert und zentrifugiert. Der Uberstand des Zelllysats wurde fiir diese
Untersuchungen verwendet. Er enthielt durch den Lysepuffer zu viele Salze, die durch eine
Dialyse entfernt werden mussten (siehe 2.1.11), da sie die Proteinauftrennung in der ersten
Dimension storten. Fur die isoelektrische Fokussierung (IEF) wurden 200 pg des gereinigten
Zelluberstandes verwendet (siehe 2.4.22). Nachdem die Gele die zweite Dimension
durchlaufen hatten, wurden sie durch Coomassie-Blau angefarbt. Die Gele wurden
miteinander verglichen, die Spots die stirker ausgepragt und neu dazugekommen waren,
wurden ausgestochen und in einer MS Analyse identifiziert durch Dr. Olaf Jahn am MPI fur
experimentelle Medizin in Gottingen. Zur eindeutigen Identifizierung der Proteine wurden
jeweils 5 Strips von jedem Zelllysat fur die IEF aufbereitet und anschlieend auf 2D-Gelen
analysiert. Ein Beispiel fiir die Koexpression von Proteinen neben der PrP® Expression ist in
der Abb. 52 durch die 2D-Bilder des C1 und PrP LHABT Klons dargestellt. Die durch die
Massenspektrometrie identifizierten potenziellen Proteine fiir die Ko- oder Uberexprimierung,

wurden zusammengefasst in der Tab. 11 dargestellt.

a) b)

kDa'pH 3 = 10 kDa\pH 3 — = 10
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19—
14—
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Abb. 52 2D-Gel der PrP%° Zellklone Beispiel fiir die zwei Zustande der Zellen bei a) C1 Zellklon mit PrP°
Expression und b) PrP LHABT Zellklon ohne PrP® Expression.
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Tab. 11 Zusammenfassung der identifizierten potenziellen Proteine aus der MS

Entrezeintrag

Woahrscheinlichkeit

Protein Analysemethode
am NCBI der Identifizierung
Coffin gi 37194891 MS/MS sehr hoch
Cu/Zn Superoxiddismutase gi 226471 MS/MS sehr hoch
Stathmin 1 gi 14625464 MS/MS sehr hoch
Putative Nukleotid-Zucker- _
Dehydrogenase gi 19747796 MS/MS Jening
Lectin gi 6678682 MS/MS sehr hoch
Cholesteroloxidase gi 24216708 MS/MS gering
Calcyclin gi 14789726 MS/MS gering
Glykoprotein B gi 4456251 MS/MS gering
eingehlltes Glykoprotein gi 6469561 MS/MS gering
Enolase 1 gi 54673814 Fingerprint sehr hoch
Aldolase 1 gi 27695278 MS/MS sehr hoch
Zwei-Komponentenregulatorprotein ¢ 17742346 MS/MS hoch
Peroxiredoxin 6 gi 6671549 MS/MS sehr hoch
Tropomyosin 4 gi 47682809 MS/MS sehr hoch
Cc2d1la Protein gi 20988947 MS/MS gering
Acyl-Coenzym A Dehydrogenase gi 16740777 Fingerprint gering
Morc4 Protein gi 68534224 MS/MS gering
Stress-induziertes Phosphoprotein 1 4j 14389431 MS/MS sehr hoch
Profilin 1 gi 56206029 MS/MS hoch
mKIAAQ357 Protein gi 28972169 MS/MS hoch
Hspd-1 Protein gi 76779273 MS/MS sehr hoch
Voltabhéngiges selektives
gi 10720404 MS/MS sehr hoch

Anionkanalprotein 1

Bei der Identifizierung wurden auch Proteine mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit

detektiert, dass lag daran, dass unter den identifizierten Proteinen noch weitere Proteine

vorhanden waren. Besonderes haufig waren dies die Hitzeschockproteine.
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3.10 Infektion der stabil PrP< exprimierenden Zelllinien

Die Infektion der Zelllinien und Zellklone erfolgte nach einem abgewandelten Protokoll von
S. Lehmann, 2005. Alle Zellen wurden dazu im S2 Bereich angezogen und gegebenenfalls
mit Tet prékultiviert. Die Infektion und weitere Anzucht sowie die Analyse der Zellen
erfolgte dann im S3 Bereich, da aufgrund der biologischen Sicherheitseinstufung von S3**
nur dort mit TSE-Material gearbeitet werden durfte.

Das Schema der Infektion von Zellen mit TSE-Material ist in der Abb. 53 dargestellt. Die
Zellen wurden dazu mit und ohne 30 pg/ml Tet kultiviert. Nach 2 Tagen wurden diese Zellen
mit 1%igem (w/v) infektiosem Rinderhirnhomogenat infiziert (siehe 2.4.15). Nach 2 weiteren

Tagen wurden die Zellen fiir die jeweilige Analysemethode aufgearbeitet.

verwendetes infektioses
?; Hirnhomogenat
/ / B. taurus
{ >
@Y
exogenes PrP’

v Infektion mit PrP* i PrP* Akkumulation in SAF

d i'"’" 3 %\\“\r % % \\‘5._{9‘; . 1 | .
“Xi > y/ ——— R 473 —:>¥§,+"s;§

YW ow BB

speziesspezifischen  endogenes spezies- Passagierungen Isolierung des
PrP spezifisches PrP™ Analyse durch PK Verdau, PrP“und PrP

FACS Analyse und

CD-Spektroskopie

Expression des Konversion in {}

Abb. 53 Infektion einer Zelllinie mit TSE Eine PrP® exprimierende Zelllinie wurde mit PrP* vom Rind
infiziert. Dies filhrte zu einer Konversion des PrP® in PrP* und zu dessen Replikation. Das entstandene PrP*°
konnte vom PrPC isoliert werden. Es konnte durch den PK Verdau auf dem WB und eine FACS Analyse
detektiert werden. Ebenso besteht die Mdglichkeit einer Unterscheidung in der CD-Spektroskopie.

3.11 Etablierung des PK Verdaus

Nach einem PK Verdau der beiden PrP Isoformen konnte nur noch die degradierte Form des
PrP*, das PrP™, detektiert werden. Hierzu, musste aber zuvor die Abhéangigkeit von der
Inkubationszeit und der PK-Konzentration bestimmt werden. Diese wurde anhand des

infektiosen Rinderhirnhomogenats bestimmt. Die verwendeten Rinderhirnhomogenate
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wurden von infizierten Rindern aus England gewonnen und hatten die Referenznummern
1823 und 1990.

3.11.1 PK-Konzentrationsabhangigkeit des PK Verdaus

Zur Bestimmung der optimalen PK-Konzentration zum Nachweis von PrP™ wurde die
Konzentration von 0 bis 500 pg/ml variiert. Dazu wurden 50 pg 10%iges (w/v) infektidses
Rinderhirnhomogenat mit jeweils 0, 10, 20, 100, 200 und 500 pg/ml PK fiir 60 min inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,1 M PMSF in Isopropanol abgestoppt. Anschlie3end
wurde der Ansatz in LDS-Puffer aufgenommen und auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Die
Detektion erfolgte dann im WB, dargestellt in der Abb. 54.

]

<
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kDa
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39—
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Abb. 54 Detektion von PrP™ im PK abhangigen Verdau
Jeweils 50 pg eines 10%igem (w/v) infektiosen Rinderhirn-
homogenates wurden mit 0, 10, 20, 100, 200 und 500 pg/ml
PK fir 30 min inkubiert, danach wurde die Reaktion
abgestoppt und PrP™ im WB mit dem mAKk-mix detektiert.

Aus der Abb. 54 ist erkennbar, dass bei einer Konzentration von 10 pg/ml und 20 pg/ml eine
Degradation von PrP>® zu PrP™ stattgefunden hatte. Es war deutlich zu sehen, dass eine
Verschiebung zwischen dem unverdauten PrP*® und dem verdauten PrP*, bei dem nur noch
das PrP™ zu erkennen war, auftrat. Dieses besitzt zwar ebenfalls drei Banden, allerdings
hatten diese eine GroRe von 19 kDa bis 32 kDa und nicht wie das PrP*® oder PrP® eine GroRe
von 25 kDa bis 37 kDa. Diese Verschiebung wird als ,,shift* bezeichnet. Bei einer
Konzentration von 100 pg/ml hatte dieser Abbau ebenfalls stattgefunden, allerdings war
dieser weiter fortgeschritten, so dass kaum noch PrP™ zu detektieren war. Bei hoheren
Konzentrationen war nur noch eine schwache Bande bei 19 kDa zu erkennen. Diese war

wahrscheinlich die unglykosylierte Form des PrP™, die anderen beiden glykosylierten
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Formen wurden schon zuvor durch die PK abgebaut. Da nach 30 min nur noch eine schwache
Bande bei einer PK-Konzentration von 100 pg/ml zu detektieren war, wurde diese

Konzentration zur Bestimmung der Zeitabh&ngigkeit des PK Verdaus verwendet.

3.11.2 Zeitabhangigkeit des PK Verdaus

Zur Bestimmung der Zeitabhéngigkeit des PK Verdaus wurden 50 pg 10%iges (w/v)
infektioses Rinderhirnhomogenat mit 100 pg/ml PK inkubiert. Diese Reaktion wurde nach
verschiedenen Zeitintervallen gestoppt und auf einem WB durch das ECL-System detektiert,
dargestellt in der Abb. 55.

; 3‘3
t [min] < 0 5 10 15 20 30 45 60
kDa

64—
51—

39—
"
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Abb. 55 Detektion von PrP™ im zeitabhangigen PK Verdau Jeweils
50 g eines 10%igem (w/v) infektiosem Rinderhirnhomogenat wurden
mit 100 pg/ml verdaut und nach 5, 10, 15, 20, 30, 45 und 60 min
abgestoppt. Detektiert wurde das PrP™ mit dem mAk-mix im WB.

Aus der Abb. 55 ist erkennbar, dass schon nach 5 min das PrP*® zu PrP" abgebaut wurde. Die
gleiche Degradation war auch nach 10 min und 15 min festzustellen. Dagegen war nach 20
min und langerer Inkubation nur noch eine schwache Bande bei 19 kDa zu sehen. Obwohl mit
derselben Konzentration schon die Konzentrationsabhangigkeit bestimmt wurde, deutete dies
daraufhin, dass der PK Verdau auch noch von anderen unbekannten Faktoren abhangig war.

Da aber vergleichbare Werte fiir den PK Verdau benétigt wurden, wurde jeder weitere PK

Verdau fir 10 min mit einer Konzentration von 100 pg/ml durchgefiihrt und danach gestoppt.
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3.11.3 Detektion von PrP% in infizierten Zellkulturen

Von den PrP%, N2a und 3T3 Zelllinien wurde jeweils ein nicht transfizierter LHABT Klon
und ein PrP® exprimierender Klon, mit und ohne Tet wie beschrieben, inkubiert und mit
1%igem (w/v) infektiésen Rinderhirnhomogenat infiziert (siehe 2.4.15). Nach 2 Tagen
wurden diese Zellen lysiert und fur einen WB aufgearbeitet. Anschliefend wurde ein PK
Verdau mit diesen Klonen, wenn sie die gleiche regulierbare Expression aufwiesen wie bisher
beschrieben, durchgefihrt, dargestellt in der Abb. 56.

b) >
3 4 5 (]
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51—
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Abb. 56 PK Verdau der verschiedenen

3 4 5 6 Zellklone nach BSE-Infektion Der PK
Verdau wurde mit 100 pl/ml PK fiir 10 min
o e durchgefiihrt bei den a) C1 Klone und PrP

LHABT, b) B4 und 3T3 LHABT und c¢) H7
und N2a LHABT. Dieser wurde gezeigt bei
1) der Klon ohne Tet und BSE-Infektion, 2)
der Klon mit Tet und BSE-Infektion, 3) der
LHABT Klone mit BSE-Infektion, 4) der
Klon ohne Tet, 5) der Klon mit Tet, 6) der
LHABT Klon. Diese wurden im WB durch
den mAKk-mix detektiert. Als Kontrolle
wurde nicht verdautes rfPrP aufgetragen.

Aus der Abb. 55 geht hervor, dass nach einem PK Verdau der PrP”® Zellen nur bei dem C1
Klon ohne Tet-Kultivierung PrP™ nach einer BSE-Infektion zu finden war. Bei den anderen
Zellen waren keine Banden zu detektieren.

Bei den beiden Zelllinien, 3T3 und N2a, war neben der Infektion und Inkubation ohne Tet
auch bei der Inkubation mit Tet die Detektion von PrP™ nach dem PK Verdau mdoglich. Bei
den 3T3 Zellen war zusatzlich eine Detektion von PrP™ beim nicht transfiziertem Zellklon zu
erkennen. Die dabei detektierte Menge war allerdings wesentlich geringer als bei dem PrP©
Uberexprimierten Zellklon. Ebenfalls war bei den N2a und 3T3 Zellklonen ohne BSE noch

eine schwache Bande, durch einen unvollstdndigen Verdau der Proteine, zu erkennen.
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3.12 FACS Analyse der infizierten Zellklone

Die infizierten Zellklone wurden ebenfalls fir eine Immunfluoreszenzmikroskopie
aufgearbeitet. Hierbei konnten aber keine wahrnehmbaren Unterschiede zwischen den mit
BSE infizierten und den uninfizierten PrP® (iberexprimierenden Zellklonen beobachtet
werden. Da sie aber auf die Anregung eine starke Fluoreszenz zeigten, wurden diese Klone
mit einer FACS Analyse genauer untersucht. Dazu wurden die 1 x 10° Zellen vom C1, B4 und
H7 Klon mit und ohne 30 pg/ml Tet sowie ein LHABT Klon von jeder Zelllinie fir 2 Tage
kultiviert. Danach wurden die Zellen mit 1%igem (w/v) infektiosem Rinderhirnhomogenat
infiziert (siehe 2.4.15). Nach einem Tag wurde das Medium gewechselt und nach einem
Weiteren wurden die Zellen fiir die FACS Analyse aufgearbeitet und im S3 Labor des Paul-

Ehrlich Instituts in Langen untersucht.
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Abb. 57 FACS Analyse der Zellklone
80 Mit a) C1, b) B4 und c) H7 gezeigt ist die
=, = nicht transfizierte Zelllinie LHABT,
> die nicht transfizierte Zelllinie LHABT
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20 kultiviert mit BSE infiziert und der

PrP® exprimierende Zellklon mit Tet
kultiviert und mit BSE infiziert.
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In der Abb. 57 ist anhand der Fluoreszenzintensitdten zu erkennen, dass sich die PrP®
Expression in den Zellklonen C1, B4 und H7 durch Tet reguliert an- und abstellen lieR. Diese
Resultate waren mit den in der Abb. 48 dargestellten vergleichbar. Bei den nur die Regulation
nicht aber die Infektion mit BSE untersucht wurde. Die hier gezeigten Zellen hatten
untereinander die gleichen Eigenschaften in Bezug auf die Basisexpression und das
Regulationsvermdgen der PrP® Expression. Die dargestellten Fluoreszenzintensitaten waren
aber geringer als bei den in der Abb. 48 gezeigten Zellen. Dies lag daran, dass ein anderes
FACS Gerdat benutzt wurde und die Grundeinstellung bei den Messungen héher war, so dass
die erhaltene Fluoreszenzintensitat geringer ausfiel. Deshalb war ein direkter Vergleich der
Intensitaten nicht moéglich. Wohl aber die Verhéltnisse derselben. Dies konnte auch deshalb
durchgefiihrt werden, da die Messungen o6fters am Paul-Ehrlich Institut wiederholt wurden.
Dabei zeigte sich, dass die Verhéltnisse die Gleichen bei den 3T3 und N2a Zellen waren. Bei
den PrP Zellen dagegen, waren diese zwischen dem C1 Klon mit PrP® Expression und dem
LHABT Klon geringer. Trotzdem waren die Unterschiede immer signifikant.

Nach einer BSE-Infektion wurde bei fast allen Zellen eine Erh6hung der Fluoreszenzintensitat

beobachtet, nur bei den Prp®°

Zellen war diese gleich geblieben. Bei dem C1 Klon mit Tet-
Kultivierung gab es nur eine sehr geringe kaum zu detektierende Erh6hung, im Gegenansatz
dazu war die Fluoreszenzstarke ohne Tet nach einer BSE-Infektion bei dem gleichen Klon
wesentlich stérker ausgepragt. Sie erhohte sich dabei um fast das 9-fache, weshalb sie sich
deutlich von den anderen unterschied.

Bei den anderen beiden Zelllinien, N2a und 3T3, war ebenfalls eine Erhdhung der
Fluoreszenzintensitat nach der BSE-Infektion zu messen. Dies war allerdings bei allen mit
BSE infizierten Zellen der Fall. Sie erhdhte sich dabei jeweils um das 3-fache. Diese
Erhohung wurde sowohl bei einer Kultivierung mit Tet als auch bei dem LHABT Zellklon
dieser beiden Zelllinien detektiert. Trotzdem waren diese Fluoreszenzen immer noch geringer

als die des Zellklons ohne Tet nach einer BSE-Infektion.
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4 Diskussion

Das Prion Protein ist ein ubiquitadr vorkommendes Protein. Es kann eine Erkrankung auslésen
wenn es seine natirliche Konformation verdndert und in eine falsch gefaltete pathogene
Konformation uberfihrt wird. Neben dieser pathogenen gibt es auch apathogene
Fehlfaltungen (Abid et al., 2006). Diese werden durch Proteasen abgebaut und kénnen nicht
detektiert werden. Sie sind nur durch verschiedene Intermediate gezeigt worden. Die
pathogene Isoform neigt zur Aggregation und kann durch einen PK Verdau als degradierte
Form, das PrP™, nachgewiesen werden. Dieser Unterschied zwischen den beiden Isoformen
ist im WB zu erkennen.

Da die pathogene Isoform die gleiche Primarstruktur wie die apathogene besitzt, aber einen
wesentlich hdheren B-Faltblattanteil hat, konnen diese Isoformen anhand ihrer
Sekundarstruktur unterschieden werden. Diese Konformationsanderung wurde bisher nur in
Organismen beobachtet, deshalb wurden nur Bioassays zur Klarung der Fehlfaltung des
Proteins und deren Auswirkungen angewandt.

Erst vor kurzem ist eine ,,in vitro* Replikation des PrP* gelungen (Kocisko et al., 1995:
Bossers et al., 2003; Breydo et al., 2005), allerdings ist nicht abzuschatzen, ob diese
kinstliche Form andere Organismen infizieren und in wie weit diese Ubertragen werden
konnen. Aus diesem Grund wurde die Ubertragung einer TSE-Infektion im Zellkulturmodell

untersucht.

4.1 Expression und Detektion des rPrP in E. coli

Es war gelungen, das prnp Gen aus verschiedenen Spezies zu amplifizieren. Diese Gene
wurden in einen Bakterienexpressionsvektor kloniert und konnten in E. coli translatiert und
uberexprimiert werden (Mehlhorn et al., 1996). AnschlieBend konnten die rPrP Uber IB
gereinigt werden (Alvarez-Martinez et al., 2003). Die gereinigten Proteine lagen alle in ihrer
unglykosylierten Form vor. Dies lag daran, dass E. coli nicht in der Lage war, die Proteine
durch Glykosylierungen zu modifizieren (Legname et al., 2004). Trotzdem besitzen sie die
gleichen Eigenschaften wie das PrP® (Lopez Garcia et al., 2000; Zahn et al., 2000;
Hornemann et al., 2004). Allerdings kam es durch eine Aggregation von PrP Monomeren zur
Bildung eines PrP Dimers (Warwicker, 2000; Sekijima et al., 2003). Diese wurde schon in

anderen Organismen beschrieben (Bellinger-Kawahara et al., 1988; Priola et al., 1995).
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Diese Form kommt ebenfalls in Eukaryonten vor, dort wurde sie jedoch meistens wie
entstandene Fehlfaltungen durch Proteasen abgebaut.

Da der mAk-mix bestimmte Epitope des PrP bindet, konnte eine Bande auf dem WB
detektiert werden. Durch die Dimerisierung wurden aber vermutlich die Epitope des PrP
blockiert, deshalb war eine Detektion des Dimers (ber diese Ak schlecht méglich. Da es bei
einigen Prion Proteinen trotzdem im WB detektiert wurde (Meier et al., 2003), zeigte dies,
dass die Epitope fur den Ak nicht vollstandig blockiert waren. Besonders deutlich war dieser
Effekt beim Menschen, Schimpansen, Javaneraffen und Rind zu sehen, nachdem die Prion
Proteine dieser Spezies aus 1B gereinigt wurden.

Durch eine Ponceau-Rotfarbung konnte das Dimer allerdings bei allen Spezies detektiert
werden, da diese Farbemethode eine unspezifische Interaktion eines Farbstoffes mit einem

Protein ist.

4.2 Herstellung stabiler Zelllinien

4.2.1  Herstellung stabil tTA exprimierender Zelllinien

In dieser Arbeit konnten die PrP®°, die N2a und die 3T3 Zellen stabil mit einem tTA-Element
transfiziert werden. Durch eine Selektion mit Blasticidin wurden verschiedene stabile Klone
selektiert. AnschlieBend wurden diese Klone mit einem pBI-EGFP Vektor, der EGFP durch
ein TRE-Element reguliert exprimiert (Garni et al., 1997; Lee et al., 2006), transient
transfiziert. Die Klone, bei denen sich die Expression durch Tet steuern liel3, wurden unter
dem Fluoreszenzmikroskop selektiert.

Die so hergestellten und ausgesuchten Zellklone wurden als PrP LHABT, N2a LHABT und
3T3 LHABT bezeichnet und dienten als Grundlage fiir die Herstellung PrP® exprimierender
Zellen.

Bei den hergestellten Zellklonen konnte zudem die systembedingte Basisexpression der
Proteine gezeigt werden. Diese konnte auch nicht durch erhéhte Antibiotikazugabe von Tet
oder Dox abgestellt werden (Robertson et al., 2002). Es fuhrte eher dazu, dass die Zellen

schneller abstarben.
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422 Herstellung doppelt stabiler PrP® exprimierender Zellen

Die mit dem tTA stabil transfizierten Zelllinien wurden mit verschiedenen spezies-
spezifischen prnp Genen transfiziert (Nakamura et al., 2003; Hirata et al., 2004). Dies
geschah einerseits mit einem fur ein ,,gene targeting* konstruierten Vektor und andererseits
durch eine retrovirale Infektion. Fur die Herstellung der stabilen PrP® exprimierenden Zellen
erwies sich dabei die Transfektion mittels Retroviren als die Bessere, da wesentlich mehr
Klone fir eine anschlieBende Selektion zur Verfugung standen (Menendez et al., 2006;
Cenciarelli et al., 2006; Geraerts et al., 2006; Zhang et al., 2006). So konnte eine Auswahl
aus einem groReren Reservoir entsprechender PrP® exprimierender Zellen getroffen werden.
Bei einem Vergleich der Transfektionseffizienz der Methoden mit dem Javaneraffen prnp
wurde festgestellt, dass die Effizienz des ,,gene targeting* Vektor um das 30-fache geringer
war. Allerdings hatte die Art der Transfektion keinen Einfluss auf die Expressionsintensitat
des Prp°.

4.3 PrP® Expressionsanalysen

Die Detektion der PrP® Expression konnte mit den in der Abb. 58 dargestellten Methoden

durchgefiihrt werden.

PrP Nachweis nach PrP Nachweis ohne
Zellaufschluss Zellaufschluss

|
| | | | |

Western Blot CD-Spektroskopie 2D-Gel FACS Analyse Immunfluoreszenz

|

PK Verdau MS Analyse
(bei infizierten Kulturen)

Abb. 58 Detektionsmdglichkeiten des Prion Proteins
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Die PrP® Expressionstérke variierte bei den verschiedenen Zelllinien und konnte sowohl im
WB als auch mit der FACS Analyse gezeigt werden. Durch eine FACS Analyse wurde die
Menge an neu gebildetem PrP® in der Zelle genau bestimmt und die Regulation durch Tet
gezeigt.

Bei den transfizierten PrP ,,knock-out* Zellen war die Expression am deutlichsten zu sehen,
da diese Zellen zuvor kein PrP® exprimierten. Bei den transfizierten 3T3 Zellen war die
Expression ca. 20-fach hoher als bei den untransfizierten. Dagegen war die Expression bei
transfizierten N2a Zellen nur um das 2 bis 3-fache hoher. Die Expression des PrP® konnte
ebenfalls in der Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt werden. Auch war es moglich mit
Hilfe der CD-Spektroskopie, die Sekundarstrukturunterschiede eines PrP® exprimierenden
transfizierten PrP”® Zellklons gegentber der nicht transfizierten Zelllinie, nach einer

Aufreinigung durch eine IMAC, zu zeigen.
43.1  PrP® Expressionsanalyse durch den WB

Die Expression konnte durch den ,klassischen® WB bei allen drei Zelllinien nachgewiesen
werden. Dabei waren alle drei Banden des PrP® zu erkennen (Minor et al., 2004; Stack et al.,
2006; Safar et al., 2006). Es konnte sowohl die Uberexpression als auch die Regulation durch

PY° Zellen wurde zudem die systembedingte Basisexpression

Tet gezeigt werden. Bei den Pr
des Tet-Systems gezeigt, die aufgrund des endogenen PrP® bei den 3T3 und N2a Zellen nicht
dargestellt werden konnte.

Die detektierten Expressionsstarken der hergestellten 3T3 Zellklone korrelierten dabei mit
dem am DPZ bereits etablierten 3T3 Tet-Off hFFI Zellklon (Stuke et al., 2005). Dieser
exprimierte das humane FFI und wurde als interner Vergleich mitbetrachtet. Dabei zeigte
sich, dass nicht nur die Expressionsstarke sondern auch die Regulation der Expression
vergleichbar war.

Bei der Etablierung neuer Zelllinien wurde mehr Wert auf die PrP ,,knock-out* Zellklone
gelegt, da bei ihnen nur das transfizierte PrP® detektiert und fiir weitere Experimente zur
Verfligung stand (Weissmann et al., 1994; Sailer et al., 1994; Weissmann et al., 2003).

Dadurch waren die Ergebnisse eindeutiger und lieBen weniger Fehlinterpretationen zu.
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43.2 Immunfluoreszenzmikroskopie zur Detektion der PrP® Expression

Durch die Immunfluoreszenzmikroskopie konnte die Expression des PrP® durch Ak detektiert
und im Mikroskop nachgewiesen werden (Starke et al., 2005; Dabaghian et al., 2006). Durch
die Inkubation mit Tet konnte ebenfalls die systembedingte Basisexpression gezeigt werden.
Dies war aber nur bei den PrP” Zellklonen méglich, da die anderen Zelllinien jeweils ein
eigenes PrP® exprimierten und dieses ebenfalls mit den Ak reagierten. Die Intensitat der
Immunfluoreszenz korrelierte mit den Ergebnissen aus dem WB, das zeigte, dass die
Resultate miteinander vergleichbar waren und die Immunfluoreszenzmikroskopie als
Methode zur optischen Detektion von PrP¢ genutzt werden konnte. Allerdings mussten die
betrachteten Zellklone immer zum selben Zeitpunkt und mit denselben Einstellungen
untersucht werden, da durch Abnutzungserscheinungen der Fluoreszenzlampe und
geringfiigige Anderungen der Fluoreszenzdetektion im Detektionsprotokoll die Ergebnisse

durch das Auswerteprogramm nicht immer 100%ig Ubereinstimmten.
433  PrP®Expressionsanalyse mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Aus den FACS Messungen war erkennbar, dass die verschiedenen Zellklone, die PrP® unter
Tet reguliert exprimierten, sich von ihren nicht transfizierten Zellen deutlich unterschieden.
Durch eine Kultivierung mit Tet wurde die Expression in den Klonen abgeschaltet. Dies
konnte ebenfalls durch eine FACS Analyse gezeigt werden.

Die unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten zeigten, dass sich das PrP® in diesen Zellen
reguliert an- und abschalten lieB. In den PrP%° Zellen konnte auBerdem die systembedingte
Basisexpression bei den Zellklonen dieser Zelllinie beobachtet werden. Bei den 3T3 und N2a
Zellen konnte diese Expression ebenfalls gezeigt werden, allerdings war diese wesentlich
hoher, da zu dieser Fluoreszenzintensitat auch noch die Fluoreszenz durch das wirtseigene
PrPC der Zellen addiert wurde. Besonders deutlich war dies bei den transfizierten 3T3 Zellen
durch die hohe PrP® Expressionsrate zu sehen. Bei den N2a Zellen dagegen war diese
Unterscheidung schwieriger, da die Expression des transfizierten PrP® im Vergleich nur
geringfugig hoher war. Trotzdem konnte bei diesen Zellklonen eine Unterscheidung zwischen
den nicht transfizierten Zellen und den transfizierten Zellen mit und ohne Tet-Kultivierung
festgestellt werden.

Aus diesem Grund kann die FACS Analyse genutzt werden, um verschiedene transfizierte

Klone gegeniiber ihren Ausgangszelllinien abzugrenzen (Paltrinieri et al., 2004; Trieschmann
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et al., 2005). Auch kann diese Methode genutzt werden, um die Regulation der Expression zu

P Zellen, einfacher war

zeigen. Das bei den stark Uberexprimierten Zellen, wie z. B. den Pr
als bei geringeren Expressionsraten. Somit kann die FACS Analyse zur schnellen und
einfachen Selektion von Klonen verwendet werden.

Durch die mitgefuhrten Negativkontrollen bei der FACS Messung wurde festgestellt, dass
sich der FITC konjugierte sekundar Ak nur geringfugig an andere Isotypen und Proteine
gebunden hatte. Der anti-PrP Ak dagegen hatte sich unspezifisch an andere Proteine
gebunden. Das flhrte unter anderem zur Fluoreszenz der Zellen. Durch spezifischere Ak oder
Verwendung anderer Isotypen konnte dieser Effekt verringert oder sogar verhindert werden.
Da die anti-PrP Ak starke Kreuzreaktionen ausfiihren (Zou et al., 2004; Gregoire et al., 2005),
sollte versucht werden, diese durch Inkubation in Seren, aus denen diese Ak gewonnen

wurden, zu verringern.

4.3.4  Sekundarstrukturanalyse mit Hilfe der CD-Spektroskopie

PP Zellen gezeigt, da sie nur das gewtinschte PrP®

Die Sekundérstruktur wurde nur an Pr
nach einer Transfektion exprimieren. Dies sollte dazu genutzt werden, um eine
Konformationsanderung des PrP® nach einer Infektion mit PrP>® nachzuweisen und um neben
dem PK Verdau eine weitere Methode zum Nachweis von PrP* zu etablieren. Mdglich ist
diese Analyse, da das PrP® und PrP* zwar die gleiche Primarstruktur aber eine
unterschiedliche Sekundér- und Tertidrstruktur besitzen (Stahl et al., 1993; Cohen et al.,
1994).

Durch eine CD-Analyse der IMAC-Elutions- und Waschfraktion beim Vergleich des PrP®
exprimierenden PrP®® Zellkon C1 und den PrP®° Zellen konnte eine deutliche Unterscheidung
der einzelnen Fraktionen getroffen werden, aufgrund des erhdhten o-Helixanteils in den
Elutionsfraktionen der PrP® exprimierenden Zellen. Die Elutionsfraktionen des C1 Zellklons
enthielten dabei einen deutlichen helikalen Anteil. Dieser war bei der ersten Elutionsfraktion
sehr deutlich zu erkennen wogegen er bei der Zweiten geringer war, was auf einen geringeren
Anteil an a-Helices hindeutete. Der helikale Anteil ist auf das PrP® zuriickzufiihren, da es drei
Helices besitzt (Granata et al., 2006). In der Waschfraktion waren die Signale der beiden
untersuchten Klone wieder ahnlich, das zeigte, dass sich kein PrP® mehr in dieser Fraktion
befand. Diese Ergebnisse wurden zusétzlich durch den WB der IMAC-Fraktionen unterstutzt.
In ihnen konnte gezeigt werden, dass sich in der Elutionsfraktion 1 viel PrP® und weniger in

der Fraktion 2 befand, nicht aber in der Waschfraktion.
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Durch die IMAC koénnen die bekannten Isoformen des PrP aufgrund ihrer Affinitat gegentber
Kupfer (Hornshaw et al., 1995) getrennt werden. Da das PrP> pathogen ist und mit ihm nur
im S3** Labor gearbeitet werden durfte, konnten bisher keine CD-Analysen mit dieser
Isoform durchgefuhrt werden. Gegenwartig laufen aber Verhandlungen mit der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf Uber eine mégliche Kooperation, um diese Form analysieren zu
kdnnen. Sollte dies méglich sein, musste eine IMAC mit infizierten Zellkulturen durchgefihrt
werden. Das PrP*® miisste sich dann im Durchlauf befinden, da es kein Kupfer binden kann
(Wong et al., 2003; Brown 2004; Todorova-Balvay et al., 2005; Leliveld et al., 2006). Somit
ware eine Auftrennung der Isoformen méglich. In der Elution misste sich das PrP® und im
Durchlauf das PrP>® befinden. Durch den erhdhten p-Faltblattanteil des PrP*® miisste es sich
von der Vergleichsfraktion deutlich unterscheiden lassen (Pan et al., 1993). Anschlielend
wiirden diese beiden Proteine einem PK Verdau unterzogen, da nur das PrP>° resistent ist,
sollten nur in dieser IMAC-Fraktion Banden auf dem WB zu erkennen sein (Caughey et al.,
1997). Anschliellend sollten die nicht verdauten und PK verdauten Fraktionen in der CD-
Spektroskopie untersucht und in Bezug auf ihre Sekundarstruktur miteinander verglichen
werden. Dabei sollte sich ein deutlicher Unterschied in der Sekundarstruktur der einzelnen

Fraktionen finden lassen.

4.4 Ko- und Uberexpression von Proteinen wahrend der PrP® Expression

PY Zelllinie und eines

Durch die massenspektrometrische Analyse der 2D-Gele der Pr
transfizierten PrP® exprimierenden Zellklons der gleichen Zelllinie wurden verschiedene
exprimierte Proteine detektiert. Dargestellt wurden diese in der Tab. 11.

Die dabei beschriebenen Proteine wurden teilweise schon in Zusammenhang mit TSE-
Erkrankungen gebracht. Diese Proteine waren die Cu/Zn Superoxiddismutase (Dupuis et al.,
2002; Freixes et al., 2005; Brown et al., 1998), das Lectin (Dragatsis et al., 1998; Herrmann
et al., 2006; Mazzoni et al., 2005), das Calcyclin (Xiang et al., 2004; Volkel et al., 2001), das
Glykoprotein B (Halliday et al., 2005; Zhang et al., 2003; Moroncini et al., 2004), die
Enolase 1 (Poser et al., 2000; Race et al., 1995; Kropp et al.,1999), die Aldolase 1 (Strom et
al., 2006) und das Stress induzierte Phosphorprotein 1 (Lopes et al., 2005).

Das Lectin (Endharti et al., 2005) und das Profilin 1 (Grumet et al., 1980) sind an der
Immunabwehr beteiligt, ebenso ist das Lectin (Lasserre et al., 1999; Lu et al., 1999) flr den
Nervenaufbau wichtig. Weitere Proteine, die detektiert wurden, befinden sich im Gehirn,

diese waren die Cholesteroloxidase (Lange et al., 1985; Raggatt et al., 1966), das Cc2dla
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Protein (Basel-Vanagaite et al., 2005) und das voltabhangige selektive Anionkanalprotein 1
(Bres et al., 2000; Sakudo et al; 2005; Zanata et al., 2002). Durch die verstarkte oder
verringerte Expression dieser Proteine kann es zu den typischen Verhaltensmustern bei TSE-
Erkrankungen kommen. Durch weitere Analysen und Benutzung von verschiedenen ,,knock-
out* Modellen konnte die Regulation der Expression dieser Proteine durch das PrP genauer
untersucht werden.

Andere Proteine, wie die putative Nukleotid-Zucker-Dehydrogenase (Karkonen et al., 2005;
Jagielski et al., 2005), sind mit verantwortlich fir die Glykosierungen, den Stressabbau wie
das Peroxiredoxin 6 (Strey et al., 2004) oder sind beteiligt am Membranaufbau, wie das
Glykoprotein B (Kupzig et al., 2003). Eine Regulation dieser Proteine wirkt sich auf die
molekularen Eigenschaften des PrP® aus. Durch eine Erhdhung oder Verringerung der
Expression dieser Proteine konnte festgestellt werden, ob das PrP® seine Eigenschaften
beibehé&lt oder verliert.

Durch Proteine wie das Stathmin 1 (Kouzu et al., 2006), das Peroxiredoxin 6 (Brown et al.,
2006) und Tropomyosin 4 (Lo et al., 2006; Hayashi et al., 2005) wird die Tumorbildung
beeinflusst. Da das Prion Protein ebenfalls in dem Apoptosezyklus durch die Regulation des
Bcl2 beteiligt ist, spielt es in diesem Zusammenhang wahrscheinlich eine Rolle in der
Krebsentstehung und kann auf die Zellproliferation Einfluss nehmen.

Andere Proteine die detektiert wurden, wie das Zwei-Komponentenregulatorprotein sind
durch die Transfektion in die Zelle eingebracht worden. Diese wurden fiir die Regulation der
Expression des PrP® gebraucht und sollten, da sie von einem anderen Organismus stammten,
nicht fir eine mégliche Funktion des PrP® betrachtet werden.

Die hier detektierten Proteine spielen, wenn sie nicht mit dem prnp Gen in die Zelle
transfiziert wurden, entweder eine Rolle im Gehirn, in der Immunabwehr, bei den Nerven
oder sind an der Zellproliferation beteiligt. Wie stark dieser Einfluss der jeweiligen Proteine
ist, sollte genauer untersucht werden. Dazu sollte der pH-Bereich weiter eingeengt und die
Laufstrecke erhdht werden, um eventuell Gbereinander liegende Proteine besser auftrennen zu
konnen. Es sollte ebenfalls ein PrP® exprimierender Klon mit Tet-Kultivierung untersucht
werden, um zu bestimmen, wie stark die Uberexpression einzelner Proteine ist. Die dabei
identifizierten Proteine sollten durch eine zweite Methode, wie z. B. den ELISA, bestimmt
und auf ihr Vorhandensein gepruft werden.

Dadurch ware eine genauere Kenntnis iber die Funktion des PrP® und seiner Signalwege
méglich. Auch wiirden so wahrscheinlich Proteine identifiziert, die bisher nicht mit dem PrP°®
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in Verbindung gebracht wurden. Dies konnte neue Aufschlusse tber die Funktion des PrP

liefern.
4.5 Infektion von reguliert PrP® exprimierenden Zellklonen

Nachdem die regulierte Expression der verschiedenen Klone untersucht worden war, wurden
diese mit 1%igem (w/v) infektiosen Rinderhirnhomogenat infiziert. Durch verschiedene
Methoden konnte diese Infektion durch die Replikation des PrP*® in den verschiedenen

Zelllinien nachgewiesen werden.
451  PrP"™ Nachweis durch den Western Blot

Das PrP™ ist die degradierte Form des pathogenen PrP> (Pan et al., 1993), deshalb musste
ein PK Verdau an infektidsem Material zum Nachweis durchgefiihrt werden. Das PrP° ist
nicht PK resistent und war nach diesem Verdau nicht mehr detektierbar (Jendroska et al.,
1991). Dieser musste, da er ein unspezifischer Verdau ist, auf jedes Material neu abgestimmt
werden. Diese Abstimmung erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit infiziertem Rinderhirn-
homogenat und wurde anschlieBend auf die verschiedenen infizierten Zelllinien tbertragen.
Dabei zeigte sich, dass nach dem PK Verdau der mit BSE infizierten und PrP°®
exprimierenden Zellen, PrP™ nachzuweisen war. Dies konnte bei allen Zellen die PrP®
exprimierten, gezeigt werden. Bei den 3T3 und N2a Zellen war dies auch bei einer Inkubation
mit Tet zu erkennen. Bei den 3T3 Zellen konnte PrP™ auch an den nicht transfizierten Zellen
gezeigt werden. Erklart werden konnte dies durch das endogene wirtseigene PrP®, das mit
dem PrP* interagierte. Dadurch kam es zu einer Konformationsanderung des PrP®. Das
entstandene PrP* reicherte sich an und konnte als PrP™ im WB nach einem PK Verdau
nachgewiesen werden. Neben dieser degradierten Form waren auf denselben Bahnen im WB
auch noch die nicht degradierten Formen zu erkennen. Ob es sich dabei um PrP*® oder PrP©
handelte, konnte nicht festgestellt werden. Vermutlich handelt es sich dabei um noch nicht
degradiertes PrP*, da nach einem PK Verdau der nicht infizierten Zellen keine erkennbaren
Banden auf dem WB zu detektieren waren. Detektiert werden konnten diese Formen da der
Verdau unvollstandig war. Wurde der PK Verdau allerdings langer durchgefiihrt, waren auch
die detektierten Banden des PrP™ nicht mehr zu erkennen, was sich auch in der Etablierung
des PK Verdaus an dem infektidsen Rinderhirn zeigte. Nur durch den Einsatz spezifischer

anti-PrP*® Ak kénnte das PrP>® nachgewiesen werden, ohne das ein PK Verdau an infiziertem
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Material durchgefuhrt werden misste. Da die vorhanden Ak diese Bedingung nicht erftllten,
musste der PK Verdau jedes Mal durchgefiihrt werden. Die PK ist allerdings eine Proteinase,
die unspezifisch verschiedene Proteine verdaut. Auch schneidet sie diese an unterschiedlichen
Stellen, so dass der Verdau unter gleichen Bedingungen trotzdem verschiedene Resultate
liefern kann. Dies zeigt sich auch in den verschiedenen Protokollen zum Nachweis von Prp™
(Yakovleva et al., 2004; Salguero et al., 2006).

In der Literatur sind spezifische anti-PrP* Ak beschrieben (Korth et al., 1997; Paramithiotis
et al., 2003; Curin Serbec et al., 2003), die allerdings nicht vorlagen und die zudem nur mit
dem PrP* von Mausen und CJD untersucht wurden. Andere Daten besagen, dass nicht
speziell fur das PrP selektierte Ak, dieses trotzdem detektieren kénnen (Morel et al., 2004).
Aus diesen Grinden sollte der WB infizierter Proben mit Ak vor und nach dem PK Verdau

nur als ein Mittel nicht aber als Einziges zur Detektion von PrP*° angesehen werden.
452 PrP* Nachweis mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Infizierte Kulturen wurden auch mit Hilfe der FACS Analyse untersucht. Dabei wurden die
reguliert exprimierenden Kulturen mit und ohne Tet kultiviert und mit nicht transfizierten
Zellen vor und nach einer Infektion mit BSE verglichen (Ratzka et al., 2001; Simak et al.,
2002; Falanga et al., 2005). Dabei wurde festgestellt, dass bei allen infizierten Klonen die
Fluoreszenzintensitat erhoht war. Diese detektierte Fluoreszenzintensitat war eine Mischung
aus der Detektion des sich standig gebildeten PrP*® durch die Konversion des PrP® und des
neu gebildeten PrP® in der Zelle. Es konnte nur eine Erhdhung des Fluoreszenzsignals
detektiert, nicht aber eine Unterscheidung getroffen werden.

Bei allen PrP® exprimierenden Klonen ohne Tet-Kultivierung und mit BSE-Infektion war
diese Intensitdt am groften. Bei den 3T3 und N2a Klonen mit Tet-Kultivierung war diese
schwécher, aber nicht gleich der Intensitdat der Ursprungszellen. Das ist durch die
Basisexpression des Tet-Systems zu erklaren, die sich zur Intensitat der endogenen PrP®
Expression dieser Zellen addiert. Bei den untransfizierten Zellen war diese Expression noch
geringer. Dagegen gut beobachtet werden konnten diese Signale bei den 3T3 Zellen und deren
Klone. Bei den N2a Zellen war der Effekt, aufgrund der geringeren Uberexpression, weniger

P%° Zellen und den Klonen mit Tet-Kultivierung war dies

deutlich ausgepragt. Bei den Pr
ebenfalls zu sehen, nur dass die Intensitat der Basisexpression des Tet-Systems fast gleich der
Fluoreszenz der PrP%° Zellen war. Zu erklaren ist das dadurch, dass diese Zellen kein

endogenes PrP® exprimierten und deshalb die Ak auch kaum ein detektierbares Signal
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abgaben. Die abgegebenen Signale sind nur durch unspezifische Bindungen der Ak zu
erklaren.

In dieser Arbeit wurden nur zytoplasmatische FACS Untersuchungen dargestellt, weil eine
Detektion der Proteine auf der Oberflache nicht méglich war. Dies kdnnte auf die Art der
Ablésung der Zellen von der Zellkulturflasche zurlckzufihren sein. Durch das
Abtrypsinieren wurden wahrscheinlich die Proteine oder die Epitope der Proteine auf der
Oberfléche zerstort und konnten keine Bindung mehr mit den anti-PrP Ak eingehen.

Es wurde zwar versucht, neben der zytoplasmatischen Detektion des PrP auch das PrP in den
Zellkernen zu detektieren, da aber die Fluoreszenzunterschiede zu gering waren, konnten
keine signifikanten Signale detektiert werden. Wirden die Zellkerne von der Membran und
dem Zytoplasma getrennt, konnten Unterschiede in den einzelnen Fraktionen zu erkennen
sein. Dies sollte sowohl vor als auch nach einer Infektion mit TSE-Material geschehen.
Daraus konnte sich ein besseres Verstandnis der PrP® Expression und der
Konformationsanderung des PrP ergeben.

Durch die Infektion mit BSE-Material konnte zudem gezeigt werden, dass das Schimpansen
PrP in den PrP%° Zellen zu PrP® umgewandelt wurde und dass es zu einer Anreicherung von
PrP>® kam. Dies konnte sowohl mit dem PK Verdau im WB als auch durch die FACS Analyse
gezeigt werden. Diese Anreicherung war nur bei den transfizierten Zellen ohne Tet zu
beobachten. Wurden die Zellen mit Tet kultiviert, konnte kein PrP* im WB als PrP™
detektiert werden. Auch waren die Signale bei diesem Klon in der FACS Analyse zu gering,
um behaupten zu konnen, dass es zu einer Anreicherung von PrP* kam, trotz einer gewissen
Basisexpression. Das zeigt, dass eine gewisse PrP® Konzentration vorhanden sein muss, um
eine Infektion ausldsen und detektieren zu kénnen.

Die Infektidsitat konnte auch beim humanen PrP in den N2a Zellen und beim bovinen PrP in
3T3 Zellen gezeigt werden. Da diese Zellen allerdings ein endogenes PrP® besaRen, konnte
nicht ausgeschlossen werden, dass dieses mit dem infektiésen Agens reagiert hatte. Allerdings
war zu sehen, dass bei den transfizierten Zellklonen der PrP™ Nachweis deutlicher ausfiel als
bei den nicht transfizierten Zellen. Auch war nach einer Infektion mit BSE bei den Zellen
ohne Tet die Detektion deutlicher ausgefallen als bei der Kultivierung mit Tet.

Das deutet darauf hin, dass das Uberexprimierte PrP® mit dem PrP* interagierte und
umgefaltet wurde. Es zeigt ebenfalls an, dass durch das Zusammenspiel des transfizierten
PrP mit dem endogenen PrP° eine Konzentration (iberschritten war, bei der es zu einer

Umfaltung des PrP® zum PrP* kommen kann.
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Da das PrP® von verschiedenen Spezies exprimiert wurde, deutet alles darauf hin, dass es
unerheblich ist, von welcher Spezies das PrP® stammt. Das wiirde bedeuten, dass nur die PrP®
Konzentration und nicht die Spezies des PrP® fiir die Initiierung der Konformationsénderung
verantwortlich ist.

Somit konnte gezeigt werden, dass BSE in der Lage ist, Uber die Speziesbarriere hinweg,
verschiedene Arten zu infizieren. Dieser Fakt wurde zwar schon in Tiermodellen
nachgewiesen (Bruce et al., 1994; Gale et al., 1998), ist aber in PrP%° Zellen dieser Form zum
ersten Mal gezeigt worden. Dies zeigt, dass BSE ein hohes Infektionsrisiko Uber die

Speziesbarriere hinweg besitzt.
4.6 Mogliche Erweiterung des neu geschaffenen Systems

Durch die Verwendung einer weiteren oder einer nicht resistenten Zelllinie gegenuber
Hygromycin oder Blasticidin kann das bisher etablierte Zellkulturmodell um eine Stufe
erweitert werden. Dieses Modell kann zur Klarung von Zell-Zell-Interaktionen wahrend einer
TSE-Infektion dienen.

Dazu muss eine Zelllinie mit einem TRE-Element, wie z. B. die 3T3 Tet-Off, mit dem in
dieser Arbeit verwendeten Retrovirus infiziert werden. So kann das eingeschleuste PrP©
Uberexprimiert und mit den bekannten Methoden identifiziert werden. Durch eine
anschlieBende Infektion mit TSE-Material kann sich das PrP in PrP*® umfalten.

Werden diese Zellen dann gemeinsam mit anderen Prp© exprimierenden Zellen kultiviert, wie
z. B. dem C1 Klon, kénnen durch Zugabe eines Antibiotikums z. B. Blasticidin die alten
Zellen zum Absterben gebracht werden. Sollte sich dann aber immer noch PrP* in den Zellen
nachweisen lassen, kann eine Zell-Zell-Interaktion nicht ausgeschlossen werden. Ein Schema
dieses Zellkulturmodells ist in der Abb. 59 dargestellt. Durch dieses Modell kénnen die Zell-
Zell-Interaktionen genauer detektiert werden als bisher im Tiermodell.

Auch waédre so, durch den Einsatz verschiedener infektioser TSE-Materialen,
Ubertragungsstudien von BSE auf andere PrP® Spezies als die hier beschriebenen moglich.
Dadurch konnte nicht nur fur BSE sondern auch fur andere TSE-Agenzien, wie z. B. CWD

oder Scrapie, eine Risikoabschétzung getroffen werden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten verschiedene prnp Gene stabil in eine eukaryontische Zelllinie
transfiziert und das zelluldre Prion Protein Uberexprimiert werden. Die Expression dieses
Proteins sollte dabei reguliert an- und abgeschaltet werden. Nach erfolgter stabiler und
regulierbarer Expression des Proteins sollte versucht werden, eine Replikation des pathogenen
Prion Proteins zu erreichen.

Deshalb wurden prnp Gene von verschiedenen Spezies amplifiziert. Zur Uberpriifung ihrer
Sequenz wurden diese in einen Bakterienexpressionsvektor kloniert und in E. coli exprimiert.
AnschlieRend wurden die Sequenzen mit der Entrezdatenbank am NCBI verglichen. In E. coli
konnte das PrP aufRerdem uberexprimiert und aus IB gereinigt werden. Diese rekombinanten
PrP wurden als interne Kontrollen weiterverwendet und anderen Arbeitsgruppen zur
Verfligung gestellt.

Zur regulierten Expression des PrP® in Eukaryonten wurde das Tet-System verwendet. Dazu
wurden 3T3, N2a und PrP%° Zellen mit einem Teil des Zwei-Komponenten-Systems stabil
transfiziert. Die Regulation dieses Promotors wurde durch eine Fluoreszenzmikroskopie
bestatigt. AnschlieBend wurden diese Zelllinien mit den verschiedenen prnp Genen stabil
transfiziert. In diesen neu hergestellten Zelllinien konnte das PrP® durch Tet reguliert an- und
abgestellt werden. Zudem konnte die systembedingte Basisexpression des Tet-Systems und
die Expression des PrP® im WB, der Immunfluoreszenz und durch die FACS Analyse gezeigt
werden.

Durch die Ausnutzung der PrP® Zelllinie und deren Klone konnten auBerdem in der CD-
Spektroskopie die Sekundarstrukturunterschiede gezeigt werden, bedingt durch die deutlich
helikale Struktur des exprimierten PrP®. AuBerdem wurden in 2D-Gelen neue potenzielle
Interaktionspartner des Prion Proteins gezeigt, welche bei den transfizierten und nicht
transfizierten PrP%° Zellen detektiert wurden. Die dabei identifizierten Proteine spielen neben
der Interaktion mit dem Prion Protein ebenfalls eine Rolle bei Krebserkrankungen und
neurodegenerativen Erkrankungen. Das deutet vermutlich auf eine Verknupfung in der
Signalkaskade der Aktivierung dieser Krankheiten hin.

Die reguliert PrP® exprimierenden Zellen wurden mit BSE infiziert. Dabei kam es zu einer
Konversion des PrP® in PrP>® und dessen Anreicherung. Eine direkte Anreicherung des PrP*
konnte als eine deutliche Erhohung des Fluoreszenzsignals in der FACS Analyse gezeigt
werden. Durch einen Proteinase K Verdau wurde das PrP* als degradierte Form, das PrP™,

detektiert. Durch die Moglichkeit der Regulation der verschiedenen PrP® exprimierenden
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Klone wurde gezeigt, dass das PrP"™ nur in den PrP® exprimierenden Zellen zu detektieren
war. Besonders deutlich war dies bei den PrP”® Zellen zu sehen, da diese kein endogenes
PrP® besaBRen. In den anderen beiden Zelllinien, N2a und 3T3, die ein wirtseigenes endogenes
nicht regulierbares PrP® besaRen, war dieser Effekt weniger deutlich ausgepragt, da das
endogene PrP® immer mit dem PrP* interagieren konnte.

Durch die Ausnutzung der verschieden PrP® exprimierenden Zellklone konnte gezeigt
werden, dass mit BSE nicht nur Rinder sondern auch andere Spezies infiziert werden kdnnen.
Somit ist BSE in der Lage, die Speziesbarriere zu Uberwinden.

Diese neu geschaffenen Zelllinien kdnnen als Werkzeug einer genaueren Aufklarung der
Prionenerkrankungen und der Funktionen des Prion Proteins dienen. Durch die Verwendung
der PrP”® Zelllinie und deren Klone fiir Infektionsstudien kénnen diese teilweise gegen die
bisher genutzten Bioassays ausgetauscht werden. Dadurch sind konkretere und effektivere
Studien des Prion Proteins, seiner Infektionswege, Signalkaskaden sowie die

Zusammenhange mit anderen Erkrankungen maoglich geworden.
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