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1 Einleitung

1.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE)

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien umfassen eine Gruppe todlich verlaufender,
neurodegenerativer Krankheiten, die bei Tieren und Menschen auftreten. Unter natiir-
lichen Bedingungen werden nach einer langen Inkubationszeit zentralnervise Symptome
wie Koordinationsstorungen und Demenz beobachtet, in deren Folge immer der Tod
eintritt. Neuropathologische Untersuchungen des Gehirns ergeben ein weitgehend ein-
heitliches Bild, das durch den Untergang der Neuronenzellpopulation, daraus resultieren-
der Vakuolisierung und reaktiver Astrozytose gekennzeichnet ist. Immunhistologisch kann
die Akkumulation eines Proteins (Prionprotein) nachgewiesen werden; daher auch der
Name Prionerkrankung. Sowohl klassische Erreger als auch nackte DNA oder RNA wer-
den nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft als Krankheitsursache ausgeschlossen.
In Abhéingigkeit von der Wirtsspezies und der Pathologie werden die TSE unterschiedlich

bezeichnet.

1.1.1 TSE beim Tier: Scrapie, BSE, CWD, TME, FSE und weitere prion-

protein-assoziierte neurodegenerative Krankheiten

TSE-Erkrankungen der Tiere sind im Gegensatz zur TSE des Menschen immer infektio-
ser Genese. Autochthone Herde wurden bislang nur bei Scrapie und CWD beobachtet.
Alle anderen Krankheiten stehen im direkten Zusammenhang mit der Aufnahme von

kontaminierten Futtermitteln.

Scrapie bei Schaf und Ziege Die Scrapie bei Schaf und Ziege stellt den Prototyp
der TSE-Erkrankungen dar. Beschrieben wurde sie erstmals 1732 bei Schafen (McGowan
1922) und aufgrund der unbekannten Genese lange Zeit mit deskriptiven Namen belegt
(Greig 1950). Die Klinik ist im typischen Fall gekennzeichnet durch starken Juckreiz (to
scrape: kratzen), Ataxien (Traberkrankheit), Tremor (la tremblante: Zittern) und Uber-
erregbarkeit. Im Endstadium tritt der vollige Koordinationsverlust ein, und die Tiere
liegen fest. Es werden jedoch auch klinische Félle beschrieben, bei denen der Juckreiz

fehlt und Apathie im Vordergrund steht. Scrapie kommt weltweit vor. Lediglich Aus-



tralien und Neuseeland werden als scrapiefrei angesehen. Eine besonders hohe Privalenz
herrscht in Grobritannien. Morgan (Morgan, Nicholas, et al. 1990) hielt 1990 fest, dass
in etwa 30% der Schatherden Fille von Scrapie aufgetreten sind. Die Vorkommenshéu-
figkeit in Deutschland ist vergleichsweise gering. Seit dem Zweiten Weltkrieg wurden
elf Scrapieausbriiche registriert; der letzte im Dezember 2001. Die natiirlichen Uber-
tragungswege der Scrapie in der Natur sind bisher noch nicht vollstéindig geklirt. Seit
1936 gilt die Ubertragbarkeit der Krankheit auf Schafe (Cuillé & Chelle 1936) und seit
1939 auch die Ubertragbarkeit auf Ziegen (Cuillé & Chelle 1939) als gesichert. Die er-
regerhaltige Nachgeburt wird heute als Infektionsquelle fiir die horizontale Ausbreitung
der Scrapie innerhalb einer Herde angesehen (Pattison, Hoare, et al. 1972; Dickinson,
Stamp, et al. 1974). Isléindische Studien belegen (Sigurdarson 1991; Sigurdarson 1998),
dass kontaminierte Boden bei der Scrapiebekimpfung als Infektionsquelle berticksichtigt
werden miissen, da der Erreger linger als drei Jahre im Boden stabil bleibt (Brown &
Gajdusek 1991). Zur vertikalen Ubertagung liegen widerspriichliche Publikationenen vor,
die alle auf Embryonentransfer-Experimenten beruhen. Wihrend die Studien von Foster
et al. die vertikale Transmission belegen, lassen die Ergebnisse von Foote et al. einen
derartigen Ubertragungsweg als unmoglich einschitzen (Foster, McKelvey, et al. 1992;
Foote, Clark, et al. 1993; Foster, Hunter, et al. 1996). Die Inkubationszeit der Scrapie-
Erkrankung betréigt mindestens ein Jahr (Hunter 1991) und variiert in Abhéngigkeit
vom Genotyp des Empfingertieres. Die klinische Phase dauert bei Schafen vier bis neun
Monate, bei Ziegen ist sie hdufig kiirzer (Andrews, Laven, et al. 1992). Histologisch ist
das Bild der Scrapie-Erkrankung durch spongiforme Vakuolisierung im Gehirn und durch
Astrozytose gekennzeichnet (Zlotnik 1958). Amyloide Plaques werden indes nur selten
beobachtet (Wood, McGill, et al. 1997). Eine natiirliche Ubertragung der Scrapie auf den

Menschen wurde bisher nicht beobachtet.

CWD - Chronic Wasting Disease - bei Zerviden In den USA wurde diese Erkran-
kung der Zerviden erstmals 1967 bei in Gefangenschaft gehaltenen Maultierhirschen und
Wapiti beschrieben (Williams & Young 1980). Eine 2000 vertffentlichte Studie deutet
darauf hin, dass im Nordosten Colorados und im Siidosten Wyomings bis zu 15% der Po-

pulation wildlebender Hirsche und Wapitis mit der CWD infiziert sind (Miller, Williams,



et al. 2000). Der Ursprung und die Ubertragungswege dieser Erkrankung sind jedoch
noch ungeklirt. Unbekannt ist bislang auch die Ubertragbarkeit auf Mensch und Tier.
Bislang liegen nur in vitro Studien vor, die das Ubertragungsrisiko auf Mensch, Rind und
Schaf als gering einschiitzen lassen (Raymond, Bossers, et al. 2000). Die Beobachtung der
TSE-Freiheit von Bighorn Schafen im Feld liefert lediglich den Hinweis auf ein geringes
Ansteckungsrisiko, da diese gemeinsam mit CWD-befallenen Hirschen eine 6kologische

Nische besiedeln (Raymond, Bossers, et al. 2000).

BSE - Bovine Spongiforme Enzephalopathie - bei Rindern Im April 1985 wurde
erstmals die Klinik einer BSE-Erkrankung bei Rindern in Groflbritannien beobachtet.
Geschildert wurden unspezifische Symptome wie Gewichtsverlust und Riickgang der Milch
leistung, die dann von Schreckhaftigkeit, Zdhneknirschen, exzessivem Lecken, Koordina-
tionsstorungen bis hin zum Festliegen gefolgt wurden. Als BSE diagnostiziert wurde diese
zuniichst unbekannte ZNS-Erkrankung bei Rindern jedoch erst ein Jahr spéter. Die erste
histologische Untersuchung eines solchen Falles wurde im November 1986 im CVL (Cen-
tral Veterinary Laboratory) in Weybridge durchgefiihrt. Festgestellt wurde eine spongi-
forme Enzephalopathie unbekannter Atiologie (Wells, Scott, et al. 1987; Wilesmith, Wells,
et al. 1988; Wells, Hawkins, et al. 1998). Tiere im Alter zwischen 20 Monaten und 15
Jahren erkrankten. In epidemiologischen Studien wurde ein mittleres Erkrankungsalter
von fiinf Jahren ermittelt. Als wahrscheinlichste Krankheitsursache wurde die Verfiit-
terung von Tiermehl angesehen (Wilesmith, Wells, et al. 1988; Wilesmith, Ryan, et al.
1991). In den frithen 80er Jahren wurden die Anforderungen an die Tiermehlherstel-
lung verdndert. Tierkorperbeseitigungsanlagen verzichteten zum einen auf die Fettextrak-
tion mit Hydrokarbonltsungsmitteln, zum anderen veréinderten sie Behandlungstemper-
atur und -zeit (Bradley 1993; Anderson, Donnelly, et al. 1996). Neuere Untersuchungen
deuten darauf hin, dass die Behandlung mit organischen Losungsmitteln keinen Einfluss
auf den Erregergehalt im Behandlungsgut hat (Taylor & Woodgate 1997; Taylor, Fer-
nie, et al. 1998). 1988 wurde in Grofibritannien der ,BAN” erlassen: die Verfiitterung
von wiederkduerhaltigem Tiermehl an Wiederkiduer wurde verboten. Die Wirkung dieser
Mafinahme spiegelt sich im Riickgang der Neuerkrankungen in England wider. Nach dem

Hohepunkt der Epidemie im Jahr 1992, wo 37280 Fille registriert wurden, sank die Anzahl



der Neuerkrankungen stetig ab. Allerdings wurde das Verfiitterungsverbot vermutlich erst
ab 1996 durch eine drastische Verschirfung der Kontrollen vollstéindig implementiert. Im
Jahr 2000 wurden in Grofibritannien nur noch 1400 BSE-Fille gezihlt. Bis heute wur-
den im Vereinigten Konigreich insgesamt 182581 BSE-Fille registriert (Stand 30.Juni
2002; www.oie.int). Anlass zu Spekulationen gibt das Auftreten einzelner BSE-Fiille bei
Jungtieren, die nach dem totalen Tiermehlverfiitterungsverbot geboren wurden (soge-
nannte ,BAB-Tiere”: born after the ban) und lieB zuniichst eine vertikale Ubertragung
vermuten. Experimentell konnte der Nachweis jedoch nicht erbracht werden (Bradley
1996). Vielmehr scheinen Tiermehlkontaminationen die Ursache fiir das Auftreten von
sogenannten ,,BAB-Tieren” zu sein. Unklarheit herrscht dariiber, ob es sich bei der ur-
spriinglichen Tiermehlkontamination um Scrapie der Schafe handelte oder um eine bislang
noch nicht beschriebene spontane Prionerkrankung bei einem Rind, das anschlieBend in
die Nahrungskette gelangte. Vor dem Hintergrund einer moglichen Infektion tiber Spezies-
barrieren hinweg wurden Ubertragungsstudien auf verschiedene Tierarten durchgefiihrt.
Krallenaffen (Baker, Ridley, et al. 1993), M#use (Fraser, McConnell, et al. 1988; Fraser
& Foster 1993), Rinder (Dawson, Wells, et al. 1990a), Schafe, Ziegen (Foster, Hope, et al.
1993), Schweine (Dawson, Wells, et al. 1990b; Dawson, Wells, et al. 1993), Nerze (Robin-
son, Hadlow, et al. 1994), Hamster (Dawson, Wells, et al. 1991) und Hiihner (Dawson,
Wells, et al. 1993) wurden mit Gehirnmaterial BSE-kranker Rinder intrazerebral infiziert.
Nur Hiihner und Hamster zeigten keine Krankheitsanzeichen. Wurde infektioses Material
peroral verabreicht, so blieben nur Schweine und Hiihner gesund (Dawson, Wells, et al.
1993). Méuse (Middleton & Barlow 1993), Rinder (Wells, Dawson, et al. 1994), Schafe,
Ziegen (Fraser & Foster 1993) und Nerze (Robinson, Hadlow, et al. 1994) erkrankten.
Demnach koénnten Schafe eine Gefahr darstellen, weil sie moglicherweise eine als Scrapie
maskierte BSE-Infektion weitergeben kénnen. Bislang wurde mit den derzeit zur Verfii-
gung stehenden Methoden jedoch noch kein solcher Fall diagnostiziert.

Zur Abschitzung des Infektionsrisikos, das von Rinderprodukten ausgehen kann, wur-
den verschiedene Organe des Rindes in Infektionsversuchen getestet. Diese ergaben, dass
bei BSE die Infektiositéit in erster Linie auf das ZNS, die Retina und ferner auch auf das
distale Tleum beschrénkt ist. M#use, die intrazerebral mit Organmaterial einer an BSE

erkrankten Kuh infiziert wurden, erkrankten nicht nach Applikation von Organproben



aus dem lymphoretikuldren System, dem Magen-Darmtrakt, dem Atmungstrakt und dem
Geschlechtsapparat. Auch das periphere Nervengewebe, Muskulatur, Haut, Knochen-
mark, Milch und Blut konnten keine Krankheit in den M&usen hervorrufen (Bradley
1996). Abzuwarten bleibt, ob ein Tier einer anderen Spezies, in diesem Fall eine Wildtyp-
Maus, ein ausreichend sensitives System fiir den Nachweis von geringen Infektionsdosen

darstellen kann.

TME, FSE und weitere prionprotein-assoziierte neurodegenerative Krankheit-
en bei anderen Spezies Diese Prionerkrankungen sind alle auf Infektionen durch kon-
taminierte Futtermittel zuriickzufiihren. Die Transmissible Mink Enzephalopathie (TME)
wurde erstmals 1947 auf einer Nerzfarm im US-Bundesstaat Wisconsin festgestellt. Spéter
gab es auch Félle in Kanada, Finnland, Russland und in der ehemaligen DDR (Marsh
1991a&b). Der letzte Ausbruch in den USA wurde 1985 registriert (Marsh, Bessen, et al.
1991). Unklarheit herrscht aber auch hier dariiber, welches Prion-Isolat urpriinglich das
Tierfutter kontaminierte. Scrapie als Kontaminationsquelle erscheint unwahrscheinlich,
da zwar eine intrazerebrale, nicht aber eine perorale Ubertragung von zwei verschiede-
nen amerikanischen bzw. britischen Scrapie-Isolaten auf Nerze gelang (Hanson, Eckroade,
et al. 1971; Marsh & Kimberlin 1975). Eine perorale BSE-Transmission auf Nerze war
jedoch moglich (Robinson, Hadlow, et al. 1994), weshalb ein Zusammenhang mit der Ver-
fiitterung von gefallenen Rindern (,,Downer cows”) in den USA als Krankheitsursache der
TME diskutiert wird (Marsh 1991b).

1990 wurde in Grobritannien das erste Mal die Feline Spongiforme Enzephalopathie
(FSE) bei Hauskatzen festgestellt (Pearson, Gruffydd-Jones, et al. 1991; Wyatt, Pear-
son, et al. 1991). Weitere Fiille wurden auch in Norwegen (Bratberg, Ueland, et al.
1995), Liechtenstein (Vandevelde, personl. Mitteilung) und Italien (Zanusso, Nardelli,
et al. 1998) beschrieben. Jedoch nicht nur Hauskatzen zeigten eine BSE-#hnliche Klinik
und Histopathologie. Ebenso starben zahlreiche Pumas, Geparde, Ozelote und Tiger, die
in britischen Zoos gehalten wurden, an FSE.

Auch in britischer Gefangenschaft gehaltene exotische Wiederkiuer wie Nyalas, Grofe
Kudus, Mufflons, Oryx- und Eland-Antilopen zeigten Symptome einer TSE (Kirkwood,
Wells, et al. 1992). Diese Krankheit wird unter dem Begriff der ,Exotic Ungulate En-



cephalopathy” (Enzephalopathie exotischer Klauentiere) zusammengefasst (Prusiner 1998).
Als Ursache dieser erst im Zusammenhang mit BSE aufgetretenen Krankheiten wird die

Verfiitterung von BSE-kontaminiertem Fleisch oder Tiermehlen angenommen.

1.1.2 TSE beim Menschen: CJD, vCJD, Kuru, FFI und GSS

Bei den humanen Prionerkrankungen kénnen beziiglich ihrer Genese sowohl infektitse als
auch nicht-infektiose Krankheitsursachen wie hereditére und idiopathische Krankheitsur-
sachen unterschieden werden. Im Tierversuch sind jedoch alle Formen unabhéngig von
ihrer Atiologie experimentell iibertragbar und damit infektits. Man unterscheidet generell
fiinf Hauptgruppen humaner TSE: die natiirlich vorkommenden Formen wie CJD, GSS,

FFI und Kuru und die erst zehn Jahre nach Erstbeschreibung von BSE festgestellte vCJD.

(klassische) CJD - Creutzfeldt-Jakob Disease Diese Erkrankung wurde erstmals
1920/21 von Creutzfeldt und Jakob als seltene Erkrankung des zentralen Nervensystems
beschrieben, die mit fortschreitender Demenz und extrapyramidalen, pyramidalen und
zerebellaren Ausfillen einhergeht (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921a; Jakob 1921b). Es wer-
den sporadische, hereditéire und infektiose Formen der CJD unterschieden. In 85% der
Félle tritt die sporadische Form der CJD auf mit einer jihrlichen Inzidenz von 1/1 000 000.
Betroffen sind Patienten in einem Alter zwischen 50 und 75 Jahren. 15% der CJD-Fille
sind hereditédrer Ursache und haben ihren Ursprung in autosomal-dominant vererbten
Mutationen im Priongen (siche Tabelle 1). Einzelne CJD-Patienten infizierten sich tiber
Medikamente (z.B. Hypophysenwachstumshormone oder Gondadotropin) (Gibbs, Gaj-
dusek, et al. 1968; Brown 1988), Transplantate (Cornea, Dura mater) (Duffy, Wolf, et al.
1974) oder kontaminiertes Operationsbesteck (Will & Matthews 1982).

vCJD - variant-Creutzfeldt-Jakob Disease Die neue Variante der CJD trat bis-
her vorwiegend bei jungen Menschen (16-48 Jahren) auf (Zeidler, Johnstone, et al. 1997;
Zeidler, Stewart, et al. 1997) und unterscheidet sich sowohl in der Klinik als auch neuro-
histologisch von der klassischen Form der CJD. Wihrend bei der sporadischen CJD die
neurologischen Symptome wie Demenz und Myoklonien in der Regel rasch fortschreiten

und innerhalb von zwei bis acht Monaten zum Tod fiihren, ist das klinische Bild der



vCJD zunéchst von psychischen Storungen gepriigt: verdnderte Sinneswahrnehmungen
wie Dysiisthesien, Depression und Angstzustéinde sind die Vorboten nachfolgender mo-
torischer Ausfille, die wihrend einer Krankheitsdauer von 7 bis 22 Monaten fortschreiten
und in komatoser Demenz enden.

Immunhistologisch werden bei der klassischen Form der CJD vor allem synaptische
Ablagerungen des Prionproteins im Neocortex und Thalamus diagnostiziert. Plaques
werden nur selten beobachtet. Bei der vCJD dominieren indes floride Plaques (amy-
loide Ablagerungen umgeben von Vakuolen) das histologische Bild (Will, Ironside, et al.
1996a&:b; Tronside & Bell 1997). Verinderungen sind hier vor allem in den Basalganglien
und im Thalamus zu finden. PrP™ ist bei vCJD aufler im Gehirn auch in Milz, Lym-
phknoten und Tonsillen nachweisbar (Hill, Desbruslais, et al. 1997; Hill, Zeidler, et al.
1997).

Bislang wurde die vCJD nur bei Patienten beschrieben, deren Kodon 129 des humanen
Priongens homozygot fiir die Aminoséure Methionin kodiert (Collinge, Beck, et al. 1996).
Auftillig fiir vCJD im Gegensatz zur klassischen Form ist das Fehlen typischer EEG-
Veréinderungen (Will, Ironside, et al. 1996).

1996, zehn Jahre nachdem die ersten BSE-Fille beim Rind im Vereinigten Konig-
reich diagnostiziert wurden, stellte man diese ungewthnliche Form der CJD erstmals
beim Menschen fest (Will, Ironside, et al. 1996a&b). Zunéchst herrschte Unklarheit iiber
einen moglichen Zusammenhang. In Ubertragungsversuchen zeigte BSE-Material jedoch
histologisch (Bruce, Will, et al. 1997), proteinbiochemisch (Collinge, Sidle, et al. 1996;
Hill, Desbruslais, et al. 1997) und beziiglich der Inkubationszeit und Empfinglichkeit
(Collinge, Palmer, et al. 1995; Lasmezas, Deslys, et al. 1996) die gleichen Eigenschaften
wie Proben von vCJD-Patienten. Deshalb gilt die Ubertragung des BSE-Erregers auf den

Menschen heute als gesichert.

Kuru Infektioser Genese ist auch Kuru, die als Lach- oder Schiittelkrankheit bezeichnet
wird (papuan. Kuru = zittern) und endemisch im Stamm der Fore in Papua-Neuguinea
vorkam. Die Verbreitung dieser Erkrankung, die erstmals von Gajdusek und Zigas 1957
beschrieben wurde (Gajdusek & Zigas 1957), erfolgte durch rituellen Kannibalismus.

Wiihrend der Totenzeremonie wurde das Gehirn des Toten verzehrt, Frauen und Kleinkinder



wurden damit eingerieben. Seit Mitte der 50er Jahre ist dieser Totenkult verboten (Alpers
1987).

Eine Neuansteckung wurde nach dem Verbot nicht mehr registriert; allerdings wer-
den heute noch einzelne Félle bei Eingeborenen beschrieben, die 40 Jahre nach dem
letzten Verzehr von menschlichem Gehirn noch an Kuru erkranken, woraus sich eine
Inkubationszeit zwischen 4!/, und 40 Jahren ergibt. Als Infektionsweg gilt die orale und
transkutane bzw. transokulidre Erregeraufnahme (Gajdusek 1996). Beobachtet wurden
neurologische Symptome wie zerebellare Ataxie, spastischer Strabismus und Tremor. Im
weiteren kam es zu psychischen Storungen: paradoxe Gefiihlsausbriiche wie z.B. grund-
lose Heiterkeit wurden beschrieben (Gajdusek 1996). In der Regel trat nach Auftreten der
ersten Krankheitsanzeichen nach ein bis zwei Jahren der Tod ein. Histologisch wurden
intrazytoplasmatische Vakuolen, reaktive Astrozytose und in 70% der Fille sogenannte
w2Kuru-Plaques” im Kleinhirn gefunden (Beck, Daniel, et al. 1966; Klatzo, Gajdusek, et
al. 1959; Bell & Ironside 1993; Gajdusek 1996).

GSS - Gerstmann-Striussler-Scheinker, FFI - Fatale familiire Insomnie und
weitere

prionprotein-assoziierte neurodegenerative Krankheiten Gemeinsam ist dieser
Gruppe der natiirlich vorkommenden Prionerkrankungen ihre hereditiire Atiologie, die
mit Mutationen im Priongen einhergehen (Tab. 1). Gerstmann, Stréussler und Scheinker
(Gerstmann, Straussler, et al. 1936) beschrieben erstmals 1936 eine familifire Storung,
die klinisch vor allem durch Kleinhirnsymptomatik geprégt ist. Histologisch fand man bei
dieser als Gerstmann-Stréussler-Scheinker-Syndrom (GSS) bezeichneten seltenen Krank-
heit sowohl im Grofhirn als auch im Kleinhirn amyloide Plaques. Spongiforme Verén-
derungen wurden nicht immer beobachtet (Bell & Ironside 1993).

Auch die FFI ist genetischen Ursprungs. Die Erkrankung tritt bei Patienten im Alter
zwischen 40 und 60 Jahren auf. Nach Auftreten der ersten Symptome fiihrt sie nach 7-18
Monaten zum Tod. Die Klinik ist durch Schlafstérungen, Ataxie und Gedéchtnisverlust
bei erhaltener Gesamtintelligenz gekennzeichnet. Thalamusatrophie in Verbindung mit
einer leichten Gliose und selten vorhandener Spongiose sind histologische Kennzeichen

dieser Erkrankung (Gambetti, Petersen, et al. 1993).



Erkrankung | Mutation im Prionprotein

hereditdre CJD | D178N (Genotyp an Codon 129: V/V), V180I, E196K,
E200K, V2031, R208H, E211Q, M232R und N-terminal gele-
gene Insertionen

GSS P102L, P105L, A117V (assoziiert mit GSS), H187R, F198S
(atyp. neurofibrillire Strukturen), D202N, Q212P, Q217R
(atyp. neurofibrillire Strukturen)

FFI D178N (Genotyp an Kodon 129: M/M)

Sonstige N171S (schizoaffektive Storungen), T183A (familifire spongi-
forme Enzephalopathie), T188R/K (prionprotein-assoziierte
Demenz), P238S

Tabelle 1: Hereditére Prionenkrankheiten und deren Mutationen im humanen Prionpro-
tein Quelle: www.expasy.ch/swissprot

Neben diesen beiden seltenen Formen der familidiren TSE wurden noch weitere neu-

rodegenerative Erkrankungen beschrieben, die mit Mutationen des Prion-Gens einherge-

hen (Tab. 1).

1.2 Die Pathogenese der TSE

Im Verlauf einer TSE kommt es zur Ablagerung eines Proteins (PrP™*), das sich auf-
grund seiner physikochemischen Eigenschaften vom zelluléiren Protein (PrP*") unter-
scheidet. Wihrend PrP*" (Abkiirzung fiir PK-sensitiv) vollstéindig durch Proteinase K
(PK) verdaut wird (Bolton, McKinley, et al. 1982; Oesch, Westaway, et al. 1985) und
in Detergens loslich ist (Meyer, McKinley, et al. 1986), zeigt PrP* (Abkiirzung fiir
PK-resistent) eine partielle PK-Resistenz und bildet unlosliche Aggregate. Diese unter-
schiedliche PK-Sensitivitdt macht man sich beim Nachweis einer TSE-Erkrankung zu
Nutze: homogenisiertes Probenmaterial wird verdaut. Da PrP**" PK-sensitiv ist, kann
anschlieBend nur noch PrP™* detektiert werden.

Aufgrund der auflerordentlichen Resistenz der TSE-Infektiositét gegeniiber herkémm-
lichen Inaktivierungsverfahren wurde erstmals von Griffith (Griffith 1967) die Idee einer
neuartigen Infektionskrankheit beschrieben, nach der das abgelagerte Protein (PrP) das
infektiose Agens darstellt. Jahre spéter untermauerte Prusiner (Prusiner 1982) mit Daten
aus Inaktivierungsexperimenten diese These. DNA- und RNA zerstorende Behandlungen

mit Nukleasen (Bellinger-Kawahara, Diener, et al. 1987; Kellings, Prusiner, et al. 1994),



1M Salzsiure, 100%igem Ethanol, Formaldehyd (Brown, Liberski, et al. 1990), trockener
Hitze (Brown, Liberski, et al. 1990; Brown, Rau, et al. 2000), ultraviolettem Licht und
ionisierender Strahlung (Alper, Haig, et al. 1966; Alper, Cramp, et al. 1967; Bellinger-
Kawahara, Cleaver, et al. 1987) fithrten, wenn {iberhaupt, nur zu einer geringen Abnahme
der Infektiositéit. Proteindenaturierende Losungen wie 6M Guanidiniumchlorid (Prusiner,
Groth, et al. 1981; Prusiner 1982; Prusiner, Groth, et al. 1993), 20% Natriumhypochlorid
(Kimberlin, Walker, et al. 1983; Taylor, Fraser, et al. 1994; Brown, Rohwer, et al. 1986)
oder 2M Natronlauge (Ernst & Race 1993) oder Proteasen senkten die Infektiositét je-
doch deutlich. Prusiner préigte den Begriff der ,,Protein-Only”-Theorie (Prusiner 1982),
wonach die pathologische Isoform eines natiirlich vorkommenden Proteins das infekticse
Agens darstellt. Er spricht daher vom Prionprotein im Sinne von ,,proteinaceous infectious

particle”. Fiir seine Arbeiten erhielt er 1997 den Nobelpreis fiir Medizin.

1.2.1 Molekulare Pathogenese der TSE

Der Beweis jedoch, dass allein PrP™ das infektiose Agens (PrP>¢) darstellt, steht noch
aus. In vitro gelang lediglich die ,de novo’-Herstellung eines Prionproteins mit den
physikochemischen Eigenschaften von PrP* (Kocisko, Come, et al. 1994; Bessen, Ko-
cisko, et al. 1995; Riesner, Kellings, et al. 1996; Raymond, Hope, et al. 1997; Hill, Anto-
niou, et al. 1999). Infektios waren diese Molekiile jedoch nicht (Hill, Antoniou, et al.
1999), was durch Inokulationsexperimenten belegt werden konnte. Deshalb vermuten
manche Arbeitsgruppen die Beteiligung von RNA-, DNA-Partikel oder von Viren an
der Krankheitsgenese (Diener, McKinley, et al. 1982; Diringer, Braig, et al. 1988; Dick-
inson & Outram 1988; Diringer, Beekes, et al. 1994; Manuelidis, Sklaviadis, et al. 1995;
Narang 1996). Eine Isolierung solcher Erreger ist bis jetzt aber noch nicht reproduzier-
bar gelungen. Gesichert ist jedoch, dass die Konformationséinderung eines physiologisch
vorkommenden Proteins (PrP*") in seine pathologische Isoform (PrP™) im Zentrum der
molekularen Pathogenese steht.

Beide Proteine weisen dieselbe Primérstruktur auf und unterscheiden sich lediglich
aufgrund ihrer Sekundérstruktur. Eine chemische Modifikation der Primérstruktur konnte
bislang nicht nachgewiesen werden. Wihrend bei der zelluldren Form (PrP*") a-Helix-

Strukturen iiberwiegen, enthélt PrP™ vor allem S-Faltblatt-Anteile. Fourier-Infrarot-
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Spektroskopie-Untersuchungen ergaben fiir PrP**" einen a-Helixanteil von 42% und einen
B-Faltblattgehalt von 3%, wihrend PrP™ unter Nativbedingungen einen a-Helixgehalt
von 30% und einen (-Faltblattanteil von 43% aufwies (Pan, Baldwin, et al. 1993). Als
Mechanismus fiir diese post-translationale Umfaltung (Borchelt, Scott, et al. 1990; Caugh-
ey & Raymond 1991) von PrP*" in PrP™ auch Konversion genannt, wurden zwei The-
orien postuliert: das Heterodimer-Modell und die ,,Seeding”-Hypothese.

Nach dem Heterodimer-Modell (Abb. 1) soll sich PrP™ an das zellulére Prionprotein
(PrP*") anlagern und so ein Heterodimer bilden. Dadurch soll eine Strukturumwandlung
induziert werden, bevor die Bindungspartner wieder dissoziieren (Prusiner 1991). Die
Konformationséinderung erfordert vermutlich eine hohe Aktivierungsenergie. Deshalb wer-
den in diesem Zusammenhang Chaperone wie Protein X diskutiert (Prusiner 1998). Ein
Dimer konnte bislang noch nicht nachgewiesen werden. Nach der ,,Seeding”-Hypothese
(Abb.1), auch Kristallisationskeim-Polymerisierungsmodell genannt, soll PrP stets, wenn
auch nur fiir kurze Zeit und in kleinen Mengen in einer PrP™-Konformation vorliegen.
Dieser Zustand soll jedoch erst stabil werden, wenn mehrere derartige Molekiile miteinan-
der aggregieren und dadurch weitere Kristallisationskeime ,;seeds” fiir die Anlagerung von
PrP* bilden. Dieser autokatalytische Prozess soll durch den Zerfall grofler Aggregate in
neue Kristallisationskeime beschleunigt werden (Jarrett & Lansbury 1993). Fiir diese The-
orie spricht, dass bislang PrP™ noch nie als Monomer in Losung nachgewiesen werden
konnte. Eine #hnliches Kristallisationsprinizip wurde auch bei der Bildung verschiedener
Flagellentypen beobachtet (Asakura, Eguchi, et al. 1966; Asakura 1966; Aizawa, Von-
derviszt, et al. 1990). Auch aus Saccharomyces cerevisiae wurden Proteine isoliert, die wie
Prionprotein in zwei, nicht genetisch verankerten, unterschiedlichen Isoformen vorkom-
men konnen: ure2p und sup35p (Wickner 1994; Sondheimer & Lindquist 2000; Li &
Lindquist 2000; Santoso, Chien, et al. 2000).

1.2.2 Biologische Pathogenese der TSE

Da die TSE-Erkrankungen mit Ausnahme der erblichen Formen durch orale oder peri-
phere, d.h. transokulére, transmembranire oder transkutane Erregeraufnahme erworben
werden, stellt sich die Frage nach dem Infektionsweg. Aus Versuchen mit PrP”-Miusen

(Knockoutméuse, die kein PrP*" exprimieren) weifl man, dass eine Prionerkrankung an
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Abbildung 1: Die zwei Theorien der Umfaltung:

Beim Heterodimer-Modell katalysiert ein PrP™-Monomer die Konformationsénderung
von PrP*®" iiber ein Heterodimer-Intermediat. Diese Umfaltung erfordert eine hohe Ak-
tivierungsenergie. Nach der ,,Seeding”-Hypothese existieren in vivo zwei Isoformen von
PrP, wobei das Gleichgewicht stark auf der Seite von PrP*" liegt. PrP™ wird nur sta-
bilisiert, wenn es an einen bereits bestehenden Kristallisationskeim ,;seed” binden kann.
Die Kristallisationskeimbildung ist ein selten vorkommender Prozess. Durch Zerfall der
Polymere entstehen neue, die Aggregatbildung katalysierende Kristallisationskeime.
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die Expression von PrP*" im Gehirn gebunden ist: Nach intrazerebraler Infektion von
PrP”-Tieren erkrankten die Tiere nicht, und PrP* konnte nicht nachgewiesen werden
(Bueler, Aguzzi, et al. 1993; Sailer, Bueler, et al. 1994). Das Wiedereinfiihren muriner Pri-
ongene in das Genom von PrP”%-M:use ermoglichte wieder eine Infektion und fithrte bei
diesen in Abhéngigkeit der steigenden Kopienzahl zu einer Abnahme der Inkubationszeit
(Fischer, Rulicke, et al. 1996). Wurden PrP”-Tiere intraperitoneal infiziert, denen zuvor
PrP**"-haltiges Nervengewebe intrazerebral implantiert worden war, kam es zu keinen
pathologischen Veriinderungen im PrP-haltigen Gehirnabschnitt (Brandner, Raeber, et
al. 1996; Brandner, Isenmann, et al. 1996). Dieser Versuch belegt, dass fiir eine erfol-
greiche Weiterleitung des infektiosen Agens ins Gehirn PrP-exprimierendes Gewebe auch
auflerhalb des ZNS anwesend sein muss.

In diesem Zusammenhang wird zum einen dem lymphoretikuliren Gewebe und zum
anderen dem PNS (peripheren Nervensystem) (Kimberlin & Walker 1980) eine zentrale
Rolle zugeschrieben. Bei einer oralen Infektion wird die Erregeraufnahme iiber die M-
Zellen der Peyerschen Plaques vermutet. Von dort sollen sie auf noch nicht geklirte Weise
in die Milz gelangen, wo sie sich in follikulér dendritischen Zellen (follicular dendritic cells;
FDC) (Kitamoto, Muramoto, et al. 1991; McBride, Eikelenboom, et al. 1992) replizieren.
Auch in Lysosomen der TBMs (tingible body macrophages) konnten sie nachgewiesen
werden (Jeffrey, McGovern, et al. 2000). Anschlieflend werden sie via peripheres Nerven-
system mit einer Geschwindigkeit von etwa 1lmm pro Tag (Kimberlin, Hall, et al. 1983;
Glatzel & Aguzzi 2000) ins ZNS transportiert: entweder iiber eine dominoeffektartige
Umfaltungskaskade entlang der Nervenzelle oder durch einen axonalen Transportmecha-
nismus.

Im Gehirn kommt es dann zur Proteinakkumulation in Astrozyten und Neuronen
(Diedrich, Bendheim, et al. 1991) und schliellich durch Apoptose (Giese, Groschup, et
al. 1995; Forloni 1996; Schatzl, Laszlo, et al. 1997) zum neuronalen Zelltod. Ob diese Sché-
den infolge der PrP"*-Ablagerung entstehen oder durch den Verlust der physiologischen
Funktion von PrP*" ist noch ungeklirt. In diesem Zusammenhang wurden Stérungen
im Metabolismus verschiedener Neurotransmitter (Lu, Sturman, et al. 1995; Rubenstein,
Deng, et al. 1991; Kristensson, Feuerstein, et al. 1993), Verinderung der Hitzeschock-
proteinantwort (Tatzelt, Zuo, et al. 1995; Tatzelt, Voellmy, et al. 1998), eine Erhohung

13



von Zytokinen (Campbell, Eddleston, et al. 1994; Williams, Lawson, et al. 1994) und
CD8+-Zellen (Betmouni, Perry, et al. 1996), und auch die Neurotoxizitéit eines amy-
loidogenen PrP-Fragments (huPrP aal06-126) diskutiert (Brown, Herms, et al. 1997;
Forloni, Angeretti, et al. 1993). Die Klinik und die Pathologie der Scrapie-Erkrankung
ist nicht an einen bestimmten Zelltyp gebunden. Versuche an transgenen Méiusen, die
PrP*" nur auf Neuronen (Race, Oldstone, et al. 2000) bzw. nur auf Astrozyten (Rae-
ber, Race, et al. 1997) exprimierten, zeigten, dass diese sich nicht in Krankheitsanzei-
chen und Histopathologie unterschieden. Daraus kann geschlossen werden, dass die bei
TSE-Erkrankungen beobachtete Neuronendegeneration nicht direkte Folge einer Zellpo-
pulationschéidigung durch PrP™*-Akkumulation ist, sondern auch sekundir vermittelt
sein kann.

Versuche zur Pathogenese der TSE-Erkrankungen wurden meistens in der Maus, im
Hamster oder seltener im Schaf mit Scrapiematerial durchgefiihrt und sind deshalb nur be-
dingt iibertragbar auf den Infektionsverlauf spongiformer Enzephalopathien bei anderen
Spezies. Schon bei Arbeiten im Mausmodell mit unterschiedlichen Scrapiestimmen fielen
Unterschiede auf. Wéhrend der Scrapiestamm Me7 z.B. in PrP-haltigen FDCs (follicular
dendritic cells; follikuldr dendritische Zellen) der Milz repliziert wird (Brown, Stewart, et
al. 1997), hiingt beim Stamm RML die Replikation in der Milz offenbar von PrP-haltigen
B-Zellen ab (Klein, Frigg, et al. 1997; Blattler, Brandner, et al. 1997). Auch die Bedeu-
tung der Milz ist im Infektionsgeschehen bei Hamster und Maus unterschiedlich: zeigten
splenektomierte Méuse nach peripherer Infektion eine Verldngerung der Inkubationszeit
(Fraser & Dickinson 1978), so blieb diese bei splenektomierten Hamstern (Kimberlin &
Walker 1986) unbeeinflusst. Diese Unterschiede belegen zum einen, dass es wahrscheinlich
keine uniforme Pathogenese fiir die verschiedenen TSE-Erreger und -Stédmme gibt, und
zum anderen, dass der im Nagetier untersuchte Infektionsweg nicht zwingend dem des
natiirlichen Wirts entsprechen muss. Dariiber hinaus wird auch der vollige Bypass des
lymphoretikulidren Systems beobachtet (Kimberlin & Walker 1989; Lasmezas, Cesbron,
et al. 1996; Beekes, Baldauf, et al. 1996a; Beekes, Baldauf, et al. 1996b; Beekes, McBride,
et al. 1998).
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1.3 Das Prionprotein
1.3.1 Die Struktur von PrP

Die Struktur des Prionproteins konnte bislang nur fiir die zelluldre Isoform PrP*" be-
stimmt werden. In NMR-Studien konnte die rdumliche Anordnung von murinem (Riek,
Hornemann, et al. 1996), humanem (Zahn, Liu, et al. 2000), bovinem (Lopez, Zahn,
et al. 2000) und Hamster-PrP (Donne, Viles, et al. 1997) gekldrt werden. Eine detail-
lierte Strukturbestimmung von PrP* gelang bislang nicht, da es unlosliche Aggregate
bildet. PrP*" besteht aus zwei Bereichen: einem unstrukturierten flexiblen N-terminalen
Schwanz (aa23-120) und einer C-terminalen strukturierten, globuléren Doméne (aal21-
230).

Im N-Terminus liegen mogliche Transmembranbereiche, die amyloidogene, neuroto-
xische Region und Spaltungsstellen fiir Proteinase K und andere Proteasen. Im weite-
ren sind Oktarepeatregionen (sich wiederholende Oktapeptidmotive PHGGGWGQ) N-
terminal lokalisiert, die Kupferionen binden kénnen.

C-terminal enthélt PrP%" drei a-Helizes und zwei S-Faltblattstrukturen. Bei der Maus
sind diese wie folgt lokalisiert: Helix]l aal43-153, Helix2 aal74-192, Helix3 aal99-218;
b1 aal27-130; 52 aal60-163. In diesen Abschnitten vermutet man Umfaltungsprozesse
wihrend der PrP*-Bildung und die Interaktion mit Protein X.

1.3.2 Das PrP-Gen (Prnp)

PrP** wird durch ein einziges Exon im Prnp-Gen kodiert. Das Gen, das bei der Maus
auf Chromosom 2 und beim Menschen auf Chromosom 20 lokalisiert ist, besteht bei
Maus, Ratte, Schaf und Rind aus drei Exons, wobei der offene Leserahmen (ORF) im
dritten Exon liegt. Das Prnp-Gen des Menschen und des Hamsters enthélt lediglich zwei
Exonbereiche, mit dem ORF im zweiten Exon (Lee, Westaway, et al. 1998). Der Promotor
ist 5'-terminal des Exon 1 gelegen (Inoue, Tanaka, et al. 1997).

Fiir Maus-Prnp gibt es zwei Polymorphismen: Prnpa (Kodon 108L; 189T) kodiert in
der Regel fiir eine verkiirzte Inkubationszeit, wihrend Prnpb (Kodon 108F; 189V) mit
einer langen Inkubationszeit einhergeht. Bei weitergehenden Genanalysen fiel auf, dass

Prnpa im Gegensatz zu Prnpb im Bereich des zweiten Introns retrovirale Anteile enthélt
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(Lee, Westaway, et al. 1998).

1.3.3 Prozessierung des priméren Translationsproduktes

Das Priongen der Maus kodiert fiir ein priméres Translationsprodukt, das aus 254 Amino-
sduren besteht (Abb. 2). Noch wihrend der Translation wird die entstehende Peptidkette
iiber eine 22 Aminoséuren umfassende N-terminale Signalsequenz zum ER dirigiert. Dort
kann das Prionprotein auf drei verschiedene Arten prozessiert werden. In der Regel wird
das gesamte Molekiil ins Lumen transloziert. Dort wird vermittelt durch das C-terminale
GPI-Anker-Additionssignal ein GPI-Anker ,en bloc” angehéingt, der das Molekiil spéter
in der Zellmembran verankert.

Hegde et al. (Hegde, Mastrianni, et al. 1998) fanden zusétzlich zwei transmembranére
Expressionsformen: die ctm- (C-Terminus im Lumen des ER lokalisiert) und die ntm-Form
(N-terminus im Lumen des ER lokalisiert). Fiir diese Topologie sollen zwei Abschnitte des
Prionproteins verantwortlich sein: die von aal03-111 reichende hydrophile STE-Region
(Stop-Transfer-Effektor Sequenz) und der nachfolgende (aall2-138) hydrophobe TM-
(Trans-Membran)-Bereich. Das STE-Signal soll das Anordnen der TM-Region in der
Membran (Hegde, Mastrianni, et al. 1998) erméglichen. Hegde et al. demonstrierten,
dass transgene Miuse, die Prionproteine mit einer ctm-Form begiinstigenden Mutation
in der TM-Region exprimierten, klinisch und histologisch dieselben Symptome zeigten
wie scrapiekranke Tiere. Dariiberhinaus fanden sie in scrapieinfizierten Méiusen eine An-
hiufung der ctm-Form (Hegde, Mastrianni, et al. 1998; Hegde, Tremblay, et al. 1999).
Daher postulierten Hegde et al., dass das klinische und pathologische Bild einer Pri-
onerkrankung nicht durch PrP™ selbst, sondern durch eine Anhéufung der ctm-Form
ausgelost werde. In gesunden Tieren kiime es durch regulatorische Prozesse zu einem
schnellen Abbau dieser Isoform. Dafiir spricht, dafl bislang in gesunden Wildtyp-Médusen
keine transmembranére Form nachgewiesen werden konnte (Dr. Eiden, unversffentlicht).

Die N-terminale Signalsequenz und das GPI-Additionssignal werden im ER abgespal-
ten. Wihrend der Translokation wird das entstehende Protein noch weiter modifiziert.
Zum einen wird im ER eine Disulfidbriicke zwischen den beiden Schwefelatomen der
Cysteinreste an den Positionen 178 und 213 ausgebildet, zum anderen wird die Glyko-

sylierung des Prionproteins eingeleitet.
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Abbildung 2: Schematik von Maus-PrP®":

Nummern zeigen die Aminoséureposition an. N-I-T und N-F-T sind ,,Consensus-Sites”
(Erkennungssequenzen) fiir N-Glykosylierung. Durch Aminoséureaustausch in der Erken-
nungssequenz wird die Glykosylierungsstelle zerstort. Zur gezielten Detektion des mu-
tierten Genproduktes wurde das Epitop des mAk3F4 eingefiihrt, indem Leucin an Kodon
108 und Valin an Kodon 111 zu Methionin mutiert wurden.
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1.3.4 Die Glykosylierung von PrP

Glykosylierung allgemein Generell kiénnen bei Proteinen zwei Bindungsarten der
Glykosylierung unterschieden werden: die N- und die O-glykosidische Bindung. Wihrend
die N-Glykosylierung einem genauen Bauplan unterliegt, verlduft die O-Glykosylierung
weniger gesetzmifig: Sauerstoffatome (O) der Seitenkette von Serin- oder Threoninresten
konnen O-glykosyliert werden. Wird im ER eine Erkennungssequenz abgelesen, die aus der
Aminosiureabfolge N-X-T oder N-X-S besteht, wird N-glykosyliert. Dabei darf X nicht
Prolin sein. Dann wird ein einheitliches ,,Core” (Pentasaccharidgrundstruktur) aus drei
Mannose- und zwei N-Acetylglucosamin-FEinheiten an den entsprechenden Asparaginrest
(N) gehéngt. An diese Grundstruktur kénnen nun verschiedene Zucker angehéingt werden,
wonach man den mannosereichen (zusétzliche Mannoseeinheiten) vom komplexen (zuséitz-
lich N-Acetylglucosamin, Galactose, Sialinséure und L-Fucose) Typ der N-gebundenen
Glykosylierung unterscheidet.

Im ER erfolgt die sogenannte ,,Core-Glykosylierung”. Hier entstehen zunéichst Molekiile
des mannosereichen Typs. Unter Zuhilfenahme des Carrier-Lipids Dolicholphosphat, das
in der ER-Membran verankert ist, werden Zucker aus dem Zytoplasma an die endsténdige
Phosphorylgruppe gebunden. Dolicholphosphat klappt mit dem zuckertragenden Teil ins
ER-Lumen und iibertriigt schliefllich in Zusammenarbeit mit einer Transferase ,,en block”
den Zuckerbaum, bestehend aus zwei N-Acetylglucosamin-, neun Mannose- und drei Glu-
coseresten, auf die entsprechende Glykosylierungsstelle. Drei Glucosereste und ein Man-
noserest werden sofort wieder enzymatisch abgespalten. Das Glykoprotein verldsst dann
iiber Transfervesikel das ER zur terminalen Glykosylierung im Golgi-Apparat. Hier wer-
den die Kohlenhydrateinheiten modifiziert. Im cis-Golgi-Kompartiment werden drei Man-
nosereste entfernt, im mid-Golgi zwei weitere Mannosereste entfernt, N-Acetylglucosamin
und Fucose gebunden, wihrend im trans-Golgi schlieflich Galactose und Sialinsédure ange-
hiéingt werden. Die Struktur der N-gebundenen Oligosaccharideinheiten von Glykopro-
teinen wird von der Protein-Konformation und der Zusammensetzung der Glykosyltrans-
ferasen der Zelle bestimmt, in der sie prozessiert werden. Die Information zur weiteren
Steuerung der Proteine (Trafficking) wird durch ihre dreidimensionale Struktur (signal

patches) determiniert.
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Die genaue biologische Bedeutung der angefiigten Oligosaccharide ist noch weitgehend
ungeklirt. Man weiss lediglich, dass Sialoglykoproteine die Verweildauer von Immunglo-
bulinen und Peptidhormonen im Blut bestimmen kénnen. Auch Rezeptorfunktion wird
Oligosacchariden zugeschrieben. Bei E.coli beispielsweise wird die Erkennung der Zielzelle
durch Lectine (kohlenhydratbindende Proteine) vermittelt, die Zuckerstrukturen auf der
Oberfléiche der Zielzelle erkennen. Kohlenhydratstrukturen spielen auch eine Rolle bei der

Zell-Zell-Adhision wihrend der Entwicklung von Tieren.

Glykosylierung von PrP** und PrP™* Maus-PrP besitzt zwei Erkennungssequen-
zen fiir N-Glykosylierung. Die erste Anheftungsstelle fiir Oligosaccharide befindet sich
an Aminoséiure-Position 180, die zweite an Position 196 (bei Hamster und Mensch an
181 und 197) (Locht, Chesebro, et al. 1986). Das Protein kann demnach in drei unter-
schiedlichen Glykosylierungszustéinden vorkommen. Anhand des Molekulargewichts kon-
nen un- (24 kDa), einfach- (29-31 kDa) und zweifachglykosylierte (35-45 kDa) Molekiile
unterschieden werden. Alle drei Formen werden auf der Zelloberfliche exprimiert, je-
doch zu unterschiedlichen Anteilen am Gesamt-PrP. Stahl et al. (Stahl, Borchelt, et al.
1990) ermittelten, dass etwa 5% an Hamster-PrP*" unglykosyliert, 25% mono- und 70%
diglykosyliert vorliegen. Beim Vergleich der Spezies fiillt Hithner-PrP beziiglich der Glyko-
sylierung aus der Reihe: statt der iiblichen zwei Erkennungsstellen fiir N-Glykosylierung
verfiigt es iiber drei; an den Positionen 194 (NIT), 210 (NTS) und 218 (NQT).

Die Untersuchungen von Hamster-PrP™ ergaben eine Mischung aus zwei-, drei- und
vierfachverzweigten Oligosacchariden vom komplexen Typ, an deren terminale Galac-
tosereste Sialinsidure gebunden ist und deren Core fucosyliert vorliegt (Haraguchi, Fisher,
et al. 1989; Endo, Groth, et al. 1989). Endo et al. berechneten aufgrund ihrer Daten 400
verschiedene Prionprotein-Varianten aufgrund der unterschiedlichen Zuckerseitenketten.

Massenspektrometrie ermoglichte schliefflich die Untersuchung von PrP*** und damit
den Vergleich der Oligosaccharidstrukturen von PrP*" und PrP'. Rudd et al. (Rudd,
Endo, et al. 1999) ermittelten, dass beide Isoformen dieselbe Ausstattung an 52 ver-
schiedenen zwei-, drei- und vierfachverzweigten N-gebundenen Zuckerketten aufweisen,
die Anteile der verschiedenen Fraktionen sich jedoch unterscheiden. Wihrend bei PrP**

51% der Zuckerketten zweifach-, 32% dreifach- und 17% vierfach-verzweigt sind, ist im
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Vergleich bei PrP™ der Anteil an biantennéiren Zuckern (37%) vermindert und der an
tri- und tetraantennéiren (36%, 27%) erhoht. Die konservierten Zuckerketten werden
als Hinweis gewertet, dass die Konversion nicht zielgerichtet nur in bestimmten Zell-
Subpopulationen stattfindet, die iiber eine spezielle Zuckerausstattung von PrP*" ver-
fiigen. Die Ursache fiir die Verschiebung des Verhéltnisses von biantennéren zu nicht-
biantenniren Strukturen wird in einem Verlust der Aktivitit der vor allem im Gehirn
exprimierten N-Acetylglucosamyltransferaselll (GnTIII) vermutet, die als Bestandteil
der N-Acetylglucosamin-Transferase-Maschinerie die Ausbildung von nicht-biantennéiren
Zuckern verhindert.

Eine Korrelation von gestorten Glykosylierungsabldufen mit dem Fortschreiten von
Krankheiten wurde z.B. im Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis beschrieben
(Parekh, Dwek, et al. 1985; Young, Sumar, et al. 1991). Ob eine gestorte Oligosaccha-
ridsynthese im Zusammenhang mit der Prionerkrankung lediglich Ausdruck der Zellschédi-
gung ist oder kausale Bedeutung in der Pathogenese hat, ist bislang noch ungeklért. Es
gibt weder Verlaufsstudien, die eine Enzymstorung mit dem Fortschreiten der Scrapie-
Erkrankung in Korrelation setzen, noch konnte gezeigt werden, dass auch andere Glyko-
proteine in ihrer Glykosylierung gestort sind.

Massenspektrometrische Analysen ermoglichten erstmals eine diskriminierende Anal-
yse der einzelnen Zuckerbiume. Untersuchungen von Stimson et al. (Stimson, Hope, et al.
1999) ergaben, dass durch Scrapiestamm Me7 hervorgerufenes Maus-PrP™ etwa 60 ver-
schiedene Oligosaccharidstrukturen des Komplex-Typs enthilt. Die Zuckerseitenketten
der ersten Glykosylierungsstelle sind vor allem durch bi- und triantennire Strukturen do-
miniert, welche neutral sind und eine hshere Stabilitéit aufweisen. Das Molekulargewicht
dieser Zuckerbdume wurde auf 1.6-2.3 kDa berechnet. Oligosaccharide an Kodon 196
werden vor allem aus tetra- und triantenniren Zuckern gebildet und sind aufgrund des
hohen Sialinisierungsgrades sauer. Letzteres konnte bislang noch bei keinem reifen, aus
Neuronenzellen isolierten Glykoprotein beobachtet werden. Das Molekulargewicht dieser
Zucker bewegt sich zwischen 2-3 kDa. Die Zucker der ersten Glykosylierungsstelle sind
daher weniger heterogen als die der zweiten.

Beiden Glykosylierungsstellen gemeinsam ist das Vorkommen von Lewis *- und Sialyl-

Lewis *-Epitopen, welche im Zusammenhang mit lektinvermittelten Zell-Zell-Interaktionen
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withrend der ZNS-Entwicklung diskutiert werden (Hakomori 1992; Roberts, Platt, et al.
1991; Streit, Stern, et al. 1995; Eggens, Fenderson, et al. 1989). Lewis-Epitope stellen
die hervorstechende nicht-reduzierende Struktur der Glykosylierung an Kodon 180 dar.
Ungewohnlich ist indes, dass fiir PrP kein a-Galactosyl-Epitop gefunden werden konn-
te, das iiblicherweise Bestandteil von N-glykosylierten Glykanen ist (Galili, Clark, et al.
1987).

1.3.5 PrP als Zellmembranprotein

PrP*" wird nach der Modifikation im Golgi-Apparat auf die Zelloberfléiche transportiert
und iiber den GPI-Anker in der Lipid-Doppelschicht verankert (Stahl, Borchelt, et al.
1990; Borchelt, Scott, et al. 1990). Als GPI-Protein ist PrP*" in Caveolae dhnlichen
Strukturen (Caveolae-Like-Domains = CLD) der Zellmembran lokalisiert (Taraboulos,
Raeber, et al. 1992; Taraboulos, Scott, et al. 1995; Gorodinsky & Harris 1995; Tarabou-
los, Scott, et al. 1995; Vey, Pilkuhn, et al. 1996). Es gibt jedoch auch Hinweise fiir dessen
Vorkommen in Clathrin-Coated-Pits (Shyng, Huber, et al. 1993). Die Halbwertszeit von
PrP*" betréigt drei bis sechs Stunden (Caughey 1993). 10% des PrP*" wird in den Ex-
trazelluldirraum abgegeben (Stahl, Borchelt, et al. 1990), wiihrend die restlichen Molekiile
in einem cholesterinreichen, nicht-sauren Zellkompartiment abgebaut werden (Tarabou-
los, Scott, et al. 1995). Shyng et al. (Shyng, Huber, et al. 1993) beschreiben einen En-
dozytoseprozess, der nach einer Halbwertszeit von 20 Minuten stattfindet und auf den
ein etwa einstiindiger Recyclingprozess folgt.

Obwohl PrP™ ebenfalls einen GPI-Anker besitzt, erscheint es nicht auf der Zellober-
flache. PrP* akkumuliert intrazellulér in sekunddren Lysosomen (McKinley, Tarabou-
los, et al. 1991) und wird in der Zelle nicht abgebaut (Caughey 1993). Nur etwa 5% des
PrP*" wird zu PrP" umgefaltet (Taraboulos, Scott, et al. 1995). Diese Umfaltungsreak-
tion findet spét-posttranslational statt: entweder auf der Zelloberfliiche oder nach der
Internalisierung von PrP*" in den Lysosomen (Caughey 1991; Caughey & Raymond
1991; Borchelt, Taraboulos, et al. 1992; Taraboulos, Raeber, et al. 1992; Shyng, Huber,
et al. 1993; Shyng, Heuser, et al. 1994). Taraboulos et al. (Taraboulos, Scott, et al. 1995)
beschreiben eine im Bereich von aal28 getrimmte 17kDa Version von Maus-PrP™, die

mit der Konversion einhergeht.
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1.3.6 Die Funktion von PrP

Obwohl die Aminosiure-Sequenz des PrP-Gens bei den verschiedenen Siugetierspezies
hochkonserviert ist und deshalb auf eine wichtige Funktion schlieflen lisst, ist die genaue
Rolle des Prionproteins noch ungeklirt. Knockoutmiuse (PrP”), die kein zellulires Pri-
onprotein exprimieren, entwickeln und verhalten sich wie Wildtypmiuse (Bueler, Fis-
cher, et al. 1992). Genauere Untersuchungen von PrP”-Miusen ergaben eine verin-
derte elektrophysiologische Signaliibertragung (synergistische Hemmung der GABA (v-
Aminobuttersiure)-Wirkung; Hemmung der NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren),
beeintrichtigtes Lernverhalten (Collinge, Whittington, et al. 1994; Colling, Collinge, et al.
1996; Herms, Kretzschmar, et al. 1995) und einen gestorten zirkadianen Rhythmus (To-
bler, Gaus, et al. 1996; Tobler, Deboer, et al. 1997). Im weiteren wurde eine Zerstérung
der zerebelldren Moosfaserstruktur festgestellt (Colling, Khana, et al. 1997).

Untersuchungen in vitro und in vivo belegen die Beteiligung des Prionproteins am
Kupferstoffwechsel der Zelle. Fiinf bis sechs Kupferionen kénnen an der N-terminal gele-
genen Oktarepeatregion des zelluldren Prionproteins gebunden werden (Brown, Qin, et
al. 1997; Brockes 1999), und die unstrukturierte Oktarepeatregion formiert sich darauf
in eine a-Helix-Domiine (Miura, Hori-i, et al. 1996). PrP”-Mzuse weisen im Vergleich zu
Wildtyp-Méusen eine um 20fach verminderte Kupferkonzentration der Membranfraktion
auf und zeigen eine verminderte Aktivitéit der SOD (Superoxid Dismutase) auf oxidativ-
en Stress (Brown, Qin, et al. 1997). Andere Studien weisen darauf hin, dass PrP*" am
Axonwachstum beteiligt sein konnte (Moya, Sales, et al. 2000), an der Antigenpréisen-
tation durch FDCs mitwirkt (Bruce, Brown, et al. 2000) und unter Mangelbedingungen
Zellen vor Apoptose schiitzt (Kuwahara, Takeuchi, et al. 1999). Ausgehend von seiner
Eigenschaft als GPI-verankertes Protein wird PrP*" auch im Zusammenhang mit Zellad-
hésion, Ligandenaufnahme und Signaliibertragung diskutiert (Rieger, Edenhofer, et al.
1997; Rieger, Lasmezas, et al. 1999; Mouillet-Richard, Ermonval, et al. 2000).

Die Lebensfihigkeit der PrP”*-Msuse deutet jedoch entweder auf eine geringe Bedeu-
tung oder auf die Kompensierbarkeit der Prionproteinfunktion wihrend der Entwicklung

hin (Bueler, Fischer, et al. 1992).
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1.3.7 Doppel (Dpl) - Der PrP-Doppelginger

Die physiologische Funktion von PrP** konnten die PrP”-Mézuse bislang nicht aufkléren.
Sie fithrten jedoch auf die Spur eines Doppelgingers von PrP: PrP-Doppel. PrP%-Miuse
wurden auf zwei verschiedene Arten hergestellt. Bei den einen Méusen (Bueler, Fisch-
er, et al. 1992; Manson, Clarke, et al. 1994) wurde nur der mittlere Teil des ORF, bei
den anderen (Sakaguchi, Katamine, et al. 1996; Moore, Lee, et al. 1999; Weissmann &
Aguzzi 1999) der gesamte ORF zerstort. Wihrend letztere nach etwa 70 Wochen neurol-
ogische Stérung wie Ataxie und Purkinjezellverlust zeigten, blieben erstere symptomfrei.
Die Ursache der neurologischen Stérungen sahen die Autoren in einer Uberexpression des
Proteins Doppel (Dpl), dessen Gen Prnd 16 kb downstream von Maus-Prnp liegt. Die
vollstéindige Zerstorung des ORF geht mit dem Verlust einer ,Splice Acceptor”-Stelle
einher. Dadurch kommt es bei der Transkription des Prion-Gens zum vermehrten , Inter-
genic Splicing”: an Exon 2 des Prnp-Gens schlieflen sich direkt die Exonanteile von Prnd
an. Diese m-RNA kann bei Nagasaki-Méuse in groflen Mengen im Gehirn nachgewiesen
werden, bei Wildtypméusen jedoch nicht.

Das aus 179 Aminosduren bestehende primére Translationsprodukt des Doppel-Pro-
teins selbst konnte in vivo noch nicht nachgewiesen werden. PrP-Doppel dhnelt PrP,
weil Strukturanalysen drei a-Helizes, zwei N-Glykosylierungsstellen, einen GPI-Anker
und neben einer zusétzlichen eine Helix2 und -3 verbindende Disulfidbriicke vorhersagen
(Moore, Lee, et al. 1999; Silverman, Qin, et al. 2000). Eine Okatrepeatregion fehlt jedoch
und C-terminal besteht lediglich zu 25% Sequenzhomologie.

Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit soll nun PrP-Doppel in der Lage sein mit
PrP und anderen potentiellen Liganden um Rezeptorbindungsstellen zu konkurrieren,
ohne selbst intrinsische Aktivitdt zu besitzen. Es wird vermutet, dass es so zur Stérung
des Zellstoffwechsels und zu neurologischen Symptomen kommen kann (Weissmann &

Aguzzi 1999).
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1.4 Die TSE: Speziesbarriere und Vorkommen von Stimmen
1.4.1 Speziesbarriere

Als Speziesbarriere bezeichnet man die verminderte Empfinglichkeit einer Tierart gegen-
iiber einer Infektion mit Prionprotein einer anderen Spezies. Diese verminderte Empfing-
lichkeit spiegelt sich in extrem langen und uneinheitlichen Inkubationszeiten wider, die
unter Umsténden die Lebenszeit des Individuums iibersteigen (Priola & Chesebro 1995;
Priola 1999). Das infektitse Agens kann durch serielle Passagen in einer neuen Wirtsspezies
an die neue Spezies adaptiert werden. Eine erhohte Empfinglichkeit ist die Folge. Nach
drei Passagen pendelt sich in der Regel die Inkubationszeit auf einen einheitlichen Wert
ein, Standardfehler unter 2% (Bruce & Fraser 1991). Bei Ubertragung iiber die Spezies-
barrieren hinweg bleiben die Stammeigenschaften des Erregers i.d.R. erhalten (Prusin-
er, Scott, et al. 1990). Die Speziesbarriere wird vor allem durch die Primérsequenz
der beteiligten Prionproteine beeinflusst. Sequenzhomologie, wie sie bei Infektion in-
nerhalb der Spezies vorliegt, fungiert als Empfinglichkeitsfaktor, wihrend heterologe
PrP-Molekiile zu einer verminderten Ubertragbarkeit fiihren. Werden Wildtyp-Miuse
mit Hamster-PrP¢ infiziert, so erkranken diese nicht (Kimberlin, Walker, et al. 1975,
Kimberlin & Walker 1978), sondern entwickeln eine subklinische Infektion mit symptom-
loser Akkumulation von PrP™* (Hill, Joiner, et al. 2000). Hamster-PrP-exprimierende
transgene Méiuse zeigen jedoch nach Infektion mit hamsteradaptiertem Scrapieinokulat
Zeichen einer Scrapie-Erkrankung (Scott, Foster, et al. 1989; Prusiner, Scott, et al. 1990).

In-vitro-Versuche belegen, dass der limitierende Faktor bei der speziesiibergreifenden
Ubertragung nicht die Bindungsfihigkeit der beteiligten Molekiile, sondern die Konver-
sionsreaktion ist: sowohl homologe als auch heterologe PrP-Molekiile lagern sich mit der-
selben Affinitéit zusammen; die Umfaltung verlduft jedoch ineffizient (Horiuchi, Priola, et
al. 2000). Liegen in einem System sowohl homologe als auch heterologe Prionmolekiile vor,
so kommt es zur Interferenz. Heterologe Molekiile behindern die Umfaltung homologer
und vermitteln so durch Verminderung der PrP**-Neubildung eine Art Schutz vor Pri-
oninfektion (Priola, Caughey, et al. 1994; Priola & Chesebro 1995; Priola 1999; Horiuchi,
Priola, et al. 2000).
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1.4.2 Stimme

Die Existenz verschiedener Scrapie-Stimme wurde erstmals 1961 beobachtet. Serielle Pas-
sagen von zwei Scrapie-Isolaten in Wiederkduern und Nagetieren fithrten zu auffilligen
Unterschieden in der Klinik, die schliellich zur Unterscheidung der Stdmme ,drowsy”
und ,scratching” fiihrten (Pattison & Millson 1961). Bislang konnten nach mehrfacher
Passage von TSE-Erregern in Inzuchtmiusen mehr als 20 verschiedene experimentelle
Scrapie-Stdmme identifiziert werden (Bruce 1993; Bruce 1996). Diese unterscheiden sich
in M#usen mit definiertem Genotyp in der Inkubationszeit (Dickinson & Fraser 1977), dem
histopathologischen Verteilungsmuster von Vakuolen und PrP™*-Ablagerungen (Hecker,
Taraboulos, et al. 1992; Telling, Haga, et al. 1996; Prusiner 1997), den klinischen Symp-
tomen (Carp, Callahan, et al. 1984), dem Wirtsspektrum (Kimberlin & Walker 1978), der
PK-Resistenz (Bessen & Marsh 1992; Bessen & Marsh 1994), der Tenazitét (Dickinson
& Taylor 1978; Kimberlin, Walker, et al. 1983), dem Molekulargewicht und dem Glyko-
sylierungsmuster (Hill, Desbruslais, et al. 1997; Somerville, Chong, et al. 1997; Kuczius,
Haist, et al. 1998). Das Glykosylierungsmuster wird ermittelt, indem nach SDS-PAGE-
Auftrennung und Westernblot der Anteil an un-, mono- und diglykosyliertem Prionprotein
zu Gesamt-PrP ins Verhiltnis gesetzt wird.

Zwei Fragen ergeben sich: wie erklirt sich diese Stammdiversitit auf der Basis eines
nicht-genetischen Mechanismus wie der Protein-Only-Theorie, und wie kann eine Polypep-
tidkette zu verschiedenen Stammphénotypen fithren? Als Erklidrung fiir die Existenz von
Prion-Stémmen werden zwei Theorien diskutiert: Zum einen die , Konformations”- und
zum anderen die , Targeting-Theorie”.

Nach der ,, Konformations-Theorie” hat jeder TSE-Stamm eine individuelle Tertisirstruk-
tur, die er withrend des Umfaltunsprozesses auf PrP***-Molekiile iibertréigt. So lassen sich
die Eigenschaften der urspriinglich aus dem Nerz isolierten Hamsterstdimme ,,HY” (hyper)
und ,DY” (drowsy) auch in vitro, d.h. zellunabhéingig auf PrP**" iibertragen (Bessen, Ko-
cisko, et al. 1995). Zudem konnen Stédmme in Antikorper-Affinitétsstudien (Safar, Wille,
et al. 1998) und in spektrometrischen Untersuchungen der -Faltblattstruktur (Caugh-
ey, Raymond, et al. 1998) unterschieden werden. Nach der , Targeting-Theorie” konn-
te ein Stamm durch spezifische Modifikationen der Glykosylierung von PrP* definiert
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sein. Verschiedene Zellpopulationen verfiigen iiber eine individuelle Enzymausstattung
und exprimieren so nur einen bestimmten Glykosylierungstyp an PrP*", der als eine
Art Rezeptor fiir PrP™ fungieren kann und so das PrP"-Trafficking bestimmt. Dafiir
spricht, dass sich verschiedene Stdmme im Glykosylierungsmuster unterscheiden und zu
Lasionen in unterschiedlichen Hirnregionen fiithren. Zudem unterscheiden sich die Glyko-
sylierungsmuster verschiedener Hirnbezirke (Hecker, Taraboulos, et al. 1992; Somerville
& Ritchie 1990; Collinge, Sidle, et al. 1996; Parchi, Capellari, et al. 1997; DeArmond,
Qiu, et al. 1999; Somerville 1999).

Den Beweis fiir die Giiltigkeit einer der beiden Theorien kénnen nur transgene Miuse
bringen, die unglykosyliertes Prionprotein exprimieren. Diese konnen dann mit verschiede-
nen Scrapiestimmen inokuliert werden. Nach dem Erkranken der M#use kénnte dann in

Subpassagen ermittelt werden, ob Stammeigenschaften erhalten bleiben.

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Bedeutung der Glykosylierung des Prionproteins fiir
die Pathogenese der Scrapie-Erkrankung untersucht werden und dabei die Frage bear-
beitet werden, ob Glykosylierungsunterschiede Stammeigenschaften von Scrapiestimmen
vermitteln kénnen. Aus diesem Grund sollten verschiedene transgene Miuse hergestellt
werden, die un- bzw. monoglykosyliertes Maus-Prionprotein exprimieren.

Ziel war es, Glykosylierungsmutanten von PrP** zu finden, die sich moglichst wie
Wildtyp-PrP verhalten. Sie sollten auf der Zelloberfliiche nachweisbar und in eine Pro-
teinase K-resistente Isoform umfaltbar sein und so eine Infizierbarkeit transgener Tiere
gewiihrleisten. Deshalb wurden zunéchst verschiedene an der Erkennungsstelle fiir die
Glykosylierung mutierte Maus-Prionproteine in Zellkultur exprimiert und charakterisiert.
Um den moglichen Einfluss der Zelle auf die Glykosylierung und Expression zu unter-
suchen, wurden die Konstrukte in unterschiedlichen Zelllinien exprimiert.

PrP-Mutanten mit wildtypéhnlichem Verhalten wurden anschlieSend zur Herstellung
transgener M#use verwendet.

Der Ausgangspunkt der Arbeit ging im Wesentlichen auf zwei Publikationen zuriick.

Lehmann und Harris (Lehmann & Harris 1997) arbeiteten mit Glykosylierungsmutan-
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ten in Zellkultur, wiihrend DeArmond et al. (DeArmond, Sanchez, et al. 1997) transgene
Miuse untersuchten (Tab. 2). Beide Gruppen fithrten durch Zerstérung der jeweiligen
Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung (N-X-T wurde zu N-X-A mutiert) (Abb. 2)
einen Verlust der entsprechenden Zuckerseitenkette herbei. Zellkulturversuche zeigten,
dass PrP-Mutanten, denen die erste Glykosylierungsstelle fehlt, und unglykosylierte Mu-
tanten nicht auf der Zelloberfliche prisentiert werden. Dagegen waren PrP-Molekiile,
denen die zweite Glykosylierungsstelle fehlte, und unter dem Einfluss von Glykosylierung-
shemmer synthetisiertes Wildtyp-PrP auf der Zelloberfliiche nachweisbar.

Bei Versuchen mit transgenen M&usen zeigten sich Parallelen: Die Deletion der ersten
Glykosylierungsstelle alleine oder beider Glykosylierungsstellen fiithrte zu einer geringen
Prionprotein-Expression in den Tieren. Diese transgenen Méuse waren resistent gegeniiber
einer Scrapie-Infektion. Eine Zerstorung der zweiten Glykosylierungsstelle storte weder
PrP-Expression noch Infizierbarkeit. Die Tiere erkrankten allerdings erst nach einer sehr
langen Inkubationszeit (>500 Tage). Es scheint, dass ein physiologischer PrP-Transport
auf die Zelloberfliche Voraussetzung fiir die Infizierbarkeit ist.

Deshalb stellte sich hier die Aufgabe transgene Tiere herzustellen, deren glykosylie-
rungsmutiertes PrP moglichst authentisch synthetisiert und auf die Zelloberfléiche trans-
portiert wird, um so eine Infizierbarkeit zu erhalten. Zunichst musste jedoch die grund-
sitzliche Frage geklirt werden, ob die beschriebenen Unterschiede im zellulidren Stoffwech-
sel von PrP*" Ursache der fehlenden Glykosylierung oder der eingefithrten Mutationen
waren. Die Tatsache, dass Wildtyp-PrP in Gegenwart des Glykosylierungshemmers Tuni-
camycin auf der Zelloberfléiche detektiert werden konnte, legte die Vermutung nahe, dass
es sich um eine mutationsbedingte Synthesestérung handelte. Deshalb wurden zunéchst
verschiedene an der Erkennungsstelle fiir die Glykosylierung mutierte PrP-Molekiile auf
Synthese, Transport und Umfaltbarkeit in Zellkultur untersucht. PrP-Mutanten mit wild-

typéhnlichem Verhalten wurden dann zur Herstellung transgener M&use verwendet.
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Lehmann et al. 1997

CHO (Chinese hamster
ovary)-Zellen, die 3F4
getaggtes Maus-PrP ex-

DeArmond et al. 1997
transgene Mause, die
Hamster-PrP exprimieren

primieren
Mutation Glyko-| Oberflichen-| PIPLC- Prpsen- Infektion | Infektion
syliert|| expression | Ablosbarkeit| Expression | mit mit
im Gehirn | Stamm Stamm
im Ver- S5c237 139H
gleich zu
Wildtyp-
SHa-PrP
T182A Mono-|| Lokalisation | nicht Geringe - -
in Kompar- | durchge- Expression,
timent fithrt Akkumula-
proximal tion intra-
des mid- zellulér
Golgi
T198A Mono-|| + - Expression | + -
wie Inkuba-
Wildtyp- tionszeit
PrP >500d
im Ver-
gleich zu
50d  bei
Wildtyp-
A PrP
T182A/T198A | Un- Lokalisation | nicht Geringe - -
in Kompar- | durchge- Expression,
timent fithrt Akkumula-
proximal tion intra-
des mid- zellulér
Golgi
Wildtyp- Un- + +
PrP  syn-
thetisiert
unter dem
Einfluss
von Tuni-
camycin

Tabelle 2: Literaturiibersicht verschiedener Glykosylierungsmutanten
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2 Material

2.1 Gerite

Blottinggerét, Trans-Blot,
Semin-Dry Transfer Cell
Brutschrank fiir Zellkultur

Downser

Durchflusszytometer, FACStar®!us

Elektrophoresekammer fiir Agarose-Gele
Elektrophoresekammern fiir SDS-PAGE,
Mini-Gel-Elektrophorese-Apparatur
Filmkassette, Filmkassette ,,Gevamatic”
Kiihlzentrifuge (klein), Centrifuge 5417R
Kiihlzentrifuge (grol), Centrifuge J2-21
Heraeus-Kiihlzentrifuge, Varifuge 3.0R

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop
Invertmikroskop
Mikroskope und Lupen zur

Herstellung transgener M#use

PCR-Block, Trio-Thermocycler

Rotoren:
Ja 17
TLA100.4
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Fa.

Fa.

Biorad, Miinchen

Forma Scientific, Marietta, Ohio,

USA

Fa.
Fa.

Hanting GmbH, Gattikon, Schweiz

Becton Dickinson,

Erembodegem-Aalst, Belgien
Eigenbau der BFAV, Tiibingen

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Bio-Rad, Miinchen

AGFA, Koln
Eppendorf , Hamburg
Beckmann, Stuttgart

Heraeus, Hanau

Leitz, Wetzlar
Leitz, Wetzlar
Leitz, Wetzlar

Biometra, Gottingen

Beckmann, Stuttgart
Beckmann, Stuttgart



Schiittelinkubator, Model G25

Sequenziergeriit, 377 DNA Sequencer
(ABI-PRISM)

Sofortbildkamera, MP4 land camera
Spannungsquellen, Power Supply Pac 200
und 300

Spektrometer, DU-40

Thermomixer, Thermomixer 5436

Tischhomogenisator, Ultra-Turrax

Tischzentrifuge, Biofuge pico
Ultrazentrifuge, Optima, TL Ultracentrifuge
UV-Transilluminator,
UV-Transilluminator-Illumimeter

Vortex, Vortex-Genie
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Fa. Brunswick Scientific

CO-INC, New Jersey, USA
Fa. Perkin Elmer, Weiterstadt

Fa. Polaroid, St.Albanus, England
Fa. Bio-Rad, Miinchen

Fa. Beckmann, Stuttgart

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Janke und Kunkel,

Breisgau

Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Beckmann, Stuttgart

Fa. UVP, San Gabriel, Kalifornien,
USA

Fa. Bachofer, Reutlingen



2.2 Chemikalien

Acrylamid fiir Sequenzier-Gel
Aether fiir Narkose

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Azeton

Bacto-Agar

Bis-Acrylamid fiir Westernblot
Borsdure, Borat
Bromphenolblau-Natriumsalz, reinst
CaCl,, Kalziumchlorid

DABCO, Diazabicyclol

DOC, Deoxycholat, reinst
DMSO, Dimethylsulfoxid

DTT, 1,4, Dithiothreitol

EDTA, Ethylendiamintetraacetat
EGTA, Ethylenglycerol-bis-

(B-aminoethylether)-N,N,N,N-Tetraacetat

Essigséiure (100% Eisessig)
Ethanol, rein
Ethanolamin
Ethidiumbromid
Formamid

Glycerol

Glycin
Guanidiniumhydrochlorid
(Aminomethanamidine)
Harnstoff fiir Sequenzier-Gele
Harnstoff

HCI, Salzsiure 37%
Isopropanol

KCl, Kaliumchlorid
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Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Bio-Rad, Miinchen
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Difco Laboratories, Michigan, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Scharlau, Barcelona, Spanien

Sigma, Deisenhofen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt



KH,;PO,, Kaliumdihydrogenphosphat
Loading Puffer fiir Sequenzier-Gele
Magermilchpulver

MgCl,, Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol

Methanol

Natriumzitrat

NaCl, Kochsalz

sterile Kochsalzlosung 0.9%
NaOH, Natronlauge

NaHCO4

NaH,POQO,, Natriumdihydrogen-Phosphat-

Monohydrat

Na,HPOy, Di-Natriumhydrogen-Phosphat-

Dihydrat
Natriumazid
Natriumacetat

NEM, N-Ethylmaleinimide

NP-40, Nonidet P40

Orange G

Paraformaldehyd

PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid
Polybrene, Hexadimethrinbromid
PJ, Propidiumiodid

Protein A-Sepharose

Sarkosin

Sepharose, CNBr-activated

SDS, Dodecylsulfat Natriumsalz

32

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Bio-Rad, Miinchen
Fa. Heirler Genovis GmbH, Radolfzell
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Riedel-de Haen, Seelze
Fa. Braun, Mehlsungen
Fa. Riedel-de Haen, Seelze
Fa. Fluka, Neu-Ulm

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Calbiochem, La Jolla, Kalifornien,
USA

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Fluka, Buchs, Schweiz

Fa. Fluka, Buchs, Schweiz

Fa. Boehringer, Mannheim

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Fa. Merck, Darmstadt



Sucrose=Saccharose

Sulfo-Biotin-X-NHS

Temed (N, N, N, N Tetramethylethylendi-
amin)

Triethylamin

TRIS, Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Triton X-100, t-Oktylphenoxypoly-
Ethoxyethanol

TritonX-114, Oktylphenoxypoly-
Ethoxyethanol

Trypanblau

Trypsin (Trypsin 250)

Trypton

Tween 20 (Polyoxy-Ethylensorbitan-
Monolaurat)

Versen (EDTA-disodium)
Xylencyanolblau, Xylencyanol FF
Yeast-Extrakt
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Fa.
Fa.

Sigma, Deisenhofen

Calbiochem, La Jolla, Kalifornien,

USA

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt
Life Technologies, Eggenstein
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
Difco, Detroit, Michigan, USA
Difco, Michigan, USA

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
Fluka, Neu-Ulm
Difco, Detroit, Michigan, USA



2.3 Enzyme

Endo H, Endoglykosidase H

PIPLC; Phophatidylinosit-Phospholipase C
PK, Proteinase K

PNGase F, N-Glykosidase F, rekombinant
Restriktionsenzyme

RNase A

SAP (Shrink alkaline phosphatase)

Taqg-Polymerase Kit
T4-Ligase
Vent-Polymerase Kit
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Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
NEB, Schwalbach
Boehringer, Mannheim

Amersham Lifescience, Little

Chalfont, England

Fa.
Fa.
Fa.

Qiagen, Hilden
Boehringer, Mannheim

NEB, Schwalbach



2.4 Antibiotika und Hormone

Ampicillin Fa. Boehringer, Mannheim
Stammlsung: 50mg/ml in ddH20

Verwendet: 1ml Stammlosung,/1

Kanamycin Fa. Sigma, Deisenhofen
Verwendet: 30ug/ml

Penicillin, Natriumsalz Fa. Griinenthal, Stolberg
Stammlosung: 1Mega/5ml BFA 37

Verwendet: 1ml Stammlosung,/1

Streptomycin, Natriumsalz Fa. Serva, Heidelberg
Stammlosung: 1g/5ml BFA 37

Verwendet: 0.5ml Stammlosung/1

Zeocin Fa. Invitrogen, Leek, Niederlande
Stammlsung: 100mg/ml

Verwendet: 5mg/1

PMSF, pregnant mare serum gonadotropin  Fa. Intervet GmbH, Tonisvorst
Intergonan

HCG, Human chorionic gonadotropin Fa. Intervet GmbH, Tonisvorst

Ovogest
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2.5 Verbrauchsmaterial

Blotmembran Immobilon P (PVDF)
Bluecap; sterile Plastikzentrifugenrohrchen
(15ml, 50ml)

Eppendorfgefiifie

Erlenmeyerkolben

Einfrierrohrchen fiir Zellen
Einfrierrohrchen fiir retrovirushaltigen
Uberstand

FACS-Rohrchen

Gewebekulturflaschen
Gewebekulturplatten
Gitternetz, feinmaschig
Kaniilen

Kimwipe
Plastikplatten fiir Agar
Polaroidfilm 667

Polaroidfilm (Negativ)
Reagenzgliiser

Spritzen

Transponder ID-100, Trovan
Whatmanpapier

Zentrifugenrohrchen Centrifuge Tubes,

Polycarbonate Thick Wall, 3,2ml; 13x56mm
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Fa. Millipore, Bedford, M.A.

Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. Eppendorf, Hamburg
Fa. Schott, Mainz
Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. G. Kisker, Miihlhausen

Fa. Falcon-Crest, Becton-Dickinson,
New Jersey, USA

Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. Regina Zindler, Auerbach

Fa. Terumo, Leuven, Belgien

Fa. Kimberley-Clark

Fa. Greiner, Niirtingen

Fa. Polaroid, St. Albanus, Hertford-
shire, U.K.

Fa. Polaroid, St. Albanus, Hertford-
shire, U.K.

Fa. Schott, Mainz

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Eurol.D. Identifikationssysteme
GmbH, Weilerswist

Fa. Maidstone, Kent, UK

Fa. Beckmann, Palo Alto,

Kalifornien, USA



2.6 Plasmide

pcDNA3.1/Zeo(+)
pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4

pEGFP-N3
phgPrP

pSFF

2.7 Bakterien

E. coli XL1-Blue
E. coli JM-109

37

Fa. Invitrogen, Leek, Niederlande
Dieses Plasmid wurde von Berthold
Teufel im Rahmen seiner Disserta-
tion innerhalb der Arbeitsgruppe M.H.
Groschup an der BFAV hergestellt.

Fa. Clontech, Heidelberg

Dieses Plasmid wurde freundlicher-
weise von M. Fischer aus der Arbeits-
gruppe C. Weissmann, Ziirich, zur Ver-
fiigung gestellt (Fischer, Rulicke, et al.
1996)

Dieses Plasmid wurde wuns fre-
undlicherweise vom Rocky-Mountain-
Laboratory, ~Montana, USA, zur
Verfiigung gestellt (Bestwick, Kozak,
et al. 1988)

Fa. Stratagene, Heidelberg
Fa. Stratagene, Heidelberg



2.8 Antikorper, Antiseren, Konjugate
2.8.1 Antikdrper

mAk3F4-Aszites Fa. Senetek, Maryland Heights, Montana, USA; erkennt Methionin
an Position aal09 und 112 des humanen, hamster und felinen PrP (Kascsak, Rubenstein,
et al. 1987). Maus-PrP wird nicht erkannt. Die Aminoséuren Methionin an Position aal09
und aall2 liegen tief in zwei getrennten hydrophoben Taschen, in die das Fab-Stiick
des Antikorpers hineingreift und bindet (Kanyo, Pan, et al. 1999). Dieser Antikorper
(IgG2a, kappa-Kette) wurde, sofern nichts anderes vermerkt, in der Verdiinnung 1:3000

zur Westernblot-Analyse eingesetzt.

mAk3F4-Berlin Dieser Antikérper wurde uns freundlicherweise von Dr. Michael Beekes
vom Robert-Koch-Institut, Berlin zur Verfiigung gestellt und erkennt dasselbe Epitop
wie mAk3F4-Aszites. Dieser Antikorper wurde aus konzentriertem Hybridomaiiberstand
gewonnen. Sofern nichts anderes vermerkt, wurde er in der Verdiinnung 1:3000 zur Western-

blot-Analyse eingesetzt.

mAKSAFT70 Dieser monoklonale Antikorper wurde gegen saure acidophile Fibrillen
vom Hamster hergestellt mit dem Hamsterpeptid PrP aal42-160 (GNDWEDRYYREN-
MNRYPNQ) und detektiert PrP von Hamster, Rind, Schaf, Maus und Mensch (Demart,
Fournier, et al. 1999). Dieser IgGg2bk-Antikérper wurde, sofern nichts anderes vermerkt,

in der Verdiinnung 1:6000 zur Westernblot-Analyse eingesetzt.

mAk6H4 Fa. Prionics, Ziirich; ist gegen die Sequenz DYEDRYYRE gerichtet (aal44-
152 im humanen PrP) (Korth, Stierli, et al. 1997). Er erkennt Schaf-, Mensch-, Hase-,
Nerz-, und Rinder-PrP. Maus-, Ratte- und Hamster-PrP wird detektiert, obwohl an Po-
sition 145 bei diesen Tierarten Tyrosin durch Tryptophan ersetzt ist. Dieser Antikorp-
er wurde, sofern nichts anderes vermerkt, in der Verdiinnung 1:10000 zur Westernblot-

Analyse eingesetzt.

mAk3B5 bindet an die Oktarepeatregion des Prionproteins und wurde mit dem Pep-
tid aab1-72 (human) hergestellt. Dieser Antikorper erkennt PrP von Maus, Mensch, Schaf
und Rind (Bodemer 1999). Der Antikérper wurde, sofern nicht anders vermerkt, im Ver-

hiltnis 1:200 zur Westernblot-Analyse eingesetzt.
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mAk anti His Dieser Antikorper wird von der Fa. Quiagen, Hilden vertrieben und
erkennt Proteine mit dem ,His-tag” (Aminosédureabfolge, die dieser Antikorper spezifisch
erkennt). Dieser Antikdrper wurde, sofern nicht anders vermerkt, im Verhiltnis 1:2000

zur Westernblot-Analyse eingesetzt.

mAk2D6 Dieser Antikorper wurde von Jeanne Grosclaude (INRA, Paris) zur Verfii-
gung gestellt. Er erkennt aal46-182 im Schafprionprotein und die entsprechende Region
des Maus-Prionproteins. Dieser Antikorper wurde noch nicht veroffentlicht. Sofern nichts

anderes vermerkt, wurde er im Verhéltnis 1:10000 eingesetzt.

2.8.2 Antiseren

Ra5/7 und Ral0/7 Diese polyklonalen Antiseren wurden durch die Immunisierung
von Kaninchen mit einem synthetischen Peptidkonjugat nach der murinen Aminoséurese-
quenz  THNQWNKPSKPTNLK (entspricht aa94-109 im murinen PrP) gewonnen
(Groschup & Pfaff 1993). Sie erkennen Maus-PrP. Schaf- und Rinder-PrP werden nur
schlecht erkannt. Diese Antiseren wurden, sofern nicht anders vermerkt, im Verhéltnis

1:2000 zur Westernblot-Analyse eingesetzt.

Ral8/4 Das Serum wurde durch Immunisierung eines Kaninchens mit einem syn-
thetischen Peptidkonjugat nach der Schaf-Aminosiuresequenz RYPGQGSPGGNRYP-
PQG (entspricht aa37-53 im murinen PrP) gewonnen (Groschup, Harmeyer, et al. 1997).
Es erkennt PrP*" von Schaf, Rind, Ziege, Schwein, Mensch, Hund, Katze, Nerz, Ratte,
Maus und Hamster. PrP**" von Kaninchen und Meerschwein werden nicht erkannt. Dieses
Antiserum wurde, sofern nicht anders vermerkt, im Verhéltnis 1:100 zur Westernblot-

Analyse eingesetzt.

Ra38/16 Das Serum wurde durch Immunisierung eines Kaninchens mit einem syn-
thetischen Peptidkonjugat nach der Schaf-Aminosiuresequenz ESQAYYQRGASVILF-
SSPPVI (entspricht aa220-235 im murinen PrP) gewonnen (Groschup, Harmeyer, et al.
1997). Dieser Antikorper wurde, sofern nicht anders vermerkt, im Verhiltnis 1:100 zur

Westernblot-Analyse eingesetzt.
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2.8.3 Konjugate

FACS-Analyse
IeG GaM-PE

IeG GaM-2a-FITC

Westernblot
Streptavidin-Peroxidase
Peroxidase gekoppelt Ziege-anti-Maus

Peroxidase gekoppelt Schaf-anti-Kaninchen

Immunfluoreszenz
Biotinylierter a-Maus-AK
Streptavidingekoppeltes DTAF Fluorescein-

conjugated Streptavidin
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2.9 Medien

2.9.1 Bakterienkultur
LB (Luria-Broth)-Medium fiir Fliissigkultur (1 Liter)

Trypton 10g
Yeast-Extrakt 5g
NaCl 10g
ad 11ddH,0

LB (Luria-Broth)-Medium fiir Agarplatten (1 Liter)
LB (Luria-Broth)-Medium fiir Fliissigkultur 11
Agar 15g

Zur Selektion von Bakterien mit bestimmter Resistenz erfolgte der Zusatz
folgender Antibiotika:

Ampicillin 50pug/ml

Kanamycin 50pug/ml

2.9.2 Zellkultur

Kulturmedien
Die Grundmedien (MEM-NEAA (BFA 37), RPMI 1640 (BFA31), F12, Dulbecco‘'s MEM
(BFA34) wurden als Pulvermedien von der Fa. Life Technologies, Eggenstein, bezogen,

wihrend Opti-MEM und FCS als Fliissigmedium gekauft wurden.

Einfriermedium

Entsprechendes Kulturmedium

FCS 20%
DMSO 16%

F12-Medium (1 Liter)

F12 10,6g
NaHC03 377g
ad 11ddH;0
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2.9.3 Mikroinjektion

Stammldsungen zur Herstellung von M2-und M16-Medium

Konzentrat A (10x) 100ml mM
NaCl 5,533g 94,66
KCl 0,356g 4,78
KH,PO, 0,162g 1,71
MgSO4#7H,0 0,293¢ 1,19
Natriumlactat (of 60% syrup) 4,349¢g (=3,35ml)
Glucose 1,000g 5,56
PenG, Ksalt (767 IU/mg) 0,060g
Streptomycinsulfat 0,050g
Konzentrat B (10x) 100ml

fiir M16 ‘ fiir M2
NaHCOg3 2,101g ‘ 4,15¢g
Phenolrot 0,010¢g
Konzentrat C (100x) 100ml mM
Na-pyruvat 0,036g 0,33
Konzentrat D (100x) 100ml mM
CaCly*2H,0O 0,252¢g 1,71
Konzentrat E (10x) 100ml

fiir M16 ‘ fiir M2
HEPES 5,058 | 20,85
Phenolrot 0,010¢g
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Zur Herstellung der Puffer A-D:

Wiegegenauigkeit 1mg, dann mit Ultrapure Wasser auf jeweiliges Volumen einstellen

Zur Herstellung von Puffer E:

Hepes und Phenolrot im Becherglas einwiegen, 50ml Ultrapure Wasser dazugeben, mit

2M NaOH pH auf 7,2-7,4 einstellen (Zugabe von etwa 2,5ml) und mit Ultrapure Wasser

auf 100ml auffiillen.

Zur Herstellung von M2 aus Konzentraten (100ml)

Konzentrat A
Konzentrat B
Konzentrat C
Konzentrat D
Konzentrat E
Ultrapure-H5O
BSA

10ml
1,6ml
1,0ml
1,0ml
8,4ml
78,0ml
400mg

Zur Herstellung von M16 aus Konzentraten (100ml)

Konzentrat A
Konzentrat B
Konzentrat C
Konzentrat D
Ultrapure-H, O
BSA

10ml
10ml
1,0ml
1,0ml
78,0ml
400mg

Da diese Losung nicht gepuffert ist, muss sie bei Verwendung im Zellkulturbrutschrank

(COy-Atmosphire) gelagert werden.
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Zur Herstellung von Hyaluronidase-L6sung

1%ige (w/v) Stammlosung

10mg Hyaluronidase (Typ IV-S aus Rinderhoden, Sigma H-38884) in 1ml physiologische
NaCl-Losung 1osen. Diese Stammlosung (1% w/v) wird in Portionen zu 20ul aliquotiert
und bei -20°C gelagert.

300ug/ml Gebrauchslosung: Zu 20l Stammlssung 667u1 M2-Medium zugeben.

2.10 Puffer und L6sungen
2.10.1 Standardpuffer

PBS, Phosphat gepufferte Salzlésung, pH 7,4, (10 Liter)

NaCl 80g 140mM
KCl 2,0g 2.7 mM
Na,HPO, 11,5g 6.5 mM
KH,PO, 2,0g 1.5 mM
CaCl, 1,3g 0.7 mM
MgClyx 6 HoO 1,0g 0.5 mM

Na,HPO,4 und KHoPO,4 miissen heifl gelost werden.

TBE-Puffer (10x), (1 Liter)

Tris 108g 0,9M
Borséure 5Hg 0,9M
0,5M EDTA, pH 8,0 40ml 50mM

mit ddH,O auf 1 Liter auffiillen
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2.10.2 Lo6sungen und Puffer fiir ,,Miniprep” und DNA-Isolierung

3M Na-Azetat, pH 5,2
TE-Puffer, pH 8,0

Tris 10mM
EDTA 0,1mM

TENS (100ml)

1M Tris/HCI, pH 7,8 1ml 10mM
5M NaOH 2 ml 100mM
0,5M EDTA, pH 8 0,2 ml 1mM
20%ige SDS-Losung 2,5 ml

Mausschwanz-Lysispuffer (1 Liter)

KCl 3,73g 50mM
1M Tris/HCI, pH 9,0 10ml 10mM
NP40 4,5ml 0,45% (v/v)
Tween 20 4,5ml 0,45% (v/v)

2.10.3 Losungen und Puffer fiir Zellkultur

Sucrose-EGTA-EDTA, pH 7,8

Sucrose 85,5 250mM
EDTA 0,073g 0,25mM
Tris 3,63g 30mM
EGTA 0,048¢g 0.125mM

ad 1 Liter ddH,O

Trypanblaul6sung
0,25% (w/v) Trypanblau in 0,15M NaCl
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VT-Losung (10x), (1 Liter), d.h. 0,25% Trypsin in Versenpuffer

NaCl 80g
KCl 2g
Na,HPO, 11,5g
KH,POy, 2g
Trypsin 25g
Versen (EDTA) pH 7,2-7.4 12,5¢

wird als Einfachlosung verwendet.

Versen (1 Liter)

NaCl 8g
KC1 0,2g
Na,HPO, 1,15g
KH,PO, 0,02g
Versen 0,012¢g

Trypsin 5%ig

Bidest 475ml
NaCl 4g
KCl 0,2¢g
Trypsin 258

1 Stunde bei Raumtemperatur rithren und dann bei 3000UPM. 15 Minuten zentrifugieren.

2.10.4 Agarose-Gel-Elektrophorese: Losungen, Puffer und Lingenmarker

TAE-Puffer (20x), pH 8,3, (2 Liter)

Tris 193,6g 800mM
Natriumazetat x 3HyO 108,8¢g 400mM
EDTA 23,6g 40mM

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit Essigséure (ca. 40ml).
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Nativ-Farbmarker
Bromphenolblau
Xylencyanolblau
Orange G
EDTA

Sucrose

Ethidiumbromid

Stammlsung: 10 mg/ml

0,1% (w/v)
0,2% (w/v)
0,2% (w/v)
20mM

50% (w/v)

Fiir das Ethidiumbromidbad wurde die Losung auf 0,5ug/ml mit ddH,O verdiinnt.

Langenmarker

A-DNA /ECOA47III/ECO911
A-DNA /ECOATI (Avall)

Fa. MBI, Fermentas, Litauen

Fa. MBI, Fermentas, Litauen

2.10.5 Puffer zur Lyse und Homogenatherstellung

Sucrose-DOC-NP40-Puffer
Sucrose
DOC
NP40

PrPres-Lysispuffer (1 Liter)
1M TrisHCI, pH 7,5
5M NaCl
0,5M EDTA

TritonX100
DOC

0,32M
0,5% (w/v)
0,5% (v/v)

10ml
20ml
20ml
oml

og

10mM
100mM
10mM
0.5% (v/v)
0.5% (w/v)

2.10.6 Puffer zum Verdau mit PNGase F und Endo H

Denaturierungspuffer (10x)

SDS
3-Mercaptoethanol

5%
10%
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PNGase F-Inkubationspuffer (10x), pH 7,5
0,5M Natriumphosphat

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt durch das Austitrieren von 0,5M NaH,PO, (pH 4)
mit 0,5M Na,HPO, ,pH 9.

Endo H-Inkubationspuffer (10x), pH 5,5

0,5M Natriumzitrat

2.10.7 Puffer und Loésungen fiir die Durchflusszytometrie
FACS-Puffer
PBS mit 2%igem FCS

PJ-Stammlésung

1mg/ml Propidiumiodid in PBS

2.10.8 SDS-PAGE und Westernblot: Puffer, Losungen und Molekulargewichts-

marker

Proben-Puffer (10x), (20ml)

20%ige SDS 2.0g

1M TrisHCI, pH 7,4 5ml 500mM
5%iges Mercaptoethanol oml

Sucrose 3g 87,6 mM

pH 6,8 mit HCI einstellen, zum Schluf3: fiinf Tropfen 1%ige Bromphenolblaulésung

Blotting-Puffer, (1 Liter)

Tris 3,03¢ 25mM
Glycin 14,4¢g 192mM
Methanol 200ml 20% (v/v)
SDS 20 0,2%

ddH;0O ad 11; pH 8,3; auf keinen Fall einstellen mit HCI; zerstort Elektroden der
Apparatur
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Elektrophorese-Puffer (10x), (1 Liter)

Tris
Glycin
SDS

30g 0,25M
144g 1,92M
10g 1% (w/v)

Ad 11 ddH;0; pH 8,4-8,6; zunéchst nur 500ml ddH,O zugeben, dann pH einstellen.

Molekulargewichtsmarker
ECL-Molekulargewichtsmarker
(14,4kDa bis 97,4kDa)
Molekulargewichtsmarker

(16 bis 21kDa in 1kDa Abstéinden)

Fa. Amersham, Freiburg

Dieser Marker wurde von Dr. Martin
Eiden in der Arbeitsgruppe hergestellt.
Die Detektion des Lingenmarkers wird

durch den ,His-Tag” ermoglicht.

2.10.9 Puffer und Loésungen fiir Disulfidtest

NEM-Lyse-Puffer, (10ml)
TritonX100
0,2M Stammlosung EDTA, pH 6,8
1M Stammlosung NEM

(3,125¢ NEM in 25ml EtOH; dunkel

lagern, bei -20°C 2 Jahre haltbar)
0,1M Stammlosung PMSF

in 10ml PBS losen, dunkel verarbeiten

501 0,5% (v/v)
50ul 1mM
2001 20mM
1001 1mM

Probenpuffer nicht reduzierend, (10ml)

0,5M Stammlosung TrisHC1, pH 6,8
SDS

86%iges Glycerin

0,2M Stammlosung EDTA,

pH 6.8

0,01%iges Bromphenolblau

8ml 400mM
0,6g 6% (w/v)
2ml 20%
100p1 2mM
0,001g
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DTT, (750u1)
DTT

ad 750u1 HyO

0,0308g

2.10.10 Losungen fiir Sequenzierung

Biorad Acrylamid Gel

Harnstoft
Wasser
Acrylamid 30%
10xTBE

10% APS
Temed

21g
20ml
8,4ml
6ml
350l
15u1

300mM

2.10.11 Puffer und Lésungen fiir Immunprizipitation

DLPC-Puffer, (50ml)

1M Tris HCI, pH 8,2
NaCl
N-Laurylsarcosin

L-a-Lecithin

2,5 ml
0,438 g
lg

0,2g

0,05M
0,15M

2% (w/v)
0,4% (w/v)

auf 50ml mit ddH,O auffiillen und ultrabeschallen. Kurz vor Gebrauch Zugabe von

0.1M PMSF
25mg/ml Leupeptin
25mg/ml Pepstatin
Pefabloc

Sarkosinpuffer, (500ml)

0,5M von Losung Tris, pH 7,0

Na(Cl
Sarkosin

Aulffiillen mit ddH,O

25001
10pl
14 ml

50ml
14,61g
og

50

0,5mM
0,5 pg/ml
0,7 pug/ml
0,1M

50mM
0,5% (w/v)
1% (w/v)



Kopplungspuffer

NaHCOs, pH 8,3 0,1M
NaCl 0,5M

I-Puffer, (1 Liter)

NaCl 5,844¢g 100mM
EDTA 2,922¢g 10mM
1M TrisHCI pH7,4 10ml 10mM
NP40 5ml 0,5%
DOC 5g 0,5%

2.10.12 Puffer und Lésungen zur Aufreinigung von Primern

10% APS-Losung

10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat in 1x TBE

FA-Farbmarker

Formamid 47,5% (v/v)
EDTA 10mM
Bromphenolblau 0,025% (w/v)
Xylencyanolblau 0,025% (w/v)

1M TEAB-Puffer, pH 7,2, (500ml)

Triethylamin 50,6ml

ad 500ml ddH,O
In das zweiphasige Gemisch wurde CO, eingeleitet, bis sich die Phasen vermischt hatten

und der pH-Wert bei 7,2 lag.

Acrylamidstammldsung

Acrylamid 10% (w/v)
Harnstoff ™
in 0,5x TBE-Puffer
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2.10.13 Komplettsysteme (Kits)

BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit

JETstar Plasmid Maxi Kit

Lipofect AMINE Reagent
Mammalian Transfection Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

ABI Prism, Perkin-Elmer, Weiterstadt

Genomed GmbH, Bad Oeynhausen
Life Technologies, Eggenstein
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Qiagen, Hilden

2.10.14 Zellen und Inokulate

N2a-Zellen Maus-Neuroblastomzellen ATCC CCL-131 (Olmstedt 1970)
CHO-Zellen Chinese-Hamster-Ovary-Zellen ATCC CCL-61 (Puck 1958)
ScN2a-Zellen Bei dieser Zelllinie handelt es sich um die heute fast ausschliellich zur
PrPr-Erforschung genutzte Neuroblastomzelllinie N2a (auch MNB genannt), die von
zwei Arbeitsgruppen unabhiingig voneinander mit dem Scrapiestamm Chandler infiziert
wurde (Race, Fadness, et al. 1987; Butler, Scott, et al. 1988).

P2-Zellen Bei dieser Zelllinie handelt es sich um murine Fibroblasten NIH3T3, welche
stabil die Gene gag, env und pol des ekotropen ,Moloney Murinen Leukémie Virus” (M-
MuLV) exprimiert (Mann, Mulligan, et al. 1983).

PA 317 Diese Verpackungszelllinie basiert ebenfalls auf NIH3T3-Zellen, die stabil die
retroviralen Gene gag, env und pol des amphotropen M-MaLV exprimiert. (Miller &
Buttimore 1986)

Chandler-Inokulat Dieser mausadaptierte Scrapiestamm (Chandler 1961) wurde von
C. Weissmann, Eidgenossische Hochschule Ziirich, zur Verfiigung gestellt und an der
BFAV in CD1-Miusen passagiert.

Me7-Inokulat Dieser in C57BL/6J-Méausen vermehrte mausadaptierte Scrapiestam-
mm (Dickinson & Meikle 1969) wurde von M.E. Bruce, Neuropathogenesis Unit, Edin-
burgh zur Verfiigung gestellt.

BSE-Inokulat Dieser Stamm wurde an der BFAV in C57BL/6J-M&usen vermehrt und
passagiert. Das Inokulum stammt von dem aus England importierten, deutschen Rind
,Cindy”, das 1994 an der BFAV im BSE-Test positiv war (Kaaden, Truyen, et al. 1994).

79A-Inokulat Dieser in C57BL/6J-Méusen vermehrte mausadaptierte Scrapiestammm

52



wurde von M.E. Bruce, Neuropathogenesis Unit, Edinburgh zur Verfiigung gestellt.

2.11 Arbeiten mit infektiosem Material
2.11.1 Arbeiten mit Scrapie- und BSE-Material

Die Arbeiten mit Scrapie- und BSE-Material wurden in gesonderten, abgeschlossenen
Réumen im Isolierteil der BFAV durchgefiihrt. Fiir diese Rdume gelten besondere Sicher-
heitsbestimmungen nach der ABAS 603 (www.baua.de) wie z.B. das Tragen zusitzlicher
Schutzkleidung, das Autoklavieren der Gebrauchsmaterialien und des Abfalls bei 136°C
fiir vier Stunden bei mindestens 2bar Dampfdruck und die Dekontamination mit 2M
NaOH oder Hypochlorid (2% freies Chlor: 13% aktives Chlor der Fa. Merck 1:5 ver-
diinnt).

2.11.2 Arbeiten mit dem Retrovirussystem

Die Arbeiten mit dem Retrovirussystem fielen unter den vom Regierungsprésidium geneh-
migten Gentechnikantrag Az57-05/88/17.02/BFAV.T1i.01.08-12. Arbeiten mit dem Retro-
virussystem wurden an einer dafiir gesondert ausgewiesenen Sicherheitswerkbank unter
zusétzlichen Sicherheitsbedingungen ausgefiihrt. Dabei wurde zusétzliche Schutzkleidung
getragen, und Materialien wurden nach dem Verlassen der Sicherheitswerkbank mit Mikro-
zid (Fa. Schiilke und Mayr, Norderstedt) desinfiziert oder wie unter 2.11.1 beschrieben au-
toklaviert. Pipetten wurden in doppelt konzentrierter Lysetol-Losung (20ml/1, Fa. Schiilke
und Mayr, Norderstedt) iiber Nacht dekontaminiert. Retrovirusiiberstand produzierende
Packzellen wurden in einem nur zu diesem Zweck ausgewiesenen Brutschrank gelagert.
In den Stickstofftanks erfolgte die Lagerung ausschliellich in der Gasphase des fliissi-
gen Stickstoffs. Arbeiten mit dem retroviralen Uberstand wurden ausschlie lich in dem
fiir Arbeiten mit dem Scrapiererreger ausgewiesenen Labor durchgefiihrt und unterlagen

somit den dort iiblichen strengen Sicherheitsvorschriften.
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2.12 Tiere und Tierhaltung
2.12.1 Tiere

PrP”-M:iuse: Bei diesen Miusen wurden die aa4-187 des murinen Prion-ORF durch
das Neomycin-Resistenzgen ersetzt. Die so durch homologe Rekombination entstandenen
Méiuse exprimieren kein Prionprotein mehr und verhalten sich ansonsten wie Wildtyp-
méuse (Bueler, Fischer, et al. 1992). Diese Mauslinie wird in der Kleintierzucht der BFAV
geziichtet und wurde freundlicherweise von der Ziiricher Arbeitsgruppe von C. Weissmann

zur Verfiigung gestellt.

Tg20-Miuse: Diese transgene Mauslinie wurde durch Mikroinjektion eines halbgenomi-
schen, fiir murines PrP kodierenden Konstrukts in befruchtete Eizellen von PrP%-Miusen
generiert. Bei einer Kopienzahl von etwa 60 Kopien weisen homozygote M#use eine bis
zu zehnfache PrP*"-Expression im Vergleich zu Wildtypméusen auf. Sie besitzen das fiir
schnelle Inkubationszeit kodierende Gen Prnpa (Fischer, Rulicke, et al. 1996). Sie wurden
uns von der Arbeitsgruppe C. Weissmann zur Verfiigung gestellt und in der Kleintierzucht

der BFAV weitergeziichtet.
C57BL : Diese Mauslinie wird in der Kleintierzucht der BFAV als Inzuchtlinie gehalten.

NMRI: Diese Mauslinie stammte aus der Zucht der zentralen Tierversuchsanlage der

Universitdt Ulm.

2.12.2 Tierhaltung

Die transgenen Tiere wurden in der BFAV in einem geschlossenen Stall bei konstanter
Temperatur von 23°C und zwdlfstiindigem Lichtprogramm (6-18 Uhr) gehalten. Es wurde
Zuchtfutter 1003 der Firma Alma, Kempten, verwendet. Junge Miuse wurden ab einem
Alter von 18-21 Tagen ,abgesetzt”. Weibliche Tiere wurden im Alter von 9-10 Wochen
mit 8-9 Wochen alten Ménnchen verpaart. Tiere, die in einem Infektionsversuch einge-
setzt wurden, wurden individuell durch die Implantation eines Transponders der Firma

Euro-1D gekennzeichnet. Infizierte Tiere wurden in mit Schleusen versehenen Stillen im
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Isolierteil der BFAV in Tiibingen gehalten und viermal pro Woche auf ihr Allgemein-
befinden untersucht. Tiere mit klinischen Symptomen wurden durch COs-Intoxikation

getotet.

2.12.3 Narkose

Ketamin/Xylazin-Narkose bei der Maus

Herstellung der Gebrauchslosung:

0,8ml 2% Xylazinhydrochlorid-Losung (Rompun 2%, Fa. Bayer, Leverkusen)

1ml 10% Ketaminhydrochlorid-Losung (Ketamin 10%, Fa. WDT, Garbsen)

1ml A. bidest.

In einer 5ml Spritze aufziehen und bei Raumtemperatur maximal 14 Tage lagern. Pro
10g Korpergewicht werden 30 bis 40ug der Gebrauchslosung subkutan verabreicht. Bei
pauschaler Dosierung erhielten NMRI-Auszuchtweibchen etwa 100u1-120ul Gebrauchsls-

sung.

2.13 Computer und Software

Durchflusszytometrie-Programm ,Cellquest” (Becton Dickinson), Macintosh quadra 650
Sequenzierung ,, Abi Prism 377 DNA Sequencer” - Programm (Perkin Elmer), Power
Macintosh G3

, Westernblot Tina”’-Software der Firma Raytest Isotopenmefgerite GmbH

Swissprot-Software www.expasy.ch
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Gewinnen von DNA

Plasmidaufreinigung

”Miniprep” Mit dieser Methode kénnen 2-10ug Plasmid-DNA isoliert werden. Die
Miniplasmidisolierung erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse von Bakterienzellen.
Dazu wurden einzelne Bakterienkolonien von der Agarplatte gepickt und in Reagenz-
rohrchen mit jeweils 3ml ampicillinhaltigem (50ug/ml) LB-Medium iiber Nacht im Schiit-
telinkubator bei 37°C angeziichtet. Am folgenden Tag wurden 1.5ml der Bakteriensuspen-
sion in ein Eppendorfrohrchen iiberfithrt und bei 13000UPM, 30 Sekunden in einer Tisch-
zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend bis auf 501 abgenommen und
das Bakterienpellet in dieser Restmenge mittels Vortex resuspendiert. Dann erfolgte die
Zelllyse mit 3001 TENS und sofortigem viersekundigen Vortexen. Die in diesem Puffer
enthaltene Natronlauge lysiert die Bakterienmembranen, SDS bindet an chromosoma-
le DNA und Proteine der Bakterien. Durch Zusatz von 150ul eiskaltem Natriumazetat
und drei Sekunden Vortexen wurde der pH-Wert abgesenkt, so dass an SDS gebundene
und grole Bestandteile ausfallen. Diese wurden mittels Zentrifugation (14000UPM, 5
Minuten, 4°C) in der Kiihlzentrifuge von plasmidhaltigem Uberstand getrennt. Der Uber-
stand wurde in ein weiteres Eppendorfgefiaf} iiberfiihrt und zum Erzielen einer hsheren
Reinheit nochmals einer Zentrifugation unterzogen. Die DNA des nun weitgehend par-
tikelfreien Uberstandes wurde durch die Zugabe von 800u1 100% reinem Ethanol gefiillt
und zweimal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen (Kiihlzentrifuge 14000UPM, 5 Minuten,
4°C). Das Pellet wurde dann in 25u1 TE-Puffer mit 10ug/ml RNAse aufgenommen.

”Maxiprep” Zur Isolierung groflerer Mengen Plasmid-DNA wurden entweder 30ul
Fliissigkultur oder eine Kolonie der entsprechenden Bakterien in 100ml ampicillinhaltiges
(50p1g/ml) LB-Medium gegeben und in einem 1 Liter Erlenmeyerkolben iiber Nacht, bei
37°C im Schiittelinkubator angeziichtet. Die Plasmidisolierung erfolgte dann mit dem

JETstar-Kit der Firma Genomed nach Angabe des Herstellers. Dieses System beruht auf
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einer modifizierten alkalischen-SDS-Lyse mit anschlieSender Prizipitation von chromoso-
maler DNA und Protein. Plasmid-DNA wurde dann an ein Anionen-Austauscher-Harz

gebunden, gewaschen und anschliefend bei hoher Salzkonzentration eluiert.

Préparation genomischer DNA  Zur Analyse des Prnp-Gens lebender Miuse wurden
Schwanzspitzenbioptate genommen, welche dann in 300u] Mausschwanz-Lysispuffer (S.
45) mit 3ul PK (10pg/ml) im Thermomixer bei 55°C unter Schiitteln iiber Nacht lysiert
wurden. Eine weitere Aufreinigung der DNA war fiir den Einsatz in die PCR-Reaktion

nicht notwendig.

Auftrennung, Isolierung und Aufreinigung von genomischer und Plasmid-

DNA

Auftrennung Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte mittels Agarose-Gelen.
Eine Auftrennung erfolgt, da aufgrund der Siebstruktur dieser Gele die Poren kleineren
Fragmenten weniger Widerstand leisten und diese somit schneller im Gel laufen. Die Lauf-
strecke verhélt sich dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentlinge.

Je nach Grofle des erwarteten Fragments wurde eine Agarosekonzentration von 0,8-2%
gewihlt. Zur Herstellung der Gele wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer
in der Mikrowelle fiinf Minuten bei 500 Watt gekocht und anschliefend in die Gelkammer
gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit TAE-Puffer gefiillt.
Die Proben wurden etwa im Verhiltnis 1:10 mit Nativfarbmarker verdiinnt und in der
als geeignet erscheinenden Menge aufgetragen. Zum Groflen- und Mengenvergleich diente
eine definierte Menge verdaute \-DNA. Die Auftrennung erfolgte bei maximal 6 V/cm
Elektrodenabstand. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 15 Minuten in Ethidium-
bromidlosung (EtBr 0,5ug/ml) inkubiert. Ethidiumbromid bindet interkalierend an DNA
und erscheint im UV-Licht orange. Dokumentiert wurden die DNA-Gele mit Sofortbild-
kamera, Gelbfilter und Polaroidfilm.

Isolierung und Aufreinigung Das Fragment gewiinschter Lénge wurde unter UV-
Licht-Kontrolle mit einer Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-
gefifl iiberfiihrt. Die Aufreinigung erfolgte dann mit dem QIAquick-Gel-Extraction-Kit
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gemif} Herstellerangaben. Die DNA wurde in 30u1 Elutionspuffer aufgenommen, und 2,5ul
dieser DNA-Losung wurden dann zur Kontrolle im Agarose-Gel auf Grofle und Menge

des Fragments getestet.
Auftrennung, Isolierung und Aufreinigung von Primern

Auftrennung Die an der BFAV synthetisierten Oligonukleotide wurden an Syn-
theseharz gebunden erhalten. Zum Losen der Nukleotide vom Harz wurden die Proben
eine Stunde mit 1ml Ammoniak (25%) bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend
eine Minute bei 13000UPM zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand iiber Nacht bei
56°C inkubiert, 5-20 Minuten bei -20°C gelagert und in der Speed-Vac getrocknet. Zur
Abtrennung von storenden, kiirzeren Syntheseprodukten wurde eine Gel-Elektrophorese
durchgefiihrt. Dazu wurden 140ml 10% Acrylamidlsung mit 1ml 10% APS-Lésung und
40p]l TEMED gemischt und in die Gelkammer gegossen. Nach der Auspolymerisation des
Gels wurde ein Vorlauf von 30 Minuten bei 35 W mit 7M Harnstoff in den Geltaschen
durchgefiihrt. Dann wurden die getrockneten Oligonukleotidproben in 200ul Farbmark-
er aufgenommen, bei 95°C fiinf Minuten denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 35W, fiir ein bis zwei Stunden. Anschlieend wurde unter UV-

Kontrolle die Hauptbande eng ausgeschnitten.

Isolierung und Aufreinigung Die Gelstiicke wurden iiber Nacht in 5ml 1M TEAB-
Puffer bei 56°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde eine Sep-Pak-C18 Sdule mit 500ul
Acetonitril, 5001 10mM TEAB-Puffer und mit 1ml 1M TEAB-Puffer dquilibriert und
anschlieBend der Uberstand des iiber Nacht inkubierten jeweiligen Gelstiicks langsam
auf die Séule geladen. Die Sdule wurde dann mit 20ml 10mM TEAB-Puffer gewaschen
und dreimal mit je Iml 10mM TEAB-Puffer mit 30% (v/v) Acetonitril eluiert. Das Elu-
at wurde dann in der Speed-Vac getrocknet und in 100ul ddH,O aufgenommen. Die

Konzentration der Oligonukleotide wurde schliellich photometrisch bestimmt.

Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen Zur Nukleinsiurekonzentrations-
bestimmung wurden die Proben im Spektrum von 320nm bis 220nm Wellenléinge im Pho-

tometer gemessen. Uber den gemessenen OD 260nm-Wert wurden die Nukleinssiurekonzen-
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trationen nach folgenden Formeln bestimmt:

Fiir doppelstriangige DNA:

OD 260nm x Verdiinnung der DNA-Losung x 50 = ug DNA /ml

Fiir einstringige DNA:

OD 260nm x Verdiinnung der Oligonukleotid-Losung x 33 = pug DNA /ml

Zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinséurelosungen wurde die Absorption der DNA
(OD 260nm) ins Verhéltnis zur Absorption von Protein (OD 280nm) gesetzt. Bei einem

Wert iiber 1,8 wurde die Reinheit der Nukleinsiurelosung als zufriedenstellend bewertet.

3.1.2 Enzymatische Behandlung von Nukleinsiduren

Spaltung mit Restriktionsenzymen Verdaut wurden immer 4ug DNA des entsprech-
enden Vektors, bzw. 40ul des entsprechenden PCR-Produkts oder 2ul ,,Miniprepansatz”.
Bsu361- und Bstell-Verdau

Verdaut wurde mit Bsu361 fiir drei Stunden bei 37°C unter Zugabe von BSA (bovines
Serumalbumin); anschlieend wurde bei 60°C mit Bstell iiber Nacht geschnitten. Puffer:
NeblII.

Narl- und Bstell-Verdau

Mit Narl wurde iiber Nacht verdaut bei 37°C in Puffer Nebl und anschlieSend mit Bstell
bei 60°C in NeblII-Puffer geschnitten fiir drei Stunden.

Bsu36I- und NarI-Verdau

Verdaut wurde iiber Nacht mit Narl bei 37°C in Nebl-Puffer. Am folgenden Tag wurde
mit Bsu361 in NebllI-Puffer fiir fiinf Stunden weitergeschnitten nach BSA-Zugabe.
Xmal- und NarlI-Verdau

Der Verdau erfolgte mit beiden Enzymen iiber Nacht in Nebl-Puffer bei 37°C.

XhoI- und BamHI-Verdau

Der Vektor pSFF wurde mit Xhol bei 37°C unter Zugabe von BSA in NebU-Puffer iiber
Nacht verdaut. Anschlie end wurde mit ,Staraktivitit” aufweisendem BamHI-Enzym
fiir zwei Stunden bei 37°C weiterverdaut. Konstrukte im Plasmid pcDNA3.1/Zeo(+) wur-
den mit Xhol und BamHI in NebU-Puffer in einem Ansatz iiber Nacht verdaut.
Ndel-, SspI-, Apol-Verdau

Erfolgte nach Herstellerangaben.
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PstlI- und Bstell-Verdau
Der Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 und die Inserts wurden fiir drei Stunden mit Pst/
in NEBIII-Puffer bei 37°C und anschlieBend mit Bstell fiir zwel Stunden bei 60°C im

selben Puffer geschnitten.

Entfernen randstéindiger Phosphatgruppen Nach dem Restriktionsverdau bleiben
an den 5'-Enden der DNA-Fragmente Phosphatreste zuriick, die fiir die Ligation benotigt
werden. Entfernt man diese mit einer Phosphatase, kann keine Selbstligation des Vektors
mehr stattfinden. Das einzufiigende Insert besitzt jedoch noch beide Phosphatreste und
kann daher seinerseits immer noch mit der Vektor-DNA ligieren.

Dieses Verfahren wurde nur bei pcDNA3.1/Zeo(+)-Vektoren angewandt, da bei den
groflen Plasmiden pSFF und phgPrP mit dieser Methode ein Grofl enverlust der Vektoren
beobachtet wurde. Gearbeitet wurde mit SAP (Shrimp alkaline phophatase). 25ul ver-
dauter geleluierter Vektor wurden fiir drei Stunden bei 37°C mit 1,541 Enzym und 2,8ul
10xProbenpuffer verdaut und anschliefend fiir 20 Minuten auf 65°C erhitzt, um das En-
zym zu inaktivieren. Dieser Inaktivierungsschritt ist wichtig, damit in der nachfolgenden

Ligation das Insert nicht durch das Enzym dephosphoryliert wird.

Ligation Bei der Ligation werden Vektor und gewiinschtes Insert iiber 5'-Phosphatgrup-
pen mit Hilfe des Enzyms Ligase und unter Anwesenheit von ATP verbunden.

Die Ligation wurde mit 0,51 T4-Ligase, 1,541 ATP-haltigem 10xProbenpuffer in
einem Volumen von 154l durchgefiihrt. Die jeweilige DNA-Menge der zu ligierenden Frag-
mente wurde zuvor im Agarose-Gel abgeschiitzt. DNA-Fragment und Vektor wurden im
molekularen Verhiltnis 5:1 eingesetzt und die Reaktion iiber Nacht bei 14°C durchge-
fiihrt.

3.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
PCR zur Einfithrung von Mutation, Schnittstelle oder Deletion
Zielgerichtete (,site-directed”) PCR-Mutagenese Sie wurde zum zielgerichte-

ten Austausch der Aminoséure Threonin gegen Alanin eingesetzt, um dadurch die Erken-

nungsstellen fiir N-Glykosylierung zu zerstoren.
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3'-Primer:

nglyl82.rev: 5'-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT GGC aAT ATT GAC
GC-3

(Position: bp 533-573 des Maus-ORF)

Dieser Primer fithrt an Kodon 182 des Maus-ORF einen Austausch von Threonin zu
Alanin ein (fett) und enthilt an Position bp 543 eine stille Mutation (Kleinbuchstaben),
die eine zusétzliche Schnittstelle fiir das Enzym Sspl einfiihrt, welche zur Erkennung des
mutierten Plasmids genutzt werden kann.

musnarxxho.rev: 5-CCC CCC TCG AGG GCG CCA TCC CCA AAC AGT GGC
TTC TTT GGT TG-3'

(Position bp 1138-1170 im 3'untranslatierten Bereich von Maus-Prnp und fiihrt 3' eine
XholI-Schnittstelle an Position bp 1172 ein (fett))

5'-Primer:

ngly198.seq: 5'-GCA CAC GGT CAC CAC CAC CAC CAA GGG GGA GAAtTT CGC
CGA GAC CG-3

(Position: bp 555-601 des Maus-ORF)

Fiihrt an Kodon 198 des Maus-ORF einen Austausch von Threonin zu Alanin ein (fett)
und enthilt an Position bp 588 eine stille Mutation (Kleinbuchstaben), die eine zusitz-
liche Schnittstelle fiir das Enzym Apol einfiihrt, welche zur Erkennung des mutierten
Plasmids genutzt werden kann.

mub.seq: 5'-GCG AAC CTT GGC TAC TGG CTG-3'

(Position: bp 4-24 des Maus-ORF)

Es wurden jeweils Reaktionen durchgefiihrt mit den Primern ngly198.seq und mus-
narxho.rev und dem Primerpaar musb.seq und ngly182.rev. Die PCR-Reaktion wurde in
einem TRIO-Thermoblock der Firma Biometra durchgefiihrt. Die Primer wurden an der
BFAV synthetisiert. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50l mit einer Konzen-
tration der Nukleotidtriphosphate dGTP, dATP, dTTP und dCTP von jeweils 0,2mM,
mit je 50pmol der entsprechenden Primer und der Zugabe von 5ul PCR-Puffer und
1U vent-Polymerase durchgefiihrt, welche iiber ,Proof-reading”-Aktivitit verfiigt. Als
Template wurden 0,2ug des Vektors pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 zugegeben.
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Die PCR-Reaktion wurde mit folgendem Programm durchgefiihrt:

2 Minuten initiales Schmelzen der DNA-Stringe bei 92°C

30 Schleifen mit

60 Sekunden Schmelzen bei 94°C (Denaturation)

60 Sekunden Anlagern der Primer bei 50°C (Annealing)

60 Sekunden Synthese von DNA-Stringen bei 72°C (Extension)

dann: 7 Minuten abschliefende DNA-Synthese bei 70°C (Final extension)
Kiihlen der Proben auf 4°C

»Wobble”-Mutagenese
5'-Primer:
mub.seq : 5'-GCG AAC CTT GGC TAC TGG CTG-3'
(Position: bp 4-24)
3'-Primer:
PLrev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT SWW GAT ATT GAC
GC-3
PlL.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT SSS GAT ATT GAC
GC-3
PIILrev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT SSW GAT ATT GAC
GC-3
PIV.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT SWS GAT ATT GAC
GC-3
(Position: bp 533-573 des Maus-ORF)
Diese Primer enthalten jeweils eine Mischung verschiedener Primer, wobei S die Basen G
und C und W die Basen A und T symbolisiert. In der auf Seite 61 beschriebenen PCR-
Reaktion wurde jeweils der Primer mub5.seq mit einem der ,,Wobble”-Primer kombiniert.
In diesen vier PCR-Ansiitzen sollten sich dann theoretisch alle Tripletts befinden, die die
20 moglichen Aminoséduren an Kodon 182 einfiihren. Fiir die Aminoséiureaustausche zu
Arginin, Tryptophan, Methionin, Lysin, Valin, Glutamin, Glutaminséiure und Aspara-
ginsdure hin wurde mit diesen ,,Wobble”-Primern kein entprechend kodierendes Triplett

erhalten. Deshalb wurde dann mit folgenden 3'-Primern gearbeitet:
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Vall82.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT AAC GAT ATT GAC
GC-3

Glnl82.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT CTG GAT ATT
GAC GC-3

Glul82.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT CTC GAT ATT GAC
GC-3

Aspl82.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT GTC GAT ATT
GAC GC-3

Lys182.rev: 5'-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT CTT GAT ATT GAC
GC-3

Met182.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT CAT GAT ATT
GAC GC-3

Argl82.rev: 5'-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT TCT GAT ATT GAC
GC-3

Trpl82.rev: 5-GGT GGT GGT GAC CGT GTG CTG CTT GAT CCA GAT ATT GAC
GC-3

(Position: bp 533-573 des Maus-ORF)

Fusions-PCR, auch ,SOE-PCR” genannt (splicing by overlap extension)

Diese Technik ermoglicht es an jeder beliebigen Stelle eines Gens gezielt Deletionen
einzufiigen. Man amplifiziert zwei sich iiberlappende Fragmente in getrennten Reaktio-
nen mit Primern, die zur Sequenz vor und nach der Deletion komplementir sind. In einer
weiteren Reaktion werden diese Fragmente dann zum gewiinschten PCR-Produkt ampli-
fiziert. Die PCR-Reaktion wurde mit der vent-Polymerase durchgefiihrt wie auf Seite 61
beschrieben. Es wurden folgende Primer verwendet.
5'-Primer:
N-sig-seq: 5'-gaA TCA GTC ATC ATG AAG CGG CCA AAG CCT GGA GGG-3
(bindet an Position 12bp upstream vom Maus-ORF bis 90bp ORF; enthilt 10bp vom
Maus-Prnp upstream des Maus-ORF und 2bp (Kleinbuchstaben) vom pcDNA3.1/Zeo(+).
Die ersten 23 Kodons des Maus-ORF fehlen, das Startkodon sitzt jetzt an Kodon 23.)

CMV.seq: 5'-cat atg cca agt acg ccc cct att gac g-3'
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(bindet an Position 494-466bp upstream vom Maus-ORF im CMV-Promotor vom
pcDNA3.1/Zeo(+))

3'-Primer:

BSTEILrev: 5-CAT CGG TCT CGG TGA AGT TCT CCC CCT TGG-3'

(bindet an Position 574-604bp im Maus-ORF)

N-sig.rev: 5-CGC TTC ATG ATG ACT GAT tct aga tct gc-3'

(bindet an Position 21 upstream des Maus-ORF im pcDNA3.1/Zeo(+) bis 74bp im Maus-
ORF. Die ersten 23 Kodons des Maus-ORF fehlen, das Startcodon (fett gedruckt) sitzt
jetzt an Kodon 23.)

Als Template wurde das Plasmid pcDNA3.1/Zeo(4)mus3f4 verwendet, das den Maus-
ORF mit einem Epitop fiir den mAk3F4 enthélt. Zuniichst wurde je eine PCR mit dem
Primerpaar CMV.seq und N-Sig.rev bzw. N-Sig.seq und Bstell.rev durchgefiihrt. In einer
weiteren PCR wurden dann je 1ul dieser gelaufgereinigten PCR-Produkte eingesetzt und
mit den Primern CMV.seq und Bstell.rev amplifiziert.

PCR zur Untersuchung transgener Miuse Die PCR-Reaktion wurde in einem
TRIO-Thermoblock der Firma Biometra durchgefiihrt. Die Primer zur Untersuchung der
transgenen M#use wurden von der Firma Life Technologies synthetisiert, um die bei einer
Synthese im eigenen Labor bestehende Kontaminationsgefahr mit laborspezifischer DNA
auszuschliefen. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50l mit einer Konzentration
der Nukleotidtriphosphate dGTP, dATP, dTTP und dCTP von jeweils 0,2mM, mit je
50pmol der entsprechenden Primer, 2,5mM MgCl,; und der Zugabe von 10ul Q-Solution
und 5ul PCR-Puffer durchgefiihrt. Die Menge an Taq-Polymerase und an Template wurde
je nach PCR variiert.

PCR zum Nachweis von transgenem- und PrP”?-Gen Diese PCR wurde
zum Standardscreening von Foundertieren verwendet. Es wurden drei Primer eingesetzt.
Da der 3-Primer an transgenes und PrP”-Gen bindet, wihrend die 5'-Primer spezifisch
fiir das jeweilige Gen sind, handelt es sich hier um eine semikompetitive PCR. Diese
PCR konnte deshalb auch bedingt zur Unterscheidung heterozygoter und homozygoter

Trégertiere angewandt werden. Diese Primerkombination wurde von Bueler et al. (Bueler
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et al., 1992) veroffentlicht und zum Screening von PrP”-M:usen benutzt.
5'-Primer:

P3 (PrP-Gen): 5-ATT CGC AGC GCA TCG CCT TCT ATC GCC-3'
(Position: im Neomycingen der PrP%-Miuse)

P10 (Prnp-ORF): 5-GTA CCC ATA ATC AGT GGA ACA AGC CCA GC-3
(Position: bp 277-306 im Maus-ORF')

3'-Primer:

3nc (3-UTR): 5'-ATA ACC CCT CCC CCA GCC T-3

(Position: bp 806-824 im 3'untranslatierten Bereich des Prnp der Maus)
Dieser PCR wurden 1,511 Mausschwanzlysat als Template und 0,75U Tag-Polymerase
zugegeben. Die PCR-Reaktion wurde mit folgendem Programm durchgefiihrt:
2 Minuten initiales Schmelzen der DNA-Stringe bei 93°C

35 Schleifen mit

45 Sekunden Schmelzen bei 93°C (Denaturation)

45 Sekunden Anlagern der Primer bei 62°C (Annealing)

60 Sekunden Synthese von DNA-Stréingen bei 72°C (Extension)

dann: 7 Minuten abschliefende DNA-Synthese bei 72°C (Final extension)
Kiihlen der Proben auf 4°C

PCR zur Unterscheidung von transgenen und Wildtyp-M&usen Um trans-
gene von Wildtyp-M#ausen unterscheiden zu kénnen, wurde folgende PCR etabliert:
5'-Primer:

ExonlLseq: 5-GCG TGA CTC TTT AGT ATT GGT T-3'

Bindet im Exon IT (Position bp 221-242 upstream des ORF) des Prnp, das bei den
hier vorgestellten transgenen M#usen unmittelbar upstream des ORF liegt. Bei Wildtyp-
M:usen ist das Exon II etwa 6kb-12kb upstream vom ORF entfernt, so dass unter den
gewihlten Bedingungen kein PCR-Produkt fiir Wildtyp-M#use entstand.

3 -Primer:

P10rev.: 5-GCT GGG CTT GTT CCA CTG ATT ATG GGT CA-3

Bindet im ORF des Prnp (Position: bp 277-306 im Maus-ORF).

Auch dieser PCR wurden 1.5ul Mausschwanzlysat als Template und 1U Taqg-Polymerase
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zugegeben. Die PCR-Reaktion wurde mit einem ,,Touch-down”-Programm durchgefiihrt;
bei einer ,, Touch-down-PCR” wird bei jedem Zyklusdurchlauf die ,,Annealing”-Temperatur
von hohen auf kleinere Werte verringert. Im vorliegenden Fall wurde die Temperatur
schrittweise von 65 auf 55°C abgesenkt. Die Anderung pro Zyklusdurchlauf betrug 0,5°C.
2 Minuten initiales Schmelzen der DNA-Stringe bei 93°C

35 Schleifen mit

45 Sekunden Schmelzen bei 93°C (Denaturation)

60 Sekunden Anlagern der Primer bei 65°C-55°C (Annealing)

60 Sekunden Synthese von DNA-Stréingen bei 72°C (Extension)

dann: 7 Minuten abschliefende DNA-Synthese bei 72°C (Final extension)

Kiihlen der Proben auf 4°C

Quantitative PCR

Quantitative PCR zur Bestimmung der Kopienzahl des transgenen Al-
lels Verdiinnungen von Schwanzlysat einer C57BL-Maus und transgener Foundertiere
wurde in die PCR-Reaktion eingesetzt und anschlieend verglichen. Pro Mauslinie wur-
den 100ng, 10ng, Ing und 0.1ng Mausschwanz-DNA als Template eingesetzt. Gearbeitet
wurde mit 1U Tag-Polymerase, 50pmol 5'-Primer P10 und 100pmol 3'-Primer 3'nc. Der
3'-Primer wurde im Uberschuss eingesetzt, um Verfilschungen zu vermeiden: 3'nc bindet
auch an das %-Gen, das in den transgenen Mauslinien vorhanden ist, jedoch nicht in der
C57BL-Maus. Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen ausgefiihrt:

2 Minuten initiales Schmelzen der DNA-Striinge bei 93°C

25 Schleifen mit

60 Sekunden Schmelzen bei 93°C (Denaturation)

60 Sekunden Anlagern der Primer bei 62°C (Annealing)

60 Sekunden Synthese von DNA-Stréingen bei 72°C (Extension)

dann: 7 Minuten abschlieBende DNA-Synthese bei 72°C (Final extension)
Kiihlen der Proben auf 4°C

Quantitative PCR zum Auffinden homozygot transgener Tiere Gearbeitet

wurde mit dem 5'-Primer P10 und dem 3'-Primer 3'nc. Als Template wurden 0,4ug DNA
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eingesetzt und 1U Tag-Polymerase. Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt:

2 Minuten initiales Schmelzen der DNA-Striinge bei 93°C

20 Schleifen mit

60 Sekunden Schmelzen bei 93°C (Denaturation)

60 Sekunden Anlagern der Primer bei 62°C (Annealing)

60 Sekunden Synthese von DNA-Striingen bei 72°C (Extension)

dann: 7 Minuten abschlieende DNA-Synthese bei 72°C (Final extension)

Kiihlen der Proben auf 4°C

Die Schleifenanzahl wurde auf 20 reduziert, um zu gewéhrleisten, dass man sich im lin-
earen Bereich der DNA-Vermehrungsrate befindet. Die PCR wurde eingestellt, indem
Mausschwanzlysat einer tg20-Maus im 1:1 Verhéltnis mit dem Lysat einer PrP”-Maus
vermischt und mit dem reinen Lysat einer tg20-Maus verglichen wurde. Es wurden die
PCR-Bedingungen ausgewiihlt, die eine deutliche Unterscheidung der beiden Ansitze er-
laubte. Diese Testreaktion simulierte das Verhéltnis einer homozygoten zur heterozygoten

Maus.
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3.1.4 Sequenzierung von DNA

Sequenzierung von ,Maxipreps”

Sequenzierreaktion Die Reaktion wurde mit BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit in einem Volumen von 10ul durchgefiihrt. 0,4ug DNA, 4ul BigDye,
1,5pmol Primer und ddH;O wurden zugegeben und mit folgendem Programm im Trio-
Thermoblock durchgefiihrt:

25 Schleifen wie folgt:

96°C 30 Sekunden

50°C 15 Sekunden

60°C 4 Minuten
Abschlielend Kiihlen bei 4°C

Sequenzierprimer

t7.seq: 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

1p: 5'-CAG GGA AGC CCT GGA GGC AAC C-3

Im: 5'—GGT TGC CTC CAG GGC TTC CCT G-3'

2p: 5'-GGC TAC ATG CTG GGG AGC G-3

2m: 5'-CGC TCC CCA GCA TGT AGC C-3

3p: 5-CAC ACG GTC ACC ACC ACC AC-3

3m: 5-GTG GTG GTG GTG ACC GTG TG-3

4m: 5'-AGA GCT ACA GGT GGA TAA CC-3

pstf.seq: 5'-GTA CCT CAC CCT TTC CGA GTC GG-3
moutr.seq: 5'-CAG TGA CAC ATG TAA CTT AGC-3

Fallung 25ul 100% Ethanol und 241 Natriumazetat (pH 4,7) wurden bei Raumtem-
peratur in einem Eppendorfgefifl vorgelegt und die Probe aus der Sequenzierreaktion
zugegeben. Dann erfolgte eine zehnminiitige Inkubation auf Eis, und die Proben wurden

bei 14000 UPM fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur gefillt und mit 150ul 70% (v/v)
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Ethanol gewaschen (14000 UPM, 10 Minuten, RT). Anschliefend wurden die Proben in

der Speed-vac getrocknet und bei -20°C eingefroren.

Sequenziergel Die Proben wurden in 5ul Probenpuffer (40ul Loading Puffer, 1601
Formamid) gekocht, 1,541 Probe wurden dann mittels eines Biorad Acrylamid Gels (36cm,
5% Acrylamid, 7M Harnstoff und 1xTBE) aufgetrennt und mit Hilfe des Sequenzierg-
eriites ,,ABI PRISM 377 DNA Sequencer” analysiert fiir 10h, 48Watt, 51°C. Die Auswer-
tung erfolgte mittels ABI-PRISM-Software an einem Macintosh Computer und im GCG-

Programm.

Sequenzierung von ,,Minipreps” 20ul eines Miniprepansatzes wurden mit 20ul Iso-
propanol gefillt (14000 UPM,10 Minuten), mit 100ul 70% (v/v) Ethanol gewaschen
(14000 UPM, 5 Minuten) und in 20ul ddH,O gelost. 5ul des Ansatzes wurden in die

Sequenzierreaktion eingesetzt.

Sequenzierung genomischer DNA 54l séiulenaufgereinigte genomische DNA wurden

in die Sequenzierreaktion eingesetzt.

3.2 Bakterienkultur

Fiir die Anzucht von groffen Plasmiden wie phgPrP und pSFF wurden E.colis des Stammes
JM109 benutzt, wihrend kleine Plasmide wie pcDNA3.1/Zeo(+), pEGFP-N3 oder pblue-

script in Bakterien des Stammes XL1-Blue vermehrt wurden.

3.2.1 Anzucht von E. coli-Stammen

Anzucht in Fliissigmedium Das mit einer Bakterienkolonie bzw. einer Vorkultur
von E. coli XL1-Blue oder JM109 beimpfte LB-Medium wurde im Schiittelinkubator
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach Bedarf wurde auf Antibiotikaresistenz selektiert

(Ampicillin 50pg/ml bzw. Kanamycin 50ug/ml).

Anzucht auf festen Ndhrboéden Etwa 50ul einer Bakterienlosung wurde auf LB-
Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Zur Selektion wurde an-
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tibiotikahaltiger Agar verwendet (Seite 41).

3.2.2 Transformation

Die bei -70°C gelagerten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und die Hélfte eines Li-
gationsansatzes (7,5ul) oder 1ul eines Maxi- bzw. Minipreps zur Bakteriensuspension
gegeben und sofort mit Hilfe des Vortex kurz gemischt. Nach einer Inkubation fiir 30
Minuten auf Eis folgte eine zweiminutige Hitzeschockbehandlung bei 42°C im Ther-
moblock. Nach zweiminutigem Abkiihlen der Bakterien auf Eis wurde 1ml LB-Medium
der Zellsuspension zugegeben, und die Bakterien wurden bei 37°C fiir 45 Minuten im
Thermoblock geschiittelt. Im Anschluss an diese Wachstumsphase wurden die Bakterien
bei 13000 UPM in der Tischzentrifuge fiir eine Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde
bis auf 50ul abgenommen, das Bakterienpellet in diesem Restvolumen resuspendiert und
schliellich auf antibiotikahaltige LB-Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden iiber
Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.3 Herstellung kompetenter Bakterien

E. coli Bakterien aus einem Glycerolstabilat wurden auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen
und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Dann wurde eine Bakterienkolonie in 200ml LB-
Medium gegeben und bei 37°C iiber Nacht im Schiittelinkubator hochgezogen. Anschlie-
Bend wurde diese Fliissigkultur im Verhéltnis 1:50 mit LB-Medium (Gesamtvolumen
200ml) verdiinnt und weitere zwei bis drei Stunden bei 37°C geschiittelt bis eine OD
550nm von 0,2-0,5 erreicht war. Zu diesem Zeitpunkt des exponentiellen Wachstums der
Bakterien wurde die Kultur fiinf Minuten auf Eis abgekiihlt und anschlieffend die Sus-
pension bei 3000 UPM, 4°C, fiinf Minuten in einer Heraeus-Kiihlentrifuge zentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde dann in der Hilfte der Ausgangsmenge 50mM steriler CaCls-
Losung (100ml) resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifu-
gation (2000 UPM, 4°C, 5 Minuten) wurde das Pellet dann in einem 20stel der Ausgangs-
menge 30mM steriler CaCly-Losung (10ml) aufgenommen. Zu dieser Lésung wurde dann
tropfenweise steriles Glycerol zugegeben bis zu einer Endkonzentration von 15%. Jeweils
200! wurden dann in Eppendorfgefifie gefiillt, in fliissigen Stickstoff gegeben und bei
-70°C gelagert.
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3.2.4 Lagerung von Bakterienkulturen

Zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterien wurden je 500ul Fliissigkultur mit dem-
selben Volumen an sterilem Glycerol gemischt, sofort auf Eis gestellt und anschlielend

bei -70°C gelagert.

3.3 Zellkultur
3.3.1 Zellkultivierung

Die Zellen wurden, sofern nichts anderes vermerkt, im Brutschrank bei 37°C, ausreichen-

der Luftfeuchte und einer Gaszufuhr von 5% CO, gehalten.

Kultivierung von Maus-Neuroblastomzellen (N2a-Zellen) N2a-Zellen wurden in
BFA37 (MEM-NEAA), 10% FCS und Penicillin, Streptomycin gehalten. Jeden fiinften
Tag wurden die Zellen einer T75er-Flasche mit VT abgelost, in Medium resuspendiert,

und ein Achtel der Zellsuspension wurde wieder in 15ml Medium ausgesit.

Kultivierung von Chinese-Hamster-Ovary-Zellen (CHO-Zellen) CHO-Zellen
wurden in BFA34 (Dulbecco‘'s MEM), 25% F12, 10% FCS, Penicillin und Streptomycin
kultiviert. Jeden fiinften Tag wurden die Zellen einer T75er-Flasche mit VT abgelost,
in Medium resuspendiert, und ein Sechzehntel der Zellsuspension wurde wieder in 15ml

Medium ausgesiit.

Kultivierung von transfizierten N2a- und CHO-Zellen Auf transfizierte Zellpo-
pulationen wurde mit dem jeweiligen Medium zugesetzten Antibiotikum Zeocin in einer
Konzentration von 500ug/ml selektioniert. Diese stabilen Zellpopulationen wurden dann
kloniert und diese Klone weiterhin in zeocinhaltigem Medium (250ug/ml) gehalten. Das
Auftauen, Einfrieren und Umsetzen transfizierter Zellen erfolgte jedoch in zeocinfreiem

Medium, da es ansonsten zu iiberm#f igem Zellsterben gekommen wiére.

Kultivierung von Packzellen (PA317-; U2-Zellen) Die Packzellen wurden in BFA31
(RPMI1640), 10% FCS, Penicillin und Streptomycin kultiviert. Jeden dritten Tag wurden
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die Zellen eines Sixwells mit VT abgelost, in Medium resuspendiert, und ein Fiinftel der

Zellsuspension wurde wieder in 5ml Medium in einem neuen Sixwell ausgesiit.

Kultivierung von permanent scrapie-infizierten Maus-Neuroblastomzellen

ScN2a-Zellen wurden in Opti-MEM oder BFA37 (MEM-NEAA), 10% FCS und Penicillin,
Streptomycin gehalten. Jeden fiinften Tag wurden die Zellen einer T75er-Flasche mit VT
abgelost, in Medium resuspendiert, und ein Achtel der Zellsuspension wurde wieder in

15ml Medium ausgesiit. Wachstum erfolgte im Brutschrank bei 35°C und 5% CO,.

Auftauen und Einfrieren von Zellen 8-10° Zellen wurden in 0,5ml Einfriermedi-
um vermischt mit 0,5ml Kulturmedium aufgenommen, in ein Einfrierrohrchen gegeben,
auf -20°C und dann auf -70°C heruntergekiihlt. Nach 48 Stunden wurden die Proben
in fliisssigen Stickstoff iiberfiihrt. Eingefrorene Zellen wurden im 37°C Wasserbad aufge-
taut, sofort in 5ml Kulturmedium tiiberfiihrt, gewaschen (1000 UPM, 10 Minuten, 4°C in

Heraeus-Kiihlzentrifuge) und ausgesiit.

3.3.2 Klonierung von Zellen

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die antibiotikaresistenten, transfizierten Zellpopu-
lationen so verdiinnt, dass theoretisch in jedem 96er-well nur eine Zelle sitzt. Die Klonierung

wurde in Selektionsmedium durchgefiihrt.

3.3.3 Bestimmung der Anzahl lebender Zellen

Zur Vitalitdtsbestimmung wurde der ,, Trypanblau-Exklusionstest” durchgefiihrt. Der Farb-
stoff wird passiv in die Zellen aufgenommen, kann aber nur von stoffwechselaktiven Zellen
wieder sezerniert werden; tote Zellen erscheinen daher blau gefiirbt. Aliquots der Zell-
suspensionen wurden mit Trypanblaulosung im Verhéltnis 1:1 versetzt und die unge-
farbten Zellen in einer Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer mikroskopisch ausgezihlt. Die Zell-
zahl wurde nach folgender Zihlung bestimmt:

Zellzahl = Zahl der Zellen in 5 Kleinquadraten x 1000 x Verdiinnungsfaktor
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3.3.4 Transfektion von Zellen

Bestimmung der Transfektionseffizienz Die Transfektionseffizienz ist das Verhilt-
nis transfizierter Zellen zur Gesamtzellzahl. Die Transfektion erfolgte entweder mit Lipo-
fectamine oder Kalziumphosphat entsprechend der ansonsten gewiihlten Bedingungen.
Als Plasmid wurde pEGFP-N eingesetzt, das fiir das verstéirkt autofluoreszierende, griin
fluoreszierende Protein (EGFP) kodiert. Am dritten Tag nach der Transfektion wurde
die Zellkultur dann mittels Durchflusszytometrie oder Fluoreszenzmikroskop auf GFP-
exprimierende Zellzahl untersucht und so im Verhiiltnis zur Gesamtzellzahl die Transfek-

tionseflizienz ermittelt.

Transfektion mit Lipofectamine Bei dieser Methode wird die DNA in Liposomen
verpackt und iiber Endozytose in die Zelle geschleust. N2a und CHO Zellen wurden auf
T25er-Flaschen ausgesiit, so dass am folgenden Tag eine Konfluenz von 80% erreicht war
(Zellzahl= 2-10%). 3ug Plasmid wurden in 300ul MEM-NEAA (N2a-Zellen) bzw. Dul-
becco's MEM (CHO-Zellen) und 7,5l Lipofectamine in 3004l MEM-NEAA (N2a-Zellen)
bzw. Dulbecco‘’s MEM (CHO-Zellen) gegeben. Die beiden Ansitze wurden vermischt und
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit MEM-NEAA
(N2a-Zellen) bzw. Dulbecco's MEM (CHO-Zellen) wurde das Plasmid-Lipofectamine-
Gemisch mit 2,4ml MEM-NEAA (N2a-Zellen) bzw. Dulbecco‘s MEM (CHO-Zellen) aufge-
fiillt und auf die Zellen gegeben. Nach fiinfstiindiger Inkubation im Brutschrank wur-
den 3ml MEM-NEAA (N2a-Zellen) bzw. Dulbecco's MEM (CHO-Zellen) mit 20% FCS
zugegeben und iiber Nacht inkubiert. Das Medium wurde dann abgezogen und durch
MEM-NEAA (N2a-Zellen) bzw. Dulbecco's MEM, 25% F12 (CHO-Zellen), 10% FCS,
Penicillin/Streptomycin ersetzt. Zwei Tage spiiter wurden die Zellen dann auf tran-
siente Expression bzw. Transfektionseffizienz getestet oder das Medium durch zeocin-
haltiges (500ug/ml) Medium zur Selektion stabiler Zellpopulationen ersetzt. Nach et-
wa vier Wochen erhielt man so stabile Zellpopulationen. Als Kontrolle wurden nicht-
transfizierte Zellen mitgefiihrt oder Zellen, die lediglich mit dem insertfreien, also ,leeren”

Vektor transfiziert wurden (mock-Kontrolle).
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Transfektion mittels Kalziumphosphatprizipitation Diese Methode geht auf
die Entdeckung zuriick, dass Zellen die DNA in Form eines Prizipitats mit Kalziumphos-
phat effizient aufnehmen. Friihere Arbeiten zeigten, dass zweiwertige Kationen wie Kalz-
ium oder Magnesium die Aufnahme von DNA in Bakterien fordern. DNA wird in eine
phosphatgepufferte Losung gegeben und anschlieend Kalziumchlorid dazugegeben. Jetzt
bilden sich feine Prizipitate aus Kalziumphosphat und DNA, die iiber ihre Phosphatgrup-
pen mitprézipitiert wird. Die Zellen nehmen dann die ausgefiillte DNA auf.

In einem Sixwell wurden je 1,2-10° PA317- und ¥-Zellen in 2ml Dulbecco's MEM,
10% FCS, Penicillin/Streptomycin ausgeséit und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Zur Kontrolle gleichméfligen Wachstums beider Zelllinien wurde je ein Sixwell mit nur
einer Zelllinie ausgesiit. Bei gleichmifligem Wachstum wurden die Zellen dann am fol-
genden Tag transfiziert. 10ug DNA wurden mit 9ul Soll vermischt und auf ein Volu-
men von 89yl mit ddH,0O aufgefiillt. Diesem Reaktionsansatz wurden dann langsam 89ul
Sol II zugegeben. Dabei wurde ein Vortex mit 800 Scherbewegungen pro Minute zu Hilfe
genommen, um eine optimale Durchmischung zu erreichen. Dieser Ansatz wurde dann
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, die Zellen zweimal mit Dulbecco‘'s MEM,
10% FCS, Penicillin/Streptomycin gewaschen und pro well 2ml Medium zugegeben. An-
schliefend wurde das Prizipitat vorsichtig iiber das Sixwell getropft. Am folgenden Tag
wurde das Medium durch 4ml RPMI1640, 10% FCS, Penicillin/Streptomycin ersetzt. Die
Transfektion wurde mit Dulbecco‘s MEM durchgefiihrt, da der hohe Salzgehalt von RP-
MI1640 die Transfektionsreaktion stéren wiirde. Die Zellen wurden dann jeden zweiten
Tag mit VT abgelost, das sofort wieder von den Zellen entfernt wurde, und im Verhlt-
nis 1:5 auf ein neues Sixwell gesplittet. Nach etwa zwei Wochen wurden die Zellen dann
auf 24er wells, T25er- und auf T75er-Flaschen gesetzt und mittels Immunfluoreszenz,

Durchflusszytometrie und Westernblot auf Expression untersucht.

3.3.5 Ernte und Konservierung von retrovirushaltigem Zelliiberstand

Nachdem die Packzellkokulturen auf Expression des eingefiihrten Inserts in Immunflu-
oreszenz, Durchflusszytometrie und Westernblot getestet waren, wurden sie auf T75er-
Flaschen in 15ml Zellkulturmedium umgesetzt. Nach Erreichen einer Zelldichte von 80-

100% Konfluenz wurde der retrovirushaltige Zellkulturiiberstand abgenommen, bei

7



1000UPM, 4°C und fiinf Minuten in der Heraeuszentrifuge von Zelliiberresten befreit

und anschlieend in 2ml Aliquots bei -70°C in Einfrierrohrchen weggefroren.

3.4 Konversionsexperiment in permanent scrapie-infizierten

Maus-Neuroblastomzellen (ScN2a-Zellen)

3-10° ScN2a-Zellen wurden pro Sixwell in 2ml Opti-MEM, 10% FCS, Penicillin, Strep-
tomycin ausgesdt und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde
das Medium entfernt und durch je 2ml polybrenehaltiges Medium (4pg/ml) ersetzt. Nach
zweistiindiger Inkubation der Zellen im Brutschrank wurde ein Gesamtvolumen von 1ml
Virusiiberstand in entsprechenden Verdiinnungen (Pur, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) pro Sixwell
zugegeben und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medi-
um entfernt und pro Sixwell die Zellen mit 1ml VT-Losung abgelost. Pro Sixwell wurden
dann 6001 Zellsuspension auf eine T75er-Flasche in 15ml Medium, 300u] Zellsuspension
in eine T25er in 5ml und ein Tropfen in ein 24er-well in 2ml Medium ausgesiit. Die Zellen
wurden bis zur Konfluenz im Brutschrank gehalten und dann auf Transduktionseffizienz
per Immunfluoreszenz und auf PrP* und PrP**" im Westernblot untersucht.

Proben fiir PrP*°*: Das Medium wurde entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und
in der Flasche mit 250ul Sucrose-DOC-NP40 lysiert. Dem Lysat wurden anschlielend 20u1
RNAse (1mg/ml) zugegeben und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Debris wurde durch
Zentrifugation bei 9000UPM, zwei Minuten in einer Heraeus Tischzentrifuge entfernt und
5041 Uberstand direkt mit 12,511 10x Probenpuffer vermischt oder einer Guanidiniumbe-
handlung mit anschlieBender Azetonprizipitation unterzogen.

Proben fiir PrP™®s: Tote Zellen im Medium wurden mit 800UPM, fiinf Minuten in
einer Varifuge 3.0 von Heraeus herunter zentrifugiert. Die Zellen in der Flasche wurden mit
2ml VT-Medium abgeltst, in 6ml Medium resuspendiert und gemeinsam mit den toten
Zellen einer Zentrifugation (800UPM, 5 Minuten) unterzogen. Die Zellpellets wurden
dann bei -20°C weggefroren im 15ml Bluecap oder sofort in 3ml PrP**-Lysispuffer gelost.
Nach zehnminiitiger Inkubationszeit war im Reaktionsansatz eine weifle DNA-Wolke zu
sehen. Diese wurde durch Zentrifugation bei 800UPM, fiinf Minuten in einer Varifuge 3.0

von Heraeus pelletiert und entfernt. Der Uberstand wurde dann mit 754l Proteinase K
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(Img/ml) fiir 1h bei 37°C verdaut und der Verdau mit 25x1 100mM PMSF abgestoppt.
Das verdaute Lysat wurde dann in Zentrifugenrshrchen (13x56mm) umgefiillt und bei
70000UPM, 60 Minuten bei 4°C in einem Beckmannrotor TLA100.4 ultrazentrifugiert.
Das Pellet wurde anschlielend in 100l 2 x Probenpuffer mittels fiinfminiitiger Ultraschall-

behandlung gelost und bei -20°C sofort weggefroren oder im Gel aufgetrennt.

3.5 Proteinbiochemische Verfahren
3.5.1 Herstellung von Homogenaten

Zellhomogenate In der Regel wurden 10%ige Zellhomogenate hergestellt. Die Zellen
einer konfluenten T75er-Flasche wurden mit 10ml Sucrose-EGTA-EDTA-Losung abgelost
und bei 1000UPM, fiinf Minuten bei 4°C in der Heraeus-Kiihlzentrifuge zentrifugiert.
Nach dem Abgieen des Uberstandes wurde das Zellpellet in Sucrose-DOC-NP40-Puffer
resuspendiert, RNAse in einer Endkonzentration von 100ug/ml zugegeben und 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (9000UPM, 2 Minuten,
Tischzentrifuge) wurde das Zellhomogenat von DNA-Resten gereinigt, indem der Uber-
stand in ein neues Eppendorfgefifl umgefiillt wurde. Das Ablosen der Zellen erfolgte nicht
mit proteinablosendem Versen-Trypsin, um den Verlust von auf der Oberfléiche exprimier-

tem Prionprotein zu vermeiden.
Organhomogenate

Gehirn Hergestellt wurden 10%ige Gehirnhomogenate. Dazu wurden die Gehirne
frisch toter M&ause entnommen und in Sucrose-DOC-NP40-Puffer mit Hilfe eines Tischho-

mogenisators homogenisiert.

Weitere Organe Hergestellt wurden 10%ige Homogenate. Zum zerkleinerten Or-
gan frisch toter Miuse wurde Sucrose-DOC-NP40-Puffer zugegeben und dann durch
mehrmaliges Aufziehen in Spritzen mit 18-gauge, 20-gauge und 23-gauge Kaniilen ho-

mogenisiert.
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3.5.2 Fallung und Vorbehandlung von Protein

Methanolfdallung Proben wurden im Verhiltnis von mindestens 1:10 mit eiskaltem
Methanol versetzt und iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Anschliefend wurden sie bei
4000UPM in der Heraeus Varifuge 3.0 fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nach dem
Trocknen des Pellets wurde dieses in 30ul 2xProbenpuffer aufgenommen und mittels

fiinfminiitiger Ultraschallbehandlung gelost.

Azetonfillung Proben wurden 1:1 in 100% Azeton aufgenommen und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Anschlieffend wurden die Proben bei 4000UPM, zehn Minuten in einer Her-
aeus Varifuge 3.0 oder bei 14000UPM, zehn Minuten in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.

Die Pellets wurden dann in einem geeigneten Volumen 3xProbenpuffer aufgenommen.

Denaturierung mit Guanidiniumhydrochlorid Guanidinium fiihrt zu einer Dena-
turierung des Prionproteins, indem die Sekundérstruktur von PrP zerstort wird. Dadurch
werden Epitope fiir Antikorper freigelegt. Denaturierungsschritte mit Guanidiniumhy-
drochlorid sind ab einer Molaritét von 6M irreversibel (Prusiner et al. 1993), darunter re-
versibel. Die Denaturierung mit Guanidiniumhydrochlorid wurde durchgefiihrt, um Hin-
tergrundprobleme zu minimieren.

Die Proben wurden im Verhiltnis 1:1 mit 6M Guanidiniumhydrochlorid fiir zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Endkonzentration 3M). Anschlieffend wurden

sie mit Azeton, wie oben beschrieben, gefillt.

3.5.3 Enzymatische Behandlung der Proteine

PNGase F (N-Glykosidase F)  Durch die PNGase F werden N-glykosylierte Proteine
deglykosyliert, da dieses Enzym alle Typen Asparagin-gebundener N-Glykanketten spal-
tet, vorausgesetzt, dass sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe in peptidischer
Bindung vorliegen und dass das Oligosaccharid die Mindestgrofle der Chitobiose-Core-
Einheit aufweist.

Zu 10ul Zellhomogenat wurden 20ul Sucrose-DOC-NP40-Puffer und 3ul Denaturie-
rungspuffer (10fach) gegeben und bei 95°C fiir zehn Minuten gekocht. Nach dem Abkiihlen
der Probe auf Raumtemperatur wurden 3,8l PNGase F-Inkubationspuffer (10fach), 3,8l
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10% NP40 und 241 PNGase F (0,4U) zugegeben und iiber Nacht bei 37°C verdaut. Durch
die Denaturierung wird die Deglykosylierungsrate des Enzyms PNGase F gesteigert. Da
das Enzym durch SDS gehemmt wird, ist die Zugabe eines zweiten Detergens in fiinf- bis
zehnfachem Uberschuss im Hinblick auf die SDS-Konzentration notwendig. Hier wurde

als Detergens NP40 verwendet.

Endo H Endoglykosidase H spaltet den Chitobiose-Core von N-Glykanen des ,high-
Mannose”-Typs und der einiger Komplex-Typen.

Zu 10ul Zellhomogenat wurden 20ul Sucrose-DOC-NP40-Puffer und 3ul Denaturie-
rungspuffer (10fach) gegeben und bei 95 °C fiir zehn Minuten gekocht. Nach dem Abkiihlen
der Proben auf Raumtemperatur wurden 3,8l Endo H-Inkubationspuffer (10fach) und
2-5u1 Endo H (10-25mU) zugegeben und iiber Nacht bei 37°C verdaut. Durch die Dena-
turierung wird die Deglykosylierungsrate des Enzyms Endo H gesteigert.

Als Kontrolle wurden nicht-transfizierte Zellen ebenfalls mit Endo H behandelt. Fern-
er wurden Proben mitgefiihrt, die nicht mit Endo H, ansonsten aber gleich, behandelt

wurden.

PIPLC (Phosphatidylinosit-Phospholipase C)  Phosphatidylinosit-Phospholipase
C wird zur Freisetzung von GPI-membranverankerten Proteinen eingesetzt und schneidet
zwischen Diacylglycerol und Inositolphosphat.

Zellen einer T75er-Flasche wurden bei einer Konfluenz von 80% mit PIPLC behan-
delt. Dazu wurde das Medium abgezogen, und die Zellen wurden dreimal mit BFA37
gewaschen. Anschlieend wurden 0,4U PIPLC in 4ml BFA37 (pH 7,4) gegeben und
die Zellen darin vier Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde
dann abgenommen, in ein Bluecap iiberfiihrt und Zellreste in der Heraeus-Kiihlzentrifuge
(800UPM, 5 Minuten, 4°C) abzentrifugiert. Die Proteine des Uberstandes wurden dann
entweder mit Methanol oder Azeton gefillt und die Pellets in 30ul 2xProbenpuffer
aufgenommen.

Die Zellen wurden mit EDTA-EGTA-Sucrose von der Zellkulturflasche abgelost, in
der Heraeus-Kiihlzentrifuge (800UPM, 5 Minuten, 4°C) pelletiert und zu Zellhomogenat

(siehe Seite 77) weiterverarbeitet.
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Als Kontrolle dienten jeweils Zellen, die nicht mit PIPLC, ansonsten aber gleich,

behandelt wurden.

Proteinase K  Zellhomogenate in Sucrose-DOC-NP40 oder PrP*-Lysis-Puffer wur-
den mit verschiedenen Konzentrationen Proteinase K behandelt und bei 37°C fiir un-
terschiedliche Zeit inkubiert (3,3ug/ml PK fiir 10 Minuten, 1ug/ml fiir 30 Minuten,
0,5pg/ml fir 30 Minuten oder mit 25ug/ml fiir 60 Minuten). Der Verdau wurde an-
schlieBend abgestoppt durch zehnminutiges Kochen bei 95°C. Die Proben wurden dann
mit Guanidinium denaturiert und mit Azeton gefillt. Das Pellet wurde in 3 x Probenpuffer

gelost, weggefroren oder sofort im SDS-PAGE aufgetrennt.

3.5.4 Sonstige analytische Verfahren

Loslichkeitsassay — Zellpellets wurden gewonnen wie fiir PrP™ (Seite 76) beschrieben,
bei —20°C weggefroren, die Pellets dann in 3ml Loslichkeitstest-Puffer (10mM TrisHCI
pH 7.5, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 0,5% TritonX100, 0,5% DOC) aufgenommen und
zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Detritus wurde durch Zentrifugation bei
800UPM, fiinf Minuten in einer Varifuge 3.0 von Heraeus pelletiert und entfernt. An-
schliefend wurde der Probe 25ul 100mM PMSF zugegeben und bei bei 70000UPM, 60
Minuten bei 4°C in einem Beckmannrotor TLA100.4 ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde
anschliefend in 175l 2 x Probenpuffer mittels fiinfminutiger Ultraschallbehandlung gelost
und bei -20°C sofort weggefroren, oder 25ul der Probe wurden sofort im Gel aufgetrennt.
Der Uberstand wurde einer Guanidiniumbehandlung mit anschlieBender Azetonfillung

unterzogen und dann in 175ul 3x Probenpuffer aufgenommen und davon wurden 25ul im

13% SDS-PAGE aufgetrennt.

3.5.5 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE)

Die Proben wurden mittels SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli 1970) in einer Mini-
Gel-Elektrophorese- Apparatur aufgetrennt. Proben wurden vor dem Auftrag mit CVL-
Puffer versetzt und fiinf Minuten bei 95°C gekocht. Die Fokussierung der Proben erfolg-

te zunichst bei 100 Volt, die anschliefende Trennung der Fraktionen nach Erreichen
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des Trenngels bei 200 Volt. Proben wurden bis zum Verschwinden der Lauffront aufge-
trennt. Zur Kontrolle des Molekulargewichts wurden 0,5u]1 ECL-Marker (Fa. Amersham,
Freiburg) in10ul Probenpuffer oder ein BFAV eigener Marker benutzt (Dr. Eiden: un-
veroffentlicht)

12% Gele, 0,6mm dick: fiir 2 Gele;
Da dem Trenngel Sucrose zugegeben wurde, kénnen Trenn- und Taschengel gleichzeitig

gegossen werden.

13% Gele, 1,2mm dick: fiir 2 Gele;
Nach dem Gieflen des Trenngels wurde dieses mit Isopropanol iiberschichtet. Das Taschen-

gel wurde erst nach dem Auspolymerisieren des Trenngels gegossen.

Trenngel:

ddH,O 4,5ml
1.5M TrisHCI, pH 8.8 3,75ml
30% Bis-Acrylamid 6,5ml
10% SDS 750p1
TEMED 10pl
10% APS 1001
Taschengel:

ddH,O 6ml
0.5M TrisHCI, pH 6.8 2,5ml
30% Bis-Acrylamid 1,3ml
10% SDS 5001
TEMED 20ul
APS 200p1

16% Gele, 1,2mm dick: fiir 2 Gele;
Nach dem Gieflen des Trenngels wurde dieses mit Isopropanol iiberschichtet. Das Taschen-

gel wurde erst nach dem Auspolymerisieren des Trenngels gegossen.
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Trenngel:

ddH,O 3ml

1,5M TrisHCI, pH 8,8 3,75ml

30% Bis-Acrylamid 8ml

10% SDS 75041

TEMED 1001

APS 100p1
Taschengel: siehe 13% Gele

3.5.6 Oberflichenbiotinylierung

Mit dieser Methode werden alle auf der Zelloberfliche anwesenden Proteine mit zellimper-
meablem Biotin markiert, durch die anschliefende Immunprizipitation PrP isoliert und
anschlieend auf dem Blot mit an Biotin-bindender Strepavidinperoxidase entwickelt.
Auf dem Blot ist demzufolge nur noch oberflichenexprimiertes PrP zu sehen. 1,8-10°
Zellen wurden in einer T25er-Flasche in 5ml Medium ausgeséit und iiber Nacht bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen fiinf Minuten auf Eis inku-
biert, dreimal mit eiskaltem Biotinylierungspuffer] (PBS, 0,1mM CaClsy, ImM MgCl,, pH
7,4) gewaschen und in 250ug/ml Sulfobiotin-X-NHS in 2ml Biotinylierungspuffer I zehn
Minuten auf Eis inkubiert. Abgestoppt wurde die Biotinylierungsreaktion dann durch
dreimaliges Waschen mit Biotinylierungspuffer IT (50mM Glycin in PBS, pH 7,4). Dann
wurden die Zellen in der Flasche mit 250ul Sucrose-DOC-NP40-Puffer lysiert, in ein Ep-
pendorfgefifl umgefiillt und mit 20ul Protein A-Sepharose (10% w/v) bei Raumtempera-
tur fiir eine Stunde vorgekliirt. Der Uberstand wurde nach Zentrifugation bei 5000UPM,
zehn Minuten in einer Heraeus-Tischzentrifuge wieder in ein Eppendorfgefifl umgefiillt
und dann immunpréizipitiert mit mAk3F4 (siehe Seite 86). Die Proben wurden dann im
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Streptavidin-Peroxidase 1:1000 in 5% Mager-
milch entwickelt. Als Kontrolle wurden Zellen mitgefiihrt, die nicht mit Biotin, ansonsten

aber gleich behandelt wurden.
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3.5.7 Nachweis von Disulfidbriicken

Dieser Test beruht auf der Tatsache, dass Proteine bei geschlossenen Schwefelbriicken ein
anderes Laufverhalten im SDS-PAGE zeigen als in der nicht geschlossenen Form. Im oxi-
dierten Zustand liegen Schwefelgruppen immer geschlossen als S-S-Briicken vor, wiihrend
im reduzierten Zustand die Disulfidbriicken aufgebrochen werden und SH-Gruppen vor-
liegen. Als Reduktionsmittel kann Mercaptoethanol oder wie im folgenden Protokoll
DTT (1,4-Dithiothreitol) verwendet werden. Um eine vorzeitige Oxidation von PrP zu
vermeiden, wurde dem Lyse-Puffer NEM (N-Ethylmaleinimide) zugegeben, das durch
Alkylierung Sulthydrilgruppen der Proteine blockiert und so vor oxidativer Veréinderung
wihrend der Zelllyse schiitzt.

Konfluente Zellen einer T75er-Flasche wurden mit 750u1 (N2a-Zellen), bzw. 1ml (Pack-
zellen) NEM-Lysis-Puffer fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln lysiert, das
Lysat dann in ein Eppendorfgefiafl umgefiillt, bei 9000UPM in einer Tischzentrifuge der
Detritus entfernt und das Lysat sofort 1:1 mit nicht-reduzierendem Probenpuffer vermis-
cht und bei 95°C fiinf Minuten gekocht. Anschlieend wurden 30ul dieser Probe entnom-
men und mit 5u1 300mM DTT versetzt und ebenfalls sofort gekocht. Die Proben wurden
anschlieffend im 12% SDS-PAGE in diinnen Gelen aufgetrennt. Zwischen reduzierter und
nativer Probe wurde jeweils eine Spur freigelassen, um eine mégliche Diffusion von DTT

im Gel zu vermeiden.

3.6 Immunochemische Verfahren
3.6.1 Westernblot

Beim Blotten werden die in einem Gel aufgetrennten Proteine (SDS-PAGE) elektropho-
retisch auf eine Membran iibertragen.

Der Transfer der Proteine erfolgte nach dem ,,Semi-dry”-Verfahren mit der Trans-Blot
SD-Apparatur bei 15 Volt wihrend 45 Minuten auf eine PVDF-(Polyvinylidendifluorid)-
Membran. Die Membran wurde zur Abséttigung unspezifischer Bindungen fiir 30 Minuten
in Blockinglosung (5% Magermilchpulver, PBS; 0,1% Tween20) inkubiert. Die Bindung
des ersten Antikorpers bzw. Antiserums (mAk 3F4 1:3000, mAk 6H4 1:10000, 3B5 1:200,
mAk SAF70 1:6000, mAk anti-His 1:2000, Ra 5/7 1:2000) erfolgte iiber Nacht in Block-
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inglosung. Nach drei Waschschritten mit PBS, 0,1% Tween20 fiir je zehn Minuten wurde
der Peroxidase-gekoppelte Zweitantikorper (Ziege-anti-Maus bzw. Schaf-anti-Kaninchen)
in einer Verdiinnung von 1:3000 in PBS, 0,1% Tween20 fiir 45 Minuten zugegeben.
Die Membranen wurden anschliefend dreimal fiir je zehn Minuten gewaschen und an-
schlieflend mit dem ECL-System (Enhanced Chemiluminescent Detektionssystem) nach
Angaben des Herstellers entwickelt. Die Membranen wurden in Klarsichtfolie verpackt,
und der Rontgenfilm (Hyperfilm ECL) wurde je nach Notwendigkeit fiir fiinf Sekunden

bis fiinf Minuten in einer Filmkassette belichtet.

3.6.2 Durchflusszytometrische Analysen (FACS; Fluorescent activated cell

sorting)

Durchflusszytometrische Analysen werden mit fluoreszenzmarkierten Zellen in Suspension
durchgefiihrt. Dabei werden die Zellen in Tragerfliissigkeit (FACS-Puffer) so verdiinnt,
dass jeweils nur eine Zelle einen im rechten Winkel zum Fliissigkeitsstrom angeordneten
Laser passiert. Nach Auftreffen des Laserlichts auf die jeweiligen Zellen kénnen unter-
schiedliche Zellparameter mit Hilfe verschiedener Detektoren erfasst werden:

Das Vorwiirtsstreulicht (forward scatter) als Streulicht der Zellen, das in einem
geringen Winkel (3°) abgelenkt wird. Das Vorwirtsstreulicht stellt ein relatives Maf fiir
die Grofle der Zelle dar.

Das Seitwirtsstreulicht (sideward scatter) als Streulicht der Zellen, das in einem
Winkel von 90° abgelenkt wird. Das Seitwiéirtsstreulicht stellt ein relatives Maf fiir die
intrazellulire Granulation der Zellen dar.

Fluoreszenzabhiingige Parameter: Die zur spezifischen Markierung verwendeten
Farbstoffe emittieren bei Anregung mit den Lasern Licht unterschiedlicher Wellenléinge,
das von verschiedenen Detektoren analysiert wird. Der Einsatz von einem Argon- und
einem Helium-Neon-Laser erlaubt die gleichzeitige Messung von bis zu vier Fluoreszenzpa-
rameter auf Einzelzellebene. Fiir die Fluoreszenzanalysen wurden bis zu drei verschiedene
Farbstoffe verwendet: Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Propi-
diumjodid (PJ). FITC, PE und PJ wurden bei 488nm durch den Argonlaser angeregt.
Das emittierte Licht beider Farbstoffe wurde durch einen dichroischen Filter von 560nm

in die grilnen (FITC) und gelben (PE, PJ) Fluoreszenzanteile zerlegt. Die Analyse der
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FITC-Signale erfolgte bei ca. 530nm, die der PE- und PJ-Fluoreszenzen bei ca. 570nm.

Fiir jede einzelne Zelle wurden alle analysierten Parameter gespeichert. Dies erlaubte
eine nachtrigliche, computergestiitzte Analyse der Zellpopulationen unter verschiedenen
Aspekten:

Streulichtanalysen: Jede Zellpopulation hat aufgrund ihrer charakteristischen Grofle
und Struktur eine definierte Lage im Vorwirts- vs. Seitwérts-Streulichtdiagramm. Mit
Hilfe der Streulichtparameter lassen sich tote Zellen und Debris (kleines Vorwérts- und
Seitwértsstreulicht) von lebenden Zellen unterscheiden. Aulerdem konnen durch Wahl
entsprechender Fenster bestimmte Zellpopulationen ohne vorherige Separierung einzeln
analysiert werden.

Fluoreszenzmarkierung: Bei der Durchflusszytometrischen-Analyse wurde mit in-
takten, unpermeabilisierten Zellen gearbeitet. Da die Zellmembran fiir Antikorper nicht
durchliissig ist, konnten nur Zellen Antikérper binden, die PrP auf der Oberfléiche ex-
primieren. Das Fluoreszenz-Signal war umso intensiver, je mehr PrP auf der Zellober-
fliiche exprimiert wurde. Um falsch positive Ergebnisse auszuschlieen, die durch tote
und damit permeabel gewordene Zellen entstehen kénnten, wurde an DNA-bindendes
Propidiumjodid (PJ) der Probe zugegeben. Propidiumjodid positive Zellen wurden dann
bei der Auswertung der Daten ausgeschlossen. Als Erstantikérper wurde der mAk3F4
eingesetzt. Als Zweitantikorper wurde sowohl mit FITC als auch PE gearbeitet. PE ist
20mal sensitiver als FITC. Da PJ im selben Wellenléingen-Bereich wie PE absorbiert wird
und so eine Unterscheidung ausgeschlossen wiire, erfolgte die Markierung mit PJ nur
an FITC markierten Proben. Die Zellpopulationen wurden mit indirekter Fluoreszenz-
markierung untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Sucrose-EGTA-EDTA abgelost. Die
gesamte Priparation erfolgte dann auf Eis und mit eiskalten Losungen. 5-10° Zellen wur-
den in 100ul FACS-Puffer mit mAk3F4-Berlin 1:100 fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert,
mit 1lml FACS-Puffer gewaschen (1000UPM, 2 Minuten, 4°C, Tischkiihlzentrifuge) und
anschlieBend mit 100ul Zweitantikorper (IgG GaM-PE 1:50, IgG GaM2a-FITC 1:200) in
FACS-Puffer markiert (Inkubationsdauer 20 Minuten). Anschlie end wurden die Zellen
zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, in 200ul FACS-Puffer aufgenommen, zum Verein-
zeln durch ein feinmaschiges Metallgitter in FACS-Rohrchen gedriickt, in die jeweilige
Probe 30ul PJ-Losung gegeben und im Durchflusszytometer analysiert. Als Kontrolle
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dienten zum einen nicht-transfizierte Zellen, zum anderen nur mit fluoreszenzmarkiertem
Konjugat inkubierte Zellen. 10000 Zellen einer Probe wurden im Durchflusszytometer

jeweils gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramms ,,Cellquest”.

3.6.3 Immunprizipitation

Standardimmunprézipitation FEin Gesamtvolumen von 25041, das aus 10-30ul Zell-
Lysat aufgefiillt mit Sucrose-DOC-NP40-Puffer bestand, wurde zunéchst mit 20ul Protein
A-Sepharose (10% w/v) vorgekldrt. Dazu wurden die Proben eine Stunde bei Raumtem-
peratur mit der Sepharose inkubiert und bei 9000UPM fiir zehn Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und iiber Nacht bei 4°C mit 4u] mAk3F4 wip-
pend iiber Nacht inkubiert. Zur Immunprizipitation mit Ra5/7-Antiserum wurden 10ul,
wihrend zur Prézipitation mit 3-Aktin 7,5ul eingesetzt wurden. Dann wurden 30ul Pro-
tein A-Sepharose (10% w/v) zugegeben und fiir eine Stunde unter gleichen Bedingungen
weiter inkubiert. Anschliefend wurde die Probe bei 13000UPM fiir zwei Minuten in der
Heraeus-Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand in ein weiteres Eppendorfgefifl
umgefiillt und bei -20°C weggefroren. Die Sepharose wurde dann mit 500u1 DLPC-Puffer
gewaschen, zentrifugiert wie oben und der Uberstand wieder abgenommen. Abschlieend
wurde dreimal mit Sarkosinpuffer (50mM Tris pH 7,0, 0,5% NaCl, 1% Sarkosin) gewaschen
und das Pellet in 30ul 1 xProbenpuffer aufgenommen, ultrageschallt und vor dem Gelauf-

trag fiinf Minuten bei 95°C gekocht.

Immunpréazipitation mit an Sepharose kovalent gebundenem Antikérper Da
die Standardimmunprézipitation den Nachteil hat, dass auch die leichten und schweren
Ketten des ersten Antikorpers mit aufgetrennt und dadurch auf der Blotmembran durch
den Zweitantikorper erkannt werden, wurde in einzelnen Fillen auch eine Immunprézip-
itation mit an Sepharose kovalent gebundenem Erstantikérper durchgefiihrt.

Zuniichst musste der Antikorper an die Sepharose gekoppelt werden. Dazu wurden
375mg CNBr-activated Sepharose in 75ml 1mM HCI fiir 15 Minuten inkubiert. An-
schliefend wurden 10ml Kopplungspuffer zugegeben, zentrifugiert (1000UPM, 3 Minuten
in Heraeus Kiihlzentrifuge) und der Uberstand verworfen. Die Sepharose wurde dann mit

5ml Kopplungspuffer und 27ul mAk3F4 fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Wiihrend dieser Zeit wurde die Suspension etwa 20mal leicht aufgeschiittelt. Anschlieend
wurde die Sepharose zentrifugiert (1000UPM, 3 Minuten in Heraeus Kiihlzentrifuge) und
wieder zweimal mit Kopplungspuffer gewaschen. Dann wurde die Sepharose mit 10ml
Ethanolamin (1M Ethanolamin pH 8,0) fiir eine Stunde inkubiert, Ethanolamin aus-
gewechselt und erneut eine Stunde inkubiert. Jetzt wurde zweimal mit Natriumazetat,
pH 5,4 und zweimal mit Tris-HCI-Puffer, pH 8,0 gewaschen. Die Sepharose wurde dann
in 25ml PBS mit 0,01% Natriumazid bei 4°C gelagert.

Zur Immunprizipitation wurde der Uberstand abgenommen und die Sepharose in
1ml PBS resuspendiert. Pro Ansatz wurden dann 60ul dieser Losung in ein Eppendorfge-
fif gefiillt und zweimal mit PBS gewaschen (5000UPM, 2 Minuten in Tischzentrifuge).
Dann wurden der Sepharose 270u1 I-Puffer zugegeben und 30u1 Homogenat. Die Proben
inkubierten dann bei 4°C fiir zwei Stunden unter Wippen. Anschliefend wurden sie bei
5000UPM fiir fiinf Minuten in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand wurde
in ein weiteres Eppendorfgefifl umgefiilllt und diesem 10l 10xProbenpuffer zugegeben.

Die sepharosehaltige Phase wurde viermal mit I-Puffer gewaschen und abschliefend
in 30u] 2xProbenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden vor der Auftrennung im SDS-

PAGE fiinf Minuten bei 95°C gekocht und pro Spur wurden 30ul geladen.

3.6.4 Immunfluoreszenz

Zellen wurden auf einem 24er-well ausgesit und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 3,5% Paraformaldehyd 0,1% TritonX-100 fiir
30 Minuten fixiert und permeabilisiert. Dann wurde einmal mit PBS-5% FCS gewaschen,
mit 50mM Glycin fiinf Minuten geblockt und wieder mit PBS-5% FCS gewaschen. Jetzt
erfolgte eine einstiindige Inkubation mit mAk3F4 1:300 in PBS-5% FCS, dreimal Waschen
mit PBS-5% FCS, 45 Minuten Inkubation mit 1:100 biotinyliertem a-Maus-Antikorper,
dreimal Waschen mit PBS-5% FCS und anschlieBende Inkubation mit 1:200 strepta-
vidingekoppeltem DTAF (Dichlorotriazinyl Amino Fluorescein; Eigenschaften &hnlich
FITC, aber stabiler) fiir 30 Minuten. Abschlieend wurde dreimal mit PBS-5% FCS
gewaschen und die Zellen mit DABCO iiberschichtet und im Fluoreszenzlicht mikrosko-
pisch untersucht. Die Inkubationsschritte erfolgten bei 4°C.

ScN2a-Zellen wurden zusitzlich einer Guanidiniumdenaturierung mit 6M Guanidini-

87



umhydrochlorid unterzogen, um das Epitop freizulegen und so die Spezifitit fiir mAk3F4

zu erhohen.

3.7 Herstellung und Zucht transgener Méiuse
3.7.1 Generierung transgener Méiuse

Die Herstellung transgener Miuse erfolgte durch Dr. Reifenberg an der Universitéit Ulm
und fiel unter das durch das Regierungspriisidium Tiibingen genehmigte Tierversuchs-
Vorhaben Nr. 156 (Herstellung und Charakterisierung transgener Mauslinien mit gewebe-
spezifischer Expression des Prionproteins oder der Expression artifizieller Prionproteine).
Die Konstrukte wurden an der BFAV-Tiibingen kloniert und mittels Restriktionsverdau
(Sall und Notl) vom ,bluescript-backbone” gereinigt (Gene-clean). Die DNA wurde in
10mM Tris, pH 7,4 mit 0,15mM EDTA aufgenommen in einer Konzentration von etwa

3ng/pl DNA in Pronuklei von PrP”-Miusen injiziert.

Vorbereitung der Miuse fiir die Mikroinjektion Die Mikroinjektion erfolgte in
den Pronukleus von 0,5 Tage alten murinen Zygoten (1-Zell-Stadium). Durch eine hor-
monelle Ovulationsauslésung ,,Superovulation” kann bei Mausweibchen zuverlissig eine
Ovulation termingerecht herbeigefiihrt werden. Dabei muss die Hormonbehandlung mit
dem Beleuchtungsprogramm im Méiusestall abgestimmt werden. Fiir ein 12h:12h Licht-
/Dunkel-Schema mit den Mittelpunkten der Licht- bzw.Dunkel-Phase um 12 bzw. 24 Uhr
ergab sich eine PMSG-(Pregnant mare serum gonadotropin; besitzt FSH-Eigenschaft)-
Applikation um 13-14 Uhr und zwei Tage spiiter eine HCG (Human chorionic gonadotropin,
besitzt LH-Eigenschaften) um 12-13 Uhr. Unmittelbar nach der HCG-Applikation erfol-
gte dann die Verpaarung mit fertilen Mannchen. In der darauffolgenden Dunkelperiode
ist dann mit einer Ovulation und gegebenenfalls mit einer Kopulation zu rechnen. Die
Kontrolle der Weibchen auf Vaginal-Plug (VP) erfolgte am niichsten Morgen (=Tag 0,5
der Graviditit). VP-positive Tiere wurden dann zur Embryonengewinnung getotet. Pro
Mausweibchen wurden 5-10 I.U. des entsprechenden Hormons in 100-200u] physiologis-
cher NaCl intraperitoneal appliziert. Die Bezeichnung Superovulation, die ja eine un-

physiologisch hohe Oocytenzahl impliziert, ist nur bei High-Responder Mausvarianten
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angebracht. PrP”-M:use sind keine High-Responder Tiere (Auskunft Dr. Reifenberg).

Embryonengewinnung Die Eileiter wurden prépariert und in einen Tropfen M2-
Medium iiberfiihrt. Anschliefend wurde die Eileiterampulle unter mikroskopischer Kon-
trolle mit einer 27-gauge Kaniile rupturiert und die hervorquellenden Cumuluszellen in
einen Tropfen 300ug/ml Hyaluronidaselosung in M2-Medium iiberfiihrt. Das Abfallen
der Cumuluszellen wurde durch Auf- und Abziehen der Embryonen in einer Glaskapillare
beschleunigt. Nach enzymatischer Abtrennung der Cumuluszellen wurden die Embryonen

durch 2-3 Tropfen M2-Medium passagiert und dann in M16-Medium kultiviert.

Mikroinjektion Die Embryonen wurden zunichst unter dem Mikroskop auf lebende
und tote untersucht und aussortiert. Lebende Embryonen wurden dann mit der Hal-
tekapillare fixiert. Mit der Mikroinjektionskapillare wurde dort die Zona pellucida, die
Zytoplasmamembran und die Pronukleusmembran durchstochen und etwa 1-2pl der DNA
Losung injiziert. Die Injektionskapillare wurde vorsichtig zuriickgezogen und die Zygote

bis zum Ovidukttransfer in M16-Medium kultiviert.

Ovidukttransfer Die Embryonen wurden in pseudogravide Ammen des fiir diesen
Zweck geeigneten Genotyps NMRI (C57BL6 x DBA/2) FI transferiert. Zur Induktion
einer Pseudograviditit wurden diese sich im Ostrus befindenden Ammen zuvor mit vasek-
tomierten Ménnchen verpaart. Durch den Paarungsreiz kommt es dann zur hormonellen
Graviditét, ,,Pseudograviditit” genannt.

Diese Ammentiere wurden dann mit Ketamin/Xylazin in Narkose gelegt. Es erfolgte
ein transversaler Hautschnitt im Lendenbereich und die Eréffnung der Bauchhohle. Das
Ovar wurde mitsamt Fettkorper vorgelagert und auf einer sterilen Unterlage (Kimwipe)
mittels einer Bulldogklemme am ovariellen Fettkorper fixiert. Die Bursa ovarica wurde
dann zerschnitten und das Infundibulum mit Pinzette (Dumont Uhrmacher Pinzette #5)
und sterilem Wattestéibchen unter Lupen-Kontrolle dargestellt. Die Embryonen wurden
in die Retransferkapillare in der Reihenfolge Medium, Luftblase, Medium, Luftblase, Em-
bryonen, Luftblase, Medium aufgezogen und dann ins Infundibulum appliziert. Die Eilei-
terampulle wurde daraufhin auf die drei Luftblasen und die stark geschwollene Ampulle

untersucht. Anschliefend erfolgte die Reposition des Ovars und der Verschluss der Bauch-
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hohle mit Einzelheften (atraumatische Nadel, resorbierbares Nahtmaterial). Die Haut
wurde geklammert. Dieser Eingriff wurde auch auf der anderen Korperseite wiederholt.

Ein Teil der iibertragenen Embryonen entwickelte sich in der Empfingermaus weiter.

3.8 Infektionsversuche
3.8.1 Infektion von Zellkulturen

ScN2a-Zellen, die auf PrP*-negative Zellen hin zweimal kloniert wurden, wurden mit
je 1ml Virusiiberstand transduziert (siehe Seite 76). Die Zellen eines Sixwells wurden in
Iml VT abgelost und je 500l auf eine T'75er-Flasche in 15ml OptiMEM, 10% FCS, Peni-
cillin/Streptomycin ausgesit. Bei einer Konfluenz von 70-80% erfolgte dann die ,Inoku-
lation” der Zellen mit frisch hergestelltem Hirnhomogenat. Dazu wurden sie dreimal mit
PBS gewaschen und dann 200ul (Me7) bzw. 400ul (Chandler, 79A, uninfiziertes Hirn
einer C57BL-Maus) 10%iges Hirnhomogenat in 4,8 bzw. 4,6ml OptiMEM, 10% FCS,
Penicillin/Streptomycin gelost und auf die Zellen gegeben. Nach vierstiindiger Inkuba-
tion im Brutschrank wurden 10ml Medium zugegeben und die Zellen bis zur Konfluenz
im Brutschrank gehalten. Ernte und Aufarbeitung der Zellen erfolgte wie fiir PrP™ (Seite
76).

Die 10%igen Hirnhomogenate wurden mittels Downser in OptiMEM unter sterilen Be-
dingungen hergestellt und anschlieend bei 70°C fiir zehn Minuten erhitzt, um eventuell
vorhandene Kontaminationsgefahr zu minimieren. In Vorversuchen wurde ermittelt, dass
die Menge an vorhandenem PrP™* in 2001 10%igem Me7-Homogenat der in 4001 Chandler-
und 79A-Homogenat entsprach.

3.8.2 Infektion von Versuchstieren

Dieser Versuch fiel unter das vom Regierungsprisidium Tiibingen genehmigte Tierver-
suchsvorhaben Nr. 156 (Herstellung und Charakterisierung transgener Mauslinien mit
gewebesperzifischer Expression des Prionproteins oder der Expression artifizieller Prion-
proteine).

10%ige Hirnhomogenate final an Scrapie oder BSE erkrankter Tiere wurden mittels

Downser unter sterilen Bedingungen in steriler Kochsalzlosung hergestellt und bei -20°C
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gelagert. Die Tiere wurden mit Ather narkotisiert, mit Transponder versehen und je
30ul 10%iges Homogenat intrazerebral im Schnittpunkt der gedachten Verbindungslin-
ie zwischen medialem Augenwinkel und lateralem Ohrgrund appliziert. Als Negativkon-
trolle dienten M#use, die mit 10%igem Hirnhomogenat einer nichtinfizierten C57BL-Maus
inokuliert wurden, da die Stdmme Me7- und BSE in C57BL Miusen passagiert wurden.
Als Positivkontrolle wurden C57BL Méuse inokuliert. Pro Konstrukt wurden zwei Linien

inokuliert. Pro Inokulum wurden je 15 Tiere einer Linie infiziert.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse aus Zellkulturarbeiten

Ziel war es, Glykosylierungsmutanten von PrP*" zu finden, die sich méglichst wie Wildtyp-
PrP verhalten. Sie sollten auf der Zelloberfliche nachweisbar, in ihre Proteinase K-
resistente Isoform umfaltbar sein und so eine Infizierbarkeit transgener Tiere gewéhrleis-
ten. Deshalb wurden zunéchst verschiedene Erkennungssequenz-mutierte Maus-Prionpro-
teine in Zellkultur exprimiert und charakterisiert. Um den méglichen Einfluss der Zelle
auf die Glykosylierung und Expression zu untersuchen, wurden die Konstrukte in unter-

schiedlichen Zelllinien exprimiert.

4.1.1 Herstellung und Charakterisierung verschiedener monoglykosylierter

PrP-Mutanten

Experimente von Lehmann et. al (Lehmann & Harris 1997) lielen darauf schlielen, dass
die erste Glykosylierungsstelle das Verhalten von PrP*" bestimmt (Tab. 2, Seite 28). Des-
halb wurde in der ersten Erkennungsstelle fiir Glykosylierung die Aminosédure Threonin
an Position 182 gegen alle anderen moglichen Aminoséuren ausgetauscht. Das mutierte
PrP-Gen wurde dann in Zellen stabil exprimiert, und die Zellen wurden anschlieend auf

die Zelloberfliichenexpression von mutiertem PrP*" untersucht.

Herstellung der Plasmide An Position 182 wurde die Aminosidure Threonin gegen
alle anderen 19 moglichen Aminoséuren ausgetauscht. Dazu wurden PCR-Reaktionen
mit je vier ,Wobble”-Primern durchgefiihrt (Seite 63). Diese ,,Wobble”-Primer beste-
hen jeweils aus einem Primergemisch, so dass mit Hilfe dieser vier ,,Wobble”-Primer
theoretisch alle fiir die entsprechenden Aminosduren kodierenden Tripletts synthetisiert
werden konnen (Abb. 3). Mittels dieser ,,Wobble”-PCR-Reaktionen wurden jedoch nicht
alle gewiinschten Mutationen erhalten. Deshalb wurden folgende Kodon 182-Mutationen
mit gezielt mutierten Primern in einer ,site-directed” PCR hergestellt: Valin, Glutamin,
Glutaminsiure, Asparaginsidure, Lysin, Methionin, Arginin und Tryptophan. Die PCR-
Produkte wurden anschliefend iiber die Restriktionsenzyme Bsu361 und Bstell in den

Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 kloniert. Das Plasmid pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 ent-
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hilt den ORF, 10bp upstream des ORF und 406bp des 3'-untranslatierten Bereichs des
Prionprotein-Gens der Maus und stellt diese Genabschnitte unter die Kontrolle des CMV-
Promotors. Zur gezielten Detektion des mutierten Genproduktes wurde das hamster-,
mensch- und katzenspezifische Epitop des mAk3F4 eingefiihrt, indem Leucin an Kodon
108 und Valin an Kodon 111 zu Methionin mutiert wurden. Die Richtigkeit der mutierten

Gene wurde im Restriktionsverdau und mittels Sequenzierung iiberpriift.

Expression der PrP-Mutanten in der Zellkultur - Untersuchungen im Wes-
ternblot und mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) Die Expressions-
plasmide wurden mit Lipofectamine in Maus-Neuroblastomzellen (N2a-Zellen) trans-
fiziert und auf stabil exprimierende Zellpopulationen mittels Zeocin selektioniert (Seite
74). Fiir jedes Konstrukt wurden mindestens zwei Transfektionen durchgefiihrt und die
zeocinresistenten N2a-Zellpopulationen im Westernblot und mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Die mit einem EGFP-exprimierenden Plasmid in der FACS-Analyse ermit-
telte Transfektionseffizienz lag bei 70%.

Zur Ermittlung der Gesamtexpression und der Glykosylierungsmuster der Prionprotein-
Mutanten wurden je 25ul 10%iges Zelllysat mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Membran geblottet und anschliefend mit mAk3F4 und einem Visualisierungssystem ent-
wickelt. Die Untersuchungen im Westernblot (Abb. 4) zeigten, dass jede Aminoséure
aufler Threonin und Serin an Position 182 zu einem Verlust der N-Glykosylierung fiihrte.
Da Threonin an Position 182 der Wildtyp-Aminosiuresequenz entspricht und Serin auch
als Bestandteil der Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung bekannt ist, war eine Glyko-
sylierung zu erwarten. Die diglykosylierte Bande des an Position 182 zu Serin mutierten
Prionproteins stellte sich in den nicht auf Einzelklone selektionierten N2a-Zellen jedoch
nur nach Uberladen des SDS-PAGE als Schatten im Westernblot dar. Erst nach der Se-
lektion stabil exprimierender Einzelzellklone (Abb. 4) und nach Entfernung der zweiten
Glykosylierungsstelle wurde die Glykosylierung an Position 180 deutlich. Auch die Mu-
tante T182C fiihrte zu einem monoglykosylierten Prionprotein. Demnach wird die in der
Literatur fiir den humanen EGF-Rezeptor beschriebene ,,Consensus-Site” N-X-C (Sato,
Kim, et al. 2000) im Fall von PrP nicht als Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung

benutzt.
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Template: pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4

mub5.seq wobble 182.rev
> <
EcoRV Xhol
1bp ? 765bp /
10bp 406bp  J——

of

Bsu36l

T

Bstell

1]

pcDNA3.1/Zeo(+)

? 3F4-Epitop

T N-Glykosylierung

Maus-Prnp

pbluescript (5bp)

Abbildung 3: Klonierungsstrategie zur Herstellung verschiedener monoglyko-
sylierter PrP-Mutanten:

Als Template fiir die PCR-Mutagenese diente der Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4, der
sowohl den ORF als auch ihn flankierende Anteile des Maus-Priongens enthélt. Die Mu-
tationen wurden mittels einer ,site-directed” PCR-Mutagenese mit den Primern mub.seq
und wobble 182.rev eingefithrt. Die mutierten PCR-Produkte wurden dann iiber die
Schnittstellen Bsu361 und Bstell in den Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 kloniert.
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Die Durchflusszytometrie erfolgte an intakten, nicht-permeabilisierten Zellen und wur-
de zur Untersuchung der Oberflichenexpression von PrP*®" eingesetzt. Da die Zellmem-
bran fiir Antikorper nicht durchliissig ist, konnen nur Zellen Antikorper binden, die PrPs®
auf der Oberfliche exprimieren. Die Experimente wurden wie auf Seite 85 beschrieben mit
mAk3F4 als Erstantikorper und sowohl FITC- als auch PE-markiertem Zweitantikorper
durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten mock-transfizierte Zellen, die mit dem Vektor pcD-
NA3.1/Zeo(+) transfiziert wurden, oder nicht-transfizierte Zellen. Zwischen beiden Kon-
trollzellpopulationen konnte kein Unterschied der FACS-Ergebnisse festgestellt werden.
Als interne Kontrolle wurden Zellen analysiert, die nur mit dem Zweitantikorper inku-
biert waren. Um falsch-positive Ergebnisse auszuschlielen, die durch tote und dadurch
permeabel gewordene Zellen entstehen konnten, wurde der Probe an DNA-bindendes
Propidiumjodid zugegeben. Propidiumjodid-positive Zellen wurden bei der Auswertung
der Daten ausgeschlossen. Mittels Durchflusszytometrie wurden drei PrP**"-Mutanten
gefunden, die auf der Zelloberfliche nachweisbar waren: Threonin, Serin und Aspara-
gin (Tab. 3). Da die Aminosiuren Threonin und Serin an Kodon 182 nicht zu einem
Verlust der ersten N-Glykosylierung fiihrten, konnte nur ein mutiertes Prionprotein auf
der Zelloberfléiche gefunden werden, das monoglykosyliert ist: T182N (Abb. 5). Von 20
Genkonstrukten exprimierten also drei auf der Oberfliche prisentes Prionprotein, von
denen jedoch nur das Konstrukt mit der Mutation T182N zur Monoglykosylierung fiihrte
(Tab. 3).

4.1.2 Herstellung einer unglykosylierten Mutante

Ziel weiterer Versuche war es, eine unglykosylierte Variante des Prionproteins zu finden,
die ebenfalls auf die Zelloberfliche transportiert wird. Deshalb kombinierten wir zwei
Mutationen, die zum Verlust der entsprechenden Glykosylierungsstelle fithrten und von
denen durch unsere Experimente und aus der Literatur (Lehmann & Harris 1997) bekannt
war, dass sie den Transport von PrP*" auf die Zelloberfliche ermoglichen. Es wurde das
Konstrukt T182N/T198A kloniert (Abb. 6). Ein analoger Austausch von Threonin zu
Asparagin war an Kodon 198 nicht méglich, da ansonsten eine neue Erkennungssequenz

fiir eine N-Glykosylierung an Position 198 entstanden wire (182NFINET200).
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Abbildung 4: Westernblot-Analyse von verschiedenen T182X-PrP-Mutanten
exprimiert in N2a-Zellen

Prionprotein wurde mit an Sepharose kovalent gebundenem mAk3F4 immunprézipitiert.
Anschlieend wurde das Prizipitat im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet.
Die Membran wurde mit mAk3F4-Aszites und GaM inkubiert, und die Signale wurden
mittels ECL-System und Rontgenfilm visualisiert. Als Positivkontrolle wurde Zelllysat
der Wildtyp 3F4-Mutante oder 10%iges Hirnhomogenat eines Hamsters aufgetragen, als
Negativkontrolle Zelllysat nicht-transfizierter N2a-Zellen.

Oben: Alle T182X-Mutanten scheinen monoglykosyliert zu sein.

Unten: Westernblot-Analyse der T182S-Mutante exprimiert in subklonierten N2a-Zellen:
Nach Subklonierung (durch gb, {5, ¢4, d3 dargestellt) wird ersichtlich, dass diese Mutation
eine N-Glykosylierung an Kodon 180 nicht verhindert. Als monoglykosylierte Kontrolle
wurde ein Subklon der Mutante T182A aufgetragen.

M: ECL-Marker
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Aminosiure monoglykosyliert | Durchflusszytometrie
an Kodon 182
Ala

Cys

Asp

Glu

Phe

Gly

His

Ile

Lys

Leu

Met

Pro

Gln

Arg

Val

Trp

Tyr -
Thr nein +
Ser nein +

| Asn + | + |
Tabelle 3: T182X-Mutanten exprimiert in stabil transfizierten N2a-Zellen

| |
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Westernblot

PNGase F -+

monoglykosyliert Oberflachenexpression

Abbildung 5: Maus-PrP*** T182N exprimiert in subklonierten N2a-Zellen:
Westernblot: 10%iges Zellhomogenat mit (+) bzw. ohne (-) PNGase F-Behandlung
wurde im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Entwickelt wurde die Blotmembran mit dem
mAk3F4. Als Kontrolle wurde Wildtyp-Maus-Prionprotein mit 3F4 Epitop (Wt3F4) mit-
gefiihrt.

Durchflusszytometrie: Zellen wurden mit mAk3F4 und PE inkubiert (dicke Linie). Als
Kontrolle wurden Zellen nur mit PE inkubiert (diinne Linie).

Histogramm-Darstellung: Auf der y-Achse ist die Anzahl der Zellen, auf der x-Achse die
Fluoreszenzintensitit aufgetragen. Oberflichenexpression ist durch einen deutlichen Shift
erkennbar.
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Abbildung 6: Strategie zur Herstellung der unglykosylierten Mutante
T182N/T198A:

Durch die Kombination zweier monoglykosylierter und zelloberfliichenexprimierter Mu-
tanten wurde das Konstrukt T182N/T198A erhalten.
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Herstellung des Plasmids Die Plasmide pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182N und
pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182A /T198A wurden mit den Enzymen Bsu36I und Bstell
geschnitten und das die Mutation T182N tragende Insert in den Vektor pcDNA3.1/
Zeo(+)mus3F4T182A /T198A (Seite 101) ligiert. Das Konstrukt wurde iiber Restrik-

tionsverdau und Sequenzierung auf seine Richtigkeit iiberpriift.

Expression auf Proteinebene in Zellkultur - Untersuchung im Westernblot und
in der Durchflusszytometrie (FACS)-Analyse Das Expressionsplasmid wurde mit
Lipofectamine in Maus-Neuroblastomzellen (N2a-Zellen) transfiziert und stabil exprimie-
rende Zellpopulationen wurden mittels Zeocin selektioniert (Seite 74). Die zeocinresisten-
ten N2a-Zellpopulationen wurden im Westernblot und in der Durchflusszytometrie un-
tersucht. Im Westernblot konnte zwar unglykosyliertes PrP mit einer molaren Masse von
etwa 24kDa detektiert werden, in der Durchflusszytometrie war jedoch Prionprotein auf
der Zelloberfliche nicht eindeutig detektierbar. Erst die Untersuchung von klonierten

Einzelzelllinien erbrachte in der Durchflusszytometrie einen deutlichen Hinweis auf ober-

fliichenprésentes PrP*" (Abb. 7).

4.1.3 Vergleich der Maus-PrP**"-Mutanten T182N, T182N/T198A mit den
in der Literatur beschriebenen T182A-, T198A- und
T182A /T198 A-Mutanten: Verhalten in verschiedenen Zelllinien

Zum Vergleich der oben beschriebenen Maus-PrP-Mutanten wurden auch die in der Li-
teratur erwiihnten Konstrukte hergestellt. Zur Ermittlung des moglichen Einflusses der
Zelllinie auf Glykosylierung und Trafficking wurde mit N2a-, CHO-Zellen und Maus-
Fibroblastenzellen gearbeitet. Zusétzlich wurde als Negativkontrolle ein Plasmid kloniert,

das fiir N-Signalsequenz deletiertes, 3F4-Epitop-getaggtes Maus-Prionprotein kodiert.

Herstellung der Plasmide

Threonin-Alanin Awustausch Maus-PrP*"-Glykosylierungsmutanten wurden
durch einen Threonin- zu Alanin-Austausch in jeweils einer und in beiden Erkennungsse-

quenzen fiir die N-Glykosylierung hergestellt (Abb. 8). Die entsprechende Mutation wurde
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Abbildung 7: Maus-PrP*" T182N/T198A exprimiert in subklonierten N2a-
Zellen:

Westernblot: 10%iges Zellhomogenat mit (+) bzw. ohne (-) PNGase F-Behandlung
wurde im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Entwickelt wurde die Blotmembran mit dem
mAk3F4. Als Kontrolle wurde Wildtyp-Maus-Prionprotein mit 3F4 Epitop (Wt3F4) mit-
gefiihrt.

Durchflusszytometrie: Zellen wurden mit mAk3F4 und PE inkubiert (dicke Linie). Als
Kontrolle wurden Zellen nur mit PE inkubiert (diinne Linie).

Histogramm-Darstellung: Auf der y-Achse ist die Anzahl der Zellen, auf der x-Achse die
Fluoreszenzintensitét aufgetragen. Oberflichenexpression ist durch einen deutlichen Shift
erkennbar.
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Template: pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 Template: pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4

mub.seq ngly 182.rev ngly 198.seq musnarxho.rev
EcoRV > ? ?T Xhol EcoRV < Xhol
o+ 3+ o+ 3
Bsu36l Bstell Bstell Narl
—— pcDNA3.1/Zeo(+) ? 3F4-Epitop
Maus-Prnp T N-Glykosylierung
1] pbluescript (5bp)

Abbildung 8: Herstellung von Maus-Glykosylierungsmutanten durch Threonin-
Alanin-Austausch:

Die monoglykosylierten Mutanten T182A (oben links) und T198A (oben rechts) wurden
iiber PCR-Mutagenese wie auf Seite 101 beschrieben hergestellt und kloniert. Die ungly-
kosylierte ,,Doppelmutante” T182A/T198A (unten) entstand durch die Kombination der
beiden monoglykosylierten Konstrukte.

mittels ,site-directed” PCR-Reaktion (Seite 61) eingefiihrt. Als Template diente das Plas-
mid pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4. Fiir die Herstellung des Konstruktes mit der Mutation
T182A wurden die Primer mub.seq und ngly182.rev, fiir die Mutation T198A die Primer
ngly198.seq und musnarxho.rev verwendet. Die Klonierung erfolgte iiber die Schnittstellen
Bsu361 und Bstell im Falle der Mutation T182A, bzw. iiber Bstell und Narl zur Ein-
fiithrung der Mutation T198A in den Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4.

Die Vektoren pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182A und pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T198A wur-
den mit den Enzymen Bstell und Narl geschnitten, und das Insert mit der Mutation
T198A wurde in den Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182A ligiert. Zur Uberpriifung
der Konstrukte wurden die Plasmide sequenziert und zur Kontrolle mit den Enzymen

Apol und Sspl verdaut. Diese Schnittstellen sind jeweils spezifisch fiir den Verlust einer
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Erkennungssequenz fiir Glykosylierung und wurden iiber stille Mutation eingefiihrt (Abb.
9).

Deletion der N-Signalsequenz Die Deletion der N-Signalsequenz (aal-22) wurde
mittels SOE-PCR (Seite 64) eingefiihrt. Das Insert wurde, wie im Methodenteil beschrieben,
mutiert und anschlieend iiber die Enzyme Pst] und Bstell in den Vektor pcDNA3.1/
Zeo(+)mus3F4 ligiert (Abb. 10). Die Richtigkeit des Konstruktes wurde mittels Restrik-

tionsverdau und Sequenzierung iiberpriift.

Expression der PrP-Mutanten in der Zellkultur - Untersuchung der Glyko-
sylierung im Westernblot N2a- und CHO-Zellen wurden mittels Lipofectamine (Seite
74) mit den Konstrukten transfiziert und stabil exprimierende Zellen mit Zeocin selektiert
und auf Einzelzellebene kloniert. Maus-Fibroblastenzellen wurden mit Kalziumphosphat
transfiziert (Seite 75) und exprimierende Zellkulturpopulationen analysiert.

Zunéchst wurden die mutierten Prionproteine auf das Glykosylierungsmuster im West-
ernblot untersucht. Um nachzuweisen, dass die Zuckerketten N-glykosidisch gebunden
sind, wurden Zelllysate mit dem Enzym PNGase F verdaut (Seite 78). Dieses Enzym
deglykosyliert selektiv N-glykosylierte Proteine, indem es alle Typen Asparagin-gebundener
N-Glykanketten spaltet. Gleiche Mengen an unverdautem und verdautem Protein wur-
den im SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot mit mAk3F4 entwickelt (Abb. 12). Da die
verdauten Proteine einen Shift auf die Hohe der unglykosylierten PrP-Bande zeigten,
kann davon ausgegangen werden, dass durch die eingefithrte Mutation tatséchlich die
entsprechende Glykosylierungsstelle zerstort wurde.

Beim Vergleich der monoglykosylierten Mutanten fiel auf, dass PrP*"-Mutanten T182A
und T182N eine breitere monoglykosylierte Bande mit hoherer molekularer Masse zeigten
als die PrP**-Mutante T198A. Beim Vergleich der beiden PrP*"-Mutanten, die zum Ver-
lust der ersten Glykosylierungsstelle fiihrten, fiel auf, dass die unglykosylierte Form bei
der Mutante T182A immer schwiicher als bei T182N zu detektieren war (Abb. 11, 12, 14,
16). Im weiteren besafl die monoglykosylierte Form von PrP*"-T182N im Vergleich zu
T182A eine hohere molekulare Masse (Abb. 11).

Beim Vergleich der Proteinexpression der verschiedenen Konstrukte in unterschiedlichen
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Abbildung 9: Kontrollverdau der Plasmide, die fiir verschiedene PrPs*"-
Mutanten kodieren:

Als Kontrolle wurde der ,leere” Vektor pcDNA3.1/Zeo(+) aufgetragen. Auf den Spuren
2-8 stellt sich unverdaute Plasmid-DNA dar.

Spuren 9-15: Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Sspl geschnitten und
im 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Dieses Enzym schneidet einmal im Plasmid
pcDNA3.1/Zeo(+). Es entstand ein 5010bp grofles Fragment (Spur 9); bzw. nach Ein-
fithrung des Inserts ein 6178bp grofles Fragment (Spur 10 und Spuren 12, 13, 15). Durch
die Verwendung des Primers 182ngly.rev, der an Kodon 182 einen Threonin-zu-Alanin-
Austausch einfiihrt, entstand mittels stiller Mutagenese im Insert eine Schnittstelle fiir
das Enzym Sspl. In den Spuren 11 und 14 sind deshalb 1632bp und 4546bp grofle Frag-
mente zu sehen.

Spuren 16-22: Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Apol geschnittten.
Dieses Enzym schneidet viermal im pcDNA3.1/Zeo(+) (Spur 16) und nicht innerhalb
des ORF von murinem PrP (Spuren 17, 18, 19). In der Folge entstehen beim Verdau des
yleeren” Plasmids vier Fragmente mit den Groflen 759bp, 825bp, 1027bp, und 2399bp
(Spur 16). Nach Einfiihrung des Inserts zeigen sich nach dem Verdau vier Fragmente mit
den Grofien 825bp, 967bp, 2004bp und 2382bp (Spuren 17, 18, 19). Durch die Verwendung
des Primers 198ngly.seq, der an Kodon 198 einen Threonin-zu-Alanin-Austausch einfiihrt,
wurde mittels stillem Austausch im Insert eine Schnittstelle fiir das Enzym Apol einge-
fithrt. In den Spuren 20 bis 22 sind deshalb 596bp und 1408bp grofle Fragmente zu sehen.
M: Standardléngenmarker \-DNA /Eco471 (Avall)
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Template: pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4

CMV.seq N-Sig.rev N-Sig.seq Bstell.rev
—> 4+— _— —> <+
—— ] = —— ] =
CMV.seq Bstell.rev
= [ [ st

—=_| 1 —] |
— ——

°t 1+
Pstl Bstell

I:I N-Signalsequenz des
Maus-Prnp Maus-Prnp
—— pcDNA3.1/Zeo(+)

o pbluescript (5bp)

Abbildung 10: Klonierungsstrategie zur Deletion der N-Signalsequenz:

Die N-Signalsequenz des Maus-Prionproteins wurde iiber eine SOE-PCR (splicing by
overlap extension) entfernt (Seite 64). Dazu wurden zwei sich iiberlappende Fragmente
amplifiziert (oben) in zwei getrennten Reaktionen mit Primern, die zur Sequenz vor und
nach der gewiinschten Deletion komplementér sind. In einer weiteren Reaktion (mitte)
wurden die Stiicke zum gewiinschten PCR-Produkt amplifiziert, welches dann iiber die
Schnittstellen Pst] und Bstell in den Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4 kloniert wurde
(unten).
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Abbildung 11: Westernblotanalyse verschiedener Erkennungssequenz-
Mutanten, die in subklonierten CHO (Chinese Hamster Ovary) - Zellen
exprimiert waren:

10%ige Zelllysate wurden im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Als Negativkontrolle
wurden 25ul Zelllysat untransfizierter CHO-Zellen geladen. In den weiteren Spuren
wurden pro Konstrukt jeweils 15, 20 und 25u1 Zelllysat aufgetragen. Entwickelt wurde
die Blotmembran mit mAk3F4. Endogenes Hamster-PrP war in nicht-transfizierten
CHO-Zellen unter den gewihlten Versuchsbedingungen nicht nachweisbar. Jedes Kon-
strukt wurde auf Proteinebene jeweils in der erwarteten Glykoform exprimiert.

links: monoglykosylierte Prionproteine

rechts: unglykosylierte (T182A/T198A und T182N/T198A) und diglykosylierte
(Wt3F4) Prionproteine.

Die verschiedenen Glykoformen von PrP (di- (2), mono- (1) und unglykosyliert (0)) sind
im rechten Bildrand gekennzeichnet.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker

107



Zelllinien konnten keine starken Unterschiede festgestellt werden (Abb. 11, 12, 20). Lediglich
die PrP**"-Mutante T182N/T198A zeigte eine zusitzliche Bande bei ca. 26kDa, wenn
das Konstrukt in Maus-Fibroblastenzellen exprimiert wurde (Abb. 12). In N2a- und
CHO-Zellen konnte diese zusétzliche Form nicht detektiert werden (Abb. 11 und 12).
Da diese Bande nicht durch das Enzym PNGase F beeinflusst wurde, konnte es sich nicht
um eine N-Glykosylierung handeln (Abb. 12). Auch Fragmente proteolytischen Abbaus
konnten fiir die beiden sichtbaren Formen der T182N/T198A-Mutante ausgeschlossen
werden, da sowohl N-terminal-bindende (mAk3B5, mAk3F4) als auch mehr C-terminal-
bindende (polykolonales Antiserum Ra5/7, mAk6H4 und mAk2D6) Antikorper beide Pro-
dukte erkannten. Da diese zusétzliche Bande verstérkt detektierbar war (Abb. 23 unten),
wenn Zelllysate in Proben-Puffer mit niedrigem SDS-Gehalt (>2%) oder in Nativ-Puffer
gekocht wurden, ist anzunehmen, dass es sich um eine mogliche zweite Konformation

dieses mutierten PrP-Proteins unter Nativbedingungen handelte.

Proteintrafficking - Durchflusszytometrie und biochemische Untersuchungen

Durchflusszytometrie Nachdem die Glykosylierung iiberpriift wurde, sollte be-
stimmt werden, ob diese PrP*"-Mutanten auf die Zelloberfléiche transportiert werden.
Dazu wurden FACS-Analysen wie zuvor beschrieben (Seite 84 und 94) durchgefiihrt.
Als zusiitzliche Kontrolle wurde mit dem Konstrukt pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4AN-Sig
gearbeitet, das fiir ein PrP*" kodiert, dessen N-Signal-Sequenz deletiert ist (Seite 104).
Dieses Protein wird daher weder im ER noch im Golgi-Apparat prozessiert und nicht auf
der Zelloberfliche exprimiert. Untersucht wurden transfizierte Maus-Fibroblastenzellen
und Subklone von transfizierten N2a- und CHO-Zellen. Die PrP*"-Mutanten T182N,
T198A und T182N/T198A wurden im Vergleich wie Wildtyp 3F4 getaggtes Prionprotein
auf die Zelloberfliche transportiert, wihrend T182A und T182A /T198A nur in geringen
Mengen auf der Zelloberfliiche detektierbar waren (Abb. 13). Diese geringen Mengen
konnten nur mit PE-markiertem Zweitantikérper und nicht mit dem im Vergleich 20fach

weniger sensitiven FITC nachgewiesen werden.

Oberflichenbiotinylierung Um die durchflusszytometrischen Ergebnisse abzusi-

chern, wurden N2a-Zellen oberflichenbiotinyliert (Seite 82). Bei dieser Methode wurden
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Abbildung 12: Westernblot-Analyse verschiedener Erkennungssequenz-
Mutanten vor (-) und nach (+) PNGase F-Verdau:

10%ige Zelllysate wurden im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem mAk3F4
entwickelt. Als Negativkontrolle wurde jeweils Zelllysat nicht-transfizierter Zellen aufge-
tragen.

oben: Die verschiedenen Konstukte wurden in N2a-Zellen stabil transfiziert: Nach dem
Verdau kommt es zu einem Shift in den niedermolekularen Bereich von unglykosyliertem
PrP.

unten: Die verschiedenen Konstrukte exprimiert in Maus-Fibroblastenzellen
(P2/PA317). PrP-Mutante T182N/T198A zeigt eine Zusatzbande bei etwa 26kDa,
die durch die Enzymbehandlung unbeeinflusst bleibt. Deshalb handelt es sich nicht um
eine N-glykosylierte Form von PrP.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Untersuchung der verschiedenen Erken-
nungssequenz-Mutanten exprimiert in subklonierten N2a-Zellen:
Durchflusszytometrie dargestellt als Histogramm: Auf der y-Achse ist die Anzahl der
Zellen, auf der x-Achse die Fluoreszenzintensitit aufgetragen. Zellen wurden mit mAk3F4
und PE inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen nur mit PE inkubiert. Die Oberflichen-
expression ist durch einen deutlichen Shift erkennbar. Die im Rahmen dieser Arbeit neu
konzipierten Mutanten sind in der zweiten Spalte dargestellt.

Erste Zeile: Kontrollen; nicht-transfizierte N2a-Zellen und AN-Sig.-PrP exprimierende
N2a-Zellen als Negativkontrollen. Als Positivkontrolle Wildtyp 3F4 exprimierende Zellen.
Zweite Zeile: monoglykosylierte Mutanten.

Dritte Zeile: unglykosylierte Mutanten.

Alle Glykosylierungsmutanten werden auf der Zelloberfliche exprimiert, wenn auch
T182A/T198A nur in geringen Mengen.
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alle auf der Zelloberfliiche anwesenden Proteine mit fiir die Zellmembran nicht durch-
léissigem Biotin markiert, die Biotinylierungsreaktion abgestoppt, PrP mit dem monok-
lonalen Antikérper 3F4 immunprizipitiert und anschlieend auf dem Blot mit an Biotin-
bindender Streptavidin-Peroxidase entwickelt. Auf dem Blot war demnach nur noch ober-
flichenexprimiertes PrP zu sehen. Als Kontrolle fiir Expression und Immunprézipita-
tion wurden Zellen mitgefiihrt, die gleich behandelt wurden, denen jedoch kein Biotin
zugegeben wurde. Der kritische Punkt dieser Methode ist, dass eine Markierung von in
der Zelle vorhandenem Protein ausgeschlossen sein muss. Dies wurde iiberpriift, indem
das strikt intrazellulédr vorkommende 8-Aktin nachgewiesen werden sollte. Dazu wurden
N2a-Zellen biotinyliert, die Reaktion einmal abgestoppt und einmal nicht abgestoppt und
anschlief§ end mit einem monoklonalen Antikérper gegen S-Aktin immunpriizipitiert. Da
in der abgestoppten Probe kein (- Aktin-spezifisches Signal detektierbar war, konnte eine
Markierung intrazellulirer Proteine ausgeschlossen werden. Als zusétzliche Kontrolle wur-
den Zellen nach der Biotinylierungsreaktion mittels Trypanblau auf tote und daher per-
meabel gewordene Zellen hin untersucht. Der Anteil an toten Zellen lag jedoch unter 1%.
Wie auf Abb. 14 dargestellt, konnten mit dieser Methode die FACS-Ergebnisse bestitigt

werden.

Endo H-Verdau Um den Weg der PrP**"-Mutanten in der Zelle genauer zu un-
tersuchen, wurden Zelllysate transfizierter N2a-, CHO- und Maus-Fibroblastenzellen mit
dem Enzym Endo H (Endoglykosidase H) verdaut (Seite 79). Dieses Enzym spaltet den
Chitobiose-Core von N-Glykanen des mannosereichen Typs und den einiger Komplex-
Typen. Komplex-Typ N-Glykane konnen mit dem Enzym Endo H nicht mehr verdaut
werden, nachdem das Enzym Mannosidasell im mid-Golgi-Apparat aktiv war. Demnach
sollten PrP*"-Molekiile, die mindestens das mid-Golgi-Kompartiment erreichen, durch
Endo H nicht mehr deglykosyliert werden.

PrP wurde im SDS-PAGE getrennt und nach Westernblot mit mAk3F4 detektiert.
Wie man auf Abb. 15 sieht, zeigten PrP*"-T198A und Wt3F4 eine vollstéindige Resistenz
gegeniiber einer Endo H-Behandlung, wihrend PrP*"-T182A und -T182N einen partiellen
Shift in den niedermolekularen Bereich zeigten. Dies lief auf eine partielle Resistenz und

daher partielle PrP-Prozessierungsstorung schlieen. Da bei der Prionprotein-Mutante

111



> &
MO QY
kDa #
16 « ¥ &
31 @ -
20 §

13% SDS-Page

-
20 =

16% SDS-Page

Abbildung 14: Westernblot-Analyse verschiedender Erkennungssequenz-
Mutanten exprimiert in subklonierten N2a-Zellen nach Oberflichenbio-

tinylierung:

Als Kontrolle wurden nicht-transfizierte N2a-Zellen mitgefiihrt. Die Blotmembranen
wurden mit S-PO inkubiert. Jede PrP-Mutante ist nach Oberflichenbiotinylierung
im Blot detektierbar und demnach auf der Zelloberfliche prisent; PrP*"-T182A und

-T182A /T198A jedoch nur in geringen Mengen.
M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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T182A im Vergleich zur Mutante T182N weniger Molekiile resistent waren, konnte auf
ein vergleichbar grofieres Defizit bei der Prozessierung der Mutante T182A geschlossen
werden. Demnach bestéitigte auch dieses experimentelle Ergebnis die vorausgegangenen
durchflusszytometrischen Untersuchungen.

Auch bei diesem Experiment mussten mogliche Fehlerquellen ausgeschlossen werden.
Ein Problem lag darin, dass Endo H eine molekulare Masse von 29kDa besitzt und bei
einer Enzymzugabe von >2ul als schwache Bande im Blot auf Hohe der monoglyko-
sylierten Bande zu detektieren war. Dies wurde durch steigende Zugaben von Endo H
zu Zelllysaten nicht-transfizierter und transfizierter Zellen bestimmt. Die PrP-spezifische
Bande war aber stets deutlich stérker zu sehen. Da in den hier vorgestellten Experimenten
immer nicht-transfizierte Zellen als Kontrolle mitgefiihrt wurden, konnten durch Endo H
vorgetduschte falsch-positive Ergebnisse ausgeschlossen werden. Ein anderes Problem lag
darin, dass groflere Oligosaccharidstrukturen, deren Vorkommen fiir die zweite Glyko-
sylierungsstelle von PrP bekannt ist, langsamer durch Endo H abgeltst werden (Katalog
von Oxford Glycosystems). Deshalb wurde Zelllysat der Mutanten T182A und T182N
iiber vier Tage verdaut, wobei am ersten und am zweiten Tag je 5ul, am dritten Tag 10ul
Endo H zugegeben wurden. Auch unter diesen Versuchsbedingungen bestitigten sich die

vorausgegangenen Ergebnisse.

PIPLC-Verdau Anschlieflend sollte untersucht werden, wie die Proteine auf der
Zelloberfléiche verankert sind. Dazu wurden intakte Zellen mit dem Enzym PIPLC be-
handelt, das zwischen den Bestandteilen Diacylglycerol und Inositolphosphat des GPI-
Ankers angreift und so GPI-membranverankerte Proteine von der Zelloberfliche ablost.
Der Zellkulturiiberstand wurde dann gefillt, elektrophoretisch getrennt und Prionpro-
tein im Westernblot mit mAk3F4 detektiert (Seite 79). Es wurde ersichtlich, dass alle
Maus-PrP-Mutanten wie Wt3F4 mit PIPLC ablosbar waren, allein PrP*"-T198A lief3
sich nicht mittels PIPLC in den Uberstand freisetzen (Abb. 16). Da die vorhergehenden
Versuche zeigten, dass diese Mutante jedoch auf der Zelloberfliche priisent ist, muss eine
andere Verankerungsform angenommen werden oder eine Konformation dieses Molekiils,
die den Angriff des Enzyms sterisch verhindert. Da die ,Doppelmutanten” T182A /T198A
und T182N/T198A mit PIPLC ablésbar waren, scheint letztere Vermutung wahrschein-
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Abbildung 15: Westernblot-Analyse verschiedener Erkennungssequenz-
Mutanten exprimiert in NIH3T3 abstammenden Maus-Fibroblastenzellen
(¥2/PA317) vor (-) und nach (4+) Endo H-Verdau:

Als Kontrolle wurden nicht-transfizierte Maus-Fibroblastenzellen mitgefiihrt.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker

Durch den mAk3F4 werden auch nicht PrP spezifische Signale erkannt.

Die verschiedenen Glykoformen von PrP (di- (2), mono- (1) und unglykosyliert (0)) sind
im rechten Bildrand gekennzeichnet.
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licher. Demnach waren alle PrP*"-Mutanten so wie Wt3F4 GPI-verankert, wihrend
die Verankerung von PrP*"-T198A mit dieser Methode nicht gekldrt werden konnte.
Unter natiirlichen Bedingungen kénnen 10% der PrP*"-Molekiile im Zellkulturiiberstand
nachgewiesen werden (Stahl, Borchelt, et al. 1990; Borchelt, Rogers, et al. 1993). Daher
spricht der Nachweis von PrP in der Negativkontrolle der Mutanten T182N, T198A und
T182N/T198A fiir deren weitgehend physiologische Prozessierung,.

Weitere biochemische Untersuchungen

Loslichkeit Zelluléres PrP*e" ist in detergenshaltigem Puffer l6slich (Meyer, McKin-
ley, et al. 1986). Einzelne Mutationen koénnen die Aggregationsbereitschaft des Prionpro-
teins beeinflussen (Lehmann & Harris 1997; Liemann & Glockshuber 1999), und eine
spontane Aggregation wird als moglicher Schliissel in der Atiologie hereditirer TSE
diskutiert. Da beim Menschen eine Form der hereditéiren TSE mit der Mutation T183A
(entspricht T182A der Maus-Aminoséuresequenz von PrP) beschrieben wurde (Nitrini,
Rosemberg, et al. 1997), sollte im folgenden Versuch die Loslichkeit (Seite 80) der in
N2a-Zellen exprimierten PrP**"-Mutanten untersucht werden.

Zelllysate wurden ultrazentrifugiert (70000UPM, 1h, 4°C), das Pellet und der Uber-
stand anschlieflend elektrophoretisch aufgetrennt und nach Westernblot mit mAk3F4 auf
mutiertes PrP*" untersucht. Wie man auf Abb. 17 sieht, konnte jede Erkennungssequenz-
Mutante von PrP*" sowohl in der Pellet-, als auch in der Uberstandfraktion nachgewiesen
werden. Einzig die Wildtypkontrolle (Wt3F4) war nicht in der Pelletfraktion detektier-
bar. Die hier gezeigten Mengen an Prionprotein im Uberstand diirfen nicht quantitativ
bewertet werden. In Wiederholungen zeigte sich, dass jede der PrP*"-Mutanten in ver-
gleichbaren Mengen im Uberstand nachweisbar war. Die Ergebnisse von Lehmann und
Harris (Lehmann & Harris 1997), die diesen Versuch mit Wt3F4-, T182A-, T198A- und
T182A /T198A-PrP*" durchgefiihrt hatten, konnten bestétigt werden. Demnach fiihrt
allein der Verlust der N-Glykosylierung zur erhohten Aggregationsbereitschaft von PrP.

Zuckerketten besitzen eine polare Oberfliche und verstérken so die Loslichkeit von
Molekiilen (Helenius 1994; Fiedler & Simons 1995). So kann erklirt werden, dass es

durch den Verlust der Zuckerseitenketten zu einer erhohten Aggregationsbereitschaft
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Abbildung 16: Westernblot-Analyse verschiedener Erkennungssequenz-
Mutanten exprimiert in subklonierten N2a-Zellen vor (-) und nach (+)

PIPLC-Verdau

Zellen wurden in Kultur mit dem Enzym PIPLC behandelt. Anschlielend wurde der
Zellkulturiiberstand (U) abgenommen, falls nichts anderes vermerkt mit Methanol (m)
oder mit Azeton (a) gefillt und im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Detektiert wurde
mit mAk3F4.

Bei den Mutanten T182N, T198A, T182N/T198A und Wt3F4 kann auch ohne PIPLC-
Behandlung Prionprotein im Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden. Alle Mutanten
aufler T198A zeigen nach PIPLC-Verdau im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine
deutliche Zunahme der Signalintensitéit von PrP.

Fiir Wt3F4 und T198A sind hier zusitzlich noch die dazugehorigen Zelllysate (P)
ohne und nach PIPLC-Behandlung gezeigt. Da fiir Maus-PrP-T198A keine deutliche
PrP-Abnahme in der Pelletfraktion zu erkennen war, ist diese PrP ***-Mutante nicht mit
PIPLC von der Zelloberfléiche ablésbar.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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kam. In einem weiteren Versuch sollte geklirt werden, ob an der Aggregatbildung auch
zelluldres Maus-Prionprotein beteiligt ist. Dazu wurde die Pelletfraktion mit mAkSaf70
entwickelt, der Maus-Prionprotein erkennt. Endogenes Maus-Prionprotein konnte unter
diesen Versuchsbedingungen jedoch nicht nachgewiesen werden. Demnach aggregierten
die Glykosylierungs-Mutanten mit sich selbst und interagierten nicht mit zellresidentem

murinem PrP®e".

4.1.4 Konversionsexperiment in permanent scrapie-infizierten

ScN2a-Zellen

Nach der Charakterisierung von mutiertem PrP*" sollte untersucht werden, ob diese
Prionprotein-Mutanten in Zellkultur in die Proteinase K-resistente Isoform PrP™* kon-
vertierbar sind. Bei diesen Versuchen wurde mutiertes Prnp in ScN2a-Zellen exprimiert.
Bei dieser Zelllinie handelt es sich um die Neuroblastomzelllinie N2a (Prnpa-Genotyp),
die von zwei Arbeitsgruppen unabhéingig mit dem Scrapiestamm Chandler infiziert wurde.
Das ScN2a-Modellsystem fiir die Vermehrung von Scrapie-Erregern besitzt jedoch Nachteile.
So fiihrt die Infektion nicht zu einem zytopathischen Effekt, so dass der Infektionssta-
tus der Zellen iiber einen PrP"*-Nachweis oder iiber den Tierversuch geklirt werden
muss. Im Weiteren sind nur 1-2% einer Zellpopulation PrP**-positiv, so dass stets neu
auf PrP™s-positive Einzelklone selektioniert werden musste. Zum anderen verlieren diese
Zellen nach einigen Passagen auf noch ungeklirte Weise PrP™. Da fiir eine erfolgre-
iche Konversion PrP™ aber in ausreichendem Mafl vorhanden sein muss und diese sub-
klonierten Zellen hochstens zu 80% PrP'*-positiv sind (eigene Beobachtungen aus zahlre-
ichen Klonierungsversuchen), musste eine Methode gefunden werden, die eine Transfek-
tionseffizienz von nahezu 100% erreicht. Im Labor wurde deshalb ein fiir ScN2a-Zellen
etabliertes retrovirales Expressionssystem verwendet (Caughey, Raymond, et al. 1999;
Vorberg 1999) (Abb. 18).

Dazu wurden die verschiedenen Konstrukte in das env-Gen des replikationsdefek-
ten retroviralen Vektor pSFF kloniert. Dieses Plasmid basiert auf dem Provirus des
Friend-spleen-focus-forming-virus, dessen Genom Mutationen und Deletionen im gag-,
pol- und env-Bereich enthiilt (Bestwick, Kozak, et al. 1988; Robertson, Spangrude, et al.

1992). Eine Vermehrung dieses Provirus wire demzufolge nur durch Helferviren moglich.
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Abbildung 17: Westernblotuntersuchung der Loslichkeit von
Erkennungssequenz-mutiertem PrP*°" exprimiert in transduzierten N2a-
Zellen

Zellpellets wurden in detergenshaltigem Puffer aufgenommen und ultrazentrifugiert.
Das Pellet wurde in Probenpuffer aufgenommen. Die Uberstandfraktionen wurden mit
GuanidiniumHCl behandelt, anschlieBend mit Azeton gefillt und dann in Probenpuffer
aufgenommen. Detektiert wurde mit mAk3F4.

Jede Erkennungssequenz-Mutante von PrP*" konnte im Gegensatz zu Wt3F4 in der Pel-
letfraktion nachgewiesen werden und war demnach unter diesen Bedingungen unloslich.
Ein Teil der Molekiile war jedoch auch 16slich, da diese auch in der Uberstandfraktion
detektiert werden konnten.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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Als ,Helferviren” fungierten in dem verwendeten System von Maus-Fibroblastenzellen
(NIH3T3) abstammende Packzellen. Diese Zellen exprimieren stabil retrovirale M-MuLV-
Gene (moloney murine leukemia virus) (¥2) (Mann, Mulligan, et al. 1983) bzw. AM-
MLV-Gene (PA317) (Miller & Buttimore 1986), denen jedoch das Verpackungssignal (V)
fehlt, das das Verpacken von RNA in virale Proteine ermoglicht. Vektor- und Zellgenom,
zusammen in einer Zelle exprimiert, sind jetzt aber in der Lage fiir infektiose Virio-
nen zu kodieren. Diese Viren sind jedoch replikationsdefekt, da sie das Genom des Vek-
tors pSFF enthalten und so auf die Bereitstellung von Strukturproteinen fiir ihre Ver-
mehrung angewiesen sind. Es wurde mit zwei verschiedenen Packzelllinien gearbeitet:
amphotrope (Vertebratenwirtsspektrum) Viren freisetzende PA317-Zellen wurden mit
ekotropen (Wirtsspektrum: Ratte und Maus) Viren produzierenden W2-Zellen kokul-
tiviert. Dies ermoglichte den Schutz der Zellen vor Superinfektion mit einem Retrovirus
derselben Art zu umgehen und eine Art ,Ping-Pong-Infektion” (Kozak & Kabat 1990;
Lynch & Miller 1991) zu erzeugen. Retroviren verlassen die Zelle durch ,Budding”, in-
fizieren dann die andere Zelllinie und werden so in hohem Maf in den Zellkulturiiber-
stand abgegeben. Die Uberstinde wurden gesammelt und dann zur Transduktion von
ScN2a-Zellen verwendet (Abb. 19). Zu einem theoretisch denkbaren Zelltod durch Uber-
integration des pSFF-Genoms kommt es nicht, da durch eine homologe Rekombination
mit env-Genen der Packzellen sogenannte ,,shut-off-Viren” gebildet werden, die die Ping-

Pong-Infektion zum Erliegen bringen (Lynch & Miller 1991).

Herstellung der Plasmide, Produktion replikationsdefizienter Retroviren und

Transduktion von ScN2a-Zellen

Herstellung der Plasmide Die Plasmide pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4, pcDNA3.1/
Zeo(+)mus3F4T182A, pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182N, pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T198A,
pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182A /T198A und pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182N/T198A
wurden mit den Enzymen BamHI und Xhol geschnitten und iiber diese Schnittstellen in
den Vektor pSFF ligiert (Abb. 18). Die Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau und

Sequenzierung iiberpriift.
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Abbildung 18: Herstellung von Retroviruspartikeln, die das PrP-Gen enthalten
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Transfektion von Maus-Fibroblastenzellen
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Abbildung 19: Durchfithrung der Konversionsexperimente in ScN2a-Zellen als
schematische Darstellung
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Produktion replikationsdefizienter Retroviren Die Packzelllinien PA317 und
U2 wurden im Verhéltnis 1:1 kokultiviert und mittels Kalziumphosphat (Seite 75) mit den
entsprechenden pSFF-Konstrukten transfiziert. Die Transfektionseffizienz betrug 20%.
Konfluente Zellrasen wurden regelméflig im Verhéltnis 1:5 umgesetzt. Die Expression auf
Proteinebene der mutierten Prionprotein-Gene wurde in Durchflusszytometrie, Western-
blot und Immunfluoreszenz untersucht. Sobald, in der Regel nach zwei Wochen, etwa
70-80% der Zellen mutiertes Prionprotein bildeten, wurde der Zellkulturiiberstand geern-
tet. Bei diesem Versuch wurde nicht mit Lipofectamine sondern mit Kalziumphosphat
gearbeitet, um einen Einbau von Lipofectamine in die Zellmembran und damit in Retro-
viruspartikel zu umgehen. Es war nicht auszuschlieflen, dass Lipofectamine-Reste sich in

ScN2a-Zellen storend auswirken konnten (Teufel 2000).

Transduktion von ScN2a-Zellen 3-10° ScN2a-Zellen wurden ausgesit und am
folgenden Tag pro Konstrukt entweder mit je einer Verdiinnung von 1:1 oder mit je ei-
ner Reihe aus unverdiinntem, 1:1, 1:4, 1:8 und 1:16 verdiinntem virushaltigem Uberstand
transduziert (Abb. 19). Die Zellen wurden tiber Nacht kultiviert und dann auf eine T75er-,
T25er-Flasche und 24-well Platte ausgesét. Die Anzahl transduzierter Zellen wurde in der
Immunfluoreszenz unter Verwendung des mAk3F4 bestimmt und lag bei jeder Verdiin-
nungsstufe bei nahezu 100%. Allerdings nahm die Fluoreszenzintensitit und demnach
die Anzahl des integrierten Retrovirusgenoms pro Zelle mit aufsteigender Verdiinnung
ab. Die Zellen wurden etwa eine Woche bis zur Konfluenz kultiviert und Zelllysate dann
auf PrP*" und PrP" untersucht (Seite 76). Zur Detektion von Prionprotein wurde mit
den Antikérpern mAk3F4, mAkKSAF70 und polyklonalem Rab5/7-Antiserum gearbeitet
(Abb. 19). Wihrend mAk3F4 nur mutiertes, d.h. also exogen zugegebenes Prionprotein
detektiert, erkennen mAkKSAF70 und Ra5/7 Gesamt-PrP, d.h. sowohl endogen in ScN2a-

Zellen vorhandenes Maus-PrP als auch exogen eingefiihrtes, mutiertes PrP.

Proteinexpression von PrP in ScN2a-Zellen 1/10tel des Zelllysats einer T25er-
Flasche wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine wurden auf eine PVDF-
Membran iibertragen. Die Membran wurde mit mAk3F4 bzw. mit Ra5/7 inkubiert und

mit dem ECL-System entwickelt. Als Kontrolle wurden nicht-transduzierte ScN2a-Zellen
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mitgefiihrt, da Vorversuche keinen Unterschied zwischen mock- und nicht-transduzierten
ScN2a-Zellen zeigten. Wie man nach Verwendung von mAk3F4 sieht (Abb. 20 unten
links), wurde jede Prionprotein-Mutante (T182A, T182N, T198A, T182A/T198A,
T182N/T198A) wie Wt3F4 in ScN2a-Zellen stark exprimiert. Auch in ScN2a-Zellen war
zu beobachten, dass exogenes Prionprotein, dem die erste Glykosylierungsstelle fehlt,
eine breitere monoglykosylierte Bande zeigte als Prionprotein, dem die zweite Glyko-
sylierungsstelle fehlt. Und auch hier war die unglykosylierte Bande bei Mutante T182A
im Gegensatz zu den anderen beiden monoglykosylierten Mutanten nicht detektierbar.
Demnach war in ScN2a-Zellen die zweite N-Glykosylierung heterogener als die erste, und
die unglykosylierte Form wurde bei der Prionprotein-Mutante T182A nur in nicht de-
tektierbaren Proteinmengen exprimiert. Wurden Verdiinnungen von Uberstand, welcher
rekombinante Viren enthielt, zur Transduktion verwendet, so nahm die Menge an exoge-
nem PrP entsprechend der Verdiinnung ab. Durch Verwendung des polyklonalen Ra5/7-
Antiserums (Abb. 20 unten rechts) wurde ersichtlich, dass die Expression von endogenem
PrP durch die exogenen PrP-Mutanten nicht herunterreguliert wurde: In zahlreichen
Experimenten zeigte sich, dass im Vergleich zu ScN2a-Kontrollzellen bei allen anderen

Lysaten mehr oder zumindest gleich viel Gesamt-PrP zu detektieren war.

Konversion zur Proteinase K (PK)-resistenten Isoform PrP* Zelllysat ein-
er T75er-Flasche wurde mit 25ug/ml Proteinase K fiir 1h bei 37°C verdaut und an-
schliefend ultrazentrifugiert. 1/4tel des Zelllysats einer Flasche wurde pro Spur im 16%
SDS-PAGE getrennt und anschlieend geblottet. Wie man auf Abb. 20 oben links sieht,
wurde jede PrP-Mutante in ihre Proteinase K-resistente Isoform konvertiert, Maus-PrP-
Mutante T182N/T198A jedoch nur in kaum detektierbaren Mengen. Demnach scheint fiir
eine Konversion keine starke Prisenz von exogenem Prionprotein auf der Zelloberfléiche
notwendig zu sein. Auch hier zeigte sich, dass die in der ersten Glykosylierungsstelle
mutierten Prionproteine eine hohermolekulare und heterogenere Bande zeigten als die
andere monoglykosylierte Mutante T198A. Ferner war bei PrP™-T182A die unglyko-
sylierte Form nicht detektierbar. Abb. 20 oben rechts zeigt, dass die Mutanten T182A,
T182N, T198A, T182A/T198A und Wt3F4 keinen Einfluss auf Gesamt-PrP™ in der
Zelle haben. Dagegen fiihrte die Expression der Mutante T182N/T198A in ScN2a-Zellen
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jedoch zu einer deutlichen Abnahme an Gesamt-PrP™. Da das Signal im Vergleich zur
untransduzierten Kontrolle deutlich schwicher war, konnte geschlossen werden, dass es
zu einer Abnahme von endogenem PrP™ kam.

Um diesen Effekt der Mutante T182N/T198A genauer zu untersuchen, wurden ScN2a-
Zellen mit Virusiiberstand in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen transduziert. Wie man
auf Abb. 21 sieht, wurde die Prionprotein-Mutante T182N/T198A nur nach Transduk-
tion mit stark verdiinntem Virusiiberstand umgefaltet. Erst ab einer 1:4 Verdiinnung
des virushaltigen Uberstandes wurde die PK-resistente Isoform PrP™ als Schatten auf
dem original Rontgenfilm detektierbar. Dariiberhinaus sah man, dass die Depression von
endogenem PrP™ im direkten Zusammenhang mit der Konvertierbarkeit des Konstruk-
tes stand: die Detektierbarkeit von endogenem PrP™ nahm in niedrigen Verdiinnungen
(ab 1:4) wieder zu. Dieser Effekt auf endogenes und exogenes PrP™* wurde in der Li-
teratur (Holscher, Delius, et al. 1998; Zulianello, Kaneko, et al. 2000; Priola, Caughey,
et al. 1994; Kaneko, Zulianello, et al. 1997; Priola & Chesebro 1995; Priola 1999) fiir
verschiedene PrP-Mutanten, unter anderem auch fiir Wt3F4 beschrieben und als (trans)-
dominant-negative Hemmung bezeichnet. Als Kontrolle wurden auch alle anderen Kon-
strukte mit verschiedenen Verdiinnungen an virushaltigem Uberstand behandelt. Jedoch
konnte fiir diese kein derartig starker Hemmeffekt bei diesem Versuch in stark PrP™-
positiven ScN2a-Zellen beobachtet werden. Die in der Literatur fiir Wt3F4 beschriebene
dominant-negative Hemmung wurde nur beobachtet, wenn die Versuche mit schwicher
PrP*-positiven ScN2a-Zellen durchgefithrt wurden. Die monoglykosylierten Mutanten
(T182A, T182N, T198A) verhielten sich dann wie Wt3F4, wihrend unter diesen Be-
dingungen eine Konversion der unglykosylierten Prionprotein-Mutanten (T182A /T198A;
T182N/T198A) nicht mehr detektiert werden konnte. Der verdiinnungsabhéingige Hemm-
effekt auf endogenes PrP** blieb jedoch immer noch ersichtlich. Die monoglykosylierten
PrP-Mutanten verhielten sich unter diesen Bedingungen wie Wt3F4.

Als Ursache fiir die reduzierte Akkumulation von endogenem PrP™ konnte eine ver-
minderte PrP-Expression ausgeschlossen werden, da exogenes PrP nicht zur verminderten

Expression von endogenem PrP fiihrte (Abb. 20 unten links).
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Abbildung 20: Konversionsexperiment in ScN2a-Zellen

Zelllysate transduzierter ScN2a-Zellen wurden entweder direkt im SDS-PAGE aufgetrennt
(-PK) oder zum Nachweis von PrP™* mit Proteinase K (25ug/ml, 37°C, 1h) verdaut und
ultrazentrifugiert (+PK). Fiir den Nachweis von exogenem PrP wurden die Blotmembra-
nen mit mAk3F4 entwickelt. Gesamt-PrP wurde mittels polyklonalem Rab/7-Antiserum
nachgewiesen. Als Kontrolle wurden nicht-transduzierte ScN2a-Zellen mitgefiihrt.

Jede PrP*"-Mutante wird exprimiert (Bild unten links), wihrend die Synthese von
endogenem PrP*" nicht abnimmt (Bild unten rechts).

Jede PrP-Mutante wird konvertiert, wenn auch T182N/T198A in nur kaum detektier-
baren Mengen (Bild oben links). Der Gesamtgehalt an PrP™ bleibt durch Wt3F4
und die Mutanten T182A, T182N, T198A und T182A /T198A weitgehend unbeeinflufit,
withrend T182N/T198A zu einer deutlichen Abnahme von endogenem PrP™ fiihrt (Bild
oben rechts).

Die verschiedenen Glykoformen von PrP (di- (2), mono- (1) und unglykosyliert (0)) sind
am rechten Bildrand gekennzeichnet. Alle Abbildungen entstammen demselben Experi-
ment.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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Abbildung 21: Untersuchung der dominant-negativen Hemmung der Mutante
T182N/T198A

ScN2a-Zellen wurden mit virushaltigem Uberstand in unterschiedlichen Verdiin-
nungsstufen (Unverdiinnt (1) bis 1:16) transduziert. Fiir Wt3F4 und die Mutante
T182A /T198A sind weder fiir exogenes noch fiir endogenes PrP™ Unterschiede zwischen
den einzelnen Verdiinnungsstufen festzustellen. Bei Maus-PrP-T182N/T198A ist indes
erst ab einer Verdiinnungsstufe von 1:4 exogenes PrP™ schwach zu detektieren. Mit Zu-
nahme der Konvertierbarkeit von exogenem PrP nimmt dann auch der inhibitorische
Effekt auf endogenes PrP** ab.

Alle Abbildungen entstammen demselben Experiment und wurden gleichzeitig entwickelt
und belichtet. Die verschiedenen Glykoformen von PrP (di- (2), mono- (1) und unglyko-
syliert (0)) sind am rechten Bildrand gekennzeichnet.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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Untersuchung der Proteinase K-Resistenz von rekombinantem PrP®*¢® Um
abzusichern, dass es sich bei dem entstandenen PrP™ um ein Produkt der Konversion
handelt und nicht um eine mutationsbedingte intrinsische Resistenz der rekombinanten
Proteine, wurden Zelllysate unter Standardbedingungen (25ug/ml, 1h, 37°C) verdaut und
im Westernblot mit mAk3F4 nachgewiesen. Nach dem Verdau war kein PrP mehr detek-
tierbar (Abb. 22, Spur a). Demnach konnte eine intrinsische PK-Resistenz ausgeschlossen
werden. Es handelte sich also um eine echte Konversion.

Da Lehmann und Harris (Lehmann & Harris 1997) eine im Gegensatz zu Wt3F4 ste-
hende partielle PK-Resistenz (3,3ug/ml, 10 Minuten, 37°C) fiir PrP*"-T182A, -T198A
und -T182A/T198A beschrieben hatten, wurden die im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit hergestellten Prionprotein-Glykosylierungsmutanten, die aus N2a-, CHO-Zellen und
Maus-Fibroblastenzellen stammten, unter dhnlich milden Bedingungen proteolytisch be-
handelt: Proteinase K 3,31g/ml, 10 Minuten 37°C, 1ug/ml, 30 Minuten 37°C und 0,54g/ml,
30 Minuten, 37°C. Nach dieser Behandlung blieb PrP*" zwar z.T. unverdaut; ein Shift
in den molekularen Groflenbereich von PrP™®, der bei der in der Literatur beschriebe-
nen intrinsischen Resistenz zu erwarten gewesen wire, konnte jedoch nicht festgestellt
werden. Demnach konnte in keiner Zelllinie eine partielle PK-Resistenz der Prionprotein-
Mutanten bestitigt werden; es wurde lediglich ein unvollstéindiger Verdau von PrP*"

beobachtet, der in Abhéngigkeit zur eingesetzten PrP-Menge stand (Abb. 22).

4.1.5 Nachweis von Disulfidbriicken

Um den Hemmeffekt der Prionprotein-Mutante T182N/T198A auf die Konversion genauer
zu untersuchen, wurden die Mutanten auf Anwesenheit der Disulfidbriicke untersucht.
Aus der Literatur (Muramoto, Scott, et al. 1996; Herrmann & Caughey 1998; Yanai,
Meiner, et al. 1999) war bekannt, dass die Abwesenheit der Disulfidbriicke von PrP*" die
Konversion behindert und dass die eingefithrten Mutationen T182N und T198A in der
Néhe der beiden an der S-S-Briicke beteiligten Cysteinreste (AS178, AS 213) liegen. Der
Nachweis von Schwefelbriicken (S. 83) beruht auf der Tatsache, dass Proteine mit Disulfid-
briicke ein anderes Laufverhalten im SDS-PAGE zeigen als Proteine mit Sufhydrilgruppe.
Unter oxidativen Bedingungen liegen Schwefelreste in Disulfidform vor, wihrend unter

reduktiven Bedingungen die Disulfidbriicken aufgebrochen werden, indem Schwefelreste

127



< &
kDa M &'f‘b «"
PK '-obcd" abcd!

I

kDa M < /\"
PK '-abcd- abcd

46

.’
Z; :. hl.f a
»

PK -obcd"-obcd'

Abbildung 22: Proteinase K-Verdau von rekombinantem PrP*®" exprimiert in

transduzierten Maus-Fibroblasten

Zelllysate wurden unter unterschiedlichen Bedingungen mit Proteinase K bei 37°C ver-
daut: unverdaute Probe (-), 25ug/ml, 1h, (a); 3,3ug/ml, 10Min. (b); 1ug/ml, 30Min. (c);
0,5pg/ml, 30Min. (d). Ein Shift in den molekularen Groenbereich von PrP™ konnte fiir
keine PrP™* Mutante festgestellt werden. Die Blots wurden mit mAk3F4 entwickelt.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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zu Sulfthydrilgruppen reduziert werden. Als Reduktionsmittel wurde DTT eingesetzt. In
N2a-Zellen und Maus-Fibroblastenzellen war fiir jede Prionprotein-Mutante ein unter-
schiedliches Laufverhalten zwischen reduzierter und nativer Probe festzustellen. Demnach
ist die Disulfidbriicke in jedem der mutierten PrP*"-Proteine wie bei Wt3F4 anwesend
und eine fehlende Disulfidbriicke nicht die Ursache der schlechten Konvertierbarkeit der
PrP*"-Mutante T182N/T198A (Abb. 23).

Auffallend ist hier, dass die auf Seite 108 beschriebene, nur in Maus-Fibroblasten
zu beobachtende Zusatzbande der PrP*"-Mutante T182N/T198A vor allem in der Na-

tivprobe zu detektieren war.

4.1.6 Infektion von transduzierten N2a-Zellen mit verschiedenen Scrapie-

stammen

Nachdem die Konversionsexperimente in ScN2a-Zellen gezeigt hatten, dass sich jede der
ausgewihlten Prionprotein-Mutanten bei Anwesenheit von PrP** in ihre Proteinase K-
resistente Isoform umfalten ldsst, sollte anschlieend eine In-Vivo-Infektion simuliert wer-
den. Bei einer Infektion mit Scrapie muss das infektiose Agens zunichst in die Zelle ein-
dringen und liegt nicht schon wie bei ScN2a-Zellen in der Zelle vor. Damit sollte die
Frage beantwortet werden, ob eine starke Zelloberfliichenexpression des zu konvertieren-
den PrP**" notwendig ist, um bei einer Infektion von ,aulen” zu PrP' umgefaltet zu
werden. Im weiteren sollte untersucht werden, ob verschiedene Scrapiestimme eventuell
nur einzelne Glykosylierungsmutanten umfalten. Es sollte mit Zellen gearbeitet werden,
die moglichst der ScN2a-Zelllinie entsprechen. Deshalb wurden ScN2A-Zellen auf PrP*-
negative Zellen hin mehrfach selektiert und anschliefend mit fiir die PrP**"-Mutanten
Wt3F4, T182A, T182N, T198A, T182A/T198A und T182N/T198A kodierendem Virus-
genom transduziert. Diese transduzierten, PrP™-negativen Zellen wurden am folgenden
Tag auf T'75er-Flaschen ausgesiit und bei einer Konfluenz von ca. 80% mit Hirnhomogenat
final an Scrapie erkrankter Méuse iiberschichtet (Seite 90). Nach vier Tagen Inkubation
wurden die Zellen geerntet, lysiert, mit Proteinase K (25u¢g/ml, 1h, 37°C) verdaut und ul-
trazentrifugiert. Ein Viertel des Lysates wurde jeweils pro Spur im 16%igen SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen entweder mit mAk3F4

zum Nachweis von konvertiertem mutiertem Prionprotein oder mit Ra5/7-Antiserum
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Abbildung 23: Disulfidbriickennachweis am Beispiel der unglykosylierten PrP-
Mutanten

Zelllysate transduzierter N2a-Zellen (oben), bzw. transfizierter Maus-Fibroblastenzellen
(unten) wurden zum einen im reduzierten (R), zum anderen im nativen (N) Zustand
im 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die Blots wurden mit mAk3F4 entwickelt. Die Na-
tivproben zeigen im Vergleich zu den reduzierten Proben einen Shift von etwa 2kDa in
den niedermolekularen Bereich. Daraus kann auf das Vorhandensein der Schwefelbriicken
geschlossen werden. Die ca. 26kDa-Zusatzbande der PrP-Mutante T182N/T198A, die nur
bei Expression in Maus-Fibroblastenzellen beobachtet werden kann, zeigt sich vor allem
im nativen Zustand der Probe (unten).

Der Ursprung der hochmolekularen Zusatzbanden (oben) wurde im Rahmen dieser Ar-
beit nicht abgeklirt.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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zum Nachweis von Gesamt-Prionprotein entwickelt. Als Kontrolle fiir die Proteinexpres-
sion der Mutanten auf Proteinebene wurden transduzierte Zellen mitgefiihrt, die nicht
infiziert wurden. Es zeigte sich, dass jedes rekombinante Protein in etwa denselben Men-
gen exprimiert wurde. Infiziert wurden die Zellen jeweils im Doppelansatz. Es wurde mit
Hirnhomogenat der Scrapiestimme Chandler, Me7 und 79A gearbeitet. Als Kontrolle
wurden Zellen mitgefiihrt, die mit Hirnhomogenat einer nicht-infizierten C57BL-Maus
iiberschichtet wurden. Nur die Prionprotein-Mutanten T182N, T198A, T182N/T198A
und Wt3F4 exprimierenden Zellen lielen sich mit dem Scrapiestamm Me7 infizieren (Abb.
24). Die Stimme Chandler und 79A fiihrten nach Uberschichtung der Zellen weder zu
einer Konversion der Prionprotein-Glykosylierungsmutanten noch zur Konversion von
Wt3F4, obwohl sie in etwa dieselben Mengen an PrP* enthielten (Abb. 24: obere Zeile).

Dieser Versuch zeigte, dass fiir eine Zellinfektion eine ausreichende Menge an zu kon-
vertierendem Prionprotein auf der Zelloberfliche anwesend sein muss, da die nur schwach
auf der Zelloberfléiche anwesenden Prionprotein-Mutanten T182A und T182A /T198A auf
diese Art nicht in detektierbaren Mengen konvertierbar waren.

Im weiteren zeigte sich, dass die Scrapiestimme Chandler und 79A nicht zu einer
Konversion von Wildtyp3F4-Prionprotein fiihrten.

Um auszuschlieflen, dass die nachgewiesene PK-resistente Isoform in der Zelle und
nicht im Zelliiberstand entstanden war, wurde in einem weiteren Experiment versucht
exogenes PrP* im Zelliiberstand und Zellpellet getrennt nachzuweisen. Exogenes PrP**

konnte nur im Zellpellet nachgewiesen werden und lag demnach in der Zelle vor.

4.1.7 Vorhersage der Proteinstruktur

Nach der Charakterisierung der verschiedenen Erkennungssequenz-Mutanten in Zellkul-
tur stellte sich die Frage, ob sich deren unterschiedliches Verhalten durch eine verén-
derte Proteinstruktur erkliren ldsst. Dazu wurden jeweils die verschiedenen Mutationen
in die Maus-Prionproteinsequenz (aal21-221) eingefiihrt, und die Struktur wurde rech-
nerisch vorhergesagt (Abb. 25). Keine der Mutationen fiihrt zu einer Veréinderung der
Sekundérstruktur. Die Anordnung der a-Helizes und [S-Faltblattstrukturen blieb gleich.

Bei einer detaillierteren Betrachtung fiel jedoch auf, dass unterschiedlich Wasserstoff-
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Abbildung 24: Infektion transduzierter N2a-Zellen mit verschiedenen Scrapi-
estdmmen

N2a-Zellen wurden transduziert und anschlieend mit 10%igem Gehirnhomogenat einer
gesunden C57BL-Maus (k) und terminal an Scrapiestamm Chandler (ch), Me7 (m) und
79A (79) erkrankter M#use iiberschichtet. Die Zelllysate wurden anschliefend mit Pro-
teinase K (25ug, 37°C, 1h) verdaut und ultrazentrifugiert. Ein Viertel einer T75er-Flasche
wurde anschlieend im 16%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Infektion der Zellen mit
dem Scrapiestamm Me7 wurden die PrP-Mutanten T182N, T198A, T182N/T198A und
Wt3F4 in ihre Proteinase K resistente Isoform umgefaltet (unten). Die Stémme Chandler
und 79A fiihren nicht zur Konversion der verschiedenen Konstrukte, wie hier am Beispiel
der Wt3F4-Mutante gezeigt ist (oben rechts). Die Zellen wurden mit denselben Mengen
an PrP™ iiberschichtet (oben links).

M: ECL-Molekulargewichtsmarker
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briicken ausgebildet wurden (Tab. 4).

Threonin an Aminosédureposition 182, Bestandteil der ersten Erkennungssequenz fiir
N-Glykosylierung bildet zwei Wasserstoftbriicken aus: einmal zu Tyrosin aal61l und zu
Cystein aal78. Der Austausch der Aminosédure Threonin gegen Alanin an Kodon 182
hatte zur Folge, dass keine Wasserstoffbriicke mehr zu Tyrosin 161 gebildet werden kon-
nte. Wurde jedoch Asparagin an Kodon 182 eingefiihrt, blieben die Bindungen zu Ty-
rosin aal61 und Cystein aal78 bestehen. Demnach scheint der Verlust der Bindung zwi-
schen Tyrosin aal6l und Kodon 182 zu einer verminderten Stabilitit von Maus-PrP*"
zu fithren. Nach den Swissprot-Vorhersagen bilden neben Threonin, Serin und Aspara-
gin auch die Aminoséuren Cystein, Arginin, Asparaginsidure, Histidin und Methionin
Wasserstoffbriicken zu Tyrosin aal61 aus. Dass diese Mutationen nicht zu stabilem PrP
fithrten, kann damit erklért werden, dass zum einen die Aminoséuren ein unterschiedlich
chemisches Verhalten aufweisen (Methionin, Histidin, Arginin, Asparaginséure), bzw. die
Wasserstoftbriickenbindung iiber ein Schwefelatom (Cystein) vermittelt wird, das ein
stérkeres Dipolmoment ausbildet als ein Kohlenstoffatom. Im {iibrigen enthilt Cystein
nur ein Kohlenstoffatom in seiner Seitenkette, wiihrend Threonin und Asparagin zwei
Kohlenstoffatome besitzen.

Die zweite Glykosylierungsstelle wurde offenbar durch den Verlust von zwei Wasser-
stoffbriicken nicht destabilisiert. Wihrend Threonin an Kodon 198 fiinf Wasserstoftbriik-
ken ausbildete (vier zu Asparagin aa201 und eine zu Valin aa203), war Alanin an Kodon

198 nur iiber zwei Wasserstoffbriicken mit Asparagin und iiber eine mit Valin verbunden.
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Abbildung 25: Swiss-Prot-Vorhersagen fiir Erkennungssequenz-mutiertes Maus-
PrP.

aa 121-221. Loop-Strukturen sind griin dargestellt, S-Faltblattstrukturen (51: aal27-
130; £2: aal60-163) in rot und a-Helices (al: aald3-153; a2: aal74-192; a3: aal99-218)
in blau.

Erste Zeile links: Wildtyp-PrP; zu sehen sind die Aminoséuren Threonin aal82 bzw.
aal98. Erste Zeile rechts: Wildtyp-PrP; zu sehen sind die Aminosiuren Threonin
aal82 bzw. aal98 und zusitzlich die Bindungspartner Tyrosin aal61 und Cystein aal78.
Zweite Zeile links: Ausschnittvergrofferung der zwei Wasserstoftbriicken von Threonin
an Kodon 182 zu Tyrosin aal6l und Cystein aal78 (die Seitenkette von Tyrosin ist
zur besseren Ubersicht nicht dargestellt). Zweite Zeile rechts: Mutante Maus-PrP-
T182N: insgesamt werden drei Wasserstoftbriicken ausgebildet. Dritte Zeile links: Mu-
tante Maus-PrP-T182A: es wird keine Wasserstoftbriicke zu Tyrosin aal61 ausgebildet.
Dritte Zeile rechts: Mutante Maus-PrP-T182Q: es wird keine Wasserstoffbriicke zu
Tyrosin aal61 ausgebildet.
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AA an Bindung zu Sonstiges
Kodon 182
Tyrosin Cystein aal78 | Tyrosin
aal6l in Helix2 aal6l-
in Cystein
[-Faltblatt2 aal78-
Bindung
Thr 1x 3.07A 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, neutral
Ser 1x 3.07A 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, neutral
Asn 2x 2.22A und | 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, neutral
3.35A
Ala 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, neutral
GIn 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, neutral
Cys 1x 2.76A 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, neutral
iiber
Schwefelatom
Arg 2x 2.TA 1x 2.8A 1x 3.05A Sterische Behinderung
und 3.08A des Schwefelatoms
von Cystein aal78
Polar, basisch, hy-
drophil
Asp 1x 3.02A 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, sauer, hy-
drophil
His 1x 3.28A 1x 2.8A 1x 3.05A Sterische Hinderung
Met 2x 2.71A und | 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, hydrophob
2.61A iiber
Schwefelatom
Glu 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, sauer, hy-
drophil
Gly 0x 0x 1x 3.05A Apolar, neutral
Ile 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, hydrophob
Leu 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, hydrophob
Lys 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, basich, hy-
drophil
Phe 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, hydrophob
Pro 0x Sterische Hin- | 1x 3.05A Apolar, hydrophob
derung
Trp 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, neutral
Tyr 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Polar, neutral
Val 0x 1x 2.8A 1x 3.05A Apolar, hydrophob

Tabelle 4: Einfluss der Aminosiure an Kodon 182 auf intramolekulare Wasserstoffbriicken

nach Swissprot
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4.1.8 Tabellarische Zusammenfassung

tamm Me7

der Zellen mit Scrapies-

Wt3F4 | T182A | T182N | T198A | T182A /| T182N
T198A | T198A
N2a-Zellen | Durchfluss- ++ + ++ ++ - +
(subkloniert)| zytometrie
Oberflachen- || ++ + ++ ++ + +(+)
biotinylierung
Endo totale | geringe| hohe totale | n.d. n.d.
H- Resistenz
Ablosbarkeit + + + - + +
mit PIPLC
CHO-Zellen | Durchfluss- ++ + ++ ++ - +
(subkloniert)| zytometrie
Oberflidchen- + n.d. n.d. + n.d. n.d.
biotinylierung
Endo totale | geringe| hohe totale | n.d. n.d.
H- Resistenz
W2/PA317 | Durchfluss- +4 + ++ ++ (+) +
zytometrie
Oberfldchen- n.d. + + n.d. n.d. +
biotinylierung
Endo totale | geringe| hohe totale | n.d. n.d.
H- Resistenz
N2a Konversion in perma- + + + + + +
nent Chandler infizierten
ScN2a-Zellen
Konversion nach Infektion + - + + - +

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Zellkulturarbeiten
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4.2 Ergebnisse aus dem transgenen Tiermodell

Nach der Charakterisierung der Erkennungssequenz-mutierten Maus-Prionproteine in
Zellkultur wurden mit den PrP*"-Mutanten T182N, T198A und T182N/T198A transgene
Miuse hergestellt. Diese Prionprotein-Mutanten waren auf der Zelloberfliiche nachweis-
bar, nach einer Infektion der Zellkultur umfaltbar und versprachen deshalb eine Infizier-
barkeit im Gegensatz zu den bis dato von DeArmond et al. generierten Erkennungssequenz-
Mutanten T182A und T182A/T198A. Dariiber hinaus sollten im Gegensatz zu DeAr-
mond et al. (DeArmond, Sanchez, et al. 1997) diese Mause auf der Basis einer Transgen-
Kassette bestehend aus Maus- und nicht Hamster-PrP-Genom hergestellt werden, da es
mehr maus- als hamsteradaptierte Scrapiestéimme gibt und so eine breitere Erforschung
von Stammeigenschaften ermoglicht werden sollte.

Wildtyp-Maus-PrP 3F4 getaggte Kontrollméuse wurden aus Tierschutzgriinden nicht
hergestellt, da bereits andere Arbeitsgruppen iiber solche M#use verfiigen. Sofern nichts
anderes erwihnt, wurde die Charakterisierung der Méuse an fiir das Transgen heterozy-

goten Tieren durchgefiihrt.

4.2.1 Herstellung der Plasmide

Zur Herstellung der transgenen Tiere wurden die Konstrukte in den Vektor phgPrP
(half-genomic PrP; halbgenomisches PrP; Eigenname der Arbeitsgruppe C. Weissmann)
kloniert, der von der Arbeitsgruppe C. Weissmann zur Verfiigung gestellt wurde. Dieses
15kb Konstrukt basiert auf dem murinen Priongen und enth&lt nahezu alle Elemente
des Maus-Prnpa Gens mit Ausnahme des Intron 2, welches je nach Mausstamm 6-12kb
umfasst (Abb. 26).

PhgPrP enthélt auler dem Intron 2 alle Anteile des Maus-PrP-Gens. Untersuchungen
der Arbeitsgruppe Weissmann (Fischer, Rulicke, et al. 1996) zeigten, dass das Intron 2 im
Gegensatz zum Intron 1 nicht fiir die Expression von PrP in transgenen M#usen notwendig
ist. Unter der Verwendung dieses Vektors wurden in der Arbeitsgruppe Weissmann trans-
gene Miuse generiert, die das murine PrP etwa zehnfach tiberexprimieren (tg20-Méuse).
Diese Miuse zeigten keine neurologischen Symptome und erkrankten nach experimenteller

Infektion mit mausadaptierten Scrapie-Erregern (Stamm Chandler) nach einer Inkuba-
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des Wildtyp PrP-Gens und des Vek-
tors phgPrP im Vergleich:
PhgPrP enthilt aufler dem Intron 2 alle Anteile des Maus-Prnp.
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tionszeit von etwa 68 Tagen. Sie exprimieren jedoch im Gegensatz zu Wildtyp-Méusen
keine Prnp-mRNA in den Purkinjezellen. Daraus schlossen Fischer et al., dass mindestens
ein Kontrollelement fiir die Expression in Purkinjezellen im Intron 2 liegen muss.

Fir die Klonierung wurden die Konstrukte pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182N,
pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T198A, pcDNA3.1/Zeo(+)mus3F4T182N /T198A und der Vek-
tor phgPrP mit den Enzymen Xmal und Narl geschnitten und die Maus-Prnp-Mutanten
anschlieflend in den Vektor phgPrP ligiert (Abb. 27). Die entstandenen Plasmide wurden

mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung auf Ihre Richtigkeit hin iiberpriift.

4.2.2 Uberpriifung der Plasmide in Zellkultur

Um die Expressionsfihigkeit dieser Plasmide zu iiberpriifen, die den Maus-ORF jetzt
unter die Kontrolle des Prionprotein-Promotors stellen, wurden N2a-Zellen mit Lipofec-
tamine transfiziert (Seite 74). Da dem Vektor phgPrP ein Resistenzgen zur Selektion in eu-
karyontischen Zellen fehlt, wurden die Zellen im Verhéiltnis 1:10 mit dem ,,leeren” Plasmid
pcDNA3.1/Zeo(+) kotransfiziert. Die Transfektion wurde mit 10ug phgPrP-Mutante und
1pg pcDNA3.1/Zeo(+) und in einem anderen Ansatz mit 6 g phgPrP-Mutante und 0,6,g
pcDNA3.1/Zeo(+) mit je 15ul Lipofectamine durchgefiihrt. Anschlieend wurden sta-
bile Zellpopulationen mittels Zeocin selektiert und im Westernblot auf Prnp-Expression
getestet. Exemplarisch wurden Zellen, die das Konstrukt phgPrPT182N exprimierten,
auf Einzelzelllinien kloniert und zusétzlich in der Durchflusszytometrie untersucht.
Beide Transfektionsansiitze fithrten zur detektierbaren Prnp-Expression auf Proteinebe-
ne: jede der drei halbgenomischen PrP*"-Mutanten wurde in N2a-Zellen exprimiert. Dem-
nach ist der Prionprotein-Promotor geeignet, um PrP*" in N2a-Zellen zu exprimieren.
Die Untersuchung des Konstrukts phgPrPT182N in der Durchflusszytometrie zeigte,
dass diese Prionprotein-Mutante stark auf der Zelloberfléiche exprimiert wird (Abb. 28).
Da diese Untersuchung die bisherigen Ergebnisse aus der Zellkultur bestétigte, wurden

keine weitergehenden Untersuchungen zu den Konstrukten mehr durchgefiihrt.
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Abbildung 27: Klonierung der Maus-PrP-Glykosylierungsmutanten in den Vek-
tor phgPrP

Die verschiedenen Maus-Prnp-Mutanten wurden iiber die Xmal und Narl Schnittstellen
in den Vektor phgPrP kloniert. Jedes Konstrukt wurde durch Restriktionsverdau und
Sequenzierung auf seine Richtigkeit iiberpriift. Als Kontrolle wurde das Plasmid phgPrP
mitgefiihrt (P).

Durch die Mutation zur Einfithrung des 3F4-Epitops entstand eine zusitzliche
Schnittstelle fiir das Enzym Ndel, was hier am Beispiel fiir phgPrPT198A gezeigt ist
(Vergleich der Spuren 3 und 4). Der Verlust der zweiten Erkennungssequenz fiir Glyko-
sylierung ist mit einer zusétzlichen Apol-Schnittstelle assoziiert (Vergleich der Spuren 5

Spur 1: M: Liangenmarker A-DNA /Eco47111/ECO911
Spur 2: M: Standardléingenmarker A-DNA /Eco471 (Avall)
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Abbildung 28: phgPrP mit der Mutante T182N exprimiert in subklonierten
N2a-Zellen

N2a-Zellen wurden mit dem Vektor phgPrPT182N und dem Plasmid pcDNA3.1/Zeo(+)
kotransfiziert. Die Zellen wurden mittels Westernblot und Durchflusszytometrie-Analyse
untersucht.

Westernblot-Analyse: als Kontrolle wurden Subklone von N2a-Zellen aufgetragen, die
den mutierten Maus-ORF unter der Kontrolle eines CMV-Promotors exprimieren
(pcDNA).

Durchflusszytometrie- Analyse: Zellen wurden mit Erstantikorper mAk3F4 und dem
Zweitantikorper PE inkubiert (dicke Linie). Als Kontrolle wurden Zellen nur mit dem
Zweitantikorper PE inkubiert (diinne Linie).

Histogramm-Darstellung: Auf der y-Achse ist die Anzahl der Zellen, auf der x-Achse
die Fluoreszenzintensitit aufgetragen. Oberflichenexpression ist durch einen deutlichen
Shift erkennbar. Als Kontrolle wurden hier N2a-Zellen mitgefiihrt, die N-Signalsequenz-
deletiertes (AN-Sig.) Prionprotein exprimieren. Die Mutante phgPrPT182N wurde im
Gegensatz zu AN-Signal-PrP auf der Zelloberfliche exprimiert und ist monoglykosyliert
(Pfeil). Demnach ist der Prionprotein-Promotor geeignet, um PrP*" in Zellkultur zu
exprimieren.
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| | T182N | T198A | T182N/T198A | Gesamt |
Gesamtzahl an || 487 Embryonen | 315 Embryonen | 465 Embryonen | 1267 Embryonen
mikroinjizierten || 17 Ammen 15 Ammen 19 Ammen 51 Ammen
Embryonen, die
in Ammentiere
transferiert
wurden
Nachkommen 102 70 74 246
Nachkommen 20,9% 22.2% 15,9% 19,4%
pro transferierte
Embryonen in
Prozent

Tabelle 6: Nachkommen aus der Mikroinjektion

4.2.3 Generierung, Nachweis, Vitalitidt und Zucht transgener Miuse

(Mikroinjektion, Vitalitit und Vermehrung der Foundertiere)

Mikroinjektion Anschlielend wurden die Plasmide mit den Enzymen Notl und Sall
verdaut, um den Bluescript-backbone zu entfernen, und die DNA gereinigt. Die Mikroin-
jektion wurde von Dr. Reifenberg an der Universitét Ulm durchgefiihrt (Seite 88). An ins-
gesamt elf Mikroinjektionsterminen wurde die DNA unter SPF (spezifisch pathogenfrei)-
Bedingungen in Embryonen von PrP%-Mzusen injiziert. Bei der Priparation der Embry-
onen erwies sich die Methode der Eileiterspiilung fiir PrP”-Miuse als ungeeignet. Deshalb
wurden die Embryos durch Rupturieren des Eileiters gewonnen. Nach der Mikroinjektion
wurden die Embryonen dann unmittelbar in NMRI-Ammenmé&use transferiert. Die Am-
mentiere aus SPF-Haltung wurden dann in der zweiten Trichtigkeitswoche zur weiteren
Betreuung nach Tiibingen gebracht, wo sie unter Quarantéinebedingungen gehalten wur-
den. Die Tiere wurden zweimal téiglich kontrolliert, die Nachkommen nach vier Wochen
abgesetzt und in die Kleintierzucht iiberfiihrt.

Insgesamt wurden 1267 mikroinjizierte Embryonen in Ammentiere transplantiert. Von
diesen {iiberlebten 246 die Manipulation. Damit lag die Gesamterfolgsrate bei 19,4% und
demnach innerhalb des zwischen 5-24% angesiedelten Normbereichs (Waller & Murphy
1995). Fiir die im Vergleich zu den monoglykosylierten Konstrukten deutlich geringere
Erfolgsrate bei der unglykosylierten Mutante wurde kein direkter kausaler Zusammenhang

beobachtet.
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PCR zum Nachweis des murinen Prnp Im Alter von fiinf Wochen wurden die Tiere
mittels PCR auf das Vorhandensein der Transgen-DNA untersucht. Da die Mikroinjek-
tion in Embryonen von PrP”%-Miusen erfolgte, geniigte fiir alle Konstrukte der Nach-
weis des murinen PrP-Gens zum Auffinden transgener Tiere (Abb. 29). Dazu wurden
zunéichst Schwanzspitzen-Biopsien genommen und die Tiere durch Kiirzen des Fells nach
einheitlichem Kennzeichnungsschema markiert. Die Bioptate wurden iiber Nacht lysiert
(Seite 58) und 1,54l dieser Losung direkt in die PCR-Reaktion eingesetzt. Bei dieser
Standard-PCR (Seite 65) nach Bueler (Bueler, Aguzzi, et al. 1993) wurden drei Primer
eingesetzt: ein 3'-Primer (3'nc), welcher sowohl im Prnp %_ als auch im murinen Gen
bindet, und zwei 5'-Primer, die jeweils spezifisch fiir den murinen ORF (P10) oder das
Neomycin-Resistenzgen der PrP”-M:use (P3) sind (Abb. 29). Nach der Auftrennung der
PCR-Produkte konnten zwei Hauptbanden detektiert werden: ein 350bp groBes PrP”-
und ein 550bp grofles Maus-Prnp-spezifisches Fragment. Zusétzlich war bei einer Schleifen-
zahl iiber 25 ein drittes etwa 800bp grofles Fragment nachzuweisen. Eine Ansequenzierung
ergab, dass dieses PCR-Produkt das Maus-PrP-spezifische Fragment enthiilt. Demnach ist
es wahrscheinlich, dass es sich bei diesem 800bp grolen PCR-Produkt um heterologe DNA
handelt, die durch die Zusammenlagerung von Prnp *-Fragment und Maus-Fragment und
anschliefender Amplifikation entstanden war.

Der Vorteil dieser PCR mit drei Primern lag in der internen Kontrolle jeder PCR-
Reaktion. Da jede der zu untersuchenden Miuse auf Prnp #-Hintergrund basierte, sprach
der Nachweis des 350bp groflen Produktes fiir die gelungene Durchfithrung der einzelnen
PCR-Reaktion. Ferner ist diese PCR aufgrund des konkurrierenden 3'-Primers semikom-
petitiv und konnte deshalb spiter auch zur Unterscheidung heterozygoter und homozy-
goter Triigertiere verwendet werden. Mittels dieser PCR wurden folgende Founderzahlen

ermittelt:

Die Gesamterfolgsrate der Mikroinjektion mit anschlieBendem Embryotransfer lag bei
31,3%. Da bei Mikroinjektionen mit Erfolgsraten zwischen 20-40% zu rechnen ist, liegt
dieser Wert innerhalb der Norm. Die relativ geringe Erfolgsrate fiir die Mikroinjektion mit
dem Konstrukt T182N lag daran, dass die DNA nach der Aufreinigung aus unbekannten

Griinden eine zéh-klebrige Eigenschaft aufwies und dies zu einem verminderten Mikroin-
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Abbildung 29: Standard-PCR zum Auffinden Prnp-transgener Tiere

M: Standardléngenmarker \-DNA /Eco471 (Avall) (Spur 1)

Als Kontrolle wurden stets eine Wasserprobe (W), Schwanzlysat einer PrP” (%)-, tg20-
(Tg20) und C57BL-Maus (BL) mitgefiihrt (Spuren 2-5). Spuren 6-23: getestete Tiere. Das
350bp grofie Fragment ist spezifisch fiir PrP”*-Miiuse (schwarze Pfeilspitze), wihrend das
550bp Fragment spezifisch fiir Maus-Prnp ist (helle Pfeilspitze). Da die transgenen Tiere
genetisch einen Prnp”-Hintergrund haben, sind immer beide PCR-Produkte zu sehen.
Foundertiere sind mit einer Mickymaus gekennzeichnet. Nicht-transgene Tiere zeigen nur
die Prnp”-spezifische Bande (%). Primer 3'nt ist durch einen schwarzen Pfeil gekenn-
zeichnet, der Maus-Prnp-spezifische, bzw. Prnp”-spezifische Primer ist durch einen hellen
Pfeil dargestellt.
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| [ T182N [ T198A [ TI82N/T198A | Gesamt

Nachkommen 102 70 74 246
Anzahl der 28 24 25 7
PCR-positiven

Foundertiere

Founder pro 27.5% 34.3% 33.8% 31.3%

Nachkommen in
Prozent als
Erfolgsrate der
Mikroinjektion

Tabelle 7: Founderzahlen pro Nachkommen zur Ermittlung der Mikroinjektionserfolgsrate

jektionserfolg an diesem Termin fithrte. Die DNA wurde anschlielend erneut aufgereinigt.
Diese Probleme traten dann nicht mehr auf. Die Richtigkeit der DNA-Konstrukte der

transgenen Miuse wurde durch Sequenzierung der PCR-Stiicke iiberpriift.

Zucht der Miuse

Zucht auf einzelne Mauslinien Die 77 Foundertiere wurden dann mit PrP%-

Maiusen verpaart. Beziiglich der Zuchtfihigkeit ergaben sich folgende Ergebnisse:

| | T182N | T198A | T182N/T198A | Gesamt

Anzahl der 28 24 25 77
Zuchtpaare
davon  Zucht- || 2 2 3 7
paare ohne
Nachkommen
davon  Zucht- || 4 1 5} 10
paare ohne
positive
Nachkommen

Tabelle 8: Ubersicht iiber Zuchtpaare und deren Zuchtverhalten

Von 77 Zuchtpaaren vermehrten sich sieben nicht weiter. Entweder starben die Foundertiere
kurz nach dem Ansetzen stressbedingt, oder es gingen keine Nachkommen aus der Ver-
paarung hervor. Insgesamt zehn Zuchtpaare hatten in jeweils drei aufeinanderfolgenden
untersuchten Wiirfen keine positiven Nachkommen. Deshalb kénnte es sich bei diesen

Mé&usen um Mosaiktiere gehandelt haben. Bei diesen erfolgte der Einbau der DNA nicht
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[Manslinic v [VIII (XX [ XXVII |
| Vererbungsrate | 25% | 50% | 25% | 5% |

Tabelle 9: Vererbungsraten von ausgesuchten Linien des Konstrukts T182N

im Einzellstadium, sondern zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt, so dass die Maus
die DNA nicht in allen Korperzellen tréigt. So konnte die Transgen-DNA zwar im Schwanz-
spitzen-Bioptat nachgewiesen werden, obwohl sie nicht in die Zellen der Keimbahn einge-
baut war. Bei der Untersuchung der Vererbungsraten fiir die einzelnen Paare wurden
Werte zwischen 25-75% ermittelt. Als Beispiel sind hier Vererbungsraten von vier Mauslin-
ien des Konstrukts T182N aufgefiihrt (Tab. 9). Ob der relativ schlechte Zuchterfolg und
die geringen Vererbungsraten der unglykosylierten PrP-Variante ihre direkte Ursache im
mutierten und so vielleicht zytotoxischen Prionprotein haben, konnte bislang nicht abgek-

lart werden.

Zucht auf homozygote Tiere Die 77 Foundertiere wurden im Alter von acht
Wochen jeweils mit PrP”%-Miusen verpaart und die PCR-positiven Tiere dieser F1-
Generation jeder so entstandenen Linie auf Proteinexpression im Gehirn untersucht. F1-
Tiere mit einer starken Prionproteinexpression im Gehirn wurden anschliefend wieder
mit F1-Tieren verpaart und die Nachkommen in einer quantitativen PCR zum Auffinden
homozygoter Tréigertiere (Seite 67) untersucht. Dazu wurde die DNA-Konzentration der
Schwanzlysate ermittelt, 0,4ug DNA eingesetzt und eine PCR-Reaktion mit den Primern
P10 und 3'nc mit 20 Schleifen durchgefiihrt. Durch einen Vergleich der Bandeninten-
sitét konnte so auf homozygote Tiere geschlossen werden. Zusitzlich wurden auch in die
Standard-PCR (Seite 65) 0,4ug DNA eingesetzt und diese Ergebnisse mit hinzu gezogen.
Aufgrund der semikompetitiven Eigenschaft dieses Systems zeigten homozygote Tiere
eine Verschiebung des Verhiiltnisses der Bandenintensitit des Prnp *-Fragments zum
Maus-Prnp-Fragment (Abb. 30).

Homozygote F2-Tiere einer Zuchtlinie wurden dann miteinander verpaart, und der
Nachwuchs wurde in der Standard-PCR-Reaktion getestet. Teilweise wurden PCR-homo-
zygote F2-Tiere auch mit PrP”-Msusen verpaart, um das PCR-Ergebnis zu iiberpriifen.

Nicht in jedem Fall handelte es sich bei den in der PCR ermittelten homozygoten Tiere
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Abbildung 30: PCR zum Auffinden Prnp-homozygoter Trigertiere

In jede PCR-Reaktion wurden 0,4ug DNA eingesetzt.

Oben: Standard-PCR (mit den Primern P10, P3 und 3'nc; 35 Schleifen): Als Kontrollen
wurden stets eine Wasserprobe und Schwanzlysat einer PrP”-, tg20- und C57BL-Maus
mitgefiihrt (Spuren 2-5).

M: Standardléngenmarker \-DNA /Eco47l (Avall) (Spuren 1 und 18)

Homozygote Tiere zeigen eine stédrkere Maus-Prnp-spezifische Bande im Vergleich zur
Prnp”- Bande.

Unten: PCR-Reaktion mit den Primern P10 und P3; 20 Schleifen.

Da eine Unterscheidung mithilfe der Standard-PCR bei Tieren mit hoher Kopienzahl
des Transgens nicht moglich war, wurde zusiitzlich diese PCR-Reaktion durchgefiihrt.
Durch den Vergleich der Bandenintensitit koénnen so homozygote von heterozygoten
Tragertieren unterschieden werden. In dem hier gezeigten Beispiel war bei heterozygoten
Tieren die Maus-Prnp-spezifische Bande kaum zu detektieren (Vergleich Abb. oben und
unten). Als zusiitzliche Kontrolle wurde Schwanzlysat einer tg20-Maus 1:1 mit dem einer
PrP%-Maus vermischt (,heterozygote” tg20-Maus).

M: Standardléingenmarker \-DNA /Eco471 (Avall) (Spur 1)
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auch tatsichlich um homozygote Miuse.

Zucht auf Transgen/C57BL F1-Tiere Nachdem sich bei Vorversuchen in Zell-
kultur zeigte, dass die Prionprotein-Mutante T182N/T198A bei Konversionsexperimenten
in ScN2a-Zellen einen dominant-negativen Effekt zeigte und sich damit hemmend auf die
Akkumulation von endogenem PrP™ auswirkte, sollte dieser Effekt auch in vivo iiberpriift
werden. Dazu wurden transgene Tiere mit C57BL-Tieren verpaart und in einer PCR-
Reaktion auf transgen-positive Tiere getestet. Zu diesem Zweck wurde eine PCR-Reaktion
(Seite 66) etabliert, die transgenes phgPrP-Genom vom PrP-Genom einer Wildtyp-Maus
(C57BL) unterscheidet.

Durchgefiihrt wurde die Reaktion mit dem 5'-Primer Exonll.seq, der im Exon 2
von Maus-Prnp bindet, und dem 3'-Primer P10.rev, der im Maus-ORF bindet. Da bei
Wildtyp-Mausen das Exon 2 6-12kb upstream des ORF liegt (Abb. 26), entstand unter
den gewihlten Bedingungen kein PCR-Produkt, wiihrend bei den transgenen Méiusen, wo
das Exon 2 direkt upstream des ORF liegt, ein 527bp grofles Fragment entstand (Abb.
31).

Da jedoch zum einen allein schon die Einfiihrung eines Transgens die Inkubations-
zeit bei Inokulationsversuchen beeinflusst (Telling, Scott, et al. 1995) und zum anderen
heterozygote Miuse eine verléingerte Inkubationszeit zeigen, wurden zur Kontrolle auch

Linien der Konstrukte T182N, T198A und PrP%-Miuse mit C57BL-Miusen verpaart.
Vitalitidt der M&use Die Tiere zeigten keine neurologischen Befunde.

4.2.4 Westernblotuntersuchung zur Bestimmung der PrP-Expressionslevel

im Gehirn

Zur Etablierung dieses Systems wurde zunichst eine Vergleichsstudie mit verschiedenen
Antikorpern durchgefiihrt. Dazu wurden je Spur 5 bzw. 10ul 10%iges Hirnhomogenat
einer Wildtyp-Maus (C57BL) und einer PrP acht- bis zehnfach iiberexprimierenden tg20-
Maus im 13% SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und anschliefend mit folgenden gegen
Maus-PrP gerichteten Antikorpern in verschiedenen Verdiinnungen inkubiert: mAk6H4

(1:10000; 1:5000, 1:2500, 1:1250), mAk3B5 (1:400, 1:200, 1:100) und Antiserum Ra5/7

148



1 5 10 12 Spur

<4— 527bp

1 5 10 12 Spur

W  Wasserkontrolle PrP*-Maus
E C57BL-Maus ;g homocygote tg20-Maus

E’ transgen-CS7BL-Maus PrP*-C57BL-Maus

Abbildung 31: PCR zur Unterscheidung von Wildtyp- und Transgen-Prnp
Oben: Standard-PCR (mit den Primern P10, P3 und 3'nc; 35 Schleifen): Als Kontrolle
wurde stets eine Wasserprobe und Schwanzlysat einer PrP”-, tg20- und C57BL-Maus
mitgefiihrt (Spuren 2-5).

Transgene Tiere zeigen eine stéirkere Maus-Prnp-spezifische Bande im Vergleich zur
Prnp”- Bande.

Unten: PCR-Reaktion mit den Primern ExonlI.seq und P10.rev.:

Da eine Unterscheidung mithilfe der Standard-PCR bei Tieren mit hoher Kopienzahl des
Transgens nicht moglich war, wurde zusétzlich diese PCR-Reaktion durchgefiihrt.

Nur bei transgenen Tieren entsteht ein 527bp grosses PCR-Produkt.

M: Standardléingenmarker \-DNA /Eco47l (Avall) (Spuren 1 und 12)
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(1:2000). Als Negativkontrolle wurde Hirnhomogenat einer PrP”-Maus mitgefiihrt. Dabei
ergab sich, dass der Antikérper mAk3B5 die unglykosylierte Form von Maus-PrP nicht
detektierte, wihrend mAk6H4 und Antiserum Rab/7 Maus-PrP** nur schlecht erkan-
nten. Deshalb eigneten sich diese Antikorper nicht zur zuverlissigen Untersuchung der
transgenen Mé&use.

Um eine zuverlissigere Detektion zu erreichen, wurden die 10%igen Hirnhomogenate
der transgenen Miuse schliefllich mit dem 3F4-epitopspezifischen mAk3F4 untersucht.
Dazu wurden 10u1 10%iges Hirnhomogenat pro Spur im 13%igen SDS-PAGE aufgetren-
nt, auf PVDF-Membran iibertragen und anschlieend die PrP-spezifischen Proteinprofile
durch Messung der Chemilumineszenz (ECL-Nachweissystem, Amersham) mittels eines
Photoimagers quantifiziert. Da mAk3F4 Maus-PrP nicht erkennt, wurde als Kontrolle pro
Gel Hirnhomogenat eines Hamsters geladen, und die PrP-Mengen der transgenen Miuse
wurden mit der PrP-Expression des Hamsters verglichen. Pro Mauslinie wurden Hirn-
homogenate von mindestens zwei verschiedenen Tieren in mindestens zwei verschiede-
nen Gelldufen untersucht. Linien, die nicht exprimierten, wurden aussortiert. Zusétzlich
wurden die Hirnhomogenate der PrP-exprimierenden Linien noch in Verdiinnungsreihen
aufgetragen und wieder mit Hamster-PrP verglichen.

Da die transgenen Méuse jedoch 3F4-getaggtes Maus-Prionprotein und nicht Hamster-
Prionprotein exprimierten, wéiren eigentlich Wildtyp-M&use die bessere Vergleichsgrofie
fiir Prionexpression im Gehirn. MAk3F4 erkennt jedoch ungetaggtes Maus-Prionprotein
nicht. Der Vergleich der PrP**"-Expression der transgenen M&use mit Wildtyp-Maus-PrP
musste daher indirekt erfolgen. Dazu wurde das quantitative Verhiltnis von Wildtyp-
Maus-PrP zu Hamster-PrP ermittelt.

Voraussetzung fiir diesen quantitativen Vergleich ist ein Antikorper, der Hamster-
und Maus-PrP gleich gut detektiert. Um einen solchen Antikorper zu finden, wurden
Versuchsreihen mit verschiedenen Antikérpern (mAk6H4 (1:10000), mAk2D6(1:10000),
mAkSAF70 (1:1000), Ra 18/4 (1:100), Ra 38/16 (1:100), Ra 37/15 (1:100)) durchgefiihrt.

Dazu wurden jeweils pro Gel je Spur 200, 150, 100, 80, 40, 20ng rekombinantes Maus-
und rekombinantes Hamster-PrP geladen, auf PVDF-Membran iibertragen und jeweils
mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert. Dabei zeigte sich, dass nur mAk6H4

Hamster- und Maus-PrP*" gleichermaflen erkannte, withrend mAk2D6 Hamster-PrP kaum
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Abbildung 32: Westernblot-Analyse von Gehirnhomogenaten der transgenen
Mé&use

Pro Spur wurden 5ul 10%iges Hirnhomogenat im 12%igen SDS-Page aufgetrennt. Als
Kontrolle wurde Hamsterhirnhomogat mitgefiihrt. Fiir jedes Konstrukt wurden hier zwei
verschiedene Linien (romische Zahlen) aufgetragen. Die Blotmembran wurde mit mAk3F4
und PO entwickelt.

Tiere mit den Konstrukten T182N und T198A exprimierten monoglykosyliertes PrPs",
withrend die Mutation T182N/T198A zur Expression von unglykosyliertem PrP*" fiihrte.
M: ECL-Molekulargewichtsmarker.

und die restlichen Antikorper Hamster-PrP besser als Maus-PrP detektierten. In einem
weiteren Versuch wurden dann Verdiinnungsreihen (Unverdiinnt, 1:1, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128) von Wildtyp-Maus (C57BL)- und Hamsterhomogenat im SDS-PAGE ge-
trennt, auf Membran iibertragen und mit mAk6H4 (1:10000) inkubiert. Dabei stellte
sich heraus, dass Hamsterhirnhomogenat 2-4x mehr detektierbares PrP*" enthielt als
Maus-PrP: Die diglykosylierte Form von Hamster-PrP*" war noch bei einer Verdiinnung
von 1:128 nachweisbar. Deshalb entsprechen die fiir die jeweiligen Linien angegebenen
Vergleichswerte, bezogen auf die Wildtyp-Maus (C57BL), den Vergleichswerten fiir den
Hamster mal Faktor zwei (Tab. 10-12). Aufgrund der hohen Tierzahlen wurden pro Kon-
strukt mindestens acht sehr gut exprimierende Linien ausgesucht und weiter untersucht.

Die Untersuchungen erfolgten an fiir das Transgen heterozygoten Tieren.
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4.2.5 Westernblot-Untersuchung zur Bestimmung der PrP-Expression in ver-

schiedenen Organen

Zur weiteren Charakterisierung der transgenen Miuse wurden 10%ige Homogenate von
Milz, Herz, Muskel (M.quadriceps), Leber und Niere hergestellt und auf PrP*" unter-
sucht. Auch hier wurden die Untersuchungen an fiir das Transgen heterozygoten Tieren
(auf Prnp *-Hintergrund) durchgefiihrt.

Dazu wurden pro Spur je 10ul Organhomogenat im 13%igen SDS-PAGE aufgetrennt,
geblottet und mit mAk3F4 entwickelt. Als Kontrolle wurde das entsprechende Gehirnho-
mogenat mitgefiihrt. Zusétzlich wurden zum Vergleich Wildtyp-Mé#use (C57BL), tg20-
und PrP”%-Msiuse untersucht. Dabei trat das Problem auf, dass sowohl mAk3F4 als
auch mAk6H4 Unspezifisches im Molekulargewichtsbereich von PrP** erkannten: Milz,
Herz, Leber und Niere einer PrP”-Maus zeigten Signale im GroBenbereich von Prion-
protein. Deshalb wurde zusétzlich in einigen Féllen je 20ul Homogenat immunprézipi-
tiert mit mAk3F4 bzw. Antiserum Ra5/7 (Abb. 33). Die Untersuchung erbrachte die in
den Tab. 10 bis 12 zusammengefassten Ergebnisse: Transgenes Prionprotein wurde in
Herz, Skelettmuskel, Milz und in einem Fall auch in Niere und Leber nachgewiesen. Bei
Wildtyp-Méusen (C57BL) konnte mit dem mAk6H4 und Antiserum Ra5/7 kein Prion-
protein in den untersuchten Organen nachgewiesen werden, wihrend bei tg20-Méusen in
Herz, Skelettmuskel und Milz PrP**" detektiert werden konnte.

Die nicht-nachweisbare Organexpression bei Wildtypmiusen war in der Nachweisgren-
ze des gewihlten Systems begriindet. Vorversuche zeigten, dass der hier zur Detektion
eingesetzte mAk6H4 weniger sensitiv ist als der zum Screening der transgenen Miuse

eingesetzte mAk3F4.

4.2.6 Untersuchung der Kopienzahl

Um die Kopienanzahl des Transgens in den verschiedenen Mauslinien zu bestimmen, wur-
den jeweils verschiedene Verdiinnungen (100ng, 10ng, 1ng, 0,1ng DNA) von Schwanzlysat
einer Wildtyp-Maus (C57BL) und von transgenen Foundertieren in die PCR-Reaktionen
(Seite 67) eingesetzt. 10l jedes PCR-Amplifikats wurden anschlieend elektrophoretisch
aufgetrennt und die Bandenintensitéiten optisch verglichen (Abb. 34). Dabei wurden

152



(\

‘(‘\ Q‘Q\\$$\Qe®e‘~
"Werver
<+ 11X

Abbildung 33: Westernblot-Analyse verschiedener Organhomogenate am
Beispiel der trangenen Mauslinie T198A 1

10%ige Homogenate wurden mit mAk3F4 immunprizipitiert und anschliel end im
13%igen SDS-Page aufgetrennt. Die Blotmembran wurde mit mAk3F4 entwickelt.

Im Vergleich zu Hirnhomogenat war eine schwache Expression von monoglykosyliertem
(1x) PrP*" in Herz, Leber, Niere und Muskel festzustellen.

M: ECL-Molekulargewichtsmarker.

Kopienzahlen zwischen 2 und 200 ermittelt (Tab. 10 bis 12). Zu beachten gilt, dass auch
diese Untersuchung an fiir das Transgen heterozygoten Tieren durchgefiihrt wurde. Fiir
homozygote, transgene Miuse ldgen die Kopienzahlen deshalb doppelt so hoch. Zur Ab-
sicherung unserer Ergebnisse wurden auch die in der Literatur (Fischer, Rulicke, et al.
1996) beschriebenen tg20-Miuse untersucht. Der fiir diese Miause ermittelte Wert (20)
stimmte im Grofenbereich mit dem in der Literatur beschriebenen Wert (60) iiberein.
Wie man sieht (Tab. 10 bis 12 ), korrelierte bei den untersuchten Tieren die Kopienanzahl

des Transgens nicht mit der Expression von PrP*" auf Proteinebene.

4.2.7 Inokulation der Miuse mit Scrapiestimmen und BSE

Zur Inokulation mit verschiedenen Scrapiestéimmen (Chandler, Me7) und BSE wurden
pro Konstrukt zwei stark exprimierende Mauslinien ausgesucht (in Tabelle fett). Pro Linie
wurden mindestens 15 fiir das Transgen heterozygote Tiere mit einem Inokulum intrazere-
bral infiziert. Appliziert wurden je Tier 30ul 10%iges Hirnhomogenat final an Chandler,
Me7 oder BSE erkrankter Méuse (Seite 90). Als Positivkontrolle wurden Wildtyp-Méuse
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Abbildung 34: PCR-~Reaktion zur Untersuchung der Kopienanzahl des Trans-
gens

Pro Mauslinie wurden je 100ng (a), 10ng (b), 1Ing (c¢) und 0.1ng (d) DNA in die PCR-
Reaktion mit den Primern P10 und 3'nc (25 Schleifen) eingesetzt. Durch den Vergleich
der Bandenintensitét der transgenen Mauslinien mit einer C57BL-Maus (BL) wurden
die Kopienzahlen ermittelt. Als Beispiel sind hier vier verschiedene Prnp-T182N exprim-
ierende Mauslinien gezeigt:

C57BL: 2 Kopien; V: 200 Kopien; VII: 20 Kopien; VIII: 20 Kopien; XXI: 20 Kopien

M: Standardléingenmarker A-DNA /Eco471 (Avall) (Spuren 1 und 23)

W: Wasserkontrolle (Spur 2)
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(C57BL) mitgefiihrt. Als Negativkontrolle wurden transgene Mauslinien mit Hirnho-
mogenat einer nichtinfizierten C57BL-Maus inokuliert. Diese Experimente wurden an fiir
das Transgen heterozygoten Tieren durchgefiihrt. Um den dominant-negativen Effekt der
Mutante

T182N/T198A zu untersuchen, wurden ausserdem je Konstrukt Tiere einer stark exprim-
ierenden Linie mit C57Bl Tieren verpaart und pro Prionen-Stamm zehn dieser Nachkom-
men intrazerebral inokuliert. Als Kontrolle wurden je zehn Nachkommen einer C57BI-
PrP”-Maus Verpaarung inokuliert. Auswertbare Ergebnisse dieser iiber zwei Jahre dauern-

den Infektionsversuche lagen beim Verfassen dieser Dissertationsschrift noch nicht vor.
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4.2.8 Tabellarische Auflistung der transgenen Mauslinien

Linie DNA- PrP- Herz Muskel | Milz Niere | Leber
Kopien- Expression
anzahl im Gehirn
im
Vergleich
Zur
Wildtypmaus
(C57BL)
Homozygote Tiere
C57BL 2 1 - - - - -
Tg20 20 10 + + + - -
60 (Literatur) | 10 (Literatur)
Heterozygote Tiere
I n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
11 n.d. (+) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IIT n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
v n.d. 1,5x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vv 200 2-4x C57BL | + + + - -
VI n.d. 2x CHT7BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VII 20 3x CH7BL - - - - -
VIII 20 2-4x C57BL | + + + - -
IX n.d. 2x CH7BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
X 10 3x ChH7BL + + ? - -7
XI n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XII Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
XIIT Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
X1V n.d. (+) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XV n.d. (+) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tabelle 10: Mauslinien mit der Mutation T182N im Vergleich
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Linie DNA- PrP- Herz Muskel | Milz Niere | Leber
Kopien- Expression
anzahl im Gehirn
im
Vergleich
Zur
Wildtypmaus
(C57BL)
XVI Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
XVII 10 2-3x C57BL | (4) - - - -
XVIII Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
XIX Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
XX n.d. 2x CH7BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXI 20x CH7BL 2-4x C57BL | ? + + - ?
XXII 100x CH7BL | 3x C57BL (+) + ? - -
XXIIT1 n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXIV Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
XXV n.d. 2-4x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXVI n.d. 2x CHT7BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXVII 100 2-4x C57BL | - - - - -
XXVIII| 20 3x CH7BL + + +7 ? ?

Tabelle 10 (Fortsetzung): Mauslinien mit der Mutation T182N im Vergleich
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Linie DNA- PrP- Herz Muskel | Milz Niere | Leber
Kopien- Expression
anzahl im Gehirn
im
Vergleich
Zur
Wildtypmaus
(C57BL)
Homozygote Tiere
C57BL 2 1 - - - - -
Tg20 20 10 + + + - -
60 (Literatur) | 10 (Literatur)
Heterozygote Tiere
I 10 2-4x C57BL | + + + + +
II n.d. 2x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IIT n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
v 20 2-4x C57BL | + + - - -7
A% n.d. 0,5x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VI n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VII 20 3x CH7BL - - - - -
VIII Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
IX n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
X n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XI 100 2-4x C57BL | + - - - ?
XII n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XIIT n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XIV n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XV 10 2x CHT7BL ? + - - -
XVI Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen

Tabelle 11: Mauslinien mit der Mutation T198A im Vergleich
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Linie DNA- PrP- Herz Muskel | Milz Niere | Leber
Kopien- Expression
anzahl im Gehirn
im
Vergleich
Zur
Wildtypmaus
(C57BL)
XVII Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
XVIII n.d. 0,5x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XIX 10 2-4x CH7BL + + - - -
XX n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXI n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXII n.d. 3x C57BL (+) + ? - -
XXIII n.d. 1x C57BL + + - - -
XXIV 10 2-4x CH7BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXV n.d. 1-2x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXVI n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tabelle 11 (Fortsetzung): Mauslinien mit der Mutation T198A im Vergleich
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Linie DNA- PrP- Herz Muskel | Milz Niere | Leber
Kopien- Expression
anzahl im Gehirn
im
Vergleich
Zur
Wildtypmaus
(C57BL)
Homozygote Tiere
C57BL 2 1 - - - - -
Tg20 20 10 (Literatur) | + + + - -
60 (Literatur)
Heterozygote Tiere
I 100 0,5-1x + + ?2(+) ? ?
C57BL
IT 20 1x C57BL (+) + (+) - -
111 Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
IV n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
A\ Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
VI Keine 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
VII n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VIII 20 1-2x C57BL | + + - +7 -
IX Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
X Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
X1 n.d. 0,5-1x n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C57BL

Tabelle 12: Mauslinien mit der Mutation T182N/T198A im Vergleich
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Linie DNA- PrP- Herz Muskel | Milz Niere | Leber
Kopien- Expression
anzahl im Gehirn
im
Vergleich
Zur
Wildtypmaus
(C57BL)
XII Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
XIIT n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
X1V n.d. 0,5x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XV Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Nachkommen
XVI 20 1-2x C57BL | - + - - -—+7
XVII n.d. 1-2x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XVIII n.d. 1-2x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XIX n.d. - + + - - _
XX n.d. 1x C57BL n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXI n.d. 0,5x C57BL | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXII 20 1-2x C57BL | + (+) + - -
XXIIT1 n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
XXIV Keine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
positiven
Nachkommen
XXV 20 1x C57BL - - - - -
XXVI 100 1,5x C57TBL | + + - ? ?
XXVII 2 0,5-1x - + -7 ? ?
C57BL

Tabelle 12 (Fortsetzung): Mauslinien mit der Mutation T182N/T198A im Ver-

gleich
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Legende:

+ Prionprotein ist nachweisbar

- Prionprotein nicht nachweisbar

(+) Prionprotein ist schwach nachweisbar; jedoch aufgrund der
geringen Menge mit den Methoden des gewidhlten Systems
nicht quantifizierbar.

? kein eindeutiges Signal
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4.2.9 Tabellarische Zusammenfassung der transgenen Mauslinien

Konstrukt|| Mikro- Nach- Founder | Kopien- Méuse Prpsen-
injizierte kommen anzahl mit Expression
Embryonen, des detek- im Gehirn
die in Transgens | tierbarer | im Vergleich
Ammentiere Prpser- zZum
injiziert Expression| Hamster
wurden im Gehirn | und

zu C57BL-
Mé&usen

T182N 487 Embryos | 102 28 10-200 20 0,5-2x

17 Ammen 9 Linien Hamster
X I untersucht 1-4x Maus
C57BL

T198A 315 Embryos | 70 24 10-100 19 0,25-2x
15 Ammen 7 Linien Hamster

untersucht 0,5-4x Maus

C57BL

T182N/ 465 Embryos | 74 25 2-100 15 0,25-1x

T198A 19 Ammen 8 Linien Hamster

untersucht 0,5-2x Maus
C57BL
A

gesamt 1255 Embryos | 246 7 2-200 54 0,25-2x

51 Ammen 24 Linien Hamster
untersucht 0,5-4x Maus
C57BL

Tabelle 13: Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem transgenen Tiermodell
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung der Glykosylierung des Prionproteins fiir die Patho-
genese der Scrapie-Erkrankung zu untersuchen.

Bei der Scrapie-Erkrankung kénnen verschiedene Stéimme unterschieden werden (Seite
25). Diese unterscheiden sich in Méusen mit definiertem Genotyp hinsichtlich der Inkuba-
tionszeit (Dickinson & Fraser 1977), dem histopathologischen Verteilungsmuster (Hecker,
Taraboulos, et al. 1992; Telling, Parchi, et al. 1996; Scott, Groth, et al. 1997), dem Moleku-
largewicht und dem Glykosylierungsmuster (Collinge, Hill, et al. 1997; Somerville 1999;
Kuczius, Haist, et al. 1998). Im Rahmen der Protein-Only-Theorie stellt sich die Frage,
wie eine definierte Polypeptdikette zu verschiedenen Stammphénotypen fithren kann.
Grundsitzlich gibt es zwei Erklirungsansitze: die ,, Targeting”- und die ,,Konformations-
Theorie”.

Die ,,Targeting-Theorie” geht von einer rezeptorihnlichen Funktion der verschiede-
nen moglichen Zuckerseitenketten von PrP aus, die zu einem zielgerichteten , Traffick-
ing” von PrP* fiihrt. Die , Konformations-Hypothese” indes sieht die Stammdiversitét
allein in der Tertidrstruktur des Proteins begiindet. Den Beweis fiir das Zutreffen der
, Targeting-Theorie” kann iiber transgene Mause gefiihrt werden, die lediglich die ung-
lykosylierte Form des Prionproteins exprimieren. Bleiben die Stammeigenschaften nach
Passagen in solchen Tieren nicht erhalten, dann wiren Zuckerseitenketten fiir die Vielfalt
der Stdmme zumindest mitverantwortlich. Der umgekehrte Fall wiirde fiir die modifika-
tionsunabhingige ,, Konformations-Hypothese” sprechen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten deshalb verschiedene transgene Méuse hergestellt
werden, die un- bzw. monoglykosyliertes Maus-Prionprotein exprimieren. Friihere Arbei-
ten (Rogers, Taraboulos, et al. 1990; Lehmann & Harris 1997) zeigten, dass die Deletion
der ersten Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung durch den Austausch von Threonin
zu Alanin im Kodon 182 des Maus-Prionproteins zu einer gestorten PrP**"-Synthese fiihrt:
derartig mutiertes PrP*" war nicht auf der Zelloberfliiche detektierbar. Ebenso waren
transgene Méuse mit dieser PrP-Mutation resistent gegeniiber einer Scrapie-Infektion
mit zwei verschiedenen Stédmmen. Die Zerstorung der zweiten Glykosylierungsstelle beein-

triachtigte indes weder die Prozessierung noch die grundsétzliche Scrapie-Infizierbarkeit.
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Da es in der Literatur Hinweise gab, dass PrP*" auf der Zelloberfliche exprimiert werden
muss, damit PrP™* Zellen infizieren kann (Caughey & Raymond 1991; Borchelt, Tarabou-
los, et al. 1992; Taraboulos, Scott, et al. 1995; Kaneko, Vey, et al. 1997), stellte sich die
Aufgabe transgene Tiere herzustellen, deren glykosylierungsmutiertes PrP moglichst au-
thentisch prozessiert wird, um so eine wichtige Grundvoraussetzung fiir die Infizierbarkeit
der M#use zu schaffen. Aus diesem Grund wurden zunéchst verschiedene erkennungsse-
quenzmutierte PrP-Molekiile in Zellkultur charakterisiert. PrP-Mutanten mit wildtypahn-

lichem Verhalten wurden anschliefend zur Herstellung transgener Miuse verwendet.

5.1 Zellkulturarbeiten
5.1.1 Charakterisierung von Erkennungssequenz-mutiertem PrP

Prozessierung von PrP Ziel war es, Glykosylierungsmutanten von PrP*" zu finden,
die sich moglichst wie Wildtyp-PrP verhalten.

Zunichst musste die grundsétzliche Frage gekléirt werden, ob die gestorte PrP-Synthese
Ursache der fehlenden Glykosylierung oder Folge der eingefithrten Mutation war. Da Ex-
perimente von Lehmann et. al (Lehmann & Harris 1997) zeigten, dass unter der Wirkung
des Glykosylierungshemmers Tunicamycin synthetisiertes Wildtyp-PrP auf der Zellober-
fliche detektiert werden kann, lag der Schluss nahe, dass es sich um eine mutations-
bedingte Storung handeln konnte. Die beschriebenen Experimente liefen im weiteren
darauf schlieflen, dass die Mutation der ersten Glykosylierungsstelle das Verhalten von
PrP*" bestimmt. Deshalb wurde in der ersten Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung
die Aminoséure Threonin an Kodon 182 gegen alle anderen moglichen Aminoséuren aus-
getauscht. Das mutierte PrP-Gen wurde in Maus-Neuroblastomzellen stabil exprimiert,
und diese wurden anschlieend auf die Zelloberflichenexpression von mutiertem PrP**
untersucht. Von 20 verschiedenen Maus-PrP-Mutanten des Kodon 182 waren drei auf
der Zelloberfliiche nachweisbar: Wt3F4, T182S, und T182N. Die Aminosiuren Threonin
und Serin fiithrten nicht zu einem Verlust der ersten N-Glykosylierungsstelle, da sie Be-
standteil der Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung sind. Unter den gewiihlten Ver-
suchsbedingungen konnte nur die Mutante T182N gefunden werden, die zu Monoglyko-

sylierung bei erhaltener Oberflichenexpression fiithrte. Im weiteren wurde eine unglyko-
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sylierte PrP-Mutante gefunden, T182N/T198A, die auf der Zelloberfliiche detektierbar
war. Obwohl bei vielen Glykoproteinen (Garcia, Cundell, et al. 1995; Olivares, Aragon,
et al. 1995; Roberts, Petropavlovskaja, et al. 1998; McFarlane, Breen, et al. 2000) die in-
takte N-Glykosylierung eines Glykoproteins als Voraussetzung fiir den Transport auf die
Zellmembran gilt, trifft dies fiir PrP nicht zu. Nach den vorliegenden Ergebnissen ist die
Glykosylierung keine notwendige Voraussetzung fiir die Priasentation von PrP auf der Zell-
oberfléiche. Neuere Arbeiten von Korth et al. (Korth, Kaneko, et al. 2000) bestétigen diese
Aussage. Wihrend in der vorliegenden Arbeit die Zerstorung der Glykosylierung durch
Mutation der dritten Aminoséiure der Erkennungssequenz durchgefiihrt wurde, stellten
Korth et al. (Korth, Kaneko, et al. 2000) eine andere unglykosylierte Maus-PrP-Mutante
(3F4 getaggt) mit erhaltener Oberflichenexpression direkt durch die Mutation der Zucker-
anheftungsstellen (N180Q/N196Q) her. Ahnlich ungestorte Prozessierung bei deletierten
N-Glykosylierungsstellen wurde auch fiir andere Proteine wie den Histamin2-Rezeptor
des Hundes beschrieben (Fukushima, Oka, et al. 1995). Es scheint, dass die Peptidkette
alleine eine wichtige Rolle beim Export von Glykoproteinen auf die Zelloberfliche und

fiir die Steuerung innerhalb der Zelle spielt (Ali & Field 2000).

Anschlielend wurden diese beiden Mutanten mit den friiher in der Literatur beschriebe
nen PrP-Mutanten T182A, T198A und T182A /T198A verglichen. Zu diesem Zweck wur-
den stabil transfizierte Zellpopulationen subkloniert und untersucht. Dabei fiel auf, dass
im Gegensatz zu fritheren Veroffentlichungen (Rogers, Taraboulos, et al. 1990; Lehmann
& Harris 1997; Korth, Kaneko, et al. 2000; personliche Mitteilung Lorenz) unter den
im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Versuchsbedingungen alle drei Konstrukte auf
der Zelloberfliiche detektierbar waren. Die PrP-Mutanten, die die Mutation T182A tru-
gen, waren im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle jedoch nur in geringen Mengen auf der
Oberfliche detektierbar, wihrend die Oberfliichenexpression der PrP-Mutanten T198A,
T182N und T182N/T198A mit der der Wildtyp-Kontrolle vergleichbar war.

Die Ursache fiir die abweichenden Ergebnisse kann zum einen auf eine erhohte Sen-
sitivitéit des gewihlten Detektionssystems zuriickzufiithren sein oder auf den Gebrauch
unterschiedlicher Zellen. Wihrend Rogers et al. (Rogers, Taraboulos, et al. 1990) mit tran-
sient transfizierten CV1-Zellen arbeitete, verwendeten Lehmann et al. (Lehmann & Har-

ris 1997) stabil transfizierte, subklonierte CHO-Zellen und Korth et al. (Korth, Kaneko,
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et al. 2000) transient exprimierende N2a-Zellen. In diesen Experimenten wurde als De-
tektionsmittel die FITC-vermittelte Immunfluoreszenz eingesetzt. Lorenz et al. (per-
sonl. Mitteilung Lorenz) untersuchten mittels konfokaler Immunfluoreszenz N2a-Zellen,
die transient PrP-GFP (green fluorescent protein)-Fusionsproteine exprimieren. Weder
Rogers (Rogers, Taraboulos, et al. 1990) noch Lorenz (personliche Mitteilung Lorenz)
konnten mit der Methode der transienten Expression innerhalb ihres Systems glyko-
sylierungsmutiertes Prionprotein auf der Zelloberfléiche detektieren. Bei den Untersuchun-
gen, die Lehmann et. al. (Lehmann & Harris 1997) an subklonierten CHO-Zellen durch-
fiihrten, war die PrP-Mutante, die zu einem Verlust der zweiten Glykosylierungsstelle
fithrte (T198A) auf der Zelloberfléiche mittels Immunfluoreszenz nachweisbar, die anderen
Mutanten jedoch nicht. Daraus kann geschlossen werden, dass eine transiente Expression
nicht ausreicht, um zuverlissig Aussagen iiber die Oberflichenexpression des Prionpro-
tein treffen zu konnen. Versuche, die im Rahmen dieser Arbeit mit stabil PrP-Mutanten
exprimierenden N2a- und CHO-Zellen durchgefiihrt wurden, zeigten, dass die Mutante
T182A nur nach Klonierung der Zellen auf der Zelloberfliche nachweisbar war. Neben der
Analyse von stark iiberexprimierenden Klonen wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer
erhohten Sensitivitdt gearbeitet. Als Signalgeber bei der Durchflusszytometrie wurde PE
markiertes Konjugat verwendet, das etwa 20mal sensitiver als FITC ist. Bei Durchfiithrung
der Durchflusszytometrie oder der Immunfluoreszenz mit FITC als Detektionssignal war
es selbst bei den verwendeten stark exprimierenden Zelllinien nicht moglich, PrP mit
der T182A-Mutation auf der Zelloberfliche zu detektieren. Um den moglichen Einfluss
der Zelllinie auf die Prozessierung zu ermitteln und um auszuschlieffen, dass die Da-
tendiskrepanz zu den Ergebnissen von Lehmann durch die Wahl der Zelllinie begriindet
war, wurden die Versuche auch in CHO-Zellen und Maus-Fibroblastenzellen durchge-
fithrt. Auch hier bestitigte sich, dass die PrP-Mutante T182A auf der Zelloberfliiche
detektierbar war. Ebenso konnten fiir die anderen Mutanten keine grundlegenden Un-
terschiede festgestellt werden. Demnach ist das Trafficking unabhéngig von der von uns
verwendeten PrP-exprimierenden Zelllinine.

Im vorliegenden Fall des Prionproteins stellt sich jetzt die Frage, weshalb nur eine der
17 stabil exprimierten monoglykosylierten Mutanten auf der Zelloberfliiche nachweisbar

war. Generell sind zwei verschiedene Erkldrungsansitze denkbar: durch die Mutation
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kommt es entweder zur Instabilitit des Proteins, so dass es nach einer kiirzeren Halb-
wertszeit abgebaut wird, oder die Tertifirstruktur des Molekiils wird so veréindert, dass
ein anderer ,,Signal Patch” entsteht und das entstehende Protein in der Zelle so fehl- bzw.
nicht weitergeleitet wird.

Spektroskopische und thermodynamische Untersuchungen von rekombinant in E.coli
hergestelltem und demnach unglykosyliertem Maus-PrP-T182A ergaben, dass diese Mu-
tante im Vergleich mit Wildtyp-PrP bei verminderter intrinsischer Stabilitéit eine erhchte
Aggregationsbereitschaft aufweist (Liemann & Glockshuber 1999). Im weiteren zeigte
dieses Molekiil eine verminderte Kooperativitit und faltete sich deshalb nicht mehr geméf3
den Gesetzméifligkeiten des Zwei-Zustands-Modells. Diese Instabilitit sahen die Autoren
in einem Verlust von intramolekularen Van-der-Waals-Kriiften begiindet und dem Fehlen
der beiden von Threonin ausgehenden Wasserstoftbriicken zu Tyrosin an Position 161
und Cystein an Position 178.

Beziiglich der Fihigkeit iiber Kohlenstoffatome Wasserstoftbriicken auszubilden, sind
abgesehen von Serin unter den restlichen Aminosiuren lediglich Asparagin und Glu-
tamin dem zu ersetzenden Threonin analog. Asparagin, Glutamin und Threonin kénnen
Wasserstoffbriicken ausbilden und sind neutrale, polare Aminosiuren. Allerdings fiihrte
lediglich der Austausch zu Asparagin und nicht der zu Glutamin zu einer stabilen auf der
Zelloberfléiche exprimierten, monoglykosylierten PrP-Mutante. Die Ursache kann in ein-
er sterischen Behinderung der Tertidrstrukturausbildung gesehen werden. Threonin und
Asparagin besitzen beide zwei freie C-Atome in ihrer Seitenkette, wihrend die Seiten-
kette von Glutamin drei C-Atome umfasst, was die Ausbildung einer mit Wildtyp vergle-
ichbaren Tertifirstruktur verhindern kénnte. So konnte begriindet werden, dass nur der
Austausch zu Asparagin zu einer stabilen auf der Zelloberfléiche priisenten PrP-Mutante
fithrte. Berechnungen der Tertisirstruktur auf der Basis des Swiss-Modell-Programmes
bestétigten diese Theorien: Wie Threonin bilden auch Alanin, Asparagin und Glutamin
eine Wasserstoffbriicke zu Cystein aal78 aus, in einem Abstand von 2.8A. Wasserstoff-
briicken zu Tyrosin aal61 werden jedoch nur von Threonin und Asparagin gebildet. Der
Bindungsabstand scheint fiir die Stabilitét eine untergeordnete Rolle zu spielen. Wihrend
Threonin eine Wasserstoffbriicke im Abstand von 3.07A zu Tyrosin an Kodon 161 aus-

bildet, ist Asparagin tiber zwei Wasserstoffbriicken im Abstand von 2.22A und 2.8A mit
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Tyrosin verkniipft. Das Bindungsverhalten zwischen Cystein und Tyrosin war bei allen
vier Aminosduren jedoch gleich und scheint fiir das Syntheseverhalten von PrP*" keine
entscheidende Rolle zu spielen. Aufgrund dieser Ergebnisse kann postuliert werden, dass
die intramolekulare Verbindung zwischen der in der f2-Faltblattstruktur lokalisierten
Aminoséure Tyrosin 161 und der a-Helix2 eine wichtige Schliisselposition fiir das biolo-
gische Verhalten von PrP*" darstellt.

Waéhrend spektroskopische Untersuchungen und berechnete Vorhersagen der nicht-
modifizierten Proteinstruktur die geringe Oberfléichenexpression der T182A-Mutanten
in der Molekiilinstabilitdt begriindet sahen, gab jedoch die in Zellkulturexperimenten
zuniéichst ermittelte, mit Wildtyp vergleichbare Gesamtexpressionsrate keinen Hinweis
auf eine erhohte Instabilitit dieser Mutanten. Bei der genauen Betrachtung der Glyko-
sylierungsmuster fiel jedoch auf, dass bei der PrP-Mutante T182A die unglykosylierte
Bande oft nicht nachweisbar war. Dies konnte als Hinweis auf eine erhshte Instabili-
tét dieser Mutante gewertet werden, da Petersen et al. (Petersen, Parchi, et al. 1996)
zeigten, dass der Verlust der Glykosylierung zu einer verkiirzten Halbwertszeit von PrP
fithren kann. Im Gegensatz dazu wies die PrP-Mutante T182N immer die unglykosylierte
Form auf. Zusitzlich zeigte die monoglykosylierte Form dieses Molekiils ein langsameres
und breiteres Laufverhalten im SDS-PAGE, was auf einen grofleren und heterogeneren
Glykosylierungsbaum schlielen lisst. Beides kann darauf hinweisen, dass diese Mutante
eine hohere Stabilitdt als T182A besitzt. Da die hier vorgestellten Analysen ergaben,
dass alle Mutanten eine Disulfidbriicke besitzen, kann die verminderte Stabilitéit nicht
in dem Verlust der kovalenten Schwefelbriicke begriindet sein. Auch In-vivo-Versuche
deuteten auf eine verminderte Stabilitit der T182A-Mutanten hin: transgene Méuse mit
einem Threonin-Alanin-Austausch der ersten Glykosylierungsstelle oder beider Glyko-
sylierungsstellen zeigten eine verminderte PrP®"-Gesamtexpressionsrate (DeArmond,
Sanchez, et al. 1997). Immunhistologische Untersuchungen dieser Méuse ergaben aber
auch Hinweise auf eine gestortes Prozessierung. Im Gegensatz zu Wildtypméusen war die
PrPs"-Expression auf einzelne Gehirnbezirke beschrinkt, und das Prionprotein war nicht
auf Axonen detektierbar, sondern akkumulierte im Zellsoma. Vergleichbare Zellkulturstu-
dien (personliche Mitteilung Lorenz) sahen eine Akkumulation dieser Mutante im Golgi-

Apparat und im ER. Die vorliegende Arbeit bestéitigt eine Akkumulation der T182A-
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Mutante im cis-Golgi-Kompartiment: Der Grofiteil der Maus-PrP-T182A-Molekiile war
nicht Endo H-resistent, und das Laufverhalten der monoglykosylierten Bande ergab keinen
Hinweise auf einen mannosereichen Typ der Glykosylierung. Aufgrund der Modifikation
der Zuckerseitenkette miissen die Molekiile also das ER verlassen haben, waren jedoch
dann proximal des mid-Golgi Kompartiments, wo Endo H-Resistenz erworben wird, in
ihrer weiteren Synthese oder ihrem Transport gestort. Nur einzelne Maus-PrP-T182A-
Molekiile konnten jedoch auf der Zelloberfliche detektiert werden, die durch PIPLC
ablosbar und Endo H-resistent waren. Die von Korth et. al. (Korth, Kaneko, et al.
2000) aufgefiihrte Hypothese, dass Prionprotein mit der Mutation T182A zwar normal
auf die Zelloberfliche transportiert wird, dort jedoch nur eine sehr kurze Verweildauer
hat, scheint aufgrund der beobachteten Prionakkumulation im Golgi-Apppart nicht zuzu-
treffen (Rogers, Taraboulos, et al. 1990; Lehmann & Harris 1997, personliche Mitteilung
Lorenz).

Demnach scheint die Mutation T182A zu einer durch Instabilitét vermittelten Prozes-
sierungstorung zu fithren. Als Folge der Instabilitét aggregieren die Molekiile und bleiben
im mid-Golgi stecken, wo sie durch zellulire Kontrollmechanismen eliminiert werden.
Dies koénnte zum einen iiber einen retrograden Transportmechanismus mit anschlieBendem
Abbau durch das Proteasom (Mayer, Braun, et al. 1998; Hirsch & Ploegh 2000) oder einem
direkt vom Golgi-Kompartiment ausgehenden Abbaumechanismus geschehen. Einzelne
Molekiile kénnten dabei aufgrund der Uberexpression der zelluldren Kontrollmaschinerie
entkommen sein und wie Wt3F4 auf die Zelloberfléiche transportiert worden sein.

Die Zellkulturuntersuchungen der Mutante T198A zeigten, dass dieses glykosylierungs-
mutierte Prionprotein zwar auf der Zelloberfliche prisentiert wird, jedoch nicht mit
dem Enzym PIPLC von der Zelloberfliiche ablosbar war. Entweder wird der Angriff
des Enzyms PIPLC durch die Konformation der Mutante T198A behindert, oder diese
monoglykosylierte Mutante ist auf andere Art in der Zellmembran verankert. Da die
entsprechenden ,,Doppelmutanten” T182N/T198A und T182A /T198A jedoch sensitiv fiir
einen PIPLC-Verdau waren, ist letztere Vermutung unwahrscheinlich. Dagegen spricht
auch, dass die Mutante T198A in beiden hier durchgefiihrten Versuchsanséitzen umfalt-
bar war. Arbeiten von Rogers et al. (Rogers, Yehiely, et al. 1993) zeigten zwar, dass

der vorhandene GPI-Anker nicht die Voraussetzung fiir eine Konversion in ScN2a-Zellen
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sein muss, aber Daten von Kaneko et al. (Kaneko, Vey, et al. 1997) belegen, dass unter
vergleichbaren Bedingungen eine alternative Verankerung von PrP die Konversion ver-
hindert. Deshalb ist anzunehmen, dass die PIPLC-Resistenz der Mutante T198A in einer
verdnderten Molekiilstruktur begriindet war, die den Angriff des Enzyms sterisch verhin-

dert.

Glykosylierung von PrP Massenspektrometrische Untersuchungen von murinem
PrP' ergaben, dass Oligosaccharide der ersten Glykosylierungsstelle vor allem aus neu-
tralen und kaum sialinisierten zweifach- und dreifach verzweigten Zuckerketten aufge-
baut sind und ein Molekulargewicht von 1660-2340 Da besitzen. Im Gegensatz dazu
sind Zucker der zweiten Glykosylierungsstelle 2000-3020 Da schwer, besitzen mehr Sialin-
sdurereste und bestehen aus tri- und tetra-antennéiren Strukturen (Stimson, Hope, et
al. 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Westernblotanalyse gezeigt werden,
dass dies auch in Zellkultur und fiir die PK-sensitive Isoform des Prionproteins zutrifft.
Auch die Glykosylierungsmutanten spiegelten im Bezug auf Molekulargewicht und He-
terogenitit der Zuckerketten den Zustand von Wildtyp-PrP wider: beim Vergleich der
verschiedenen Glykosylierungsmutanten von PrP in N2a-Zellen zeigte sich, dass Molekiile
mit einem Verlust der ersten Glykosylierungsstelle (T182A, T182N) eine breitere mono-
glykosylierte Bande mit hoherem Molekulargewicht aufwiesen als Prionproteine, denen
die zweite Glykosylierungsstelle fehlte (T198A). Im Unterschied zu Maus-PrP-T182A
zeigte -T182N eine breitere monoglykosylierte Bande mit hoherer molekularer Masse.
Da dieser Effekt bei einem Vergleich innerhalb einer Zelllinie beobachtet werden konnte,
kann nicht die enzymatische Ausstattung einer individuellen Zelllinie Ursache der unter-
schiedlichen Glykosylierung sein, sondern muss in der Polypeptidkette selbst begriindet
sein. Es konnte postuliert werden, dass das Molekiil T182N eine hohere Stabilitéit aufweist
und deshalb mehr Glykogruppen gebunden werden konnen. Fine sterische Behinderung
der Glykosylierung durch die Tertiéirstruktur kann weitgehend ausgeschlossen werden, da
die fiir PrP geschilderten Wildtyp-charakteristischen Grundziige der N-Glykosylierung an
aal80 und aal96 fiir alle Mutanten zu beobachten waren. Im iibrigen zeigten Vorhersagen
(DeArmond, Qiu, et al. 1999), dass die Glykosylierungsbdume auf der Aussenfléiche des

Molekiils liegen, was ebenfalls eine sterische Behinderung als unwahrscheinlich erscheinen
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lésst.

Die atypische, in der Literatur fiir den humanen EGF-(Epidermal-Growth-Factor)-
Rezeptor beschriebene Erkennungssequenz N-X-C (Sato, Kim, et al. 2000) wird im Fall
von PrP nicht als Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung durch die Zelle erkannt. Die
Mutante T182C zeigte bei Untersuchungen im Westernblot lediglich die mono- und ung-
lykosylierte Bande.

5.1.2 Konversion von Erkennungssequenz-mutiertem PrP in ScN2a-Zellen

Umfaltbarkeit von Erkennungssequenz-mutiertem PrP Nach der Charakterisie-
rung von glykosylierungsmutiertem PrP*" sollte die Umfaltbarkeit der PrP-Molekiile
untersucht werden. Dabei ergab sich, dass prinzipiell alle Molekiile in ihre Proteinase
K-resistente Isoform umfaltbar waren, wenn auch die unglykosylierte Maus-PrP-Mutante
T182N/T198A nur in geringen Mengen. Die Umfaltbarkeit dieser Mutante war expres-
sionsabhéingig: wurde viel exogenes Maus-Prnp in der Zelle exprimiert, so konnte kein
T182N/T198A-PrP" detektiert werden. Standen in der Zelle jedoch nur wenige exogene
PrP*" Molekiile zur Verfiigung, wurden diese in ihre Proteinase K-resistente Isoform
umgefaltet. Da alle anderen Mutanten sich wie Wildtyp 3F4 verhielten, kann dieser Ef-
fekt nicht mit dem Fehlen der Glykosylierung erkléirt werden. Unsere Versuche bestitigten
frithere Arbeiten von Taraboulos et al. (Taraboulos, Rogers, et al. 1990) darin, dass im
Gegensatz zu Arbeiten von Korth et al. (Korth, Kaneko, et al. 2000) gezeigt werden konn-
te, dass die unglykosylierte Mutante T182A /T198A in ScN2a-Zellen in ihre Proteinase
K-resistente Isoform umfaltbar war. Demnach wurde bestitigt, dass die Glykosylierung
selbst nicht fiir die Konversionsreaktion in Zellkultur notwendig ist. Ausserdem zeigten
die Experimente, dass nicht eine Mutation alleine fiir die relativ schlechte Konvertier-
barkeit der Mutante T182N/T198A verantwortlich ist. Die entsprechenden Einzelmutan-
ten T182N und T198A verhielten sich beziiglich ihrer Umfaltbarkeit wie Wildtyp 3F4.
Arbeiten, die der unglykosylierten Form von PrP eine erhthte Konversionsbereitschaft
und damit Pathogenitit zusprachen (Kocisko, Come, et al. 1994; Capellari, Zaidi, et al.
1999), konnten indes nicht bestétigt werden: Wurden Konversionsversuche in ScN2a-
Zellen durchgefiihrt, die nur relativ wenig endogenes PrP™* enthielten, so waren die

monoglykosylierten Mutanten wie Wildtyp-PrP umfaltbar. Die Proteinase K-resistente
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Form unglykosylierter PrP-Molekiile konnte jedoch nicht detektiert werden. Im Weiteren
zeigen die hier vorgestellten Daten, dass eine geringe Oberflichenexpression ausreicht,
um eine Umfaltung in ScN2a-Zellen zu ermoglichen. Obwohl die Mutanten T182A und
T182A /T198A nur in geringen Mengen auf der Zelloberfléiche detektiert werden konnten,
waren sie im Vergleich wie Wildtyp 3F4-PrP konvertierbar. Die fehlende Disulfidbriicke
war nicht die Ursache der ineffektiven Umfaltbarkeit der PrP-Mutante T182N/T198A.
Friihere Untersuchungen (Muramoto, Scott, et al. 1996; Herrmann & Caughey 1998;
Yanai, Meiner, et al. 1999) zeigten, dass das Fehlen einer Disulfidbriicke die Umfal-
tungsreaktion verhindern kann. Die hier dargelegten Ergebnisse bestitigten jedoch fiir

jede der Glykosylierungsmutanten das Vorhandensein einer Disulfidbriicke.

Einfluss von Erkennungssequenz-mutiertem PrP auf endogenes murines PrP
Wiéhrend die PrP-Mutanten T182A, T182N, T198A und T182A/T198A wie Wildtyp
3F4 keinen Einfluss auf Gesamt-PrP™ zeigten, fiihrte die Mutante T182N/T198A zu
einer deutlichen Abnahme von endogenem PrP™. Dieser hemmende Einfluss der Mu-
tante stand im direkten Zusammenhang mit der Konvertierbarkeit dieses Konstruktes.
Endogenes PrP** nahm mit der Umfaltbarkeit der Mutante, d.h. mit Abnahme der
PrP*"-Expression zu. Dieser Effekt auf endogenes und exogenes PrP™ wurde in der Li-
teratur fiir verschiedene PrP-Mutanten (Priola, Caughey, et al. 1994; Priola & Chesebro
1995; Kaneko, Zulianello, et al. 1997; Holscher, Delius, et al. 1998; Zulianello, Kaneko,
et al. 2000) unter anderem auch fiir Wildtyp 3F4 (Priola 1999) beschrieben und als
(trans-)dominant-negative Hemmung bezeichnet. Bei Durchfiihrung der Experimente in
ScN2a-Zellen, die in grolen Mengen PrP™® exprimierten, konnte fiir Wildtyp 3F4 dieses
Phénomen jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Nur bei Verwen-
dung schwach PrP -haltiger ScN2a-Zellen konnte dieser Hemmeffekt beobachtet werden.

Theoretisch kann die Umfaltungsreaktion von PrP zeitlich in zwei Abschnitte gegliedert
werden. Zunichst muss es zur Bindung zwischen PrP*" und PrP™ kommen, auf die
dann die Umfaltungsreaktion erfolgt. Deshalb stellte sich zunichst die Frage, ob die fiir
die Mutante T182N/T198A beobachtete Hemmung der Konversion auf eine mogliche
Fehlbindung zuriickgefiihrt werden kann. Theoretisch gibt es fiir die exogenen PrPse"-

Molekiile drei verschiedene Bindungspartner: exogenes PrP*", endogenes PrP**" und en-
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dogenes PrP'. Autoaggregation kann ausgeschlossen werden, da eine starke Bindung
zwischen den exogenen PrP*"-Molekiilen zwar die geringe Umfaltbarkeit der Mutante
erkldren wiirde, jedoch nicht den hemmenden Einfluss auf endogenes PrP™*. Auch die
Bindung zwischen exogenem und endogenem PrP*" kann ausgeschlossen werden, da in
Loslichkeitsversuchen gezeigt werden konnte, dass exogene PrP*"-Aggregate kein endo-
genes PrP*" beinhalteten. Demnach kann im vorliegenden Fall von einer Bindung zwis-
chen exogenem PrP*" und endogenem PrP™" ausgegangen werden. Nachdem demnach
eine Fehlbindung theoretisch ausgeschlossen werden konnte, muss das besondere Ver-
halten der Mutante T182N/T198A nun im Ablauf der Umfaltungsreaktion begriindet
sein. In der Literatur werden zwei Faktoren genannt, die eine Umfaltungsreaktion beein-
flussen: zum einen die Speziesbarriere (Loopregionen zwischen aall12-187) (Priola 1999),
d.h. die Sequenzhomologie, und zum anderen die Affinitét fiir einen konversionsvermit-
telnden Faktor, Protein X (aal67, 171, 214, 218) (Telling, Scott, et al. 1995; Kaneko,
Zulianello, et al. 1997; Scott, Safar, et al. 1997; Zulianello, Kaneko, et al. 2000). Zunéichst
kann angenommen werden, dass mutiertes, also beziiglich der Primérstruktur heterologes
PrP mit der Mutation T182N/T198A zwar eine hohe Bindungsaffinitéit fiir endogenes
PrP™* besitzt, selbst jedoch nur schlecht konvertiert wird. Die schlechte Konvertier-
barkeit wiirde dann einen lang andauernden Umfaltungsprozess implizieren, der einer
hohen Aktivierungsenergie bedarf. So kénnte die Mengenabhéingigkeit der Hemmeffek-
te erkldrt werden: Sind viele exogene PrP**"-Molekiile vorhanden, kénnen diese effizient
grofle Mengen an endogenem PrP** binden und so fiir lange Zeit die Bindungs- oder Kon-
versionsstelle blockieren. Mit der Folge, dass endogenes PrP*" nicht mehr binden oder
umgefaltet werden kann und so aufgrund der fehlenden Regeneration abnimmt. Exogenes
PrP™* entstiinde dabei nur in nicht-detektierbaren Mengen. Werden jedoch nur wenige
Molekiile exogenes PrP*" exprimiert, so kann nur wenig endogenes PrP™® blockiert wer-
den. Endogenes PrP™ wire so im Uberschuss vorhanden und konnte exogenes PrPs®
von mehreren Seiten rdumlich angreifen. Dadurch konnte die angenommene hohe Ak-
tivierungsenergie, die zur Konversion dieser Mutante notwendig ist, iiberwunden werden
und das enstandene exogene PrP™* konnte als Template fiir eine nun wieder homologe
Konversion exogener PrP-Molekiile fungieren.

Da gleichzeitig die homologe Umfaltung von endogenem PrP in der Zelle ablaufen kann
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und dies aufgrund des relativen Uberschusses an endogenem PrP**" weitgehend ungestort
verlduft, erklirt sich so auch die Aufhebung des Hemmeffektes. Mit dieser Theorie liefle
sich auch erkldren, dass der Hemmeffekt von Wt3F4 nur in schwach PrP -haltigen
ScN2a-Zellen zu beobachten war. Diesem Erkldrungsansatz zufolge konnte die Spezies-
barriere innerhalb einer Zelle iiberwunden werden, solange nur relativ wenige heterologe
Molekiile in die Reaktion eingebracht werden. Dieses Experiment wiirde so eine Art Uber-
schreiten der Speziesbarriere in Zellkultur widerspiegeln. Das stéchiometrische Verhiltnis
von exogenem PrP*" zu endogenem PrP™® konnte dabei als Maf fiir die Speziesbarriere
dienen. Diese Hypothese schlieit die Beteiligung eines Chaperons bei der Umfaltung nicht
aus. Mit der Protein X Hypothese allein kann der dominant-negative Effekt jedoch nicht
erklirt werden. Die Annahme, dass ein konversionsvermittelndes Chaperon, Protein X
genannt, eine spezifische Affinitét fiir das umzufaltende Molekiil haben muss, wiirde im-
plizieren, dass eine zu hohe oder eine zu niedrige Affinitéit des Molekiils die beobachteten
Phénomene erklirt. Eine niedrige Affinitéit zu Protein X erkléirt jedoch nur die vermin-
derte Umfaltbarkeit von exogenem PrP*"  aber nicht, dass bei geringer Expression von
exogenem PrP*" dessen Konversion trotz geringer Affinitit dann fast unbeeintrachtigt
abléuft. Denkbar wiire auch eine gesteigerte Affinitit fiir Protein X bei fehlender intrin-
sischer Aktivitit. Aber auch diese Hypothese begriindet nicht die fast unbeeintrichtigte
Konversion geringer exogener Molekiilmengen. Dieses Phinomen der dominant-negativen
Hemmung konnte bislang noch nie fiir Mutationen in dieser PrP-Region beobachtet wer-
den konnte. Sowohl fiir die Speziesbarriere als auch fiir Protein X wurden bislang stets
andere Regionen des Prionproteins verantwortlich gemacht. Da sich die entsprechenden
Einzelmutanten und T182A/T198A wie Wildtyp 3F4 verhielten, kann postuliert wer-
den, dass dieser Effekt in der zuvor erwiihnten stabilen Tertisirstruktur dieser Mutante
begriindet sein muss. Im Weiteren kénnen noch zwei andere, jedoch unwahrscheinliche
Hypothesen angefiihrt werden. Zum einen kénnte angenommen werden, dass viele PrP-
T182N/T198A Molekiile aufgrund einer hohen und stabilen Rigiditét in der Lage sind
endogenes PrP™ iiber einen Intermediatzustand wieder zu PrP*" riickzukonvertieren.
Das Molekiilverhéltnis zwischen exogenem PrP**" und endogenem PrP** kénnte auch in
diesem Fall die Umfaltbarkeit in exogenes PrP™ und die Authebung des Hemmeffektes

erklidren. Ein anderer Erkléirungsansatz kann auf einer mengenabhéingig unterschiedlichen
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Translokation von PrP-T182N/T198A beruhen. Je nach Expressionslevel konnten die
Molekiile am ER in verschiedene membranire Formen angeordnet werden (als ctm-, ntm-
oder sec-Form), von denen einige schlechter zu konvertieren sind und so mit dem Umfal-
tungsprozess interferieren. Am wahrscheinlichsten ist jedoch, dass die Bindung an Protein
X unbeeintrichtigt ist, die Doppelmutation aber zu einer Art tertiéirstrukturvermittelten

wopeziesbarriere” fiihrt.

5.1.3 Infektion von N2a-Zellen, die Erkennungssequenz-mutiertes PrP ex-

primieren

Nachdem die Konversionsexperimente in ScN2a-Zellen zeigten, dass sich jede glykosy-
lierungsmutierte Prionprotein-Mutante in ihre Proteinase K-resistente Isoform umfalten
lief3, sollte eine Infektion in vivo simuliert werden. Bei einer Infektion mit Scrapie muss das
infektiose Agens zunichst in die Zelle eindringen und liegt nicht schon wie bei ScN2a-
Zellen in der Zelle vor. Zu diesem Zweck wurden N2a-Zellen, die Erkennungssequenz-
mutiertes PrP exprimierten, mit Hirnhomogenat der Scrapiestimme Chandler, Me7 und
79A iiberschichtet.

Nur in N2a-Zellen, die exogenes Prionprotein stark auf der Zelloberfliche présen-
tierten, konnte unter diesen Versuchsbedingungen Proteinase K-resistentes, exogenes Pri-
onprotein nachgewiesen werden. Je nach Versuchsansatz entstanden Wt3F4-, T182N-,
T198A- oder T182N/T198A-PrP™. Eine Konversion der Mutanten T182A und
T182A /T198A konnte nicht nachgewiesen werden. Demnach war unter diesen Versuchsbe-
dingungen eine starke Zelloberfliichenexpression des zu konvertierenden PrP*"-Molekiils
die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Infektion der Zellen. Die vorliegenden Daten stehen
im Einklang mit den Ergebnissen von Korth et al. (Korth, Kaneko, et al. 2000): In ver-
gleichbaren Infektionsexperimenten gelang es nicht, die Mutante T182A /T198A zu kon-
vertieren, wihrend die stark auf der Oberfléiche nachweisbare PrP-Mutante N180Q /N196Q
umgefaltet wurde. Dies wirft die Frage auf, welche Rolle die Oberflichenexpression von
PrP*" unter den gewiihlten Versuchsbedingungen bei einer Infektion von ,,aussen” spielt.
Theoretisch gibt es zwei Erkldrungsansitze: entweder dient das Prionprotein auf der Zell-
oberfliche als Rezeptor fiir die PrP"*-Aufnahme, oder die Konversion findet direkt auf

der Zellmembran statt. Gegen eine Konversion direkt auf der Zellmembran sprechen je-
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doch die Versuche in ScN2a-Zellen. Zum einen ist in diesem System eine starke Ober-
flichenexpression nicht die Voraussetzung fiir eine Umfaltung und zum anderen kon-
nte in ScN2a-Zellen PrP™* bislang nur intrazelluléir nachgewiesen werden. Die Rezep-
torfunktion des exogenen PrP*" wiirde jedoch die angefiihrten Experimente erkliren.
Exogenes PrP*" bindet PrP"™®, wird internalisiert und anschliefend umgefaltet. Beim
Vergleich dieses Infektionsversuchs mit den Versuchen in ScN2a-Zellen fillt auf, dass sich
die Mutante T182N/T198A trotz ihrer erwiesenen schlechten Konvertierbarkeit in ihre
Proteinase K-resistente Isoform umfalten lie. Nimmt man die Uberzahl an Maus-PrPre
als Voraussetzung fiir die Konversion dieser Mutante, so kann die Umfaltung nach Inoku-
lation ebenfalls mit einem mengenmiiBigen Uberangebot von PrP™ begriindet werden.
Aufgrund der fehlenden Glykosylierung kénnten mehrere PrP"*-Molekiile an den PrP**"-
Rezeptor binden, in die Zelle aufgenommen werden und so zur Umfaltung fiihren. Die
anscheinende Diskrepanz fiir das Umfaltungsverhalten der Mutante T182N/T198A wiire
damit aufgehoben. Da endogenes Maus-PrP*" den Genotyp a/a besitzt (108L; 189T) und
exogenes Maus-PrP*" aufgrund des 3F4-Epitops einen a/a-ghnlichen (108M/189T) Geno-
typ, wurden fiir die ,Inokulation” der Zellen Scrapiestimme des a/a-Genotyps verwendet.
Wihrend der Stamm Me7 vor allem die monoglykosylierte Form von PrP™ exprimiert,
dominiert bei den Stiammen Chandler und 79A vor allem die diglykosylierte Form. Unter
den gewihlten Versuchsbedingungen fiihrte nur die Infektion mit dem Stamm Me7 zu
einer detektierbaren Konversion exogener, 3F4 getaggter PrP*-Molekiile. Da kein Unter-
schied beziiglich der Umfaltung fiir die verschiedenen Glykosylierungsmutanten (T182N,
T198A und T182N/T198A) festgestellt werden konnte, ist dieser Effekt wahrscheinlich
nicht mit dem Glykotyp der Inokula zu begriinden. Versuche mit Maus-Prionprotein
exprimierenden oder iiberexprimierenden N2a-Zellen zeigten, dass diese Zellen mit den
Stammen 79A (Vorberg 1999), Chandler, RML (Vorberg 1999); (Nishida, Harris, et al.
2000), (Bosque & Prusiner 2000), 139A (Nishida, Harris, et al. 2000) und 22L (Nishida,
Harris, et al. 2000) infizierbar waren. Eine Inokulation mit Me7 gelang jedoch nicht (Vor-
berg 1999); (Bosque & Prusiner 2000). Demnach scheint der Stamm Me7 eine erhohte
Affinitét fiir Prionprotein mit dem 3F4-Tag zu besitzen. Da eine Konversion mit Me7 in
N2a-Zellen prinzipiell moglich ist, miissen also alle fiir die Konversion notwendigen Fak-

toren in der Zelle vorhanden sein. Das Fehlen eines Me7 spezifischen Chaperons in N2a-
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Zellen kann demnach nicht die Ursache fiir die ”Immunitéit” dieser nicht-transfizierten
oder mit murinem PrP transfizierten N2a-Zellen sein. Die Inokulation von Wildtyp 3F4
exprimierenden N2a-Zellen mit Me7 fithrte in der vorliegenden Arbeit zu Proteinase K-
resistentem 3F4 getaggtem PrP**, dessen Glykoprofil im Gegensatz zur deutlich detek-
tierbaren mono- und unglykosylierten, nur eine schwache zweifachglykosylierte Bande
aufwies. Dieser Effekt kann entweder direkt auf die Eigenschaft des vor allem einfachglyko-
sylierten Me7 Stammes zuriickgefithrt werden, oder darauf, dass zweifachglykosyliertes
Prionprotein schwerer konvertierbar ist. Die letztere Erklérung kann als wahrscheinlicher
gelten, da die Abnahme an PrP™* in ScN2a-Zellen sich im Westernblot zunéchst in einem
Verlust der diglykosylierten Bande #ussert (eigene Beobachtungen). Dies wiirde fiir die
These sprechen, dass die Glykosylierung vor einer Konversion schiitzen kann (Petersen,
Parchi, et al. 1996; Capellari, Zaidi, et al. 1999).

Die 3F4-markierte, unglykosylierte Mutante N180Q/N196Q von Korth et al. (Korth,
Kaneko, et al. 2000) war mit Me7 und im Gegensatz zu Wildtyp 3F4 mit den von Chandler
abstammenden Stdmmen RML und 301V unter vergleichbaren Versuchsbedingungen um-
faltbar. Theoretisch konnte dieser Effekt in der fehlenden Glykosylierung begiindet sein
oder in der Struktur der Polypeptidkette. Da die hier vorgestellte unglykosylierte Mu-
tante T182N/T198A lediglich mit dem Stamm Me7 infizierbar war, war das von Korth
et al. beobachtete Phiéinomen wahrscheinlich nicht Folge der fehlenden Glykosylierung,

sondern in der Struktur des Proteins begriindet.

5.2 Transgenes Tiermodell

Nach der Charakterisierung von Erkennungssequenz-mutiertem Prionprotein in Zellkultur
wurden transgene Miuse hergestellt, die PrP*"-T182N, -T198A bzw. -T182N/T198A
exprimierten. Da diese Prionprotein-Mutanten auf der Zelloberfliche nachweisbar und
nach Infektion der Zellen umfaltbar waren, versprachen sie eine Infizierbarkeit und damit
Verbesserung im Vergleich zu den von DeArmond et al. (DeArmond, Sanchez, et al. 1997)

generierten Erkennungssequenz-Mutanten T182A und T182A /T198A.
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5.2.1 Uberpriifung der Expression von Erkennunssequenz-mutiertem PrP

unter der Kontrolle des Prionprotein-Promotors in Zellkultur

Zur Herstellung der trangenen Miuse wurden die Konstrukte in den Vektor phgPrP
(Fischer, Rulicke, et al. 1996) kloniert, in dem diese unter Kontrolle des prioneigenen Pro-
motors stehen. Um die Expressionsfiihigkeit dieser Plasmide zu iiberpriifen, wurden N2a-
Zellen mit den zuvor erwéihnten Konstrukten transfiziert. Die transfzierten Zellen wurden
anschliessend im Westernblot und in der FACS-Analyse auf ihre Expressionsfihigkeit
und Oberflichenpriisentation der PrP-Mutanten untersucht. Untersuchte Subklone der
Mutante T182N wurden auf der Zelloberfliche nachgewiesen. Jede Mutante konnte im
Westernblot detektiert werden. Demnach war der Prionprotein-Promotor geeignet, um
PrP*" in Zellkultur zu exprimieren. Die mit dem Expressionsvektor pcDNA3.1Zeo(+),
der den ORF unter die Kontrolle des CMV-Promotors stellt, erhaltenen Ergebnisse konn-

ten bestétigt werden.

5.2.2 Untersuchung der transgenen Méiuse

Mikroinjektion Da Inokulationsversuche an transgenen Méausen zeigten, dass das kiinst-
lich eingefiihrte, speziesfremde Genom zu Wechselwirkungen mit endogenem murinem
PrP fithrt (Telling, Scott, et al. 1995), die sich in unterschiedlichen Inkubationszeiten
widerspiegeln, wurde in der vorliegenden Arbeit die DNA in Embryonen von PrP-M&usen
injiziert, welche kein PrP exprimieren (Bueler, Fischer, et al. 1992).

Insgesamt wurden 1267 Embryonen mikroinjiziert und in Ammentiere transferiert. 246
Nachkommen wurden geboren. Damit iiberlebten insgesamt 19.4% der mikroinjizierten
Embryonen die Manipulation. Fiir die einzelnen Konstrukte wurden folgende Uberleben-
sraten ermittelt: T182N 20.9%; T198A 22.2%; T182N/T198A 15.9%. Die Ursache fiir die
relativ geringe Uberlebensrate der T182N/T198A-Embryonen blieb unklar. Da jedoch in
der Literatur eine Uberlebensrate zwischen 5-24% bei der Herstellung trangener Miuse
als Normbereich angegeben wird (Waller & Murphy 1995), wurde auf eine weitere Un-
tersuchung verzichtet. Die Qualitéit der Mikroinjektionsdurchfithrung durch Dr. Reifen-
berg kann demnach als sehr gut bewertet werden, besonders unter dem Aspekt, dass die

Manipulation von PrP-M#usen als schwer durchfiihrbar gilt (persoénliche Auskunft Dr.
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Reifenberg).

Mittels einer Standard-PCR-Reaktion nach Bueler et al. (Bueler, Fischer, et al. 1992)
konnten von den 246 Nachkommen 77 beziiglich des Transgens positive Foundertiere er-
mittelt werden, was einem prozentualen Anteil von 31.3% entspricht. Fiir die einzelnen
Konstrukte ergaben sich folgende Erfolgsraten: T182N 27.5%; TI198A 34.3%;
T182N/T198A 33.8%. In der Literatur werden Erfolgsraten im Normbereich zwischen
20-40% genannt. Deshalb liegt dieses Ergebnis der Mikroinjektion im oberen Normbe-

reich.

Zucht Die 77 Foundertiere wurden dann mit PrP-Tieren verpaart. Sieben Tiere lielen
sich nicht verpaaren. Entweder starben die M#use kurz nach dem Ansetzen stressbe-
dingt, oder es gab keine Nachkommen. Aus zehn Verpaarungen gingen keine positiven
Foundertiere hervor. Diese Miuse waren demnach Mosaiktiere, bei denen die DNA-
Integration nicht im Einzell- sondern in einem spiteren Entwicklungsstadium erfolgte,
so dass die Tiere die DNA nicht in allen Koérperzellen trugen. So konnte die Transgen-
DNA zwar in Gewebeproben, wie dem Schwanzspitzen-Bioptat, nachgewiesen werden,
obwohl dieses Gen nicht in die Zellen der Keimbahn integriert worden war (Waller &
Murphy 1995).

Bei der Weitervererbung des Transgens konnten Vererbungsraten zwischen 25-75% er-
mittelt werden. Dies kann in der Héufigkeit und Lokalisation des DNA-Einbaus begriindet
sein. Trégt nur eine Chromatide die Fremd-DNA, so ist nur ein Viertel der Nachkommen
positiv beziiglich des Transgens. Tragen zwei Chromatiden die Fremd-DNA, kann die
Hilfte der Nachkommen positiv sein und theoretisch kénnten zwei verschiedene Mauslin-
ien geziichtet werden. Sind drei oder vier Chromatiden Transgen-Triger, so ist mit 75%
bzw. 100% positiver Nachkommen zu rechnen und drei bzw. vier Linien kénnten jeweils
weitergeziichtet werden. In der vorliegenden Arbeit trugen die meisten Foundertiere das
Gen auf einer Chromatide. So konnte auf eine weitere ,,Selektion” auf ,Unterlinien”
verzichtet werden.

Nachdem Zellkulturversuche ergaben, dass die Prionprotein-Mutante T182N/T198A
einen dominant-negativen Effekt bei Konversionsexperimenten in ScN2a-Zellen zeigte und

sich damit hemmend auf die Akkumulation von endogenem PrP*** auswirkte, sollte dieses
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Phénomen auch in vivo untersucht werden. Dazu wurden transgene Tiere mit Wildtyp-
méusen verpaart. Die Tiere wurden anschliefend mit Scrapiestédmmen inokuliert. Durch
diesen Versuch soll geklért werden, ob die Anwesenheit dieser Mutante in Wildtypméusen
vor einer Scrapie-Infektion schiitzen kann. Dies wiirde sich in einer verldngerten Inku-
bationszeit widerspiegeln. Da jedoch allein schon das Einfiihren von heterologem PrP
eine Verdnderung der Inkubationszeit verursachen kann, wurden als Kontrolle auch die
entsprechenden monoglykosylierten Méuse mit Wildtypm&usen verpaart und inokuliert.
Da die Inkubationszeit direkt proprotional zur PrP*"-Expression ist, sollten als weitere
Kontrollen fiir dieses Experiment auch Wildtypméuse, die mit PrP-M#usen verpaart wur-
den, mitgefiihrt werden. Diese wiiren dann wie die eingesetzten transgenen Versuchstiere

beziiglich Wildtyp-Prnp haploid.

Prnp-Kopienzahlen Zur Ermittlung der Kopienzahl wurden verschiedene Mengen an
genomischer DNA in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Dazu wurden jeweils die gleichen
Mengen an Transgen-DNA und Wildtypmaus-DNA eingesetzt. Da bekannt war, dass ho-
mozygote Wildtypmiuse zwei Kopien des PrP-Gens besitzen, konnte durch den Vergleich
der jeweiligen Amplifikatmengen die Kopienzahl des Transgens abgeschiitzt werden. Dabei
wurden Kopienzahlen zwischen 2 und 200 ermittelt. Zu beachten ist jedoch, dass diese
Untersuchungen an fiir das Transgen heterozygoten Tieren durchgefiihrt wurden und an-
schliefend mit Prnp-homozygoten Wildtypmséusen verglichen wurde. Demnach wire die

Kopienzahl fiir homozygote Transgene doppelt so hoch.

PrPse*-Expression Die Gehirne PCR-positiver Nachkommen wurden auf ihre PrP*"-
Expression hin untersucht. Von 77 Mauslinien konnte bei 54 PrP*" im Gehirn nachgewie-
sen werden. Ein direkter Zusammenhang zwischen Kopienzahl und PrP-Expression wurde
dabei nicht beobachtet. Dies erkldrt sich dadurch, dass sich bei Integration mehrerer
Kopien das Transgen meist an einem Integrationsort und meistens hintereinander in einer
sogenannten ”head-to-tail” Orientierung anordnet (Waller & Murphy 1995). Erfolgte der
Einbau an einem Ort des Genoms, wo regulatorische Elemente die Transgenexpression
negativ beeinflussen (niedrige Transkriptionsfrequenz), so kann die Expression trotz hoher

Kopienzahl relativ gering sein.
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Zur Bestimmung der Expressionsrate wurde 10%iges Hirnhomogenat beziiglich des
Transgens heterozygoter Tiere im SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot analysiert.
Der Vergleich zu Prnp-homozygoten Wildtypm&ausen ergab Expressionsraten zwischen
< 0,5-4x Wildtyp-PrP*". Wihrend die PrP-monoglykosylierten Miuse bis zu vierfache
Uberexpressionsraten zeigten, lag die Expression bei den PrP-unglykosylierten Méuse
zwischen ein- bis zweifach im Vergleich zu Wildtypméausen.

Ein Vergleich der Expressionslevel der hier vorgestellten Miuse mit den von
DeArmond et al. (DeArmond, Sanchez, et al. 1997) beschriebenen war nur fiir die Mutante
T198A moglich, fiir die diese eine im Vergleich zu Hamster zwei- bis vierfache Uberex-
pression ermittelten und als ausreichend bezeichneten. Fiir Méuse mit PrP-T182A und
T182A /T198A entsprechenden Mutationen gab er aufgrund der geringen Expressionsle-
vel keine Zahlen an. Demnach kann geschlossen werden, dass die im Rahmen der hier
vorgestellten Arbeit generierten transgenen Miuse hohere Transgen-PrP*"-Expressions-
raten besaflen, was durch die erhshte Stabilitit der PrP*"-Mutanten begriindet sein kann.

Zur weiteren Charakterisierung der Mauslinien wurden verschiedene Organe (Herz,
Milz, Leber, Skelettmuskel und Niere) auf PrP*"-Expression mittels Westernblot unter-
sucht. Transgenes Prionprotein konnte in Herz, Skelettmuskel, Milz und in einem Fall
auch in Niere und Leber nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurden Wildtypméuse
und PrP**"-iiberexprimierende tg20-M#use untersucht. Wihrend bei Wildtypméusen mit
der hier durchgefiihrten Methode keine Expression in diesen Organen nachgewiesen wer-
den konnte, war bei tg20-Médusen PrP**" in Herz, Skelettmuskel und Milz detektierbar.
Die nicht-detektierbare PrP-Organexpression der Wildtypmaus lag wahrscheinlich in der
Nachweisgrenze des gewiihlten Systems. Unsere Versuche ergaben, dass der hier zur De-
tektion von Maus-Prionprotein verwendete mAk6H4 weniger sensitiv ist als der zum
Screening der transgenen Tiere verwendete Antikorper mAk3F4.

Die im Vergleich zu tg20-M#usen geringe PrP**"-Expression in Organen der hier un-
tersuchten transgenen Tiere kann nicht auf den zur Mikroinjektion verwendeten Vektor
phgPrP zuriickgefiihrt werden, da dieser auch die Basis fiir die Generierung der tg20-
Miuse war. Als Begriindung konnte zum einen angefiihrt werden, dass die hier vorgestell-
ten Untersuchungen an fiir das Transgen heterozygoten Tieren durchgefiihrt wurden,

wahrend die tg20-M&use homozygot sind. Zum anderen kénnte der Einbau der mutierten
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PrP-Gene an Stellen des Genoms erfolgt sein, die in den entsprechenden Organen herun-
terreguliert sind. Gegen diese Theorie spricht jedoch, dass es unwahrscheinlich ist, dass
bei iiber 20 untersuchten Mauslinien immer der Einbau ,organungiinstig” erfolgt sein
soll. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Stabilitéit der glykosylierungsmutierten PrP-
Molekiile stéirker von der exprimierenden Zelle abhiingt und damit vom Organ. In Zell-
kultur durchgefiihrte Versuche ergaben aber keine zelllinienabhéingigen Unterschiede in
der PrP-Prozessierung.

Beim Vergleich der Glykosylierungsmuster der glykosylierungsmutierten Méuse fiel
erneut auf, dass bei den PrP-monoglykosylierten M#usen sowohl die un- als auch die
monoglykosylierte Bande zu sehen war. Im weiteren waren die Zuckerseitenketten der
T182N-Mutante heterogener und stellten sich im Westernblot bei einem hoheren Moleku-
largewicht als die der T198 A-Mutante dar. Somit spiegeln diese beiden Glykosylierungsmu-
tanten auch in vivo die mit Wildtyp vergleichbaren jeweiligen Oligosaccharidstrukturen

wider (Stimson, Hope, et al. 1999).

Inokulation und Ausblick Bei der Scrapie-Erkrankung kénnen verschiedene Stédmme
unterschieden werden (Seite 25). Im Rahmen der Protein-Only-Theorie stellt sich die
Frage, wie eine Polypeptdikette zu verschiedenen Stammphénotypen fiihren kann. Grund-
sétzlich gibt es zwei Erklarungsansitze: die ,, Targeting-Theorie” und die ,,Konformations-
Hypothese”.

Um die Rolle der Glykosylierung in der Pathogenese der Scrapie-Erkrankung zu
kldren, wurden die hier vorgestellten transgenen M#use mit drei verschiedenen, sich im
Glykosylierungsmuster unterscheidenden TSE-Stédmme Chandler, Me7 und BSE inokuliert.
Diese Infektionsversuche waren beim Zusammenstellen der hier vorgestellten Arbeiten
noch nicht beendet. Nach einer Erkrankung der Mé#use sollen deren Gehirne dann his-
tologisch auf Lisionsprofile und PrP*-Ablagerung und biochemisch auf das Glykoprofil
von PrP™ im Westernblot untersucht werden. Infektiose Hirnhomogenate dieser Méuse
sollen anschliefend in fiir die Stammcharakterisierung etablierten Mausinzuchtstémmen
passagiert werden. Bei der histologischen und biochemischen Untersuchung kann unter-
sucht werden, ob die stammcharakteristischen Eigenschaften auch nach Passage in glyko-

sylierungsmutierten Tieren erhalten bleiben oder nicht. Falls diese M#use infizierbar sind,
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leisten sie so eine wichtige Grundvoraussetzung zur Erforschung der Kausalitit der Exis-

tenz von Prion-Stdmmen.

185






6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung der Glykosylierung des Prionproteins fiir die Patho-
genese der Scrapie-Erkrankung zu untersuchen.

Obwohl nach dem derzeitigen Wissensstand ein fehlgefaltetes Protein (PrP%¢) die
Krankheit verursacht, kénnen bei der Scrapie-Erkrankung verschiedene Stdmme unter-
schieden werden (Seite 25). Zuckerseitenketten des Prionproteins werden als eine mogliche
Ursache dieser Stammvielfalt diskutiert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten deshalb verschiedene transgene Méuse hergestellt
werden, die un- bzw. monoglykosyliertes Mausprionprotein exprimieren. Friihere Arbei-
ten (Rogers et al. 1990; Lehmann & Harris 1997) zeigten, dass die Deletion der ersten
Erkennungssequenz fiir N-Glykosylierung durch den Austausch von Threonin zu Alanin
an Kodon 182 des Maus-Prionproteins zu einer gestorten PrP**-Synthese mit behin-
derter Oberflichenexpression fiithrt. Ebenso waren transgene Méuse mit dieser Mutation
resistent gegeniiber einer Scrapie-Infektion mit zwei verschiedenen Stdmmen (DeArmond
et al. 1997). Die Zerstorung der zweiten Glykosylierungsstelle beeintréichtigte indes weder
Trafficking noch die grundsiitzliche Scrapie-Infizierbarkeit. Da es in der Literatur Hinweise
gab, dass PrP*" auf der Zelloberfliiche exprimiert werden muss, damit PrP*™ Zellen in-
fizieren kann (Caughey and Raymond, 1991; Borchelt, Taraboulos, et al. 1992; Tarabou-
los, Scott, et al. 1995; Kaneko, Vey, et al. 1997), stellte sich die Aufgabe transgene Tiere
herzustellen, deren glykosylierungsmutiertes PrP moglichst authentisch prozessiert wird,
um so eine wichtige Grundvoraussetzung fiir die Infizierbarkeit der Méuse zu schaffen.
Aus diesem Grund wurden verschiedene Erkennungssequenz-mutierte PrP-Molekiile in
Zellkultur charakterisiert. Dazu wurden tiber 20 verschiedene PrP**-Mutanten kloniert,
sequenziert und anschliefend in verschiedenen Zelllinien mit immunologischen und bio-
chemischen Methoden untersucht. Mittels Oberfliichenbiotinylierung, Immunfluoreszenz,
Endo H-Verdau und Durchflusszytometrie wurde die Zell-Topologie der PrP-Mutanten er-
mittelt. Im Westernblotverfahren in Verbindung mit PNGase F-Verdau wurde der Glyko-
sylierungszustand der Molekiile untersucht. Die Verankerungsform der Molekiile wurde
mittels PIPLC-Verdau, das Vorhandensein von Schwefelbriicken in einem weiteren pro-

teinbiochemischen Verfahren untersucht. Uber Ultrazentrifugation wurde die Loslichkeit
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der Molekiile bestimmt.

Nach der Charakterisierung von PrP** wurden verschiedene ausgewihlte Mutanten
in scrapieinfizierten Zellen (ScN2a) auf Umfaltbarkeit in ihre Proteinase K-resistente
Isoform (PrP™*) untersucht. Zu diesem Zweck wurden ScN2a Zellen mittels eines retro-
viralen Systems transduziert und Zellhomogenate direkt bzw. nach Proteinase K-Verdau
und Ultrazentrifugation im Westernblot untersucht. Dabei zeigte sich, dass prinzipiell
jede der sechs untersuchten Mutanten (Wt3F4, T182A, T182N, T198A, T182A /T198A,
T182N/T198A) konvertierbar war. Die unglykosylierte Mutante T182N/T198A zeigte je-
doch einen dominant-negativen Effekt, d.h. eine Umfaltung war nur moglich, wenn dieses
Konstrukt in geringen Mengen in der Zelle exprimiert wurde. In Anwesenheit von vielen
mutierten PrP*"-Molekiilen konnte keine Konversion dieser Mutante detektiert werden,
wihrend gleichzeitig die nachweisbare Menge an endogenem Maus-PrP™ abnahm. Dieser
Effekt wurde bis dato noch nicht im Zusammenhang mit Mutationen in diesem Bereich
des Prionproteins beschrieben.

Bei dem Versuch Maus-Neuroblastomzellen (N2a), welche mutiertes PrP*" expri-
mieren, mit drei verschiedenen TSE-Stémmen (Me7, Chandler und 79A) zu infizieren,
war nur der Stamm Me7 in der Lage 3F4-getaggtes Prionprotein umzufalten. Unter
den gewiihlten Versuchsbedingungen wurden nur die Mutanten umgefaltet, die vergleich-
bar mit Wildtyp 3F4 auf der Zelloberfléiche detektiert werden konnten (T182N, T198A,
T182N/T198A). Demnach bestétigte sich, dass fiir eine de novo Scrapie-Infektion einer
Zelle das umzufaltende PrP*"-Molekiil in ausreichender Menge auf der Zelloberfliiche
vorhanden sein muss.

PrP-Mutanten (T182N, T198A, T182N/T198A) mit wildtyp&hnlichem Verhalten wur-
den anschlieflend zur Herstellung transgener Miuse verwendet. Zu diesem Zweck wurden
PrP”-Miuse, welche kein Prionprotein besitzen, mit dem jeweiligen Konstrukt mikroin-
jiziert. Das Genom der Nachkommen wurde mittels verschiedener PCR-Reaktionen auf
das Vorliegen und die Kopienzahl eingebauter, transgener DNA untersucht. Die Prion-
protein-Expression wurde sowohl qualitativ als auch quantitativ analysiert. Diese M#use
iiberexprimierten bis zu vierfach im Vergleich zur Wildtypmaus Maus-Prionprotein und

stellen so eine Infizierbarkeit versprechende Verbesserung der bisher von DeArmond et al.

(DeArmond et al., 1997) publizierten Miuse T182A, T182A /T198A dar, die bei geringer
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PrP*"-Expressionsrate nicht mit Scrapie infizierbar waren. In Infektionsexperimenten
kann nun mittels der hier vorgestellten M&use ermittelt werden, wie Prionproteine in der

Lage sind, allein auf der Basis einer Polypeptidkette Stammeigenschaften zu vermitteln.
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7  Summary

The aim of this work was to elucidate the role of the glycosylation of the prion protein
for the pathogenesis of the scrapie disease.

The infectious agent of this disease is postulated to be only one missfolded protein
(PrP5¢). Therefore, it is an intriguing question, how one protein can encipher different
scrapie strains. In this context oligosaccharide-chains are discussed as a possible reason
for this variety of strains. Therefore, a set of different transgenic mice was generated,
which of them express mono- or diglycosylated prion protein. Earlier work (Rogers et
al. 1990; Lehmann & Harris 1997) showed that the deletion of the first consensus-site
for N-glycosylation leads to an aberrant synthesis of PrP** characterized by missing
surface expression. This was achieved by the substitution of threonine by alanine at codon
182. Transgenic mice carrying this mutation were resistant to scrapie infection with two
different scrapie strains (DeArmond et al. 1997). On the other hand, the deletion of the
second glycosylation site did neither change the trafficking of the prion protein nor the
fundamental susceptibility. There was evidence in literature, that the surface expression
of PrP**" is preponderance for a de novo scrapie infection of cells (Caughey and Raymond,
1991; Borchelt, Taraboulos, et al. 1992; Taraboulos, Scott, et al. 1995; Kaneko, Vey, et
al. 1997). Therefore, the aim was to generate transgenic mice, which express surface
expressed glycosylation mutants of PrP.

The first step was to generate 20 different glycosylation mutants. All mutants were
verified by sequencing, expressed in different cell-lines, and investigated by immunolog-
ical and biochemical methods. Thereafter, the topology of PrP-mutants in the cell was
determined by surface-biotinylation, immunocytochemical staining, digestion by Endo H
and FACS-analysis. The state of glycosylation was validated by PNGaseF-digestion and
westernblotting. The attachment of PrP to the cell membrane was elucidated by PIPLC-
release. Last, the solubility of the mutant proteins was defined by ultracentrifugation and
the existence of S-S-bridges was elucidated by biochemical methods.

After the characterization of PrP*" particular mutants were selected and investigated
for their convertibility into the proteinase K-resistant isoform (PrP™). For this purpose,

scrapie infected cells (ScN2a-cells) were transduced using a retroviral system and cell
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homogenates were treated with proteinase K, ultracentrifugated, and analyzed by west-
ernblotting. It became apparent that all of the investigated mutants (Wt3F4, T182A,
T182N, T198A, T182A /T198A, T182N/T198A) were convertible. However, the unglyco-
sylated mutant T182N/T198A showed a dominant-negative inhibition. In other words,
conversion was only possible if this construct was expressed in small amounts. In the
presence of many mutated proteins no conversion was found and the detectable amount
of endogenous mouse-PrP was reduced. This effect has never been described before in
context with mutations in this region of the protein.

The next step was to challenge Maus-Neuroblastoma cells (N2a), which express mu-
tated PrP*" with three different scrapie strains (Me7, Chandler and 79A). Only the
challenge by scrapie strain Me7 lead to conversion of 3F4-tagged prion protein. At the
chosen experimental conditions only mutants were convertible, which showed wildtype-
like surface expression in tissue culture (T182N, T198A, T182N/T198A). Therefore, it
was demonstrated that for a de novo infection of cells the target protein (PrP*") must
be present on the cell surface in sufficient amount.

PrP-mutants (T182N, T198A, T182N/T198A) with wildtype-like behavior were used
for the generation of transgenic mice. For this reason, PrP”-mice, missing any PrP, were
microinjected with the corresponding construct. The genome of the offspring was screened
by different PCR-reactions and analyzed for the existence and the copy-number of the
transgene. The protein expression was analyzed in a qualitative and quantitative man-
ner. The transgenic mice overexpressed prion protein of up to four times as much as the
wildtyp-mice and promise therefore to be infectible. This result represents an improve-
ment to the earlier published work by DeArmond et al. (T182A, T182A/T198A), whos
mice showed low expression rates and low susceptibility to scrapie infection (DeArmond
et al., 1997).

In addition, further infection experiments with the presented transgenic mice could
help to clarify the principle how prion proteins are capable to encipher strain variety on

the basis of only one single polypeptide chain.
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