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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE)

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) bilden eine Sonderform
der Ubertragbaren Erkrankungen (Prusiner 1987, 1989 und 1991b). Histologisch
findet sich eine Degeneration und Verlust von Neuronen. Es kommt zu einer
Astrozytenvermehrung und Vernarbung der Glia. Die TSE sind gekennzeichnet
durch Vakuolenbildung in den Neuronen sowie durch extrazellulare Amyloid Abla-
gerungen ahnlich wie bei Morbus Alzheimer, unterscheiden sich aber von diesen
deutlich durch ihre immunologischen Eigenschaften. Spongiforme Enzephalopa-
thien zeichnen sich durch lange Inkubationszeiten aus, die Jahre bis mehrere
Jahrzehnte dauern kdnnen. Der Erreger ist extrem resistent gegenuber chemi-
schen und physikalischen Faktoren insbesondere gegenuber Hitze, ionisierenden
und UV-Strahlen sowie Nukleinsdaure-modifizierenden Chemikalien (McKinley et
al., 1983b, Bellinger-Kawahara et al., 1987b). Der infizierte Organismus entwickelt
keine mel3bare humorale oder zellvermittelte Immunantwort gegen den Erreger.
Unter experimentellen Bedingungen konnen TSE auf ein breites Spektrum an
Wirten Ubertragen werden. Eine weitere Besonderheit der TSE Erkrankungen ist
es, dal} sie sowohl sporadisch Ubertragbar als auch hereditar auftreten konnen.
Sie unterscheiden sich dabei von allen bisher bekannten Erkrankungen. Samtliche
TSE verlaufen todlich.

Beim Menschen werden funf Erkrankungen beobachtet: Die Creutzfeldt-dakob
Erkrankung (CJD) (Creutzfeldt, 1920, Jakob, 1921a und 1921b), die seit 1996
auftretende Variante CJD (vCJD) (Will et al., 1996), das Gerstmann-Straussler-
Scheinker-Syndrom (GSS) (Gerstmann et al., 1939), die Fatale Familidare Insomnie
(FFI) (Lugaresi et al., 1986, Medori et al., 1992a, 1992b, Mednick et al., 1994) und
die Kuru Erkrankung des Fore Stammes im Hochland von Papua-Neuguinea
(Klatzo et al., 1957). Auch bestimmte Muskeldystrophien, so die spontane und
hereditare Myositis bzw Myopathie konnten den TSE zugerechnet werden (Sarkozi
et al., 1994).
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Klinisch zeigen CJD Patienten am haufigsten Gedachtnisverluste, Demenz,
Myoklonien und Ataxien (Roos et al., 1973, Brown et al., 1986 und Gertz et al.,
1988). Etwa 85% der Falle treten sporadisch auf (Masters et al., 1981, Goldfarb et
al., 1990b), die restlichen sind familiare Falle (Brown et al., 1986, Masters et al.,
1979 und Masters et al., 1981). Neben der iatrogenen Transmission durch konta-
minierte Hormonpraparate aus menschlichen Hypophysen (Buchanan et al., 1991)
sind auch Infektionen durch die Transplantation der Dura mater und anderer Ge-
webe von infizierten Patienten (Gibbs et al.,, 1985 und Fradkin et al., 1991) be-
schrieben worden. Das Alter von Spontanerkrankten liegt meist zwischen der
funften und siebten Lebensdekade. Der Krankheitsverlauf erstreckt sich uber we-
nige Wochen bis zu 18 Monaten und hangt vornehmlich vom Zeitpunkt der Dia-
gnose ab. Die endgultige Diagnose CJD ist bei lebenden Patienten auf Grund der
uncharakteristischen Klinik nur bedingt moglich und kann erst post mortem histolo-
gisch erfolgen. Die Einteilung der Patienten erfolgt in mogliche und wahrscheinli-
che Falle, wobei eine Vielzahl von Differentialdiagnosen gestellt werden muf},
bevor die Diagnose CJD in Betracht gezogen werden darf.

Eine erstmals in Gro3britannien und in Frankreich aufgetretene neue Variante
von CJD (vCJD) hat seit 1996 mehr als hundert Menschen das Leben gekostet.
Diese Erkarankung wird bei verhaltnismaRig jungen Patienten (Durchschnittsalter
28 Jahre) mit untypischem Krankheitsbild diagnostiziert (Will et al., 1996, Chazot
et al.,, 1996). Die neue Variante wird zu den spontanen CJD Fallen gerechnet,
unterscheidet sich aber von ihnen durch das Fehlen charakteristischer EEG Ver-
anderungen und durch grol3e Plaques, wie sie sonst nur bei Ubertragbaren For-
men vorkommen (Aguzzi und Weissmann,1996a). Diese Variante wird als vCJD
bezeichnet. Die Krankheit dauert typischerweise langer als 18 Monate. Ein Zu-
sammenhang mit der Ubertragbarkeit von boviner spongiformen Enzephalopathie
(BSE) in GroRbritannien auf diese vCJD Patienten wurde vermutet (Aguzzi und
Weissmann 1996a, Collinge et al., 1996) und indirekt auf Grund neuerer Untersu-
chungen als wahrscheinlich angenommen (Corth et. al., 1997, Bruce et al., 1997
und 1999, Hill et al., 1997, Knight, 1998, Anderson, 1996).

Bei GSS Patienten kommt es eher zu spinozerebellaren Ataxien mit nachfol-
gender Demenz (Cathala und Baron, 1987). GSS ist gekennzeichnet durch Hypo-

bis Areflexie in den unteren Extremitaten (Farlow et al., 1989). Die Krankheitsdau-
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er liegt normalerweise zwischen zwei und sechs Jahren. GSS ist als autosomal
dominant vererbte Krankheit beschrieben worden, allerdings gibt es auch einige
wenige sporadische Falle. Das GSS-Syndrom wurde erstmals von Gerstmann
1936 beschrieben (Gerstmann et al., 1936). Ubertragbare Formen sind nicht be-
kannt.

Die Fatale Familiare Insomnie (FFI) (Lugaresi et al., 1986) ist ausschlieRlich
eine autosomal dominant vererbte Erkrankung. Es kommt zu schwersten Schlaf-
stérungen und Ataxien. Das Alter der Patienten schwankt zwischen 35 und 61
Jahren. Die Lebenserwartung nach Ausbruch der Krankheit liegt zwischen 7 und
36 Monaten. Die FFI konnte auf Mause Ubertragen (Tateishi et al., 1995) werden.

Die Kuru Erkrankung (Klatzo et al., 1957) wird durch rituellen Kannibalismus
Ubertragen und tritt endemisch im Fore Stamm im Hochland von Papua-
Neuguinea auf. Kuru ist gekennzeichnet durch Tremor, Dysarthrie, zerebellare
Ataxie und Demenz. Die Erkrankung dauert zwischen 6 und 16 Monaten und trifft
auch Kinder und Jugendliche. Nachdem der Kannibalismus verboten wurde, sind
Neuerkrankungen kaum mehr aufgetreten (Alpers et al., 1987).

Bei den Tieren sind vor allem die ubertragbaren Erkrankungen bei Rindern
BSE (engl. bovine spongiform encephalopathy), Schafen und Ziegen (Scrapie),
Katzen FSE (engl.: feline spongiform encephalopathy) Nerzen TME (engl.: trans-
missible mink encephalopathy) zu nennen (Zlodnik, 1963, Burger et al., 1965,
Wells et al., 1987, Pattison, 1988, Wyatt et al., 1990). Zu den bekanntesten TSE
der Tiere gehdéren Scrapie bei Schafen und Ziegen und die Bovine Spongiforme
Enzephalopathie (BSE; "Rinderwahnsinn”). Scrapie wurde bereits 1750 erstmals
beschrieben, ist aber wahrscheinlich schon langer bekannt (Parry, 1983). Schon
1939 wurde durch experimentelle Ubertragung von Schaf zu Ziege gezeigt, daR es
sich bei Scrapie um eine Ubertragbare Erkrankung handelt (Cuille und Chelle,
1939). Ab 1966 wurde kontrovers dazu eine genetische Komponente diskutiert
(Gordon, 1966). Der erste BSE Fall wurde 1985 in GroRbritannien beobachtet und
1987 zum erstenmal beschrieben (Wells et al., 1987). Es gilt heute als gesichert,
daR BSE durch die Verfitterung von unzureichend hitzeinaktiviertem Tierkorper-
futtermehl von Scrapie-verseuchten Schafen auf Rinder ubertragen wurde (Wiles-
mith und Wells, 1991).
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Auch bei der FSE und TME wird die Verfutterung von Produkten Scrapie-
infizierter Schafe bzw BSE-Rinder als Erkrankungsursache vermutet. Des weiteren
kennt man das CWD (engl.: chronic wasting disease) bei Schwarzwedel- Wapiti-
hirschen und (Williams und Young., 1982a,b) und die TSE bei Paarhufern wie zB
Kudu und Oryx (Jeffrey und Wells, 1988, Fleetwood und Furley, 1988 und Kirk-
wood et al., 1990). Unter Laborbedingungen sind die TSE auf eine Vielzahl von
Arten zu Ubertragen (Kimberlin et al.,, 1990b) darunter auch auf Nagetiere
(Chandler und Fisher., 1963 und Zlotnik, 1963) und Menschenaffen (Gajdusek et
al., 1966, Gibbs et al., 1968 und Goldfarb et al., 1991a).

1.2 Die Prionhypothese

Zunachst ging man unter anderem auf Grund der langen Inkubationszeit davon
aus, dall es sich bei dem Erreger um ein bisher unbekanntes sogenanntes
"unkonventionelles” oder "slow" Virus handelt (Gajdusek, 1977). Die Suche nach
einem herkdmlichen Krankheitserreger fur die TSE ist bis heute nicht erfolgreich
gewesen (Pattison, 1988). Obwohl die infektiocsen Gewebe mit Methoden behan-
delt wurden, die sowohl Viren (Detergenzien, Bestrahlen mit UV-Licht) als auch
Bakterien (Autoklavieren bei 120°C) zerstoren, konnte weiterhin Infektiositat nach-
gewiesen werden (Prusiner, 1987, 1989 und 1991b). Ebenfalls war es nicht mog-
lich, eine Nukleinsaure zu isolieren, die man in Zusammenhang mit der Krankheit
hatte bringen kdnnen (Meyer et al., 1991). Obwohl einige Autoren (Masters et al.,
1979, Manuelidis et al., 1988 und 1995, Diringer et al., 1988) von TSE assoziierten
Nukleinsauren berichtet haben, waren ihre Ergebnisse nicht reproduzierbar. Die-
ses unkonventionelle, Nukleinsaure enthaltende Virus soll sich auf Grund seiner
geringen GrofRe und Komplexitat experimentellen Nachweisverfahren bisher ent-
zogen haben (Kimberlin et al., 1990a). Die Akkumulation von beobachtetem Pro-
tein ware nach dieser Theorie nur ein Sekundarprozeld als Konsequenz einer be-
reits vorher stattgefundenen Virusinfektion und Zellschadigung. Eine Nukleinsaure,
die mit den TSE assoziiert ware, durfte ein GrolRe von etwa 50 Basenpaaren nicht
uberschreiten (Prusiner, 1987, 1989 und 1991b). Dagegen konnte gezeigt werden,
dalR die Hydrolyse oder Modifikation von Proteinen die Scrapie-Infektidsitat deut-
lich herabsetzt (Prusiner, 1982, Prusiner et al., 1981).
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Stanley B. Prusiner entwickelte daraufhin eine Hypothese, die ein einzelnes
Protein fir die Krankheit verantwortlich macht (Prusiner, 1982). Die Hypothese
besagt, dal’ das infektidse Agens ausschlieBlich oder weitestgehend nur aus ei-
nem einzigen Protein oder proteindhnlichen Bestandteil besteht. In Anlehnung an
die Abkurzung seiner Hypothese (proteinaceous infectious particle) nannte er das
infektidse Agens Prion. Die Hypothese wurde dementsprechend als Prionhypothe-
se bekannt. Die TSE werden daher auch als Prionerkrankungen bezeichnet.

Die Prionhypothese wird von der Mehrzahl der Wissenschaftler anerkannt. Es
ist aber unklar, ob das Prionprotein als alleinige Ursache fur die TSE ausreicht. Es
wurden Experimente durchgefuhrt, bei denen man BSE auf Mause Ubertragen hat,
obwohl keine abnormen Prionproteine nachgewiesen werden konnten (Lasmezas
et al., 1997). Nach der Theorie dieser Autoren erfolgt die Ubertragung durch ein
noch nicht indentifiziertes Agens. Das Prionprotein ist nur noch bei der Adaption
auf eine andere Spezies mit einbezogen. Die Trennung des infektidsen Agens in
Gestalt der PrPS°® (engl.: SC; Scrapie) Isoform scheint erstmalig gelungen. Andere
Autoren diskutieren, ob ein Kofaktor nétig ist, mit dem aus dem Prionprotein ein
Holoprotein gebildet wird (Weissmann, 1991b). Manche Wissenschaftler postulie-
ren auch weiterhin TSE-spezifische Nukleinsauren als Ausldser fur die Erkrankung
(Masters et al., 1981, Manuelidis, et al., 1988 und 1995, Diringer et al., 1988).

1.3 Das Prionprotein

In den infektidsen Fraktionen konnte als Hauptbestandteil tatsachlich ein Pro-
tein identifiziert werden. Nach Anreicherung aus infektiosen Geweben konnte das
Protein aufgereinigt und dessen Aminosauresequenz teilweise bestimmt werden
(Bolton et al., 1982). Spater wurde dieses Protein als Prionprotein (PrP) oder PrP
27-30 bezeichnet (McKinley et al., 1983a). Nachfolgende Arbeiten zeigten, dal}
PrP 27-30 von einem grofRReren Vorlauferprotein mit einem Molekulargewicht von
33-35 kDa (PrP 33-35) stammt (Oesch et al., 1985, Meyer et al., 1986). Mit Hilfe
dieser Sequenz wurde eine DNA-Sonde erstellt und das dazugehdrige Gen isoliert
(Kretzschmar et al., 1986 und Liao et al., 1986). Es zeigte sich, dal} es sich um ein
endogenes Gen handelte, das fur ein 25 kDa Protein kodiert. Dieses Protein wird
konstitutiv transkribiert und translatiert, ohne dald Erkrankungen auftreten. Dieser

scheinbare Widerspruch konnte dadurch erklart werden, dal} es eine normale und
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eine pathogene Form des Proteins gibt (Basler et al., 1986). Das zellulare Protein
wurde zur besseren Unterscheidung als PrPC (C; engl. cellular) bezeichnet. PrP°®
ist Protease K sensitiv. Dagegen ist PrP 27-30 Protease resistent und entsteht
durch den partiellen Abbau der mit der Erkrankung assoziierten Form des Prion-
proteins PrP 33-35 oder auch PrP°®. Weitere Untersuchungen zeigten, daf PrP®
hochkonserviert und bei vielen Spezies vorhanden ist.

PrPC ist ein Sialoglykoprotein mit 253 Aminosauren (As) bei Menschen, 254 As
bei Maus und Hamster, 256 As bei Schaf und Nerz, sowie 264 As bei Rind (Bolton
et al., 1985), wobei der gesamte offene Leserahmen (ORF) in nur einem Exon liegt
(Basler et al., 1986, Westaway et al., 1987). Das humane Gen ist auf dem Chro-
mosom 20p lokalisiert und besteht aus 2 Exons (Kretzschmar et al., 1986, Puckett
et al., 1991). Von diesen beiden kodiert nur das Exon 2 fur das Prionprotein. Das
Gen der Maus ist auf dem Chromosom 2 lokalisiert und umfal3t 3 Exons, wobei
das dritte Exon die kodierende Sequenz enthalt. Die anderen beiden Exons wer-
den nicht translatiert (Westaway et al., 1991). Die Abb. 1.1 zeigt schematisch die
Struktur des Maus-Priongens. Die posttranslationalen Modifikationen des Proteins
finden im endoplasmatischen Retikulum und anschlieRend im Golgi Apparat statt.
Dabei wird vom primaren Translationsprodukt das Signalpeptid von 22 N-
terminalen Aminosauren abgespalten. Die letzten 20 Aminosauren am C-Terminus
des Proteins werden durch einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker ersetzt (Safar
et al., 1990, Stahl et al., 1987, 1990a und 1990b), der Uber ein Ethanolamin an die
Aminosaure 234 (Serin) gebunden wird. Das PrPC ist zweimal Uber Asparagin (AS
193 und AS 209) mit N-Acetyl-Glucosamin, Galaktose und sialinsdurehaltigen
Zuckerresten N-glykosyliert (Haraguchi et al., 1989, Stahl et al., 1992). Das dop-
pelt glykosylierte PrPC besitzt ein Molekulargewicht von etwa 35 kDa, die einfach
glykosylierte Form ein Molekulargewicht von 29 kDa und die nicht glykosylierte
Form ist etwa 25 kDa gro3 (Endo et al., 1989). Zwischen den Cysteinresten an
Position 191 und 226 wird eine Disulfidbricke ausgebildet. Das Protein wird von
der Trans-Golgiseite in Vesikel verpackt und anschlie3end zur Zellmembran trans-
portiert (Hay et al., 1987b). Die Halbwertzeit betragt etwa zwei Std. (Caughey und
Raymond, 1991). Das Protein ist Protease K sensitiv. Uber seine Funktion gibt es
keine gesicherten Erkenntnisse. Diskutiert wird eine Funktion bei der interzellula-

ren Erkennung oder der synaptischen Signalubermittlung (Collinge et al., 1994)
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und des Tag-Nacht Rhythmuses (Lugaresi et al., 1986, Medori et al., 1992a und
1992b). Das PrP ist ein kupferbindendes Protein (Wardsworth, et al., 1999, Derer,
Dissertation DPZ, 1999, Whittal et al., 2000) das am Schutz vor oxidativem Stress
oder synaptischer Interaktion beteiligt ist (Windl et al., 1999). Neulich wurde die
Fahigkeit von PrP® als Signal transduktor beschrieben (Mouillet-Richard, et al.,
2000).

Im Gegensatz dazu ist die pathogene, proteaseresistente Form des Proteins
(PrPSC) im Zytoplasma der Zellen lokalisiert (McKinley et al., 1991, Borchelt et al.,
1990 und 1992, Caughey et al., 1991 und Caughey und Raymond 1991). Obwohl
die Menge an produzierter mRNA in Vergleich zu PrPC konstant ist, erfolgt seine
Synthese innerhalb von funf Std. (Prusiner, 1987). Das PrPS® Protein ist zusatzlich
stark in extrazellularen Plaques angereichert. In diesen Plaques befinden sich oft
6-10 nm Fibrillen aus PrP°C. Diese Akkumulation als endosomale Fibrillen ist eine
Folge der angenommenen Degradation durch Proteasen (Taraboulos et al., 1990b
und 1992). Anhnliche Fibrillen werden auch bei Alzheimer Patienten gefunden. Eine
Degradation durch Proteasen betrifft nur die ersten 69 Aminosauren des pathoge-
nen Prionproteins. Samtliche anderen Modifikationen, die bei der normalen PrP
33-35 Form vorkommen, werden bei der PrPC-Form ebenfalls durchgefuhrt. Als
Ursache fir das Auftreten der PrPS®-Form konnte alternatives Spleillen der RNA
bisher ausgeschlossen werden (Westaway et al., 1987 und 1991). Ein RNA-
Editing kann grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden, auch wenn nach Anse-
quenzierung des Proteins keine Hinweise daflr gefunden wurden (Blum et al.,
1990, Kane et al.,, 1990). AulBer bei den hereditaren Formen der ubertragbaren
spongiformen Enzephalopathien, die durch Mutationen hervorgerufen werden,
konnte kein Unterschied zwischen dem Wildtyp und der pathogenen Form festge-
stellt werden (Tarabolous et al., 1990a und 1990b).

Nach NMR-Untersuchungen der verschiedenen Isoformen konnten Unter-
schiede in der Tertiarstruktur festgestellt werden. Das PrPC besteht etwa zu 42%
aus o-helikalen und zu weniger als 3% aus B-Faltblatt Strukturen. Im Gegensatz
dazu betragt der o-helikale Anteil bei der PrPSC-Isoform nur 21% und der B-
Faltblatt-Anteil 51% (Caughey et al., 1991, Huang et al., 1994, Telling et al., 1994).
Der Mechanismus des Uberganges von der PrPC- zu der PrPSC-Isoform erfolgt

demnach durch eine posttranslationale Strukturanderung, die moglicherweise von
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Chaperonen abhangig ist (Liautard, 1991, Carr, 1993, Edenhofer et al., 1996,
Priola et al., 1995). Diese vollzieht sich normalerweise spontan, wahrend sie bei

der hereditaren Form durch die Mutationen begunstigt werden konnte.

Exon I Exon II Exon II1

Intron I Intron I1
ORF DNA

5 3 mRNA

v v

PrP* < > Protein

Posttranslationale Modifikation

Abb. 1.1: Struktur und Organisation des chromosomalen Prionprotein-Gens
bei der Maus.

Der gesamte offene Leserahmen (ORF) liegt im Exon Ill. Die Aminosauresequenzen von PrP® und PrP*° sind

identisch. Eine chemische Modifikation, die die beiden Formen unterscheidet, konnte nicht nachgewiesen werden. Die

PSC

hypothetische Bildung von Pr| aus der zelluldren Form PrPC durch eine posttranslationale Konformationsanderung ist

hier schematisch dargestellt (modifiziert nach Prusiner, 1991).

Alle bisher beschriebenen Mutationen des humanen Priongens liegen in Re-
gionen, die die statistische Wahrscheinlichkeit flir eine Umwandlung der raumli-
chen Faltung des Proteins von einer o-Helix in eine B-Faltblattstruktur erhéhen
(Pan et al., 1993). Der autosomal dominante Erbgang bestimmter Prionerkrankun-
gen (GSS, FFIl und die familliaren Formen der CJD) eroffnete nach der Entdek-
kung des Priongens beim Menschen die Mdoglichkeit einer Mutationsannalyse.
1989 konnte gezeigt werden, dald eine Mutation an Kodon 102 des PrP-Gens
genetisch mit GSS verknUpft ist (Hsiao et al., 1989). Diese Mutation wurde inzwi-

schen bei mehreren verschiedenen GSS Familien aus 9 unterschiedlichen Lan-
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dern nachgewiesen (Dohura et al., 1989, Hsiao et al., 1992, Dlouhy et al., 1992).
Die Entdeckung einer Mutation an Position 200 bei CJD-Patienten libyschen Ur-
sprungs folgte (Goldfarb et al., 1990a). Bis heute sind 5 Punktmutationen fur CJD
(Tyr 145 — Stop, Asp 178 — Asn in Kombination mit Val 129 Glu 200 — Lys, Val
210 — lle, Met 232 — Arg) (Goldfarb et al., 1990c und 1991b, Brown et al., 1992)
und 6 bei GSS bekannt (Pro 102 — Leu, Pro 105 — Leu, Ala 117 — Val, Val 180
— Met zusammen mit Met 232 — Arg, Phe 198 — Ser, Glu 217 — Arg) (Collinge
et al., 1989, Dohura et al., 1989, Kretzschmar et al., 1991). Im Bereich zwischen
As 51 und As 91 befinden sich beim gesunden Menschen 5 Oktapeptid Repeat-
motive. Bedingt durch Insertionsereignisse wurden bis zu 14 zusatzliche Repeats
bei CJD bzw GSS ausgepragt (Goldfarb et al., 1991a, Owen et al., 1989, 1990,
1991 und 1992, Krasemann et al., 1995). Bei allen bisher bekannten Mutationen
im PrP-Gen gibt es eine klare Genotyp-Phanotyp-Assoziation. An Position 129
befindet sich ein verbreiteter Polymorphismus (Methionin zu Valin). Bei einer zu-
satzlichen Mutation an Kodon 178 (Asp zu Asn) entscheidet jedoch dieser an sich
apathogene Polymorphismus daruber, ob der betroffene Patient CJD (Val an As
129) oder aber FFI (Met an As 129) auspragt (Medori et al., 1992a und 1992b).
Zudem konnte gezeigt werden, dald Menschen, die an Kodon 129 homozygot sind,
offenbar suszeptibler fur iatrogen Ubertragbare TSE sind als heterozygote (Collin-
ge et al.,, 1991, Palmer et al.,, 1991). In der Zwischenzeit wird die Proteaseresi-
stenz der PrP°C-Form fiir eine molekulare Zuordnung der Patienten verwendet
(Collinge et al., 1996, Aguzzi und Weissmann, 1996). Die drei Formen des Prion-
proteins (doppelt glykosyliert, einfach glykosyliert und unglykosyliert) zeigen nach
Proteaseverdau und anschlieendem Nachweis im Westernblot drei Banden. Je
nach Auspragung und Hohe der Banden im Gel ist eine Zuordnung zu den klini-
schen Fallen der Creutzfeldt-dakob Erkrankung moglich (Collinge et al., 1996,
Aguzzi und Weissmann, 1996). Es wird diskutiert, ob eine solche Diagnose auch
an Lymphozyten zB in einer Biopsie der Mandeln durchgeflihrt werden kénnte
(Collinge et al., 1997).
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Abb. 1.2: NMR Struktur und Organisation von Maus PrP¢ und PrP*¢

3D Anordnung des Prionproteins von AS 121 bis 231. Die drei Helices sind als violette, die antiparallel-
beta-Faltblatter als hellgriine Pfeile und die Verbindungssequenzen als gelbe Faden dargestellt. Von NMR
abgeleitete Modelle des PrP (Riek et al., 1996). (NMR) kernmagnetische Resonanz. (engl.: nuclear ma-

gnetic resonance)

1.4 Prionprotein defiziente PrP*°-Miuse

Um die Funktion des Proteins PrP® im Organismus zu untersuchen, wurden
Mause hergestellt, deren PrP-Gen durch eine Insertion zerstoért worden war (Bue-
ler et al., 1992). Eine fiir diesen Defekt homozygote, sogenannte PrP”°-Maus
sollte auf Grund des fehlenden Genprodukts Storungen irgendeiner Art aufweisen,
die Hinweise auf die Funktion des Prionproteins geben. Wider Erwarten entwik-
kelten sich die PrP”°-Mause aber normal (Bueler et al., 1992). Sie zeigten weder
Auffalligkeiten der Physiologie noch im Verhalten. Auch auf die Fertilitdt hat der
Gendefekt keinen Einflu. Der einzige bisher bekannte Unterschied zu normalen

Mausen ist eine leichte Verzogerung des Aktionspotentials bei der Reizubertra-
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gung zwischen Nervenzellen (Collinge et al., 1994). PrPY°-Mause, wie die Ziirich |
(Bueler et al., 1993) und Edinburgh | (Manson et al., 1993), lassen sich nicht mit
Prionen infizieren. In Gegensatz dazu entwickelten PrP%°-Mause wie die Nagasaki
(Sakaguchi et al., 1996) und RcmO (Moore et al., 1999) Ataxia bedingt durch den
Verlust cerebellarer Purkinje-Zellen. In den ersten zwei Null-Mausen wurde nur die
ORF-Region durch ein Neomycin-resistentes Gen ersetzt, wahrend bei der letzte-
ren zusatzlich zur ORF-Region 0.9 kb vom Intron Il und 0.45 kb von der nicht ko-
dierenden 3' Region Deletionen eingeflhrt worden waren. Das neulich entdeckte
Prnd-Gen das ein PrP-ahnliches Protein (PrP-doppel) kodiert, konnte diesen Wi-
derspruch erklaren (Moore et al., 1999). Fur den Defekt heterozygote Mause ha-
ben gegenuber normalen Wildtyp-Mausen eine deutlich verlangerte Inkubations-

zeit (Bueler et al., 1993). Versuche an Prp®°

-Mausen, die Hirngewebstransplantate
von PrPC-Uberexprimierenden Mausen erhalten hatten, zeigten, dal® nach einer
Infektion mit PrPSC die Transplantate typische spongiforme Degenerationen ent-
wickelten (Brandner et al., 1996). Das umgebende PrP-defiziente Hirngewebe der
PrP”°-Maus zeigte keinerlei pathogene Veranderungen. Deutlich nachweisbare
Mengen an PrPS® wandern vom Transplantat in das umliegende Gewebe ein. Aber
auch nach Einwanderung von PrpS°© zeigte sich in dem PrP-freien Gewebe kein
neurotoxischer Effekt. Damit scheint bestatigt, da® das endogene Prionprotein
einen flir die Suszeptibilitat gegenuber PrPSC und fur die Replikation von infektio-

sen Prionen essentiellen Faktor darstellt.

1.5 TSE Diagnose mit Hilfe von Antikorpern

Die heute bekannten Tests zur Diagnose der Prionerkrankungen sind nur post
mortem einzusetzen (Narang et al. 1987, Wells et al. 1989, Moynagh und Schim-
mel 1999). Sie konnten bisher jedoch nicht dazu eingesetzt werden, um infizierte
Tiere, die sich in der symptomlosen Phasen befinden, aus der Nahrungskette des
Menschen auszuschlieRen. Fir einen ante mortem Test hatten verschiedene Ar-
beitsgruppen versucht neben dem PrPS® auch Markerproteine wie 14-3-3 und
S100 in der Ruckenmarkflissigkeit nachzuweisen. Leider wurden diese Marker-
proteine auch wahrend anderer Nervenerkrankungen in gro3en Mengen im Korper
produziert. Daher konnten sie nicht erfolgreich zur spezifischen Diagnose von

Prionerkrankung eingesetzt werden (Johns et al. 1996, Lee und Harrington 1997,
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Green et al. 1999, Beekes et al. 1999, Zerr et al 2000). Ohne einen speziesspezifi-
schen und PrPS¢ spezfischen monoklonalen Antikorper ist die rechtzeitige Diagno-
se der Prionenerkrankungen schwierig. Neulich wurde die Fahigkeit des im Blutse-
rum vorkommenden Proteins Plasminogen spezifisch an PrPSC zu binden von
Fischer et al. (2000) beschrieben.

Bisherige Befunde zeigen, dal} es keine spezifische oder unspezifische Im-

munantwort des mit PrPS¢

infizierten Organismus gibt. Gleiches gilt auch fur nicht
humane TSE. Es gibt zur Zeit keine Therapie fur die Prionerkrankungen und daher
verlaufen alle todlich. Modifizierte Antikorper kdnnten aber in Zukunft zur Therapie
eingesetzt werden. Hybridomantikdrper aus der Maus kénnen bisher flir menschli-
che Anwendungen nicht wirkungsvoll eingesetzt werden, da die humane anti-Maus
Antikdrper Immunantwort (HAMA-Imunnantwort) nach kurzer Zeit zu einer Aus-
schaltung des Maus-Antikorpers fuhrt. Da sich die Wirkung des menschlichen
Immunsystems gegen den Fc-Teil des Antikdrpers richtet, kann der Austausch des
Maus-Fc-Teils gegen eine Domane vom Menschen zu einer deutlich abge-
schwachten HAMA-Antwort fuhren. Solche Chimare binden aber noch spezifisch
an das Antigen. Andererseits kann man aber auch die hypervariablen Bereiche
eines Mausantikdrpers in einen menschlichen Antikorper verpflanzen. Auch in
diesem Fall wird das menschliche Immunsystem keine Abwehrmechanismen ein-
leiten. Fur viele therapeutische Anwendungen ist es sinnvoll, modifizierte Antikor-
per zu verwenden, die neben dem Antikorper, der nur zum Andocken an Zielzellen
dient, noch einen therapeutisch wirksamen Anteil mit sich fuhrten. Dieser Teil wird
auch als heterologer Fusionspartner bezeichnet und kann aus Toxinen, Enzymen,
Cytokinen, und radioaktiven Nukleotiden bestehen. Fusioniert man zB ein Toxin
mit einem tumorspezifischen Antikorper, so kann durch die spezifische Einwirkung
auf die Zielzelle eine Abtétung erreicht werden, wobei gesunde Zellen aufgrund
der Antikorperselektivitat weitgehend verschont bleiben. (Vittetta et al., 1993, Rei-
ter et al., 1996).
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1.6 Aufgabenstellung

Trotz vielfacher wissenschaftlicher Bemuhungen ist es bislang immer noch
nicht gelungen, mAk oder Phagenantikorper zu isolieren, um die Prionerkrankun-
gen beim Menschen oder im Tier vor dem Ausbruch der Krankheit zu diagnostizie-
ren. Auch der genaue Infektionsweg der Erkrankung und die Uberwindung der
Artengrenze vom Schaf zum Rind und die vom Rind zum Menschen sind bisher
noch nicht umfassend geklart (Hill et al., 2000). Obwohl es seit 1998 vier verschie-
dene post mortem BSE-Tests gibt, erkennen diese nur Erkrankungen, die minde-
stens drei Jahre alt und zudem schon hochinfektids sind (Moynagh und Schimmel,
1999).

In dieser Arbeit sollen mAk und ScFv-Phagenantikérper (engl.: single chain va-
riable fragment) hergestellt werden, die in spateren Arbeiten zur Klarung diagnosti-
scher und molekularbiologischer Fragen verwendet werden kdnnen. Winschens-
wert ware es, einen Antikorper zu erhalten, der sowohl speziesspezifisch ist, als
auch zwischen den beiden Isoformen PrP® und PrP°¢ unterscheiden kann. Die
Anwendung von in Bakterien hergestellten rekombinanten Phagenantikdrpern und
die von diesen abgeleiteten kleineren I6slichen ScFv-Fragmenten kénnen zu ei-
nem besseren Verstandnis des Krankheitsablaufes und zur Entwicklung neuer
Diagnostik- und Therapieansatze beitragen. Diese ScFv-Fragmenete kdonnten auf
Grund ihrer GroRe auch zur intrazellularen Verfolgung der PrP-Proteinbiosynthese
in vivo eingesetzt werden.

0_Mause mit rekombinanten bovinen

Im ersten Teil der Dissertation sollen PrP
Semliki Forest Virus Partikeln (rbSFV) immunisiert werden. Die immunisierten
Mause stellen polyklonale Antikérper gegen die fremden Prionproteine her, da sie
kein eigenes Prionprotein besitzen und deshalb keine Toleranz gegen das PrP
zeigen. Die rbSFV-Injektion als Immunisierungsmethode vermeidet den direkten
Umgang mit pathogenen Proteinen. Die bovinen Priongene werden stattdessen
intrazellular exprimiert, prozessiert und dem Immunsystem prasentiert. Zu diesem
Zweck soll der fur das bovine Prionprotein kodierende Bereich in ein Semliki Fo-
rest Virus Plasmid (pSFV [) kloniert werden. Die Immunisierung soll durch Injektion
der Mause mit roSFV-Partikeln erfolgen, die bovines Prionprotein exprimieren. Zur

Produktion der mAKk sollen die Milzzellen mit Myelomzellen fusioniert werden. Die
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Antikorperproduktion soll zuerst in einem Immunfluoreszenztest und dann in einem
Peptid ELISA untersucht werden. Der ELISA kann erste Hinweise liefern, ob die
mAk zwischen PrP® und PrP°¢ unterscheiden kénnen. Hybridklone, die mAk ge-
gen bovines Prionprotein produzieren, sollen dann als stabile Zellinie etabliert
werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollen aus diesen Hybridomzellinien mit Hilfe
der PCR die Gene flr die schweren und leichten Antikdrperketten isoliert und zu
einem ScFv-Antikorper ligiert werden. Dieser soll in den pCANTAB Vektor ligiert
werden. Um Phagenantikorper zu produzieren, sollen mit diesen Phagemid E. coli
Bakterien elektroporiert werden. Die in Bakterien hergestellten Phagenantikorper
sollen erst im Peptid-ELISA und dann im Westernblot auf ihre Eigenschaften PrP
zu binden untersucht werden. Zudem bietet sich in der ScFv-Technik, im Gegen-
satz zur Hybridomtechnik, die Moglichkeit an, die Bindungseigenschaften des
Antikdrpers gentechnisch zu verandern und gegebenenfalls die Bindungsstarke zu

modifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck
(Darmstadt), Hoechst (Frankfurt) und Serva (Heidelberg) im jeweils hochsten
Reinheitsgrad bezogen. Alle Losungen, Medien und Puffer wurden mit H,O-bidest
angesetzt, anschlielend sterilfiltriert oder, wenn madglich, bei 121°C fur 45 Min
autoklaviert. Radioaktive Substanzen wurden von den Firmen Amersham-Buchler
(Braunschweig) und Du Pont (Bad Homburg) bezogen.

2.1.2 Puffer und Medien

Tab. 2.1 Haufig verwendete Puffer und Bakterienmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

PBS 120 mM NaCl, 17 mM NazHPO4, 3 mM KH,;POy4, pH 7,2
TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

TAE 40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,0

TBE 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8,0
LB-Medium 1% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl (w/v)
LB-Agar 1,5% Agar (w/v) in LB-Medium
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Tab. 2.2 Haufig verwendete Zellkulturmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

BHK-Zell-Medium

Elektroporations-
Medium far BHK

BHK-Mangel-

medium

Hybridom/-Ag8-

Medium

Medium 20

HAT-Medium

HT-Medium

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI
1640, Gibco, USA) mit 7% (v/v) hitzeinaktiviertem FCS,
2 mM Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Strep-

tomycin

Glasgow MEM (Gibco) mit 5% (v/v) FCS, 2 mM Giluta-
min 20 mM HEPES, 10% (v/v) Tryptose Phospat Brihe,
50 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin

MEM (Gibco) mit 0,2% BSA, 20 mM HEPES 2 mM
Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin

RPMI 1640, 20% Medium 199, 10% FCS, 2 mM 50
U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin

Hybridommedium mit 20% FCS

Hybridommedium mit 15% FCS, 100 uM Hypoxanthin,
400 nM Aminopterin, 16 yM Thymidin

Hybridommedium mit 15% FCS, 100 yM Hypoxanthin,
16 uM Thymidin

Alle Medien wurden mit H,O-bidest angesetzt. Das LB-Medium und der LB-Agar
wurden 45 Min bei 121°C autoklaviert auf 50°C abgkuhlt und je nach Verwen-

dungszweck mit Antibiotikum versetzt. Zellkulturmedien wurden durch Filtrieren

sterilisiert.
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2.1.3 Zellen

Tab. 2.3 Verwendete Zellinien

Zellinie Ursprung Bezugsquelle
BHK-Zellen Baby Hamster kidney ATCC CL-13
Ag8-Zellen Maus Myelom ATCC CRL-1580
N2A-Zellen Neuroblastom ATCC-CCL-131

2.1.4 Escherichia coli (E. coli) Stamme

Tab. 2.4: Zur Transformation wurden folgende Bakterienstamme verwendet.

JM 109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rc , my’), relA1, supE44,
A(lac-proAB), [F', traD36, proAB, laglgZ AM15]

DH-5a. supE44, AlacU169, (®80 AlacZ M15), relA1, hsdR17, recAf,
endA1, gyrA96, thi-1

TG-1 K12, A(lac-pro), supE, thi, hsdD5/F'traD36, proA'B" , laqlq, lacZ
AM15

2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.1 Agarosegelelektrophorese und Extraktion von Nukleinsauren aus Aga-

rosegelen

Die PCR-Amplifikate wurden auf 1%igen Agarosegelen elektrophoretisch auf-
getrennt (Sambrook et al., 1989). Die Agarose wurde in 130 ml TBS-Puffer fur
(RNA-Gele) und in 130 ml TAE-Puffer fur (DNA-Gele) aufgekocht, 4 ul Ethidium-
bromidlésung (0,1% w/v) zugegeben und die Gel-Losung zum Erkalten auf eine
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horizontale Gelbricke gegossen. Die Proben wurden mit 0,1 Volumen Probenpuf-
fer (50% Glycerin, 100 mM EDTA, 0,1% Bromphenolblau, 1% SDS, (w/v)) versetzt
und in die Geltaschen gegeben. Als Langenstandard wurde 1 ug 1 kB-DNA-Ladder
(von 75-12218 bp Lange, Gibco) (Hartley und Gregor 1981) in Probenpuffer ver-
wendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V far
60-70 Min in einer Horizontalelektrophoresekammer (Biotec-Fischer) mit 1x TBE
bzw 1x TAE als Laufpuffer. Die DNA-Banden wurden auf einem Transilluminator
durch UV-Licht bei einer Wellenlange von 302nm sichtbar gemacht und mit einer
CCD-Kamera fotografiert.

DNA-Fragmente, die zur Klonierung eingesetzt werden sollten, wurden unter
UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem
QIAEX II Gel Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Dazu wurden die Gelstlcke
mit dem dreifachen ihres Volumens mit Solubilisierungspuffer QX1 versetzt und
bei 56°C in Thermoblock geschmolzen. AnschlieRend wurden 10 ul suspendierte
Glasmilch zugegeben und der Ansatz fur 30 Min unter gelegentlichem Schwenken
bei 56°C inkubiert. Die mit DNA beladenen Glaspartikel wurden dann bei 11.000 x
g abzentrifugiert, einmal mit Puffer QX | und zweimal mit PE-Puffer gewaschen
und getrocknet. Zur Elution der DNA wurden 20 ul TE-Puffer zugesetzt und unter
gelegentlichem Schatteln fur 30 Min bei 56°C inkubiert. Die Glasmilch wurde
schliel3lich durch Zentrifugation fir 1 Min bei 11.000 x g aus dem Eluat entfernt.

Eine 1-5 pl Probe des Eluats wurde auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen

und die Konzentration anhand bekannter Mengen von Marker-DNA geschatzt.
2.2.2 Minipraparation von Plasmid-DNA

Es wurden Einzelkolonien von einer Agarplatte entnommen, in 2 ml LB-
Medium mit Ampicillin suspendiert und die Kultur tUber Nacht bei 37°C im Rund-
schuttler inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefalle (ERG) uberfuhrt und die Zellen durch 5-minudtige Zentrifugation
bei 1200 Upm geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 pl
Losung 1 (50 mM Glukose, 25 mM Tris pH 8,0 und 10 mM EDTA) mit 4 mg/ml
Lysozym suspendiert, durchmischt und 5 Min bei Rt belassen. Anschlielend wur-
den 400 pl frisch angesetzte Losung 2 (0,2 NaOH, 1% SDS) zur Suspension ge-
geben, gemischt und die Probe 5 Min auf Eis gehalten. Es wurden dann 300 pl 7,5
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M Ammoniumacetatlosung zugemischt, 10 Min auf Eis inkubiert und 5 Min bei
1100 x g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal (ERG) pipettiert, mit
0,6—1 Volumen lsopropanol versetzt und fur 10 Min bei Rt belassen. Nach der
Zentrifugation fur 30 Min bei 11000 x g wurde das Pellet mit 500 pyl 70% (v/v) Et-
hanol gewaschen getrocknet und in 100 pl TE-Puffer pH 8,0 (10 mM Tris-HCI und
1 mM EDTA) mit 1 pl RNAse (1 mg/ml) aufgenommen.

2.2.3 Midi- und Maxipraparation von Plasmid-DNA

Praparationen von Plasmid-DNA aus E. coli Kulturen mit einem Volumen von
30-150 ml (Midi) bzw 500 ml (Maxi) wurden mit dem Quiagen-pack 100 bzw 500
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Dazu wurden E. coli Bakterien 24 Std. kultiviert. Die Zellen wurden dann kurz
zentrifugiert und das Bakterienpellet in 4 ml bzw 10 ml Puffer P1 (pH 8,0, RNAse A
(100 pg/ml), 50 ml Tris/HCI, 10 mM EDTA) suspendiert, mit 4 ml bzw 10 ml Puffer
2 (200 mM NaOH, 1% SDS) gemischt und 5 Min bei Rt inkubiert. Anschlielend
wurden 4 ml bzw 10 ml vorgekuhlter Puffer 3 (pH 7,0, 2,55 M KAc) hinzugegeben,
gemischt und das Lysat fur 15 Min auf Eis belassen. Nach Zentrifugation bei 4°C
fir 30 Min bei 3000 x g wurde der Uberstand in ein neues ERG Uberfiihrt und
erneut fiir 15 Min bei 4°C und 3000 x g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand
wurde auf eine mit 4 ml bzw 10 ml Puffer QBT (pH 7,0, 750 mM NaCl, 50 mM
MOPS, 15% Ethanol) voraquilibrierte Quiagentip 100 Saule aufgetragen. Die
Saule wurde 2 x mit 10 ml Puffer QC (pH 7,0, 1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15 mM
Ethanol) gewaschen und die Plasmid-DNA mit 5 ml bzw 15 ml Puffer QF (pH 8,0,
1,2 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol) eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 Volumen
Isopropanol prazipitiert, pelletiert und mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach dem

Trocknen wurde das Pellet in TE-Puffer mit 1 ul RNAse (1 mg/ml) suspendiert.
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2.2.4 Phenol-Chloroform-Extraktion zur DNA Reinigung

Ein Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1, v/v) wurde einge-
setzt, um DNA von Proteinen zu reinigen. Die zu extrahierenden DNA-Proben
wurden mit einem gleichen Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung
versetzt und intensiv gemischt. Die Phasentrennung erfolgte in einer Eppendorf-
tischzentrifuge bei 3000 x g fur 2-5 Min. Die walrige Phase wurde in ein neues
ERG uberfuhrt und die Extraktion solange wiederholt, bis keine Proteinreste mehr
in der Interphase sichtbar waren. Um Phenolreste aus der DNA-L6sung zu entfer-
nen, wurde diese in gleicher Weise dreimal mit Chloroform extrahiert. Anschlie-

Rend wurde die DNA mit Ethanol prazipitiert.
2.2.5 Prazipitation von DNA

Um DNA zu konzentrieren und zu entsalzen, wurden die walrigen DNA-
Losungen mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat und dem zweieinhalbfachen Volumen
eiskaltem 96%igem Ethanol versetzt. Nach der Prazipitation wurde die DNA fur
mindestens eine Stunde bei -80°C aufbewahrt, anschlieRend 15 Min bei 4°C mit
11000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zum Entsalzen wurde das
Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und getrocknet. Das DNA-Pellet wurde in

einem geeignetem Volumen H,O-bidest suspendiert.
2.2.6 Isolierung und Prazipitation von RNA

Zytoplasmatische RNA wurde aus Kkultivierten Hybridomzellen mit dem
RNAesy RNA-Isolierungskit (Qiagen, Hilden) gemal® den Angaben des Herstellers
isoliert. Um die RNA stabil zu lagern, wurde sie bis zur Weiterverarbeitung bei —
20°C unter Ethanol aufbewahrt. Die Ausbeute an RNA lag pro 10° Hybridomzellen
bei durchschnittlich 1 ug RNA.

2.2.7 DNA-Standards

Fur die Analyse von DNA Fragmenten auf Agarosegelen wurden die DNA-
Standards 1kb oder 100bp-DNA-Ladder (GibcoBRL Lifescience, Karlsruhe) ver-

wendet. Die DNA-Standards enthalten verschieden grof3e Fragmente, die bei der
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Elektrophorese entsprechend ihrer Masse unterschiedlich weit im Gel laufen. An-

hand dieser Laufstufen laRt sich die Masse der PCR Produkte abschatzen.
2.2.8 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Verdau mit Restriktionsenzymen diente zur Spaltung von DNA-
Fragmenten und zur Uberpriifung ihrer Struktur. Es wurden jeweils 4-10 U Enzym
pro Verdau eingesetzt. Die Restriktionsansatze wurden unter Verwendung der vom
Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer fur 1-2 Std. bei 50°C mit Sfi | und bei
37°C mit Not | inkubiert und anschlieRend zur visuellen Uberpriifung im Agarose-
gel aufgetrennt. Sollte der Ansatz fur eine Ligation weiter verwendet werden, wur-
de lediglich ein Teil durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die Effizienz
des Verdaus visuell Uberpruft. Der Rest wurde far 30 Min bei 85°C hitzeinaktiviert,
dann direkt weiterverarbeitet oder durch Prazipitation der DNA von Salzen gerei-
nigt. Bei Verdau mit mehreren Enzymen, deren Pufferbedingungen sich unter-
schieden, wurde zuerst mit dem bei einer niedrigen Salzkonzentration aktiven
Enzym geschnitten, dann die Salzkonzentration entsprechend erhéht und mit dem

zweiten Enzym weiterverdaut.
2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von ScFv-DNA-Fragmenten in der pCANTAB 5 E Phagemid-
vektor wurde ein Gemisch der entsprechenden Fragmente in Ligasepuffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM MgCl,, TmM ATP, 1mM DTT, 5% [w/v] PEG 8000) mit 5U
T4-DNA-Ligase (Promega, Heidelberg) versetzt und uber Nacht bei 14°C inkubiert.
Es wurde ein molares Verhaltnis von Vektor zu Insert-DNA von 1:2 eingesetzt. Der
Ligationsansatz wurde anschlielRend direkt zur Elektroporation elektrokompetenter

E. coli-Zellen verwendet.
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2.2.10 Bestimmung von Reinheit und Konzentration der Nukleinsaureprapa-

rationen

Die DNA- und RNA-Konzentration wurde durch Messung ihrer optischen Dichte
(OD) bei 260nm und 280nm in einem Spektralphotometer (GeneQuant, Pharmacia
Biotech) bestimmt. Der Quotient der bei 260nm und 280nm (0D260/280) gemes-
senen Absorptionskoeffizienten der Nukleinsaurelésungen gibt Aufschlul® Gber die
Reinheit der Praparation. Bei sehr reinen DNA-L6sungen liegt der Quotient zwi-
schen 1,8 und 1,95, bei RNA-Lésungen zwischen 1,9 und 2,0. Eine 0Dy ent-
spricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA oder 37 pg/ml RNA oder 20 ug/ml kurzket-
tiger Oligonukleotide (Sambrook et al., 1989).

Fur die Sequenzierungen wurde die DNA-Konzentration der Proben durch
Vergleich mit einer Referenz-DNA bekannter Lange und Konzentration (zB 1kb-

Ladder) nach einer Agarosegelelektrophorese optisch abgeschatzt.
2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht eine Vervielfaltigung spezifischer DNA- oder RNA- Se-
quenzen. Dabei binden zwei Oligonukleotidstartermolekile (engl.: Primer) in vitro
an die komplementaren DNA-Sequenzen und flankieren die zu amplifizierende
Region in der Ziel-DNA. Die vielfache Wiederholung des gleichen Reaktionszyklus
von Denaturierungs-, Primeranlagerungs- und Polymerisationsschritten fuhrt zu
einer spezifischen, theoretisch exponentiellen Vermehrung des gewlnschten DNA-
Fragments, dessen Enden durch die Primer festgelegt sind (Mullis et al., 1987).
Jedes Produkt eines Zyklus dient im nachsten Zyklus wieder als Matrize, so dal}
sich theoretisch die Anzahl der DNA-Fragmente in jedem Zyklus verdoppelt. Durch
die Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase aus der aus Thermus aqua-
ticus isolierten Tag-Polymerase (Chien et al., 1976) und eines Thermocyclers laf3t
sich dieses Verfahren leicht automatisieren.

Mit Hilfe der PCR wurden in dieser Arbeit bestimmte Bereiche des Antikdrper-
Gens aus den monoklonale Antikorper-produzierenden Hybridomzellen vervielfal-
tigt. Bei der RT-PCR (Reverse Transkriptase -PCR) wird im Gegensatz zur DNA-
PCR cDNA als Template verwendet. Dadurch konnte die mRNA von antikorper

spezifischen Genen aus den Hybridomzellen isoliert und daraus der fir die leichte
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und schwere Kette kodierende Bereich amplifiziert werden. Um bestimmte DNA-
Abschnitte zu amplifizieren, (variable Regionen aus cDNA) (RT-PCR) wurde zu-
nachst nach dem Standard PCR-Protokoll der Tag DNA-Polymerase (Gibco) ver-
fahren.

Um eine mdglichst gleichmalige Temperaturverteilung in den einzelnen PCR-
Ansatzen zu erzeugen, und um ein Kondensieren der Losung am Deckel der Re-
aktionsgefalle zu verhindern, wurden alle PCR-Ansatze mit 80 ul Mineraldl Gber-
schichtet. Die Zugabe der Matrizen-DNA erfolgte durch die Mineraldlschicht hin-
durch erst kurz vor Beginn der Temperaturreaktionen. Zur Steigerung der Spezifi-
tat der Reaktion wurde eine vereinfachte Hot-Start PCR durchgefuhrt, indem die
PCR-Ansatze mdglichst gleichzeitig erst in den Thermocycler gestellt wurden wenn
die Denaturierungstemperatur schon erreicht war. Die hohe Sensitivitat der PCR
macht diese Methode auferst anfallig fir Kontaminationen. Aus diesem Grund
wurde eine strikte raumliche Trennung der Arbeitsbereiche RNA/DNA-Gewinnung,
Probenansatz und Amplifikation eingehalten. Alle PCR Reaktionen erfolgten in

einem 50 pl-Gesamtansatz. Tab. 2.5 zeigt die Konzentrationen der Komponenten.

Tab. 2.5: Die Konzentrationen der Reaktionskomponenten der Vs- und V-
Kette in der PCR

cDNA  H20 Polymerase = Reaktionspuffer dNTP MgClo Primer

1l Ad50p  1,5-25U 5l I0mM 2mM je20 pmol

Folgendes Thermocycler-Protokoll wurde verwendet: Vor dem ersten Zyklus wur-
den die Proben fur 3 Min auf 95°C erhitzt, um eine moglichst vollstandige Denatu-
rierung der DNA-Strange zu gewahrleisten. Dann folgte ein Zyklus von 45 Sek bei
94°C (Denaturieren), 60 Sek bei 50-65°C (Anlagern der verschiedenen Primer), 60
Sek bei 72°C (Strangverlangerung). Die Reaktionsfolge aus Denaturierung, Anla-
gerung der Primer und Verlangerung der DNA-Strange wurde je nach dem zu
amplifizierenden DNA-Fragment unterschiedlich oft wiederholt. Nach dem letzten
Zyklus erfolgte ein zusatzlicher Schritt bei 72°C von 5 Min, um eine moglichst

vollstandige Verlangerung aller DNA Strange sicherzustellen.

23



Material und Methoden

2.2.12 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

2.2.121 Transformationskompetente E. coli-Zellen

Zur Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen (Cohen et al., 1972)
vom Stamm JM 109, TG1 und DH-5a wurden 2 ml LB-Medium mit dem jeweiligen
Stamm angeimpft und Gber Nacht bei 37°C im Rundschattler (200 Upm) inkubiert.
Diese Kultur wurde in 100 ml LB-Medium gegeben und bei 200 Upm und 37°C
geschuttelt. Nach dem Erreichen einer ODss9 von 0,25 wurden die Bakterien 15
Min auf Eis gehalten, durch 5 Min Zentrifugation (4°C, 1200 Upm) geerntet und
anschliefend in 50 ml 50 mM kaltem CaCl, suspendiert. Nach Inkubation fur 30
Min auf Eis wurden die Bakterien abzentrifugiert (5 Min, 4°C, 1200 Upm) und das
Pellet in 10 ml 20% Glyzerin (w/v) mit 50 mM CaCl, aufgenommen. Die Bakterien
wurden in Portionen von 500 ul aufgeteilt, in flussigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

2.2.12.2 Elektrokompetente E. coli-Zellen

Zur Herstellung von elektrokompetenten E. coli-Zellen wurden die Zellen in 50
ml LB-Medium bis zu einer ODggg von 0,6 bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
dann 30 Min auf Eis gehalten, zentrifugiert (10 Min, 4°C, 1200 Upm) und das Pellet
in 50 ml H,O-bidest suspendiert. Nach einer 10-minttigen Inkubation auf Eis wur-
de erneut zentrifugiert (10 Min, 4°C, 1200 Upm). Das Pellet wurde in 25 ml H,O
suspendiert und fur weitere 10 Min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation fir 10
Min bei 4°C und 1200 Upm wurden die Zellen in 5 ml eiskaltem H,O-bidest fur 5
Min inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension fur 10 Min bei 4°C 1200
Upm zentrifugiert, der Uberstand vollstandig abgenommen und das Pellet fiir 5 Min
auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann in eiskaltem H,O-bidest suspendiert und
portioniert bei —80°C aufbewahrt.
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2.2.13 Reinigung von RNA

Um in vitro hergestellte RNA zu reinigen und zu konzentrieren, wurde der Qia-
gen RNA Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers verwen-

det. AnschlieRend wurde die RNA gereinigt und in sterilem PBS suspendiert.

2.2.14 Transformation von E. coli Zellen

DNA wurde durch Transformation in kompetente E. coli Zellen eingeschleust.
Zur Transformation wurde 10 ul des Ligationsansatzes mit 200 pl frisch aufgetaute
kompetente E. coli Zellen gemischt. Dieser Ansatz wurde 30 Min auf Eis gehalten,
fur 45 Sek bei 42°C inkubiert und erneut 2 Min auf Eis belassen. Es wurden 450 pl
SOC-Medium (20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, in 900 ml H,O gegeben
und autoklaviert. Nach der Abkuhlung der Losung auf 50°C wurden 2,3 g MgCly,
1,2 g MgSO4 und 3,6 g Glukose zugegeben) hinzugegeben und die Proben fur 1
Std. bei 37°C geschuttelt. Unterschiedliche Volumina dieser Suspension wurden
auf ampicillinhaltigen (50 ug/ml) LB-Agarplatten ausplattiert und diese Uber Nacht
umgedreht bei 37°C gelagert.

JM83- und DH-5a-Zellen sind nach Transformation mit geeigneten Vektoren
zur o-Komplementation fahig (Horwitz et al., 1964, Ullmann et al., 1967). Entspre-

chend entstehen blaue oder weil’e Klone.

2.2.15 Expression von Prionproteinen mit Semliki Forest Virus Plasmiden

Das SFV gehort zu den Alphaviren, das ursprunglich 1944 aus Mucken des
ugandischen Semliki Regenwaldes isoliert wurde. Das reife Viruspartikel enthalt
eine einzelne Kopie des ssRNA Genoms und ist in Kapsidproteine verpackt. Die-
ses Nukleokapsid ist von einer Lipid-Doppelmembran umhiillt, die die viralen Spi-
keproteine E1 bis E3 enthalt. Die virale RNA ist von positiver Polaritat. Nach Infek-
tion werden 2/3 des Genoms in ein Polyprotein translatiert, das autokatalytisch in
die vier Nichtstrukturproteine Ns1 bis Ns4 prozessiert wird. Diese Proteine sind fur

die Replikation des Genoms in einen Minusstrang verantwortlich. Der Minusstrang
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dient der Synthese neuer Genome, sowie einer subgenomischen RNA. Diese
kodiert fur alle Strukturproteine. Das SFV hat einige Eigenschaften, die es als
Expressionssystem besonders geeignet erscheinen lassen: Die RNA in positiver
Polaritat dient direkt als mRNA. Die Replikation wird effektiv durch viruseigene
Enzyme gesteuert. SFV repliziert und exprimiert zytoplasmatisch. Der zytopatho-
gene Effekt tritt erst spat ein. Das Wirtsspektrum von SFV ist sehr breit.

Die SFV Expressionsplasmide basieren auf einem cDNA Klon von SFV, der
eine Deletion der Strukturprotein-kodierenden Region aufweist, um fur heterologe
Sequenzen Platz zu schaffen (Liljestrom und Garoff, 1991). Nach der Klonierung
des gewunschten Fremdgens uUber einen Polylinker wird das Plasmid linearisiert, in
vitro in RNA transkribiert und durch Elektroporation in die Zielzelle eingebracht. Es
kommt dort zur Replikation des RNA-Genoms durch die Nichtstrukturproteine und
zur Expression des gewunschten Fremdproteins. Da die Strukturproteine fehlen,
werden keine Viruspartikel hergestellt.

Neben der Transkription von Zellen Uber Elektroporation ist aulerdem die Her-
stellung rekombinanter Viruspartikel mit Hilfe eines Helfervirus mdglich (Berglund
et al., 1993). Dieses Helfervirus ist replikationsdefekt. Erst nach Ko-elektroporation
seiner RNA mit rekombinanter SFV-RNA, die das gewinschte Fremdgen enthalt,
werden Partikel gebildet. Die rekombinanten Viruspartikel missen vor einer Infek-
tion von Zellen erst aktiviert werden, da eines ihrer Hullproteine gezielt zu diesem
Zweck modifiziert wurde. Die Infektion mit rekombinantem Semliki Forest Virus ist
abortiv, es werden keine neuen Viruspartikel gebildet und es kommt nicht zu einer
Mobilisierung von Priongensequenzen. Daher tragt dieses Expressionssystem

neben seinen vielen Vorteilen erheblich zur biologischen Sicherheit bei.
2.2.15.1 In vitro Transkription von Semliki Forest Virus (SFV) Plasmiden

Die in vitro Transkription wurde mit DNA-Plasmiden durchgefuhrt, die aus
cDNA-Sequenz des Semliki Forest Virus bestanden und als Fremdgen den ORF
des bovinen Priongens enthalten.

Zunachst wurden die Plasmide mit dem Restriktionsenzym Spe | linearisiert,
mit Phenol-Chloroform extrahiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen und in RNAse
freiem H,O-bidest suspendiert. Pro Transkriptionsansatz wurden 1,5 ug DNA ein-
gesetzt, mit 1,5 pyl 10 x SP6-Puffer (400 mM HEPES-KOH, pH 7,4, 60 mM MgOAc,
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20 mM Spermidin-HCl), 5 pl 10 mM m’G(5")ppp(5')G, 5 ul 10 mM DTT, 5 pl INTP-
Mischung (10 mM ATP, 10 mM UTP, 10 mM CTP, 5 mM GTP), 1,5 yl RNAsin und
0,5 pl SP6-Polymerase (30 Einheiten) gemischt und mit RNAse-freiem H,O-bidest
auf ein Volumen von 50 pl eingestellt. Nach einer Inkubation von 1 Std. bei 37°C
wurde der Erfolg der in vitro Transkription mit einem Teil des Ansatzes durch Aga-
rosegelelektrophorese uberpruft und der Rest bis zu weiteren Verwendung bei -
80°C gelagert.

2.2.15.2 Elektroporation von BHK-Zellen

Fur die Elektroporation von BHK-Zellen (ATCC CL 13) mit in vitro hergestellter
RNA wurden 107 Zellen pro ml bendtigt. Die adharenten Zellen wurden zunachst
mit PBS gewaschen, von der Kulturflasche abgeldst und durch Zentrifugation fur 5
Min bei 400 x g geerntet. Die Zellen wurden in PBS™ suspendiert und erneut zen-
trifugiert.

Anschlielend wurden die Zellen mit PBS (pH 7,2, 2,5 mM KCI, 1,5 mM
KH;PO4, 140 mM NaCl, 8 mM NayHPO,) auf eine Zelldichte von 107 Zellen pro ml
eingestellt. Die in vitro hergestellte RNA wurde mit 0,8 ml Zellsuspension gemischt,
sofort in eine 0,4 cm Elektroporationskivette transferiert und die Zellen zweimal
mit 850 V und 25 yF bei Rt elektroporiert. Die Zeitkonstante sollte 0,4 betragen.
Die transfizierten Zellen wurden mit 15 ml BHK-21 Medium (5% FCS, 10% Trypto-
se-Phosphat-Medium, 20 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 0,1 U/ml Penicillin, 0,1
hMg/ml Streptomycin) verdinnt und in KulturgefaRen ausplattiert. Nach einer
Wachstumszeit von 12 bis 36 Std. wurden entweder die Zellen fur Westernblot
oder fur Imunfluoreszenzen verwendet oder aber der Zellkulturiberstand mit den
rekombinanten Viruspartikeln durch Zentrifugation vollstandig von Zellen getrennt
und bei -80°C gelagert.

2.2.15.3 Herstellung rekombinanter Viruspartikel

Zur Herstellung rekombinanter Viruspartikel wird ein replikationsdefektes Hel-
fervirus bendtigt, das die Hullproteine von SFV zur Verpackung rekombinanter
SFV-RNA-Sequenzen bereitstellt. Helfer 2 ist ein solches Verpackungsvirus (Ber-
glund et al., 1993).
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Zunachst wurden sowohl das Helfer 2-Plasmid als auch das rekombinante
pSFV1-Plasmid durch in vitro Transkription in RNA umgeschrieben. Die beiden
RNAs wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und durch Elektroporation in BHK-Zellen
transfiziert. Nach 24 bis 30 Std. wurde der Viruspartikel enthaltende Zellkultur-
Uberstand, der durch Zentrifugation von den Zellen getrennt, portioniert, auf Trok-

keneis gekuhlt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gefroren.
2.2.15.4 Infektion von Zielzellen

Da zur Verpackung rekombinanter Viruspartikel ein Helfervirus mit modifizier-
ten Hullproteinen verwendet wurde, miussen die Viruspartikel vor der Infektion von
Zielzellen zunachst mit Chymotrypsin aktiviert werden (Berglund et al.,1993).

Dazu wurde das Virus entweder direkt verwendet oder eingefrorenes Virus
schnell bei Rt aufgetaut. Zu dem Virusuberstand wurden 1/20 Volumen Che-
motrypsin-Losung (10 mg/ml Chymotrypsin in PBS") und 1/50 Volumen 50 mM
CaCl; gegeben. Nach 30-minutiger Inkubation bei Rt wurden zur Hemmung des
Chymotrypsins 25 ul einer Aprotinin-Lésung (2 mg/ml) zum Ansatz pepettiert und
kurz auf Eis inkubiert. Parallel dazu wurden die zu infizierenden Zielzellen mit PBS
gewaschen und anschlieBend in MEM (Gibco, Karlsruhe) mit 0,2% BSA, 2 mM
Glutamin und 20 mM HEPES aufgenommen. Das Medium enthalt kein FCS , da
es die Infektion der Zellen mit rekombinantem SFV hemmt. Die Virussuspension
wurde zu den Zellen gegeben und diese fur 1 Std. bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurde das Medium gegen komplettes BHK21-Medium oder Dulbecco's Me-
dium ausgetauscht und die Zellen 12 bis 30 Std. zur Expression rekombinanter
Proteine bei 37°C inkubiert.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die aus eukaryontischen Zellen extrahierten Proteine wurden im Westernblot
elektrophoretisch in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das zugesetzte
anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert die Proteine und

beladt sie entsprechend ihres Molekulargewichtes mit negativen Ladungen. Die
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Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld des Polyamidgels erfolgt nur auf
Grund ihrer Grole, da die Eigenladungen der Proteine nach SDS-Behandlung
vernachlassigbar sind. Um eine optimale Auftrennung der etwa 27-33 kDa grol3en
Prionproteine zu erreichen, wurden 12,5% Polyacrylamidgele verwendet (12,5%
(w/v) Acrylamid, 375 mM Tris/HCI, pH 8,8 mit 0,1% (w/v) SDS und N,N‘-
Methylenbisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1). Die Polymerisation der Trenngell-
sung wurde mit 3 pl N,N,N,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED) und 25 pyl Ammoni-
umpersulfat (APS) gestartet. Auf das Uber Nacht polymerisierte Trenngel wurde
ein Sammelgel (375 mM Tris/HCI, pH 6,8, mit 0,1% (w/v) SDS, 4% Acrylamid und
0,1% N,N‘’-Methylenbisacrylamid) geschichtet, dessen Polymerisation ebenfalls mit
TEMED und APS gestartet wurde. Etwa 20-40 pg Protein wurde in 20 pl Proben-
puffer (60 mM Tris/HCI, pH 6,8, 250 DTT, 8 M Harnstoff, 0,5 M 2-Mercaptoethanol,
2,3% (wl/v) SDS, 0,05% (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen und fur 3 Min bei
96°C vollstandig denaturiert. Die Puffertanks der Elektrophoresekammer wurden
mit Glyzinpuffer (25 mM Tris/HCI, pH 8,3, 200 mM Glyzin, 0,1% (w/v) SDS) befilllt,
die Proben aufgetragen und die Elektrophorese mit 20 mA in Sammelgel (Proben-
konzentrierung) und 40 mA in Trenngel (Probenauftrennung, etwa 3-4 Std.) durch-
gefuhrt. Das Gel mit den aufgetrennten Proteinen wurde nach der Elektrophorese
entweder mit Coomassie Blau gefarbt oder die Proteine durch einen Westernblot

auf Nitrozellulosefilter Ubertragen.

2.3.2 Westernblot

2.3.2.1 Colorimetrische Detektierung

Der Westernblot (Towbin et al.,1979) ist eine Technik, mit der Proteine immu-
nologisch nachgewiesen werden kénnen. Dazu werden die Proteine bzw Protein-
gemische zuerst in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine
werden Uber Nacht mit einer Stromstarke von 250 mA auf eine Nitrozellulose-
membran (Schleicher und Schull, Dassel) transferiert und sind dort gut zuganglich.

Das Gel wurde nach der Polyacrylamidgelelektrophorese fiur Antikdrper mit ei-
ner Nitrozellulosemembran bedeckt und luftblasenfrei zwischen zwei Lagen
Whatman-Papier und zwei Lagen Schwammstoffmatten gelegt. Der Transfer wur-

de vertikal zwischen zwei Kunststoffgittern in einer Puffertank (20 mM NaH,POy,)
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20 mM NazHPO4, 0,2% SDS (w/v), 20% Methanol) so durchgefuhrt, dal} die Nitro-
zellulosemembran zur Anode zeigt (250mA, 4°C, 16 Std.).

Durch die negative Ladung der Protein-SDS-Komplexe wandern diese im Ver-
lauf des Transfers in Richtung der Anode bis auf die Nitrozellulosemembran, an
die sie binden. Zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen wurde die
Nitrozellulosemembran zunachst mit einer Magermilchlésung (5% (v/v) in PBS)
abgesattigt. Um die Spezifitat der monoklonalen Antikorper und der Phagenanti-
korper zu prufen, wurden diese mit 3% (w/v) Milchpulver auf die Nitrozellulose
zugegeben, fur 2 Std. bei 37°C unter standiger Bewegung auf einem Taumel-
schuttler inkubiert und dreimal mit Inkubationspuffer zum Enfernen von ungebun-
denen Antikorper gewaschen. Zur Sichtbarmachung spezificher Banden wurde die
Membran mit einem zweiten, alkalische Phosphatase-gekopelten Antikérper, der
eine Spezifitat fur den ersten Antikorper aufwies, fur 1 Std. bei 37°C inkubiert. Zur
vollstandigen Entfernung der nicht gebundenen Antikdrper wurde die Membran auf
dem Taumelschattler fUnfmal mit TBS-Puffer (pH 7,5, 20 mM Tris-HCI, 500 mM
NaCl) und einmal mit Carbonatpuffer (pH 9,5, 100 mM NaHCO3; 1 mM MgCl,)
gewaschen. Zur Farbreaktion wurden 30 mg p-nitro Blau Tetrazoliumchlorid (Bio-
rad, Munchen) in 1 ml 70% Dimethylformamid und 15 mg 5-Bromo-4-chloro-3-
Inodyl-Phosphat-Toluidensalz (Biorad, Minchen) in 1 ml Dimethylformamid gelost.
Diese Losungen wurden zusammen mit der Membran in 50 ml Carbonatpuffer
gegeben und fur 5 Min inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte mit H,O-
bidest.

Die Lokalisierung der Phagenantikorper-Prionprotein-Komplexe erfolgte mit
dem ECL-System von Amersham. Dabei handelt es sich um ein Chemilumines-
zenz-System zur Detektion von Horse reddish peroxidase- (HRP)-gekoppelten
Antikorpern.

Diese Nachweisreaktionen beschranken sich damit auf die Stellen, an denen
der Antikérper an das Prionprotein auf der Membran gebunden ist. Durch die

Schwarzung eines aufgelegten Films werden diese Stellen Sichtbar gemacht.
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2.3.2.2 Chemielumineszenzdetektion

Das ECL-Westernblot-System ist eine nicht-radioaktive Detektionsmethode fur
Proteine. Die zu detektierenden Proteine werden mit einem HRP-konjugierten
Antikorper markiert. Durch die Oxidation von Luminol durch die an den Antikdrper
gebundene HRP in Gegenwart eines Katalysators kommt es zur Chemilumines-
zenz. Dabei wird Licht einer Wellenlange von 428 nm emittiert, das durch die Be-
lichtung eines Films sichtbar gemacht werden kann.

Dazu wird Nitrozellulosemembran fur 1 Min im ECL-Reagenz inkubiert und mit
saugfahigem Papier getrocknet, damit die Uberschiussige ECL-Reagenz nicht bei
der Filmentwicklung stort. Anschlieend wird die Membran zwischen zwei Klar-
sichtfolien in einer Filmkassette gelegt. Der Film wird direkt auf die Folie gelegt. Es
erfolgt eine Exposition des Films fir 1 Min bis maximal 15 Min. Bereits nach 60
Min &Rt die Reaktivitat der ECL-Reagenz so stark nach, dal} eine weitere Exposi-
tion des Films nur noch unspezifische Hintergrundsignale verstarkt. Nach der Ex-
position des Films kann dieser direkt entwickelt werden (Kodak M35 Omat Proces-

sor).
2.3.3 Immunfluoreszenzmikroskopie

In der Immunfluoreszenzmikroskopie werden spezifische Proteine in und auf
fixierten Zellen mit Fluoreszeinisothiozyanat- (FITC) markierten Antikdrpern im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.

Dazu wurden die mit rekombinantem Virus infizierten Zellen zunachst in PBS
gewaschen. Die Fixierung erfolgte in organischen Losungsmitteln (2/3 Methanol,
1/3 Aceton) bei Rt oder -20°C fur 2 Min. Die fixierten Zellen wurden mit PBS mit
3% FCS gewaschen und anschlieffend mit dem ersten AntikGrper mindestens 1
Std. bei 37°C inkubiert. Danach wurde erneut gewaschen und ein gegen den er-
sten Antikorper gerichteter FITC-konjugierter Antikdrper auf die Zellen gegeben.
Nach einer Inkubation von mindestens 30 Min bei 37°C wurden die Zellen gewa-
schen.

Der Objekttrager wurde mit 20%igem (v/v) Glyzerin in PBS Uberschichtet, mit
einem Deckglas abgedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht (Ka-

mera MC 63, Belichtungssteuerung MC 63, Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Stan-
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dard, Filtersatz 09 zur Blauanregung, Zeiss, Oberkochen). Fur die fotografischen
Aufnahmen wurde ein Fujichrome RTP 135-64T Kunstlichtfilm verwendet. Die

Belichtungszeiten lagen je nach Fluoreszenzintensitat zwischen 4 und 6 Min.
2.3.4 Herstellung markierter Proteine im Kaninchen-Reticulozyten-System

Riboprobe Vektoren enthalten Erkennungs- und Bindungsstellen fur bestimmte
RNA-Polymerasen. Diese DNA-Sequenzen werden sowohl in vivo als auch in vitro
als Polymerase-Startmotive verwendet. Ein dahinter gelegener DNA-Abschnitt wird
mit hoher Effizienz in RNA Ubersetzt. Die synthetisierte RNA kann zusammen mit
Aminosauren, Ribosomen und Translationsfaktoren im Kaninchen-Reticulozyten-
System in Protein translatiert werden. Reticulozytenextrakt enthalt die gesamte
Proteinbiosynthesemaschinerie der Zelle, ist aber weitgehend frei von endogener
DNA und RNA.

Fur die Transkription und Translation interessierender Genabschnitte wurde
das TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Madison, USA) ver-
wendet. Der Vorteil dieses Systems ist die Herstellung von Protein Gber DNA und
RNA in nur einer gekoppelten Reaktion.

Zur Herstellung von Protein wurden 25 uyl TNT Rabbit Reticulocyte Lysate, 2 pl
TNT Reaktionspuffer, 1 ul TNT RNA-Polymerase, 1 yl Aminosauremischung ohne
Methionin, 4 ul °_S-Methionin (1000 Ci/mmol) mit 10 mCi/ml und 1 ug zirkulérem
DNA-Template gemischt und mit nukleasefreiem H,O-Bidest auf ein Volumen von
50 ul aufgeflllt. Dieser Reaktionsansatz wurde 1-2 Std. bei 30°C inkubiert und
dann entweder direkt in weitere Versuche eingesetzt oder bei —80°C gelagert.

2.3.5 Peptid ELISA

Der ELISA wurde fur Schaf Prionpeptide von Dr. M. Groschup (Tubingen) eta-
bliert und in dieser Arbeit fir die Verwendung boviner Peptide angepalit.

Als ELISA-Platten wurden Maxi-Sorb Flachbodenplatten von Nunc (Wiesba-
den) verwendet. Je 200 ng Peptid pro Loch in 100 ul Belegungspuffer (pH 9,6, 10
mM 10 mM Na,CO03;, 35 mM NaHCO0s) wurden Uber Nacht bei Rt an die Oberflache
der ELISA-Platte gebunden. Am nachsten Morgen wurden die Uberstande durch
Ausschlagen der Platte entfernt. Die Platten wurden mit Blockierungspuffer (PBS

unter Zusatz von 0,1% Tween, 5% Magermilch) fur 30 Min bei 37°C abgesattigt
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und anschlieRend mit Waschpuffer gewaschen. Je nachdem, ob Uberstand oder
Serum verwendet wurde, wurde der erste Antikdrper vor dem Belegen durch PBS
mit 10% FCS verdunnt. Pro Napf wurden 100 ul Antikdrpergemisch eingesetzt und
die Platten fur 2 Std. bei 37°C inkubiert. Danach wurde viermal mit Waschpuffer
gewaschen. Als zweiter Antikorper diente ein Ziege-Anti-Maus Peroxidase-
konjugierter Antikdrper (Dianova, Hamburg). Dieser wurde 1:3000 in PBS mit 0,1%
Tween verdunnt und pro Napf 100 ul von dieser Mischung fur 1 Std. bei 37°C an
den ersten Antikdrper gebunden. AnschlieRend wurde dreimal mit Waschpuffer
(PBS-Tween 0,1%ig, 200 mM NaCl) gewaschen. Die Entwicklung des ELISA er-
folgte mit 100 pl o-Phenylendiamin-Gebrauchslésung (zu 25 mM Zitronensaure
und 50 mM Nay;HPO4.2H,0 wurde 0,5 g OPD zugegeben und im Dunkeln gelost).
Far das Entwickeln wurde H,O, in H,O 1:600 verdinnt und 1 ml davon zu der
obigen OPD-Stammlésung gegeben. Die Farbentwicklung wurde nach 5 Min mit
einer H,SO4-Gebrauchslésung (konzentrierte H,SO4 1:4 in H,O) abgestoppt. Die
Intensitat der Farbreaktion wurde in einem Photometer (Titertec Multiscan MC,
Flow Laboratories, Irvine, Schottland) bei einer Wellenlange von 492 nm gemes-

sen.
2.3.6 Radioimmunprazipitation (RIPA)

Bei der RIPA werden Komplexe aus radioaktiv markierten Proteinen und spe-
zifischen Antikorpern mit Protein A Sepharose (Pharmacia, Freiburg) prazipitiert
(Yalow und Berson, 1960, Schneider et al., 1984).

Fur die Bindung von spezifischen Antikdrpern an Zielprionproteine wurden 20
Ml des ungereinigten in vitro Translationsproduktes mit 10 pl unterschiedlichen
Uberstanden von Hybridomzellen und 20 pl Reaktionspuffer (0,2% (w/v) Ovalbu-
min in 1:1 PBS:LSEB-Puffer, LSEB-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 140 mM NacCl,
2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 2 mM Phenylmethansulfonylfluorid, 0,5%(v/v) NP-40)
gemischt. Dieser Reaktionsansatz wurde zunachst flr 4 Std. und nach Zugabe von
10 mg Protein A Sepharose fur weitere 30 Min unter heftigem Schatteln bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Sepharose kurz zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Sepharosepellet wurde jeweils zweimal in Hochsalz- (20 mM
Tris/HCI, pH 7,6, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% (w/v) Natriumdesoxycholat, 0,5%
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(v/v) NP-40, 30% (w/v) Saccharose) und Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris/HCI, pH
7,6, 10 mM NaCl) gewaschen.

Das gereinigte Pellet wurde in 30 pl Probenpuffer fur Polyacrylamidgele sus-
pendiert, fiir 5 Min bei 95°C erhitzt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
auf ein 12% SDS-PAGE geladen und die Proteine bei 50 V uber Nacht aufge-
trennt. Am nachsten Tag wurde das Gel kurz in Entfarber (166 ml 60%ige techni-
sche Essigsaure, 450 ml Ethanol, ad 1000 ml mit H,O-bidest) fixiert, in H,O-bidest

gespult und unter Vakuum getrocknet.

2.4 Fusion von Milzzellen mit permanent wachsenden Myelom-

zellen

2.4.1 Praparation von Mausperitonealmakrophagen als Feederzellen der

Hybridomzellen

Um Feederzellen aus dem Mausperitonealraum zu isolieren, wurden die Mau-
se drei Tage vor der Praparation mit 10%igem Thioglykolat intraperitoneal injiziert.
Die Mause wurden dann durch CO, getotet, auf dem Praparationsbrett fixiert, mit
70% Ethanol Ubergossen und die Bauchhohle aseptisch gedffnet. In die Bauch-
hohle wurden 1-2 ml eiskaltes PBS einpipettiert, die Eingeweide mit einer Pa-
steurpipette hin- und herbewegt, die Flussigkeit abgesaugt und in ein eiskaltes
Zentrifugenrohrchen gegeben. Makrophagen mussen eiskalt gehalten werden, da
sie sich sonst an der GefalBwand anheften. Nach der Bestimmung der Zellzahl
wurden die Makrophagen zentrifugiert, das Pellet in Hybridomzell-Medium aufge-
nommen und in einer Dichte von 10° bis 10* Zellen/Napf auf Mikrotiterplatten aus-
plattiert. Die so gewonnenen Feederzellen kdnnen bis zu 4 Wochen im Brut-
schrank gehalten werden.

Feederzellen erfullen zwei wesentliche Aufgaben bei der Fusion von Milzzellen
einer immunisierten Maus mit permanent wachsenden Myelomzellen. Makropha-
gen entfernen durch Phagozytose die toten Zellen, die bei einer Fusion und an-
schlieRenden Selektion reichlich entstehen. Zusatzlich stellen sie I6sliche Stoff-
wechselprodukte zur Verfugung, die das Wachsen der Hybridomzellen fordern
(Hlinak et al., 1987).
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2.4.2 Anzucht von geeigneten Myelomzellen

Zur Fusion geeignete Myelomzellinien sollen gute Fusionseigenschaften auf-
weisen, damit eine mogliche grole Zahl an Hybridomzellen entsteht. Um nach der
Fusion selektiv eliminiert werden zu kénnen, mufd eine Enzymdefekt vorliegen.
Ausserdem mussen keine kompletten Antikdrper bzw Immunglobulin-Leicht- oder -
Schwereketten synthetisiert werden.

FUr das Maussystem stehen etablierte Myelomlinien zur Verfigung, die diese
Eigenschaften aufweisen. Fir diese Arbeit wurde die Myelomzellinie Ag8
(P3x63Ag8.653) (Kearney et al., 1979) verwendet. Dieser Myelomzellinie fehlt das
funkionelle Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) des
Nukleinsaure-Reservestoffwechselwegs und ist  Hypoxanthin-Aminopterin-
Thymidin (HAT) bzw Hypoxanthin-Azaserin (HAz) sensitiv. Durch die Selektion-
schemikalien HAT bzw HAz wird der Hauptstoffwechselweg der Purinsynthese
blockiert und alle nicht fusionierten Myelomzellen sterben ab. Hybridomzellen sind
aufgrund der genetischen Komplementation unempfindlich gegen diese Selektion,
da sie die funktionelle HGPRT der Milzzelle enthalten.

Um eine genetische Reversion des Selektionsmarkers zu verhindern und da-
von betroffene Zellen zu eliminieren, wurden die Myelomzellen etwa 4 Wochen vor
der geplanten Fusion fur 8 Tage unter 8-Azaguanin gehalten (Evans und Vijaya-
laxmi, 1981). Durch diese Behandlung wird jede Zelle mit einem intakten Nuklein-

saure Stoffwechselweg eliminiert.
2.4.3 Praparation der Milzzellen einer immunisierten Maus

Nach dem Toten der immunisierten Maus durch CO, und der Fixierung auf der
Praparationsplatte wurde die Bauchseite mit 70% Ethanol desinfiziert. Zum sterilen
Offnen der Bauchhohle wurde das Fell mit einer Pinzette erfalt und mit einer
Schere aufgeschnitten. Dabei wurde die Haut von der Bauchdecke so getrennt,
dald das Gewebe zunachst intakt blieb. Die vom Fell befreite Bauchdecke wurde
erneut mit 70% Ethanol gespult und anschlieRend mit einem Schnitt in der Mittelli-
nie geoffnet. Fur die Milzpraparation wurde die im linken Oberbauch befindliche
Milz durch Verschieben der Darme auf die rechte Seite des Tieres frei gelegt. Das

empfindliche Organ wurde mit einer Pinzette vorsichtig angehoben, mit einer Sche-
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re von seiner bindegewebigen Verbindung abgeschnitten und in eine mit 10 ml
Hybridommedium befillte Petrischale gelegt. Zur Herstellung einer Einzelzellsus-
pension wurde eine 5 ml Spritze mit Hybridommedium gefullt und die Kanule von
einem Ende her in die Milz eingestochen. Die Milz wurde mit Medium aufgeblasen,
bis die Zellsuspension aus der Einstich6ffnung herausquoll. Das Ausspritzen wur-
de solange wiederholt, bis der die Milz umgebende Bindegewebesack vollstandig
ausgespult war. Die Milzzellen wurden durch eine 5-minitige Zentrifugation bei
400 x g von gréReren Gewebebrdckchen befreit und der Uberstand in ein frisches
Gefall Uberfuhrt. Die Milzzellen wurden gezahlt und zur Fusion mit Ag8 Zellen

verwendet.
2.4.4 Fusion von Maus-Milzzellen mit Myelomzellen

Zur Vorbereitung der Fusion wurde zunachst 10 g Polyethylenglycol (PEG
4000, Sigma) steril in eine kleine Glasflasche abgewogen und autoklaviert. Zu dem
noch flissigen PEG wurde die gleiche Menge (v/iw) 37°C warmes, serumfreies
Medium gegeben und beide Flussigkeiten bis zur Homogenitat gemischt.

Am nachsten Tag wurden PBS und PEG-Medium auf 37°C erwarmt. Anschlie-
Rend wurden Ag8 Zellen (etwa 50—-100 ml Kulturvolumen) durch Zentrifugation
geerntet, zweimal mit serumfreiem Medium proteinfrei gewaschen und eine Zahl-
probe enthommen. Nachdem die Milzzellen einer immunisierten Maus prapariert
waren, wurden diese mit den Ag8-Zellen im Verhaltnis 5:1 gemischt und zweimal
mit serumfreien Medium proteinfrei gewaschen. Der Uberstand wurde entfernt und
das Zellpellet durch sanftes Schutteln suspendiert. Dem Zellgemisch wurde inner-
halb einer Min 1 ml 37°C warmes PEG-Medium tropfenweise unter standiger Be-
wegung der Zellen zugegeben und die Zellen 1 Min sanft bei Rt geschwenkt. An-
schlieRend wurde den Zellen tropfenweise unter sanftem Schutteln in der ersten
Min 1 ml 37°C warmes PBS, in der zweiten Min 3 ml PBS und in der dritten Min 16
ml PBS zugeflgt. Die Zellen wurden sofort bei Rt mit 600 x g fur 5 Min zentrifugiert
und 5 Min bei Rt belassen. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das
Pellet vorsichtig in 20 ml Medium 20 suspendiert. Die Zellen wurden erneut fur 5
Min bei 600 x g zentrifugiert und dann in 5-10 ml reinem FCS aufgenommen. Der

restliche Anteil an Zellen wurde zur Kryokonservierung mit 10% Dimethylsulfoxid
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(DMSO) versetzt und portioniert. Die Zellen wurden uber Nacht bei bei -80°C und
anschlieend in flissigem Stickstoff konserviert.

10" Zellen wurden in 75 ml HAT-Medium aufgenommen und auf 96-Loch-
Platten ausgesat. Verschiedene Zellzahlen wurden ausplattiert, um die fir eine
Fusion optimale Dichte zu ermitteln. Die frisch fusionierten Zellen wurden in vierta-
gigem Rhythmus mit frischem Medium versorgt (dreimal mit HAT-Medium, dreimal
mit HT-Medium und anschlielfend mit Medium ohne Zusatz). Nachdem der ent-
sprechende Klon etwa ein Drittel einer Vertiefung in der 96-Napf-Platte bewachsen
hatte, wurde das Screening von potentiell Antikdrper-produzierenden Klonen be-

gonnen.

2.4.5 Zellklonierung

Um die Monoklonalitat der Antikorper-produzierenden Zellen zu gewahrleisten,
sollten die Hybridomzellen im Medium so verdunnt werden, dal} sich nach der
Aussaat in jedem Napf hochstens eine Zelle befindet (Coller und Coller, 1983).
Allerdings ist bei derart hohen Verdunnungen die Angehrate der Einzelzellen ex-
trem gering (McCullough et al., 1983). Aus diesem Grund wurden verschiedene
Verdunnungen zwischen 1 und 10 Zellen pro Napf ausgesat und der Erfolg dieser
Aussaaten mikroskopisch kontrolliert. Die Napfe mit einem, den gewiunschten
Antikorper produzierenden Klon und der geringsten Aussaatzelldichte wurden

propagiert und spater auf dieselbe Weise rekloniert.

2.4.6 Massenproduktion monoklonaler Antikorper

Um grol3e Mengen monoklonaler Antikérper zu produzieren, wurden die ent-
sprechenden Hybridomzellen in einem Miniperm Biofermenter fur hohe Zelldichten
(Heraeus, Hanau) kultiviert. Dieser Fermenter besteht aus einem Versorgungs-
und einem Produktionsmodul. Beide Kammern sind durch eine semipermeable
Membran getrennt, die einen Nahrstoffaustausch garantiert, aber die Hybridom-
zellen sowie die produzierten Antikdrper im Produktionsmodul zurickhalt. Dadurch
kommt es zu einer starken Anreicherung der Hybridomzellen und demzufolge zu

hohen Konzentrationen der gewunschten Antikorpern.
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Zur Kultivierung von Hybridomzellen wurde das Versorgungsmodul mit 350 ml
Medium beflllt. Das Produktionsmodul wurde mit 35 ml Zellsuspension von etwa
10° Zellen pro ml bestuckt. Die Zellen wurden mit einer Geschwindigkeit von 5
Umdrehungen pro Min gerollt. Ein kompletter Mediumwechsel erfolgte zunachst

nach vier Tagen, danach je nach erreichter Zelldichte alle zwei Tage.
2.4.7 Bestimmung der Antikorperklasse und Subklasse

Zur ldentifizierung der Klasse und Subklasse von monoklonalen Antikdrpern
wurde der IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Boehringer Mann-
heim) verwendet. Die Bestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Es
wurde Zellkulturiberstand einer Hybridomkultur 1:100 mit PBS verdunnt. Von
dieser Verdunnung wurden 150 pl in das Entwicklerrohrchen pipettiert und far 30
Sek inkubiert. Anschlieend wurde der Inhalt des Réhrchens gut durchmischt, um
die mit Antikdrper beschichteten farbigen Latexkugeln zu suspendieren. In diese
Suspension wurde der Entwicklerstreifen eingetaucht und das Ergebnis nach 5
Min abgelesen. Die Bestimmung der Antikorperklasse bzw Subklasse ist entschei-
dend flir die Auswahl geeigneter Reinigungsverfahren fur den jeweiligen Antikor-
per. Zudem gibt sie Auskunft Uber die Natur der Immunantwort auf die Immunisie-

rung.

2.5 Produktion von rekombinanten Phagenantikorpern

Die bemerkenswerte Antikdrpervielfalt ist die Folge eines hochspezialisierten
Mechanismus, durch den die in einer bestimmten Zelle exprimierten Antikorperge-
ne zusammengebaut werden. Die Spezifitdt der Antigenbindung wird von den
hypervariablen Domanen bestimmt. Bei den Antikdrpersequenzen sind jeweils drei
Abschnitte von 5-15 Aminosauren diejenigen, die die eigentliche Kontaktstelle des
Antikorpers zum Antigen darstellen. Man nennt sie CDR (engl. complementary
determining regions), denn sie formen eine Struktur, die komplementar zum Anti-
gen ist (Kabat et al.,1987).

Das rekombinante Phagenantikérpersystem basiert auf der Phage Display
Technik, wobei Antikorperfragmente auf der Oberflache filamentoser Bakteriopha-
gen als Fusionsprotein der Phagenhdillproteine Il exprimiert werden. Fur diesen

Zweck wurden verschiedene Phagemidvektoren konstruiert. Ein Phagemid ist ein
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normales Plasmid, das eine zusatzliche Eigenschaft besitzt: Es enthalt eine etwa
500 bp grol’e Sequenz aus dem Phagengenom, die alle Signale fur die Verpak-
kung in Phagenpartikel enthalt. Bei Anwesenheit von Helferphagen, die alle ande-
ren Funktionen der filamentésen Phagen beisteueren, wird diese Phagemid-DNA
in normale Phagenpartikel eingebaut. In dieser Arbeit wurde das Phagemid
pCANTAB 5 E zusammen mit der Helferphage M13KO7 (Pharmacia Biotech)
verwendet.

Die Herstellung, Isolierung und der Nachweis der rekombinanten Phagenanti-
korper wurde in Anlehnung an die Angaben der Firma Pharmacia durchgefuhrt und

z.T. modifiziert.

2.5.1 Herstellung von cDNA aus RNA durch reverse Transkription

Das Enzym Reverse Transkriptase kann RNA in DNA umschreiben. Fur die
RT wurde die gesamte RNA aus 2x10° Zellen (entsprechen etwa 2 ug) eingesetzt.
Als Primer fur die Erststrangsynthese wurde Oligo-dTo4 verwendet, so dal} die
gesamte prozessierte mRNA in cDNA umgeschrieben wurde. Die RNA wurde in
11,5 yl DEPC-behandeltem destilliertem H,0 suspendiert und mit 100 pmol Oligo-
dTo1 versetzt. Der Ansatz wurde 10 Min bei 65 C inkubiert und dann auf Rt abge-
kuhlt. Danach wurde jedem Ansatz folgendes Gemisch zugesetzt:

4 ul 5x Reverse Transkriptase Puffer ( Gibco)
1l dNTPs (25mM von jedem dNTP; Pharmacia)
0,5 pl RNAse-Inhibitor (20U, Boehringer)

1l Superscript [I-RT (300U, Gibco)

2 ul DTT (0,1M, Gibco)

Der gesamte Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 42°C inkubiert und anschlie-
Rend die Reverse Transkriptase bei 70°C fir 15 Min inaktiviert. Danach wurde die
cDNA mit 8 yl H20-bidest auf 100 ul verdinnt und bis zur PCR bei -20°C gefroren.
Fir jede PCR-Reaktion wurden 5 pl cDNA eingesetzt.
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2.5.2 Isolierung der ScFv-Fragmenten

Die aus Hybridomzellen-mRNA gewonnene cDNA enthalt die Information des
Antikorpergens. Je zwei Primer, die an die beiden Enden der Gene fur leichte- (V\)
bzw schwere Antikorperkette (Vs) hybridisieren, vervielfaltigten die Information
mittels PCR.

Beide variablen Regionen Vs und V|, die in zwei unabhangigen PCR-
Reaktionen von der cDNA gewonnen wurden, wurden in einem dritten PCR-Schritt
(engl.: overlap-PCR, uberlappende PCR) mit Hilfe eines Peptidlinkers zu einem
DNA-Stlck zusammengesetzt (siehe Abb. 2.1). Die hier verwendeten Oligonukleo-
tidprimer kodieren Teile des Peptidlinkers zwischen den beiden variablen Regio-
nen und uUberlappen gleichzeitig miteinander. In einem weiteren PCR-Schritt wur-
den zwei Restriktionsstellen fur die Ligation an den Vektor pCANTAB 5 E hinzu-
gefugt. AnschlieRend wurde der ScFv (engl.: single chain Fragment der variablen
Antikdrper Region) mit Hilfe der Restriktionsenzyme Sfi | und Not | verdaut und an
den Vektor ligiert. Mit diesem Phagemid wurden E. coli TG1-Bakterien elektropo-
riert. In der Abb. 2.1 ist die Expression der rekombinanten Antikdrper auf einer

Oberflache des Bakteriophage schematisch dargestelit

2.5.3 lIsolierung rekombinanter Phagenantikorper

Um rekombinante Phagenantikorper zu isolieren, wurden 9,1 ml LB-Medium zu
den 900 ul zuvor mit dem Phagemid transformierten Zellen gegeben und fur 1 Std.
bei 37 °C auf dem Taumelschdattler (250 Upm) inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden
anschlieRend 100 ug/ml Ampicillin und 4 x 10" pfu (engl.: plaque forming unit) des
Helferphagens M13K07 (Pharmacia) gegeben, der eine Kanamycinresistenz und
Verpackungsdefizienz aufweist. Die Kultur wurde erneut fur 1 Std. bei 37 °C auf
dem Traumelschuttler inkubiert. Die Zellen wurden dann fur 10 Min bei 2300 Upm
zentrifugiert, das Pellet in 10 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampcillin und 50 pug/mi
Kanamycin suspendiert und Uber Nacht bei 37 °C auf dem Taumelschuttler inku-
biert. Anschliel’end wurde die Kultur flr 20 Min bei 4 °C pelletiert.

Um die im Uberstand enthaltenen rekombinanten Phagen zu fallen, wurde 1/5
Volumen PEG/NaCl (20% Polyethylenglycol 6000, 2.5 M NaCl) zugegeben. Nach
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einer Inkubation von 30 Min auf Eis wurden die Phagen 15 Min bei 10000 x g und
4 °C pelletiert und in TE-Puffer aufgenommen. Die Lésung wurde durch einen 0,45
um-Filter (Sartorius) filtriert, titriert und die Portionen bei -20 °C aufbewahrt.
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Abb. 2.1: Herstellung von rekombinanten Phagenantikorpern
(Verandert nach Pharmacia)
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3 Experimente und Ergebnisse

Das Ziel der Arbeit war es, monoklonale Antikdrper gegen das bovine PrP
herzustellen. Zur Darstellung der Ergebnisse wurde dieser Teil der Arbeit in drei
Abschnitte gegliedert. Im ersten Abschnitt werden Ergebnisse aus der Immunisie-

rung der Prp®°

-Mause dargestellt. Zur Produktion der monoklonalen Antikdrper
(mAKk) wurden die Milzzellen entnommen und mit permanent wachsenden Mye-
lomzellen fusioniert. Die daraus resultierenden Hybridklone wurden fir eine Anti-
korperproduktion gegen bovine Prionproteine selektioniert.

Der zweite Abschnitt befal3t sich mit den Ergebnissen der molekularen Cha-
rakterisierung der mAk. Dafur wurde als ein schneller Test die Immunfluorezenz-
technik verwendet. Dann wurden die Epitopspezifitat der mAk in einem speziellen
Peptid-ELISA untersucht. Insgesamt acht Klone, die mAk gegen bovines Prion-
protein produzierten, wurden als eine stabile Zellinie etabliert.

Der dritte Abschnitt beschreibt die Herstellung von Phagenantikorpern aus
den Hybridomzellen. Dazu wurde zuerst die gesamte RNA aus den Hybridomzel-
len isoliert und zu cDNA transkribiert. Anschlieend wurden die DNA-Abschnitte,
die fur Vs und V| kodieren, mit Hilfe eines Oligonukleotidlinkers zu einem ScFv-
Antikorper (,single chain variable fragment®) verknupft und in den Phagemidex-
pressionsvektor pCANTAB 5E ligiert. Um Phagenantikérper zu produzieren, wur-
den Bakterien in weiteren Experimenten mit den Klonen und SFV |l Helferphagen
koinfiziert. Die daraus isolierten Phagenantikérper wurden zuerst in einem Peptid

ELISA und dann mit der Westernblot-Technik charakterisiert.

3.1 Isolierung und Untersuchung von monoklonalen Antikorpern

gegen bovines PrP

Monoklonale Antikdrper sind die Sekretionsprodukte einzelner Hybridom-
zellklone, die gegen ein definiertes Epitop eines Antigens gerichtet sind. Hybri-
domzellen werden wie in Abb. 3.1 schematisch dargestellt durch PEG-induzierte
Fusion immunisierter Lymphozyten mit Myelomzellen gewonnen. Die resultieren-

den Hybridzellen besitzen sowohl die antikérperproduzierende Eigenschaft der
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Lymphozyten als auch die Langzeituberlebensfahigkeit der Myelomzellen in Zell-
kultur (Kéhler und Milstein, 1975).

Zur Induktion von Antikorpern gegen bovines PrP wurden PrPY°-Msuse mit
in vitro hergestellten rekombinanten bovinen SFV Partikeln (rbSFV) immunisiert
(3.1.1 und 3.1.2). Diese Mause wurden verwendet, da sie keine Toleranz gegen
PrP besitzen. Zwei Monate nach der ersten Immunisierung wurden die Milzzellen
der immunisierten Mause mit Myelomzellen fusioniert (3.1.3). Die in einem selekti-
ven Medium wachsenden Fusionszellen wurden dann isoliert und weiter zu stabi-
len Zellinien etabliert (3.1.4 und 3.1.5). Zum Nachweis von mAk gegen bovines
PrP wurden Immunfluoreszenztests (3.2.2), Radioimmunprazipitationen (RIPA) mit
in vitro synthetisiertem PrP (3.2.4), ein Westernblot sowie modifizierter Peptid-

ELISAs (engl.: enzyme linked immunosorbent assay) durchgefuhrt.

44



Experimente und Ergebnisse

Immunisierung Myelom-Zelle

Milzzelle

Selektion von
Antikdrperproduzierende
Hybridom-Zelle

Antikorper im Uberstand

Abb. 3.1: Herstellung von monoklonalen Antikorpern

Die Abbildung zeigt schematisch die Vorgehensweise bei der Herstellung von Antikérpern.
Milzzellen von immunisierten Null-Mausen wurden mit Ag8-Zellen, die vorher in Kultur gehalten
worden waren, fusioniert, und in einem Selektionsmedium inkubiert. AnschlieRend wurde die

Antikdrperproduktion der Zellen untersucht.

3.1.1 Herstellung von rbSFV-Partikeln

Da mit rbSFV-Partikeln im Gegensatz zu einer DNA-Immunisierung eine star-
kere Immunantwort induziert werden kann (Krasemann 1996), wurden in dieser
Arbeit die Mause mit Partikeln immunisiert. Um rbSFV-Partikel herzustellen, wurde

der offene Leserahmen (ORF) des bovinen Priongens in SFV kloniert, dessen
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Plasmid zuvor mit den Restriktionsendonukleasen Hind Il und Xba | geschnitten
worden war.

Dieses Konstrukt und der Helfer SFV Il, der die Hullproteine von SFV enthalt
und die Verpackung der SFV-RNA-Sequenzen ermdglicht, wurden mit Spe | linea-
risiert und durch in vitro Transkription in RNA umgeschrieben. Die Abb. 3.2 zeigt
ein Agarosegel zur Uberpriifung der in vitro Transkription.

Die beiden RNAs wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt, durch Elektroporation in
BHK-Zellen eingebracht und die Zellen Uber Nacht inkubiert. Danach wurden die
im Uberstand enthaltenen rbSFV durch Zentrifugation von den BHK-Zellen ge-
trennt und zur weiteren Produktion von rekombinanten Partikeln verwendet. In

Abb. 3.3 ist das oben beschriebene Verfahren schematisch dargestellt.

< DNA
< tbSFV RNA

< SFV Helfer Il RNA

Abb. 3.2: In vitro Transkription von rbSFV und SFV Helfer Il Vektoren

Zur Uberpriifung des Erfolges der in vitro Transkription wurde 2% des Reaktionsansatzes auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen und anschlieRend elektrophoretisch getrennt. Die Lange der Marker-
Fragmente (M) zum Abschatzen der Massen sind in Kb angegeben. Die Spuren (1) und (2) zeigen SFV
Helfer 1l Plasmide und die Spuren (3), (4) und (5) zeigen rbSFV.
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rbSFV (bovines PrP-Gen)
Spe | SFV Helfer Il
Spe |

l In vitro Trankription

RNA RNA
Transfektion

l BHK-Zelle

mAK produzierende Hybridomzellen

T

Fusion von Milz- und
Myelomzellen

Milz

RNA-Viren Immunisierung

Abb. 3.3: Herstellung von rbSFV Partikeln
Die Abbildung zeigt schematisch die Herstellung der rbSFV Partikeln. Zunachst wurden sowohl
das SFV Helfer Il als auch das rbSFV durch in vitro Transkription in RNA umgeschrieben und in

BHK-Zellen elektroporiert. Mit den Partikeln im Uberstand der Zellen wurden Mause immunisiert und
wie in der Abb. 3.1 beschrieben weiterverfahren.
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3.1.2 Immunisierung von PrP%°-Miusen mit rbSFV Partikeln

Mit den isolierten rbSFV-Partikeln, welche die genetische Information fur das
bovine Priongen enthielten, wurden PrP%°-Msuse immunisiert. Die PrP%°-Mause
sind gentechnisch verandert. Sie besitzen deshalb kein endogenes Prionprotein
(engl.: knock out) und sind deswegen nicht dagegen immun-tolerant. Diese PrP%°-
Mause wurden von C. Weissmann, Zurich, zur Verfigung gestellt (Bleler et al.,
1992).

Wie vorherige Experimente zeigten (Dissertation S. Krasemann, Géttingen,
DPZ), ergab eine Immunisierung mit der rekombinanten humanen SFV (rhSFV)
DNA einen geringeren Antikorpertiter gegen PrP als diejenige mit rhSFV-Partikeln.
Daher wurden zur Herstellung von rbSFV Partikeln etwa 3x10° BHK-Zellen mit
roSFV-RNA und mit SFV Helfer Il RNA ko-elektroporiert. Mit den von diesen BHK-
Zellen produzierten rbSFV Partikeln wurden dann weitere BHK-Zellen infiziert. Im
Ergebnis konnte mit dieser Methode eine zwei- bis dreifache Anreicherung der
Antigenmenge erzielt werden.

Zur Immunisierung von PrP°-Mausen (Aguti C-57 black) mit rbSFV wurden
50 bis 100 pl Uberstand der elektroporierten BHK-Zellen den Mause intraperito-
neal verabreicht. Als Kontrolle wurden PrP**-Mause (BALB/c) ebenfalls mit roSFV
immunisiert. Die Auffrischungsimmunisierungen erfolgten nach 2, 4 und 6 Wo-
chen. Zwei Tage nach der letzten Immunisierung wurden in die Mause erneut
rbSFV Partikel injiziert und nach zwei weiteren Tagen wurde die Milz entnommen.

Insgesamt wurden 12 Prp%°

-Mause und 4 Kontroll-Mause (BALB/c) immunisiert.
Nach der Fusion von Milzzellen der immunisierten Mause mit permanent
wachsenden Myelomzellen wurden die Antikorperproduktion gegen Prionproteine

der erhaltenen Hybridzellen untersucht.
3.1.3 Fusion von Myelom- und Milzzellen zu Hybridomzellen

Zwei Monate nach der Primarimmunisierung wurden die Tiere getotet und
ihre Milzzellen mit Myelomzellen unter Zuhilfenahme von PEG fusioniert. Die Milz
von Partikel-immunisierten Mausen war zwei- bis dreifach groRer als die von den

nicht-immunisierten Mausen. Vier Wochen vor der Milzentnahme wurden 2x10°
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Feederzellen aus den Bauchhohlen von nicht immunisierten Mause ausgespdlt, in
96-Napf-Platten verteilt und in Kultur gehalten. AuRerdem wurden 2,5x107 Ag8-
Zellen vor der Fusion in Kultur bereitgehalten. Die durchschnittliche B-
Lymphozytenzahl der Milz von mehrfach immunisierten Mausen lag bei 2,1x10°
Zellen. Die Milzzellen und die Ag8-Zellen wurden im Verhaltnis 5:1 mit Hilfe von
PEG fusioniert. Ein Viertel der Fusionszellen wurden in finf 96-Napf-Platten ver-
teilt und in HAT-Medium selektioniert. Der Rest wurde fur spatere Versuche sofort
bei —80°C eingefroren.

Nach vier bis sechs Wochen waren zahlreiche proliferierende Hybridklone
zu beobachten. Eine Antikorperproduktion konnte erst nach sechs bis acht Wo-
chen nachgewiesen werden. Die Abb. 3.4 zeigt die dicht zusammenwachsenden
Ag8-Zellen (a), Hybridomklone, die rund und zwei- bis dreifach grél3er als die
Myelomzellen sind (b) und Feederzellen, die im Gegenteil zu den Zelltypen in (a)

und in (b) eine langliche Zellstruktur mit Fortsatzen aufweisen (c).
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Abb. 3.4: Phasenkontrast-Darstellung von Ag8-, Hybridom- und Feederzellen
Die Abbildung (a) zeigt Ag8-Zellen in Hybridommedium nach einer Woche. (b) Hybridomzellen
in HAT-Medium nach vier Wochen. (c) Feederzellen (FZ) in HAT-Medium nach 24 Std. Inkubation.
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3.1.4 Isolierung von mAk sezernierenden Hybridomzellen

Die Fusion von frisch entnhommenen Milzzellen, der mit rbSFV immunisierten
PrP%°-Mause, mit Ag8-Zellen ergab zahlreiche Hybridomzellen, die im Selektions-
medium sehr gut wuchsen. Im Gegensatz dazu wurden bei der Fusion von einge-
frorenen Milzzellen immunisierter Mause mit Ag8-Zellen keine Hybridklone gebil-
det. Auch aus den humanen und bovinen eingefrorenen Fusionsprodukten lie3en
sich keine Hybridomzellinien anlegen. Alle Zellen starben innerhalb einer Woche
im Selektionsmedium ab. Eine mehrmalige Wiederholung des Versuchs, die Fusi-
onsprodukte zu vermehren, die zu unterschiedlichen Zeiten eingefroren worden
waren, brachte ebenfalls keine Proliferation der Zellen. Deshalb wurde in den

folgenden Versuchen ausschlie3lich mit frisch fusionierten Zellen gearbeitet.
3.1.5 Klonierung der Hybridomzellen

Um die Monoklonalitat der Antikorper produzierenden Zellen zu gewahrleisten,
wurden die Hybridomzellen so verdiinnt, dal} sich nach der Aussaat in jeder Ver-
tiefung der 96-Napf-Platten zwischen 4 und 10 Zellen befanden. Dies wurde zwei
bis viermal wiederholt, bis davon auszugehen war, dal} die Hybridomzellen nur von
einem Klon abstammten. Wenn in den Vertiefungen der 96-Napf-Platten weniger
als vier Zellen waren, proliferierten sie nicht oder starben sogar ab.

Es konnten 8 unterschiedliche Hybridomzellinien (15G8, 16G8, 17G5, 19C6,
25E6, 25G6, 26B8 und 26E10) als stabile Zellinien etabliert werden, die mAKk pro-
duzierten, die gegen verschiedene Epitope des Prionproteins gerichtet waren. Die
mAk-haltigen Uberstéande aller acht Zellinien waren wiederholt in der Immunfluo-

reszenz positiv.
3.1.6 Kultivierung mAk-produzierender Hybridklone zu hohen Zelldichten

Um die Konzentration der Antikorper im Hybridomzelliberstand zu erhdhen,
wurden einige der gegen das bovine PrP mAk (15G8, 26B8) und gegen das hu-
mane PrP (3B5 und 12F10) (Krasemann et al., 1996) gerichtete Hybridomklone im
Minifermenter (Heraeus, Hanau) kultiviert. Die fur dieses System erwartete Zell-
dichte von 3-5x10" Zellen/ml konnte nicht erreicht werden. Die Dichte der Klone
15G8 und 26B8 erreichte 3-5x10° Zellen/ml. Die im Peptid-ELISA ermittelte Anti-
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korperkonzentration war im Vergleich zu normalen Kulturbedingungen in Flaschen
zwei- bis dreimal héher.

Im Gegensatz dazu lieRen sich die frisch aufgetauten Klone 3B5 und 12F10
nicht zu hohen Dichten kultivieren. Samtliche Zellen starben innerhalb einer Wo-
che nach Animpfen des Fermenters mit etwa 3x10° Zellen/ml ab.

Fur die mAk 16G8 und 25G6 brachte die Zelldichteerhdhung keinen Konzen-
trationsunterschied der mAk im Uberstand im Peptid-ELISA. Obwohl die Zellen gut
proliferierten, war die Signalstarke im Vergleich zu dem normalen Zellkulturiber-

stand um die Halfte gesunken.

3.2 Molekulare Charakterisierung der monoklonalen Antikorper

3.2.1 Antiseren immunisierter Mause binden an das bovine Prionprotein

Die Bindung von spezifischen Antikdrpern an das bovine Prionprotein wurde an
PrP-Uberexprimierenden BHK-Zellen untersucht. Die BHK-Zellen waren zuvor mit
einer in vitro hergestellten SFV-RNA, die die ORF-Region des Wildtypgens enthalt,
elektroporiert worden.

PY_Mazusen und immunisierten PrP*"*-

Alle Seren von nicht immunisierten Pr
Mausen zeigten keine Reaktion mit dem Wildtyp-Prionprotein in BHK-Zellen. Im
Gegensatz dazu zeigten alle mit Hilfe der Immunfluoreszenztechnik positiv gefun-

0/0

denen Immunseren von immunisierten PrP~"-Mausen eine spezifische Bindung.

3.2.2 Nachweis der monoklonalen Antikorper mit der Inmunfluoreszenz

Viele bisher untersuchte Saugerzellen und Gewebe exprimieren eine geringe
Menge an Prionprotein (Chesebro et al., 1985). Diese ist jedoch nicht ausreichend,
um in der Immunfluoreszenz ein positives Signal zu erzeugen. Um die Menge an
Prionprotein einer Zelle fir den Nachweis von spezifischen Antikorpern zu erho-
hen, wurde rekombinantes bovines Prionprotein aus uUberproduzierenden Zellen
verwendet. Dazu wurden BHK-Zellen mit roSFV-RNA, die die genetische Informa-
tion fur das Wildtyp-Priongen enthielten, und SFV-Helfer-Il ko-elektroporiert. An-

schlieRend wurden die transfizierten Zellen auf Mikrotiterplatten ausgesat und
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nach 24 Std. zum Nachweis im Immunfluoreszenztest zur Prasentation des Prion-
protein-Antigens eingesetzt.

Insgesamt wurde die Sekretion prionprotein-spezifischer AntikOrper von
mehr als 800 unabhangigen Klonen untersucht. Um grol3e Mengen an Hybridom-
Zellkulturiberstanden in kurzer Zeit zu Uberprifen, wurde zunachst der Immunfluo-
reszenztest eingesetzt. In der Abb. 3.5 ist die Reaktion eines mAk mit dem bo-
vinen PrP zu erkennen. Zur Absicherung und Erganzung dieser Daten wurde zu-
satzlich der Peptid-ELISA durchgefihrt.

Die Bindung der mAk an das bovine Prionprotein wurde in weiteren Experi-
menten genauer untersucht. AuRerdem wurde die RNA der Hybridomzellinie ver-

wendet, um gentechnisch Einzelketten-Phagenantikorper (ScFv) herzustellen.
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Abb. 3.5: MAk 15G8 reagiert mit bovinem Prionprotein

BHK-Zellen wurden mit rbSFV-Partikeln infiziert (sieche auch Abb. 3.3). Nach einer Wachs-
tumsphase von 24 Std. wurden die Zellen mit Methanol fixiert und mit Uberstéanden von (a) mAk
15G8, (b) Ag8-Zellen und (~\ Neu2A-Zellen inkubiert. Zur Farbung der Antikdrper wurde ein zweiter
FICT-gekoppelter Antikérper verwendet. Nur mit dem Uberstand der 15G8 Hybridomzellen konnte
hier ein positives Signal auf der Zelloberflache erzeugt werden (Pfeil).
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3.2.3 Untersuchung der Bindungseigenschaften der monoklonalen Antikor-

per mit Hilfe von Peptiden

Ein Peptid-ELISA ist geeignet, die Reaktivitat eines AntikOrpers gegen Teile ei-
nes bestimmten Proteins zu untersuchen. Dartberhinaus konnen die spezifischen
Bindungsstellen, die Epitope, identifiziert werden, gegen die ein polyklonales Se-
rum oder ein monoklonaler Antikoérper gerichtet ist.

Zunachst wurden 16 verschiedene ovine Peptide ausgewahlt, welche die ge-
samte Aminosauresequenz des Prionproteins Uberlappend uUberspannen. Die
letzten zwolf carboxyterminalen Aminosauren sind im reifen Protein durch den
GPI-Anker ersetzt. Im weiteren wurden 114 bovine Peptide synthetisiert, welche

ebenfalls das ganze Prionprotein Uberlappend Uberspannen.
3.2.3.1 Reaktion der mAk mit einem Gemisch der PrP-Peptide im ELISA

Der Peptid-ELISA wurde fur Schaf-Prionpeptide von M. Groschup (Bundesfor-
schungsanstalt fur Viruserkrankungen der Tiere, Tubingen) etabliert und in dieser
Arbeit fur die Verwendung boviner Peptide angepal3t.

Die 16 ovinen Peptide wurden zunachst gemischt und jeweils 200 ng Peptid
pro Vertiefung in 96 Napf-Mikrotiterplatten einpipettiert. Die Lage der einzelnen
Peptide im ovinen Protein sowie ein Sequenzvergleich dieser Bereiche mit ande-
ren Spezies ist in der Abb. 3.6 zusammengefal3t. Nach einer Inkubation Uber
Nacht dienten die so belegten Platten zur schnellen Uberpriifung der Hybridom-
Uberstande. In der Abb. 3.7 sind die optische Dichte der einzelnen mAk im ELISA
dargestellt. Desweiteren wurden die Peptide vereinzelt bei der groben Epitop-

Bestimmung eingesetzt.
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Abb. 3.6: Aminosaure Sequenzen der Prionproteine

Gezeigt sind PrP-Sequenzen von flinf Spezies im Vergleich zueinander. Die Lage der Peptide

fur den ELISA-Test sind durch Unter- bzw Uberstreichen der ovinen Sequenzabschnitte markiert.

Die sechzehn Peptide Uberspannen uUberlappend das gesamte Protein. (M.f) Macacca fasicularis
(Schatzl, H. M et al., 1995).
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Abb. 3.7: Reaktivitat der acht zu stabilen Ziellinie etablierten Hybridomzellen
im Peptid-ELISA

Der Uberstand der Hybridomzellen wurde in einem Peptid ELISA mit einem Gemisch der 16
Peptide aus der Sequenz des bovinen Prionproteins untersucht. Als Positivkontrolle (PK) wurde der

mAk 3B5, der nur das Peptid 5 erkennt und als Negativkontrolle (NK) Ag8-Zelliiberstand verwendet.

3.2.3.2 Epitopspezifische Bindung von Antikorpern im Peptid-ELISA

Mit jedem dieser 16 Peptide, welche die gesamte Aminosduresequenz des
ovinen Prionproteins Uberspannen, wurde je eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte
beschichtet und die Bindung der mAk untersucht. Dieser Test wird als gridded
array bezeichnet.

Die funf mAk 15G8, 19C6, 25E6, 25G6 und 26E10 reagieren mit einer N-
terminal gelegenen Region in der repetitiven Domane, die den Peptiden 4 und 5
entspricht. Die drei weiteren mAk 16G8, 17G5 und 26B8 binden an eine Region,
die an die zweite Helixregion angrenzt (Peptid 10). In der Abb.3.8 ist die spezifi-
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sche Reaktion der mAk 15G8 und 17G5 mit p5 bzw p10 gezeigt. Funf, aus insge-
samt acht mAk, reagierten mit Peptid 5. Das Peptid 5 enthalt die repetitive Ami-

nosauresequenz und ist bei fast allen bisher untersuchten Spezies identisch.

OD 490 nm
3,5
3
12F10
25 B 15G8
2 017G5
B 3B5

1,5

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Peptide

Abb. 3.8: Reaktivitat von mAk 15G8 und 17G5 im Peptid ELISA.

Die monoklonalen Antikérper, die von den Hybridomzellen 15G8 und 17G5 produziert worden
waren, wurden in einem ELISA mit 16 verschiedenen Peptiden untersucht. MAk 15G8 und der als
Positivkontrolle mitgefiihrte mAk 3B5 erkennen Peptid 5. MAk 17G5 erkennt Peptid 10. Hier wurde
als eine zweite Positivkontrolle der nur gegen Peptid 10 gerichtete mAk 12F10 eingesetzt.

3.2.3.3 Epitop-Kartierung der Antikorper mit einem 114 Peptide enthaltenden
Gridded-Arrays

In diesem modifizierten Peptid-ELISA wurden die Antikérper-Antigen-
Bindungen genauer charakterisiert. Dazu wurden 114 Peptide aus je 13 Ami-
nosaurenlangen, die das bovine Prionprotein Uberlappend Uberspannten, syntheti-
siert (EMC ECHAZ Microcollections). Dabei war jedes nachfolgende Peptid ge-
genuber dem N-terminalen Peptid um jeweils 2 Aminosauren zum C-terminalen

Bereich verschoben. Mit diesen Peptiden wurden die Vertiefungen einer Mikroti-
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terplatte beschichtet und die Bindung der mAk 15G8, 19C6, 25E6, 25G6, 26E10,
16G8, 17G5 und 26B8 untersucht.

Die Reaktion der funf mAk 15G8, 19C6, 25E6, 25G6 und 26E10 mit der repeti-
tiven Aminosauresequenz (AS 47-AS101) ergab wieder ein sehr starkes Signal.
Zusatzlich wurden aber andere Epitope (AS 197-220, und AS 221-AS 233) von
den gleichen mAk erkannt. In der Abb. 3.9 ist die Reaktivitat der mAk gegen die
unterschiedlichen Bereiche der bovinen PrP dargestellt. Diese Epitope stellen
diskontinuierliche Epitope dar, die auf Grund der Faltung des Proteins entstehen.
Besonders auffallig war 15G8, der als einziger mAk mit der C-terminalen Region
(AS 220-259) reagierte. Die drei mAk 16G8, 17G5 und 26B8 binden an je zwei
unterschiedliche Regionen, die in der Mitte des Prionproteins liegen (AS 150 — AS
179 und AS 215 — AS 240).

59



Experimente und Ergebnisse

L5 G 8 e e e e e e e e e e e e e e e e e B o o Rl o o
S +++++++tt
D +H++++++HH+ A
215 +++++++tt
D +H++++++HH+ A
1 11 21 31 41 51 61 71
MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGCGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPH
2
R
D2 =
15G8 B e
19C6 L o o i
26E10 B i
25G6 L o i
25E6 B i
81 91 101 111 121 131 141 151
GGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGTHGOQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRY
T +++
R +++++++++
26B8 e o i
8 e e
S B
26E10 e e e B
25 G e e e e e e e e e e e e e e e e
256 e e e e e e B e L il N
161 171 181 191 201 211 221 231
YRENMHRYPNQVYYRPVDQYSNQONNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRG
16G8 Bt E R o o R o B il RN
17G5 e e B Rl o o
26B8 et Rl
ST i
S e
B2 3
2 e
2 1
241 251 261
ASVILFSSPPVILLISFLIFLIVG
16G8 e
17G5 e e
26B8 e

Abb. 3.9: Epitop-Detektion mit unterschiedlichen monoklonalen Antikorpern.

Reaktivitat der acht Hybridomzellen ist durch ein Plus fir ein starkes und ein Minus fir ein schwa-
ches Signal symbolisiert. Oberhalb der Sequenz sind die funf Hybridomzellinien, die gegen den

Bereich (AS 51-101) reagierten. Unterhalb der Sequenz sind die drei Hybridomzellinien, die gegen

Die Abbildung zeigt die von 1 bis 264 numerierte AS-Sequenz des bovinen Prionproteins. Die

den Bereich (AS 151-235) reagierten.

3.2.4 Charakterisierung der Antikorperklasse

Die Antikorperklasse bzw Subklasse gibt Auskunft Uber die Natur der Im-

munantwort auf die Immunisierung. lhre Bestimmung ist entscheidend flr die

Auswahl geeigneter Reinigungsverfahren fur den Antikorper. Zur ldentifizierung

wurde der IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit (Boehringer Mann-
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heim) verwendet. Abweichend von den Angaben des Herstellers konnte ein Er-
gebnis erst nach 20 Min abgelesen werden. Dies lakt sich mit der geringen Kon-
zentration der Antikorper im Hybridomzelluberstand erklaren. Die Antikorper lie3en
sich als IgG « (Kappa) klassifizieren. Kappa bezeichnet hierbei eine der zwei Ty-

pen der leichten Kette.
3.2.5 In vitro Synthetisierung von bovinen PrP im Retikulozytenlysat

Bei der Immunprazipitation wird die Fahigkeit eines Antiserums oder Antikor-
pers untersucht, native Proteine zu erkennen. Um bovine Prionproteine fur Im-
munprazipitationen bereitzustellen, wurden humane und bovine Wildtyp-Priongene
Uber die Restriktionsenzyme Hind Ill und Xba | in den zur in vitro Transkription
geeigneten Riboprobe-Vektor pBS" (Stratagene, Heidelberg) kloniert. Die durch
Sequenzanalyse uberpruften Vektoren wurden durch gekoppelte in vitro Tran-
skription unter Kontrolle des T3-RNA-Polymerase-Promotors und in vitro Translati-
on im Kaninchen-Retikulozyten-System TNT™ (Coupled Reticulocyte Lysate Sy-
stem; Promega, USA) in Protein umgesetzt. Als Kontrolle diente eine Reaktion
ohne DNA-Zugabe und eine weitere Reaktion, in der ein Kontrollvektor mit dem
Luziferasegen eingesetzt wurde. Zur radioaktiven Markierung der in vitro syntheti-
sierten Proteine wurde die Reaktion unter Zugabe von 353-Methionin durchge-
fuhrt. Die in vitro Assays wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiuhrt, die
Proteine im 12,5%igen PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie nachgewie-
sen. Prionspezifische Banden der erwarteten Grolke zeigten sich nur bei Verwen-
dung von Vektoren mit dem Prion ORF.

In vitro synthetisiertes Prionprotein wurde mit polyklonalen Mausimmunseren
sowie Hybridomuberstanden inkubiert und die Immunkomplexe anschliel3end Uber
Protein A Sepharose prazipitiert. Da im Kaninchen-Retikulozyten-System keine
Glykosylierung der Proteine stattfindet, erhalt man in der SDS-PAGE nur eine
Bande, deren Gro3e aus der Addition der Gewichte der einzelnen Aminosauren
berechnet wurde. Die kalkulierte unglykolysierte Massen von PrP betragen 23,1
kDa und stimmen mit der PrP-Bande, die auf der Abbildung 3.10 zu beobachten

sind Uberein.
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Die Prazipitate wurden im SDS-PAGE getrennt und durch Autoradiographie
nachgewiesen. Die Abb. 3.10 zeigt die erwarteten Groflie des in Retikulozytenlysat

exprimierten Prionproteins.
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Abb. 3.10: Radioimmunprazipitation von PrP

Die Wildtyp-PrP wurden wahrend der in vitro Synthese im Kaninchenretikulozytenlysat metabo-
lisch mit **S-Methionin markiert und wie folgt prazipitiert. Spur (1) Kontroll DNA. Spur (2) Kontroll
DNA gewaschen. Spur (3) mAk 3B5. Spur (4) mAk 12F10. Spur (5) mAk 14D3. Spur (6) Ohne
Antikdrper. Spur (7) mAk 8G8. (M) Marker. Die Antigen-Antikérperkomplexe wurden an Protein A
Sepharose gebunden, durch PAGE aufgetrennt und die Proteine durch Radioautographie sichtbar

gemacht. Der Pfeil markiert die kalkulierte unglykolysierte Masse des PrP (23,1 kDa).
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3.3 Isolierung von Einzelketten-Phagenantikorpern (ScFv) gegen

bovine Prionproteine

Die ScFv-Technik ermoglicht es im Gegensatz zur Hybridomtechnik, die Bin-
dungseigenschaften eines isolierten Antikorpers zu verandern und gegebenenfalls
zu verbessern. Dabei werden die Gene fur die ScFv aus Hybridomzellen oder auch
aus der RNA der Milzzellen von immunisierten Tieren gewonnen. Das Prinzip ist in
der Abb. 3.11 dargestellt. Die Antikorpergene aus klonierten Hybridomzellen zei-
gen alle die gleiche Sequenz, wahrend die Antikdrpergene aus den Milzzellen sehr
unterschiedlich sind (Dubel et al., 1994). Daher kann man aus Milzzellen kombi-
natorische Antikdrpergenbibliotheken isolieren. Darunter versteht man die zufallige
gemeinsame Einfugung verschiedener Gene fur die schwere und leichte Kette

eines Antikorpers in einen Expressionsvektor.
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Abb. 3.11: Die Quelle der Antikorpergene

Die Abbildung zeigt schematisch den Zusammenbau des ScFv-Antikérperfragments. Wahrend
der naturlichen Entwicklung des B-Lymphozyten-Repertoires entwickelt jeder B-Lymphozyt durch
Rekombination der V-, J- und ggf. D-Sequenzen die Gene fir seinen spezifischen Antikérper. Die
Information fir alle diese Antikérpergene befindet sich in ihrer mRNA. Daraus kann sie mit Hilfe der
PCR gewonnen werden. Mit je zwei Oligonukleotidprimern -hier durch Pfeile- dargestellt, die an die
beiden Enden des gewlinschten Genstlickes hybridisieren, werden die Vs- und V -Gene der Antikérper
vervielfaltigt. Die so gewonnenen Genstiicke werden mit DNA-Fragmenten aus anderen Organismen
kombiniert und zu ScFv-Fragmenten zusammengesetzt. Die beiden Antikorperketten werden durch ein

Peptid von 15 Aminosauren zu einem einzigen Protein verbunden.
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3.3.1 Klonierung und Sequenzierung der variablen Gen-Domanen der Hybri-

domzellinien

Als Quelle fur die Antikorpergene wurden in dieser Arbeit die Hybridomzellinien
15G8, 16G8, 19C6, 25E6, 25G6 und 26B8 verwendet. Aus diesen Zellen wurde
die RNA mit dem RNAesy RNA-Isolierungskit (Qiagen, Hilden) isoliert und mit Hilfe
der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. AuRerdem wurde die RNA
aus den Milzzellen einer immunisierten Maus isoliert und daraus eine cDNA-Bank
angelegt. Diese wurde zur Weiterbearbeitung Herrn A. Strom zur Verfugung ge-
stellt. In der Abb. 3.12 ist die Isolierung der RNA von funf Hybridomklonen darge-
stellt. Im nachsten Schritt konnten die variablen Genregionen fur leichte (V) und
schwere Ketten (Vs) mit Hilfe der PCR-Primer (Pharmacia RPAS System) aus den
Zellinien 15G8, 16G8, 25G6 und 26B8 amplifiziert werden. Im Anschluf® wurden
die Gene fur die leichte und schwere Kette Uber ein praparatives Agarosegel iso-
liert und gereinigt. Die Abb. 3.13 A zeigt die DNA der leichten und schweren Ket-
ten von vier mAk. Die Genregionen der variablen V|- und Vs-Ketten der Hybridom-
zellinien 16G8, 25G6 und 26B8 wurden mit Hilfe eines kurzen Oligonukleotidlin-
kers in einer weiteren PCR-Reaktion verknupft. An die Enden der so ligierten
ScFv-Molekule wurden mit einer dritten PCR-Reaktion zwei Restriktionsschnitt-
stellen fur Sfi | und Not | eingebaut. Nach Restriktionsverdau mit diesen Restrikti-
onsenzymen wurde die zuvor aus dem Agarosegel isolierte DNA in den Expressi-
onsvektor pCANTAB 5 E (verdaut mit Sfi | und Not 1) ligiert. Die drei Ligationsan-
satze wurden dann in E. coli TG1 elektroporiert, auf LB-AMP-Platten ausplattiert
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag konnten die Phagenantikor-
per pC16G8 und der pC26B8 isoliert werden. Nach einer Miniprapatation der Pha-
gemid-DNA lie3en sich das Vorhandensein der 750 bp langen ScFv-Inserts durch
Verdauung mit Sfi | und Not | wie in der Abb. 3.13 B dargestellt bestatigen.

Die ScFv-Fragmente der pC16G8 und pC26B8 DNA wurden nun vollstandig
sequenziert. Die Abb. 3.14 zeigt die DNA Sequenz der Phagenantikérper pC16G8.
Diese DNA-Sequenz wurde mit Hilfe des Computerprogramms DNASIS in die in
Abb. 3.15 dargestellte Proteinsequenz Ubersetzt. Durch einen Computervergleich
mit der SWISSPROT Datenbank konnten die hypervariablen Domanen-CDRs
(engl. complementary determining regions) der V- und Vs-Ketten identifiziert wer-
den. Die Abb. 3.16 stellt die verschiedenen Bereiche, die bei der Erkennung der
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Antigene beteiligten variablen Regionen der Antikorper dar. Es fallt auf, dal® die
Aminosauresequenz der CDR 3-Region der schweren Kette nur von den vier Ami-
nosauren YTSQ bei pC16G8 und den acht Aminosauren DSGTGFAY bei pC26B8
aufgebaut werden. Die CDR 3 Region ist in der Regel zwischen 3-25 Aminosauren

lang und fur die Affinitat eines mAk entscheidend.

1 2 3 4 z rRNA 1
88 47
185 19

Abb. 3.12: Gesamt-RNA der Hybridomzellen
Die Abbildung zeigt die gesamte RNA der mAK in Spur (1) 25G6, Spur (2) 16G8,
Spur (3) 19C6, Spur (4) 26B8 und in Spur (5) 25E6. Die ribosomalen RNA-Banden 28S

und 18S bei 4,7 bzw 19 kB sind als distinkte Banden zu sehen. Sie dienten als Anhalt flr
den Erfolg der RNA-Isolierung.
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Abb. 3.13: Die schweren und leichten Ketten der Hybridome und
Nachweis der inserierten Fragmente

(A) Die DNA der leichten und schweren Kette der mAk 25G6 (1), (2), 16G8 (3), (4),
26B8 (5), (6) und 15G8 (7), (8) und 100 bp Marker (M) wurde auf ein 1%iges Agarose-
gel aufgetragen.

(B) Zur Uberpriifung der inserierten Fragmenten wurde das Plasmid durch Sfi | und
Not | verdaut. Phagenantikérper pC16G8 und pC26B8 sind in Spur (1) bzw in Spur (3)
gezeigt. In Spur (2) ist die unverdaute pC26B8 aufgetragen. (M) 1 kB Marker.
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Abb. 3.14: DNA-Sequenz der ScFv-Fragment von pC16G8

Die Abbildung zeigt die Insert DNA-Sequenz, die in den Vektor pCANTAB 5E kloniert wurde.
Neben anderen Motiven fiir z.B. CDR-1 nt 692 bis nt 736 und CDR-2 nt 602 bis nt 649 findet sich
das CDR-3 Motiv der schweren variablen Kette von nt 495 bis 506.

EAGXELVXNLXGXXPGHGXQGCKLAREVGGFKDWSLHRPCXXTCAVSGGSISSGGYSWSWI
ROPPGKGLEWIGYIYHSGSTYYNPSLKSRVTISVDRSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYARYT
SQWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGSALSSELTQDPAVSVALGQTVRITCOGDSLRSYYAS
WYQOKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFTGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSG
KAVFGGGTKLTVLGAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAVIDC

Abb. 3.15: Proteinsequenz des ScFv-Fragmentes pC16G8
Die in Abb. 3.14 dargestellte DNA-Sequenz wurde mit dem Programm DNAsis (Version 2.5,
Hitachi Software, San Francisco, CA, USA) anslysiert.
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pCl6G8 QDPAVSVALGQTVRITC QGDSLRSYYAS WYQQKPGQAPVLVIY  GKNNRPS GIPDRFTGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC NSRDSSGKAV FGGGTKLTVLG
pC26B8 QSLSSLTVTAGEKVIMSCKSS SLLNSGNQKNYLT WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES GVPDRFTGSGSWNRISLSPSASVQAKPGSLL LSEMDLVIPA FGGLGNSNLRKL

Abb. 3.16: Proteinsequenz der ScFv-Fragmente pC16G8 und 26B8

Die in Abb. 3.15 dargestellte Proteinsequenz des ScFv-Fragments pC16G8 wurde nach Martin
A.C.R (1996) analysiert. Ebenso wurde mit dem in den Abbildungen 3.14 und 3.15 nicht darge-
stellten ScFv-Fragment p26B8 verfahren.

3.3.2 Expression und Nachweis der ScFv-Antikorper

Die ScFv-Technik beinhaltet die Klonierung und Expression der Antikérperge-
ne in den filamentdsen Phagemidvektor pCANTAB 5E. Dieser einzelstrangige
DNA-Phage ist in Gegenwart des Helferphagen M13KO07 in der Lage, sich in E. coli
Zellen zu replizieren und infektiose Phagenpartikel zu bilden. Der Phage tragt funf
Kopien des Hullproteins cplll an seiner Spitze, deren Funktion in der Anheftung an
die bakteriellen F-Pili besteht. Das aus 16G8 isolierte ScFv-Fragment wurde zu-
sammen mit dem cp3-Gen als Fusionsprotein auf der Oberflache der Bakteriopha-
ge exprimiert. Daher war es moglich, den Phagen, der den gewlnschten Antikor-
per exprimiert, aus einer Mischung von vielen anderen Phagen zu selektieren
(engl.: panning).

Als Antigen wurde eine Mischung aus 16 verschiedenen 10-40mer Peptiden
verwendet, welche die gesamte Aminosauresequenz des ovinen Prionproteins
uberspannen. Mit dieser Peptidmischung wurden Mikrotiterplatten beschichtet und
anschlieBend mit den drei isolierten Phagenantikorpern pC16G8, pC25G6 und
C26B8 inkubiert. Die nicht gebundenen Phagen wurden abgewaschen. Die Pha-
gen, die das ScFv-Gen des Phagenantikdrpers auf der Phagenoberflache expri-
mierten, wurden vermehrt, indem mit ihnen wiederum Bakterien infiziert wurden
(engl.: phage rescue). Nachfolgend wurde die Bindung des pC16G8 im Peptid-
ELISA mit Hilfe von Peroxidase-markierten Anti-Phagen-Antikorpern nachgewie-

sen.
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3.3.3 Spezifische PrP-Erkennung im Westernblot

Die Fahigkeit der Phagenantikorper, PrP zu erkennen, wurde im Westernblot
untersucht. Dazu wurde die Proteinfraktion einer 3T3 Zelle extrahiert. Die 3T3
Zellen tragen das humane FFI-Gen stabil und durch Tetracykline induzierbar im
Genom. Diese murinen Zellen wurden von Dr. A. W. Stuke, DPZ zur Verfugung
gestellt. Es wurden 1 x 10° Zellen in 40 pl LSEB-Puffer aufgeschlossen und in
einem 12%igen SDS-PAGE Gel aufgetrennt. Alle eingesetzten Phagenantikorper,
pC16G8, pC26B8 und pC25G6, binden spezifisch an die drei charakteristischen
Prionproteinbanden. Diese sind die nicht glykosylierte bei 23-27 kDa und die ein-
fach und doppelt glykosylierten bei 28-30 bzw 33-42 kDa. Der Film wurde nach nur
einer Sek nach dem Auflegen auf die Nitrozellulosemembran entwickelt. Die Abb.
3.17 zeigt die spezifische PrP-Bindung der drei Phagenantikorper im Westernblot.
In der Tab. 3.1 sind die Ergebnisse der molekularen Charakterisierung zusam-

mengefal’t.
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Abb. 3.17: ECL-Westernblot mit reckombinantem humanen PrP

Fur die Westernblotanalyse wuchs der Zellklon 3T3-Tet-Off-17+ in Medium ohne
Tetracykline. Die murinen Zellen produzieren konditional rekombinantes humanes
murines PrP. Die Bindungseigenschaft der Phagenantikérper an das PrP wurde mit
dem ganzen Zellextrakt der Zellen in einem 12%igen SDS-PAGE Gel analysiert. Nach
Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose, der Membran wurde mit den Phagenanti-
korpern pC16G8 in Spur (A), pC26B8 Spur (B) und pC25G6 Spur (C) zuerst tiber Nacht
und dann mit HRP-konjugiertem anti M13-Antikérper fir 2 Std. inkubiert. (M) Marker
Nach einer Exposition von einer Sek waren die drei typischen PrP-Glykoformen (un-,

einmal- und zweimal glykosyliert) zu sehen (s Pfeile).
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Tab. 3.1 Eigenschaften der der gewonenen PrP-spezifischen monoklonalen

und Phagenantikorper

Antikdérper ELISA ELISA WB RIPA IF
mit mit
Schaf-Peptiden Rind-Peptiden
Mix pl-plé | P5| P10 Mix pl-pll4
MAk gegen bovine
PrP
15G8 + + - + + NG +
16G8 + - + + + NG +
17G5 + - + + + NG +
19C6 + + - + + NG +
25E6 + + - + + NG +
25G6 + + - + + NG +
26B8 + - + + + NG +
26E6 + - - + + NG +
MAk gegen humane
PrP
3B5 + + - + + + +
8G8 + + - + + + +
12F10 + - + + + + +
14D3 + - + + + + +
Phagenantikdrper
pC1l6G8 + - + + + NG +
pC25G6 + + - + + NG +
pC26B8 + - + + + NG +

(+) Positiv, (-) Negativ , (£) schwach und (NG) nicht getestet.
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4 Diskussion

Monoklonale Antikorper sind wertvolle Hilfsmittel nicht nur in der Immunologie,
sondern auch fur Diagnosezwecke und in der Grundlagenforschung geworden
(Gavilondo und Larrick, 2000). Um Antikorper gegen Prionproteine unter Anwen-
dung der klassischen Techniken herzustellen, sind in den letzten Jahren viele
Versuche durchgefuhrt worden. Zum ersten Mal konnten auch mittels einer DNA-
vermittelten Immunisierung zahlreiche Antikérper gegen PrP hergestellt werden
(Krasemann et al., 1996). Alle Experimente zeigten, dal} es jedoch schwierig war,
einen speziespezifischen Antikorper zu isolieren, der dazu auch noch zwischen
den unterschiedlichen Isoformen differenzieren kann.

Das Prionprotein kommt in zwei unterschiedlichen Isoformen vor. Die beiden
Isoformen des PrP haben die gleiche Primarstruktur, obwohl sie unterschiedlich
gefaltet werden. Die Umwandlung findet wahrscheinlich mit Hilfe eines unbekann-
ten Kofaktors wahrend der Replikation des Prionproteins statt (Liautard, 1991,
Carr, 1993, Telling et al., 1995, Priola et al., 1995, Edenhofer et al., 1996, Kaneko
et al., 1997). Durch diese Veranderung erlangt der Erreger eine partielle Verdau-
barkeit durch Proteinase K, einen vermehrten beta-Faltblattstrukturanteil und wird
in nicht-denaturierenden Detergenzien wie Triton-X100 unloslich. Da chemisch
keine Unterschiede zwischen beiden Proteinen festgestellt werden konnten, muf}
es sich um Konformationsisomere handeln. Zwar gibt es NMR-Strukturen von
einem verkurzten murinen PrP (AS 121-231) (Riek et al., 1996) und einem bovinen
PrP (Lopez et al., 2000), welche rekombinant in E. coli exprimiert wurden. Von
PrpS°© gibt es dagegen aber bisher nur computergestutzte Strukturmodelle (Abb.
1.2). Neuerdings wurden verschiedene Glykosylierungmuster fur die beiden Iso-
formen beschrieben (Zuegg und Greedy, 2000).

Prion-Erkrankungen sind Ubertragbare neurodegenerative Krankheiten bei
Menschen und Tieren (Prusiner, Fields Virology, 1996). Wie bereits erwahnt ist der
infektidse Erreger eine Isoform des zellularen Prionproteins. Das Vorhandensein
der unterschiedlich gefalteten konformationellen Isoformen des normalen
Wirtsproteins sollte zur Folge haben, dal} Epitope auf der Oberflache von PrPSC zu

finden sind, die nicht auf der PrP® Oberflache vorkommen. Diese PrPS¢ spezifi-
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schen Epitope sind daher vermutlich an der Krankheitsentwicklung beteiligt. lhre
Identifizierung ist daher fir ein besseres Verstandnis der TSE-Pathogenese wich-
tig. Aullerdem sollten faltunsspezifische Epitope nach einer Immunisierung durch
die humorale Immunantwort erkannt werden. Bei den natlrlichen oder experi-
mentellen Infektionen von Wildtyp-Tieren mit den Erregen der Prion-Krankheiten
konnte keine humorale und zellulare Immunantwort gefunden werden (Kascsak et
al., 1987). Dies liegt entweder an der Toleranz gegen eigene Proteine, oder der
Suppression der humoralen Immunantwort oder an anderen bisher unbekannten
Mechanismen.

Obwohl, wie bereits erwahnt, bis heute viele Versuche von unterschiedlichen
Arbeitsgruppen durchgefuhrt wurden, um mAk gegen Prionproteine mit Hilfe der
klassischen, der DNA-vermittelten und der Partikel-Immunisierungstechnik zu
isolieren, fuhrten diese Ansatze zu keinem einzigen Antikorper, der zwischen den
beiden Isoformen unterscheiden kann. (Bendheim et al., 1984, Kascsak et al.,
1987, Barry et al., 1988, Barry et al., 1986, Gabizon et al., 1988, Serban et al.,
1990, Rogers et al., 1991, Ulmer et al., 1993, Krasemann et al., 1996, Yokoyama
et al., 1996, Korth et al., 1997, Harmeyer et al., 1998).

In Wildtyp-Mausen wurden zunachst mAk gegen PrP hergestellt, die mit aus
Hamsterhirnen gereinigten hochinfektiosen PrPC immunisiert worden waren
(Bendheim et al., 1984, Kascsak et al., 1987, Williamson et al., 1996). Diese mAKk
sowie weitere mit Hilfe des Vaccinia Virus Expressionssystems hergestellte mAk
(Rogers et al., 1991) erkannten nur lineare und keine PrpS°© spezifischen diskonti-
nuierlichen Epitope. Die groRe Schwierigkeit, einen mAk herzustellen, der nur mit
der Krankheit-assoziierten Isoform reagiert, ist die Folge der gleichen priméaren
Proteinsequenz von PrP® und PrP®°,

In PrP-Knockout Mausen (Prusiner et al., 1993) konnte die Induktion einer Im-
munantwort mit gereinigtem PrpS°© (Williamson et al., 1996) und mittels einer DNA
oder Partikel-Immunisierung (Ulmer et al., 1993, Krasemann et al., 1996) erreicht
werden, und fuhrte zur Herstellung von zahlreichen mAk. Auch diese mAk er-
kannten alle die beiden PrP-Isoformen. Eine mdgliche Erklarung daflr ware eine
Konformationsveranderung von PrPS® wahrend der Isolierung, die in der Regel
unter denaturierenden Bedingungen stattfindet.

Der Gedanke, daf einige Epitope bei PrP® verborgen sind, aber bei PrPS¢ auf

der Oberflache erscheinen, fuhrte dazu, dal} einige Arbeitsgruppen mit Peptiden
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Kaninchen oder Wildtyp-Mause immunisiert haben (Barry et al., 1986, Yokoyama
et al., 1996). Auch diese Experimente haben bis heute nicht zum gewlnschten
Erfolg gefuhrt. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dald eine Peptid-Immunisierung
mit Sequenzen, die nur auf der Oberflache von PrPSC, aber nicht auf der von PrP°
vorkommen, zur Induktion dieser Antikorper fuhren konnte. Wildtyp-Mause, die
Toleranz gegen Maus-PrP zeigen, produzierten mAk gegen das PrP von Schafen,
wenn sie mit synthetischen Schaf-Peptiden immunisiert worden waren, da die
Schaf-Peptide eine abweichende Aminosauresequenz haben (Harmeyer et
al.,1998).

4.1 Immunisierung von PrP”°-Miusen mit rbSFV Partikeln und

Isolierung von monoklonalen Antikorpern

In dieser Arbeit wurde zum ersten mal die rbSFV Partikel-vermittelte Immuni-
sierung zur Isolierung von Anti-PrP mAk angewandt. Diese neue Methode bietet
gegenuber der Immunisierung mit Proteinen, mit synthetischen Peptiden, oder mit
nackter RNA oder DNA viele Vorteile (Berglund et al., 1993). Die in die Mause
injizierte nackte DNA oder RNA kann durch die zelleigenen Nukleasen abgebaut
werden, bevor es zur Proteinexpression kommt. Wahrend bei der Immunisierung
mit Proteinen die native Konformation des Immunogens durch die Aufreinigungs-
technik zerstort werden kann, wird bei der Immunisierung mit SFV-Partikeln das
Antigen in vivo synthetisiert. Der Expression des Proteins in den infizierten Maus-
zellen sollten sich dann die authentische Prozessierung, der Transport und die
MHC-Prasentation anschlieen. Die Verwendung von SFV Vektoren war auch
wegen der groRen Virusvermehrung, des hohen Partikeltiters und der Wirtsbreite
attraktiv. Da bei dieser Immunisierung der Kontakt mit dem pathogenen PrP um-
gangen wird, ist die biologische Sicherheit bei der Arbeit mit dem SFV-Vektoren
gewahrleistet (Liljestrom und Garoff, 1991). Wahrend bei der Immunisierung mit
gereinigten PrPSC eine Verunreinigung der Praparation mit anderen Proteinen nicht
ausgeschlossen werden kann, kann bei der Partikelimmunisierung das Antigen
ohne Kontaminationen prasentiert werden. Daher ist die mit dieser Methode indu-
zierte Immunantwort hoch spezifisch gegen PrP.

Um rbSFV Partikel herzustellen wurde zuerst der offene Leserahmen (ORF)

des bovinen Priongens in die Hind Ill und Xba | Schnittstellen von SFV kloniert.

75



Diskussion

Dieses rbSFV und der Helfer SFV IlI, der die Hullproteine von SFV enthalt und die
Verpackung der SFV RNA-Sequenzen ermdglicht, wurden mit Spe | linearisiert
und durch in vitro Transkription in RNA umgeschrieben. Um rbSFV Partikel fur die
Immunisierung der PrP”°-M&use zu produzieren, wurden mit dem Transkriptions-
ansatz BHK-Zellen elektroporiert. Da wildtyp Mause immuntolerant sind, wurden in
dieser Arbeit PrP?°-Mause immunisiert. Von diesen M&usen war bereits bekannt,
dall sie nach einer Immunisierung mit murinen Prionen eine polyklonale Im-
munantwort aufbauen (Prusiner et al., 1993). Zur Produktion der mAk wurden die
Milzzellen von sechs Mausen nach vier Auffrischungsimmunisierungen entnom-
men und mit permanent wachsenden Myelomzellen durch PEG fusioniert. Die

90_Mause hatte sich verdoppelt, wahrend die

Grole der Milz der immunisierten PrP
der immunisierten Wildtyp Mause unverandert blieb.

Die aus der Fusion resultierenden Hybridklone wurden dann auf ihre Fahigkeit
getestet, Antikdrper gegen Prionproteine zu sezernieren. Zunachst wurde dazu die
Bindung der mAk an bovines Prionprotein an PrP-Uberexprimierenden BHK-Zellen
im Immunfluoreszenztest untersucht. Hierfir waren die BHK-Zellen zuvor mit in
vitro hergestellter rekombinanter boviner SFV—-RNA elektroporiert worden. Mit
dieser Methode wurde die Sekretion prionproteinspezifischer Antikdrper von insge-
samt mehr als 800 unabhangigen Klonen untersucht. Die Ergebnisse der Immun-
fluoreszenz zeigten, dal® diese Art der Immunisierung die Biosynthese von poly-
klonalen Antiseren gegen das bovine Prionprotein zur Folge hatte. Die Antikorper-
Antigen-Bindung der Hybridomkulturiberstande und der mAk wurden mit Peptid-
ELISAs, der Immunfluoreszenz und teilweise mit der Radioimmunprazipitation
untersucht. Die Peptid-ELISA-Technik weist Antikdrper nach, die spezifisch lineare
Epitope des Prionproteins erkennen. Die beiden anderen Nachweismethoden
konnen auch Antikorper identifizieren, die Epitope auf dem nativen Prionprotein
binden. Diese Epitope kdnnen sowohl linear als auch diskontinuierlich sein. Fur
den Peptid-ELISA wurden 16 ovine Peptide ausgewahlt, welche die gesamte Ami-
nosauresequenz des Prionproteins abdecken. Fir den ELISA wurde eine Mi-
schung der Peptide an die Oberflache von Mikrotiterplatten gebunden. Von den
800 untersuchten Hybridklonen wurden mit Hilfe des ELISAs und der Immunfluo-
reszenz insgesamt 510 Hybridklone identifiziert. Damit ist die Anzahl PrP-
spezifischer Hybridklone hier sehr viel hoher als die von Kascsak (1987) und die

von Krasemann (1996) beschriebene Fusionsausbeute. Die erste Arbeitsgruppe
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untersuchte uber 400 Hybridklonen und identifizierte nur drei PrP-spezifische Anti-
korper, von denen nur eine als stabile Zellinie etabliert werden konnte. Dieser mAk
3F4 reagiert sowohl mit dem humanen als auch dem PrP des Hamsters (AS109-
111). In der zweiten Arbeit reagierten von 274 untersuchten Hybridklonen 21 ge-
gen das humane PrP positiv. Die meisten mAk reagierten mit der repetetiven Re-
gion des PrP. Nur der mAk 12F10 erkennt sowohl das humane als auch das bo-
vine PrP und bindet an AS150-165 (Bodemer, 1999). In dieser Arbeit konnten von
510 Hybridklonen insgesamt acht unterschiedliche Hybridomzellinien als stabile
Zellinien etabliert werden (15G8, 16G8, 17G5, 19C6, 25E6, 25G6, 26B8 und
26E10), wobei die Monoklonalitat durch Verdinnung und mehrmalige Klonierung
gewahrleistet wurde. Die Antikorper lie3en sich als IgGk (Kappa) klassifizieren,
wobei Kappa hierbei eine der zwei Typen der leichten Kette bezeichnet. Um die
Konzentration der mAk im Zelliberstand zu erhdhen, wurden die gegen das bo-
vine PrP gerichteten mAk 15G8 und 26B8 und die gegen das humane PrP ge-
richteten mAk 3B5 und 12F10 in einem Minifermenter kultiviert. Obwohl die Kon-
zentration der mAk 3B5 und 12F10 mit diesem System nicht gesteigert werden
konnte, hatte sich diejenige der mAk 15G8 und 26B8 verdoppelt.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnten in der Kultur von mAk 3B5 endo-
gene A-Partikel-Retroviren nachgewiesen werden (personliche Mitteilung, W. LU-
ke, DPZ). Diese Aktivierung der endogenen Viren konnte zur Wachstumsbe-
schrankung der Kulturen gefuhrt haben. AuRerdem konnte eine Kontamination der
in Mausen hergestellten mAk mit Retroviren deren therapeutische Anwendung
beeintrachtigen. Alternativ zum Minifermenter lieRe sich eine Erhdhung der mAKk
Ausbeute auch mittels der in vivo Vermehrung von Hybridklonen durch Injektion in
Mause erreichen. So kénnen 5-10 mg Antikérper/ml aus der Ascitesflissigkeit
einer Maus aufgereinigt werden. Aus Tierschutzgrinden ist dieses in Deutschland

aber nicht moglich.

4.2 Charakterisierung der Bindungseigenschaften der monoklo-

nalen Antikorper

Die Bindungsepitope der acht mAk wurden in einem modifizierten Peptid-
ELISA (114 Peptid Gridded-Array) genauer untersucht. Dazu wurden 114 syntheti-

sche Peptide von je 13 Aminosauren Lange, die das bovine Prionprotein abdek-
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ken, synthetisiert. Diese Epitop-Kartierung dient zur Identifizierung der genauen
Aminosaureposition, an die der mAk bindet. Die Konformationsanderung von PrP°®
zu PrP%® kann mit Hilfe von monoklonalen Antikorpern auf molekularer Ebene
detailliert analysiert werden, wie das fur das Krebssupressor-Protein p53 der Fall
war (Milner und Midcalf, 1991). Fiur das Verstandnis der Pathogenese und der
Infektiositat ware es eine grofl’e Hilfe, wenn wir die Umwandlung des normalen
zum pathogenen PrP und den Biosyntheseweg von PrP genau verstehen wurden
(Bodemer 1999). Daher wurde in dieser Arbeit auf eine genaue Charakterisierung
der mAk Wert gelegt. Aulerdem lie3en sich mit gut charakterisierten mAk Formen
von PrP erkennen, die vielleicht noch zwischen PrP® und PrP®¢ existieren (Eigen,
1996). Die Ergebnisse der Epitop-Kartierungen der mAKk sind in der Tab. 4.1 zu-
sammenfassend dargestellt.

Die funf in dieser Arbeit hergestellten mAk 15G8, 19C6, 26E10, 25G6 und
25E6 binden an dem N-terminalen Bereich des bovinen PrP (AS 50 — 105). Dieser
Bereich wird auch von mAk 3B5 beim humanen PrP erkannt. Der N-Terminus hat
im Gegensatz zum ubrigen PrP keine definierte Konformation (Lopez et al., 2000)
und besteht ab AS 47 aus funf Oktarepeats. Dieser Bereich bindet beim PrP°®
Kupfer (Whittal, et al., 2000). Daher kdnnten diese mAKk, die an den N-terminalen
Bereich binden, zum Verstandnis der biologischen Funktion des Kupfers beitragen.
Die Bindung an die repetitive Aminosauresequenz (AS 47-101) ergab im ELISA
mit allen funf mAKk ein sehr starkes Signal. Diese Region liegt N-terminal von der
ersten beta-Faltbalattstruktur des PrPC. AuRerdem konnte mit diesen mAk der
proteolytische Prozeld, der zwischen AS112-121 stattfindet, untersucht werden.
Weiterhin konnten sie dazu verwendet werden, im Westernblot die normale von
der pathogenen PrP-Form zu unterscheiden. Dies ist mdglich, da diese mAk ge-
gen den Bereich gerichtet sind, der nach der PrP-Isolierung infolge einer Inkubati-
on mit Proteinase K abgedaut wird. Zusatzlich zeigten die gleichen mAk aber auch
mit anderen Epitopen (AS 197 — 220, AS 221 — AS 233) ein schwaches Signal.
Besonders auffallig war mAk 15G8, der zusatzlich auch noch schwach mit der C-
terminalen Region (AS 220-259) reagierte. Der mAk 15G8 kreuzreagierte auller-
dem mit den AS 79-92 und AS142-160 des humanen PrP (personliche Mitteilung,
J. Grassi, Service de Pharmacologie et d'Immunologie, Frankreich,). Die Kreuzre-
aktivitat der mAk mit nativem PrP verschiedener Spezies sollte ebenfalls unter-

sucht werden. In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob ein mAk wie
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15G8 auch zwischen den Konformationen von PrP® und PrPS® differenzieren
kann. MAk, welche lineare Epitope binden, sollten nicht zwischen den PrP-
Isoformen unterscheiden konnen, da die Primarsequenz beider Formen gleich
sind. Hingegen sollten mAk, welche diskontinuierliche oder konformationelle Epi-
tope binden, verschiedene Konformationen von PrP erkennen (Eigen, 1996, Post,
1998).

Die drei in dieser Arbeit hergestellten mAk 16G8, 17G5 und 26B8 sind, wie der
mAk 12F10, der mAk 15B3 und 6H4 (Korth et al., 1997), der mAk p4 und L42
(Harmeyer et al., 1998) und der polyklonale Antikorper 3F4 (Kascsak 1987) gegen
die Proteinase K resistente Kernregion des PrP (PrP 27-30 oder PrP™®) gerichtet.
Diese drei mAk binden an je zwei unterschiedliche Regionen, die in der Mitte (AS
150 — AS 179) und am Ende (AS 215 — AS 240) des Prionproteins liegen. Beide
Regionen sind auch bei dem mit Proteinase K verdauten PrP 27-30 vorhanden.
Der mAk 15B3 von Korth et al. (1997) bindet ebenfalls an diesen C-terminalen
Bereich von PrP®, PrP 27-30 und PrPSC. Mak 15B3 ist aber nicht PrP®¢ spezifisch
(personliche Mitteilung A. Aguzzi, Univers. Zurich). Vermutlich kbnnen daher auch
die mAk 16G8, 17G5 und 26B8 mit der Krankheit assoziierten PrP® Form reagie-
ren. Eine experimentelle Uberpriifung war leider nicht moglich, da geeignetes
BSE-Material bei Abschluf® der Arbeit noch nicht zur Verfugung stand. Mit groRer
Wahrscheinlichkeit kdnnen deshalb auch die in dieser Arbeit hergestellten mAK,
wie alle anderen bisher in der Literatur beschriebenen mAk, nicht zwischen den
postulierten Isoformen differenzieren. Nach der Expression des in den injizierten
SFV-Partikeln vorhandenen PRNP-Genes, sollten gegen eine Vielzahl verschiede-
ner boviner PrP-Epitope gerichtete Antikorper induziert werden. Da die Prp°-
Mause nicht infiziert waren und das bovine Gen keine krankheitsassoziierten Mu-
tationen hatte, wurden folglich auch keine PrpSC spezifischen Epitope prasentiert.
Wenn Mause dagegen mit einem bestimmten Peptid immunisiert sind, werden
Antikorper induziert, die nur ein lineares Epitop erkennen. Diese Antikorper kdnnen
jedoch eine Konformationsanderung des ganzen Proteins nicht erfassen (Gobizon
et al., 1996, Harmeyer et al.,1998).

Die Bindung der gegen das humane PrP gerichteten mAk 3B5, 12F10, 14D3
und 8G8 wurde in Radioimmunprazipitationen untersucht. Um natives Prionprotein
fur die Immunprazipitation bereitzustellen, wurde das humane PrP°® Priongen uber

die Restriktionsenzyme Hind Il und Xba | in den Riboprobe-Vektor pBS™ kloniert.
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Der Klon wurde durch gekoppelte in vitro Transkription und Translation unter Kon-
trolle des T3-RNA-Polymerase-Promotors im Kaninchen-Retikulozyten-System in
Prionprotein umgesetzt. Zur radioaktiven Markierung des synthetisierten PrP wur-
de die Reaktion in Gegenwart von 39S-Methionin durchgefiihrt. In vitro syntheti-
siertes PrP wurde mit den Hybridomuberstanden von mAk 3B5, 12F10, 14D3 und
8G8 inkubiert. AnschlieRend wurden die Immunkomplexe Uber Protein A Sepharo-
se prazipitiert. Da im Retikulozyten-System keine Glykosylierung des PrP stattfin-
det, zeigte der Westernblot nach der SDS-PAGE nur eine Bande. Die Masse des
unglykosylierten PrP wurde aus der Addition der Gewichte der einzelnen Ami-
nosauren berechnet. Die kalkulierte Masse betragt 23,1 kDa und stimmt damit mit
der Masse der PrP-Bande uberein, die in der Abbildung 3.10 zu sehen ist. Da alle
mAKk sowohl im Peptid-ELISA als auch in der Radioimmunprazipitation die Peptide
bzw das Protein erkennen, kdnnen wir folgern, dal® die mAk nicht an die Zucker-

strukturen sondern direkt an die Aminosauren des PrP binden.
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Tab. 4.1 Epitop-Kartierung der mAk und Phagenantikorper

Antikorper Immunisierung Epitope Literatur
15G8 rbSFV-Partikel 47-101 siehe 3.2.3.2
197-220
220-259%
26E6 47-101
197-220
19Ce6
25E6
25G6
26B8 150-179
215-240
17G5
16G8
15B3 In Bakterien 142-148 Korth et al., (1997)
hergestelltes 162-171
bovines rekom- 214-227
binantes PrP
6H4 144-152 ¢
P4 Schaf-PrP 89-104 Harmeyer et al., (1998)
L42 145-163 ¢
3B5 Humane PrP-DNA 57-105 Krasemann et al., (1996)
12F10 150-165"°
3F4 Hamster-PrP 109-111 % |Kascsak et al., (1987)
Phagenantikdérper Immunisierung Epitope Literatur
pCl6G8 Aus Hybridom- 150-179 siehe 3.2.3.2
pC26B8 zellen cDNA 215-240
pC25G6 47-101
197-220
R1 SHaPrP 27-30 225-231 Williamson et al., (2000)
cDNA aus Milz
R2 225-231
R10 96-104

®bovine Peptide, ° humane Peptide

4.3 Isolierung und Charakterisierung von ScFv-Phagenantikor-

pern

Um die in den Hybridomzellklonen vorhanden Antikorpergene zu sichern und
um eine zukunftige gentechnische Veranderung zu ermdglichen, wurden Einzel-
ketten-Phagenantikorper (ScFv) gegen bovine Prionproteine isoliert und charakte-
risiert. Bisher wurde nur von einer Forschergruppe die Isolierung von gegen das
PrP gerichtete rekombinate Antikorper beschrieben (Williamson et al., 1996, Pe-
retz et al., 1997, Williamson et al., 1998, Kanyo et al., 1999).

Zur Isolierung der Phagenantikorper wurde die RNA der in dieser Arbeit produ-
zierten murinen Hybridomzellinien verwendet. Die RNA wurde aus den Hybridom-
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zellen isoliert, in vitro zu cDNA transkribiert und zur PCR eingesetzt. Wegen der
genetischen Vielfalt der rearrangierten Antikdrpergene sind nicht alle Oligonukleo-
tidprimer zur Vervielfaltigung dieser Gene geeignet. Wie einleitende Experimente
zeigten, konnten die von Dubel et al. (1994) beschriebenen und neuerdings haufig
eingesetzten Primerpaare nur die leichte variable Region der Antikdrpergene ver-
vielfaltigen, jedoch nicht die schwere variable Region. Mit Hilfe der im ,Recombi-
nant Phage Antibody System*“ (RPAS) der Fa. Pharmacia enthaltenen Primerpaare
lieRen sich jedoch die DNA-Sequenzen beider Regionen amplifizieren. Daher
wurde dieses System in allen weiteren Experimenten angewandt.

Als Quelle fur die Antikdrpergene wurden die Hybridomzellinien 15G8, 16G8,
19C6, 25E6, 25G6 und 26B8 verwendet. Zusatzlich wurde die RNA aus den Milz-

PY_Maus isoliert und daraus

zellen einer mit rbSFV Partikeln immunisierten Pr
eine cDNA-Bank im pCANTAB 5E Vektor angelegt. Diese wurden zur Isolierung
von weiteren Anti-PrP Phagenantikorpern Herrn A. Strom (DPZ) zur Verfugung
gestellt. Aus den Hybridomzellen wurde die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe der
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Im nachsten Schritt konnten die
variablen Genregionen fur die leichte (V.) und die schwere Kette (Vs) mit Hilfe der
PCR-Primer aus den Zellinien 15G8, 16G8, 25G6 und 26B8 amplifiziert werden.
Im Anschlufd wurden diese Genfragmente Uber ein praparatives Agarosegel isoliert
und gereinigt. Die Genregionen der variablen V|- und Vs-Ketten von 16G8, 25G6
und 26B8 wurden mit Hilfe eines kurzen Linkers (GlysSer); in einer weiteren PCR-
Reaktion verknupft. An die Enden der so ligierten ScFv-Molekule wurden mittels
einer dritten PCR-Reaktion zwei Restriktionsschnittstellen fir Sfi | und Not | einge-
baut. Nach dem Verdau wurden die ScFv-Fragment in den Phagemidexpressions-
vektor pCANTAB 5E (McCafferty et al., 1990) ligiert und in E. coli elektroporiert.
Nach Koinfektion mit M13KO7 Helferphagen wurden die so isolierten Phagenanti-
korper dann zuerst in dem zur Detektierung der mAk verwendeten Peptid ELISA
untersucht. Im Ergebnis konnten die drei Phagenantikérper pC16G8, pC25G6 und
pC26B8 isoliert werden.

Die ScFv-DNA von pC16G8 und pC26B8 wurde vollstandig sequenziert und
mit Hilfe des Computerprogramms DNASIS in die Proteinsequenz ubersetzt. Mit
Hilfe eines Computervergleiches wurden die CDR Regionen identifiziert (Martin,
1996). Die Aminosauresequenz der CDR 3 Region der schweren Kette wird von

den vier Aminosauren YTSQ bei pC16G8 und den acht Aminosauren DSGTGFAY
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bei pC26B8 aufgebaut. Die CDR 3-Region ist in der Regel zwischen 3-25 Ami-
nosauren lang und fur die Affinitat eines mAk entscheidend (Kabat et al., 1987).
Eine der in der Arbeitsgruppe von Williamson et al. (1998) isolierten und sequen-
zieten CDR 3-Regionen besteht ebenfalls aus den acht Aminosauren
HDGYPFAY. Wie ein Sequenzvergleich zeigte, waren die letzen drei Aminosauren
FAY dieselben, wie die der CDR 3-Region von pC26B8.

Anschliellend wurden die Phagenantikorper mittels des ,114 Peptid Gridded-
Arrays“ und der Westernblot-Technik genauer charakterisiert. Die Ergebnisse der
Epitop-Kartierungen der Phagenantikorper sind in der Tab. 4.1 dargestellt. Im
Gridded-Array reagierte der Phagenantikdrper pC16G8, wie zu erwarten, mit dem
gleichen Epitop, wie der mAk 16G8 (AS 150 -179). Auch pC26B8 und mAk 26B8
erkannten dieses Epitop. Peretz et al. (1997) berichten, dal} ihre Phagenantikérper
vorwiegend mit C-terminalen Epitopen von PrP® und PrpS¢ kreuzreagieren. Zu-
satzlich zu diesen Epitopen wurden in Richtung des N-terminalen Bereiches von
PrP aber von anderen Phagenantikorpern Epitope bei PrP® erkannt, die bei PrPS°®
nicht detektiert wurden. Diese Beobachtung IaRt sich durch den Konformations-
unterschied der beiden PrP-Isoformen erklaren. Durch die Umwandlung von PrP°®
zu PrP°° miissen diese Epitope verborgen worden sein. Der grofite Teil der Kon-
formationsveranderung, der fur den Erwerb der Infektiositat von PrPS® erforderlich
ist, findet in den N-terminalen Bereich von PrP statt (Huang et al., 1994, 1996).
Daher konnen vermutlich bevorzugt an den N-terminalen Bereich bindende Anti-
korper sowohl zur Detektierung, als auch zur Neutralisierung von PrP verwendet
werden. Zudem ist die Sequenzvariabilitat in dieser N-terminalen Region bei allen
bisher untersuchten Spezies am gréfliten (Borough et al., 1996, Schatzl et al.,
1995).

Das native PrP ist in vivo auf der Zelloberflache durch den GPI-Anker gebun-
den. Die Fahigkeit der Phagenantikorper, natives PrP nach der Denaturierung zu
erkennen, wurde im ECL-Westernblot untersucht. Der ECL-Westernblot ist bis zu
10fach empfindlicher als der herkdmmliche HRP-Westernblot (Nachweisgrenze 1
pg). Mit einem von Lee et al. (2000) durchgefuhrten Westernblot konnten mittels
alkalischer Phosphatase noch 5 pg PrP 27-30 (oder 10 ng murines Hirn-
Aquivalent) detektiert werden. Zunachst wurde das Protein aus dem 3T3-Tet-Off-
17+ Zellklon mit denaturierendem LSEB-Puffer extrahiert und dann durch SDS-

Gelelektrophorese von den anderen Proteinen getrennt. Der 3T3 Klon tragt das
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humane FFI-Gen stabil im Genom. Die Expression dieses Gens kann durch das
Antibiotikum Tetracyclin reversibel reprimiert werden. Das in diesen Zellen expri-
mierte PrP ist Proteinase K sensitiv (personliche Mitteilung A. W. Stuke, DPZ). Wie
in der Abb. 3.17 zu sehen, binden die drei Phagenantikérper pC16G8, pC26B8
und pC25G6 spezifisch an die drei charakteristischen Prionproteinbanden, die
nicht-glykosylierte 23-27 kDa Bande, die einfach-glykosylierte 28-30 kDa Bande
und die doppelt-glykosylierte 33-42 kDa Bande.

Das native PrP ist in vivo auf der Zelloberflache durch den GPI-Anker gebun-
den. Die Fahigkeit der Phagenantikorper, natives PrP nach der Denaturierung zu
erkennen, wurde im Westernblot untersucht. Dazu wurde das Protein aus dem
3T3-Tet-Off-17+ Zellklon mit denaturierendem LSEB-Puffer extrahiert und dann
durch SDS-Gelelektrophorese von den anderen Proteinen getrennt. Der 3T3 Klon
tragt das humane FFI-Gen stabil und durch das Antibiotikum Tetracyclin induzier-
bar im Genom. In diesen Zellen expremiete PrP ist Proteinase K sensitiv (personli-
che Mitteilung A. W. Stuke, DPZ). Wie in der Abb. 3.17 zu sehen, binden die drei
Phagenantikorper, pC16G8, pC26B8 und pC25G6 spezifisch an die drei charakte-
ristischen Prionproteinbanden. Diese sind die nicht-glykosylierte 23-27 kDa Bande,
die einfach-glykosylierte 28-30 kDa Bande und die doppelt-glykosylierte 33-42 kDa

Bande.
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5 Zusammenfassung

Zur Induktion von Antikorpern gegen bovines PrP wurden PrP%°-Msuse intra-
peritoneal mit in vitro hergestellten rekombinanten bovinen SFV Partikeln (rbSFV)
immunisiert. Um rbSFV Partikel herzustellen, wurde zuerst der offene Leserahmen
(ORF) des bovinen Priongens in SFV kloniert. Dann wurden das rbSFV und das
Helfer SFV Il mit Spe | linearisiert und in vitro in RNA transkribiert. Anschlie3end
wurden damit BHK-Zellen infiziert und die produzierten Partikeln zur Immunisie-
rung von PrP®*-Mausen verwendet. Weil die BHK-Zellen PrP auf ihren Oberfla-
chen Uberexprimierten, wurden sie im Immunfluoreszenztest eingesetzt.

Zur Produktion der mAk wurden die Milzzellen der immunisierten Mause ent-
nommen, und mit Myelomzellen fusioniert. Mehr als 800 Hybridklone wurden se-
lektiert und auf das Sezernieren von Antikorpern zuerst in der Immunfluoreszenz
und danach in einem Peptid ELISA auf ihre Epitopspezifitdt getestet. Es konnten
insgesamt acht unterschiedliche Hybridomzellinien (15G8, 16G8, 17G5, 19C6,
25E6, 25G6, 26B8 und 26E10) als stabile Zellinien etabliert werden. Die Monoklo-
nalitat der antikorperproduzierenden Zellen wurde durch Verdunnung und mehrfa-
che Klonierung gewahrleistet. Um die Konzentration der mAk im Hybridomzel-
liberstand zu erhdohen, wurden einige der gegen das bovine PrP (15G8, 26B8)
und einige der gegen das humane PrP (3B5 und 12F10) gerichteten Hybridomklo-
ne im Minifermenter kultiviert. Die funf mAk 15G8, 19C6, 25E6, 25G6 und 26E10
reagieren mit einer N-terminal gelegenen Region in der repetitiven Domane, die
den Aminosauren 47—-101 entspricht. Die Reaktion der fiUnf mAk mit der repetitiven
Aminosauresequenz ergab ein sehr starkes Signal. Zusatzlich wurden aber auch
andere Epitope (AS 197 — 220, und AS 221 — AS 233) von diesen mAk erkannt.
Besonders auffallig war 15G8, der als einziger mAk zusatzlich mit der C-terminalen
Region (AS 220-259) reagierte. Die drei weiteren mAk 16G8, 17G5 und 26B8
binden an eine Region (AS 197 — 220), die an die zweite Helixregion angrenzt. Alle
acht Antikorper liel3en sich als IgG k (Kappa) klassifizieren.

Um bovines PrP im Retikulozytenlysat in vitro zu synthetisieren, wurden huma-
ne und bovine PrP°® Priongene in den pBS" Vektor kloniert und im Kaninchen-

Retikulozyten in vitro transkribiert. Dieses Lysat wurde mit polyklonalen Mausim-
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munseren sowie Hybridomzelliberstanden inkubiert und anschlieRend Uber Pro-
tein A Sepharose prazipitiert. Die kalkulierte unglykolysierte Masse von PrP betragt
23,1 kDa und stimmt mit der im Westernblot identifizierten Bande uberein. Daher
reagierten diese mAKk nicht mit Zuckeranteil des PrP

Um Einzelketten-Phagenantikorper (ScFv) gegen das bovine Prionprotein aus
den etablierten Hybridomzellinien zu isolieren, wurde die RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Dann wurden die variablen Genregionen der leichten (V) und
schweren Ketten (Vs) amplifiziert, in einer weiteren PCR-Reaktion verknupft, in
einen Vektor ligiert und anschlielend in E. coli elektroporiert. Es konnten die Pha-
genantikorper pC16G8, pC25G6 und pC26B8 isoliert werden. lhre DNA wurde
sequenziert und in die Proteinsequenz uUbersetzt. Die Aminosauresequenz der
CDR 3-Region der schweren Kette wird von den vier Aminosauren YTSQ bei
pC16G8 und den acht Aminosauren DSGTGFAY bei pC26B8 aufgebaut. Alle
Phagenantikorper erkannten im Westernblot die drei charakteristischen Prionpro-

teinbanden.
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6 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten mAk und Phagenantikérper binden
an lineare Epitope im Peptid-ELISA und an Bereiche auf dem nativen PrP im We-
sternblot und in der Immunfluoreszenz. In spateren Arbeiten sollten I6sliche ScFv
Fragmente isoliert werden. Diese kleinere Fragmente kénnten zur Untersuchung
der Biosynthese des PrP und der Pathogenese der Krankheit eingesetzt werden.
Die ersten Experimente in diese Richtung sind bereits bei der Herstellung von
Phagenantikérper aus dem Hybridomzellen begonnen worden. Die ScFv Frag-
mente kdnnen in die Zellen eindringen und an das PrPS® binden. So kénnen die
Kontaktstellen, die fur das Umklappen des PrP notwendig sind, blockiert werden.
Um die Ausbreitung der PrP-Infektion zu verhindern, soll die Eignung der isolierten
mAKk fur die Diagnostik an Gewebeschnitten oder Blut infizierter Tiere im weiteren
untersucht werden. Um einen Antikorper herzustellen, der sowohl speziesspezi-
fisch ist als auch zwischen dem PrP® und PrPSC® unterscheidet kann, sind Bin-
dungsstudien an nativem, mit Pathogenitat assoziiertem PrpS°© notwendig. Ein
Antikdrper der nur an das PrP°® bindet, kdnnte in Saugetiere therapeutisch, ohne
Beeintrachtigung der PrP® Funktion, eingesetzt werden.

Zur Zeit lakt sich das infektiose PrP, mit Hilfe von Antikorper, noch nicht in
Kuhmilch, Muskelfleisch oder Blut vor der Ausbruch der Krankheit aufspliren. Um
die Sensitivitat des Tests zu erhohen sollten empfindlichere Detektierungsmetho-
den angewendet werden. Mit der von Sano et al. (1992) publizierte Methode der
Immuno-PCR bei der Antikorper mit einem DNA-Fragment verknlpft wird, konnte

das Zielantigen in sehr geringere Menge in Korperflussigkeiten nachweisen.
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Tab. A1: Far den ,gridded array assay“ im ELISA verwendete bovine PrP-

Peptide (P1-P114).

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39

MVKSHIGSWI

LVLFVAMWSD

VGLCKKRPKP

GGGWNTGGSRYPG
GWNTGGSRYPGQG
NTGGSRYPGQGSP
GGSRYPGQGSPGG
SRYPGQGSPGGNR
YPGQGSPGGNRYP
GQGSPGGNRYPPQ
GSPGGNRYPPQGG
PGGNRYPPQGGGG
GNRYPPQGGGGWG
RYPPQGGGGWGQP
PPQGGGGWGQPHG
QGGGGWGQPHGGG
GGGWGQPHGGGWG
GWGQPHGGGWGQP
GQPHGGGWGQPHG
PHGGGWGQPHGGG
GGGWGQPHGGGWG
GWGQPHGGGWGQP
GQPHGGGWGQPHG
PHGGGWGQPHGGG
GGGWGQPHGGGWG
GWGQPHGGGWGQP
GQPHGGGWGQPHG
PHGGGWGQPHGGG
GGGWGQPHGGGWG
GWGQPHGGGWGQP
GQPHGGGWGQPHG
PHGGGWGQPHGGG
GGGWGQPHGGGGW
GWGQPHGGGGWGQ
GQPHGGGGWGQGG
PHGGGGWGQGGTH
GGGGWGQGGTHGQ
GGWGQGGTHGQWN
WGQGGTHGQWNKP

P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53
P54
P55
P56
P57
P58
P59
P60
P61l
P62
P63
P64
P65
P66
P67
P68
P69
P70
P71
P72
P73
P74
P75
P76
P77
P78

QGGTHGQWNKPSK
GTHGQWNKPSKPK
HGQWNKPSKPKTN
QWNKPSKPKTNMK
NKPSKPKTNMKHV
PSKPKTNMKHVAG
KPKTNMKHVAGAA
KTNMKHVAGAAAA
NMKHVAGAAAAGA
KHVAGAAAAGAVV
VAGAAAAGAVVGG
GAAAAGAVVGGLG
AAAGAVVGGLGGY
AGAVVGGLGGYML
AVVGGLGGYMLGS
VGGLGGYMLGSAM
GLGGYMLGSAMSR
GGYMLGSAMSRPL
YMLGSAMSRPLIH
LGSAMSRPLIHFG
SAMSRPLIHFGSD
MSRPLIHFGSDYE
RPLIHFGSDYEDR
LIHFGSDYEDRYY
HFGSDYEDRYYRE
GSDYEDRYYRENM
DYEDRYYRENMHR
EDRYYRENMHRYP
RYYRENMHRYPNQ
YRENMHRYPNQVY
ENMHRYPNQVYYR
MHRYPNQVYYRPV
RYPNQVYYRPVDQ
PNQVYYRPVDQYS
QVYYRPVDQYSNQ
YYRPVDQYSNQNN
RPVDQYSNQNNEV
VDQYSNQNNFVHD
QYSNQNNFVHDCV
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P79
P80
P81
P82
P83
P84
P85
P86
P87
P88
P89
P90
POl
P92
P93
P94
P95
P96
P97
P98
P99
P100
P101
P102
P103
P104
P105
P106
P107
P108
P109
P110
P111
P112
P113
P114

SNONNFVHDCVNI
ONNFVHDCVNITV
NFVHDCVNITVKE
VHDCVNITVKEHT
DCVNITVKEHTVT
VNITVKEHTVTTT
ITVKEHTVTTTTK
VKEHTVTTTTKGE
EHTVTTTTKGENF
TVITTTKGENFTE
TTTTKGENFTETD
TTKGENFTETDIK
KGENFTETDIKMM
ENFTETDIKMMER
FTETDIKMMERVV
ETDIKMMERVVEQ
DIKMMERVVEQMC
KMMERVVEQMCIT
MERVVEQMCITQY
RVVEQMCITQYQR
VEQMCITQYQRES
OMCITQYQRESQA
CITQYQRESQAYY
TQYQRESQAYYQR
YORESQAYYQRGA
RESQAYYQRGASV
SQAYYQRGASVIL
AYYQRGASVILFS
YORGASVILFSSP
RGASVILFSSPPV
ASVILFSSPPVIL
VILFSSPPVILLI
LFSSPPVILLISF
SSPPVILLISFLI
PPVILLISFLIFL
VILLISFLIFLIVG
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Tab. A2: Im ELISA verwendete Schaf PrP-Peptide (P1-P16).

Peptid- Aminosauren- Aminosaurensequenz
nummer nummer
1 1-16 MVKSHIGSWILVLFVA
2 14-32 FVAMWSDVGLCKKRPKPGG
3 29-46 KPGGGWNTGGSRYPGQGS
4 40-56 RYPGQGSPGGNRYPPQG
5 57-72 GGGWGQPHGGGWGQPH
5 73-88 GGGWGQPHGGGWGQPH
6 89-104 GGGGWGQGGSHSQWNK
7 98-113 SHSQWNKPSKPKTNMK
8 113-131 KHVAGAAAAGAVVGGLGGY
9 128-148 LGGYMLGSAMSRPLIHFGNDY
10 145-163 LGGYEDRYYRENMYRYPNQ
11 160-179 YPNQVYYRPVDRYSNQNNFEV
12 176-189 NNFVHDCVNITVKQ
13 186-194 TVKQHTVTT
14 191-208 TVTTTTKGENFTETDIKI
15 209-228 MERVVEQMCITQYQRESQAY
16 224-244 ESQAYYQRGASVILFSSPPVI
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Poster 101

Generation of recombinant phage antibodies for the detection of inducible expressed
and purified prion proteins

O. Ahmad-Omar, G. Hunsmann and A.W. Stuke
German Primate Centre, Department of Virology and Immunology, Kellnerweg 4. 37077
Gottingen, Germany
phone: +49-551-3851-153, fax: +49-551-3851-184, e-mail: astuke@www.dpz.gwdg.de

To investigate the structure and function of the prion protein (PrP), eight monoclonal anti-
bodies (MAbs) and three recombinant single-chain variable fragment (ScFv) antibodies
against the bovine prion protein were generated. Therefore, the bovine wild-type gene was
cloned into a Semliki-Forest virus (SFV) plasmid (provided by P. Liljestrém), transcribed in vi-
tro and the resulting RNA was co-electroporated with pSFV-Helper2 into BHK cells. The in-
fected BHK cells served as a rich source of recombinant PrP antigen. PrP%° mice (provided
by C. Weissmann) were immunized intraperitoneally with SFV particles, boosted subcutane-
ously each month and after four month splenocytes were fused with myeloma cells (the proto-
col was successfully applied by W. Bodemer for the production of Mabs against the human
prion protein). The MAb production of the resulting hybidoma cells was first analysed by im-
munofluorescence using SFV infected BHK cells which expressed the wild-type bovine prion
protein. Subsequently, to confirm the MAb production, the hybridoma cells were screened in
an ELISA assay by using a mixture of overlapping peptides covering the entire bovine PrP as
antigen. Eight cell lines stably producing MAbs were isolated and used for the isolation of the
antibody genes.

The total RNA was isolated from three of the hybridoma cell lines (Quiagen RNeasy Kit)
and transcibed in vitro by RT-PCR (GibcoBRL SuperScript Kit). The DNA regions coding for
the two antibody chains were amplified by PCR using one primer pair for the light and another
pair for the heavy chain (applying the Pharmacia recombinant phage antibody system). During
the assembly reaction, both DNA fragments were linked with a specially constructed linker
DNA and cloned into the pCANTABS5E phagemid vector. To express the phage-displayed re-
combinant antibodies, competent E. coli TG1 cells were transformed with the phagemid clo-
nes and superinfected with M13K07 helper phage. The phage antibodies were purified by
PEG precipitation and used for further analysis. To obtain the soluble form of the recombinant
antibodies, E. coli HB2151 cells were infected with the antigen-positive clones. In additional
experiments, the DNA from the three ScFv phages was isolated, sequenced and the CDR re-
gions were identified by computer comparisions. Since the ScFv molecules can be modified
using recombinant DNA technology, they may be useful tools to examine the conformational
conversion of PrP. Subsequently, the binding specificities of the three ScFv phage antibodies
and the eight MAbs was determined in an ELISA assay with bovine PrP peptides as antigens.
Therefore, a mapping of the PrP epitopes which were recognized by the MAbs and ScFv anti-
bodies was performed with a gridded array of 114 synthetic 13mer peptides. This high resolu-
tion assay clearly identified different core epitopes on the bovine PrP. To prove the binding
properties of the MAb and phage ant|bod|es we performed detailed Western blot studies. In
order to isolate the proteins, 1x10” cells of 3T3 L1 Tet-Off clone 17+ -grown in tetracycline
free medium- were treated with low salt extraction buffer (LSEB). In this cell line, the murine
Prnp ORF was exchanged against the human fatal familial insomnia (FFI) ORF by targeted
gene replacement at one allele. Furthermore, the expression level of the FFI protein can be
regulated in this cell line by the amount of tetracycline added into the medium. After the pro-
tein extraction, the samples were loaded on 12% denaturing PAGE gels, electroblotted onto
nitrocellulose membranes and incubated with the phage antibodies (16G8, 26B8, and 25G6).
The second antibody was HRP-conjugated anti M13. The typical three PrP bands were clearly
visible with the chemiluminescent ECL detection system (Amersham) after 1 second of expo-
sure time. In other Western blots, purified murine wild-type PrP* was used as antigene and
showed positive signals. To sum it up it can be said that the three phage-displayed antibodies
clearly showed strong signals of the three PrP specific bands in an ECL Western blot. In a

peptide ELISA assay they also identified different epitopes on the bovine prion protein.
This study was supported by grants PL95-1185, PL97-2679 and PL97-6040 (Biomed Il) from the EU.
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