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1. Einleitung

1.1. Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Als Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (T®Erden eine Reihe tddlich
verlaufender, degenerativer Erkrankungen des Zeetrgensystems (ZNS)
zusammengefasst, welche sowohl beim Menschen ak bai diversen Tierarten
auftreten. Als Archetyp dieser Krankheiten gilt det 1732 bekannte Traberkrankheit
von Schafen und Ziegen (McGowan, 1922), die aufgruder pathologischen
Verhaltensmuster betroffener Tiere auch als Scrdpie scrape“, engl. kratzen)
bezeichnet wird (Stockmann, 1913). Weiterhin singt dBovine Spongiforme
Enzephalopathie beim Rind (BSE) (Wed#is al, 1987), die Ubertragbare spongiforme
Hirndegeneration bei Nerzen (TME, ,Transmissible nkli Encephalopathy*)
(Hartsough & Burger, 1965; Burger & Hartsough, 10968ie chronisch zehrende
Krankheit der Hirschartigen (CWD, ,Cronic WastingsBase") (Williams & Young,
1980), die Feline Spongiforme Enzephalopathie dezé&n (FSE) (Wyatet al, 1991)
sowie weitere spongiforme Enzephalopathien beiresthlen Zootieren (Jeffrey &
Wells, 1988) zu den TSE-Erkrankungen der Tieredhlen.

Zu den spongiformen Enzephalopathien des Menschkirgn die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (CJD) (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921akab, 1921b), das Gerstmann-
Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) (Gerstmann, ;1G2&tmanret al, 1936), die
letale familiare Schlaflosigkeit (FFI, ,fatal farndl insomnia®“) (Lugareset al, 1986)
und Kuru (Zigas & Gajdusek, 1957), eine beim Volassm der Fore im dstlichen
Hochland von Papua Neuguinea auftretende neuralogig&rkrankung, welche durch
rituellen Kannibalismus Ubertragen wurde (Klitzmaf899).

Charakteristisch fur TSE-Erkrankungen, welche sdveploradisch auftreten, als auch
durch Vererbung weitergegeben werden konnen, istidi unterschiedlich starker
Auspragung auftretende schwammartige Vakuolisieds®y ZNS, assoziiert mit einem
massiven Nervenzellverlust, einer Aktivierung voha&ellen (Astrogliose) sowie der
pathologischen Ablagerung des Prionproteins. Waiter sind Transmissible
Spongiforme Enzephalopathien dadurch gekennzeichdess sie Ubertragbare
Erkrankungen darstellen, was bereits 1936 von €uifid Chelle durch Infektion von
Schafen und Ziegen mit Scrapie (Cuillé & Chelle3@Pexperimentell gezeigt werden



konnte. Dass dies auch fur menschliche TSE-Erknagia gilt, konnte in den sechziger
Jahren durch Ubertragung von Kuru auf Schimpanseh intrazerebraler Inokulation
von Hirnhomogenat betroffener Patienten demonstwerden (Gajdusekt al, 1967).
Wenig spater wurde die erfolgreiche Ubertragung €@dD auf Schimpansen berichtet
(Gibbs, Jr.et al, 1968) und auch fir GSS und FFI konnte mittlerevedie
Ubertragbarkeit experimentell belegt werden (Mastr al, 1981; Tateishiet al,
1995).

Eine Folge der Ubertragbarkeit der TSE-Erkrankunigtndie Mitte der 80er-Jahre
begonnene BSE-Epidemie, welche 1993 ihren Hohepemé&ichte und zur Entstehung
der neuen Variante der Creutzfeldt-Jabkob-Krankimi€JD) fuhrte.

Gerald Wells stellte im November 1986 am zentrdbemischen Verterinarlabor in
Weybridge an  histologischen  Hirngewebeschnitten esin Rindes eine
aul3ergewohnliche, im Lichtmikroskop sichtbare, smimmartige ,Durchlécherung®
fest und beschrieb damit erstmalig die Bovine Sgonge Enzephalopathie beim Rind
(BSE), welche aufgrund der klinischen Manifestatauch als Rinderwahnsinn bekannt
wurde (Wellset al, 1987; Wellset al, 1998). Im Verlauf der 80er-Jahre kam es zu
einem starken Anstieg der BSE-Falle in Grol3britannund spéter im geringeren
Ausmald auch auf dem européischen Kontinent. Im M&i7 wurde daher eine erste
epidemiologische  Untersuchung durchgefiihrt, welchden Verzehr von
tiermehlhaltigem Kalberkraftfutter (Mischfutter) saldas gemeinsame Merkmal der
betroffenen Herden identifizierte (Wilesmitbt al, 1988). Diese Beobachtungen
zusammen mit der neuropathologischen AhnlichkaitBRE mit der Scrapie-Krankheit
fuhrten zu der Hypothese, dass BSE durch die Merfitg von Scrapie-
kontaminiertem Tiermehl an Rinder verursacht wuideschfutterhypothese) und sich
die Erkrankung wiederum durch das Verfluttern vonEB®ntaminiertem Tiermehl
schnell zu einer Epidemie ausweiten konnte (Wilésmi al, 1988; Wilesmithet al,
1991). Die zwischen 1971 und 1984 bei fast allearmiehlproduzenten eingeftihrte
Umstellung vom ,Chargenbetrieb” auf das ,kontinlicdre Verfahren®, welche unter
anderem die Verringerung der Verarbeitungstemperatmter 100°C sowie die
Verkirzung der Verweilzeit im Produktionsprozessnbaltete und damit zu einer
fehlenden oder mangelhaften Inaktivierung des titfekn Agens flhrte, ist dabei als
Hauptursache fur die Infektion der Tiere und dédimitdie Entstehung der BSE-Krise zu
sehen (Wilesmitlet al, 1991).



Zwischen Ende des Jahres 1995 und Anfang 1996 wurd&rolR3britannien erstmals
ungewohnliche Falle der Creutzfeldt-Jakob-Krankhgémeldet. Die betroffenen
Patienten wiesen ein bemerkenswert niedriges Stiebe relativ friih einsetzende
psychiatrische Symptome und einen verlangertenisklnen Verlauf auf. Auch die
Neuropathologie unterschied sich im Hinblick au$ dasionsprofil und das Auftreten
von Proteinablagerungen in Form von floriden Plagqwen der klassischen CJD
(Ironsideet al, 1996). Bis Marz 1996 waren zehn Félle dieser Khnait, die man als
neue Variante der CJD (nvCJD) bezeichnete, bestatiglen, wobei die Falle zunachst
nur in GroRRbritannien auftraten (Wikt al, 1996). Aufgrund des zeitlichen und
geographischen Zusammenhangs schien es daher madgiss die nvCJD kausal mit
der BSE verbunden sein kdnnte und durch den Verzehrerregerhaltigem bovinen
Gewebe, welches in GroRRbritannien wahrend der 88lere in Lebensmittel gelangte,
verursacht wurde (Collinget al, 1995; Ridley & Baker, 1996; Wi#t al, 1996). Durch
Infektionsstudien mit Mausen konnte mittlerweileggt werden, dass das BSE-Agens
bemerkenswert konstante Ubertragungscharakterisiiksichtlich der Inkubationszeit
und des pathologischen Lasionsprofils aufweist,chveldenen der nvCJD gleichen
(Bruce et al, 1997). Es wird daher allgemein angenommen, daS& HBlurch
Ubertragung auf den Menschen die nvCJD verursachlifge et al, 1996; Priola,
1996; Hill et al, 1997; Bruceet al, 1997; Scotet al, 1999). Diese Annahme wurde
durch erfolgreiche Ubertragung von BSE auf Makakastatigt (Lasmezast al,
1996). Generell wird fir BSE eine breite Wirtssfi#i angenommen, da neben der
experimentellen Ubertragbarkeit von BSE auf ScliBfkeret al, 1993; Fosteet al,
1993; Houstoret al, 2000) auch die FSE der Hauskatzen (Leggetil, 1990) und
zahlreiche TSE-Falle bei exotischen Vertretern Feamnilien Bovidae(Horntréager) und
Felidae (Katzen) in britischen Tiergarten in den 80er- @@&r-Jahren auf den Verzehr
von Gewebe BSE-erkrankter Rinder zurtckgefuhrt eereffreyet al, 1992; Bruce
et al, 1994, Sigurdson & Miller, 2003).

Weltweit sind bisher an die 200.000 Félle von BRHEgeatreten, wobei davon allein
rund 180.000 in GroRRbritannien registriert wurd®hwohl schon 1988 ein Verbot fur
die Verfutterung von Tiermehl verhangt wurde, ernée die BSE-Krise erst einige
Jahre spater ihren Hohepunkt. Dass diese Verzogemih der Inkubationszeit von
4,5 Jahren zusammenhing, zeigte sich in den Jataem 1992 (Bradley & Wilesmith,
1993; Andersoret al, 1996). Wahrend am Hohepunkt der Epidemie 1992wedl

noch 37.000 Falle von BSE gemeldet wurden, wareime3ahre 2004 nur noch rund
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850 Falle (Stand Marz 2005; Quelle ,Department Emvironment Food and Rural
Affairs”, UK; www.defra.gov.uk).

Bisher sind in GrolRbritannien rund 150 Menschen ru€JD verstorben (rund
160 Menschen weltweit). Mit 28 Fallen wurde im J2B00 ein Hohepunkt erreicht. Im
Jahre 2004 waren es nur noch neun (Stand Mai 2D0élle: ,Department of Health,
UK; www.dh.gov.uk). Trotz dieser deutlich abnehmemdrendenz ist aufgrund der
Ungewissheit Uber den Einfluss genetischer Fakt@wandie Inkubationszeit sowie
aufgrund weiterer noch ungeklarter Sachverhalte genaue Prognose bezlglich der
weiteren Entwicklung der nvCJD zur Zeit nicht mogli(Pederet al, 2004; Llewelyn

et al, 2004).

1.2. Die Prion-Hypothese

Trotz intensiver Forschungsarbeiten ist die Natws dinfektiosen Agens der
spongiformen Enzephalopathien bis heute in vielspekten noch unverstanden. Lange
Zeit betrachtete man aufgrund der langen Inkubageiten sich sehr langsam
vermehrende Viren als moglichen Erreger (Thorm@r,11 Nathanson, 1980; Diringer
et al, 1988; Diringeret al, 1994), doch konnte keine virale Nukleinsédure gaghesen
werden (Kellingset al, 1993). Tikvah Alper beschrieb im Jahre 1966 eatsndass der
TSE-Erreger selbst mit massiver DNA- und RNA-schédder Bestrahlung nicht
inaktiviert werden kann und zog daraus den Schidass es sich nicht um eine der
bekannten Erregerklassen wie Viren, Bakterien,eRilader Protozoen handeln kénne,
sondern um ein infektioses Agens, das Uber keino@ewverfugt (Alperet al, 1966;
Alper et al, 1967; Alper, 1985).

Dieser Gedanke wurde von Gibbons und Hunter 196treatwickelt, welche erstmals
ein sich vermehrendes Zellmembranprotein als Erregeschlugen (Gibbons & Hunter,
1967). Im selben Jahr stellte Griffith die Hypothesuf, dass ein bloRes Protein im
Sinne einer Autokatalyse repliziert wird und so fiie Ubertragung von TSE
verantwortlich sein konnte (Griffith, 1967).

Dass sich mit diversen nukleinsaureschadigendefahien die Infektiositat des TSE-
Erregers nicht verringern lasst, wohl aber mit $atuzen, die Proteine abbauen oder
deren natirliche Faltung auflésen, wurde im Jah&821von Stanley Prusiner
dargestellt. Er flhrte erstmalig die Bezeichnungg®* (fur ,, proteinaciousinfectious

particle®) ein, um die Eigenart des TSE-Erregersiaierstreichen, im Wesentlichen aus
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einem Protein zu bestehen (Prusiner, 1982). Diensmnassiblen Spongiformen
Enzephalopathien werden daher auch als Prionkréekheezeichnet.

Nach der Prion-Hypothese besteht der TSE-Erregguthachlich aus einer pathogenen,
fehlgefalteten Form eines spezifischen Wirtsprateidem zellularen Prionprotein
(PrP). Diese fehlgefaltete Form ist in der Lage dieldtirelle Umwandlung weiterer
Molektle in einem autokatalytischen Prozess zu tk@mi wodurch sich die pathogene
Form repliziert (Alperet al, 1967; Griffith, 1967; Prusineat al, 1982; Prusiner, 1991).
Das dafur verantwortliche Protein konnte in seipathogenen Form aufgereinigt
werden (Prusiner, 1982; Boltoet al, 1982) und wurde als ,Scrapie“-assoziiertes
Prionprotein  (Pr®) bezeichnet. In Praparationen von ¥®rPlassen sich
elektronenmikroskopisch erkennbare, makromolekulBreteinstrukturen darstellen,
welche als Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) ogaion rods” bezeichnet werden
(Merz et al, 1981; Boltonet al, 1982; Merzet al, 1983). Anreicherungen von SAFs
bzw. ,prion rods” erwiesen sich als hochinfekti®sysineret al, 1983; Diringeret al,
1983), wobei die Anreicherung mit einer Zunahme ldéektiositat korreliert, was als
weiterer Hinweis flr die Richtigkeit der Prion-Hythese gedeutet wurde (Gabizen
al., 1988). Eine Herausforderung fur die Prion-Hypethést dabei der Umstand, dass
Prionkrankheiten nicht nur durch Infektion erworpsandern auch rein erblich bedingt
sein oder spontan entstehen konnen. Die Prion-Hgset geht davon aus, dass
einerseits Mutationen im Gen des PrionproteinsUtievandlung von PfPzu PrB°
begiinstigen und andererseits basierend auf gruidsan, thermodynamischen
Eigenschaften, die Umfaltung des Proteins mit rggn Wahrscheinlichkeit auch

spontan maoglich ist.

1.3. Das zellulare Prionprotein und seine pathogerisoform

1.3.1. Das zellulare Prionprotein

Im Jahre 1984 konnte Stanley Prusiner zusammeimlenit Team von Leroy Hood am
California Institute of Technology in Pasadena Hufnalysen von aufgereinigtem
PrP>° einen Teil der Aminosauresequenz vom N-TerminssRi@onproteins bestimmen
(Prusineret al, 1984). Anhand des genetischen Codes wurden Sddadestruiert, mit

denen das Gen des Prionproteins in Hamsterzelleacf@t al, 1985) und spater auch

in Mausezellen (Chesebet al, 1985; Lochtet al, 1986) nachgewiesen und kloniert
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wurde. Weiterhin zeigte sich, dass das Gen bei lEamsaviausen, Menschen und allen
anderen untersuchten Arten nicht in dem aufgeremgnfektisen Material, sondern
im Genom der Wirtszellen zu finden ist. Mehr nods zeigte sich, dass das
Prionprotein-Gen die meiste Zeit aktiv ist — wasldaget, dass auch im gesunden
Organismus PrP-mRNA und Prionprotein hergestelit (Oeschet al, 1985; Basleet
al., 1986).

Beim Menschen befindet sich das Prionprotein-G&8RNP auf dem kurzen Arm von
Chromosom 20, bei der Mausrop) auf der korrespondierenden Region von
Chromosom 2. Allen bekanntd?Prnp-Genen ist gemeinsam, dass sie am 5-Ende ein
oder zwei sehr kurze Exons besitzen, die durcHagiges Intron (ca. 10 kb) vom 3'-
seitigen Exon getrennt werden. Der offene Leserahf@®&F) ist dabei bei allen bisher
bekannten Prionprotein-Genen innerhalb des 3'-Exmaert, so dass die Moglichkeit
eines alternativen RNA-SpleiRens zur Entstehung RdR°® ausgeschlossen werden
kann (Basleret al, 1986; Westawagt al, 1987; Pucketet al, 1991; Gabriekt al,
1992; Bartzet al, 1994; Westawagt al, 1994a; Westawagt al, 1994b; Leeet al,
1998; Horiuchiet al, 1998).

Bei Saugetieren sind bislang die ORFs Benp-Gene von uber 90 Arten aus allen
bekannten 18 Ordnungen analysiert worden (Scledial, 1995; Wopfneet al, 1999;
van Rheedet al, 2003), wobei phylogenetische Stammbaumanalysgieiead auf der
Sequenz des PrP-ORF keine Abweichungen von dernéaischen Gliederung
ergaben, weshalb aul3ergewdhnliche Ereignisse ifcdaution desPrnp-Gens in den
einzelnen Saugerlinien nicht anzunehmen sind (War@hal, 1999; van Rheedet al,
2003). Auch bei Vogeln (Gabriett al, 1992), Reptilien (Simoniet al, 2000),
Amphibien (Strumbeet al, 2001) und Fischen (Suzuét al, 2002) konnte eifPrnp-
Gen nachgewiesen werden und ist daher mdglicheewers allen Vertebraten
vorhanden.

Bei adulten Organismen wird d&np-Gen in fast allen Geweben exprimiert, wobei
das Expressionsniveau abhangig vom untersuchterel@ewariiert (Mansoret al,
1992; Bendheinet al, 1992). Im ZNS, insbesondere in Neuronen und €liea, ist
das Expressionsniveau mit ungefahr 50 mRNS-Kopieoa Pelle am hochsten
(Kretzschmaret al, 1986a; Moseet al, 1995). Die mRNS deBrnp-Gens ist bereits
wéahrend der frihen Phase der Embryogenese im Gaehrhweisbar (Harrigt al,
1993b), wobei der mMRNS-Gehalt mit fortschreitenBatwicklung zunimmt und auch

im peripheren Nervensystem sowie in nicht-neuranaellpopulationen nachweisbar



ist (Manson et al, 1992). Weiterhin wir das Prionprotein auch in |&el des
Immunsystems exprimiert (Cashmetnal, 1990; Dodelet & Cashman, 1998).

Der ORF de?RNRGens des Menschen codiert fur ein Protein mit 268nosauren.
Bei Maus und Hamster sind es 254 Aminoséauren, waleetDNS de®RNRGens von
infizierten und nicht-infizierten Individuen ideatih sind (Oescht al, 1985; Chesebro
et al, 1985; Basleet al, 1986; Lochtt al, 1986; Kretzschmaat al, 1986b).

Das humane zellulare Prionprotein, wie auch dasnBrotein aller bisher untersuchten
Saugetiere, ist ein extrazellulares  Glykoprotein, elclwes mit  einer
Glykosylphosphatidyl-Einheit (GPI-Anker) auf der lloberflache verankert ist und
experimentell mittels Phospholipasen (z.B. PIPL@groProteasen (z.B. Trypsin) von
der Membran entfernt werden kann (Cauglatyal, 1988; Caugheyet al, 1989;
Borcheltet al, 1990; Caughey & Raymond, 1991; Shwial, 1993). Wie viele andere
Oberflachenproteine wird PrP zuerst in das rauh@oplasmatische Retikulum (ER)
synthetisiert, wobei die dazu nétige N-terminalgrn@isequenz von 22 Aminosauren
vom primaren Translationsprodukt abgespalten wiveéitere 23 Aminosauren werden
im Zuge der Reifung vom C-Terminus abgetrennt, une dindung der
Glykosylphosphatidyl-Einheit an das Serin 231 flie dMMembranverankerung zu
ermoglichen (Stahét al, 1987). Im ER werden an die Asparagin-Reste 181 18v
des Proteins noch zwei Mannose-haltige Polysaabhaangehéngt, welche auf dem
Weg zur Zelloberflache beim Durchlaufen des GolgpArates in komplexe, hybride
Zuckerstrukturen ~ umgewandelt  werden.Aufgrund  einer  unvollstadndigen
Glykosylierung wahrend der PrP-Genese kommt esmedbe zweifach-glykosylierten
auch zur Bildung einer einfach- und einer unglykiesien Form (Boltoret al, 1985;
Haraguchiet al, 1989; Endoet al, 1989). Die drei verschiedenen Glykoformen des
Prionproteins umspannen ein Molekulargewicht von 28-35 kDa, wobei die
glykosylierten Formen Uber 50 verschiedene Zuckénadten (Rudcet al, 1999; Rudd
et al, 2001). Die Ausbildung einer Disulfid-Briicke zwman den Cysteinen 179 und
214 (Turket al, 1988; Haraguchet al, 1989) tragt wesentlich zur Stabilisierung der
dreidimensionalen Struktur bei (Mehlhaghal, 1996).

Die Prionproteine der Séaugetiere sind aul3eroraéntitark konserviert. Bei einem
paarweisen Vergleich der Aminosduresequenz ist en Begel mehr als 90 %
Sequenzidentitat zu verzeichnen (Schétal, 1995), weshalb fir die Prionproteine der
Sauger eine identische globulare Proteinstruktud damit einhergehend auch eine

gemeinsame Funktion angenommen werden kdmm. Hinblick auf die Prion-



Hypothese, nach welcher die strukturelle Umwandldag Prionproteins eine zentrale
Rolle in der Pathogenese einnimmt, ist die Bestimgnaer drei-dimensionalen Struktur
der beiden PrP-Formen von besonderem Interessespeldroskopischen Messungen
ist seit 1993 bekannt, dass sich Prhd PrP° hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur
wesentlich unterscheiden. Wahrend bei *PrBin groRBer Teil des Proteins aus
b-Faltblattern besteht, bildet bei PrPdie a-Helix das Hauptelement der
Sekundarstruktur (Caughey al, 1991; Paret al, 1993).

Da sich die Gewinnung der fir eine rontgenkristaphische Strukturermittlung
essentiellen hochreinen Einkristalle des zelluld?eonproteins als schwierig erwiesen
hat, wurden die meisten Strukturdaten durch die neagche Kern-
resonanzspektroskopie (NMR, ,nuclear magnetic rasoe*) an l6slichen Proteinen
gewonnen. Als entscheidend fur die dafur notige @euwng groRer Mengen an
l6slichem Prionprotein erwies sich die Produktioonwekombinantem Prionprotein
(rPrP) durch das Bakteriurkscherichia coli wobei die Prionproteine irE. coli
unglykosyliert und ohne GPI-Anker synthetisiert dem (Mehlhornet al, 1996). In
unabhangigen Aufreinigungsansatzen, bei denen saiterdie gesamte Sequenz des
reifen Prionproteins (PrP23-231) aus den Einschktirperchen rekonstituiert
(Hornemanret al, 1997), andererseits die C-terminale Halfte (PiP221) durch das
Anhangen einer Signalsequenz in loslicher Form @em® periplasmatischen Raum
isoliert wurde (Hornemann & Glockshuber, 1996), ki@m NMR-taugliche Préparate
hergestellt werden.

Seitdem sind die NMR-Strukturen von rekombinantenoriprotein verschiedener
Spezies bestimmt worden, wobei sich im Einklang mé&m hohen Grad an
Sequenzidentitat eine gemeinsame Faltungsstrukigrez(Rieket al, 1996; Rieket al,
1997; Donneet al, 1997; Jamest al, 1997; Rieket al, 1998; Liuet al, 1999; Calzolai
et al, 2000; Lopez Garciat al, 2000; Zahnet al, 2000; Calzolai & Zahn, 2003;
Hornemanret al, 2004; Gosseret al, 2005; Calzolaet al, 2005; Lyseket al, 2005),
welche der aus der NMR-Anaylse gewonnenen Stukamr gereinigtem PP aus
gesundem Kalberhirn entspricht (Hornemagtnal, 2004). Obwohl speziesbedingte
Konformationsunterschiede zu finden sind, ist diril8ur von Prl allgemein durch
einen flexiblen N-Terminus und einem globularenuldurierten C-terminalen Teil
gekennzeichnet. Der strukturierte Teil bestehtdresa-Helices und zwei kurzen anti-

paralell verlaufendeh-Faltblattern. Beim humanen PrBmspannen die drai-Helices



die Aminosauren 144-154, 173-194 and 200-228 une ldFaltblattanteile die
Aminosauren 128-131 and 161-164 (Zaral, 2000). Der N-Terminus, welcher in der
NMR-Analyse flexibel und ungeordnet erscheint, dsitch einen Bereich mit einem
hohen Glycin- und Prolin-Anteil gekennzeichnet, ober die Grundlage fir die
strukturelle Flexibilitdt bildet. Glycin und Prolisind zusammen mit Glutamin-,
Tryptophan- und Histidin-Resten in einem wiederkelden Oktapeptid-Motiv
(PHGGGWGQ) angeordnet. Die Anzahl der Motiv-Wieaduingen kann abhangig von
der betrachteten Spezies zwischen zwei und siebeaden (van Rheedx al, 2003),
wobei auch familiare Falle der Creutzfeldt-Jakolauitheit beschrieben sind, bei denen
die Insertion von Oktapeptid-Motiven die Krankhersache darstellt (Oweat al,
1990; Goldfarbet al, 1991; Capellaret al, 1997). Die Oktapeptid-Region von BrP
bindet Kupfer mit hoher Affinitdt (Hornshaet al, 1995; Brownret al, 1997a; Vileset
al., 1999). Die Kupfer-Bindung ist kooperativ und bekvieine Konformationsénderung
des flexiblen Bereichs (Morantet al, 2004). Im Wesentlichen wird die Kupfer-
Assoziation durch die Histidin-Reste der Oktapegtagion vermittelt, wobei eventuell
auch die Histidine der Codons 96 und 111 an derfét®indung beteiligt sind
(Aronoff-Spenceet al, 2000; Burnst al, 2002; Burnt al, 2003).

Trotz zahlreicher Versuchsansatze ist die physistbg Funktion des PfPbislang
nicht geklart. Obwohl PfPwahrend der Embryogenese differentiell exprimigird
und in adulten Individuen in vielen Geweben, insibelere im ZNS, zu finden ist
(Kretzschmaeet al, 1986a; Cashmaet al, 1990; Mansort al, 1992; Bendheinet al,
1992; Harriset al, 1993b; Moseret al, 1995; Dodelet & Cashman, 1998), zeigten
verschiedene transgene Mauslinien mit einem inekten Prnp-Gen (sogenannte PrP-
Jknock-out- oder PrB%Mause) eine normale Entwicklung ohne auffallige
Verhaltensstorungen (Buelet al, 1992; Mansoret al, 1994). Alternde Mause wiesen
eine Demyelinisierung im peripheren Nervensystemy @it welcher allerdings keine
klinischen Symptome einhergingen (Nishiga al, 1999). In vertiefenden Studien
konnten bei P#P-Mausen Veranderungen in der Reizweiterleitung Mamvenzellen
(Collingeet al, 1994; Whittingtoret al, 1995; Collinget al, 1996; Hermt al, 2001)
und dem zirkadianen Aktivitats- und Schlafrhythn(lisbleret al, 1996; Tobleret al,
1997)gemessen werden

Bei einer weiteren Pf8-Mauslinie konnte eine sehr stark ausgepragte Atarid der

Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn festgedtelerden (Sakaguctlet al, 1996).



Dieser charakteristische Phanotyp wurde jedoclpitesen Analysen auf die ,knock-
out“-Strategie zurtckgefiihrt, durch welche das ralemveise nicht im Gehirn
exprimierte PrP-Homolog Doppel (Dpl) unter die Kuatie des Prnp-Promotors
gelangte (Mooreet al, 1999). Dpl ist ein N-glykosyliertes, GPI-verankés Protein
(Silverman et al, 2000), welches aufgrund der 25 %-igen Sequentitdereine
ahnliche globulare Domane wie PrBufweist (Luet al, 2000; Moet al, 2001) und in
adulten Mausen in vielen Geweben, nicht jedoch iehitd (Mooreet al, 1999)
exprimiert wird. Der auffallige Phéanotyp dieser Mbanie wurde daher nicht auf die
Abwesenheit von PfP sondern auf das verdnderte Dpl-Expressionsmuster
zuruckgefuhrt.

Die Fahigkeit des Prionproteins zur Kupferbindurigrojvn et al, 1997a), die
Lokalisation von PrPin der prasynaptischen Membran (Heretsal, 1999) sowie die
Stimulation der PrREndozytose durch Zugabe von Kupfer in das Kultufine
neuronaler Zellen (Pauly & Harris, 1998) deuten aufe Rolle in der Kupfer-
Homdoostase an der Synapse hin (Kretzschehat, 2000). Weiterhin zeigen kultivierte
neuronale Zellen von PY¥:Mausen eine erhohte Sensitivitat gegeniiber oxielati
Stress, was mit einer verringerten Superoxid-DisseHAktivitat assoziiert zu sein
scheint (Brownet al, 1997b; Brown & Besinger, 1998). Im Skelett- undrimuskel
sowie in der Leber von PM:Mausen lasst sich eine gesteigerte Oxidation von
Proteinen und Lipiden nachweisen (Klagttal, 2001), weshalb PfPauch im Hinblick
einer moglichen anti-oxidativen Wirkung diskutieutd.

Mittlerweile konnte eine Reihe mdglicher Interakispartner von PfPidentifiziert
werden (Gauczynsket al, 2001a; Lasmezas, 2003). Dazu zahlt unter andelem
Laminin-Rezeptor (LR) bzw. dessen Vorstufe (LRPamjinin receptor precursor)
(Riegeret al, 1997; Gauczynslat al, 2001b) und Heparansulfat, einem Bestandteil der
in der extrazellularen Matrix vorkommenden Glykosamglykane (Gabizoret al,
1993; Caughewt al, 1994; Paret al, 2002). Des Weiteren konnte die Interaktion von
PrP und Laminin gezeigt werden, welche in primaren fdean das Auswachsen von
neuronalen Fortsatzen stimulieren kann (Graeteal, 2000a; Graneet al, 2000b).
Zusammen mit der Lokalisation von PBrRwf der Zelloberfliche deuten diese
Ergebnisse auf eine Rolle des Prionproteins fur Zzk#adhasion, Zellmigration und
Differenzierung hin.

Neu synthetisiertes PrRjelangt vom Beginn der Synthese in weniger als Suenden

an die Oberflache der Zelle, wo es Uber den GPleAmiauptsachlich in Cholesterol-
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reichen Membran-Domanen, sogenannten ,lipid raftsfcero & Robbins, 2004), zu
finden ist (Veyet al, 1996). Mit einer Halbwertszeit von fiinf Stundeind\PrP* jedoch
relativ schnell wieder durch Endozytose uUber diglosomalen und lysosomalen
Kompartimente der Zelle abgebaut (Borcledlial, 1990). Ein Teil der synthetisierten
PrP°-Molekiile unterliegt dabei einer definierten prégtischen Spaltung (Paet al,
1992; Harriset al, 1993a; Jimenez-Huew al, 1998). Die Spaltstelle konnte durch
N-terminale Sequenzierung des C-terminalen Spaltpdes auf die Aminosauren
110-112 eingegrenzt werden (Chet al, 1995). Uber den zellularen Ort dieser
Spaltung sowie der involvierten Protease gibt edogh noch keine gesicherten
Erkenntnisse. Neben ADAM10 und TACE (Vincegtt al, 2001) wird auch Plasmin
(Prauset al, 2003) als mdgliche Protease diskutiert. Veroffeimingen tber eine
erhohte Kupfer-abhangige Spaltung bei oxidativenesSt (McMahoret al, 2001) und
der Aktivierung von Plasminogen durch das Plasnenegierte N-terminale
Spaltprodukt von rPrP (Praw al, 2003) deuten darauf hin, dass der Spaltung des
zellularen Prionproteins eine physiologische Bedegitzukommt und nicht nur einen
Teil des grundsétzlichen PHRatabolismus darstellt.

1.3.2. Die pathogene Isoform des Prionproteins

Im Gegensatz zur physiologischen Form des Prioaret(Pri), welches in gesunden
Individuen in fast allen Geweben exprimiert wird givsonet al, 1992; Bendheinet
al., 1992), ist die Scrapie-assoziierte Isoform f®rRauptsachlich im Gehirn und in
bestimmten lymphoretikularen Geweben, wie z.B.M#z, nachweisbar. Im geringeren
MaR konnte Pr¥ jedoch auch im Skelettmuskel von transgenen Ma(Besqueet al,
2002) und Hamstern (Thomzeg al, 2003) nachgewiesen werden. Bei Hamstern war
dies nach oraler Infektion und schon vor dem Emeseklinischer Symptome maoglich
(Thomziget al, 2004a). Bei Schafen und Ziegen konnte>PirPgeringen Mengen auch
im Amnion (Pattisoret al, 1972; Pattisoret al, 1974), in der Amnionflissigkeit und
der Plazenta detektiert werden. Das Auftreten dathqgenen Isoform in diesen
Geweben wird als Hauptursache fiir die vertikale todzontale Ubertragung von
Scrapie innerhalb dieser Spezies gesehen (Brotimeestal, 1968; Dickinsonet al,
1974). AulRer fur die chronisch zehrende KrankhertHirschartigen (CWD) (Miller &
Williams, 2003) konnten vertikale und horizontalebdtragungen bei anderen

Saugetieren nicht beobachtet werden.

11



Beide PrP-Formen, PfPund PrP° weisen die gleiche, vorRrnp-Gen des Wirtes
codierte Aminosaurenabfolge auf (Oeseh al, 1985; Basleret al, 1986), worin
vermutlich der Grund liegt, weshalb der Erregerhhicnmunogen wirkt und daher
wahrend des Krankheitsverlaufs weder eine entzcimellnoch eine immunologische
Reaktion zu beobachten ist.

Auch Unterschiede aufgrund von posttranslationellehemischen Modifikationen
konnten zwischen den beiden Isoformen nicht feséfjesverden (Stahkt al, 1993).
Die Aminosauresequenz, der GPI-Anker und die Glykesingen werden daher bei
beiden Formen als identisch angenommen, wobei disaimensetzung der
Zuckerketten an Asn181 und Asn197 eine gewisserbiggaitat ausweist, weshalb eine
vergleichende Analyse nur innerhalb dieser Van@iimoglich ist (Haraguchet al,
1989; Endeet al, 1989; Stahét al, 1993; Stimsort al, 1999; Rudcet al, 1999).
Keh-Ming Pan konnte im Jahre 1993 durch StruktUuyaea mittels Fourier-
Transformations-Infrarot-Spektroskopie zeigen, dader relevante Unterschied
zwischen PrP und PrB¢in der Proteinkonformation begriindet ist (Reiral, 1993).
PrP>® ist im Gegensatz zu PrPwelches zu 40 % awsHelices besteht und einen sehr
geringen Anteil arb-Faltblattern aufweist, durch einen 50 %-igen Anta b-Falt-
blattern und einem 20 %-igen Anteil arHelices charakterisiert (Caugheyal, 1991;
Panet al, 1993; Safaet al, 1993a).

PrP>° bildet unlésliche Aggregate, welche in unterschidéen Ablagerungsmustern in
immunhistochemischen Analysen des Gehirns zu bétdacsind (Bendheinet al,
1984; Kitamotoet al, 1986). Aufreinigungen von PtPsind hochinfektiés (Prusinet
al., 1983; Diringer et al, 1983; Gabizonet al, 1988) und lassen sich im
Elektronenmikroskop als geordnete Proteinaggregstgenannte Scrapie-assoziierte
Fibrillen (SAF) oder ,prion rods” darstellen (Meet al, 1981; Prusineet al, 1982;
Bolton et al, 1982; Prusineret al, 1983). Die Existenz von Nukleinsduren in
angereicherten PPRPraparationen konnte fiir Molekiile mit einer GréBe tiber 80 nt
pro Infektionseinheit ausgeschlossen werden (Meyait, 1991; Kellingset al, 1992;
Kellingset al, 1993; Riesneet al, 1993).

Die strukturellen Unterschiede von Bfim Vergleich zu PrPbedingen eine Reihe von
biochemischen Besonderheiten. Dazu zahlt die unigekeiie Resistenz gegenlber der
Inaktivierung durch Chemikalien (Prusineet al, 1993), gegeniber einer
Hitzedenaturierung (Safaet al, 1993b)und gegenuber dem Abbau durch Proteasen
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(McKinley et al, 1983). Selbst eine Behandlung mit der proteatiitisesonders aktiven
Proteinase K (PK) bewirkt nur einen partiellen Abbd&in Umstand, der fur die
differentielle Detektion von PfPund PrP° verwendet werden kann. Durch die
Einwirkung der PK wird ein etwa 68 Aminosduren ussiandes N-terminales Segment
von PrP° abgespalten, wodurch ein verdndertes Migratiomsen bei der
gelelektrophoretischen Auftrennung hervorgerufemdwiPr® hingegen wird unter
denselben Bedingungen durch die PK innerhalb kufedrabgebaut (McKinlegt al,
1983; Barryet al, 1986). Da PK-verdautes PfAnfektidsitat aufweist (McKinleyet
al., 1983) und transgene Mause, die ein aquivalemkivetes Prionprotein exprimieren,
mit PK-behandeltem PrPinfiziert werden kénnen und die Krankheit von eiegieren
weiter Ubertragbar ist, kann davon ausgegangenengrdass die volle Lange des
Prionproteins fir den Replikationszyklus von ®riicht zwingend benétigt wird
(Fischeret al, 1996).

Aufgrund der Eigenschaft von PfRinlésliche Aggregate zu bilden, konnten klassische
Techniken zur Strukturanalyse, wie NMR oder Ronbgergung, bei der pathogenen
Isoform des Prionproteins nicht angewendet wer@stematische Studien mit dem
Ziel PrP* in Lésung zu bringen, wurden tiberwiegend mit Gdiaiim-Hydrochlorid
(GndHCI) (Prusineret al, 1993; Kocisko et al, 1994) sowie Sarkosyl und
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Riesnet al, 1996) durchgefihrt, wobei die Auflésung
der PrP%Aggregate in der Regel mit einer Reduktion ded altblattgehaltes
einherging. Die Reduktion des-Faltblattgehaltes von PtPfiihrt jedoch zu einer
Verringerung der Infektiositat, woraus die Schloggirung gezogen werden kann, dass
die Konversion vora-Helix zu b-Faltblatt das fundamentale Ereignis in der SRrP
Bildung als auch in der Replikation der Prion-Irtfékitat darstellt (Gasset al, 1993;
Riesneret al, 1996).

Ein alteres Tertiarstrukturmodell von BfPwelches basierend auf einer R$truktur
mit vier a-Helices computergesttitzt entworfen wurde (Huangl, 1994; Huangpt al,
1995), konnte mittlerweile durch ein neueres Modaietzt werden, welches auf
elektronenmikroskopischen Analysen von Hintergrégdsingen (,negative staining®)
gereinigter und PK-verdauter PffPraparationen basiert (Willet al, 2002). Dieses
neue Strukturmodell legt eine parallele links-gedeme b-Helix als strukturelles
Kernmotiv der missgefalteten Form des Prionproteungrunde (Willeet al, 2002). In

weiterfihrenden Analysen mit einer verbessertenldSuhg zeigte sich, dass Modelle
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aus Ubereinandergestapelten Schichten von in Teimangeordneten P¥FMolekiilen
mit linksgewundenerb-Helices die beste Anpassung an die gewonnenerdd&édd
darstellten (Govaertst al, 2004). Auch in computergestitzten ,molecular agits"-
Simulationen hat sich die parallele linksgewundebeHelix als ein stabiles
Strukturmodell fur die pathogenen Isoform des Hifoteins erwiesen (Stor&t al,
2005). Da bei einer Reihe weiterer neurodegenematirkrankungen, wie z.B. beim
Morbus Alzheimer und Chorea Huntington, dieHelix als zentrales Strukturelement
der pathogenen Proteinablagerungen diskutiert wki@hnte die Ausbildung von
b-helicalen Strukturen bei der Amyloidbildung einugdlegendes Prinzip darstellen
(Sundeet al, 1997; Perutet al, 2002; Storlet al, 2005).

1.4. Speziesbarriere und Erregerstamme

1.4.1. Speziesbarriere

Angesichts der BSE-Epidemie in den 80er-Jahrendeamd damit verbunden Auftreten

der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankhisit die Erforschung der

Ubertragung von TSE-Erregern uber die Artengrenbémveg von besonderem

Interesse.

Wie auch bei konventionellen Krankheitserregernbist der Ubertragung von TSE-

Erregern von einer Tierart auf eine andere oftneise deutliche Speziesbarriere
erkennbar. Diese erstmalig von Pattison in den -88bBren gemachte Beobachtung
(Pattison & Millson, 1960; Pattison, 1966) ist iardRegel durch verlangerte, starker
variierende Inkubationszeiten und einer verringezahl an erfolgreich infizierten

Individuen bei der Erstibertragung gekennzeichwatd das infektiose Agens in der

Empfangerart weiter passagiert, reduziert sich ¢uch die Inkubationszeit auf ein

konstantes Niveau, wobei das Ausmal der Inkuba@tverkirzung ein Mal3 fir die

Hohe der Speziesbarriere darstellt. Weiterhin I&gdt die Hohe der Speziesbarriere
auch durch vergleichende E@Titrations-Analysen ermitteln. Dabei werden
verschiedene Verdinnungen des infektiosen AgemieimSpenderorganismus und die
neue Empfangerart inokuliert und die Verdinnungerghchen, bei denen 50 % der

Tiere erkranken.
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Zeigen sich nach der Erstinfektion wahrend der niiatien Lebensdauer einer Spezies
keine klinischen Symptome, wird die entsprechendepf@ngerart als ,resistent"
gegeniber der untersuchten TSE-Form erachtet.t®eispielsweise der BSE-Erreger
vom Rind zwar auf die Maus, nicht aber auf den Hamgbertragbar (Dawsaoet al,
1991; Priola, 1999; Thomzigt al, 2004b). Allerdings konnte unter anderem bei der
Infektion von Mausen mit Hamster-Prionen die Akkuation von PrB° ohne die
Ausbildung von klinischen Symptomen nachgewieserdere (Hill et al, 2000). Das
Auftreten solcher subklinischer Infektionen rufrgge im Hinblick auf die Verbreitung
humaner Prionen epidemiologische Bedenken henitir&HCollinge, 2003).

Durch die experimentelle Infektion von transgenedustn wurde gezeigt, dass die
Hohe der Speziesbarriere wesentlich von der Ahkdithder Aminosaurensequenz des
Prionproteins der Empfangerspezies und der Seqdeszerwendeten Prionstammes,
also von der Sequenzhomologie zwischen dem eiretohen Pr# und dem PrP der
infizierten Spezies, beeinflusst wird (Scettal, 1989; Prusineet al, 1990; Scotet al,
1993). Sind die Prionproteine sehr unterschiedheie, z.B. zwischen dem Syrischen
Goldhamster und der Maus, ist die Speziesbarriglagiv stark ausgepragt. Wildtyp-
Méause lassen sich nur schwer mit Hamster-PrionenHamster nur schwer mit Maus-
Prionen infizieren. Im Gegensatz zu Wildtyp-Mauserd jedoch transgene Mause, die
anstelle de®rnp-Gens der Maus das Gen des Syrischen Goldhamsgaimesren, mit
PrP° von Hamstern infizierbar (Weissmaret al, 1994). Wenn transgene Mause
sowohl Hamster-PfPals auch ihr eigenes Ptierstellen, lassen sie sich sowohl mit
PrP*® vom Hamster als auch mit PfRvon der Maus infizieren, wobei das Préer
Maus dabei bevorzugt vom Maus-BfRind das PrP vom Hamster bevorzugt von
Hamster-Prf* in die pathogene Isoform uberfiihrt wird (Prusieeal, 1990).

Dass die Speziesbarriere jedoch ausschlieBlich wier Homologie der
Aminosauresequenzen von PrRind PrP° bestimmt wird, wurde durch eine
Beobachtung an transgenen Mausen in Frage gesteliche sowohl das endogene
Maus-Prionprotein als auch das humane Prionpretginimieren (Tellinget al, 1994).
Trotz einer Uberexpression des humanen Prionpstegigten sich die Mause zum
groRten Teil resistent gegentiber einer Infektiontmimanem Pr® aus CJD- und GSS-
Patienten. Erst durch die Einfihrung eines Chimdmamsgens anstelle des humanen
Prionprotein-Gens, welches im zentralen Teil aus ldemanen und an den beiden
Enden aus der murinen PrP-Sequenz bestand, wwedenthfanglichkeit der Mause fur

humane Prionen deutlich erhoht. Durch weiterfiheerddfektionsstudien wurde
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weiterhin gezeigt, dass zwar transgene Mause, welthis humane Prionprotein
exprimieren, jedoch nicht Uber ein endogenes Maigiprotein verfigen, gegenuber
humanen Prionen empfindlich sind, sich jedoch gans Mause, welche das chimére
Prionprotein exprimieren, am empfindlichsten gedpamieiner Infektion mit humanen
Prionen zeigten (Tellingt al, 1995).

Aus diesen Ergebnissen wurde fiir die Umfaltung Ro# zu Pri¢ die Notwendigkeit
eines zusatzlichen Wirtsfaktors (,Protein X*) pds&tt (Telling et al, 1995; Kanekeet

al., 1997). Es wird vermutet, dass es sich beim ,f1gt& um ein Chaperon handelt,
welches den Umfaltungsprozess unterstitzt, wofie &iteraktion mit dem C-Terminus
des PrP notwendig ist (Tellinget al, 1994; Tellinget al, 1995). Aufgrund der héheren
Bindungsaffinitat des murinen ,Protein X“ zum Prder Maus steht in transgenen
Mé&usen die sowohl humanes als auch murine§ BxPrimieren ,Protein X* fiir die
Umfaltung des humanen PrRur unzureichend zur Verfiigung, wodurch die Eéfi
der Umwandlung des humanen PiR PrP° verringert wird (Tellinget al, 1995). Als
potentielle Bindungstelle fir das ,Protein X* wurden Kartierungsexperimenten die
Aminosauren 168, 172, 215 und 219 postuliert (Kanetkal, 1997; Zulianellcet al,
2000), welche im dreidimensionalen NMR-Modell engnéchbart sind und ein
Bindungsepitop darstellen kbnnten (Satal, 1997).

Da sich jedoch in einer parallelen Studie transgdéese, welche auch humanes und
murines PrP exprimieren, als empfindlich gegeniiber humaneorfen erwiesen haben
(Collinge et al, 1995), ist die Existenz und Bedeutung des bisiart identifizierten
.Protein X* fur den Umfaltungsprozess umstrittenintl kommt, dass die beobachtete
Verlangerung der Inkubationszeit bei transgenenddaudie neben dem Transgen noch
das endogene Prionprotein-Gen exprimieren, nicht awrch den Einfluss eines
zusatzlichen Wirtsfaktors erklarbar ist, sonderrchawdurch die Blockierung der
wachsenden Enden der aus humaneniBréstehenden Amyloide durch das endogene

Maus-PrP hervorgerufen werden kann (Masel & Jansen, 2000).
1.4.2. Erregerstamme

Die Prion-Hypothese proklamiert eine ganzlich newefirderte Klasse von
Infektionserregern, deren Hauptbestandteil die qugghe Isoform des Prionproteins
darstellt. Obwohl diese Hypothese durch die ertatdre Erzeugung von Infektiositit
vitro (Legnhameet al, 2004; Castillaet al, 2005) erneut gefestigt wurde, bleibt die
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Existenz unterschiedlicher Erregerstamme und ddmitFrage, wie ein und dasselbe
Protein im gleichen Wirt verschiedene Krankheitsgiome hervorrufen kann, eine
Herausforderung fur die Prionforschung.

Bereits Anfang der 60er-Jahre demonstrierten Pattisxd Millson, dass die Infektion
von Ziegen mit Schaf-Scrapie deutlich unterschatai Symptome hervorrufen kann
(Pattison & Millson, 1960; Pattison & Millson, 1961Ein Teil der inokulierten Tiere
zeigte eine schlafrige Symptomatik (,drowsy“-Synajowohingegen der andere Teill
eine sich durch verstarktes Kratzen auszeichneneihalfensstérung (,scratching“-
Syndrom) aufwies. Da sich die unterschiedlichen @pmatiken auch bei erneuter
Passagierung zeigten, schloss man auf die Existemz zwei verschiedenen
Erregerstammen (Pattison, 1966). Eine deutlichraokeidbare klinische Symptomatik
verursachen auch zwei aus Nerzen isolierte TME-Bimach Ubertagung auf
Hamster (Bessen & Marsh, 1992a; Bessen & Marsh2id;9Bessen & Marsh, 1994).
Wahrend ein Stamm zu einer Ubererregung und zééebelAtaxie fuhrt (HY, Hyper),
zeichnet sich der andere Stamm (DY, Drowsy) duretihérgie und Ataxie aus.
Erregerstdimme unterscheiden sich nicht nur in it8gmptomatik, sondern auch
hinsichtlich der histopathologischen Lasionsprofile Gehirn, der PK-Resistenz des
PrP°, des Glykosylierungsmusters der pathogenen PifBrteound der Resistenz
gegeniber physikalischen und chemischen Inaktingsverfahren (Dickinson &
Meikle, 1971; Kimberliret al, 1983; Carpet al, 1984; Kimberlinet al, 1986; Bruce &
Dickinson, 1987; Kimberliret al, 1989; Kitamotcet al, 1990; Bruce & Fraser, 1991;
DeArmond et al, 1993). Dass dabei Erregerstamm und Spezieslarrier
zusammenhangende Phanomene darstellen, zeigt wiesahiedliche Ubertragbarkeit
von verschiedenen Erregerstdammen auf ein und dmrselVirt. So lassen sich
unterschiedliche Erregerstamme der Maus mit zuml ®ehr unterschiedlichen
Inkubationszeiten auf Syrische Goldhamster Ubestra@<imberlinet al, 1989) und
auch fir verschiedene Erregerstamme vom Hamstent&onbei der Infektion von
transgenen Mausen unterschiedliche Speziesbari@pachtet werden (Peredzal,
2002).

Unterschiedliche Eigenschaften von Erregerstimnaseeh sich auch bei den TSE-
Erkrankungen des Menschen finden. Durch Infektiam \genetisch identischen,
transgenen Mausen mit verschiedenen humanen Prionede gezeigt, dass sich
verschiedene humane Erregerstamme auch nach Rassagiin der Maus

unterscheiden lassen (Tellingt al, 1996). Eine besondere Bedeutung hat die
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Unterscheidbarkeit humaner Erregerstamme in der -@idQnostik. Durch einen
Vergleich des Molekulargewichtes von PfRach PK-Verdau sowie des quantitativen
Verhaltnisses der unglykosylierten, einfach- uncitach-glykosylierten Prionproteine
zueinander, wurde mittels Western Blot-Analysere digpisierung verschiedener CJD-
Formen moglich (Parchet al, 1996; Parchiet al, 1997; Parchiet al, 1999). Des
Weiteren liel3 sich durch die vergleichende Typisigr von TSE-Erregern der
Zusammenhang zwischen BSE und nvCJD herstellerdii@elet al, 1996; Bruceet
al., 1997).

Da ausgehend von der Prion-Hypothese keine Nuldenesflr die verschiedenen
Stammeigenschaften kodieren kann, wird angenomrdass die unterschiedlichen
Erregerstamme Konformationsisomere darstellen @e&sMarsh, 1994; Besset al,
1995). Dies konnte anhand eines konformationsabgénglmmunoassays fur acht
Prion-Stamme gezeigt werden (Sadaal, 1998). Nach diesem Erklarungsmodell ist es
denkbar, dass ein spezifischer PrRonformationstyp auBerst wirksam Brih die
pathogene Isoform Uberfihren kann und damit zu reibesonders kurzen
Inkubationszeit fuhrt, wohingegen die Konversion rallu einen anderen
Konformationstyp weniger effizient erfolgt und dahenit einer verlangerten
Inkubationszeit assoziiert ist. Ahnlich kénntensatiedene Pri:Konformationstypen
bevorzugt jeweils andere Hirnregionen befallen, wol sich unterschiedliche

Lasionsprofile und Symptome erkéren liel3en.
1.5. Interaktion, Umfaltung und die Rolle der Primé&sequenz

Neben der Ubereinstimmung in der Aminosaurenabfetye Pre® und PrB° ist auch

die Konformation des Pr® also die strukturelle Eigenschaft des Erregenstas) eine
wichtige Determinante fiir die Hohe der Speziesbearibei der Ubertragung von
Prionen zwischen verschiedenen Arten (Sefal, 1998). Die Umfaltung von Pfzu
PrP° erfordert vermutlich eine direkte Wechselwirkungvischen den beiden
Isoformen, wobei der zellulare Ort dieser Interaktbislang noch nicht zweifelsfrei
identifiziert wurde. Es konnte jedoch gezeigt werdaelass die Umfaltung erst
stattfindet, nachdem PrPdie Plasmamembran erreicht hat (Caughey & Raymond,
1991; Borchelet al, 1992; Taraboulost al, 1992), wobei die Glykosylierung fir die
Umfaltung nicht erforderlich ist (Tarabouloset al, 1990a). Durch

elektronenmikroskopische Studien an Neuroblastolieszaind Hirngewebe konnte
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weiterhin die Akkumulation von PPPin den ,spaten* Endosomen und Lysosomen
nachgewiesen werden (McKinleat al, 1991; Arnoldet al, 1995). Unterstitzt durch
die Ergebnisse aus Arbeiten mit Inhibitoren versdaner Zellkompartimente konnte
der Ort der Pr¥-Bildung auf die Zelloberflache bzw. auf frilhe“nBiosomen
eingegrenzt werden (Taraboulesal, 1990b; Caughey & Raymond, 1991; Taraboulos
et al, 1992). Eine Absenkung des Cholesterol-SpiegelZdhkulturen inhibiert die
Umfaltung von PrP in die pathogene Isoform (Taraboulesal, 1995). Deshalb ist
anzunehmen, dass die P#Bildung im Wesentlichen an der Zellmembran stadk,
da Prf® auf der Zelloberflache in Cholesterol-reichen MeambDomanen zu finden ist
(Vey et al, 1996), welche durch die Verringerung des Chotebtepiegels zerstort
werden und dadurch das fur die Umfaltung noétigectigonische Millieu verloren zu
gehen scheint (Taraboulesal, 1995).

Der Umfaltungprozess von Ptih die Protease-resistente Isoform kann auRerhesb d
Organismus oder einer Zelle in sogenanitevitro Konversionsreaktionen nachgestellt
werden, wodurch sich die Umfaltung und Amyloidbitddu unter kontrollierten
Bedingungen untersuchen lasst (Kocigtal, 1994; Poset al, 1998; Vorberget al,
1999; Saboricet al, 1999; Saboricet al, 2001; Baskakowet al, 2002; Kirbyet al,
2003; Lucasseret al, 2003). Byron Caughey und seine Kollegen versurcliies,
indem sie radioaktiv markiertes PrBus Zellkulturen zusammen mit gereinigtemrP
aus infizierten Hirnen inkubierten (Kociskat al, 1994). Tatsachlich konnte durch
dieses Verfahren die Umwandlung des radioaktiv iesn Pr® in eine PK-resistente
Isoform (PrPres) erreicht und anhand der Konvesstiizienz die Rolle der
Aminosauresequenz fur die untersuchten Speziesbamrbeurteilt werden (Kocisket
al., 1995; Raymoncet al, 1997). Obwohl bei diesenn vitro Konversionreaktionen
auch Erregerstamm-Spezifitaten nachvollziehbar wéBesseret al, 1995; Mulcahy
& Bessen, 2004), konnte bisher fiur das generiertBrd3 keine Infektiositat
nachgewiesen werden (Hdt al, 1999).

Mit einem anderen Konversionsverfahren ausgehendaufgereinigtem Pr® dessen
b-Faltblattstruktur durch Aufkochen in 0,2 % Natridodecylsulfat (SDS) aufgeldst
wurde, konnte durch einfaches Herausverdinnen @5 @e Aggregatbildung mit
partieller PK-Resistenm vitro wieder induziert werden (Riesnet al, 1996; Poset
al., 1998). Durch dieses Verfahren konnte awachelicales, vonE. coli erzeugtes

rekombinantes Prionprotein (rPrP) in Aggregate imiFaltblattstruktur und PK-
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Resistenz tUberfuhrt werden (Padtal, 1998; Janseet al, 2001). Obwohl auch mit
dieser Methode PK-resistentes Prionprotein erzeuwgtden kann, konnte fur die
gewonnenen PrP-Aggregate bisher keine Infektiositdthgewiesen werdenin
Kombination mit der Fluoreszenzkorrelationsspeltopse (FCS) (Eigen & Rigler,
1994), bei der Uber die Fluktuation der Fluoresggamsitat in einem Volumen von ca.
einem Femtoliter, das durch einen fokussierten Hsas#l erzeugt wird,
Konzentrationsschwankungen von fluoreszenz-masaerPrP-Molekilen ausgewertet
werden, ist jedoch eine detaillierte Analyse der giegationskinetik und der
beeinflussenden Faktoren moglich (Pestl, 1998; Jansest al, 2001; Gieseet al,
2004; Levinet al, 2005).

Mit Hilfe eines weiteren Aggregationsverfahrensj welchem die Ausbildung einer
b-Faltblattstruktur und die damit einhergehende MiRtimerisierung durch Inkubation
von bakteriell hergestelltem PrP in einem Puffet hohem Harnstoff-Gehalt und
niedrigem pH-Wert induziert wird, konnte die Erzang von Infektidsitatin vitro
demonstriert werden (Baskaket al, 2002; Legnamet al, 2004). Die durch dieses
Verfahren, mit welchem auch eine spezies-spez#ischggregationsinduktion
(,Seeding®) gezeigt werden konnte (Baskaketw al, 2004), erzeugten Aggregate,
wurden transgenen Mausen inokuliert, welche die fOISE typischen
neuropathologischen Veranderungen im Gehirn und ré3istentes Prionprotein
entwickelten. Mit Hirnhomogenat dieser infizierteduse konnte wiederum die
erfolgreiche Infektion von Wildtyp-M&ausen demonstriwerden. Obwohl diese Art der
in vitro Konversion auch mit Vollangen-rPrP mdoglich ist ¢(Barovaet al, 2005),
wurde bei den erfolgreichen InfektionsversucherPrfiit einer N-terminalen Deletion
verwendet. Auch die inokulierten transgenen Mausesen diese Deletion im
Prionprotein auf (Legnamet al, 2004). Diese artifiziellen Bedingungen sowie der
den Experimenten erzeugte geringe infektiose beeltirfen einer weiteren Klarung zur
Bestatigung der Prion-Hypothese.

Ein weiteres Konversionssystem ist die sogenanmeotgin Misfolding Cyclic
Amplification“-Reaktion (PMCA) (Saboricet al, 2001). Bei dieser besonders fur
Hamster-Prionen effizienten AmplifikationstechnilravPrP*haltiges Hirnhomogenat
mit Hirnhomogenat gesunder Tiere verdiinnt und diefaltung des PrPin die PK-
resistente Isoform durch eine zyklische Wiederhgluon Inkubations- und Ultraschall-

Behandlungsschritten beschleunigufgrund der hohen Sensitivitat konnte mit dieser
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Technik die Detektion von PK-resistentem Priongroten praklinischen Stadium beim
Rind und Hamster gezeigt werden (Setoal, 2005). Mit einer abgewandelten Form
dieser Methode, der sogenannten seriellen PMCA GRM bei welcher der
Reaktionsansatz und damit die urspriinglich eingesd®rP-Menge seriell um ein
Vielfaches mit Hirnhomogenat von uninfizierten mduen verdinnt wird, konnte die
Fahigkeit von PrP zur autokatalytische Vermehrung der PK-resistenform
demonstriert werden (Bieschke¢ al, 2004). Des Weiteren wurde durch die Inokulation
von Reaktionsprodukten aus der sPMCA in HamsteEdieugung von Infektiositém
vitro dargestellt, wobei der infektiose Titer der inaktten sPMCA-Proben deutlich
geringer ausfiel als der infektiése Titer von erégspenden Kontroll-Probdastillaet
al., 2005).

1.6. Speziesbarrierenanalytik bei der Rételmaus

In der Regel ist bei der Ubertragung von TSE-Emegen einer Tierart auf eine andere
eine deutliche Speziesbarriere erkennbar (Patiésdvillson, 1960; Pattison, 1966),
deren Hohe sich an dem Grad der Inkubationszeiivedkhg bei der Passagierung
innerhalb der neuen Spezies messen lasst (siehd.)1.Die Ahnlichkeit der
Aminosauresequenz des Prionproteins der Empfanggesp und der Sequenz des
inokulierten Prionstammes ist dabei eine wichtigetebminante (Scotet al, 1989;
Scott et al, 1993; Schatzlet al, 1995; Prusiner & Scott, 1997). Frihe
Inokulationsversuche von Chandler und Turfrey aldevi Nagerspezies (Chandler,
1971; Chandler & Turfrey, 1972) zeigten jedoch,sdBsdméauseMicrotus agrestisim
Vergleich zu HausmauseMg(s musculusnach Innokulation mit Scrapie eine weitaus
kirzere Inkubationszeit aufwiesen, obwohl sich dlaminosduresequenz des
Prionproteins der Erdmause nur an wenigen Aminesauon der Sequenz der Maus
unterscheidet. Um dieser Besonderheit nachzugehenyden umfangreiche
Inokulationsversuche an drei wilden Nagerspeziew, Ro6telmaus Glethrionomys
glareolug, der ErdmausMicrotus agrestiy und der WaldmausApodemus sylvaticys
durchgefuhrt (Cartonet al, 2005) (Agrimi unveroffentlicht). Dabei wurden digere
mit BSE vom Rind, Scrapie vom Schaf und weiteréBEJErregerstammen aus
unterschiedlichen Spezies infiziert. Nach Inokwiatvon BSE konnte bei allen Spezies
eine sehr lange Inkubationszeit beobachtet wendehgei sich Rételméause als resistent

gegenuber BSE erwiesen. Nach Inokulation von Serapis Schafen oder Ziegen

21



zeigten insbesondere Rotelmause, aber auch Erdmiliséergleich zu Wald- und
Hausméausen weitaus kirzere Inkubationszeiten unteneihdheren Anteil an
erfolgreichen infizierten Individuen. Nach Passagig innerhalb der Spezies wurde
eine zusatzliche Reduktion der Inkubationszeitesbbehtet.

Des Weiteren konnte bei Rotelmausen ein natirli€twymorphismus am Codon 109
des Prionproteins (M109l) identifiziert werden, wedr entsprechend einem
Polymorphismus an der homologen Position bei Mayvéestawayet al, 1987) die
Inkubationszeit beeinflusst (Cartosti al, 2005). An dieser Position heterozygote (M/I)
und fir Isoleucin homozygote (I/) Tiere zeigten iNergleich zu Methionin-
homozygoten Kontroll-Tieren eine verlangerte Inkidreszeit nach Infektion mit
Schaf-Scrapie.

Die erstaunliche Empfanglichkeit der Rotelmaus géber der Infektion mit TSE-
Erregern phylogenetisch entfernter Spezies, insttkese gegeniber der Inokulation
von Schaf-Scrapie, ruft epidemiologische Bedenkervdr. Da Roételméuse mit im
Freiland kultivierten Schafen dasselbe Habitatetei(Steenet al, 2005), sind unter
anderem in Hinblick auf sporadische Ausbriiche v&E-Epidemien in Schafherden
wilde Nagerspezies als natirliches Reservoir fUrE-E8reger zu diskutieren
(Woolhouseet al, 1999).

Neben der Eignung der Rételmaus als neuer sensiihamellorganismus mit sehr
kurzen Inkubationszeiten, sowie der Moglichkeit differentiellen Stammtypisierung
von Schaf-Scrapie und BSE, ist die Rételmaus aichlie Erforschung von Aspekten
der Speziesbarriere, insbesondere bezuglich dele Ridr Priméarsequenz, fur die

Prionenforschung von besonderem Interesse.

1.7. Fragestellung

Durch in vitro Konversionsexperimente sollten im Rahmen dieseki@arbeit die
molekularen Mechanismen der Prion-Vermehrung naimeersucht und der Versuch
unternommen werden, durch die Erzeugung von irde&ti Prionein vitro die Prion-
Hypothese zu bestatigen. Weiterhin sollten durckitro Konversionsexperimente die
Grundlage der Erregerstamme und das damit eng neéeben Ph&nomen der
Speziesbarriere auf molekularer Ebene untersuchdeme Dabei sollte die Rételmaus
(Clethrionomys glareolysals Modell-Organismus dienen, da sie aufgrund ider

Vergleich zur HausmausMis musculus héheren Empfindlichkeit gegeniber einer
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Infektion mit Schaf-Scrapie sowie durch die Resistgegeniuber einer BSE-Infektion
von besonderem Interesse ist.

Um die Rolle der Primarsequenz fur die Speziestrami der Rételmaus zu beurteilen,
sollte durch den Vergleich der AminosauresequeszZRimnproteins der Rételmaus mit
den Sequenzen vom Rind, Schaf, Maus und Hamsterndsauren in der
Primarsequenz identifiziert werden, die fur die relkgeristischen Speziesbarrieren der
Rotelmaus entscheidend sein konnten. Basierend degen Analysen sollte die
Primarsequenz des Prionproteins der Rotelmaus aigrggen Positionen in Maus-
spezifische Aminosaduren umgewandelt und die Wirkdreger Mutationen mit Hilfe
von in vitro Konversionsreaktionen beurteilt werden. In einerpriifung sollten daftr
verschiedenen vitro Konversionsmethoden etabliert und auf ihre Eignubgrprift
werden, den Einfluss einzelner Aminosaurenaustauaohdie Konversion von Prfn
PrPres zu analysieren. Zusatzlich sollte der beelR@usen vorkommende naturliche
Polymorphismus an Codon 109 (M109l), welcher wien eentsprechender
Polymorphismus bei der Maus (Westavetyal, 1987) die Inkubationszeit beeinflusst
(Cartoniet al, 2005), durchn vitro Konversionsreaktionen untersucht werden.

Da die Prion-Hypothese der Konversion von Preu PrP° und die damit
einhergehenden Aggregatbildung eine direkte Weulideing der PrP-Molekile
impliziert, ist zu vermuten, dass Mutationen in dAminosauresequenz eine
Verdnderung der dafir notigen Interaktionsflacherwilken und so die
Konversionseffizienz beeinflusst wird. Daher wurdeeiterhin der Versuch
unternommen, Interaktionsflichen in Aggregaten d&sonproteins genauer zu
charakterisieren. Dazu sollten die Aggregate dkohalente Vernetzung stabilisiert
und anschliel3end ihre biochemischen Eigenschaftéersucht werden. Durch eine
massenspektrometrischen Analyse der Vernetzungsktedsollte dann der Versuch
unternommen werden, definierte molekulare Inteaagilachen zu kartieren, um
zusammen mit den aus darvitro Konversion gewonnenen Erkenntnissen ein besseres
Verstandnis der molekularen Mechanismen def P#P* Interaktion und Konversion

im Hinblick auf die Rolle der Primérsequenz und Komation zu erhalten.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalie

2.1.1.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Verbrauchsmaterialien wurden von demmEm Eppendorf (Hamburg),
Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Nimbrecht) und VWR @simg) bezogen. Die Hersteller
spezieller Verbrauchsmaterialien und der verwemd@&eréte sind im laufenden Text
angegeben.

2.1.1.2. Chemikalien

Soweit im Text nicht n&her angeben, wurden die eadeten Chemikalien von Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldriclaikirchen) bezogen.

2.1.2. Stamme von Escherichia coli

DH5 : E. coliF, endAl, hsdR17(rkmK), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relA1,80d,
lacZ[ ]M15 (Hanahan, 1983)

BL21(DE3)ril: E. coli B F ompT hsd® mg) dcm’ Tef gal | (DE3) endA
metA:: Tngkarl) Hte [argU ileY leuWCani] (Stratagene, La Jolla, USA) (Kleber-Janke
& Becker, 2000)

2.1.3. Eukaryontische Zelllinien

RK13: Nierenepithelzellen aus Kanninchen, ATCC CZ,.-American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland, USA (McCarthet al, 1963)
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2.1.4. Oligodesoxyribonukleotide

Oligodesoxyribonukleotide (Primer) fur die PolymseKettenreaktion (PCR) und fur
Kettenabbruch-Reaktionen (Sangetr al, 1977) (siehe 2.2.2.3. und 2.2.2.10.1.) zur
Bestimmung der DNS-Sequenz wurden von MWG Biotdebe(sberg) als Feststoff

bezogen und in ¥ auf eine Konzentration von 100 pmol/ul gelost.

2.1.4.1. Oligodesoxyribonukleotide fiir die PCR

Tabelle 1: Oligodesoxyribonukleotide fir die PCR

Name Sequenz

btEcoRI-5' 5-CCC TCT TTA TTG AAT TCA TAA GTC ATC ATG GTG AAA AGC CAC ATA GGC-3'
btXbal-3' 5-GAA AAC AGT CTA GAT GCC CCT ATC CTA CTA TGA GAA AAA TGA GG-3'
btxhol-5' 5-CCC TCT TTA TTC TCG AGA TAA GTC ATC ATG GTG AAA AGC CAC ATA GGC AG-3’
cgBamHI-3’ 5-CAA GCA GGG ATC CCT CCC TCA TCC CAC (GCT)AT CAG GAA GAT GAG-3’
cgECoRI-5' 5-CTC ATT GAA TTC AT(CT) AGC TGT CAT GGC GAA CCT CAG CTA CTG GCT GC-3'
cgHindlll-5’ 5-CTC ATT AAG CTT AT(CT) AGC TGT CAT GGC GAA CCT CAG CTA CTG GCT GC-3'
cgXbal-3' 5-CAA GCA GTC TAG ACT CCC TCA TCC CAC (GCT)AT CAG GAA GAT GAG G-3’
maBamHI-3’ 5-CAA GCA GGG ATC CTT CCT TCA TCC CAC CAT CAG GAA GAT GAG-3’
maEcoRI-5’ 5-CTT CAT TGA ATT CAT CAG CCA TCA TGG CGA ACC TTA GCT ACT GGC-3’
maHindlll-5' 5-CTT CAT TAA GCT TAT CAG CCA TCA TGG CGA ACC TTA GCT ACT GGC-3’

maRekBamHI-5' | 5'-GAA GGA TCC TCA GCT GGA CCT TCT TCC ATC GTA GTA GGC CTG GGA C-3

maRekNdel-5’ 5'-GTT CAT ATG TCT AAG AAG CGG CCA AAG CCT GGA GGG TGG AAC ACT GG-3’

maXbal-3’ 5'-CAA GCA GTC TAG ATT CCT TCA TCC CAC CAT CAG GAA GAT GAG-3
mmEcoRI-5’ 5-CTC ATT GAATTC ATC AGT CAT CAT GGC GAA CCT TGG CTA CTG GCT GC-3’
mmXbal-3’ 5'-CAA GCA GTC TAG ACT CCC TCA TCC CAC GAT CAG GAA GAT GAG G-3
oaEcoRI-5’ 5-CTC TTT ATT GAA TTC AGA AGT CAT CAT GGT GAA AAG CCA CAT AGG-3’
oaHindllI-5’ 5-CTC TTT ATT AAG CTT AGA AGT CAT CAT GGT GAA AAG CCA CAT AGG-3’
oaEcoRI-3’ 5'-GAA AAC AGG AAT TCT GCC CCT ATC CTA CTA TGA GAA AAA TGA GG-3'
oaXbal-3’ 5'-GAA AAC AGT CTA GAT GCC CCT ATC CTA CTA TGA GAA AAA TGA GG-3’
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2.1.4.2. Oligodesoxyribonukleotide fir die Mutagernse-PCR

Tabelle 2: Oligodesoxyribonukleotide fir die Mutagenese-PCR

Name Sequenz

cgE227D-for 5-GGC CTA CTA CGA CGG GAG AAG TTC CCG GGC CGT GCT GC-3'
CgE227D-rev | 5-GCA GCA CGG CCC GGG AAC TTC TCC CGT CGT AGT AGG CC-3’
cgM109I-for 5-GCC AAA AAC CAA CAT CAA GCA CGT GGC AGG CGC-3’
cgM109I-rev 5-GCG CCT GCC ACG TGC TTG ATG TTG GTT TTT GGC-3’

cgM109L-for
cgM109L-rev
cgN155Y-for
CcgN155Y-rev
cgN170S-for

cgN170S-rev

5'-GCC AAA AAC CAA CCT GAA GCA CGT GGC AGG CGC-3

5-GCG CCT GCCACG TGC TTCAGG TTG GTT TTT GGC-3

5'-CCG TGA AAA CAT GTA CCG CTA CCC TAA CCAAGT G-3'

5-CAC TTG GTT AGG GTA GCG GTA CAT GTT TTC ACG G-3’

5'-CCA GTA CAG CAA CCA GAACAACTT CGT ACACGATTG C-3

5'-GCA ATC GTG TAC GAAGTT GTT CTG GTT GCT GTA CTG G-3

2.1.4.3. Oligodesoxyribonukleotide fir die DNS-Segunzierung

2.1.4.3.1.

Mit 5’-Modifikation

Zur Bestimmung der Sequenz von DNS-Fragmenten nife Won Kettenabbruch-
Reaktionen (Sangeet al, 1977) (siehe 2.2.2.10.1.) wurden mit 5 IRD 806du

5" IRD 700 modifizierte Primer verwendet.

Tabelle 3: Oligodesoxyribonukleotide fiir die DNS-Sequenzierung mit 5’-Modifikation

Name

Sequenz

135-44for-800
btG6147-800
cgG6147-800
G6146-700
G6147-800
Rev(-29)-700

SP6-700

5-GCC CAT GAT CCATTT TGG CAA C-3’

5-GTG GTA CCC ACG GTC AAT GG-3

5-TGG CAC CCACAATCAGT-3

5-TTC TCC CCC TTG GTG GT-3

5-TGG CAC CCA CAG TCA GT-3

5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3’

5-ATT TAG GTG ACA TAT AGA A-3
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T3-700 5-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3’
T7-800 5-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3

Uni(-21)-800 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’

2.1.4.3.2. Ohne 5’-Modifikation

Fur die bei MWG Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegiee Sequenzbestimmung von
DNS-Fragmenten (Sanget al, 1977) wurden unmodifizierte Primer verwendet.

Tabelle 4: Oligodesoxyribonukleotide fiir die DNS-Sequenzierung ohne 5’-Modifikation

Name Sequenz

btG6147 5-GTG GTA CCC ACG GTC AAT GG-3’
cgG6147 5-TGG CAC CCA CAA TCA GT-3'
G6146 5-TTC TCC CCC TTG GTG GT-3'
M13rev(-29) 5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3'
mmG6147 5-GGG TAC CCA TAA TCA GT-3
0aG6147 5-TGG TAG CCA CAG TCA GT-3'

T7 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

2.1.5. Plasmide

Tabelle 5: Verwendete Plasmid-DNS

Bezeichnung Charakteristika Referenz

pBluescript Il SK(-) Klonierungsvektor, Amp" Stratagene, La Jolla, USA
pCl-btPrP-6/5-2 pClneo mit Prnp-ORF vom Rind Diese Arbeit
pCl-cgPrP-6-10 pCineo mit Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
pCl-cgPrPE227D-1-5 pClneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
pCl-cgPrPM109I-3-6 pClneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
pCl-cgPrPM109L-1-4 pClneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
pCl-cgPrPN155Y-4-2 pClneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
pCl-cgPrPN155Y-N170S-2-1 | pClneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
pCl-cgPrPN170S-2-2 pClneo mit mutiertem Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
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pCl-maPrP-7-7

pCl-mmPrP

pCineo

pCl-0aPrP(ARQ)-12-6

pCl-oaPrP(ARR)-3-1

pET17b

pET-huRekPrP-81

pET-maRekPrP-5-8

pET-mmRekPrP-31

pClneo mit Prnp-ORF vom Hamster

pClneo mit Prnp-a-ORF der Maus

Expressionsvektor mit CMV-Promotor, Amp', Neo'
pClneo mit Prnp-ORF vom Schaf (Genotyp ARQ)

pClneo mit Prnp-ORF vom Schaf (Genotyp ARR)

Bakterieller Expressionsvektor

pET17b mit humanem Prnp-ORF (M129) ohne die
fur ER- und GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden
Bereiche

pET17b mit Prnp-ORF vom Hamster ohne die fur
ER- und GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden
Bereiche

pET17b mit Prnp-ORF der Maus ohne die fir ER-
und GPI-Anker-Signalsequenz kodierenden

Bereiche, STREP-TAG

Diese Arbeit

ZNP, Minchen (Windl et al.,
1999)
Promega, Mannheim

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Novagen, San Diego, USA
ZNP, Miunchen (Giese et al.,

2004)

Diese Arbeit

ZNP, Munchen (Bertsch et
al., 2005)

pGEM-T Easy Klonierungsvektor, Amp" Promega, Mannheim
pHA58 Resistenzplasmid, Hyg" Erhalten von H. Lorenz
(Windl et al., 1999)
pScr23.4 Klonierungsvektor mit Prnp-ORF vom Schaf | (Goldmann et al., 1990)
(Genotyp ARR)
pSR2 Resistenzplasmid, Pur’ Erhalten von H. Laude
(Vilette et al., 2001)
pTet-On Vektor zur Expression des tet-Aktivators (tTA), Amp', | Clontech, Palo Alto, USA
Neo'
pTRE Expressionsvektor mit tTA-induzierbarem CMV- | Clontech, Palo Alto, USA
Promotor, Amp’
pTRE-cgPrP-8-2 pTRE mit Prnp-ORF der Rételmaus Diese Arbeit
2.1.6. Antikorper
2.1.6.1. Anti-PrP-Antikorper
Tabelle 6: Anti-PrP-Antikorper
Bezeichnung Herkunft Verdinnung Referenz
12F10 Maus, monoklonal 1:2000 (Krasemann et al., 1996)
3B5 Maus, monoklonal 1:50 (Krasemann et al., 1996)
3F4 Maus, monoklonal 1:2000 (Kascsak et al., 1987)
6H4 Maus, monoklonal 1:5000 Prionics AG (Schlieren, Schweiz)
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7G5

RA3153

Maus, monoklonal 1:200 (Kascsak et al., 1997)

Kaninchen, polyklonal 1:3000 Sigma Genosys (Cambridge, UK),
(Xiang et al., 2004)

2.1.6.2. Sekundar-Antikorper

Tabelle 7: Sekundar-Antikorper

Bezeichnung Herkunft Verdinnung Referenz
Anti-Kaninchen 1gG, AP-gekoppelt Ziege, monoklonal 1:3000 Dianova, Hamburg
Anti-Maus IgG, AP-gekoppelt Ziege, monoklonal 1:3000 Dianova, Hamburg

2.1.7. Losungen und Puffer flr verschiedene Methode

2.1.7.1. Ldsungen und Puffer zur Arbeit mitEscherichia coli

LB-Medium:

SOB-Medium:

SEM-Puffer:

SOC-Medium:
Rich-Medium:

Ernte-Puffer:
TAE-Puffer:

1 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 1 %6l

2 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 0,01 N4CI, 2,5 mM KClI,
0,01 M MgCh, pH 7,0

10 mM Pipes, 55 mM Mng L5 mM CaCl, 250 mM KCl,
pH 6,7

SOB-Medium mit 20 mM Glucose

1 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, @& NaCl, 2 % Glycerin,
50 mM KH,PQO;, 50 mM Glucose, 10 mM Mggl

50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1mM Mg£l

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 % (v/v) Eigsaure

2.1.7.2. Losungen und Puffer zur Arbeit mit Saugerllkulturen

Minimal-Medium:

DMEM mit 4,5 g/l Glukose ohne Garhin, ohne Methionin und
Cystein (Pan Biotech, Aidenbach), mit Pen/Strep Ghatamax
(Invitrogen, Karlsruhe) und 10 % dialyisiertem FB®an
Biotech, Aidenbach)
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2.1.7.3.

Lésungen und Puffer zur Protein-Analyse whAufreinigung

BCA-Arbeitslosung: 1:50 (v/v) von Kupfersulfat-Ldisg : Bicinchoninséure-Losung

Trenngel:

Sammelgel:

Laufpuffer:
5" Probenpuffer:

Blotting-Puffer:
Block-Puffer:
PBST:
CLZ-Puffer:
AP-Puffer:

NBT-LOsung:
BCIP-L6sung:
TBS-Puffer:

Farbelbsung:

Entfarber:
Fixierlésung:
Waschlosung:

VB-LOsung:

Impréagnierldsung:

Entwickler:

Stoplésung:
HL+-Puffer:

15 % oder 10 % Acrylamid, 0,375 M Tri€HpH 8,8,
0,1 % SDS, 0,05 % APS, 0,035 % TEMED

5 % Acrylamid, 0,125 M Tris/HCI pH 61 % SDS, 0,1 %
APS und 0,07 % TEMED

25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS

15 % (w/v) SDS, 40 % (w/v) Sacceard mM EDTA, 50 mM
Tris/HCI pH 6,8, 20 % (v/vhb-Mercaptoethanol, 0,2 % (w/v)
Bromphenolblau

0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, 0% SDS, 20 % Methanol

3 % Magermilchpulver, 0,1 % TweenRBS

PBS mit 0,1 % Tween

20 mM Tris/HCI pH 9,8, 1 mM Magnesiahiorid

100 mM Natriumchlorid, 5 mM Magnesiuntarid, 100 mM
Tris/HCIpH 9,5
75 mg/ml in 75 % Dimethylformamid
50 mg/ml in 100 % Dimethylformamid

500 mM Natriumchlorid, 20 mM Tris/HGH 7,5

05 % R250ero G250,
9 % Essigsaure, 45,2 % Methanol

25 % Ethanol, 8 % Essigsaure

50 % Methanol, 12 % Essigsaure, ® @ilFormaldehyd

50 % Ethanol

0,2 g/l Natriumthiosulfat

2 g/l Silbernitrat, 0,028 % Fatdehyd

60 g/l Natriumcarbonat, 0,018 % Foldedyd, 4 mg/I|
Natriumthiosulfat

50 % Methanol, 12 % Essigsaure

150 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris/H@H 7,5, 0,5 % Igepal,
0,5 % Desoxycholat, 5 mM EDTA, frisch dazu: ,ContpléMini

Coomassie Brilliant Blue
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(ohne EDTA)“ Protease-Inhibitoren (Roche, Mannheiays
einer 25 Stamm-L6sung (1 Tablette in 400 il

Prot.-A-Sepharose: 50 % (v/v) Suspension von RréteSepharose in PBS

DLPC-Puffer: 150 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris/H@H 8,0, 2 % Sarcosyl,
0,4 % -L-Lecithin

IP-Waschpuffer: 500 mM Natriumchlorid, 50 mM THZI pH 7,0, 1 % Sarcosyl

Homogen.-Puffer: 10 mM NRO, pH 7,4, 10 % (w/v) Sarcosyl

Sucrose-Kissen: 20% (w/v) Sucrose, 0,6 M Kaliwigp 6 mM Natrium-
thiosulfat, 1 % Sarcosyl und 10 mM D, pH 8,5

Oxidationspuffer: 8 M Harnstoff, 2 uM Cug®0 mM Tris/HCI pH 8,5

Ni-Aquilibrierpuffer: 8 M Harnstoff, 10 mM MOPS pR,0

Ni-Waschpuffer: 8 M Harnstoff, 500 mM NaCl, 10 m¥OPS pH 7,0

Ni-Elutionspuffer: 7,2 M Harnstoff, 10 mM MOPS pHO, 150 mM NacCl, 50 mM
Imidazol

Wasch-Puffer: 670 mM Sucrose, 20 mM Tris/HCI pia,8),5 % Triton X-100,
5 mM EDTA, 1 mM Benzamidin

Resuspensionspuffer: 8 M Harnstoff, 10 mM MOP8M EDTA, 50 mM DTT (1M)

Niedrigsalzpuffer : 8 M Harnstoff, 50 mM Tris/HEH 8,0

Hochsalzpuffer: 500 mM NacCl, 8 M Harnstoff, 50 mivis/HCI pH 8,0

2.1.7.4. Losungen und Puffer zum vitro Konversion

rPrP-Konv.-Puffer: 50 mM KCI, 10 mM MgClI2, 100 mN&Cl, 0,1 % (w/v) Igepal
und 50 mM Citrat-Puffer pH 6,5

Konversionspuffer: 200 mM Kaliumchlorid, 5 mM Maggiumchlorid, 0,625 %
Sarcosyl, 50 mM Citrat-Puffer pH 6,0

10" TN-Puffer: 1,5 M Natriumchlorid, 0,5 M Tris/HCHy7,5

Gel-Fixierlésung: 25:65:10 (v/v) von Isopropan®l,O : Essigsaure
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2.2. Methoden

2.2.1. Methoden zur Arbeit mitEscherichia coli

2.2.1.1. Allgemeine Wachstumsbedingungen

Flissigkulturen vonE. coli DH5 wund BL21(DE3)ril wurden uber Nacht im
Schuttelinkubator bei 37°C mit 250 upm in LB-Mediamgezogen. Fir das Wachstum
auf Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,5 % Agar zygjeen und in Petri-Schalen
gegossen. Angeimpfte LB-Platten wurden in einemt®®twrank bei 37°C Uber Nacht
inkubiert. Zum selektiven Wachstum von Zellen, di@ pBluescript-SK(-), pCineo,
PGEM-T Easy, pET17b und deren Derivaten transfartmverden, ist dem LB-Medium
Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/maufiihrt worden. Bei der
Kultivierung von BL21(DE3)ril wurde zusétzlich Chomphenicol in einer
Endkonzentration von 34 pg/ml hinzugegeben. Dieefiedm mitE. coli wurden unter
sterilen Bedingungen durchgefihrt.

2.2.1.2. Wachstumsmessung

Um das Wachstum der bakteriellen Zellen in Flugsdtgken zu verfolgen, wurde die
optische Dichte bei 600 nm (Q§) in einem Spectrophotometer (Typ Ultrospec 3000,
Amersham Biosciences, Freiburg) gegen LB-Mediuntiivest.

2.2.1.3. Erstellung von kompetenten Zellen

Zur Transformation von Plasmid-DNS kh coli DH5 mittels Elektroporation wurden
kompetente Zellen erstellt (Dowet al, 1988). Dazu wurden 0,5 | LB-Medium mit
150 ul einer Uber Nacht angezogenen 5 ml LB-Kudtngeimpft. Diese Kultur wurde
bei 37°C und 250 upm bis zu einer g§von 0,5 herangezogen und anschlielRend flr
30 min auf Eis gestellt. Die gekihlte Kultur wurtlei 4°C mit 4900 upm in einer
Avanti J-25 Zentrifuge (Rotortyp JLA 10.500, Beckm@oulter, Krefeld) fir 15 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5 | eiskaltd#aO resuspendiert und mit den
gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Die giedrten Zellen wurden anschlieRend

in 0,25 | eiskaltem BD aufgenommen, erneut abzentrifugiert und dasamtsne Pellet
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in 10 ml eiskaltem Glycerin (10 % v/v) resuspendidie Zellen wurden wieder
zentrifugiert und in 1,5 ml eiskaltem Glycerin (20 v/v) aufgenommen. Von der
erhaltenen Zellsuspension wurden Aliquots von 80egdtellt, die mit flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert wurde

Zur Erzeugung kompetenter Zellen van coli BL21(DE3)ril fur die ,Hitzeschock*-
Transformation (siehe 2.2.1.4.) wurde nach einerdnderten Protokoll von Inouet
al. (Inoueet al, 1990) 50 ml SOB-Medium mit 1 pl einer LB-Vorkultunokuliert und
Uber Nacht bei Raumtemperatur bis zu einef@ion 0,6 inkubiert. Nach Lagerung
auf Eis fir 10 min wurden die Zellen dann bei 250§ fir zehn Minuten bei 4°C
zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R Eppendorf, HamBurdder Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 16 ml eiskaltem SEMi&uaufgenommen. Nach einer
Inkubation fir 10 min auf Eis wurden die Zelleneuhmit 2500 g fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 4 entkaltem SEM-Puffer aufgenommen,
DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7 % hinzedpes und erneut fur 10 min auf
Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend abtigrt, mit flissigem Stickstoff

eingefroren und bei —70°C gelagert.

2.2.1.4. Transformation von Plasmid-DNS

Plasmid-DNS wurde durch ElektroporationBncoli DH5 transformiert (Doweet al,
1988). Ein Aliquot von 80 pl kompetenter Zellen @eirdazu auf Eis aufgetaut und mit
1-5 ng Plasmid-DNS oder 20 pl gereinigtem Ligatemsatz vermengt. Der Ansatz
wurde in eine eisgekihlte Elektroporationskivetie 2 cm Spaltbreite (Gene Pulser
Cuvette, Bio-Rad, Miinchen) uberfuhrt und mit Hifmer Elektroporationsapparatur
(Shock Pod - Capacity extender Il - Pulse Controllee Gene Pulser Il, Bio-Rad,
Munchen) bei 200 , 25 pF und 1,6 kV ein Impuls angelegt. Die Zellgarden in
500 pl eiskaltem SOC-Medium (Peglab, Erlangen) eubgnmen, in ein steriles 1,5 ml
Reaktionsgefald Gberfihrt und fir eine Stunde b®C 3idkubiert.

Zellen vonE. coli BL21(DE3)ril wurden nach dem ,Hitzeschock"“-Verfahr(Inoueet
al., 1990) transformiert. Dazu wurden zu 200 pl koraptdr Zellen (siehe 2.2.1.3.)
einige Nanogramm Plasmid-DNS gegeben und der Arf&at20 min auf Eis gestellt.
Anschlie3end erfolgte der Hitzschock bei 42°C fOr 3im Wasserbad. Die Anséatze
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wurden dann zurtick auf das Eis gestellt, mit 0,8@C-Medium versehen und fir 1 h
bei 37°C inkubiert.

Sowohl die Transformationansatze aus der Elektadjmor als auch die Ansétze aus der
.Hitzeschock®-Transformation wurden nach der Inkidra in SOC-Medium bei
3000 upm bei RT fur 3 min mit einer TischzentrifugByp 5415 R, Eppendorf,
Hamburg) zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Iftddabgenommen, des Pellet in
dem verbleibendem SOC-Medium resuspendiert und e 9/10 der Resuspension
getrennt mittels eines Drigalski-Spatels auf zwBrAgarplatten mit entsprechenden
Selektionsantibiotika ausgestrichen. Die angeinmpdgarplatten wurden Uber Nacht
im Brutschrank bei 37°C inkubiert und aus angewewbs Bakterien-Kolonien
Plasmid-DNS isoliert.

2.2.1.5. Erstellung von Stammkulturen

Zur Konservierung von bakteriellen Zellen wurden0 80l einer Flissigkultur mit
200 pl Glycerin (80 % v/v) vermengt und bei —80%lagert.

2.2.1.6. Isolierung von Plasmid-DNS

Zur Isolierung von Plasmid-DNS aus Kkleineren Kuwlumina wurde eine
abgewandelte Form des im Plasmid Mini Kit (Qiagdiiden) empfohlenen Protokolls
durchgefuhrt. 1,5 ml Ubernacht-Kultur wurden dazit giner Tischzentrifuge (Typ
5415 R, Eppendorf, Hamburg) bei RT mit 13.200 upethepiert und in 150 pl kaltem
P1-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 150 pl Rf&Pwurde die Suspension bei
RT fur 4 min stehengelassen, anschlieRend 150 grkB3-Puffer hinzugegen und
10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Ansateeiner auf 4°C vorgekihlten
Tischzentrifuge (Typ 5415 R, Eppendorf, Hamburg) B8.200 upm fur 8 min
zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches 1,5Relktionsgefal tberfiihrt, mit einem
gleichen Volumen Isopropanol versetzt und erneuéb@ fir 15 min mit 13.200 upm
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mitakt (70 % v/v) gewaschen und bei
RT 5 min mit 13.200 upm zentrifugiert. Der Uberstamurde vorsichtig abgenommen,
das Pellet an der Luft getrocknet, in 20 gOHaugenommen und bei -20°C gelagert.
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Zur Praparation von Plasmid-DNS aus 25 ml Kultureirde das Plasmid Midi Kit

(Qiagen, Hilden) nach dem vom Hersteller empfohieReotokoll eingesetzt. Aliquots
der dadurch gewonnenen DNS-L6sung wurden bei -2@tayert.

Mini- und Midi-Praparationsprodukte wurden in eirggeigneten Restriktionsanalyse
Uberprift und die DNS-Konzentration gegebenenf@dt®metrisch bestimmt (siehe
2.2.2.2)).

2.2.1.7. Expression von rekombinantem Prionprotein

Zur Expression von unglykosylierten PrionproteinEncoli (rPrP) wurde der Stamm
BL21(DE3)ril verwendet. Dieser wurde mit auf dem TdEb-Vektor basierenden
Expressionskonstrukten transformiert, welche &np-ORF ohne die fir ER- und
GPI-Anker-Signalsequenz kodierende DNS-Abschnittgntlteten (siehe 2.2.1.4.).
Aus einer LB-Vorkultur der rPrP-exprimierenden Kéowurden 500 ml Rich-Medium
mit 100 pg/ml Ampicillin und 34 pg/ml Chloramphealcangeimpft und bis zu einer
ODeoovon 0,5 bei 37°C unter Schitteln mit 250 upm kigtitv Die Expression wurde
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration ¥anM induziert und die Kultur
nach der IPTG-Zugabe fur 2 h bei 37°C und 250 upkuhiert. Es wurden vor der
Induktion sowie 1 h und 2 h nach IPTG-Zugabe Altguder Bakterienkultur zur
Expressionskontrolle fur die SDS-PAGE mit anschdrafier Coomassie-Farbung (siehe
2.2.4.5.1.) entnommen. Die Bakterienkultur wurdecwzentrifugation in einer Avanti
J-25 Zentrifuge (Beckman-Coulter, Krefeld) mit 50g8m fur 10 min bei 4°C geerntet,
das Pellet in 10 ml Ernte-Puffer aufgenommen und dellsuspension bis zur
Weiterverarbeitung (siehe 2.2.4.11.) bei -20°C efrayen.

2.2.2. Methoden zur DNS-Analyse und Klonierung

2.2.2.1. Isolation von genomischer DNS

Genomische DNS zur Amplifikation des PrP-Gens wuads 25 mg Muskel- bzw.
Hirngewebe mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits (Qiagéfilden) nach dem vom
Hersteller empfohlenen Protokoll gewonnen. Diedntéat der DNS-Praparation wurde
mittels Gelelektrophorese Uberprift und die Konmin fotometrisch vermessen
(siehe 2.2.2.2.). Die genomische DNS wurde andgétid bei 4°C gelagert.
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2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung der DNS

Zur Bestimmung der Konzentration von DNS-L6sungaimrden 2 pl DNS in einem
Verhéltnis von 1:250 mit ¥ verdiinnt und gegen 500 pb® in einer Quarzkivette
mit einer Schichtdicke von 1 cm die optische Dich& 260 nm (ORs) mit einem
Spektrophotometer (Typ Ultrospec 3000, Amershans&ences, Freiburg) bestimmt.
Ein OD,scWert von 1 wurde dabei mit einer KonzentrationVe®d pug dsDNS/mi
gleichgesetzt. Um das Ausmald an VerunreinigungRroteinen abzuschétzen, wurde
zusatzlich die optische Dichte bei 280 nm gemef®&hsp). DNS-Lésungen mit einem
Verhéltnis ODRg/OD,g kleiner als 1,8 wurden verworfen oder aufgereinigiehe
2.2.2.5)).

Zur Konzentrationsbestimmung von geringen DNS-Mengeairde ein Aliquot im
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und dimiglszenzintensitéat unter UV-Licht

mit einem DNS-Standard bekannter Konzentration licren.

2.2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNS-Fragmenten und zur Einfihg von Punktmutationen in
Plasmid-DNS wurde die Polymerase-KettenreaktionRpP@ngewendet (Mulligt al,
1986; Saikiet al, 1988). Die Amplifikation von DNS-Fragmenten mitlfid der Tag
DNA-Polymerase wurde mit dem HotStarTag Master Mix (Qiagen, Hilden) in
0,2 ml ReaktionsgefalRen durchgefuhrt. Dazu wurdepl2des Puffer, Nukleotide und
Polymerase enthaltenen HotStarTaq Master Mix iplBReaktionsvolumen mit jeweils
0,5 pl einer Stammloésung (100 pmol/ul) der 3’- whek 5’-Oligodesoxynukleotide
(Primer) und einer geeigneten Menge DNS versetoh Yenomischer DNS wurden
dabei 3 pl einer 1:10 Verdinnung bzw. 500 ng adfigegter Plasmid-DNS 500 ng
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit eineopf@n sterilem Mineraldl
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) Uberschichtet. Die P®&Raktion wurde in einem
Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hargp durchgeftihrt und mit einer
Denaturierungsphase von 15 min bei 95°C begonnenRBaktion wurde mit einer im
Temperatur-Zyklus enthaltenen Denaturierungsphasetb s bei 94°C fortgesetzt. Die
Anlagerungsphase betrug in der Regel 1,5 min bé&Cglan welche sich eine

Verlangerungsphase von 2 min bei 72°C anschloss. 2yklus von Denaturierung,
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Anlagerung und Verlangerung wurde insgesamt 35imatierholt und die Reaktion
mit einer Verlangerungsphase von 8 min bei 72°Qeabhlossen.

Zur Erzeugung von PCR-Produkten ohne Desoxyadetdathange, wurde die
PfuTurboDNA-Polymerase  (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. In  einem
Reaktionsvolumen von 100 pl wurden jeweils 2 pl derimer-Stammlésung
(100 pmol/ul), 10 pl des 10Reaktionspuffers, 12,5 ul aus einer 4 mM Stamnmigsu
dNTPs (Promega, Mannheim) und 2RflTurbeDNA-Polymerase zusammengegeben.
Die Menge an DNS sowie der Ablauf des Temperatuusylwurden wie bei defacg
PCR eingestellt.

2.2.2.4. Ortsspezifische Mutagenese

Zur Einfihrung von Punktmutationen in Plasmid-DN&irede mit Vorwarts- und
Ruckwarts-Mutagenese-Primern und de@&fuTurbeDNA-Polymerase (Invitrogen,
Karlsruhe)eine PCR durchgefiihrt (Kunket al, 1987). Dabei wurden in einem 50 pl
Reaktionsansatz 100 ng Plasmid-DNS mit 12,5 plrefnenM Stammlosung dNTPs
(Promega, Mannheim), 5 pl des”1Reaktionspuffers, 0,3 ul der beiden Mutagenese-
Primer-Stammlésungen (100 pmol/ul) und 1,9fUTurbeDNA-Polymerase versehen.
Die Mutagenese-Primer wurden so ausgewahlt, dabennéer Punktmutation zur
Veranderung der Aminosaurensequenz eine weitelte Mutation eingefugt wurde.
Diese Mutation hatte entweder die Entstehung odear\derlust einer Schnittstelle fur
Restriktionsendonukleasen zur Folge, wodurch eleatlfizierung der positiven Klone
durch Restriktionsanalyse mdoglich wurde. Die PCRi&en wurde beginnend mit
einer 30 s dauernden Denaturierungsphase bei 9%5°Ceimem Thermocycler
Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) durcbgef und mit einer im
Temperatur-Zyklus enthaltenen Denaturierungsphase3® s bei 95°C fortgesetzt. Die
Anlagerungsphase betrug in der Regel 1 min bei 558€ welche sich eine
Verlangerungsphase von 3,5 min bei 72°C ansches.Zyklus von Denaturierung,
Anlagerung und Verlangerung wurde insgesamt 17imatlerholt und die Reaktion
mit einer Verlangerungsphase von 5 min bei 72°Cgeabhlossen. 5 ul des PCR-
Produkts wurde gelelektrophoretisch analysiert.

AnschlielRend wurde der restliche PCR-Ansatz auiigigite mit einer entsprechenden

Menge des 10 Enzympuffers versehen, nidpnl verdaut (siehe 2.2.2.6.) und i coli
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transformiert (siehe 2.2.1.4.). Eine geeignete AhZzakterieller Klone wurde zur
Plasmid-DNS-Isolation ausgewahlt (siehe 2.2.1.@9sitive Klone mit Hilfe der

Restriktionsanalyse identifiziert (siehe 2.2.2.@&upd durch DNS-Sequenzanalyse
Uberprift (siehe 2.2.2.10.).

2.2.2.5. Reinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DSl

Zur Reinigung von PCR-Produkten, Plasmid-DNS, Lagetreaktionen sowie zur
Umpufferung von Restriktionsansatzen wurde das Qié&ig PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) nach dem vom Hersteller angegabdPretokoll verwendet. PCR-
Produkte, Plasmid-DNS und Restriktionsansatze wurdabei mit 30-60 pl und
Ligationsansatze mit 20 ulB® von dem Saulenmaterial eluiert.

2.2.2.6. Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukéesen

Zur Spaltung mit Restriktionsenzymen wurde gereégsg® CR-Produkt bzw. Plasmid-
DNS aus Mini- oder Midi-Praparationen mit einemigaeten Volumen kD verdiinnt
und mit dem entsprechenden Volumen des vom Hearstelgelieferten
10" Reaktionspuffers versehen. Die Losung wurde mit2 1Units des
Restriktionsenzyms pro pg DNS versetzt, wobei daduien der zugegebenen
Enzymlosung hdchstens ein Zehntel des Reaktionswvais betrug. Anschliel3end
wurde der Ansatz bei 37°C flur eine Stunde inkubigrt mittels Gelelektrophorese

analysiert.

2.2.2.7. Elektrophoretische Auftrennung von DNS-Frgmenten

Zur analytischen und praparativen Auftrennung voNSEFragmenten wurde eine
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Dazu wurde Agafas# w/v) in TAE-Puffer durch
Aufkochen in einer Mikrowelle Moulinex Quickchef @Samou, Radolfzell) geldst
und mit Ethidiumbromid (0,1 pg/ml) versehen. Die sudg wurde in eine
Flachbettschale gegossen und mit einem Kamm z@ugung von Geltaschen bestiick.
Die Agarose wurde durch Abkihlen zum Erstarren geliirund in eine mit TAE-Puffer

gefullte Gelkammer (Peglab, Erlangen) tberfihrie DINS-Proben wurden in einem
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Volumen-Verhdltnis von 1.5 mit ‘5 Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) versehen und in die Geltaschen gefURur Bestimmung der
Fragmentgrof3en wurde entweder ein 100 bp- oderlekb-DNS-Standard (New
England Biolabs, Frankfurt) mit auf das Gel aufggén. Zur elektrophoretischen
Auftrennung der DNS-Fragmente wurde fir 20-40 mineeSpannung von 100 V
angelegt. Nach Beendigung der Auftrennung wurdee 8INS-Banden durch
Bestrahlung mit UV-Licht visualisiert und fotograit.

2.2.2.8. Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agaroseign

Zur Isolation von DNS-Fragmenten aus Agarosegelemden die DNS-Fragmente
elektrophoretisch aufgetrennt, wobei frisch angaeetTAE-Puffer verwendet wurde.
Die gewunschten Banden wurden mit einem Skalpd#ruBeleuchtung mit UV-Licht

ausgeschnitten. Uberschiissige Agarose wurde daiveider DNS-haltigen Agarose
sorgféltig entfernt und die Exposition des Gels kiW-Licht so kurz wie moglich

gehalten. Die ausgeschnittene Bande wurde in &iml Reaktionsgefal’ tberfuhrt und
die DNS mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagehlilden) aus der Agarose
eluiert. Die Konzentration der eluierten DNS-Fragbeewurde im Agarosegel durch

Vergleich mit einem Langenstandard mit bekanntemaémtration bestimmt.

2.2.2.9. Ligation von DNS-Fragmenten

Zur Verkniupfung von DNS-Fragmenten durch die Bilgluainer Phosphodiester-
Bindung zwischen den freien 3’-Hydroxyl- und den-Pdiosphatgruppen wurden
geeignete Mengen der gereinigten DNS in einem Re@itolumen von 10 pl mit
0,5 ul (200 Units) T4-DNA-Ligase (New England Bibfa Frankfurt) versehen, wobel
durch Zugabe von 1 pl des zugehdrigen™ 1Buffers die geforderten Puffer-
Bedingungen eingestellt wurden. Zur Ligation vorRPRrodukten in Plasmid-Vektoren
Uber die Schnittstellen von Restriktionsendonuldeasvurden PCR-Produkte und
Vektoren mit entsprechenden Restriktionsenzymenar#it, gelelektrophoretisch
aufgetrennt, die gewtinschten Fragmente aus derel@ett und in der Regel in einem
molukularen Verhaltnis von 1:4 (Vektor : Insert) Reaktionsansatz vorgelegt, wobei

50-200 ng Vektor-DNS eingesetzt wurde. Der Ansatzde in einem Thermocycler
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(Eppendorf, Hamburg) Gber Nacht bei 16°C inkubiarischlieRend gereinigt und in
kompetente Zellen voR. colitransformiert (siehe 2.2.1.4.).

Zur Ligation von PCR-Produkten in den pGEM-T Easskir (Promega, Mannheim)
uber die Thymidylat-Uberhdnge des Vektors und desd®yadenylat-Uberhangen der
Produkte aus einer PCR mit deagDNA-Polymerase (,TA-Klonierung®) wurde die

im pGEM-T Easy Vector System | (Promega, Mannhdimigefligte T4-Ligase sowie

der entsprechende Puffer verwendet und miD Hin Reaktionsvolumen von 10 pl
eingestellt. Gereinigtes PCR-Produkt und der pGENEdsy Vektor wurden unter

diesen Bedingungen bei RT fur 1 Stunde oder UbeshtNaei 4°C inkubiert. Der

Ligationsansatz wurde aufgereinigt und in Zellem J®. coli transformiert (siehe

2.2.1.4)).

2.2.2.10. Sequenzanalyse von DNS

Die Bestimmung der Sequenz von DNS-Fragmenten wertd®eder eigenstandig
durchgefuhrt oder bei MWG-Biotech (Ebersberg) inftlag gegeben. Fir die
eigenstandig durchgefiihrte Sequenzbestimmung wurldettenabbruchreaktionen
(Sanger et al, 1977) durchgefihrt und die Reaktionsprodukte imem
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Gellauf und dield®alyse erfolge mit Hilfe des
Sequenzierungsgerates DNA Analyzer Gene Readir A2600R, Bad Homburg). Die
erhaltenen Sequenzinformationen wurden mit e-Se@ J&d AlignIR V1.0 (LI-COR,
Bad Homburg) ausgewertet.

In beiden Fallen wurde der 5-3- als auch der 3Sfang des DNS-Fragments

bestimmt.

2.2.2.10.1. Kettenabbruchreaktionen

Kettenabbruchreaktionen zur Sequenzbestimmung vdS-Bragmenten wurden mit
den Konponenten des SequiTherm Exd¢eLC DNA Sequencing Kit (fir 25-41 cm
Gele) (Biozym, Hessisch Oldendorf) und 5’ IRD 80@difizierten Primern (MWG
Biotech, Ebersberg) durchgefihrt (Sangeml, 1977). Dazu wurden in verschiedene
0,2 ml ReaktionsgefaRe 2 pl G-, A-, T- oder C-Temionslosung (ANTPs mit
Kettenbruch verursachenden Didesoxynukleotidenpelegt und mit einem Tropfen

Mineraldl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) tberschichte einem 0,5 ml Reaktionsgefald
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wurden weiterhin 7,5 ul von einem 3,Reaktionspuffer, 2 pl eines geeigneten Primers
(0,25-1 pmol/ml), 3,8 pl D, 3 ul DNS-Template (100 ng/upl) und 1pl Polymerase
zusammen gegeben. 3,9 pl dieser Stammldsung wundia vier Reaktionsgefalie mit
den Terminationslosungen pipettiert und die Kethbnachreaktionen in einem
Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Harghp durchgefiihrt (einleitende
Denaturierung bei 95°C fur 3 min, zyklische Dengung bei 95°C fir 0,5 min,
Primer-Bindung bei 50°C fur 15 s, Elongation bePGGir 1 min, 30 Zyklen). Den
Reaktionsansatzen wurde nach Beendigung der Kéttemehreaktion 3 pl ,Stop*-
Losung zugefihrt.

2.2.2.10.2. Das Sequenziergel

Zur Erstellung des Polyacrylamid-Sequenziergelsig®a& Coulson, 1978) wurden die
Komponenten des zum DNA Analyzer Gene Readir 4206COR, Bad Homburg)
gehdrigen Gelsystems (0,25 mm Geldicke, 41 cm Iaadike) zusammengesetzt. Die
Gellésung wurde durch Lésen von 21 g Harnstoff (Asham Biosciences, Freiburg) in
30,3 ml HO unter Zugabe von 5 ml 10TBE-Puffer (Amersham Biosciences,
Freiburg), 6 ml ,Long-Ranger® Acrylamid (Biozym, Bgisch Oldendorf) und 500 ul
DMSO erstellt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe %06rul TEMED und 350 pl
APS gestartet und die Gellésung nach Filtrierunghleinen 45 um Filter zwischen die
Glasplatten des Gelsystems gegossen. Das Gel wiiidel,5 Stunden zur
Polymerisation stehen gelassen, anschlie3end Jeblgs Ansatzes nach Denaturierung
(5 min, 70°C) auf das Gel geladen und der Gella@,8 TBE-Puffer durchgefihrt.

2.2.2.11. Expressionsvektoren mit WildtypgPrnp-Genen

Zur Erstellung der Expressionsvektoren mit WildBpyp-Genen wurden die unten
beschriebenen Klonierungsschritte durchgefuihrt. #e@m mit Zwischen- und Endvektor
transformierten Klon-Kulturen wurden Stammkulturerstellt und die Endvektoren
durch Midi-Praparationen isoliert, welche nach geeter Restriktionskontrolle zur

Transfektion von Saugerzellen verwendet wurden.
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2.2.2.11.1. pCl-cgPrP-6-10

Zur Klonierung desPrnp-ORFs der RotelmausClethrionomys glareolysGenbank-
Nummer AF367624) wurde genomische DNS aus HirngewsBpariert und mit den
Primern cgHindlll-5" und cgBamHI-3’ durch PCR miedTag-Polymerase der ORF
desPrnp-Gens amplifiziert (Fragmentgrof3e: 808 bp), wabeb’-Ende eineHindlll-
und im 3’-Ende ein®anHI-Schnittstelle generiert wurden. Bei den PrimegilindlIl-

5" und cgBamHI-3’ handelt es sich um degenerierien& mit einer chimare®rnp-
Sequenz von Maus und Rételmaus, um die Primer-Bigdum dem unbekannten
Sequenzbereichen 5’ vor dem ORF sowie 3" nach d&k Ond in dem terminalen
3’-Sequenzabschnitt des ORFs ab Basenpaar 745 tmmiengn. Das PCR-Produkt
wurde mit Hindlll und BanHI verdaut, der Restriktionsansatz gelelektrophscht
aufgetrennt, das Fragment aus dem Gel eluiert undlie Hindlll und BanHI-
Schnittstelle des pBluescript-SK(-)-Vektors ligiddter Ligationsansatz wurde gereinigt
und inE. coliDH5 transformiert. Positive Klone wurden nach eineniMrraparation
durch Restriktionsanalyse miindlll und BanHI identifiziert, die praparierte DNS
gereinigt und die Sequenz mit Hilfe der Primer kR1}-800, Rev(-29)-700,
cgG6147-800, G6146-700, T7-800 und T3-700 bestinduat. weiteren Bearbeitung
wurde der Klon pBlue-cgPrP-6 verwendet, welcheterminalen 3’-Bereich des ORFs
die Sequenz 5-ATG GTG GGA TGA-3' aufweist. Diestgpricht dem Translations-
Stop-Codon und den drei C-terminalen Aminosaurerb342/254 und G255 aus dem
GPI-Signalpeptid, welches im reifen Prionproteigedpalten wird. Der pBlue-cgPrP-6-
Vektor wurde mitXhad und Xba verdaut und das dadurch entsteheRdep-Fragment
nach Elution aus einer gelelektrophoretischen A&uafiung tber di&hd- und Xbal-
Schnittstellen in den Expressionsvektor pClneoetigiDas Ligationsprodukt wurde
gereinigt und inE. coli DH5 -Zellen transformiert. Mittels eines Restriktionslaus
mit Xha und Xba wurden positive Klone identifiziert und der Kl@CI-cgPrP-6-10 zur
Transfektion von Saugerzellen ausgewahlt.

2.2.2.11.2. pCl-btPrP-6/5-2

Der Prnp-ORF des RindesBps taurus Genbank-Nummer AJ298878) wurde von
genomischer DNS aus Muskelgewebe durch PCR mitTdgrPolymerase und den

Primern btXhol-5 und btXbal-3' amplifiziert (Fragentgrof3e: 841 bp), wobei im
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5’-Ende eineXhd- und im 3’-Ende eineXba-Schnittstelle erzeugt wurden. Das PCR-
Produkt wurde gereinigt und mit Hilfe von TA-Klomigng in den pGEM-T Easy-
Vektor ligiert. Das gereinigte Ligtionsprodukt werch E. coli DH5 transformiert und
positive Klone nach Mini-Praparation durch Restoksanalyse identifiziert. Der
dadurch erhaltene Vektor pGEM-btPrP-6 wurde néhd und Xba geschnitten,
gelelektrophoretisch aufgetrennt, das entstand®nge-Fragment aus dem Gel eluiert
und in die Xhd- und Xbal-Schnittstellen des pBluescript-SK(-)-Vektors &dgi. Der
Ligationsansatz wurde gereinigt und i&E. coli DH5 transformiert. Durch
Restriktionsanalyse der Mini-Praparationen wurde Klen pBlue-btPrP-6/5 erhalten,
dessenPrnp-Insert mit den Primern Uni(-21)-800, Rev(-29)-7007-800, T3-700,
btG6147-800 und G6146-700 sequenziert wurde. DWetdau mit Xhd und Xbal
wurde nach Gelelektrophorese und Gelelution daslterie Prnp-Fragement in den
pClneo-Vektor ligiert. Der gereinigte Ligationsatisawurde in E. coli DH5
transformiert, positive Transformanten durch Rktmsanalyse identifiziert und der

Klon pCI-btPrP-6/5-2 fur weitere Experimente verden

2.2.2.11.3. pCl-0aPrP(ARQ)-12-6

Zur Klonierung desPrnp-ORFs vom Schaf mit dem Genotyp A136, R154, Q171
(ARQ) (Ovis aries Genbank-Nummer AJO00739) wurde eine Tag-PCR meit d
Primern oaEcoRI-5’ und oaXbal-3' von genomischer ®Murchgefuhrt. Dadurch
wurden im 5-Ende ein&caRl- und im 3’-Ende einXba-Schnittstelle erzeugt. Nach
einer Saulen-Reinigung wurde das PCR-Produkt ()5bden pGEM-T Easy-Vektor
ligiert (,TA-Klonierung®). Das gereinigte Ligatiopsodukt wurde inE. coli DH5
transformiert und positive Transformanten durch tRdgnsanalyse von Mini-
Praparationen identifiziert. Die Basenabfolge &esp-Fragments vom Klon pGEM-
0aPrP(ARQ)-12 wurden durch Sequenzierung (MWG BloteEbersberg) mit den
Primern T7, M13rev(-29), 0aG6147 und G6146 bestinidet Zwischenvektor pGEM-
oaPrP(ARQ)-12 wurde mit EcoRlI und Xba geschnitten, der Verdau
gelelektrophoretisch aufgetrennt, damp-Fragment aus dem Gel eluiert und in die
EcaRl- und Xba-Schnittstellen des pCineo-Vektors ligiert. Dasgdtionsprodukt
wurde gereinigt, irE. coli DH5 transformiert und die positive Transformanten durc
Restriktionsanalyse nach Mini-Praparation identfitz Der Klon
pCl-oaPrP(ARQ)-12-6 wurde fir die Transfektion \&gugerzellen ausgewabhit.
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2.2.2.11.4. pCl-0aPrP(ARR)-3-1

Zur Klonierung de®rnp-ORFs vom Schaf mit dem Genotyp A136, R154, R1RRA
(Ovis aries Genbank-Nummer AJ000736) wurde der ORF durch Riad>CR mit den
Primern oaHindlIlI-5" und oaEcoRI-3’ von dem pScr¥.ektor amplifiziert. Das PCR-
Produkt (815 bp) wurde nach gelelektrophoretiséhgitrennung aus dem Gel eluiert
und durch ,blunt-end®-Ligation in di€ecoRV-Schnittstelle des pBluescript-SK(-)-
Vektors ligiert. Das Ligationsprodukt wurde gerginiund in E. coli DH5
transformiert. Positive Transformanten wurden duRdstriktionsanalyse von Mini-
Praparationen identifiziert. Die Basenabfolge Besp-Fragments ausgewahlter Klone
wurde durch Sequenzierung mit den Primern Uni(&10; Rev(-29)-700, T7-800,
T3-700, G6147-800 und G6146-700 bestimmt und Kl@iue-oaPrP(ARR)-3 zur
Weiterbearbeitung ausgewahlt. Der Vektor pBlue-B4RRR)-3 wurde mitXha und
Xba geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch etmémnt, dasrnp-Fragment aus
dem Gel eluiert und in diXhd- und Xbal-Schnittstellen des pClineo-Vektors ligiert.
Das gereinigte Ligationsprodukt wurde i coli DH5 transformiert und positive
Transformanten nach Mini-Praparation durch einestif¢ionsverdau identifiziert. Der

Klon pCl-0aPrP(ARR)-3-1 wurde fiir die Transfektiaon Saugerzellen verwendet.

2.2.2.11.5. pCl-maPrP-7-7

Der Prnp-ORF des syrischen Goldhamstekéegocricetus auratysGenbank-Nummer
M14054) wurde von genomischer DNS aus HirngewebehdiPCR mit der Tag-
Polymerase und den Primern maHindIll-5 und maBar8Hamplifiziert. Dadurch
wurde im 5’-Ende einélindlll- und im 3’-Ende einedBanHI-Schnittstelle erzeugt. Das
PCR-Produkt (806 bp) wurde ntitindlll- und BanHI verdaut, der Restriktionsansatz
gelelektrophoretisch aufgetrennt, das Fragmentdaus Gel eluiert und in digindlll-
und BanHI-Schnittstellen des pBluescript-SK(-)-Vektors iéig. Der gereinigte
Ligtionsansatz wurde ife. coli DH5 transformiert und positive Klone nach Mini-
Praparation durch Restriktionsanalyse miindlll und BanHI identifiziert. Nach
Kontrolle der Basenabfolge dé&np-Inserts durch Sequenzanalyse mit den Primern
Uni(-21)-800, Rev(-29)-700, T7-800, T3-700, cgG6BOD und G6146-700 wurde der
Klon pCl-maPrP-7-7 zur Weiterbearbeitung ausgew@dsserPrnp-Insert wurde mit

Xhd und Xbal ausgeschnitten, der Restriktionsansatz gelelphtrietisch aufgetrennt,

44



das entstanden@rnp-Fragment aus dem Gel eluiert und in déd- und Xbal-
Schnittstellen des pCineo-Vektors ligiert. Der gagge Ligationsansatz wurde in
E. coli DH5 transformiert und der Klon pCl-maPrP-7-7 durch tRksonsanalyse der
Mini-Praparationen fur die weitere Verwendung ausidt.

2.2.2.11.6. pTRE-cgPrP-8-2

Zur Erstellung des Expressionsvektors mit induaszin Prnp-Gen der Roételmaus
(Clethrionomys glareolysGenbank-Nummer AF367624) wurde zunachst Eerp-
ORF der Ro6telmaus miEcaRl und Xba aus dem Zwischenvektor pGEM-cgPrP-8
(siehe 2.2.2.12.) geschnitten, der Verdau gelapkiretisch aufgetrennt, das
entstehende Fragment aus dem Gel eluiert und iBEatiel und Xbal-Schnittstellen des
pTRE-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsarsatvurde in E. coli DH5
transformiert, der Klon pTRE-cgPrP-8-2 durch einéerdau der Mini-Praparationen
mit Restriktionsendonukleasen identifiziert und flie Transfektion von Saugerzellen

verwendet.

2.2.2.11.7. pET-maRekPrP-5-8

Zur Erstellung eines Expressionsvektors mit demorfpriotein  vom Hamster
(Mesocricetus auratysGenbank-Nummer M14054) fur die Expression in Bakn
(rPrP) wurde durch eine Tag-PCR von genomischer OBISPrnp-ORF ohne die fur
die ER- und die GPI-Anker-Signalsequenz kodieren@&aguenzbereiche mit den
Primern maRekNdel-5 und maRekBamHI-3' amplifizjewtodurch im 5-Ende des
PCR-Produktes (654 bp) eifgld- und im 3’-Ende eindBanHI-Schnittstelle generiert
wurde. Das PCR-Produkt wurde gelelektrophoretiadigedrennt, aus dem Gel eluiert,
in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert (,TA-Klonierung“yund der gereinigte
Ligationsansatz irk. coli DH5 transformiert. Durch Restriktionsverdau von Mini-
Praparationen und Sequenzierung mit den Primerr8007-cg6147-800, SP6-700,
rev-700 und 6146-700 der Klon pGEM-maRekPrP-5 &thalDieser Zwischenvektor
wurde mit den RestriktionsenzymehNdd und BanHI geschnitten und nach
gelelektrophoretischer Auftrennung mit anschlielserlution desPrnp-Fragments in
die Ndd und BanHI-Schnittstellen des pET17b-Vektors ligiert. Deilgationsansatz

wurde gereinigt, in E.coli DH5 transformiert und positive Klone durch
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Restriktionsanalyse von Mini-Préaparationen idenigdit. Der Klon pET-maRekPrP-5-8

wurde zur Transformation dés coli-Expressionsstamms BL21(DE3)ril verwendet.

2.2.2.12. Expressionsvektoren mit mutiertefPrnp-Genen

Zur Erstellung der Expressionsvektoren mit mutierrnp-Genen der Roételmaus
wurde zunachst dePrnp-ORF der RotelmausClethrionomys glareolysGenbank-
Nummer AF367624) durch Tag-PCR mit den degenenefemern cgEcoRI-5" und
cgXbal-3' von dem Expressionsvektor pCl-cgPrP-6ahaplifiziert. Das PCR-Produkt
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus demeGirt und in den pGEM-T Easy-
Vektor ligiert (,TA-Klonierung“). Der gereinigte Igationsansatz wurde i&. coli
DH5 transformiert und positive Transformanten durclstRigionsanalyse nach Mini-
Praparation identifiziert. Die Richtigkeit der Sega des Inserts wurde durch
Sequenzierung (MWG Biotech, Ebersberg) mit den &mnT7, M13rev(-29), cgG6147
und G6146 uberprift. Fir die Mutagenese wurde den WKGEM-cgPrP-8 verwendet,
welcher im terminalen 3’-Bereich die Sequenz 5-AGAG GGA TGA-3' aufweist.
Dies entspricht den C-terminalen Aminosauren 128354 und G255 aus dem GPI-
Signalpeptid, welches im reifen Prionprotein abgésp wird. Die Sequenz désnp-
ORFs im pGEM-cgPrP-8-Vektor wurde durch eine Mutege-PCR mit geeigneten
Primern (siehe 2.2.2.4.) verandert. Die durch Met@ge-PCR erhaltenen Klone
wurden durch Restriktionsanalyse und anschliel3eSdguenzierung (MWG Biotech,
Ebersberg) mit den Primern T7, M13rev(-29), cgG614d G6146 Uberpruft. Es
wurden Stammkulturen angelegt, Midi-Praparationercladgefiihrt und die erhaltene
DNS zur Transfektion von Saugerzellen benutzt.

2.2.2.12.1. pCl-cgPrPM109I-3-6

Fur den Austausch von Methionin gegen IsoleucitCadon 109 (M109l) wurde vom
pGEM-cgPrP-8 eine Mutagenese-PCR mit den Primekilo§I-for und cgM109I-rev
durchgefiihrt (sieche 2.2.2.4.), die an Basenposif@i den AustauscB*ATG
32°ATC verursacht, was den Austausch Methionin gegefelicin an Position 109 im
Prionprotein zur Folge hat. Des Weiteren wurde lulie Mutagenese-PCR noch eine
stille Mutation an Basenposition 333 eingefiftfiGAT GTG  **'CAC GTG), welche
eine neue Schnittstelle flamll erzeugt. Das gereinigte PCR-Produkt wurde Dptl
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verdaut und nach erneuter Aufreinigungincoli DH5 transformiert. Positive Klone
mit mutierter DNS-Sequenz wurden nach einer Mirdigaration durch das veranderte
Fragmentmuster in der Restriktionsanalyse BtbR und Pmll erkenntlich und zur
Sequenzierung ausgewahlt. Der so erhaltene Zwisektor pGEM-cgPrPM109I-3
wurde mitEcoRI und Xba geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch etnénnt,
das entstandene Fragment eluiert und ired@R|- undXbal-Schnittstellen des pCineo-
Vektors ligiert. Der gereinigte Ligationsansatz deninE. coli DH5 transformiert und
positive Klone nach Mini-Praparation durch Restoksanalyse identifiziert. Der

Vektor pCl-cgPrPM109I-3-6 wurde fur die Transfektioon Saugerzellen ausgewahlt.

2.2.2.12.2. pCl-cgPrPM109L-1-4

Um an Codon 109 des Prionproteins den Aminosaungstaisch Methionin gegen
Leucin (M109L) zu erzeugen, wurde vom pGEM-cgPrBi& Mutagenese-PCR mit
den Primern cgM109L-for und cgM109L-rev durchgefiifsieche 2.2.2.4.), die an
Basenposition 325 den Austaus¢tATG 32°CTG verursacht. Durch diese
Mutagenese-PCR wurde aufRerdem noch eine stille tidaotaan Basenposition
333 eingefiigt F'CAT GTG  *!CAC GTG), welche eine neue Schnittstelle Fimll
erzeugt. Das Produkt der PCR wurde gereinigt, Dphl verdaut und nach erneuter
Aufreinigung inE. coliDH5 transformiert. Positive Klone mit mutierter DNSefaenz
wurden durch das veranderte Fragmentmuster im iRestisverdau mitEcoR und
Pmll nach Mini-Préparation der DNS erkenntlich und a&quenzierung ausgewahlt.
Der so erhaltene Zwischenvektor pGEM-cgPrPM109Lurde mit EcaRl und Xba
geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch atdget, das entstandene Fragment
eluiert und in dieEcdRl- und Xba-Schnittstellen des pClneo-Vektors ligiert. Der
Ligationsansatz wurde erneut gereinigt, Bn coli DH5 transformiert und positive
Klone nach Mini-Praparation durch Restriktionsasalydentifiziert. Der Vektor pCl-
cgPrPM109L-1-4 wurde fur die Transfektion von Saaghken verwendet.

2.2.2.12.3. pClcgPrPN155Y-4-2

Zur Einfuhrung des Aminosauren-Austausches Aspargggen Tyrosin an Codon 155
des Prionproteins (N155Y) wurde vom pGEM-cgPrP+& dViutagenese-PCR mit den
Primern cgN155Y-for und cgN155Y-rev durchgefihrtiefle 2.2.2.4.), die an
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Basenposition 463 den Austaus€fAAC  “°*TAC verursacht. Des Weiteren wurde
dadurch noch eine stille Mutation an Basenposi#68 eingefiigt ®'GG TAC C
“’GC TAC C), welche eine Schnittstelle #ipnl entfernt. Das gereinigte PCR-Produkt
wurde mitDpnl verdaut und nach erneuter Aufreinigunggncoli DH5 transformiert.
Positive Klone mit mutierter DNS-Sequenz wurdenhnamer Mini-Praparation durch
Restriktionsanalyse identifiziert und zur Sequenzig ausgewahlt. Der so erhaltene
Zwischenvektor pGEM-cgPrPN155Y-4 wurde niitoRl und Xba geschnitten, der
Verdau gelelektrophoretisch aufgetrennt, das emdstae Fragment eluiert und in die
EcaRl- und Xba-Schnittstellen des pCineo-Vektors ligiert. Der rajrigte
Ligationsansatz wurde i&. coli DH5 transformiert und positive Klone nach Mini-
Préaparation durch das veranderte Restriktionsmusten einem Verdau micoRIl und
Kpnl identifiziert. Der Vektor pCl-cgPrPN155Y-4-2 wwedir die weiteren Arbeiten

verwendet.
2.2.2.12.4. pCl-cgPrPN170S-2-2

Um den Aminosduren-Austausch Asparagin gegen Sarnn Codon 170 des
Prionproteins der Roételmaus zu erzeugen (N170Spevwom pGEM-cgPrP-8 eine
Mutagenese-PCR mit den Primern cgN170S-for und @@iSirev durchgefihrt (siehe
2.2.2.4), die an Basenposition 509 den AustaurS8®®AC  °®AGC verursacht.
AulRerdem wurde durch die Mutagenese-PCR noch eitile dMutation an
Basenposition 528 erzeugf®GTG CAC  °?GTA CAC), welche eine Schnittstelle
fur ApaLl entfernt. Das PCR-Produkt wurde gereinigt, mpnl verdaut und nach
erneuter Aufreinigung ife. coli DH5 transformiert. Klone deren DNS-Sequenz durch
die PCR verandert wurde, wurden nach einer Minp&rgtion durch das veranderte
Restriktionsmuster nach einem Verdau raitdRl und Apall identifiziert und zur
Sequenzierung ausgewahlt. Der Vektor pGEM-cgPrPBiZ0wurde nach diesen
Kriterien ausgewahlt, miEcaRl und Xbal geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch
aufgetrennt, das entstandene Fragment eluiertrudok EcoRI- und Xbal-Schnittstellen
des pCineo-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligasansatz wurde irE. coli DH5
transformiert und positive Klone nach Mini-Prapamatdurch einen Restriktionsverdau
identifiziert. Zur Transfektion von Saugerzellenrde der Vektor pCl-cgPrPN170S-2-2

ausgewahlt.
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2.2.2.12.5. pCl-cgPrPN155Y-N170S-2-1

Zur Einfuhrung der zwei Mutationen flir die Verangdey der Aminosauresequenz an
Codon 155 (Asparagin gegen Tyrosin, N155Y) und asitn 170 des Prionproteins
(Asparagin gegen Serin, N170S) wurde vom pGEM-chR#®S-2 eine Mutagenese-
PCR mit den Primern cgN155Y-for und cgN155Y-revahgefuhrt (siehe 2.2.2.4.), die
an Basenposition 463 den Austaus€PAAC  “*TAC verursacht. Des Weiteren
wurde dadurch noch eine stille Mutation an Baseitipas468 eingefiigt’t’'GG TAC C
“’GC TAC C), welche eine Schnittstelle fkipnl entfernt. Das gereinigte PCR-
Produkt wurde mitDpnl verdaut und nach erneuter Aufreinigung En coli DH5
transformiert. Positive Klone mit mutierter DNS-8eqz wurden nach einer Mini-
Préaparation durch Restriktionsanalyse identifizietd zur Sequenzierung ausgewahilt.
Der so erhaltene Zwischenvektor pGEM-cgPrPN155Y0&E2 wurde mitEcor| und
Xba geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch etnémpnt, das entstandene
Fragment eluiert und in diecoRI- und Xba-Schnittstellen des pCineo-Vektors ligiert.
Der gereinigte Ligationsansatz wurdelincoli DH5 transformiert und positive Klone
nach Mini-Préaparation durch das veranderte Regingmuster nach einem Verdau mit
EcaRl, Kpnl und ApaLl identifiziert. Der Vektor pCl-cgPrPN155Y-N170S42wurde

fur die Transfektion von Saugerzellen verwendet.

2.2.2.12.6. pCl-cgPrPE227D-1-5

Um den Aminosaure-Austausch Glutamat gegen Aspaatat Codon 227 des
Prionproteins (E227D) zu erzeugen, wurde vom pGEMrE-8 eine Mutagenese-PCR
mit den Primern cgE227D-for und cgE227D-rev durdtige (siehe 2.2.2.4.), die an
Basenposition 681 den Austaus¢fGAA  °““GAC hervorruft. Des Weiteren wurde
durch die PCR noch eine stille Mutation an Baseitipns696 eingefiigt®¢’“CC CGC G
%92CC CGG G), welche eine neue Schnittstelle Xima erzeugt. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde mibpnl verdaut, der Verdau aufgereinigt und En coli DH5
transformiert. Positive Klone mit mutierter DNS-8eqz wurden nach einer Mini-
Préaparation durch das veranderte Restriktionsmusten einem Verdau micoR| und
Xmd identifiziert und zur Sequenzierung ausgewahtr Bo erhaltene Vektor pGEM-
cgPrPE227D-1 wurde mEcaR|l undXba geschnitten, der Verdau gelelektrophoretisch

aufgetrennt, das entstandene Fragment eluiertrudk EcoRI- und Xbal-Schnittstellen
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des pCineo-Vektors ligiert. Der gereinigte Ligasansatz wurde irE. coli DH5
transformiert und positive Klone nach Mini-Prapamat durch Restriktionsanalyse
identifiziert. Zur Transfektion von Saugerzellenrdel der Vektor pCl-cgPrPE227D-1-5

verwendet.
2.2.3. Methoden zur Arbeit mit Saugerzellkulturen
2.2.3.1. Allgemeine Kultivierungsbedingungen

Adharente Kaninchen-Nierenepithelzellen (RK13) (Md@y et al, 1963) wurden
unter sterilen Bedingungen in DMEM (4,5 g/l Glucosdne Glutamin), welchem
Penicillin und Streptomycin (Pen/Strep) und Glutanfimvitrogen, Karlsruhe) in der
vom Hersteller empfohlenen Endkonzentration sowde%d (v/v) FBS (Pan Biotech,
Aidenbach) beigemengt wurde, in 80Riaschen (Nunc, Wiesbaden) im Brutschrank
bei 37°C mit 5 % C@kultiviert. Stabile Zellklone wurden wochentlichitnauf 37°C
vorgewarmten DPBS (Pan Biotech, Aidenbach) gewasahne mit 2 Trypsin-Lésung
(Invitrogen, Karlsruhe) von der Kulturschale abgelénd 1:5 zur Weiterkultivierung in
warmen DMEM (mit Pen/Strep, Glutamax und 10 % FB8jgenommen. Stabile
Klone von konstitutiv PrP-exprimierenden RK13-ZelldMcCarthy et al, 1963)
wurden mit 0,5 mg/ml Hygromycin B (Roche, Mannhekultiviert. Stabile Klone von
induzierbar PrP-exprimierenden RK13-Zellen wurdenSmpug/ml Puromycin kultiviert,
wobei zur Induktion der Expression 4 pg/ml Doxyaycdem Medium zugesetzt
wurden.

Die Zellkulturen wurden regelmafig auf das Vorharséén von Mycoplasmen getestet,
wozu das PCR Mycoplasma Test Kit (AppliChem, Daadgtnach den Angaben des

Herstellers verwendet wurde. Kontaminierte Kultunenden verworfen.

2.2.3.2. Erzeugung stabiler Klone

Zur Erzeugung stabiler Klone von konstitutiv Pripemierenden RK13-Zellen wurden
trypsinierte Zellen in eine 56,7 énSchale (Nunc, Wiesbaden) tiberfithrt und bis zu

einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert. 6 pg ExpEmsplasmid (pClneo-Derivate,
siehe 2.2.2.11. und 2.2.2.12.) und 2 pg Resistasapt (pHA58) wurden in 500 pl
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DMEM ohne FBS, Pen/Strep und Glutamax aufgenomnrah mit 20 pl in 500 pl
DMEM ohne FBS, Pen/Strep und Glutamax verdinntenpofiectamine 2000
(Invitrogen, Karlsruhe) vermengt. Nach 20 min In&tibn bei RT wurde der
Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben, weldneer mit DPBS gewaschen und
mit Pen/Strep-freiem Medium uberschichtet wurderaciN 6 Stunden wurden das
Transfektionsmedium von den Zellen abgenommenDiRBS gewaschen und frisches
DMEM mit 10 % FBS und Glutamax (ohne Pen/Strep) diaf Zellen gegeben. Nach
weiteren 42 Stunden wurden durch die Zugabe vorrdtggcin B (Roche, Mannheim)
Selektionsbedingungen (1 mg/ml Hygromycin) eindésteUnter regelmaligem
Wechsel des Hygromycin-haltigen Mediums wurden Biotika-resistente Kolonien
herangezogen. Um stabil PrP-exprimierende Zellklane erhalten, wurden die
Antibiotika-resistenten Kolonien mit Trypsin von rd&ulturschale geldst (siehe
2.2.3.1.), mit DMEM mit 10 % FBS, Pen/Strep und t@hax verdinnt und auf 96well-
Kulturplatten (Nunc, Wiesbaden) vereinzelt. Die Hygycin-resistenten Klone wurden
von den 96well-Kulturplatten auf 21,5 értNunc, Wiesbaden) tiberfiihrt, im Dot Blot
auf ihre Expression des Prionproteins getestet dieddadurch identifizierten PrP-
exprimierenden Klone zusatzlich im Western Blot lgsiart. Ein geeigneter Klon
wurde zur permanenten Kultivierung ausgewahlt und cestlichen Klone zur
Konservierung eingefroren (siehe 2.2.3.3.). Dieenngelisteten Klone wurden fur die
durchgefuhrten Experimente verwendet.

Zur Erzeugung stabiler Klone von RK13-Zellen zuxioyclin-induzierten Expression
von PrP wurden RK13-Zellen wie fiir die konstitivpexmierenden Klone bis zu einer
Konfluenz von 80-90 % kultiviert. 4 pg Expressiolasmid (pTRE-Derivate, siehe
2.2.2.11.6.), 2 ug des fur den Tetracyclin-Transakdr kodierenden pTet-on und 2 ug
Resistenzplasmid (pSR2) wurden in 500 ul DMEM oRB&, Pen/Strep und Glutamax
aufgenommen und nach dem oben beschriebenen Prdtokdie Transfektion mit
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) fortgaefan. Die Zellen wurden mit
Puromycin (10 pg/ml) selektioniert und es wurdenje witir die konstitutiv
exprimierenden Zellen, Einzelklone erstellt. Das?{Expressionsniveau der Klone
wurde durch Dot Blot- und Western Blot-Analyse dsfsate von mit Doxycyclin
(4 pg/ml) inkubierten Zellen tUberpruft.
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Tabelle 8: Bezeichnung der Zell-Linien

Zell-Linie Klon-Nummer
RK btPrP pHA VIC4
RK cgPrP pHA B2
RK cgPrPE227D pHA 1116
RK cgPrPM1091 pHA 135
RK cgPrPM109L pHA 1120
RK cgPrPN155Y pHA 17
RK cgPrPN155Y-N170S pHA 1114
RK cgPrPN170S pHA 13
RK cgPrP-Tet lIC1
RK maPrP pHA 1129
RK mmPrP pHA 1134
RK oaPrP ARQ pHA VIB3
RK oaPrPARR pHA V48
RK13 -

2.2.3.3. Einfrieren und Auftauen von Saugerzellen

Zur dauerhaften Konservierung von RK13-Zellen wardie entsprechenden Zell-
Linien in eine 56,7 cmKulturschale (Nunc, Wiesbaden) ausgesaet und isizer
Konfluenz von 100 % kultiviert. Diese wurden danit DPBS gewaschen, mit 2
Trypsin von der Kulturschale geldst, in ein stexilds ml Schraubdeckelgefal’ tberfuhrt
und mit 500 upm fur 5 min bei RT in einer pelletidZentrifugen-Typ 5810R,
Eppendorf, Hamburg). Das Pellet wurde in 1,8 ml RBB 10 % DMSO (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) resuspendiert, in ein stegileml Kryo-Gefald (Nunc, Wiesbaden)
umgefillt und die Zellsuspension mit Hilfe einesgsopanol-GefriergefalRes (Nunc,
Wiesbaden) langsam auf -80°C abgeklhlt. Die gefieme Zellen wurden im
Stickstofftank bei -120°C gelagert.

Zum Auftauen von gefrorener Zellen wurden dieseg@agf 37°C erwarmt und in eine
80 cnf Kulturflasche (Nunc, Wiesbaden) mit 10 ml DMEM (%8 FBS, Pen/Strep,
Glutamax) uberfuhrt. Nach 24 Stunden wurde dasufmédium gewechselt, um das

aus dem Einfrier-Medium stammende DMSO zu entfernen
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2.2.3.4. Proteinmarkierung mit°s

Zur Markierung von zellularen Proteinen mit radithem Schwefel £S) wurden
Saugerzellen in 21,5 énSchalen auf eine Konfluenz von 90 % Konfluenz ikigftt,
mit DPBS gewaschen und mit 1,5 ml Minimal-Mediuneithichtet. Zur Erzeugung
von deglykosylierten Proteinen wurden dem Minimadvum 4 pl einer Tunicamycin-
Losung (10 mg/ml in DMSO) beigefiigt. Nach einer ub&tion fir 1 Stunde im
Brutschrank bei 37°C und 5 % GQvurden 25 pl (0,35 mCi) Redivue-Promix
(Amersham Biosciences, Freiburg) beigefiigt undsf@tunden bei 37°C und 5 % €O
inkubiert. Die Zellen wurden anschliel3end mit vevgenten DPBS gewaschen, lysiert
(sieche 2.2.4.8.) und aus den Lysaten durch Immuigmton (siche 2.2.4.9.) PrP
aufgereinigt.

2.2.4. Methoden zur Protein-Analyse und Aufreinigugy

2.2.4.1. Proteinkonzentrationsbestimmung

2.2.4.1.1. Bradford-Assay

Die Bestimmung der Protein-Konzentration von Zelsaten wurde durch eine
modifizierte Methode von Bradford (Bradford, 19'&inittelt. Dazu wurden 1 pl der zu
analysierenden Protein-Losung mit 200 pl Bradfoedéenz (Bio-Rad, Minchen) und
799 ul HO vermischt, fur 5 min bei RT inkubiert und die Abgtion bei einer

Wellenlange von 595 nm in einem Spectrophotomeygr Ultrospec 3000 (Amersham
Biosciences, Freiburg) fotometrisch bestimmt. Dieot&€inkonzentration konnte
anschlielend anhand einer Eichkurve aus definiedB®@A-Konzentrationen ermittelt

werden. Es wurden in der Regel Proteinkonzentratioron 1-10 pg/pl gemessen.

2.2.4.1.2. Bicinchoninsaure-Assay

Aufgrund der Interferenz des in der AufreinigungnvBrP® verwendeten Detergenz
Zwittergent Sulfobetaine 3-14 (Calbiochem, Schweli)am Bradford-Assay wurde zur
Bestimmung der Konzentration von aufgereinigten>PrBsungen eine modifizierte
Methode von Lowryet al. (Lowry et al, 1951; Smithet al, 1985; Brownet al, 1989)
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verwendet. Dazu wurden die Proben mit 1 ml Arbégshg des ,Bicinchoninic acid*
(BCA) Kits (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verseheraain den Angaben des Herstellers
prozessiert und bei 562 nm in einem Spectrophomdlyp Ultrospec 3000
(Amersham Biosciences, Freiburg) fotometrisch vessaa.

2.2.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekubavgcht wurde eine
diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyacryti@elelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970) durchgefuhrt. Es wurden dafir Galgbphorese-Apparaturen fir
10 10 cnf groRe Gele Typ Owl P8DS (VWR, Ismaning) verwendeibei 1/4 der
Gel-Lange aus dem Sammelgel und 3/4 aus dem Treregtand. Es wurden
Trenngele mit 15% und 10 % mit Acrylamid / Bisdargid-Losung (Bio-Rad,
Munchen) erstellt.

Nach dem GielRen des Trenngels wurde die Trenngekismit Isopropanol
Uberschichtet und 30 min zur Polymerisierung bei $288hengelassen. Anschliel3end
wurde das Isopropanol entfernt, die Sammelgellésaufgdas Trenngel gegossen und
der Kamm positioniert. Die Proteinproben wurden BitProteinprobenpuffer versetzt,
10 min bei 99°C aufgekocht und nach Abkihlung zusam mit einem
Molekulargewichtsstandard ,Prestained SDS-PAGEdsteth— broad range” (Bio-Rad,
Munchen) auf das Gel aufgetragen. Der Einlauf deb& durch das Sammelgel in das
Trenngel wurde durch Anlegen einer Spannung voi 80r 40 min erreicht, wonach
die Spannung fur die Auftrennung der Proteine imnhigel auf 140 V erhéht wurde.

2.2.4.3. Western Blot-Analyse

Um Proteine immunochemisch nachzuweisen, wurdea 8IDS-PAGE durchgefihrt
und die aufgetrennten Proteine durch eine Elekitmal im ,semi-dry“-Verfahren
(Towbin et al, 1979; Kyhse-Andersen, 1984) auf immobilisierendanobilon-P
PVDF-Membranen (Millipore, Eschborn) tbertragen.

Dazu wurde die mit Methanol aktivierte Membran “(9 cm), das SDS-
Polyacrylamidgel ohne Trenngel, sowie vier an di®[e der Membran angepasste
GB 004 Gel-Blotting-Papiere (VWR, Ismaning) in BRiog-Puffer equilibriert, in der
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Reihenfolge Blotting-Papiere (2 Membran, SDS-Gel und Filterpapiere” )2
luftblasenfrei in eine Semiphor Transphor Blot-Apgiar (Amersham Biosciences,
Freiburg) auf die Anoden-Platte gelegt, mit der d€&in-Platte abgedeckt und der
Transfer fir 1,5 h bei einer Stromstérke von 0,8en& Gelflache durchgefiihrt. Nach
dem Proteintransfer auf die PVDF-Membran wurden dismspezifischen
Bindungsstellen durch Inkubation der Membran in dRl®uffer unter stéandigem
Schwenken fir 1 h bei RT abgesattigt. AnschlieRemdde die Membran in einer
Lésung des in PBST-verdinnten Anti-PrP-Antikorp@oer Nacht bei 4°C geschwenkt,
zweimal fur 30 min in PBST gewaschen, fur 1 h ineeiL6sung des in PBST-
verdinnten Sekundar-Antikorpers geschwenkt, wienbegimal fir 30 min in PBST
gewaschen und abschlieRend fir 5 min in Chemiluszierez-(CLZ)-Puffer inkubiert.
Der CLZ-Puffer wurde abgegossen, Puffer-Reste dAtafupfen mit Zellstoff von der
Membran entfernt und 0,5 ml CDP-Star Substrat-Lgs(lRoche, Mannheim) auf die
Membran getropft. Die Membran wurde dann mit Klelmfiolie umhullt, in einer
Entwicklungskassette mit verschiedenen Expositieitsa auf einen Hyperfilm ECL
(Amersham Biosciences, Freiburg) aufgelegt und imere Entwicklungsmaschine
Optimax Typ TR (MS Laborgerate, Wiesloch) entwitkel

Fir den immunochemischen Nachweis der Protein&tdingf der Membran wurde die
Membran in 10 ml Alkalische Phosphatase-(AP)-Puffelegt und 45 pl NBT- und
35 ul BCIP-L6sung zugegeben. Die Reaktion wurdennaageichen einer adaquaten
Proteinbandenintensitat durch Spulen mit grol3engdei40O abgestoppt.

2.2.4.4. Dot Blot-Analyse

Zur Identifizierung PrP-exprimierender Klone beirdstabilen Transfektion von
Saugerzellen (siehe 2.2.3.2.) wurden neben der aedlot- auch eine Dot Blot-
Analyse durchgefuhrt. Dazu wurde ein geeignetéskSNitrozellulosemembran (Bio-
Rad, Minchen) fir 10 min in TBS-Puffer eingeweictmd nach den Angaben des
Herstellers in die ,Bio-Dot Microfiltration® Appatar (Bio-Rad, Minchen) eingebaut,
wobei freie Probenkammern mit Parafilm abgedichtetrden. Die entsprechende
Anzahl an Probenkammern wurde mit 100 pl TBS-Pulffefiillt, welcher durch das
Anlegen von Vakuum durch die Membran gesogen wuntlege jedoch die Membran

vollstandig auszutrocknen. Anschlie3end wurden RBgli-Lysat eingefullt, fur 5 min
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Vakuum angelegt, 100 ul TBS-Puffer in die Probenkem gegeben und erneut fur
5 min Vakuum angelegt. Die Apparatur wurde nach dergaben des Herstellers
auseinander gebaut, die Membran fiir 1 h bei RTrustautteln (700 upm) in Block-
Puffer gegeben und fur die weitere Durchfihrung b&e der Western Blot-Analyse
verfahren (siehe 2.2.4.3.).

2.2.4.5. Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamgklen

Zur Visualisierung von Proteinen in SDS-Polyacryidgelen wurde flr Proteinmengen
von 0,1-5 pg die auf dem Colloidal Coomassie Builti Blue (Roth, Karlsruhe)
beruhende Methode nach Neuhadt al. (Neuhoff et al, 1988) angewandt. Fur
Proteinmengen im Bereich von 1-100 ng wurde einke&Farbung nach einem
abgewandelten Protokoll von Heukeshoeven und Der(iteukeshoven & Dernick,
1988) durchgefihrt.

2.2.4.5.1. Coomassie-Farbung

In der Regel wurden die denaturierenden Polyacrggebe fir ca. 30 min in
Coomassie-Farbelosung bei Raumtemperatur untertt8bhinkubiert. Zur Entfarbung
wurde das Gel fur mehrere Stunden in Entfarber lgmgeund unter mehrmaligem
Wechsel des Entfarbers bis zu dem gewiinschten gradbentfarbt. Fir die Farbung
von Polyacrylamidgelen deren aufgetrennte Protaowh fir Massenspektrometrische

Analysen herangezogen wurden, wurde Coomassie G2a@ndet.

2.2.4.5.2. Silber-Farbung

Fur die Silber-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelenrden die Gele nach der
Elektrophorese fur 1 h in Fixierlosung geschwert, 20 min mit Waschlésung
gewaschen, anschlieend 1 min in Vorbehandlung9-(\Bung inkubiert, 3 20 s mit

H.O gespult, fur 20 min in Impragnierlésung geschwerkneut 3 20 s mit HO

gespult und unter Beobachtung durch Inkubation mtwickler die Farbungsreaktion
gestartet. Die Farbezeiten betrugen ungefahr 10 unoh wurden bei ausreichender
Farbung durch Schwenken der Gele fir 10 min in I8symg abgebrochen.
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Abschlie3end wurden die Gele fur 20 min in Wasalngsgelegt und in $0 mit 20 %

Glycerin gelagert.

2.2.4.6. Proteolytischer Abbau von Proteinen mit Rateinase K

Zum Nachweis der protease-resistenten Form desng?dteins wurden die zu
untersuchenden Proben mit Proteinase K (PK) verdawder Regel wurde dafir eine
PK-Konzentration von 100 pg/ml eingestellt und Aresatze fur eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Der PK-Verdau wurde entweder durch Zwggbeigneter Mengen PefaBloc
Protease-Inhibitor (Roche, Mannheim) oder durch kaohen der Proben in SDS-
PAGE-Probenpuffer (siehe 2.2.4.2.) abgestoppt. #&mesa von in vitro
Konversionsreaktionen mit gereinigtem PrRind PrP° wurden mit einer PK-

Konzentration von 20 pg/ml verdaut (siehe 2.2.5.5.)

2.2.4.7. Deglykosylierung von Glykoproteinen

Die Abspaltung von Asparagin-gebundenen Zuckemesten Glykoproteinen wurde
durch Inkubation der Proteine mit PNGase F (Newl&md) Biolabs, Frankfurt) nach
den Angaben des Herstellers unter Verwendung digrefigferten Puffer durchgefihrt.
Es wurden 20-100 pg Protein mit 500 U PNGase R fiibei 37°C inkubiert.

2.2.4.8. Erstellung von Zell-Lysaten zur Protein-Aalyse

Zur Protein-Extraktion und Protein-Analyse wurdegsate von Saugerzellkulturen
erstellt. Dazu wurden die Zellen bis zur vollst@edi Konfluenz auf 21,5 chSchalen

(Nunc, Wiesbaden) kultiviert, mit vorgewarmten DPHEBan Biotech, Aidenbach)
gewaschen und mit 200 pl kaltem HL+-Puffer Uberduet, welchem vor Gebrauch
Complete Mini (ohne EDTA) Proetase-Inhibitoren (Rec Mannheim) in der vom
Hersteller empfohlenen Konzentration beigemengt demr Die Zellen wurden
anschlieBend fur 15 min bei 4°C gelagert, dann eitem Zellschaber (Nunc,
Wiesbaden) von der Kulturschale abgeldst, in eénml, Reaktionsgefald tberfuhrt und

nach kurzem Vortexen fur 5 min bei 4°C mit 1009 in einer Tischzentrifuge
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(Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Der Uberstandrde in ein frisches 1,5 ml

Reaktionsgefald Gberfihrt.
2.2.4.9. Immunprazipation von®*S-PrpP°

Zellulares deglykosyliertes Prionprotein (PyRvurde mittels Immunpréazipation aus
Lysaten von®S-markierten, Tunicamycin-behandelten Zellen (si¢h24.8.) nach
einem abgewandelten Protokoll von Caugbkegl. (Caugheyet al, 1999b) gewonnen.
200 pl Zell-Lysat wurden mit 800 ul Methanol vergtig fir mindestens eine Stunde
bei -20°C inkubiert und anschlieRend fir 20 min4%& mit 4000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde sorgfaltig abgenommen und dastRel&00 ul DLPC-Puffer unter
Sonifizieren mit dem Ultraschallgenerator SonoplusD2200-UW2200 mit
Beschallungsbecher BR30 (Bandelin, Berlin) fir Z2s mit 70 % Ausgangsintensitat
resuspendiert. Um den Anteil unspezifisch gebund®@mneteine zu reduzieren wurden
der Losung 50 pl einer 50 %igen Suspension voneRr&-Sepharose (Amersham
Biosciences, Freiburg) zugefugt und bei 4°C furee8tunde mit Hilfe eines Rotators
(Neolab, Heidelberg) unter standiger Vermischurigulmert. AnschlieRend wurde die
Protein-A-Sepharose abzetrifugiert (12009, 4°C, 0,5 min), der Uberstand in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt und deizipations-Antikbrper zugeflugt
(4 pul RA3153 bzw. 200 pl 3B5 Zellkultur-Uberstand)d fiir 3 Stunden bei 4°C rotiert.
Dem Antikérper-haltigem Lysat wurden 100 ul der%i@en Suspension von Protein-
A-Sepharose hinzugefiigt und tber Nacht bei 4°Chiétti AnschlieBend wurde die
nun mit PrP assoziierte Protein-A-Sepharose abzentrifugid2000” g, 4°C,
0,5 min), in 500 ul DLPC-Puffer aufgenommen, erreaentrifugiert und mit 1 ml IP-
Waschpuffer resuspendiert. Die Suspension wurdailei 4°C rotiert, zentrifugiert
und der IP-Waschpuffer gewechselt. Nach weiterem0der Inkubation, wurden die
PrP°-Protein-A-Sepharose-Komplexe pelletiert (12009, 4°C, 0,5 min), in 1 ml O
aufgenommen und in ein ,low-binding® ReaktiosngeféBppendorf, Hamburg)
uberfuhrt. Die Suspension wurde erneut zentrifigiéer Uberstand verworfen, das
Pellet mit 1 ml HO resuspendiert und wieder zentrifugiert. Der Utaens wurde
abgenommen und Reste des Uberstandes sorgfaltigimait feinen Spritze (Hamilton,
Martinsried) abgenommen. Das zellulare Prionproteiarde von der Protein-A-
Sepharose durch Inkubation mit 50 ul 0,1 M Essigsdei RT (30 min, 700 upm)
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eluiert. Mit einer Hamilton-Spritze wurde das Elaé#igenommen, in ein ,low-binding*
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und ein weiterer Elutionsg durchgefiihrt. Von den
Eluaten wurden 4 pl mit 20 ml Rotiszint Szintilats-Cocktail (Roth, Karlsruhe)
vermischt und die Aktivitat in dem Szintillationsasgerat TRI-CARB 2900TR (Perkin

Elmer, Rodgau) vermessen.

2.2.4.10. Aufreinigung von PrP°

Zur Aufreinigung von Pr® wurde ein modifiziertes Protokoll nach Hogteal. (Hopeet
al., 1986) verwendet. Dazu wurde aus 2 g infiziertein khittels eines vorgekihlten
Glashomogenisators (Schutt Labortechnik, Gottingen) Homogenisierungspuffer
5 %iges Hirnhomogenat hergestellt. Ein Aliquot \&®0 pl wurde fir Western Blot-
bzw. Silbergel-Analysen bei -80°C eingefroren. Dastliche Homogenat wurde in
1,5 ml ReaktionsgefaRen aufgeteilt und in einer HfC gekihlten Tischzentrifuge
(Eppendorf, Hamburg) fir 30 min bei maximaler Gegokigkeit zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und zusammengefiihriAlEjnot von 500 pl wurde
fur Western Blot- bzw. Silbergel-Analysen weggeémorDer restliche Uberstand wurde
auf drei Polyallomer-Réhrchen (Science Service, shugg) verteilt und in einer
Ultrazentrifuge Typ Optima LE-80K (Beckman-CoultErefeld) im SW40Ti-Rotor fir
2,5 Stunden bei 10°C mit 34.800 upm zentrifugiPer Uberstand wurde abgegossen,
zusammengefihrt, ein Aliquot von 500 ul bei -809@gefroren und die drei Pellets
jeweils in 700 pl HO resuspendiert. Das Volumen wurde auf 1,4 ml dufigeind mit
70 pl Tris-Puffer (1M Tris-HCIl pH 8,0) versetzt. Da wurde RNase A (Roche,
Mannheim) in einer Endkonzentration von 5 ng/ul efemn und bei 4°C lber Nacht
inkubiert. Die RNase-verdauten Anséatze wurden jesaaif 4,5 ml aufgefillt, wobei
mit geeigneten Stamm-Ldsungen 0,6 M KaliumjodidnM Natriumthiosulfat, 1 %
Sarcosyl und 10 mM Natriumphosphat pH 8,5 eingkstalrde. Die drei Ansétze
wurden vereint und auf zwei frische Polyallomer-Rblen (Science Service,
Augsburg) aufgeteilt, in denen 2 ml eines Sucrosséhs vorgelegt wurde.
Anschliel3end wurden die Ansatze bei 10°C fur 1mn&n bei 40.000 upm mit dem
SW40Ti-Rotor zentrifugiert (Beckman-Coulter, Krefel Der Uberstand wurde erneut
abgenommen und vereint, ein Aliquot von 500 ul Wiestern Blot- bzw. Silbergel-
Analysen abgenommen, das Pellet mit 1 miOHaufgenommen und in einer
Tischzentifuge (Eppendorf, Hamburg) bei 10°C fiirs3@elletiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und das Pellet mit Hilfe des Ultraschatigrators Sonoplus HD2200-
UW2200 mit Beschallungsbecher BR30 (Bandelin, Bgrfiir 2 20 s bei 40 %
Ausgangsintensitat in 100 ul PBS mit 0,5 % (w/v) itfevgent Sulfobetaine 3-14
(Calbiochem, Schwalbach) resuspendiert und in e MInl ,low-binding®
Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg) Gberfuhrt.

FUr die durchgefuhrten Experimente wurden von jed&mon-Stamm insgesamt 8 g

Hirn bendtigt. Die erstellten PYPPréaparationen sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Bezeichnung der PrP**-Isolate

Organismus Prion-Stamm Herkunft Bezeichnung
CL57/BI6 Wt-Maus, Prnp-a | RML ZNP (Minchen) RML
CL57/BI6 Wt-Maus, Prnp-a | ME7 ZNP (Mlnchen) ME7
Hamster 263K RKI (Berlin) 263K
Rind BSE VLA (Weybridge, UK) BSE
Rételmaus 139A ISS (Rom, Italien) Cgl39A
Rételmaus Scrapie ltaly (Ss3) | ISS (Rom, Italien) cgSs3
Rételmaus 301C ISS (Rom, Italien) cg301C
Rételmaus BSE-SH ISS (Rom, Italien) cgBSE
Schaf (ARQ/ARQ) Scrapie UK VLA (Weybridge, UK) Scrap UK
Schaf (ARQ/ARQ) Scrapie ltaly (Ss3) | ISS (Rom, Italien) Scrap ltaly

Die Konzentration in den PTRPraparationen wurde durch Western Blot-Analyse
(siehe 2.2.4.3.) nach PK-Verdau und Deglykosyligruim Vergleich mit
rekombinantem Prionprotein mit definierter Mengemigelt. Die Gesamt-
Proteinkonzentration wurde mit der BCA-Methode vessen und zur Kontrolle der
Reinheit SDS-Gele mit anschlieRender Silberfarbamgefertigt (siehe 2.2.4.5.2.).

Tabelle 10: Protein-Konzentrationen und PrP*°-Gehalt der PrPSC-Préparationen

Prion Stamm Gesamt-Protein [pg/pl] Prp *° (Western Blot) [ng/ul]
Cg139A 1,2 130
€cgSs3 1,4 104
CcgBSE 0,7 113
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cg301C 0,8 305
ME7 1,2 216
RML 0,8 -

Scrap UK 0,7 225
Scrap Italy 7,0 186
BSE (Prap. I) 0,6 121
BSE (Prép. Il) 0.4 86
263K 1,0 235

2.2.4.11. Aufreinigung von rekombinantem Prionproten

Rekombinantes Prionprotein (rPrP) wurde aus in eRuffer resuspendierten
Expressionskulturen vok. coli (siehe 2.2.1.7.) nach einem abgewandelten Prdtokol
von Liemann und Glockshuber (Liemann & Glockshuld&99; Gieseet al, 2004)
aufgereinigt. Nach Lyse der Zellen wurde das rPns aen intrazellularen
Einschlusskorpern gelést, durch lonen-Austauschencatographie von dem Grol3teil
der zellularen Proteine getrennt, oxidigmer eine Nickel-Affinitdtssdule aufgereinigt
und abschlie3end in diehelikale Form zuriickgefaltet.

Fur die Lyse der Zellen wurde der ZellsuspensiomzBease (0,075 U/ul), RNase
(0,38 pg/ml), Lysozym (1,8 mg/ml) und Triton X-10D,75 %) zugefligt und die Zellen
durch Inkubation flr 20 min bei 37°C unter Schiittieéi 250 upm aufgeschlossen. Das
Lysat wurde durch Zentrifugation mit 12.000 upm B&C fir 25 min zentrifugiert
(Zentrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg), das Peflet5 ml kaltem Wasch-Puffer
resuspendiert, wieder zentrifugiert (30 min, 12.04@m, 4°C), das Pellet erneut in
15 ml kaltem Wasch-Puffer resuspendiert und furmiif bei 4°C mit 12.000 upm
zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde in riD kaltem Resuspensionspuffer
aufgenommen, fur 5 min zentrifugiert (4°C, 12.00@my), der Uberstand in
Polyallomer-Rohrchen (Science Service, Augsburgxfiiinrt und mit 35.000 upm bei
RT fir 30 min in einer Ultrazentrifuge Typ OptimaE{180K (Beckman-Coulter,
Krefeld) im SWA40Ti-Rotor zentrifugiert. Die bei dien Resuspensionsschritten
anfallenden Uberstande wurden durch Coomassie-Réreiner SDS-PAGE-Analyse
auf ihren rPrP-Gehalt Uberprift.

Der durch die Ultrazentrifugation gewonnene rPrRigm Uberstand wurde zur
weiteren Aufreinigung einer Kationen-Austauscheoamatographie unterzogen. Dazu

wurde eine Saule aus Fractogel EMDsSUWR, Ismaning) nach den Empfehlungen
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des Herstellers erstellt und in eine FPLC-Einh&itnérsham Biosciences, Freiburg)
integriert, wobei der EMD-S£Saule zur Vorreinigung durch  Anionen-
Austauscherchromatographie noch eine Saule austoedcEMD-DEAE (VWR,
Ismaning) vorgeschaltet wurde. Die Saulen wurdeh Medrigsalzpuffer equilibriert
und der rPrP-haltige Uberstand aus dem Zellaufsshtlurch die Saulen geleitet. Die
Elution der auf der EMD-S£Séaule gebundenen rPrP-Molekile erfolgte durch
Anhebung der NaCl-Konzentration von 150 mM auf 460, indem der Anteil an
Hochsalzpuffer in der Durchflusslésung graduell 8% auf 80 % erhdht wurde. Das
Eluat wurde in Fraktionen von 2 ml aufgefangen, @abe Elution durch Messung der
Leitfahigkeit und der Absorption bei 280 nm verfolgurde. Der Anteil an rPrP im
Durchlauf und in den Eluaten wurde durch CoomaB&mdung einer SDS-PAGE
Uberpraft.

Die rPrP-haltigen Eluate wurden zusammengefithrt, @xiidationspuffer auf 100 ml
aufgeflllt und fur 3 h bei RT inkubiert. Die Reaktiwurde durch Zugabe von 0,1 mM
EDTA und Absenken des pH-Wertes auf pH 7,0 abgestop

Nach der Oxidation wurde die Aufreinigung mit eilckel-Affinitatschromatographie
fortgesetzt. Dazu wurde 75 %ige Chelating Sepharbsst Flow (Amersham
Biosciences, Freiburg) mit 0,1 M NiClnkubiert, mit HO gewaschen und mit Ni-
Aquilibrierpuffer gewaschen. Auf 2 ml vorbehandel@epharose wurden mit 50 mg
rPrP gegeben, welches vorher mit 0,1 mM Ni@rsetzt wurde. Der Ansatz wurde flr
3 h bei RT inkubiert und die Suspension in mit eiRdterplatte versehene Polyprep
Chromatogarphiesaule (Bio-Rad, Miinchen) gegebes.Saule wurde dreimal mit Ni-
Waschpuffer gewaschen und das gebundene rPrP duretterholte Gabe von
Elutionspuffer von der S&ule gelost. Der Durchlaufje durchgelaufenen
Waschlésungen und die Eluate wurden durch Coomé&séskaing einer SDS-PAGE
analysiert. Die rPrP-haltigen Eluate wurden zusangefigt, durch Kationen-
Austauscherchromatographie mit einer Saule aus tdgelc EMD-SQ (VWR,
Ismaning) aufkonzentriert und durch langsames Mandi (1:50) in 10 mM MES-
Puffer pH 6,0 unter Rihren bei 4°C fur 4 h zurtdatet.

Das zurlckgefaltete rPrP wurde anschlieend miBsdstriprep YM10 (Millipore,
Eschborn) bei 2.000 g aufkonzentriert und dreimal gegen 0,5 Liter 2 M S-Puffer
pH 6,0 dialysiert. Durch Zentrifugation fur 30 mmit 17.000 upm bei 4°C wurden
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verbleibende rPrP-Aggregate abzentifugiert, der réthed mit einem gleichen

Volumen Glycerin versetzt und bei -20°C gelagert.

2.2.4.12. Umpufferung von rekombinantem Prionprotei

Zur Markierung von rPrP mit Fluoreszenzfarbstofie@md zur Erzeugung von rPrP-
Oligomeren nach Post al. (Postet al, 1998) wurde das nach Dialyse in 50 % Glycerin
bei -20°C gelagerte rPrP durch Gelfiltration in D@M Natriumphosphat-Puffer
Uberfuhrt. Abhéangig von den weiterfihrenden Experiten wurde ein pH-Wert von
pH 6,0 oder pH 7,2 eingestellt, sowie dem Puffet % NP40 oder 0,2 % SDS
beigefugt. Dazu wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgeffl® ul Sephadex G-15
(Amersham Biosciences, Freiburg) gegeben und in I1Natriumphosphat-Puffer
aufgenommen. Von dieser Suspension wurden 800 gihanMicrospin Mobicols Saule
(MoBiTec, Gottingen) gegeben, dessen Ausflu welabrder mit einer Filterscheibe
(35 um PorengrofRe) versehen wurde. Die Saulen wurdein 1,5 ml Reaktionsgefald
gestellt, fir 1 min mit 700 g bei RT zentrifugiert und der Durchfluss verwaotrfe
AnschlieRend wurden 300 pl Natriumphosphat-Puftérdee Saule gegeben, erneut flr
1 min bei 700 g bei RT zentrifugiert und der Durchfluss verworf®ies wurde 3
wiederholt und die Saule abschlieBend fur 2 min#0@° g bei RT zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen, die rPrP-Stammlésunigdael S&ule gegeben (max. 50 pl

pro Saule) und fur 2 min mit 700g bei RT zentrifugiert.

2.2.4.13. Fluoreszenz-Markierung von rPrP

Um die Aggregation von rPrP mittels FluoreszenzsKlationsspektroskopie (FCS) zu
untersuchen, wurden die rPrP-Molekule mit den Fdapenzfarbstoffen Alexa Fluor488
und Alexa Fluor647 (MoBiTec, Gottingen) markiertalizi wurde die Reaktion der als
Succinimidylester vorliegenden Farbstoffe mit demmiAogruppen der Lysin-

Seitenketten des Proteins fur die Verknipfung ausige

Um die Reaktion durchfuihren zu kénnen, wurden 1@ergn 50 % Glycerin bei -20°C

gelagerten rPrP-Stammldsung (siehe 2.2.4.11.) d@adfiltration in Natriumphosphat-

Puffer (10 mM, pH 6,0) mit 0,1 % NP40 umgepuffediefe 2.2.4.12.). Die

umgepufferte rPrP-Losung wurde mit 0,Yolumen Natrium-Bicarbonatlésung (1M,
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pH 8,3) versehen und mit geeigneten Mengen eineddvmung (1:10 in DMSO) der
Farbstoffe versehen. Die Farbstoffmenge wurde dabgewahlt, dass im Durchschnitt
zwei Farbstoffmolekile an ein rPrP-Molekil gebundamrden. Die Reaktion wurde
Uber Nacht bei 4°C unter Lichtausschluss durchgefiumd anschlielend durch
Zentrifugation der Ansatze durch zwei wie in 2.224. mit Natrium-Phosphatpuffer
(10mM, pH 6,0, 0,1 % NP40) erstellte Saulen aush8eéex G-25 (Amersham
Biosciences, Freiburg) von freien Farbstoffmolektlgetrennt. Zur Kontrolle der
Markierungsrate wurden 1:100 Verdinnungen in Natpbosphat-Puffer (10 mM, pH
7,2) mit 0,2 % SDS erstellt und eine FCS-Analyse wnd nach einem PK-Verdau
(0,2 mg/ml) durchgefuhrt. Die Ansatze wurden abs@®dnd aliquotiert und bei -80°C
gelagert.

2.2.4.14. Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie

Das Aggregationsverhalten von Fluoreszenz-markierieekombinanten Prionproteinen
wurde mittels Fluoreszenz-Korrelationsspektrosk@pi€S) untersucht (Schwillet al,
1997; Gieseet al, 2000; Gieseet al, 2004). FCS-Messungen wurden bei
Raumtemperatur mit einem Insight Reader (Evotec ,GAdmburg) in mit einem
Glasboden versehenen 96well-Platten (Evotec OAIl, miblag) in einem
Reaktionsvolumen von 20-30 ul durchgefuhrt. Zur égung der mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Alexa488 und Alexa647 mar&re rPrP-Molekile (siehe
2.2.4.13.) wurden zwei Laser mit den Wellenlang& #m und 633 nm durch ein
40" Objektiv in das Probevolumen fokussiert. Die Annegsleistung betrug dabei
200 pW bei 488 nm und 300 uW bei 633 nm. Die Mass$ag in der Regel zwischen
10 und 20 s. Bei Messungen mit “Beamscanner” wurdBrobenvolumen eine Strecke
von 100 pm mit 50 Hz auf einer Lange von 2000 pm den Lasern gescannt. Das von
den markierten rPrP-Molektilen emittierte Licht weirdurch eine entsprechende Optik
mit einer Blende von 70 um auf zwei Photonen-Detekt geleitet. Die so erhaltenen
Fluoreszenzdaten wurden mit der FCSppEvaluationwaoé v2.0 (Evotec OAI,
Hamburg) ausgewertet.
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2.2.4.15. Kovalente Vernetzung von PrP-Aggregaten

Um Aggregate des Prionproteins kovalent zu verkaipfvurde eine foto-induzierte
Vernetzungsmethode abgewandelt nach Fancy und kkkd&@ancy & Kodadek, 1999)
angewendet. Die zu vernetzenden Proben (20-50Qvuiylen dazu bei reduziertem
Raumlicht in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfluhrt uimk egeeignete Konzentration an
Ruthenium-Bipyridylchlorid (Ru(bpy)) und AmmoniuneRulfat (APS) eingestellt. Die
Ansatze wurden anschlieBend bis zum Deckelrandhdaie kreisformige Offnung
(1 cm Durchmesser) in den Innenraum einer mit Ahiomfolie ausgekleideten
Pappschachtel (1014 5 cn?) geschoben, welche in 5 cm Entfernung von der érob
mit einer Offnung von 2 cm Durchmesser versehen arch diese Offnung wurde die
Probe mit einem Fotoblitz Mecablitz 32CT3 (Metzrngiorf) 1-10 belichtet, wobei
Neutralfilter (Linos, Minchen) mit unterschiedlieHeurchlassigkeit (0,1 %, 1 %, 5 %,
10 %, 20 %, 50 % und 100 %) zwischen Lichtquellel irobe gebracht wurden,
wodurch die Intensitat des auf die Probe treffendamts und damit der Grad an
kovalenter Vernetzung beeinflusst werden konnte.

Es wurden sowohl Aggregate von rPrP (in Natriumphas-Puffer 10 mM pH 7,2 mit
0,01-0,2 % SDS), aufgereinigtes PfP(in PBS mit 0,5 % Zwittergent
Sulfobetaine 3-14) als auch Bffh 10 %igem Hirnhomogenat nach dieser Methode
vernetzt, wobei die eingestellte Konzentration Yar{bpy) und APS abhangig von der
Proteinkonzentration und dem gewiinschten Vernetgrag variierte. P in
10 %igem Hirnhomogenat wurde durch 1:100 Verdinnuag Hirnhomogenat aus
infizierten Hamstern mit Hirnhomogenat aus gesundi@ren erstellt und vor der
Vernetzung einem Zyklus PMCA unterzogen. In der dRegurde fur die Vernetzung
von rPrP in nanomolaren Konzentrationen mit 5 puM(dRy) und 100 pM APS
gearbeitet und fiir die Vernetzung von gereinigter®>Pund rPrP in micromolaren
Konzentrationen 0,1 mM Ru(bpy) und 2 mM APS eingitstDurch Variation der
Konzentrationen von Ru(bpy) und APS sowie durchviievendung von Neutralfiltern
mit unterschiedlicher Durchlassigkeit wurden diernézungsbedingungen fur die
einzelnen Experimenten optimiert.

Die Vernetzungsprodukte wurden entweder durch F@&Ssudng, Western Blot-Analyse
oder Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE analysietbeiweor der Western Blot-
Analyse von vernetztem PiPein PK- und PNGase-Verdau durchgefiihrt wurde. Das
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Molekulargewicht der Vernetzungsprodukte wurde »dnildungen der Western Blot-
Analyse bzw. Coomassie-Farbungen nach SDS-PAGE Hiliie der Software
GeneTools v3.04.04 (SynGene, Cambridge, UK) bestimm

2.2.4.16. Massenspektrometrie

Zur massenspektrometrischen Analyse von vernet2temprotein-Aggregaten (siehe
2.2.4.15.) wurde eine SDS-PAGE der zu untersuchedleben durchgefihrt und das
Gel einer Coomassie-Farbung (Coomassie G250) wgenz Die dadurch sichtbaren
Proteinbanden wurden mit einem Skalpell ausgedeimiin 500 pl HO Gberfuhrt und
bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagetr @eiteren Prozessierung wurden
die Proteine durch einen tryptischen Verdau ausaddipande eluiert. Dazu wurden die
Gelbanden zweimal fir 30 min bei 37°C in 200 pOHund anschlieBend zweimal fir
5min bei 37°C in 150 ul Acetonitril (50 %) inkubie Die auf diese Weise
vorbehandelten Bande wurden dann fur 5 min zumkheg stehen gelassen, mit 2 pl
einer 200 ng/pl Trypsin-Losung (Promega, Mannheweysehen und mit 50 pl
Ammonium-Bicarbonat-Losung Uberschichtet. Der Thypgerdau wurde Uber Nacht
bei 37°C mit 700 upm durchgefihrt, wodurch die thisnden Peptide aus dem Gel in
die Bicarbonat-Losung diffundierten, welche abgem@m und in ein frisches 1,5 ml
“low binding’-Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburd)eifiihrt wurde. Die Peptid-
Loésung wurde mit Hilfe der KationenaustauscherZgit ZipTip C18 (Millipore,
Eschborn) nach den Empfehlungen des Herstellergeerrihigt und fir die
massenspektrometrische Analyse eingesetzt. Die emggsktrometrische Analyse
mittels Matrix-unterstitzter Laser-Desorptions-Eations-Flugzeitmassenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS) oder Elektrospray-lonisation-Flugneiassenspektrometrie (ESI-
TOF-MS) wurde im Zentrallabor fir Proteinanalyt&®, Minchen) durchgefihrt.

2.2.5. Invitro Konversionsreaktionen
2.2.5.1. Invitro Konversion durch Inkubation von Hirnhomogenat
In vitro Konversionsreaktionen basierend auf der Inkubatwom Hirnhomogenat

wurden nach Lucassest al. durchgefuihrt (Lucasseet al, 2003). Ahnlich wie bei der
PMCA (siehe 2.2.5.2.) wurde dazu mit Hilfe einesasblomogenisators (Schuitt
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Labortechnik, Gottingen) ein 10 %iges (w/v) Hirnhamgenat von Prion-infizierten und
uninfizierten Tieren (Hamstern oder RotelmausenpPBS erstellt. Bei der Erstellung
des Hirnhomogenates der uninfizierten Tiere wusdd¢h kein Detergents verwendet.
Bei der Erstellung des Hirnhomogenats der infieiertTiere wurde 1 % (v/v)
Triton X-100 hinzugegeben. Die Homogenate wurdeh 200" g bei 4°C fur 30 s
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Complete tBase-Inhibitoren ohne EDTA
(Roche, Mannheim) versehen und in Aliquots bei €é8@elagert. Fir die Reaktionen
wurde das infizierte Hirnhomogenat in der Regel01lid PBS mit 1 % (v/v) Triton
X-100 verdinnt und dann 1:1 mit uninfiziertem Hiommogenat vermengt. Die
Reaktionsansatze (Endkonzentrationen: 5 %iges Blinadgenat mit 0,5 % Triton
X-100) wurden in 50-100 ul Aliquots fur 16 h bei°&7 unter Schutteln (300 upm)
inkubiert. Zur Auswertung wurden 20 pl der Reaksiamsatze mit Proteinase K verdaut
(100 pg/ml) und im Western Blot analysiert. Durchend Vergleich der
Bandenintensitditen vor und nach der Inkubationsi@ak wurde der
Amplifikationsfaktor ermittelt (lmp = | +ink / | .ink). Eine Variante dieser Reaktion ist
die serielle Inkubationsreaktion, bei der nach 1@nkubation der Ansatz in 5%
Hirnhomogenat von gesunden Tieren mit 0,5 % Tritk100 verdinnt und erneut
einer Inkubation von 16 h unterzogen wird. Wird sdimehrmals hintereinander

durchgefiihrt, kommt es zu einer starken Verdiinrdesjeingesetzten PFffMaterials.
2.2.5.2. "Protein Misfolding Cyclic Amplification”- Reaktion

Die ,Protein Misfolding Cyclic Amplification“-Reakbn (PMCA) ist einin vitro
Konversionsverfahren, bei dem die misgefaltete Fdaw Prionproteins in 10 %igem
Hirnhomogenat amplifiziert wird (Saboriet al, 2001). Dazu wurde mit Hilfe eines
Glashomogenisators (Schitt Labortechnik, GéttingeghPoiges (w/v) Hirnhomogenat
von Prion-infizierten und uninfizierten Tieren (Hai@rn oder Rotelmausen) in PBS mit
0,5 % (v/v) Triton X-100 und 0,05 % SDS (w/v) etktavelches mit 1000 g bei 4°C
fur 5 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurdé Complete Protease-Inhibitoren
ohne EDTA (Roche, Mannheim) versehen und in Aliguio¢éi -80°C gelagert. Zum
Ansetzen der Reaktion wurde Hirnhomogenat infieleftiere in der Regel 1:100 mit
uninfiziertem Homogenat verdinnt. 200 pl dieses arss wurden mit einem
Ultraschallgenerator Sonoplus HD2200-UW2200 mitoStaotrode SH 70G / MS 73
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(Bandelin, Berlin) in der Regel’51 s bei 40 % Ausgangsintensitat sonifiziert und
anschliel3end fir 1 h bei 37°C mit 300 upm inkubieré Ansétze wurden anschlieRend
kurz zentrifugiert, gevortext und erneut sonifiziend inkubiert. Diese Runden von
Sonifizieren und Inkubieren wurden fur einen vollRRICA-Zyklus in der Regel zehn
Mal durchgefiihrt, wobei die Sonotrode nach jedend@umit HO gespult wurde.

Fur bestimmte Fragestellungen wurde eine VariaateP#MCA, die sogenannte serielle
PMCA (sPMCA) durchgefiihrt (Bieschlet al, 2004; Pieninget al, 2005; Castillaet
al.,, 2005). Dazu wurde nach jedem PMCA-Zyklus der Meakansatz mit
Hirnhomogenat uninfizierter Tiere verdinnt und egrneuter PMCA-Zyklus
durchgefuhrt. Durch die mehrfache Wiederholung etie¥erdinnungsschritte mit
anschlieBendem PMCA-Zyklus wurde eine starke Vendilg des eingesetzten
infektiosen Ausgangsmaterials erreicht.

20 pl der PMCA-Reaktionsansatze wurden zur Auswertmit Proteinase K verdaut
(100 pg/ml) und im Western Blot analysiert. Durcéryleichen der Bandenintensitaten
vor und nach der PMCA wurde der Amplifikationsfakt@rmittelt (Fmp =

I +pmca/ | -pmca)-

Zur Beruteilung der Infektitsitat von PMCA-Probenngen die Reaktionsansatze 1:10
in PBS verdiinnt und 50 pl intrazerebrat.f nach der Methode von Kimberlin und
Walker (Kimberlin et al, 1986) durch die Arbeitsgruppe von Miachel Beekes
Robert-Koch-Institut (Berlin) geblindet in syrisckldhamster inokuliert (9 Tiere pro
Kontrollgruppe) und die Inkubationszeiten bis zerminalen Erkrankung und der
infektiose Titer [50 %i.c. lethale Dosis (LBy)] mit Hilfe von Dosis-Inkubationszeit-
Kurven nach Kimberlin und Walker (Kimberlet al, 1986) ermittelt.

2.2.5.3. Invitro Konversion mit Hirnhomogenat und Zell-Lysat

Die Konversion des zellularen Prionproteins in seimsgefaltete Form igh vitro auch
durch die Inkubation von Zell-Lysat mit infektiosemirnhomogenate mdglich
(Vorberget al, 1999). Dazu wurden PrRexprimierenden Zellen in geeigneter Dichte
mit einem Zell-Schaber (Nunc, Wiesbaden) von ddtutschale gel6st und in PBS mit
0,5 % (v/v) Triton X-100, 0,05 % (w/v) SDS und Cdetp Protease-Inhibitoren ohne
EDTA (Roche, Mannheim) ein 10% (w/v) Zell-Lysat tetk. Das Lysat wurde mit
1000" g fur 1 min bei 4°C zentrifugiert und der UberstaB:1 mit infektiosem
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10 %igem Hirnhomogenat versetzt. Das infektiosenkbmogenat wurde in PBS mit
0,5 % Trition X-100 und 0,05 % SDS nach dem Prailo#dler PMCA erstellt (siehe
2.2.5.2.). Die Ansétze wurden 96 h bei 37°C un@hi®eln (300 upm) inkubiert und
mit PK (20 pg/ml) fir 1 h bei 37°C verdaut. Durceeignete Kombination von PrP
und PrP°® sowie durch geeignete Wahl des Antikorpers wuréegebildetes PK-

resistentes PrPres differentiell in der Westerrt-Bloalyse detektiert.
2.2.5.4. In vitro Konversion mit gereinigtem rPrP und PrP>®

Zur in vitro Konversion von gereinigtem rekombinanten Priongirot(rPrP) durch
gereinigtes Pr® nach Kirbyet al. (Kirby et al, 2003) wurde 200 ng aufgereintes rPrP
(siehe 2.2.4.11.) mit 1 pg gereinigtem Pr@iehe 2.2.4.10.) in rPrP-Konversionspuffer
in eimem Reaktionsvolumen von 20 ul fir 24 h bei@nter Schitteln (300 upm)
inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde migCHauf 40 pl aufgefillt und 1/20 des
Reaktionsansatzes mit 43 pb® und 2 pl BSA (10 mg/ml) versetzt und mit vier
Volumen Methanol bei -20°C lber Nacht geféllt. Destlichen 19/20 wurden einem
PK-Verdau (0,06 mg/ml) durch Inkubation bie 37°C fih unterzogen. Der PK-Verdau
wurde durch Zugabe von PefaBloc (Roche, Mannheingestoppt (1 mM) und nach
Zugabe von 2 pul BSA (10 mg/ml) mit vier Volumen Manol bei -20°C tber Nacht
gefallt. Die Ansatze wurden durch Zentrifugatiort i4.000 upm bei 4°C fir 30 min
pelletiert, der Uberstand sorgfaltig abgenommen whak Pellet mit Protein-
Probenpuffer flr die Western Blot-Analyse vorbereifsiehe 2.2.4.3.). Durch eine
geeignete Kombination von rPrP und PrRowie durch die Wahl des primaren
Antikorpers konnte neu gebildetes PrPres in der t@vesBlot-Analyse differentiell

detektiert werden.
2.2.5.5. In vitro Konversion mit gereinigtem PrP" und PrP>*

Fur in vitro Konversionsexperimente mit gereinigtem Puhd Pre® wurde PrP,
welches durch Immunprazipation adsS-markiertem Saugerzell-Lysat gewonnen
wurde (siehe 2.2.4.9.), mit aufgereinigtem Pr@iehe 2.2.4.10.) in Konversionspuffer
fur 3 Tage in einem Reaktionsvolumen von 30 pl B&C in ,low binding®
ReaktionsgefalRen (Eppendorf, Hamburg) nach eingevaéndelten Methode von
Caugheyet al. inkubiert (Caugheyet al, 1999b). Dabei wurden 15.000 cpm PrP
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eingesetzt und die dadurch variierende Menge aiy$gage im Reaktionsansatz durch
Zugabe von Essigsaure (0,1 M) ausgeglichen. Bei rddbeeiten des
Essigsaurevolumens iiber 20 % des Reaktionsvolumarde das PrRVolumen vor
der Reaktion eingeengt.

Die zugefiihrte PrB-Menge variierte abhangig vom untersuchten Priavi (ca.
0,4-1pug) und wurde anhand von Konzentrationsreihen denen die
Konversionseffizienz im homologen System (PrRund PrP° mit gleicher
Aminoséuresequenz) bei verschiedenen®Pvfengen ermittelt wurde, optimiert. Es
wurde die PrP-Menge, mit welcher die héchste Konversionseffiziemzielt werden
konnte, fur alle weiteren Reaktionen eingesetzthdklgig vom Prion-Stamm wurde
dem Reaktionspuffer noch 0,4 M (Scrap Italy, BSEwb 0,7 M (Scrap UK)
Guanidinium-Hydrochlorid (GndHCI) beigefiigt.

Nach Inkubation der Konversionsreaktionen wurdea Ansatze fur 0,5 min bei
5000 upm zentrifugiert und ein Zehntel des Reak@msatzes in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefal3 uberfuhrt, in welches 11 WOH?2 pl 10 TN-Puffer und 4 pl
Thyroglobulin (5 mg/ml) vorgelegt wurden. DieserilTéder Ansatze wurde nicht mit
Proteinase K behandelt. Der verbleibende Reaktrmada wurde mit 61 pl 40, 10 pul
10° TN-Puffer und 2 pl einer Proteinase K-Losung (1/miy versehen und fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert (PK-Endkonzentrationp2@ml).

Der Verdau wurde anschliel3end durch Zugabe vondingr Stammlésung (100 mM)
PefaBloc Protease-Inhibitor (Roche, Mannheim) atoggs und den Anséatzen 8 pl
Thyroglobulin (5 mg/ml) zugefuhrt. Thyroglobulinetite als ,Carrier“-Protein in der
sich anschlielBenden Methanol-Fallung, die durchZdigabe von 4 Volumen Methanol
zu den verdauten (450 pl) und den unverdauten (B@Pgoben initiiert wurde. Die
Proben wurden nach Inkubation tber Nacht bei -2@fCl5 min mit 14.000 upm bei
4°C zentrifugiert, der Methanol-Uberstand sorgfatbgenommen und das Pellet durch
Zugabe von 15ul O und 5 pl 5 Proben-Puffer fur die SDS-PAGE-Analyse
vorbereitet (siehe 2.2.4.2.).

Die Gele wurden nach Abschluss der Elektrophorése30 min in Gelfixierlésung
geschwenkt, anschlielBend in Amplify (Amersham Bisces, Freiburg) Gberfuhrt und
fur weitere 30 min inkubiert. Die auf diese Art behandelten Gele wurden mit einem
Geltrockner Modell 583 (Bio-Rad, Miinchen) bei 8G8C2 h unter Vakuum getrocknet
und fur 3 Tage auf eine Fujifilm ,Imaging plate“AB-IP MS 2325 bzw. 2025 (Raytest,

70



Straubenhardt) zur Exposition aufgelegt. Die Phatwwurde in einem Fuijifilm
Phosphorimager Typ BAS 1800 Il (Raytest, Straubmithausgelesen und die Daten
mit der Densitometrie-Software AIDA V3.44.035 (Rest, Straubenhardt) ausgewertet.
Dabei wurde von den verdauten und unverdauten Rrale Banden-Intensitaten
vermessen und die Intensitat abziglich der Inténdiés Hintergrundes bestimmt. Bei
den verdauten Proben wurden nur die Banden im &ereon 18-24 kDa in die
Rechnung einbezogen. Die Konversionseffizienz (KMidyde durch die Formel KVE
[%] = [l +pk/ (I -pk*10)]*100 ermittelt. Zuséatzlich wurden die getroetan Gele
anschlieBend noch auf einen Kodak BioMax MR1 Filaimérsham Biosciences,

Freiburg) aufgelegt, fir 2 Wochen bei -80°C expdniad anschliel3end entwickelt.

2.2.5.6. In vitro Konversion von rekombinantem Prionprotein

Zur Erzeugung von Oligomeren aus rPrP nach Eoal (Postet al, 1998) wurden ein
Aliquot der Glycerin-haltigen rPrP-Stammldsung ligi€.2.4.11.) in Natriumphosphat-
Puffer (10 mM pH 7,2) mit 0,2 % SDS umgepufferef@ 2.2.4.12.). Zur Initilerung der
rPrP-Aggregation wurde die umgepufferte rPrP-Losuamiyy Natriumphosphat-Puffer
(10 mM, pH 7,2) verdinnt, wodurch eine SDS-Enkotrzion von 0,01-0,03 %
eingestellt wurde. Die Anséatze wurden anschlie3aidRT fir 3-5 h unter Schitteln
mit 300 upm inkubiert.

Es wurden sowohl unmarkierte als auch Fluoreszeskigrte (siehe 2.2.4.13.) rPrP-
Molekile mit dieser Methode in Oligomere uberfuhiDie Aggregation von
unmarkiertem rPrP wurde nach kovalenter VernetaigrgOligomere (siehe 2.2.4.15.)
durch Coomassie-Farbung oder Western Blot-AnalyaehnSDS-PAGE Uberpruft
(siehe 2.2.4.5.1. und 2.2.4.3.). Die Aggregation wrarkiertem rPrP wurde im Insight
Reader (Evotec OAI, Hamburg) Uber die Zeit bzw. Bglpunktmessung analysiert
oder nach kovalenter Vernetzung der Oligomere eWnestern Blot-Analyse
durchgeflhrt (siehe 2.2.4.14 und 2.2.4.3.).

In der Regel wurde die Oligomerisierung fur FCS-Megen mit einer
Proteinkonzentrationen von 2 nM, fur Western Blaotadysen von 20 nM und fir die
Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE mit einer Protaggarationen von 1 uM
durchgeflnhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Primarsequenz und Speziesbarriere
3.1.1. Vergleich der Aminosauresequenzen

Infektionsstudien an Rételmauseblg¢thrionomys glareolyshaben gezeigt, dass diese
wilde Nagetierspezies im Vergleich zur Hausmadsi§ musculusweitaus sensitiver
gegeniber einer Infektion mit Scrapie aus Schafennd sich als resistent gegeniber
einer Infektion mit BSE aus Rindern erweist (Cartat al, 2005) (Agrimi,
unveroffentlicht). Die Inokulation weiterer wilddender Mausarten zeigte, dass die
Erdmaus Klicrotus agrestiy beziiglich der Infektion mit Schaf-Scrapie Ahnkeften
zur Rotelmaus zeigt, wohingegen die Infektionsdater Waldmaus Apodemus
sylvaticu$ Ahnlichkeiten mit denen der Hausmaus aufweisem.diz Speziesbarriere
bei der Ubertragung von Prionkrankheiten unter esrdedurch die Ahnlichkeit der
Aminoséuresequenz der Prionproteine der Empfangeiespund des inokulierten PfP
bestimmt wird (Scotet al, 1989; Scotet al, 1993; Schatzet al, 1995; Prusiner &
Scott, 1997), ist ein Vergleich der Aminosauresegea der untersuchten Nagerspezies
sinnvoll, um Aminosaurereste in der Primarsequengz@amachen, welche fur die
differentielle Empfindlichkeit der Roételmaus gegbail Scrapie und BSE
verantwortlich sein konnten (Abbildung 1A). Im w&if Prionprotein lassen sich vier
Codons ausmachen (109, 155, 170, 227), an denbBnd@cAminosauresequenz der
Roételmaus und der Erdmaus gleichen, jedoch vonHaersmaus und der Waldmaus
unterscheiden. Bemerkenswerterweise spiegelt dipi®eidentitat des Prionproteins
die taxonomische Gliederung wieder, da Roétel- unditaus zu derrvicolinae und
Microtinae, Haus- und Waldmaus hingegen zu déurinae gezahlt werden.

Auch ein Vergleich der Aminosauresequenzen desnpriteins von Rotel- und
Hausmaus mit denen vom Sché&iv(s arie3 und Rind Bos tauruy macht deutlich,
dass vor allem die Codons 155, 170 und 227 Untmdelaufweisen (Abbildung 1B).
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Abbildung 1: Vergleich der Aminosauresequenzen des Prionproteins

A)

Sequenzvergleich des Prionproteins von Roételmaus (Clethrionomys glareolus; Genbank-

Nummer: AF367624), Erdmaus (Microtus agrestis; Genbank-Nummer: AF367625), Hausmaus

(Mus musculus; Genbank-Nummer: U29186) und Waldmaus (Apodemus sylvaticus; Genbank-

Nummer: AF367623). B) Sequenzvergleich des Prionproteins von Rételmaus (Clethrionomys

glareolus; Genbank-Nummer: AF367624), Hausmaus (Mus musculus; Genbank-Nummer:
U29186), Schaf (Genotyp ARQ) (Ovis aries; Genbank-Nummer: AJ000739), Rind (Bos taurus;

Genbank-Nummer: AJ298878) und Syrischer Goldhamster (Mesocricetus auratus; Genbank-

Nummer: M14054). Die Aminosaurereste, die fiur die differentielle Empfindlichkeit der

Rételmaus gegentber Scrapie und BSE verantwortlich sein kénnten, sind mit einem Rahmen

markiert. Die Nummerierung der Codons erfolgte auf Grundlage der Sequenz der Rételmaus.

Die Pfeile markieren den Sequenzbereich des reifen Prionproteins nach Abspaltung der ER-und

GPI-Anker-Signalsequenz. Punkte markieren Sequenzidentitdt mit der Rotelmaus, Striche

innerhalb der Sequenzen markieren Licken in der Sequenzausrichtung aufgrund von

Zu

satzlichen Aminosaureresten, Striche am N- oder C-Terminus symbolisieren unbekannte

Sequenzbereiche und Sterne markieren Stop-Codons.
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3.1.2. Evaluation verschiedener Konversionsreaktian

Zur Beurteilung der Rolle der Primarsequenz fur difeerentielle Empfindlichkeit der
Rotelmaus gegentber einer Infektion mit Scrapie Vv®amaf und BSE vom Rind,
wurden verschiedenm vitro Konversionsreaktionen auf ihre Eignung Uberprdig
missgefaltete Form des Prionproteins der Rételnzaugropagieren und die Rolle der

Primarsequenz zu beurteilen.

3.1.2.1. Konversionsreaktionen basierend auf Hirnhmogenat

3.1.2.1.1. Voraussetzungen zur Erzeugung von Infaksitat in vitro

Auf der Grundlage von Hirnhomogenat konnte mit zwe&erschiedenen
Reaktionsvarianten die Konversion des Prionprotéinseine missgefaltete Forin
vitro gezeigt werden (Saboriet al, 2001; Lucassert al, 2003). Beide Methoden
ahneln sich in ihren Reaktionsbedingungen und ladi@h die Verdinnung von
Hirnhomogenat von infizierten Tieren mit Hirnhomogé von uninfizierten Tieren
(siehe 2.2.5.1. und 2.2.5.2.). Bei der Methode Jarcassenet al. wird der
Reaktionsansatz bei 37°C inkubiert (Lucasseal, 2003), bei der Technik von Saborio
et al. wird die Inkubationszeit noch von Ultraschallbetiiangen regelmalig
unterbrochen (Saboriet al, 2001). Beide Reaktionen sind fir die Konversiam v
Hamster-PrP durch den Hamster-Prionenstamm 263K optimiert.eEifariante der
PMCA-Technik ist die sogenannte serielle PMCA (sPNIC Dabei wird das
Reaktionsprodukt eines PMCA-Zyklusses mit Hirnhosmaag von gesunden Individuen
verdinnt und erneut einem PMCA-Zyklus unterzogeiesDvird seriell Gber mehrere
PMCA-Zyklen wiederholt und filhrt zu einer entsprestien Verdiinnung des BfP
Ausgangsmaterials. Durch die sPMCA konnte die attditische Vermehrung von
PrPres demonstriert werden (Biesclekal, 2004).

Um die allgemeinen Reaktionsbedingungen zu opteniamd genauer zu beurteilen,
welche Faktoren fur die autokatalytische Vermehrung PrPres entscheidend sind,
wurde basierend auf Hamster-Prihd 263K eine vergleichende Analyse der sSPMCA
und seriellen Inkubationsreaktionen nach Lucas$eh durchgefiihrt (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Western Blot-Analyse von seriellen PrPres Amplifikationsreaktionen

In seriellen PMCA-Reaktionen (A-C) bestand ein Amplifikationszyklus aus 10 Runden
alternierender Ultraschallbehandlung und Inkubation. Die Proben wurden 1:2,0 (A, B) oder 1:2,5
(C) mit uninfiziertem Hirnhomogenat verdinnt und erneut 10 Runden alternierender
Ultraschallbehandlung und Inkubation unterzogen. Dies wurde 15-fach wiederholt (I-XV).
Aliquots von 20 pl wurden vor und nach einem Amplifikationszyklus entnommen, bei -80C

gelagert, mit Proteinase K verdaut und im Western Blot analysiert. Wenn die Probenanzahl die
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Ladekapazitat des Gels Uberstieg (A-D), wurden zwei Gele mit Referenzproben verwendet und
gleichzeitig analysiert. Zur Kontrolle wurden Reaktionen ohne Inkubation durchgefiihrt (A). In
seriellen  Amplifikationsreaktionen ohne Ultraschallbehandlung (D, E) bestand der
Amplifikationszyklus aus 16 h Inkubation. Die Ansatze wurden anschlieBend 1:2,0 in
uninfiziertem Hirnhomogenat verdinnt und wieder einer Inkubation von 16 h unterzogen.
Insgesamt wurden 15 Inkubationszyklen (I-XV) durchgefiihrt. Wie auch bei den Proben der
seriellen PMCA wurden vor und nach der Amplifikation Aliquots entnommen, bei -80C gelagert
und ohne (E) oder mit (D) Behandlung durch Proteinase K im Western Blot analysiert. Die

Positionen des Molekulargewichtsstandards sind linksseitig dargestellt (in kDa).

Abbildung 2B und 2C zeigt eine Western Blot-Analymeer sPMCA-Reaktion mit
vierzehn sequenziellen 2,0- bzw. 2,5-fachen Verdiigen. Das initiale Pri2Material
wurde dabei um den Faktor 16.384 bzw. 372.529 verdi{Fir den Reaktionsansatz mit
2,5-facher Verdiunnung lag nach dem letzten Zyklughnungefahr 57 % des
Ausgangssignals vor (Abbildung 3A). Der Amplifikatisfaktor variierte wahrend der
Reaktion zwischen 1,3 und 3,0 (Abbildung 3B), waraich ein durchschnittlicher
Amplifikationsfaktor von 1,9 + 0,2 und eine Uber02W00-fache Gesamtamplifikation
des PrPres nach 15 Zyklen errechnet. In dem Expetinmit der 2,0-fachen
Verdinnung wurde eine tber 10.000-fache Gesamtfkapion von PrPres mit einem
durchschnittlichen Amplifikationsfaktor von 1,8 0@ erreicht.

Um auszuschlielen, dass die Ultraschallbehandludgr andere experimentelle
Bedingungen auBer des initialen PrPdie PrPres-Bildung hervorruft, wurden
Reaktionen ohne PFPnur mit Hirnhomogenat uninfizierter Tiere durchigiett. Nach
Verdau der Proben mit Proteinase K konnte zu keiZatpunkt des Experiments
PrPres detektiert werden (Daten nicht abgebildefs verdeutlicht, dass die PrPres-
Bildung von dem eingesetzten PtBbhangig ist.

Die VergroRerung der PYRPAggregate wahrend der Inkubationsphase, ihre
Zerkleinerung durch die Ultraschallbehandlung urel adhdurch erzeugte Vermehrung
von neuen Aggregationskeimen ist die theoretischn@age der PrPres-Amplifikation
durch die PMCA (Saboriet al, 2001). Daher mussten sowohl die Inkubationsphasen
als auch die Ultraschallbehandlungen fir eine ieffite autokatalytische Vermehrung
des missgefalteten Prionproteins entscheidend <$émn. dies darzustellen, wurden
Reaktionen durchgefluhrt, in welchen die Proben dhkebation nur sonifiziert wurden
(Abbildung 2A). Die reine Ultraschallbehandlung exrgte keine PrPres-Amplifikation,
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wodurch das PrPres-Signal, ahnlich wie bei ProbeEnohne Inkubation und Ultraschall
nur verdinnt wurden (Daten nicht abgebildet), schoach dem siebten

Verdunnungsschritt unter die Nachweisgrenze dedéife8lots fiel.
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Abbildung 3: Auswertung der seriellen PMCA-Reaktion

Western Blot-Analysen der seriellen PMCA-Reaktion mit 2,5-facher Verdinnung (Abbildung 2C)
wurden quantifiziert. A) Darstellung des Verlaufs der relative Menge des initialen PrP*® (gefiillte
Balken) und der Menge des neu gebildeten PrPres (ungefillte Balken) wahrend der sPMCA-
Reaktion. B) Die Amplifikationsfaktoren nach jedem Zyklus wurden durch den Vergleich der
Bandenintensitaten nach  (lnachamp) und  vor  (loamp) der  Amplifikation  ermittelt

(Amplifikationsfaktor = Inachamp / lvoramp)-

Um zu uUberprifen, ob die Inkubation alleine effigiegenug ist, um PrPres uber
mehrere Verdinnungen zu amplifizieren, wurde die pAiRationsreaktion von
Lucassenet al. durchgefuhrt, welche ohne die Ultraschallbehangliuhe PrPres-
Bildung begtinstig (Lucasseat al, 2003). Wie bei der seriellen PMCA wurden
abwechselnd Inkubations- und Verdinnungsschrittechdyefihrt. Fir die Western
Blot-Analyse wurden vor und nach den Verdinnungesb& genommen und einem
PK-Verdau unterzogen (Abbildung 2D). Nach der erstekubationsphase wurde,
ahnlich wie in jedem sPMCA-Zyklus (Abbildung 3B)neéAmplifikationsfaktor von 2,1
erreicht (Abbildung 1D, Zyklus I). Trotzdessen salgk Amplifikationsfaktor nach dem
ersten und zweiten Verdunnungsschritt auf 1,4 dzv.(Abbildung 2D, Zyklus Il und
[l). Als Folge des schnell absinkenden Amplifilkatsfaktors fiel das PrPres-Niveau
schon nach der siebten Verdinnung unter die Nacignerize des Western Blots.
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Obwohl die Experimente unter sterilen Bedingunernrcligefihrt und frisches
Hirnhomogenat nach jedem Inkubationsschritt vonhlBinzugeflgt wurde, ist eine
Degradation von PfPwéahrend dieser langen Inkubationsperiode von seme 240 h
denkbar. Um diese Moglichkeit zu Uberprufen, wurtiéestern Blot-Analysen von den
Proben der seriellen Inkubationsreaktion ohne PKdse durchgefiihrt (Abbildung
2E). Das PrPNiveau war (ber alle Passagen konstant, weshalbe ei
Substratdegradation als Ursache fur den abnehmendeplifikationsfaktor ohne
Ultraschallbehandlung ausgeschlossen werden kanist Baher anzunehmen, dass das
Zerbrechen der Aggregate durch die Ultraschallbelizwy und die damit
einhergehende Vermehrung von konversionsaktivehdtien eine Voraussetzung fur
die effiziente autokatalytische Propagation vonr&sih vitro darstellt (Pieninget al,
2005).

Durch intrazerebrale Inokulation des sPMCA-Produkésh 15 PMCA-Zyklen mit
2,5-facher serieller Verdinnung aus Abbildung 2B Hamster konnte fir das
neugebildete PrPres Infektiositdt nachgewiesen everdEin Vergleich mit der
Infektiositat von Proben, welche ohne Inkubatior whtraschallbehandlung um den
Faktor 372.529 verdunnt wurden, ergab, dass dekiidisitat der SPMCA-Proben um
den Faktor 1840 amplifiziert wurde. Die Infekti@idesin vitro erzeugten PrPres war
jedoch wie auch von Castil&t al.in dhnlichen Versuchen beobachtet wurde (Cagtlla
al., 2005) geringer als die Infektiositat des sPMCAsgangsmaterials (Webet al,
Nature submitted). Der infektidse Titer der SPMCA-Probwstrug 4,6 107 LDsoic.
und der des Ausgangsmaterials 1,30" LDsoic. Durch Koppelung des generierten
PrPres an Nitrozellulose konnte der Unterschieddém Infektiositat des sPMCA-
Produkts und des Ausgangsmaterials ausgeglicherdewerNach Kopplung des
sPMCA-Produkts und des Ausgangsmaterials an Nittdase betrug der infektiose
Titer der SPMCA-Proben 8,8 107 LDsgic. und der des Ausgangsmaterials 2,80°
LDsoic. Dies deutet darauf hin, dass siohvitro durch sPMCA-Reaktionen erzeugtes
PrPres beziiglich der Infektidsitat nicht von auizierten Hirnen gewonnenem PfP
unterscheidet, wenn die PrPres-Aggregate eineintiesén Grolienverteilung gerecht
werden (Webeet al, Nature submitted).
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Abbildung 4: In vitro Konversionsreaktionen auf der Grundlage von Hirnhomogenat

A) Inkubationsreaktion mit Hirnhomogenat von Rételméausen. Hirnhomogenat von mit 139A
infizierten Tieren wurde 1:100 mit Hirnhomogenat uninfizierter Tiere verdiinnt und 16 h bei 37C
inkubiert. Als Kontrolle wurden Ansatze ohne Inkubation bei -80<C bis zur Western Blot-Analyse
gelagert. Abgebildet sind jeweils zwei unabhangigen Ansétze. B) PMCA-Reaktionen mit
Hirnhomogenat von Roételmausen. Hirnhomogenat von Tieren infiziert mit 139A wurde mit
Hirnhomogenat uninfizierter Tiere 1:100 verdinnt und 10 Runden alternierender
Ultraschallbehandlung (1x 1 s oder 1x 5s; 40% Ausgangsintensitat) und Inkubation bei 37C
unterzogen. Als Kontrollen wurde ein Ansatz ohne PMCA direkt bei -80C eingefroren und ein
Ansatz ohne Ultraschallbehandlung bei 37<C inkubiert. Western Blot-Analysen wurden nach
einem Verdau der Proben durch Proteinase K mit dem polyklonalen Antikérper RA3153

durchgefiihrt. Der Molekulargewichtsstandard ist linksseitig in kDa angegeben.

3.1.2.1.2. Beurteilung der Rolle der Rotelmaus-Spesbarriere

Die Protease-resistente Isoform des PrionprotegnsRételmaus lasst sich sowohl mit
der Inkubationsreaktion von Lucassenal. als auch durch die PMCA amplifizieren
(Abbildung 4). Da diese Reaktionen jedoch auf Himiogenat, also auf einer
komplexen Losung aus Proteinen, Kohlenhydraten lupdien, basieren und da ohne
entsprechende transgene Tiere, die Analyse vontRwmdtionen schwierig ist, sind
diesein vitro Konversionsreaktionen zwar zur Untersuchung veonPErregerstammen
einsetzbar (Sotet al, 2005), jedoch zur Beurteilung der Rolle der Preeguenz fur
die Speziesbarrieren der Rételmaus eher ungeeignet.
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3.1.2.2. Konversionsreaktion mit Hirnhomogenat undZell-Lysat

Eine Variante der auf Hirnhomogenat basierentenitro Konversionsreaktionen ist
die Methode von Vorberget al. (Vorberg et al, 1999). Bei diesemin vitro
Konversionsverfahren wird das PfrRwch tiber Hirnhomogenat infizierter Tiere in die
Reaktion gegeben, das Prijedoch (ber Lysate von Zellkulturen bereitgestellt
Abbildung 5 zeigt, dass sich durch diese Technik #ionversionsaktivitdt von
Rotelmaus-Pr® in vitro demonstrieren lasst. Allerdings wurde dabei aB“#®juelle
eine Hamster-PfRPexprimierende RK13-Zell-Linie verwendet. Dies egti¢ht die
Unterscheidung des neu gebildeten PrPres von degesetzten P durch die Wahl
des Antikorpers in der anschlieRenden Western Bhatlyse PK-verdauter Proben. Das
Bindungsepitop des 3F4-Antikdrpers ist M109 / M1D2&r Antikorper erkennt daher
das neu gebildete Hamster-PrPres (M109 / M112) mioht das eingesetzte PfRler
Rotelmaus (M109 / V112). Die Konversion des HamBw¥ ist sowohl mit dem
Errgerstamm 139A als auch mit Ss3 aus Rételmaugigiich. Ohne die Zugabe von

PrP oder ohne PP ensteht kein PK-resistentes Prionprotein.

36— .
29— . 3
* o

PrpP© - ma ma ma
PrPS¢  cg139A -  cgl39A  cgSs3

Abbildung 5: In vitro Konversion auf der Grundlage von Hirnhomogenat und Zell-Lysat

Zell-Lysat von Hamster-PrpP® exprimierender RK13-Zellen (ma) wurde mit Hirnhomogenat von
Roételméausen infiziert mit 139A (cg139A) oder Ss3 (cgSs3) inkubiert. Die Proben wurden nach
einem PK-Verdau im Western Blot mit dem 3F4-Antikdrper analysiert. Der

Molekulargewichtsstandard ist links in kDa angegeben.
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Die Verwendung von Zellkultur-Lysat als PrBuelle erméglicht grundsatzlich die
Einfuhrung von Punktmutationen und somit die Analger Rolle der Primarsequenz
fur die Speziesbarriere. Da jedoch komplexes Zgdat und nicht aufgereinigtes
Protein eingesetzt wird, ist eine differentielleefinung von eingesetztem BfRind
neugebildetem PrPres Uber eine radioaktive Protmikierung nicht moglich. Wie in
Abbildung 5 dargestellt ist jedoch eine Unterschegl Uber ein differentielles
Antikorper-Epitop moglich. Da aber die zur Verfugustehenden Antikdrper, wie z.B.
3F4 oder 7G5 in Bereichen liegen (Kascsalal, 1987; Kascsakt al, 1997), die fur
die Speziesbarrieren der Rotelmaus verantwortkah lsonnten (siehe 3.1.1.), ist dieser
in vitro Konversionsassay fur umfangreiche Analysen zurdeRdér Primarsequenz

ungeeignet.
3.1.2.3. Konversionsreaktionen mit gereinigtem rPrRind PrP>°

Die Unterscheidung von eingesetztem ¥rBnd neu gebildetem PrPres durch ein
differentielles Antikorper-Epitop ist auch in Abtiing 6A dargestellt. Hier wurde
allerdings nach einer Methode von Kirlst al. (Kirby et al, 2003) gereingtes
rekombinantes Prionprotein vom Hamster (M109 / M1d@t gereinigtem Pr® aus
Roételmausen (M109 / V112) inkubiert und das neuildete PrPres lber den 3F4-
Antikorper im Western Blot detektiert. Durch die dendung von gereinigtem rPrP
und gereinigtem Pr® sind die an der Reaktion beteiligten Makromolekiie
Wesentlichen auf rPrP und Pfeschrankt. Wie aus Abbildung 6A ersichtlich, simd
den Kontrollreaktionen jedoch neben rPrP in der téfesBlot-Analyse mit dem 3F4-
Antikorper noch weitere Banden zu erkennen. DiesadBn stammen von dimeren
Prionproteinen aus der rPrP-Praparation, sowie Moguzreaktionen mit dem zur
Protein-Prazipation verwendeten BSA und von Krekeiienen mit Verunreinigungen
aus der PrB-Praparation. Deutlich ist jedoch das Auftreten WRintease K-resistenten
Banden aus der Konversion von Hamster-rPrP dur®A t&r Rételmaus, wodurch wie
auch bei denin vitro Konversionsverfahren nach Vorbeggal. (Vorberget al, 1999)
(sieche 3.1.2.2.) die generelle Konvertierbarkein idamster-PrP durch PiPder
Rotelmaus deutlich wird. Ohne rPrP und bei Inkuratmit einer Praparation aus
uninfizierten Rételmausen entsteht kein Hamsterdz P

Da in dem Protokol nach Kirbgt al. rekombinantes PrP verwendet wird, ist die

Analyse von Punktmutationen zur Beurteilung derl®aler Priméarsequenz fur die
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Speziesbarrieren der Roételmaus mit dieser Methodechélihrbar. Wie oben
beschrieben (siehe 3.1.2.2.), eignet sich die Vedweg eines differentiellen
Antikorper-Epitops jedoch nicht fiir umfangreichau@en zur Speziesbarriere. Daher
musste aufgereinigtes, radioaktiv markiertes rPirRjesetzt werden. Dies erfordert

jedoch ein mit entsprechenden Aufreinigungsgeratsgestattetes Isotopenlabor.

3.1.2.4. Konversionsreaktionen mit gereinigtem PrPund PrP*°

Aufgrund  der technischen Anforderungen an die Diillung des
Konversionsprotokols nach Kirlst al. wurde ein ahnliches Verfahren getestet, welches
auf der Inkubation von gereinigtem PfPmit radioaktiv markiertem, durch
Immunprazipation gereinigtem PrPaus Zellkultur basiert (Kociskat al, 1994;
Caugheyet al, 1999a). In Abbildung 6B ist die Auswertung eik@mversionsreaktion

mit diesem Protokoll abgebildet.

A B
#
*
36—
+ 35—
29— i|
29—
rPrP - - mama ma ma Prp°© cg cg cg cg
Prp cgl139A uninf. cgl39A Prp®° - cg139A
PK o -+ oy PK N

Abbildung 6: In vitro Konversionsreaktionen mit gereinigtem rPrP bzw. PrP¢ und PrP>°

A) Western Blot-Analyse mit dem 3F4-Antikdrper der in vitro Konversion von Hamster-rPrP (ma)
mit aufgereinigtem 139A aus Rételmausen (cgl39A). 19/20 des Reaktionsansatzes wurden mit
Proteinase K verdaut und 1/20 wurde ohne Verdau aufgetragen. Kreuzreaktionen des
Antikérpers mit BSA (#) und Verunreinigungen aus der PrP*-Praparation (+) sind an der
rechten Seite markiert. Neu gebildetes PrPres aus der Konversion von dimeren rPrP(*) und
monomeren rPrP ist mit Klammern gekennzeichnet. B) Phosphorimage der in vitro Konversion
von Rételmaus-PrP© (cg) durch aufgereinigtes 139A aus Rotelméusen (cgl39A). Das Prp°©

wurde durch Immunprézipation aus RK13-Zellen nach Markierung mit radioaktivem Schwefel
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(**S) gewonnen. 9/10 des Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des
Reaktionsansatzes wurde unverdaut aufgetragen. Neu gebildetes radioaktives PrPres ist auf
der rechten Seite mit einer Klammer markiert. Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite

angegeben (in kDa).

Wie auch bei der Methode von Kirtst al. ist ohne die Zugabe von Pffkein neu
gebildetes radioaktives PrPres zu detektieren. aifeit wird aus der Abbildung
deutlich, dass nach der Immunprézipation vori-Ras dem Lysat radioaktiv markierter
RK13-Zellen keine Fremdproteine aus dem Zell-Lysatdetektieren sind. Durch die
radioaktive Markierung des PrRasst sich das neu gebildete PrPres vom eingesetzt
PrP>° unterscheiden und ohne Nebenbanden abbilden. Ddieehverwendung von
aufgereinigtem PfPund Pr° wird der Einfluss von anderen Makromolekiilen aief d
Konversionsreaktion minimiert und da Punktmutatiormur Analyse der Rolle der
Primarsequenz fur die Speziesbarriere einfigt wkésmen, wurde diese Methode fir
die weiteren Analysen zur Rolle der Primarsequestvendet.

Um die Unterschiede zwischen Hausmaus und Roételinargglich der Infektion mit
Scrapie vom Schaf und BSE vom Rind im Hinblick alié Primarsequenz zu
untersuchen, wurden Punktmutationen in die Roteta®eguenz eingefiigt. Die
Sequenz des Prionproteins der Rételmaus wurdera@ddons 109, 155, 170 und 227
(siehe 3.1.1.) in Maus-spezifische Aminosaure-Restgewandelt. Am Codon 109
wurde Methionin in Isoleucin (M109L), am Codon 1A8paragin in Tyrosin (N155Y),
am Codon 170 Asparagin in Serin (N155Y) und an @o#®7 Glutamat in Aspartat
(E227D) umgewandelt. Weiterhin wurde in Anlehnung den bei Ro6telméusen
vorkommenden Polymorphismus am Codon 109, welchexr khkubationszeit
beeinflusst (Cartoret al, 2005), Methionin gegen Isoleucin ausgetauschtO@I1 Der
Polymorphismus M1091 der Rotelméause entspricht ddstymorphismus L108F bei
Hausmé&usen, welcher zusammen mit T189V die Inkobstieit beeinflusst. Die
Kombination L108 / T189 (,a Allel®) ist mit einerdkzen und F108 / V189 (,b Allel®)
mit einer langen Inkubationszeit assoziiert (Westawt al, 1987). Des Weiteren
wurden Konstrukte mit der Doppelmutation N155Y-N$7€rstellt. Abbildung 7A zeigt
eine Western Blot-Analyse von Lysaten von RK13-&mll welche aufgrund einer
transienten Transfektion die verschiedenen “Rt&rianten exprimieren. Aus der
Abbildung wird deutlich, dass alle mutierten Pridreteine von den Zellen normal
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prozessiert werden. Es wurden daher RK13-Zelleremtgprechenden Konstrukten zur
konstitutiven Expression stabil transfiziert und diie weiteren Experimente verwendet.
RK13-Zellen wurden mitunter deshalb verwendet, di@ildiese Zell-Linie das Fehlen
einer detektierbaren endogene REXpression beschrieben wurde (Vilegteal, 2001;
Sabuncu et al, 2003). Dies konnte durch Western Blot-Anaylsend udurch
Immunpréazipation aus radioaktiv markierten RK13l&ebestatigt werden (Daten nicht
abgebildet).

A B

36 —
29 —

M1091 N170S [E227D M109L N155Y Ni155Y  WT induzierbar konstitutiv
N170S Dox +  Dox -

Abbildung 7: Expression von PrP® der Rételmaus in Zellkultur

A) Detektion von PrP® mit verschiedenen Punktmutationen im Lysat von transient
exprimierenden RK13-Zellen. B) Detektion von PrP® der Rotelmaus im Lysat von Zell-Linien die
PrP¢ entweder durch Zugabe von Doxycyclin ins Kulturmedium induziert oder konstitutiv
exprimieren. Die Western Blot-Analysen wurden mit dem monoklonalen 6H4-Antikdrper

durchgefiihrt. Molekulargewichtsstandards sind links in kDa angegeben.

Im Vergleich zu Zell-Linien, bei denen die BrPxpression durch Zugabe von
Doxycyclin ins Kulturmedium induziert werden kanrkonnte bei konstitutiv
exprimierenden Zellen auch nach mehrfacher Passagiekeine Reduktion des
Expressionsniveaus festgestellt werden, weshalb di@ weiteren Experimente
konstitutiv exprimierende Zell-Linien verwendet wen. Weiterhin wurden stabile
Zell-Linien erstellt, welche die Wildtyp-PfPSequenzen vom Schaf mit dem Genotyp
ARQ (Al136, R154, Q171) und ARR (A136, R154, R17ahsitutiv exprimieren. Der
Genotyp ARR ist bei Schafen mit einer erhéhten Upfemdlichkeit gegeniber einer
Scrapie-Infektion assoziiert (Goldmaret al, 1990). Weitere stabile RK13-Linien
wurden fiir die konstitutive Expression des PvBn Rind, Maus und Hamster erstellt.
Um das Verhalten der verschiedenen Varianten dadé&ren Prionproteins gegentber

unterschiedlichen Erregerstdammen zu untersuchemden®rB¢ aus verschiedenen
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infizierten Spezies aufgereinigt (siehe 2.2.4.1@Yr Uberprifung der Anreicherung
wurde die Aufreinigungsprozedur durch Western Bloglysen von Aliquots der
einzelnen Aufreinigungsfraktionen verfolgt. Der Gteil des Pr® aus dem
Hirnhomogenat war in der Suspension des finaletteBeliederzufinden (Abbildung
8A). Durch Silbergel-Analysen und einen Vergleicht rparallel im Western Blot
analysierten Proben wurde der Grad der Aufreinigleyprteilt und mit einer

Aufreinigung von uninfizierten Hirnen verglichenl{bildung 8B und C).

A B C

35—
30—

29—
21—

roh geklart U1 U2 final infiziert uninfiziert infiziert uninfiziert

Abbildung 8: Aufreinigung von PrP®® aus Gehirnen infizierter Rotelmause

A) Aufreinigung von PrP* aus 1,9 g Hirngewebe von Rotelmausen infiziert mit 139A. Die
Western Blot-Analyse wurde nach PK-Verdau mit dem 6H4-Antikérper durchgefiihrt. roh: 20 pl
(von 34 ml) des 5%igen Roh-Homogenats; geklart: 20 pl (von 30 ml) des durch Zentrifugation
geklarten Homogenats; U1: 20 pl (von 30 ml) des Uberstandes der ersten Ultrazentrifugation;
U2: 20 pl (von 17,5 ml) des Uberstandes der zweiten Ultrazentrifugation; final: 5 ul (von 200 pl)
der Suspension des finalen Pellets. B) Silberfarbung einer SDS-PAGE von 2 ul des gereinigten
139A aus (A). Parallel wurde 2 pl einer Kontroll-Praparation von uninfizierten Roételmausen
aufgetragen. C) Parallel bearbeitete Western Blot-Analyse (Antikorper RA3153) der Proben aus
(B). Molekulargewichtsmarker sind auf der linken Seite in kDa angegeben.

Obwohl die Suspension des finalen Pellets Uiberwiggais Prf bestand, konnte eine
gewisse Kontamination mit anderen Gewebsproteingessen Grad von dem
aufgereinigten Erregerstamm abhing, festgestelltrdere (Abbildung 9). Der
Proteingehalt der PPRPraparationen wurde mit dem BCA-Assay bestimmt died
PrP>%Konzentration iiber eine Eichgerade aus rekombémaRtP mit bekannter Menge
ermittelt (Tabelle 10, siehe 2.2.4.10.).
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Abbildung 9: Silberfarbung einer SDS-PAGE verschiedener PrPSC-Préparationen

Die Suspension des finalen Pellets aus der Aufreinigung verschiedener Erregerstamme (siehe
2.2.4.10) wurde in einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und einer Silberfarbung
unterzogen. Wenn nicht anders angegeben (2: 2 pl; 3: 3 pl) wurde 1 pl der Suspension des
finalen Pellets ohne PK-Verdau aufgetragen. Die Banden von PrP°° sind mit Klammern rechts
markiert. Zur Kontrolle wurde eine Aufreinigung mit Hirnen uninfizierter Ro6telméuse
durchgefuhrt (uninf.) und 2 pl davon mit auf das Gel aufgetragen. Die Grolen des
Molekulargewichtsstandards sind auf der linken Seite in kDa angegeben.
M: Molekulargewichtsstandard.

Wie aus Abbildung 6B und 10A ersichtlich ist, wutaks der Konversionsmethode nach
Kociskoet al. PrP ohne das Vorhandensein von Prificht in PrPres konvertiert. Dies
war auch dann nicht der Fall, wenn anstelle vorrReipe vergleichbare Menge von
einer Praparation aus uninfizierten Hirnen in deaRion gegeben wurde (Daten nicht
abgebildet). Auch die mutierten Prionproteine kide unten den angelegten
Reaktionsbedingungen ohne PtReine Protease-Resistenz aus (Daten nicht gezeigt)
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Um die Auswertung der Konversionseffizienzen zweieHtern, wurde das radioaktiv
markierte PrP aus Zellen gewonnen, die mit Tunicamycin behandeltden waren,
wodurch die Glykosylierung des PrBnterbunden wurde und daher nicht drei sondern
nur eine PrP-spezifische Bande in der SDS-PAGE zu erkennen(iabildung 10-12).

Im Gegensatz zu PfRvaren bei dem neugebildeten PrPres teilweise melBanden

zu erkennen, was mdoglicherweise auf die Existenzn vonterschiedlichen
Faltungsintermediaten mit differierendem  Prote@&ststenten  Proteinbereich
zurtckzufihren ist (Kociskoet al, 1995). Das Bandenmuster wies dabei eine

Erregerstamm-Spezifitdt auf (Abbildung 10-12).

A B C D E
29— - - - -
20— ) i} -
PK -4+ -+ -+ -+ -+
Prp¢ Roételmaus Rételmaus Rételmaus Ré&telmaus Rételmaus
prpSe - Ccg139A cgSs3 cg301C CcgBSE

Abbildung 10: In vitro Konversion von Rotelmaus-PrP® durch verschiedene Erregerstamme

Phosphorimage der Konversion von deglykosyliertem, **S-markiertem Rotelmaus-PrP¢ in
PrPres durch verschiedene in Rotelmdusen passagierten Erregerstamme. 9/10 des
Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des Reaktionsansatzes wurde
unverdaut aufgetragen. cgl39A: 139A aus der Maus mehrfach passagiert in Rételmausen;
cgSs3: Scrapie (ltaly) vom Schaf mehrfach passagiert in Roételméausen; cg301C: BSE-
verwandter Stamm aus der Maus mehrfach passagiert in Rételmausen; cgBSE: BSE passagiert
in Schafen und anschlieRend mehrfach passagiert in Rételmausen. Das Molekulargewicht ist

auf der linken Seite angegeben (in kDa).
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Abbildung 11: Homologe in vitro Konversionsreaktionen von Maus und Hamster

Phosphorimage der homologen Konversion (PrPC und PrP°® mit gleicher Aminosauresequenz)
von **S-markiertem PrP® der Maus und des Hamsters. 9/10 des Reaktionsansatzes wurden mit
Proteinase K verdaut und 1/10 des Reaktionsansatzes wurde unverdaut aufgetragen. ME7 und
RML: Erregerstamme der Maus; 263K: Hamster-Erregerstamm. Der Molekulargewichtsstandard

ist linksseitig in kDa angegeben.

A B C
29— - -
20— h h
PK - + - + - + - + - + -+
PrP°© Rind Rind Schaf ARQ Schaf ARQ
Prps° BSE BSE Scrap Italy Scrap UK
GndHCI oM 0,4 M oM 0,4 M oM 0,7 M

Abbildung 12: Homologe Konversionsreaktionen von Rind und Schaf

Phosphorimage der homologen Konversion von Rind und Schaf mit dem Genotyp ARQ (A136,
R154, Q171). Die Konversionseffizienz ist abhangig von der GndHCI-Konzentration. 9/10 des
Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des Reaktionsansatzes wurde
unverdaut aufgetragen. BSE: Erregerstamm des Rindes; Scrap Italy: Scrapie-Erregerstamm
eines aus ltalien stammenden Scrapie-Falles; Scrap UK: Scrapie-Erregerstamm eines aus
Grol3britannien stammenden Scrapie-Falles. GndHCI:  Guanidinium-Hydrochlorid.  Der

Molekulargewichtsstandard ist auf der linken Seite in kDa angegeben.
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Des Weiteren mussten abhangig vom verwendeten égtegnm durch Zugabe von
Guanidinium-Hydrochlorid (GndHCI) zum Reaktionsprff leicht denaturierende
Bedingungen eingestellt werden, um die Bildung vBrPres zu ermdglichen
(Abbildung 12). Die optimierten GndHCI-Konzentraten waren fur BSE und Scrap
Italy 0,4 M und fir Scrap UK 0,7 M. Bei Reaktionarit cgl139A aus Rételmausen
erzeugte die Zugabe von GndHCI eine Verringerung Klenversionseffizienz. Beli
ME7 und RML war zwar unter nicht-denaturierendenliBgungen eine PrPres-Bildung
zu verzeichnen, die Zugabe von GndHCI verbessedech die Konversionseffizienz
(Daten nicht abgebildet). Um weitgehend nicht-denatende, physiologische
Bedingungen herzustellen, wurde nur bei Reaktiom&nErregerstammen, bei denen
GndHCI zur Bildung von PrPres zwingend erforderlickiar, GndHCl| dem
Reaktionsansatz beigefiigt.

3.1.3. Einfluss der Punktmutationen auf die Konven®nseffizienz

3.1.3.1. Homologe Konversion

Um den Einfluss der Mutationen M109I, M109L, N159Y170S, N155Y-N170S und
E227D auf die Umfaltung von PrRler Rételmaus in die Protease-resistente Isoferm z
untersuchen, wurden nach einem abgewandelten Btotok Kociskoet al. (Kocisko
et al, 1994; Caugheyet al, 1999a) in vitro Konversionsreaktionen mit den
Erregerstammen cgl139A, cgSs3, cgBSE und cg301Ratemausen durchgefihrt.
Zum Vergleich wurde die Konversion des Préfer Hausmaus (,a Allel) und des
Hamsters untersucht. Aus einer Reihe Einzelreaitiorwurden die mittleren
Konversionseffizienzen bestimmt und im Vergleichggstellt (Abbildung 13).
Abbildung 13A zeigt die Konversionseffizienzen vorScrapie-verwandten
Erregerstammen (cgl39A, cgSs3) und Abbildung 13B don BSE-verwandten
Erregerstammen (cgBSE, ¢g301C). Die Konversiormeffz der homologen
Reaktionen (PrPund PrB°®haben die gleiche Aminosauresequenz) lagen abdéngi
Errergerstamm bei 10-35%. Bei allen Erregerstamhatten die Mutationen an Codon
155 und 170 einen reduzierenden Einfluss auf dievkcsionseffizienz. Die Mutation
E227D verursachte bei keinem der verwendeten Emsggeme eine signifikante

Veranderung in der Bildung von PrPres.
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Abbildung 13: Konversion von verandertem Rételmaus-PrP¢ durch Rételmaus-Erregerstamme
*5-prP® wurde durch Immunprazipation mit dem Antikérper RA3153 aufgereinigt und mit
Erregerstammen der Rotelmaus inkubiert. Aus dem Vergleich der Bandenintensitaten vor und
nach PK-Verdau wurden die Konversionseffizienzen von verschiedenen PrP® / PrP*-
Kombinationen ermittelt (KVE [%] = [l.pk / (1.px*10)]*100). Dargestellt ist der Mittelwert aus einer
Anzahl von Einzelmessungen (n) und der Standardfehler. A) Konversion durch 139A aus
Mausen und Schaf-Scrapie eines Isolats aus Italien (Ss3) jeweils passagiert in Rételmausen

(cg139A und cgSs3); n 3 6. B) Konversion durch BSE propagiert in Schafen und der BSE-
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verwandte Erregerstamm 301C aus Mausen jeweils passagiert in Rotelmausen (cgBSE und
cg301C); n 3 4. cg-Wt: Rotelmaus WiIdtyp-PrPC; cg-M109I: Rételmaus PrPC(M109I); cg-M109L:
Roételmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rotelmaus PrPC(N155Y); cg-N170S: Rotelmaus
PrPC(N17OS); cg-N155Y-N170S: Roételmaus PrPC(N155Y-N17OS); cg-E227D: Ro6telmaus
PrP¢(E227D); mm: Maus Wildtyp-PrP (a Allel); ma: Hamster Wildtyp-PrPC.

Maus-PrP und Hamster-PfP zeigten bei der Inkubation mit Erregerstammen der
Roételmaus eine geringe Konversionsfahigkeit, wabei Konversionseffizienz bei der
Inkuabtion mit Maus-PrfP noch niedriger als die Konversionseffizienz vonmtsger-
Pri war.

Der natlrliche Polymorphismus an Codon 109 bewiirktgeiner Isoleucin-Auspragung
eine reduzierte Konversionseffizienz und auch destAusch von Methionin gegen
Leucin an dieser Position wies diese Tendenz auReh bei cgBSE und cg301C hatte
die Doppelmutation N155Y-N170S den am starksteruziedenden Effekt auf die
Konversionseffizienz und war in der Lage, den Wsthred zwischen Rotelmaus und
Hausmaus bei der Inkubation mit cg139A und cg30d{standig zu nivellieren. Bei
den Reaktionen mit cgSs3 lag die Konversionsefizidbei Inkubation mit der
Doppelmutation N155Y-N170S sogar noch unterhalb wier Maus-PrP. Dass der
Grad der Veranderung von Konversionseffizienzen cldudie Einfihrung von
Punktmutationen vom verwendeten Erregerstamm abhimg aus der Darstellung der
relativen Konversionseffizienzen deutlich (Abbildui4).

Vor allem die Konversionsfahigkeit von Prnit Mutationen an den Codons 155 und
170 war abhangig von dem verwendeten Erregerstakber. auch die Konversion von
anderen Wildtyp-PrRSequenzen, wie vom Hamster oder von der Maus} miig
Errergerstammspezifitdt, wobei insobesondere ben de&regerstamm cgSs3 eine
hohere Konversionseffizienz bei diesen Wildtyp-P8equenzen ermittelt wurde.
Bezuglich der Reaktion auf die Mutationen an Cotlbs und 170 lassen sich die zwei
BSE-verwandten Stamme von den Scrapie-verwandtémrB8é unterscheiden, da
sowohl bei der Inkubation mit cgBSE als auch miB@&YC die Konversion von
Pr°(N155Y), Pr(N170S) und PrfEN155Y-N170S) starker reduziert ist als bei den
Stammen cg139A und cgSs3 (Piengt@l, J. Biol. Chem.submitted).

91



140 -

HCgl39A
[ OcgSs3

T O cgBSE
100 + l l 0cg301C
80 +
60 - ]]E
40 - ‘}
20 + *ﬁ
0+ ; : . . ! !
cg-Wt cg-M109I1 cg-M109L cg-N155Y cg-N170S cg-N155Y - cg-E227D mm ma
N170S

120 -

relative KVE [%)]
HH

PrpC

Abbildung 14: Relative Konversionseffizienz verschiedener Rételmaus-Erregerstamme

Die Mittelwerte aus Abbildung 13 wurden mit ihren Standardfehlern auf die jeweilige homologe
Reaktion (PrP® und PrP*° haben die gleiche Aminoséauresequenz) normiert (relative KVE [%] =
[(KVEcg-mutation / KVEcgw)*100]).  cg-Wt:  Rotelmaus WiIdtyp—PrPc; cg-M109I: Roételmaus
PrP(M1091); cg-M109L: Rételmaus PrP(M109L); cg-N155Y: Rételmaus PrPS(N155Y);
cg-N170S: Roételmaus PrPC(N17OS); cg-N155Y-N170S: Rotelmaus PrPC(N155Y-N17OS);

cg-E227D: Roételmaus PrPC(E227D); mm: Maus WiIdtyp-PrPC(a Allel); ma: Hamster Wildtyp-
Prp©.

3.1.3.2. Konversion durch Erregerstamme aus Maus uhHamster

Durch die Veranderung der Sequenz des”Rigt Rételmaus an den Codons 155 und
170 in Maus-spezifische Aminosduren konnte bei bidwbation mit Rotelmaus-
Erregerstdammen eine Angleichung der Konversiorgeffz von Roételmaus-Wildtyp-
PrP° an die Konversionseffizienz von Maus-Wildtyp-Priestgestellt werden
(Abbildung 13, 14). Dass sich die Bedeutung der ddsd155 und 170 fiur die
Speziesbarriere zwischen Ro6telmaus und Maus auchunmgekehrter Richtung
verdeutlichen lasst, ist in Abbildung 15 dargestell
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Abbildung 15: Konversion veranderter Rotelmaus-PrP® durch ME7 aus Maus

¥5-PrP wurde durch Immunprazipation mit dem Antikérper RA3153 aufgereinigt und mit ME7
aus der Maus inkubiert. Die Konversionseffizienzen wurden wie in Abbildung 13 nach der
Formel KVE [%] = [lipk / (I.pk*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n 3 6
dargestellt. mm: Maus Wildtyp-PrP%(a Allel); cg-Wt: Roételmaus Wildtyp-PrPS; cg-M109l:
Roételmaus PrPC(M109I); cg-M109L: Rotelmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rotelmaus
PrPC(N155Y); cg-N170S: Roételmaus PrPC(N17OS); cg-N155Y-N170S: Rotelmaus PrPC(N155Y-
N170S); cg-E227D: Rételmaus PrPC(E227D); ma: Hamster WiIdtyp-PrPC.

Inkubation mit dem aus Mausen gewonnenen ErregenstME7 ergab eine deutlich
geringere Konversionseffizienz fir das Prier Rételmaus im Vergleich zum Maus-
Pr°. Durch die Doppelmutation N155Y-N170S konnte diesEnterschied
ausgeglichen werden, wobei die EinzelmutationenaY16nd N170S nur eine geringe
Veranderung bewirkten. Wie aufgrund der Ergebnisges der Inkubation mit
Rotelmaus-Erregerstammen erwartet, zeigte das amdorCo227 abgewandelte
Rotelmaus-PrP (E227D) eine Konversionseffizienz vergleichbar mér Rételmaus-
Wildtyp-Sequenz. Die im Hinblick auf den naturlichPolymorphimus an Codon 109
interessante Mutation M109I bewirkte eine Reduktidar Konversionseffizienz,
allerdings rief auch die Veranderung der Rotelmaliistypsequenz an der gleichen
Position in die Maus-spezifische Aminosdure Lewsime Reduktion hervor. Hamster-
PrP war durch ME7 unter den angewandten Reaktionsgedgen nur mit einer sehr

geringen Effizienz zu konvertieren (Pieniaeigal, J. Biol. Chem.submitted).
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Abbildung 16: Konversion von Maus-, Rételmaus- und Hamster-PrP® durch RML

Phosphorimage der Konversion von Maus-, Rételmaus- und Hamster-PrP® durch RML aus
Maus. 9/10 des Reaktionsansatzes wurden mit Proteinase K verdaut und 1/10 des
Reaktionsansatzes wurde unverdaut auf das Gel aufgetragen. GndHCI: Guanidinium-

Hydrochlorid. Der Molekulargewichtsstandard ist auf der linken Seite in kDa angegeben.

Aus in vivo Daten geht hervor, dass die Speziesbarriere zemsétamster und Maus
relativ stark ausgepragt ist (Kimberliet al, 1987; Scottet al, 1989; Priola &
Chesebro, 1995). Allerdings konntevitro fir den aus Maus isolierten Erregerstamm
RML unter denaturierenden Bedingungen Proteassteeges Prionprotein des
Hamsters mit einer héheren Effizienz erzeugt wer@rcisko et al, 1995), als es in
dieser Arbeit mit ME7 mdoglich war (Abbildung 15).aBer wurden Kontroll-
Reaktionen mit RML unter denaturierenden Bedingungkirchgefihrt. Wie in
Abbildung 16 dargestellt, ist Hamster-Brit dem Maus-Erregerstamm RML deutlich
in PrPres konvertierbar, jedoch mit einer geringdgffizienz als Maus-PfP

Obwohl sich die Aminosduresequenz des HamstersdendRotelmaus sehr ahnlich
sind, war die Konversion von Hamster-Preurch Rotelmaus-Erregerstamme relativ
ineffizient (Abbildung 13, 14). Bei der Inkubatiovon Rételmaus-PfP mit dem
Hamster-Erregerstamm 263K hingegen konnte eine &winnseffizienz ermittelt
werden, die der von Hamster-BrBntspricht (Abbildung 17). Die Maus-spezifischen
Mutationen N155Y und N170S in der Rotelmausseqdiénzen zu einer Abnahme der
Konversionseffizienz, wobei die Mutation N155Y di®nversionseffizienz auf das
Niveau von Maus-PfPreduzierte, welches sich mit Hamster-263K nur $eéifizient
konvertieren lies (Pieningt al, J. Biol. Chem.submitted).
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Abbildung 17: Konversion veranderter Rotelmaus-PrP durch 263K aus Hamster

Durch Immunprazipation mit dem Antikorper RA3153 wurde **S-PrP© aufgereinigt und mit 263K
aus Hamstern inkubiert. Die Konversionseffizienzen wurden nach der Formel KVE [%] =
[1+px / (I p*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n = 4 (bei cg-M109L:
n = 3) dargestellt. ma: Hamster Wildtyp-PrPC; cg-Wt: Roételmaus Wildtyp-PrPC; cg-M109L:
Roételmaus PrPC(M109L); cg-N155Y: Rotelmaus PrPC(N155Y); cg-N170S: Rotelmaus
PrPC(N17OS); cg-N155Y-N170S: Rotelmaus PrPC(N155Y-N17OS); mm: Maus Wildtyp-
PrP(a Allel).

3.1.3.3. Konversion durch Erregerstamme aus Rind whSchaf

Zur Beurteilung der Rolle der Priméarsequenz fir @iehe Empfindlichkeit der

Roételmaus im Vergleich zur Hausmaus gegeniiber Setraipie sowie der Resistenz
gegenuber einer BSE-Infektion wurdenvitro Konversionsreaktionen mit gereinigtem
BSE aus Rind und Schaf-Scrapie durchgefuhrt.

Im Vergleich zum PrPder Rételmaus wurde mit Maus-PrBei der Konversion durch

BSE eine htéhere Konversionseffizienz ermittelt (#ding 18). Der Unterschied liel3
sich durch die Einfiihrung der Doppelmutation N198Y70S ausgleichen, wobei auch
die Mutation N170S eine Erh6hung der Konversiongefiz verursachte. Die

Einzelmutation N155Y bewirkte hingegen eine Redwuktder Konversionseffizienz.

Die Mutation E227D bewirkte im Vergleich zur Roételos-Wildtypsequenz keine
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Veranderung in der Konversionfahigkeit durch BSEntster-PrP lieR sich durch BSE
nur sehr ineffizient konvertieren.

Entgegen den Erwartungen aus dervivo Daten wurde das PfRler Maus auch mit
Schaf-Scrapie besser konvertiert als das®Rié Rotelmaus (Abbildung 19). Dies
zeigte sich sowohl fur den Erregerstamm aus Grtdstrien (Scrap UK) als auch fur
den Erregerstamm aus Italien (Scrap lItaly). Dieaflabhen an den Codons 155 und 170
bewirken eine Erhéhung der Konversionseffizienzbaiadie Doppelmutation N155Y-
N170S den Unterschied zwischen Maus und Rételmasgeichen konnte.

KVE [%]
O B N W b g o ~N 00 ©

cg-Wt  cg-ML09l cg-MIO9L cg-N155Y cg-N170S cg-N155Y- cg-E227D mm
N170S

PrPC

Abbildung 18: Konversion veranderter Rotelmaus-PrP® durch BSE aus Rind

%5-pPrP® wurde durch Immunprazipation mit dem Antikorper 3B5 aufgereinigt und mit BSE aus
Rind bei 0,4 M GndHCI inkubiert. Die Konversionseffizienzen wurden nach KVE [%] =
[ +px / (I p*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n 3 6 dargestellt. bt:
Rind WiIdtyp-PrPC; cg-Wt: Rotelmaus WiIdtyp-PrPC; cg-M109I: Roételmaus PrPC(M109I);
cg-M109L: Rételmaus PrP°(M109L); cg-N155Y: Rételmaus PrP%(N155Y); cg-N170S:
Rotelmaus PrP°(N170S); cg-N155Y-N170S: Rotelmaus PrP“(N155Y-N170S); cg-E227D:
Rotelmaus PrPS(E227D); mm: Maus Wildtyp-PrP (a Allel); ma: Hamster Wildtyp-PrP°.

Die Konversionseffizienz des Ptfnit der Mutation E227D war vergleichbar mit der
ermittelten Konversionseffizienz der Rotelmaus-Wifsequenz. Hamster-PrRvurde
durch Schaf-Scrapie nur sehr ineffizient konvettidteben der homologen Reaktion
mit Schaf-PrB(ARQ) wurden noch als negative Kontrolle Reaktiomeit Schaf-PrP
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vom Genotyp ARR (A136, R154, R171) durchgefihrtr B&R-Genotyp ist mit der
erhdhten Resistenz gegeniber einer Scrapie-Infekio Schafen assoziiert (Goldmann
et al, 1990). Dem entsprechend war Schaf‘®ARR) im Vergleich zu Schaf-
Pr°(ARQ) durch Schaf-Scrapie nur ineffizient zu koriiezen (Pieninget al, J. Biol.
Chem, submitted).

16 -

B Scrap UK
14 4
O Scrap ltaly
12 4
= 10 4
=
w g
>
X
6 |
4 -
2 -
0 -
oa-ARQ cg-Wt cg-M109I cg-M109L cg-N155Y cg-N170S cg-N155Y- cg-E227D mm ma oa-ARR

N170S

PrpC

Abbildung 19: Konversion veranderter Rotelmaus-PrP durch Schaf-Scrapie

Durch Immunpréazipation mit dem Antikérper 3B5 wurde *S-PrP® aufgereinigt und mit Scrapie
vom Schaf eines Falles aus Grof3britannien (Scrap UK) und eines Falles aus Italien (Scrap Italy)
inkubiert. Reaktionen mit Scrap UK wurden mit 0,7 M GndHCI und Reaktionen mit Scrap Italy
mit 0,4 M GndHCI durchgefihrt. Die Konversionseffizienzen wurden nach KVE [%] =
[1+pk / (I .px*10)]*100) ermittelt und der Mittelwert mit Standardfehler von n 3 6 dargestellt.
0a-ARQ: Schaf Wildtyp-PrP®(Genotyp ARQ); cg-Wt: Rételmaus Wildtyp-PrPS; cg-M109l:
Rotelmaus PrP°(M1091); cg-M109L: Rételmaus PrP°(M109L); cg-N155Y: Rotelmaus
PrP¢(N155Y); cg-N170S: Rotelmaus PrPS(N170S); cg-N155Y-N170S: Rotelmaus PrP (N155Y-
N170S); cg-E227D: Roételmaus PrPC(E227D); mm: Maus WiIdtyp-PrPC(a Allel); ma: Hamster
WiIdtyp-PrPC; oa-ARR: SchafWiIdtyp-PrPC(Genotyp ARR).

3.2. Vernetzung von PrP-Aggregaten und molekulare #hitektur
Nach der Prion-Hypothese ist fiir die Konversion V@ zu PrB¢ eine direkte

Wechselwirkung der beiden PrP-Isoformen erforderlic(Prusiner, 1998).

Veranderungen in der Aminosauresequenz beeinflugseiffizienz der strukturellen
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Umwandlung hochstwahrscheinlich durch eine Veramugr der dafir notigen
Interaktionsflachen. Diese Interaktionsflachen siadfgrund der Flichtigkeit der
Aggregationsintermediate und der Unzugénglichkein WPrP° fir die klassische
Strukturaufklarung weitgehend unbekannt. Es wuraleed der Versuch unternommen,
PrP-Aggregate durch kovalente Vernetzung zu staaién und sie dadurch

biochemischen und strukturellen Analysen zuganglicimachen.

3.2.1. Vernetzung von rPrP-Aggregaten

Um Aggregate von rekombinantem Prionprotein (rP#R) erzeugen, wurde ein
etablierter Detergenz-Verdinnungsassay eingesetrt €t al, 1998). Dieser Assay
beruht auf der Ldslichkeit voa-helicalem rPrP in wassrigem Puffer (pH 7,2) mit
Natriumdodecylsulfat (SDS) in einer Konzentrationean tber 0,2 % und der
Eigenschaft von rPrP eineFaltblattreiche Struktur anzunehmen und Oligomagre
bilden, sobald die SDS-Konzentration herabgeseizi. Wiit einer Mischung aus zwei
unterschiedlich  markierten  rPrP-Fraktionen kann deo hervorgerufene
Aggregationsprozess mit Hilfe der Fluoreszenz-Katrensspektroskopie (FCS)
untersucht werden (Schwilkt al, 1997). Eine Aggregationskinetik von humanem rPrP
nach Reduktion der SDS-Konzentration ausgewertet er Ub die
Kreuzkorrelationsamplitude (G(0)), als MaR fur dRroteinaggregation, ist in
Abbildung 20A dargestellt. Aufgrund der Aggregatides markierten rPrP erhéht sich
die Kreuzkorrelationsamplitude im Vergleich zu KafitReaktionen mit 0,2 %
SDS () wenn die SDS-Konzentration auf 0,02 % abgesenktd w ). Die
Kreuzkorrelationsamplitude steigt weiter an, wemn $DS-Konzentration auf 0,01 %,
abgesenkt wird, wie Abbildung 20B ) verdeutlicht. Werden voraggregierte Oligomere
von unmarkiertem rPrP als Aggregationskeime (,S§eds die Reaktion gegeben
(Abbildung 20B,D), wird die Kreuzkorrelationsamplitude abermalsdaérth Obwohl in
einigen Einzelmessungen die initiale Oligomerisigrwerfolgt werden konnte (Box in
Abbildung 20B), hatte im Mittel die Aggregation vder ersten Messung schon ein
hohes Niveau erreicht, was verdeutlicht, dass dauKktion der Aggregation durch

vorgeformte Oligomere einer schnellen Kinetik folgt
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Abbildung 20: Aggregation von humanen rPrP

A) Eine Mischung von Alexa 488- und Alexa 633-markiertem rekombinanten Prionprotein (ca.
30 nM) wurde in Phosphatpuffer mit 0,2% ( ) bzw. 0,02% ( ) SDS fur 5 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrend dessen wurden die Anséatze mittels FCS untersucht (gescannte Messungen
alle 6 min). Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardfehler der Kreuzkorrelationsamplitude
G(0) von vier unabhéngigen Experimenten. B) Unmarkiertes rPrP (2 pM) wurde durch
Inkubation fir 3 h bei Raumtemperatur in Phosphatpuffer mit 0,02% SDS aggregiert. Ein Aliquot
dieses voraggregierten, unmarkierten rPrP wurde 1:20 in eine Ldsung von Fluoreszenz-

markiertem rPrP (ca. 3 nM) in Phosphatpuffer mit 0,01% SDS uberfihrt (D). Die Ansatze
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wurden fur weitere 5 h inkubiert und wahrend dessen mittels FCS untersucht (gescannte
Messungen). Als Kontrolle wurden Ansatze ohne die Zugabe von voraggregiertem,
unmarkiertem  rPrP  untersucht (). Die Mittelwerte +  Standardfehler der
Kreuzkorrelationsamplitude (G(0)) von vier unabhangigen Experimenten sind abgebildet. Die
Kurven in der seitlich abgebildeten Box stellen einen Ausschnitt aus einer reprasentativen

Einzelmessung dar und verdeutlichen die schnelle Kinetik der induzierten Aggregation.

Aggregate von rPrP, welche durch die Verdinnung $Ie6-Konzentration erzeugt
wurden, l6sen sich auf, wenn sie wieder hoheren -BB&entrationen ausgesetzt
werden (Levinet al, 2005), weshalb sich biochemische Untersuchungemiasen
Aggregaten als schwierig erweisen. Mit einer fatdeizierten Vernetzungsmethoden,
welche auf der direkten Vernetzung von Proteinegr #minoséurereste (vorzugsweise
Tyrosin) beruht (Fancy & Kodadek, 1999), konnterPHAggregate stabilisiert werden,
wodurch sie resistent gegentber einer Auflosungtdurohe SDS-Konzentrationen
wurden (Abbildung 21). Die Vernetzungseffizienz deirdurch Western Blot-Analyse
sowie mittels FCS ausgewertet. Eine Western Blatlyge von vernetzten rPrP-
Aggregaten ist in Abbildung 21A dargestellt. Flilsmenz-markiertes rPrP wurde dazu
bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen (0,2 %6 G6, und 0,02 %) inkubiert und
Aliquots zur foto-induzierten Vernetzung durch Zbhgaron Ammoniumpersulfat (APS)
und Rutheniumbipyridylchlorid (Ru(pby)) und ansefdender Belichtung mit
unterschiedlichen Lichtintensitaten entnommen. Adentrollen wurden Aliquots
unbehandelt belassen (-) oder nur mit den Verngskomponenten (APS und
Ru(bpy)) versetzt und ohne anschliel3ende Belichaunadysiert (CL).

Von Ansatzen mit hohen SDS-Konzentrationen (0,2k&)nten nur Banden mit dem
Molekulargewicht von monomerem rPrP detektiert werdAbbildung 21A, Spur 1-3).
Sogar die hdchste Belichtungsintensitat (100 %)nkerkeine Bandensignale oberhalb
des Molekulargewichtes von monomerem rPrP hervemuivas darauf hindeutet, dass
bei gelostem rPrP die reaktiven Aminosaurenresteefiie Vernetzung nicht dicht
genug beieinander liegen. Im Gegensatz dazu zemjerAnsatze, die mit geringen
SDS-Konzentrationen (0,02 %), also unter Aggregatidrdernden Bedingungen
(Abbildung 20A), inkubiert wurden, eine Reihe vonarBlen mit hoherem
Molekulargewicht, welche auf die Vernetzung von Rfolekilen zu Dimeren,
Trimeren und Multimeren héherer Ordnung zurickzgarsind (Abbildung 21A, Spur
10-12). Dass das Auftreten von Vernetzungsprodukinden Ansatzen mit 0,02 %

SDS auf dem Aggregationszustand und nicht auf B8-KRonzentration beruht, konnte
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dadurch gezeigt werden, dass sich mit rPrP unipétehach Verdinnung der SDS-
Konzentration ohne Inkubationsphase keine Verngpmodukte erzeugen lie3en
(Daten nicht abgebildet).

Mit starkeren Lichtintensitaten erhdhte sich digirks¢ der Banden mit hoherem
Molekulargewicht, wohingegen die Intensitat der Mower-Banden abnahm, was auf
die Einbindung der Monomere in Oligomer-Komplexeimkzuflhren ist. Wenn rPrP-
Aggregate ohne anschlieende Belichtung nur mit\demetzungskomponenten APS
und Ru(bpy) versetzt wurden oder wenn die Prober alie Vernetzungskomponenten
belichtet wurden, konnten keine Signale von Komefexioherer Ordnung detektiert
werden (Spur 8 und 9). Ansazte von rPrP die berinédidren SDS-Konzentrationen
(0,06 %) inkubiert wurden, zeigten keine Banden amitem Molekulargewicht hdher
als monomeres rPrP, allerdings konnte bei eineicBeing mit 100 % Intensitat weder
monomeres noch multimeres rPrP detektiert werdepur(S7). Eine reduzierte
Bandenintensitdt im Western Blot war auch fur rPwlches bei 0,02 % SDS
aggregiert wurde, zu beobachten, wenn die Belightut einer Intensitat von 10 %
bzw. 20 % durchgefuhrt wurde. Eine Belichtung ni0 246 Intensitat fihrte zu einem
totalen Verlust der Banden in der Western Blot-Agal Es ist anzunehmen, dass sich
bei der Verwendung von hohen Lichtintensitaten grd®ultimerkomplexe bilden,
deren Molekulargewicht die Porengréfie der SDS-PAGE % Acrylamide)
Uberschreitet und die denaturierten Proteine daledt in die Gelmatrix eindringen
konnen. Ein weiterer Effekt, der zum Abnehmen dandBnintensitat fihren kdnnte, ist
die in der Dot Blot-Analyse beobachtete reduzi®eaktivitat der vernetzten Proteine
mit dem Antikorper, welche durch eine verminderteganglichkeit der Antikorper-
Epitope zustande kommen konnte (Daten nicht abdethil Um die Vernetzung auf
einzelmolekularer Ebene zu untersuchen, wurden FESsungen von 10-fachen
Verdinnungen der fir den Western Blot aus Abbild@ig\ verwendeten Proben
durchgefuhrt. Die mittlere Diffusionszeit der Plelidurch den Laser-Focus der FCS-
Apperatur, welche ein Mal3 fir die PartikelgroRestidlt, ist in 21B gezeigt. Wie auch
in der Western Blot-Analyse beobachtet, zeigen Rfieben mit hohen (0,2 %) oder
mittleren (0,06 %) SDS-Konzentrationen Diffusionsze, welche charakteristisch fur

monomeres, Fluoreszenz-markiertes rPrP sind.
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Abbildung 21: Stabilisierung von rPrP-Aggregaten

A) Fluoreszenz-markiertes rekombinantes Prionprotein (ca. 30 nM) wurde in Phosphatpuffer mit
0,2 %, 0,06 % oder 0,02 % SDS fir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert, vernetzt und im Western

Blot mit dem Antikérper 3B5 analysiert. Die durch intermolekulare Vernetzung entstandenen

Mulitmere sind mit Pfeilen markiert, wobei mit einer Klammer an der rechten Seite die diffusen

Signale von Multimeren mit hohem Molekulargewicht gekennzeichnet sind. B) Die Proben von

Fluoreszenz-markiertem rPrP aus Abbildung 22A wurden nach der kovalenten Vernetzung 1:10

in ihrem Inkubationspuffer verdiinnt und mittels FCS untersucht. Die durch graue Hinterlegung

markierten Proben wurden in Phosphatpuffer mit 0,2% SDS verdinnt, um unstabilisierte

Aggregate aufzuldsen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler der Diffusionszeiten aus
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der Auto-Korrelationsanalyse von 3 unabhangigen Ansatzen, die jeweils finf Mal gemessen
wurden. Die Proben wurden im Western Blot und mittels FCS entweder unbehandelt (-), nach
Zugabe der Vernetzungskomponenten (100 uM APS, 5 pM Ru(bpy)) jedoch ohne Belichtung
(CL) oder nach der Zugabe der Vernetzungskomponenten mit anschlie@ender Belichtung mit
Neutralfiltern unterschiedlicher Durchlassigkeit (1 %, 5 %, 10 %, 20 % oder 100 %) analysiert.

Im Gegensatz dazu ist die mittlere Diffusionszeitden Ansatzen mit geringen SDS-
Konzentrationen (0,02 %) erhoht und entspricht rechechschnittlichen Partikelgréf3e
von ungefahr 10-20 rPrP-Monomere (Abbildung 21Bur®p auf der linken Seite).
Diese Diffusionszeiten blieben unverandert, wena HEroben einer foto-induzierten
Vernetzung unterzogen wurden, weshalb anzunehmerdass die Vernetzung die
Struktur der Aggregate und den Grad der Oligomanmsig nicht beeintrachtigt (aul3er
mit 100 % Lichtintensitat). Wurden die rPrP-Aggregdurch eine Erhdhung der SDS-
Konzentration von 0,02 % auf 0,2 % aufgelOst, sdiekDiffusionszeit auf das Niveau
von unaggregiertem rPrP ab, wenn die Aggregatet miciich die foto-induzierte
Vernetzung stabilisiert wurden (Abbildung 21B; QL,02 % SDS => 0,2 % SDS).
Anséatze die einer Vernetzungsprozedur unterzogenemy behielten ihre verlangerte
Diffusionszeit auch nach der Erhdhung der SDS-Kotradon, wenn die Proben mit
einer geeigneten Intensitat belichtet wurden (10uf@ 20 %). Mit geringeren
Intensitaten fiel die Diffusionszeit nach SDS-Konizationserh6hung wieder auf das
Niveau von monomerem rPrP (1 %) bzw. auf ein nmgdeNiveau (5 %) ab, was darauf
hindeutet, dass die Aggregate unter diesen Bedgegunur partiell vernetzt und nicht
vollstandig stabilisiert wurden. Bei mit sehr hohdnchtintensitaten (100 %)
behandelten Proben, wurde eine unerwartet geringgifusionsgeschwindigkeit
gemessen. Im Hinblick auf die Ergebnisse der WedBot-Analyse (Abbildung 21A,
Spur 14) ist dies wahrscheinlich auf eine ,Uberiétzung” zuriickzufiihren, wodurch
mehrere in sich stabilisierte Oligomere vernetztdea und so Multimere mit einem
Uberhdhten Molekulargewicht entstehen, die nichtdie Matrix der SDS-PAGE
eindringen koénnen bzw. welche sich aufgrund ihred3 und daher ihrer langen
Diffusionszeiten einer ungescannten FCS-Messungiedr@n. Diese grof3en Partikel
konnten jedoch in gescannten FCS-Messungen, beindem grol3erer Bereich des
Reaktionsvolumens von dem Anregungslaser ,abgétasiel, erfasst werden (Daten
nicht abgebildet).
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Abbildung 22: ,Seeding“-Kapazitét von stabilisierten rPrP-Oliogmeren

Unmarkiertes rPrP (2 uM) wurde durch Inkubation in Phosphatpuffer mit 0,02% SDS fur 3 h in
Oligomere uberfuhrt. Aliquots dieses voraggregierten, unmarkierten rPrP wurden entweder
unbehandelt belassen (D), ohne anschlieRende Belichtung mit den Vernetzungskomponenten
versetzt (333 uM APS, 16 uM Ru(bpy)) ( ) oder 2x mit 100 % Intensitat nach der Zugabe von
333 uM APS und16 pM Ru(bpy) belichtet ( ) und in einem Verhaltnis von 1:20 in eine Lésung
von Fluoreszenz-markiertem rPrP (ca. 5 nM) in Phosphatpuffer mit 0,01 % SDS gegeben. Die
Ansatze wurden anschlielRend fur weitere 5 h inkubiert, wahrend dieser Zeit mittels FCS
untersucht (Messungen von 10 s jede 8 min) und mit Ansatzen verglichen, zu denen keine
voraggregierten, unmarkierten rPrP-Oligomere gegeben wurden ( ). Die Mittelwerte =+
Standardfehler der Kreuzkorrelationsamplituden (G(0)) von vier unabhangigen Experimenten
sind abgebildet. Die Kurven in der seitlich abgebildeten Box zeigen einen Ausschnitt aus einer
reprasentativen  Einzelmessung und  verdeutlichen die schnelle  Kinetik  der

Aggregationsinitiation.

Die stabilisierten rPrP-Oligomere wurden weiterlauf ihre Fahigkeit Uberprift, als
.Seed" eine Aggregation zu induzieren. Wie schonAipbildung 20B dargestellt,
wurden Aggregationsreaktionen durchgefiihrt, zu dewergeformte, unmarkierte
Aggregate gegeben wurden. Die vorgeformten ,Seedsden jedoch vorher einer
foto-induzierten Vernetzung unterzogen (Abbildung, 2). Im Vergleich zu den

Reaktionen, in denen die Aggregation durch Zugalreunstabilisierten, vorgeformten
Aggregaten beschleunigt wurde (Abbildung 20B undiflung 22,D), zeigten die

stabilisierten Oligomere keine Beeintrachtigung erhrFahigkeit, Aggregation zu
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induzieren. Dies deutet darauf hin, dass durch igiermolekulare Vernetzung die
Aggregatstruktur zwar stabilisert, jedoch Epitoge, fir das “Seeding” von Bedeutung
sind, nicht beeintrachtig werden (Pienetgal, Amyloid in revision).

3.2.2. Stabilisierung von infektiosem Prf*
Nach der erfolgreichen foto-induzierten Stabilisreg von rPrP-Aggregaten wurde die

Venetzungstechnik auf infektidse Prionen ausgeddbaru wurde Pr¥® aus Mausen

infiziert mit ME7 aufgereinigt und einer Vernetzumgch Verdau mit Proteinase K

unterzogen.
] 2 3 4 5 6 7
100 kD —
<4— Tetramer
56 kD — <4— Trimer
<4— Dimer
38 kD —
30kD —
20 KD — <4— Monomer
APS e + o+
Ru(bpy) A + o+
Blitz - - 5x  5x b5x 2x  5X

Abbildung 23: Intramolekulare Vernetzung von aufgereinigten Prionen

Aufgereinigtes PrP*® aus Mausen infiziert mit ME7 (200 ng/pl) wurde vor der foto-induzierten
Vernetzung bei 37 € fir 1 h mit Proteinase K (0,1 mg/ml) verdaut. Der PK-Verdau wurde mit
10 mM PefaBloc abgestoppt. Die Anséatze wurden anschlieend mit 2 mM APS und 0,1 mM
Ru(bpy) versetzt und mit 100 % Intensitdét 2 bzw. 5 Mal belichtet. Die Proben wurden
anschlieBend deglykosyliert und einer Western Blot-Analyse mit dem polyklonalen Antikdrper
RA3153 unterzogen Die durch intermolekulare Verknupfung entstandenen Multimere sind

seitlich markiert.

Wie aus der Western Blot-Analyse der deglykosydiertProben (Abbildung 23)
ersichtlich, waren durch die kovalente Verknipfwng Monomeren Banden mit einem
Molekulargewicht von Dimeren und Trimeren detelldsar Bei den unbehandelten
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Proben sowie bei den Kontroll-Proben, die nur iédtoder nur mit APS bzw. Ru(bpy)
versetzt wurden, waren zwar auch sehr schwache rEBaeden auszumachen
(Abbildung 23, Spur 1-5), da jedoch fiir unbeharel@tP“-Praparationen mehrfach
dimeres Prionprotein beschrieben wurde (Pretlal, 1995), sind die in den Kontroll-
Proben auftretenden Dimer-Banden auf eine intrihsis Eigenschaft von PP

zuruckzufihren. Wie schon bei der Vernetzung vokomginantem Prionprotein
beobachtet werden konnte (Abbildung 21A), erhohtdh sinhergehend mit einer
Abnahme der monomeren Bandenintensitat auch beimetzten Prf mit steigender

Belichtungsintensitat die Starke der Banden hockkuarer Multimerkomplexe
(Abbildung 23, Spur 7). Dies deutet darauf hin, sdasei hoheren
Belichtungsintensitaten mehr Monomere in Kompleg@ikdrer Ordnung fixiert werden.

97 kD —
54 kD — <— Trimer ?
38 kD — <— Dimer
30 kD — %
20kD— <4— Monomer
CL Ix 1x 3,3x 3,3x - 1x
PrP>*  + + o+ o+ 4 -
Blitz 5x 10x 5x 10x - 5x

Abbildung 24: Intramolekulare Vernetzung von Prionen im Hirnhomogenat

10 %iges Hirnhomogenat wurde mit 100 % Intensitat 5 bzw. 10 Mal belichtet, wobei
verschiedene Konzentrationen der Vernetzungskomponenten (CL) eingestellt wurden (1x: 1 mM
APS, 0,05 mM Ru(bpy); 3,3x: 3,3 mM APS, 0,16 mM Ru(bpy)). Vernetzte Proben wurden mit
Proteinase K (0,1 mg/ml) bei 37 €€ fur 1 h verdaut und anschlieBend mit PNGase F
deglykosyliert. Die Western Blot-Analyse wurde mit dem monoklonalen Antikérper 3F4
durchgefiihrt. Die durch intermolekulare Vernetzung entstandenen Mulitmere sind mit Pfeilen
markiert. Der Stern markiert eine PrP-spezifische Bande, welche wahrscheinlich durch

unvollstandigen PK-Verdau und Deglykosylierung hervorgerufen wurde.
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Obwohl die Konzentration der Vernetzungskomponeet&bht werden musste, konnte
eine spezifische Vernetzung von BrRwuch in 10 %igem Hirnhomogenat erreicht
werden. Die Western Blot-Analyse von vernetztem Bl@mPrB° (263K) verdinnt mit
10 %igem Hirnhomogenat uninfizierter Tiere nach Y&dau und Deglykosylierung
ist in Abbildung 24 dargestellt. Im Vergleich zub@mandelten Proben (Spur 5) konnte
nach der foto-induzierten Vernetzung eine Bande deitn Molekulargewicht von
dimerem Prionprotein detektiert werden (Spur 1B8s Weiteren war eine Bande mit
dem Molekulargewicht von trimeren Pffhach PK-Verdau und Deglykosylierung zu
beobachten (Spur 1-4). Allerdings lasst sich d@aede auch durch die Dimerisierung
von unvollstandig verdautem bzw. unvollstandig stegsyliertem PrB* erklaren,
welches als Monomer-Bande in der Western Blot-Asmlyerkennbar war
(Abbildung 24, Spur 1-4, mit Stern markiert). Wiewartet, konnten nach der
Vernetzung von Hirnhomogenat aus uninfizierten dienach PK-Verdau keine PrP-
spezifischen Banden detektiert werden (AbbildungSur 5).

Um zu beurteilen, ob die kovalente Vernetzung vonorfen die Infetiositat
beeintrachtig, wurden in Hirnhomogenat verdiinntambter-Prf* (263K) vernetzt und
die Vernetzungsprodukte intrazerebral in Syrischeld@amster inokuliert. Im
Vergleich zu Kontrolltieren, welche mit unbehandeit Hirnhomogenat inokuliert
wurden und eine Inkuabtionszeit von 90 + 3,7 Ta@dittelwert + Standardfehler)
aufwiesen, zeigte sich durch die Vernetzung des°Rnf Inokulat keine signifikante
Veranderung der Inkubationszeit (96 + 5,2 Tage)e Wie Stabilisierung von rPrP-
Aggregaten auf deren ,Seeding“-Kapazitat (Abbildud®) hat auch die kovalente
Vernetzung der Prii2Aggregate keine Beintrachtigung der fiir die Vermely von
Prionen notwendigen Protein-Oberflachen zur Folgering et al, Amyloid in

revision).
3.2.3. MS-Analyse von stabilisierten PrP-Aggregaten

Um die Interaktionsflachen in PrP-Aggregaten gename bestimmten, wurden
Aggregate von rekombinantem humanen Prionproteirrchdudas Detergenz-
Verdinnungsverfahren (Past al, 1998) erzeugt und durch foto-induzierte Vernetzun
(Fancy & Kodadek, 1999) stabilisiert. Die resultiedlen Vernetzungsprodukte wurden
durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und Monomer sowitiMer-Banden aus dem Gel

ausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Banden wuddech die Protease Trypsin,
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welche Aminoséaureketten hinter Lysinen und Argininschneidet, verdaut. Die
erhaltenen Peptide wurden einer Analyse durch Nkhamierstitzte Laser
Desorption/lonisation-Massenspektrometrie (MALDI-M@nterzogen. Die erhaltenen
Spektren sind fur monomeres und pentameres rPrihgagsch in Abbildung 25

dargestellt.
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Abbildung 25: Massenspektrometrische Analyse von vernetzten rPrP-Aggregaten

Unmarkiertes rPrP wurde durch Verdiinnung der SDS-Konzentration von 0,2 % auf 0,02 % in
Aggregate uberfiihrt. Die Aggregate wurden durch foto-induzierte Vernetzung stabilisiert und die
Vernetzungsprodukte durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Aus der Coomassie-geféarbten SDS-
PAGE wurden die Banden von monomerem rPrP sowie von durch die Vernetzung
entstandenem oligomeren rPrP ausgeschnitten und einem Verdau mit Trypsin unterzogen. Die
durch den tryptischen Verdau entstandenen Peptide wurden aufgereinigt und mittels MALDI-
TOF im Reflektor-Modus analysiert. Die resultierenden Spektren sind fir monomeres rPrP (A)
und pentameres rPrP (B) dargestellt. rPrP-spezifische Massen sind mit (*) gekennzeichnet. Die

differentiell auftretenden Massen 1794 und 2211 sind durch Umrahmung markiert.
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Der Groldteil der Massensignale mit hoher Intenstigfy sich Peptiden von
unvernetztem rPrP  zuordnen (Abbildung 25A). In deB8pektren der
Vernetzungsprodukte traten weiterhin Signale awfjrdden Spektren von monomerem
rPrP nicht zu finden waren (Abbildung 25B) und datwes der kovalenten Verbindung
der Interaktionsflachen zweier benachbarter rPrieMoe resultieren konnten. Die
genaue Bestimmung dieser Peptide wirde Aufschluber Gdie molekulen
Interaktionsflachen in rPrP-Aggregaten liefern. Ditassen 1794 und 2211 traten
beispielsweise differentiell in den Spektren dernétzungsprodukte auf und nahmen
bei Oligomeren héherer Ordnung an Intensitat zuv@th sich diese neu auftretenden
Massen auRRerdem durch in B¥®odellen aneinanderliegende Peptide erklaren fieRRe
deuteten Daten aus der Sequenzanalyse dieser Madasaif hin, dass es sich hierbei
um Trypsin-spezifische Artefakte handelte. DiesenMgung wurde einerseits durch die
Kontroll-Analyse von ,Protein-freien” Gelstiicken dimndererseits durch die Analyse
von vernetzten rPrP-Aggregaten der Maus, welchgeanentsprechenden Peptiden eine
andere Aminoséuresequenz als humanes rPrP aufweistiitzt. Es konnten daher
bisher noch keine differentiellen Massen eindewtignetzten rPrP-Peptiden zugeordnet

werden.
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4. Diskussion

Obwonhl die Prion-Hypothese, welche ein zur autdigitghen Vermehrung fahiges
missgefaltetes Protein als infektioses Agens pestulPrusiner, 1998), aufgrund
zahlreicher experimenteller Belege allgemein akeepist, sind einige grundlegende
Aspekte der Prionkrankheiten noch ungeklart. Sonk®rdie fir den molekularen
Beweis der Prion-Hypothese essentielle Vermehruwny imfektiosen Prioneim vitro
bisher nicht zweifelsfrei dargestellt werden. Wiite sind die molekularen Grundlagen
fur das Vorkommen verschiedener Erregerstamme hatereiner Spezies und der
damit eng verknlpften Speziesbarrieren nur in Amesataufgeklart. Da angenommen
wird, dass die Eigenschaften der Erregerstaimme hdume unterschiedliche
Konformation des missgefalteten Prionproteins basti werden, wird deutlich, dass
eine Aufklarung der dreidimensionalen Struktur \Rn° fiir die Klarung der mit der
Speziesbarriere und den Erregerstammen verbunden@nomene essentiell ist. Mit
Hilfe von in vitro Konversionsexperimenten wurden diese Fragestattunguf
molekularer Ebene untersucht. Die erzielten Ergedenund ihre Bedeutung sollen in
den folgenden Abschnitten diskutiert werden.

4.1. Autokatalytische Vermehrung von Infektidsitatin vitro

Zur Darstellung der autokatalytischen Vermehrung #oPres und zur Erzeugung von
Infektidsitatin vitro wurden serielle PMCA-Experimente durchgefuhrt (Adilng 2).
Mit Hilfe der PMCA-Reaktion kann durch eine zyklex Abfolge von
Ultraschallbehandlungen und Inkubationphasen dieteBse-resistente Isoform des
Prionproteins (PrPres) in Hirnhomogematvitro amplifiziert werden (Saboriet al,
2001). Wie in der Abbildung 2B dargestellt ist, kte nach einer seriellen PMCA
(sPMCA), bei welcher funfzehn PMCA-Zyklen durchdafiiwurden und zwischen
jedem Zyklus der Reaktionsansatz mit uninfiziertedimhomogenat verdinnt wurde,
noch PrPres detektiert werden. Die Quantifizieruaggab eine 200.000-fache
Amplifikation von PrPres bei gleichzeitiger Verdiumg des am Anfang der Reaktion
eingesetzten, aus Hirnen infizierter Tiere isoirrPrB® um den Faktor 372.529. Dass
in allen PMCA-Zyklen eine Amplifikation von PrPresfolgte und daher nach einer so
hohen Verdinnung des infektiosen Ausgangsmaterialsch PrPres und

110



Konversionsaktivitédt detektiert werden konnten, gzeidass in vitro erzeugtes
missgefaltetes Prionprotein die Fahigkeit zur aatalgtischen Vermehrung besitzt.
Dass das durch sPMCA-Reaktionen neu gebildete ®réueh infektios ist, konnte
durch Inokulation der sPMCA-Produkte in Syrischeldhamster gezeigt werden.
Durch Koppelung des PrPres an ein inertes Tragerrabhtvurde sogar ein infektioser
Titer erzielt, der sich nicht von dem einer entspende Menge aus Hirnen infizierter
Tiere gewonnenen PtPunterscheiden lieR. Daraus wird deutlich, dads, sler Prion-
Hypothese entsprechend, Prionenvitro autokatalytisch vermehren lassen und die
Infektidsitat derin vitro erzeugten Prionen der von aus Hirnen isolierteionén
entspricht, wenn die Struktur der PrP-Aggregatdiineste Kriterien erfullt (Webeet

al., Nature submitted).
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Abbildung 26: Mechanistische Modelle zur PrPSC-BiIdung

A) Nach dem ,Heterodimer-Modell stellt die initiale Umfaltung von PrP® zu PrP°° den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PrP*°-Bildung dar. Die Umfaltungsreaktion benotigt
maoglicherweise ein Faltungsintermeditat (PrP*). Schon gebildetes PrP®° ist in der Lage die
Umfaltung von PrP® durch die Bildung eines ,Heterodimers" zu katalysieren. Das dadurch
entstandene PrP*°-Dimer dissoziiert und die PrP*°-Monomere sind in der Lage weiteres PrP° zu
konvertieren. Die Oligomerisierung von PrP*° zu groReren Aggregaten ist dabei ein sekundarer
Prozess. B) Bei dem ,seeded polymerisation“-Modell ist die Bildung eines Aggregationskeimes
(,seed") der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Auch hier benétigt die Umfaltungsreaktion
mdoglicherweise ein Faltungsintermeditat (PrP*). Bei Uberschreitung einer kritischen GroRe ist
der Aggregationskeim in der Lage, PrP® mit hoher Affinitit zu binden und in PrP* zu
Uberfuhren. Die PrPC-Bindung und Konversion stabilisiert den Aggregationskeim, so dass die
AggregatgrofRe durch weitere PrP®-Assoziation und Umwandlung in PrP® zunimmt. GroRe
Aggregate konnen in kleinere Oligomere zerfallen, welche wiederum Aggregationskeime

darstellen.
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Die Prion-Hypothese legt der Aggregation der mikstgten Form des Prionproteins
einerseits eine direkte Wechselwirkung der PrP-Kigke und andererseits die
Umfaltung von PrP zu PrP°® zugrunde (Kociskoet al, 1995; Prusiner, 1996;
Weissmann, 1996), wobei fiir den Mechanismus der“MiRlung im Wesentlichen
zwei theoretische Modelle entwickelt wurden (Abhidg 26). Das ,Heterodimer*-
Modell  (Prusiner, 1991) geht von der Annahme ausassd der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ®@#ildung, die initiale Umfaltung von
Pr” zu PrP° darstellt. Das gebildete PiPist dabei in der Lage die weitere
Umwandlung von PrPin PrP* zu katalysieren. Das dadurch entstehendé&*®yner
dissoziiert anschlieRend in monomeres*PrRie Polymerisation des P¥Pin groRere
Aggregate wird in diesem Modell als ein sekund&syzess betrachtet. Ein anderer
Mechanismus der PPPBildung wird im ,seeded polymerisation“-Modell zumde
gelegt (Jarrett & Lansbury, Jr., 1993). Dieses Moogestuliert im Gegensatz zum
,Heterodimer“-Modell als geschwindigkeitsbestimmendschritt der PrE-Bildung die
Formation von Aggregationskeimen (,seeds*), welahs mehreren PfRMonomeren
bestehen. Diese initialen PffOligomere sind bei Uberschreitung einer kritischen
GroRRe in der Lage, Primit einer hohen Affinitat zu binden und in BfRu tberfithren.
Die VergroRerung der Aggregationskeime durch dredBng und Konversion weiterer
PrP-Molekiile fiihrt zu einer erhdhten Stabiliat der gdtnere. Die durch diesen
Prozess entstehenden gro3eren Aggregate konnéginere konversionsaktive ,,seeds*
zerfallen, wodurch die PF2Bildung beschleunigt wird.

In den seriellen PMCA-Experimenten hat sich dasv#shen der Aggregate durch die
Ultraschallbehandlung und die dadurch hervorgerifertWVermehrung der
Aggregationskeime als essentiell fur eine effizeattokatalytische Propagation von
PrPresn vitro erwiesen (Abbildung 2D) (Pienirgt al, 2005), was flr die Richtigkeit
des ,seeded polymerisation“-Modells spricht. Aufglu weiterer experimenteller
Belege fur einen ,seeded polymerisation“-Mechanisri{@omeet al, 1993; Besseet
al., 1997) sowie den Ergebnissen von kinetischen Aseslyauf der Grundlage
biophysikalischer Kriterien, die gezeigt haben,sdem lineares ,Heterodimer“-Modell
ohne einen kooperativen Bindungmechanismus die>*®ayregationkinetik nur
ungentgend erklaren kann (Eigen, 1996), ist soast,deeded polymerisation“-Modell

dem ,Heterodimer“-Modell vorzuziehen.
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4.2. Priméarsequenz, Proteinkonformation und Spezidsrriere

Wie aus den Modellen zur PiFBildungskinetik (Abbildung 26) ersichtlich ist, isft
die Interaktion der PrP-Molekile und die Konversiaes zellularen Prionproteins in
seine pathogene Isoform bei der PBildung eine wesentliche Rolle. Die
Primarsequenz des Prionproteins hat dabei einerhtiggnn Einfluss auf die
Konversionseffizienz und damit auch auf die Ubejtharkeit einer TSE-Erkrankung auf
verschiedene Spezies (Kociskd al, 1995). Die Rolle der Priméarsequenz fur die
Speziesbarrieren der Rételmaus, welche aufgruntiaeen Empfindlichkeit fur Schaf-
Scrapie und der Resistenz gegeniber einer BSEtiofekon besonderem Interesse fur
die Prionforschung ist, wurde mit Hilfe vom vitro Konversionsexperimenten
untersucht. Funf verschiedeme vitro Konversionsverfahren wurden dazu auf ihre
Eignung geprift, den Einfluss der PrimarsequenzdaiKonversion des Prionproteins
zu analysieren (Abbildung 4-6). Ein auf der Inkidatvon gereinigtem Pf® und
gereinigtem,**S-markierten PP basierendes Verfahren (Kocisks al, 1994) wurde
im Zuge dieser Evaluation fir die weiteren Analysamsgewéhlt, da durch die
Verwendung von aufgereinigten Komponenten in dieséonversionsverfahren der
Einfluss von zusatzlichen Faktoren minimiert wurded sich durch die Verwendung
von radioaktiv markiertem PfPRdas neu gebildete PrPres zweifelsfrei detektidissh
(Abbildung 6B). Die mit Hilfe dieser Methode ermaiten Konversionsdaten, sind
detailiert in Abbildung 13-19 dargestellt und ime&n Gesamtuberblick in Abbildung

27 zusammengefasst.

4.2.1. Interaktion als Voraussetzung fur die Konvesion

Da sich die Roételmaus in Transmissionsstudien intgech zur Hausmaus als
empfindlicher gegeniber einer Infektion mit Schafepie gezeigt, sich jedoch als
resistent gegentuber einer BSE-Infektion erwiesen(Gartoniet al, 2005) (Agrimi

unveroffentlicht), wurde zur Bewertung der Roller dBrimarsequenz fir die
differentielle Empfindlichkeit, die Sequenz desoAproteins der Rotelmaus an den
Codons 109, 155, 170 und 227 in Maus-spezifischénAsduren umgewandelt. Keine
der eingefuhrten Mutationen M109I, M109L, N155Y, M8, N155Y-N170S und

E227D bewirkte unter den angewandten Reaktionsgadgen die spontane
Ausbildung einer Resistenz gegeniuber einem Verd#uPmoteinase K ohne die
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Anwesenheit von P2 Weiterhin konnte beobachtetet werden, dass deftuss der

Punktmutationen auf die Konverionseffizienz entgdéyed von dem verwendeten
Erregerstamm abhing. So verringerte sich beispaisav die Konversionseffizienz
durch die Einfuhrung der Mutationen N155Y und N17B8 der Inkubation mit
aufgereinigtem PrP aus der Rotelmaus oder aus Hamster (Abbildund 2,327).

Prp°©
cg  M1091 M109L N155Y N170S N155Y E227D mm ma oa oa bt
Rotelmaus (cg N170S ARO ARR
Cg139A X X X
cgSs3 X X X
cgBSE X X X
€g301C | X X X
Maus (mm)
prpSe ME7 |~ X X X
Hamster (ma’
263K X X
Schaf (oa)
Scrap UK X
Scrap Italy X
Rind (bt
BSE r X

Abbildung 27: Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro Konversionsreaktionen

Graphische Darstellung der Konversionseffizienzen aus der in vitro Konversion verschiedener
Prionproteinvarianten mit PrP*° verschiedener Erregerstaimme. Es wurden pro PrP®-Prp>*-
Kombination in der Regel 6-12 unabhangige Konversionsexperimente durchgefiihrt und die
Konversionseffizienz bestimmt (von den Experimenten mit Hamster-263K wurden pro PrP°-
PrP*°-Kombination ~ 3-4 unabhéngige  Reaktionen durchgefiihrt). Die Hohe der
Konversionseffizienz ist innerhalb einer Reihe auf die homologe Reaktion (PrPC und Prp%°
haben die gleiche Aminosauresequenz) mit der hdchsten Konversionseffizienz (schwarz)
bezogen. Intermedidre Konversionseffizienzen sind durch verschiedene Graustufen dargestellt
(dunkelgrau: hohere Konversionseffizienz, hellgrau: niedrige Konversionseffizienz) und die
niedrigste Konversionseffizienz innerhalb einer Reihe ist in weild gehalten. cg: Rételmaus
(Clethrionomys glareolus); M109I, M109L, N155Y, N170S, N155Y-N170S, E227D: cg mit der
angegebenen Punktmutation; mm: Maus (Mus musculus); ma: Hamster (Mesocricetus auratus);
oa: Schaf (Ovis aries) mit Genotyp ARQ oder ARR; bt: Rind (Bos taurus); cgl39A, cgSs3:
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Erregerstamme der Roételmaus mit Verwandtschaft zu Schaf-Scrapie; cgBSE, c¢g301C:
Erregerstamme der Rotelmaus mit Verwandtschaft zu BSE; ME7: Erregerstamm aus Maus;
263K: Erregerstamm aus Hamster; Scrap UK, Scrap Italy: Erregerstimme aus Schaf; BSE:

Erregerstamm aus Rind; X: nicht durchgefihrt.

Wurden dieselben veranderten Prionproteine hingemggn PrP° aus der Maus
(Abbildung 15, 27), dem Rind oder dem Schaf inkuhi&bbildung 18, 19, 27), konnte
eine Erhdhung der Konversionseffizienz beobachtetden. Die im Vergleich zum
Wildtyp-PrP beobachteten Veranderungen der Konversionseffieienlassen sich
entsprechend nicht auf eine generelle stabilistezw. destabilisierende Wirkung
dieser Punktmutationen auf die BsBtruktur und einer damit einhergehenden
generellen Hemmung bzw. Beginstigung der Konversiom PrP durch die
Veranderung der Aminosauresequenz zuruckfihrergesaonsind im Zusammenhang
mit dem eingesetzten PiPzu betrachten. Im Einklang mit der Prion-Hypothspielt
somit die Interaktion von PFfPund PrP° fiir die beobachteten Auswirkungen der
Mutationen eine fundamentale Rolle, wobei bestimiRegionen des Prionproteins

dabei eine grol3ere Rolle spielen (Abbildung 27).
4.2.2. Punktmutationen und Interaktionsflachen

Da der Austausch einer Aminosdure im zellularen origniotein  die
Konversionseffizienz in Abhangigkeit von der Inttian mit PrP° beinflusst, ist
anzunehmen, dass Verdnderungen in der Aminosaureseceine Veranderung der
Interaktionsflachen hervorrufen. Abhéangig vom ebsejeten Erregerstamm kann diese
Veranderung der Interaktionsflachen die Konverdiehindern oder beginstigen. Um
den Einfluss der vorgenommenen Veranderungen in Hdamarsequenz des
Prionproteins auf die Interaktionflachen beurtetenkénnen, ist daher die Betrachtung
der Lage der entsprechenden Aminosauren sowotdrimadimlichen Struktur von PrP
als auch in den verfiigbaren Strukturmodellen v Rotig.

Abbildung 28A zeigt aufgrund der fehlenden Struétaien zum PrPder Rételmaus
beispielhaft die aus NMR-Analysen gewonnene Struldar globularen Doméne
(Aminosauren 125-228) des humanen zellularen Pratems, wobei die
Sekundarstrukturelemente Uberlagert von der VanAdmals-Struktur, welche die
tatsachliche Molekilausdehnung im Raum darstdifiehildet sind.
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Abbildung 28: Lage der veranderten Aminosaurereste in Modellen von PrP® und Prp*°

A,B) Globuldre Doméne des humanen Prp°© (Aminosaure 125-228). Dargestellt sind die von der
Van-der-Waals-Struktur Uiberlagerten Sekundarstrukturelemente (lila: a-Helix; gelb: b-Faltblatt);
N-Terminus: vorne mitte; C-Terminus: oben rechts. B) Lage der Aminosauren H155 (blau),
S170 (griin) und Q227 (eisblau). C-E) Strukturmodelle von PrP*°. Eingezeichnet ist die Lage der
Aminosauren 108/109 (rot), 154/155 (blau), 169/170 (grin) und 226/227 (eisblau) in den
Sekundarstrukturelementen (lila: a-Helix; gelb: b-Faltblatt). C,D) Modell von Maus-PrP>® nach
Govaerts et al. (Govaerts et al., 2004). Drei PrP5°-Molekiile sind zu einem Trimer assoziiert. Die
Aminosauren L108 (rot), Y154 (blau), N169 (griin) und D226 (eisblau) sind farblich markiert.
C) von ,oben” (Blick auf den N-Terminus). D) von der ,Seite” (links ist der N-Terminus mit der
ersten N-terminalen Windung der b-Helix und rechts der C-Terminus mit der letzten
C-terminalen Windung der b-Helix). E) Seitenansicht des Modells Nr. 2 von Hamster-PrP* nach
Stork et al. (Stork et al., 2005). Drei PrP°°-Molekile sind zu einem Trimer assoziiert. Drei
Ubereinander geschichtete Trimer-Molekille deuten den Aufbau einer PrP*°-Fibrille an. Die
Aminosauren M109 (rot), N155 (blau), N170 (grin) und D227 (eisblau) sind farblich markiert.
Der N-Terminus mit der ersten N-terminalen Windung der b-Helix ist auf der linken Seite, die
letzte C-terminale Windung der b-Helix auf der rechten Seite. Der C-Terminus liegt aufgrund der
Orientierung der Helix 3 auf der linken Seite des Molekils. Die Abbildung wurde mit der Visual
Molecular Dynamics (VMD) Software erstellt (Humphrey et al., 1996). ("VMD was developed by
the Theoretical and Computational Biophysics Group in the Beckman Institute for Advanced
Science and Technology at the University of lllinois at Urbana-Champaign”

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd).
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Die Aminosaure 109 liegt auRRerhalb der globuldareomBne im unstrukturierten
N-Terminus und ist daher in dieser Ps®ruktur nicht abgebildet. Die Aminoséure 155
liegt am C-terminalen Ende der Helix 1, Aminosaa# in der Schleife zwischen
Helix 1 und Helix 2 und Aminosaure 227 liegt ame@atinalen Ende der Helix 3. Wie
durch den Vergleich der NMR-Strukturdaten des #&n Prionproteins von Maus,
Hamster und Elch gezeigt wurde, beeinflusst der maséurerest an Position 170
entscheidend die Strukturstabilitat der Schleifgime 166-175 zwischen dem zweitem
b-Faltblatt und Helix 2 (Gossedt al, 2005). Wie aus Abbildung 28A,B hervorgeht,
sind die Reste der drei Aminosauren 155, 170 und rd2ht in der Proteinstruktur
verborgen, sondern sind exponiert an der Molekigi@iche. Obwohl sie an
unterschiedlichen Regionen der Proteinoberflachgeh, sind sie fur eine mogliche
Interaktion mit Pr* zuganglich, bilden jedoch kein gemeinsames Epifmpsich die
Sekundarstrukturelemente der globularen Struktur dellularen Prionproteine
verschiedener Saugerarten sehr ahnlich sind (&illet al, 1997) liegen auch bei
anderen Spezies, wie z.B. bei der Maus (Rie&l, 1996; Rieket al, 1997) und beim
Hamster (Donnet al, 1997; Liuet al, 1999) die korrespondierenden Aminosaurereste
auf der Molekiloberflache. Das Prionprotein der éRtus weist eine hohe
Sequenzidentitdt zum Prionprotein des Hamsters vaehalb davon auszugehen ist,
dass auch beim PrRier Rételmaus die Reste der Aminoséuren 155, h@02@7 auf
der Oberflache des Proteins liegen und somit pieléntnteraktionsflachen darstellen.
Auch in den verfiigbaren PtPModellen befinden sich die korrespondierenden
Aminosaurereste zum grof3en Teil auf der Molekulibdene (Abbildung 28C-E). Das
Modell von Govaertst al. fiir den PK-resistenten Teil von Maus-PifGovaertst al,
2004) postuliert im Zuge der Umfaltung von Preu PrP° die Ausbildung einer
b-Helix und die Anlagerung von drei Monomeren Ubéer lo-helicalen Bereiche zu
einem PrB%“Trimer (Abbildung 28C,D). Eine Aufschichtung vomlshen trimeren
Einheiten bildet eine PrRFibrille, wobei dieb-Helices den Kern der Fibrille darstellen
und Helix 2 und 3, welche nicht von der Umfaltungtrbffen sind, sowie die
Zuckerreste des Prionproteins aufRerhalb des Keiagen. Bei der Maus
korrespondieren die Aminosauren 108, 154, 169 W&l i3it den Aminosauren 109,
155, 170 und 227 der Rotelmaus. Die Aminoséaureidid8i dem Modell von Govaerts
et al. Bestandteil der erstdmhelicalen Windung und liegt daher auf der N-teratem

Oberflache deb-Helix, welche innerhalb der Fibrille mit dem daeiiiegendem Pr¥®
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in intermolekulare Wechselwirkung tritt (Abbildur@gD, links). Aminosaure 154 liegt
in einer Schleife, welche sich nach der letztentei@inalenb-helicalen Windung
anschliel3t und zum N-terminalen Ende deHelix hinaufragt und daher wie die
Aminosaure 108 in einer mdglichen Interaktionsfi@diegt (Abbildung 28D, links).
Diese Schleife fihrt wieder zu dem C-terminalen &dérb-Helix, wo im Ubergang
zur Helix 2 die Aminosaure 169 lokalisiert ist uad mit einem darunter liegendem
PrP>° in Wechselwirkung tritt (Abbildung 28D, rechts).mioséure 226 liegt am
C-terminalen Ende der Helix 3, welches nach dem élocbn Govaertst al. in der
PrP*“Fibrille keine relevante Kontakflache darstellt.

Auch in einem anderen Modell basierend auf derrpriotein-Sequenz des Hamsters
von Stork et al. (Stork et al, 2005) bilden Ubereinandergeschichtete Trimere von
b-helicalen PrP-Molekiilen die Fibrillen-Struktur voRrP° (Abbildung 28E).
Aminosaure 227 liegt auch in diesem Modell in deonvder Konversion
unbeeintrachtigten Helix 3, welche fir die Fibmlbldung keine relevante
Kontaktflache darstellt. Aminosaure 170 liegt irr tetzten Windung deb-Helix vor
dem Ubergang in Helix 2 und ist daher auf einerdi@ Fibrillenbildung wichtigen
Interaktionsflache lokalisiert (Abbildung 28E, régh Aminosaure 155 liegt im
Vergleich zum Modell von Govaertet al. (Abbildung 28C, D) aufgrund der
unterschiedlichen Windungsstruktur deHelix nicht auf der N-terminalen Oberflache
sondern zusammen mit Aminosaure 170 auf der C-telem Seite detb-Helix
(Abbildung 28E, rechts) und kdonnte somit ein gers@mes Epitop bilden. Durch die
unterschiedliche Anordnung der Windungen und Sfdnidbei dem Model von Stomt
al. ist die Aminosaure 109 im Gegensatz zum Modell @avartset al. von der ersten

Windung deib-Helix tberlagert und so nicht mehr direkt auf @drerflache lokalisiert.

Aminosaure 109 liegt im unstrukturierten N-termaral Teil des zellularen
Prionproteins und ist nur bei dem PRlodell von Govartset al. (Govaertset al,
2004) direkt auf einer fur die Fibrillenbildung ‘eitgen intermolekularen
Kontaktflache lokalisiert. Durch Verénderung der t&®@aus-Sequenz an dieser
Position in eine Maus-spezifische Aminosaure (M1)0Sawie durch den Austausch
von Methionin gegen Isoleucin (M109l), welcher detirlichen Polymorphismus der
Roételmause simuliert, reduzierte sich die Konversadfizienz bei allen untersuchten

Erregerstammen (Abbildung 27). Selbst in der Reaktnit aus Mausen isoliertem
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PrP>° (ME7) bewirkte die Anderung der Rételmaus-Sequemzler Postion 109 in eine
Maus-spezifische Aminosaure (M109L) keine Verbassgrder Konversionseffizienz
(Abbildung 15, 27). Es ist daher moglich, dass desobachteten Effekt der
Veradnderung an der Position 109 (M1091 und M109k) enderer Mechanismus
zugrunde liegt als die Verdnderungen an den Pasitid55 und 170.

Wie oben dargestellt hangt der Effekt der MutatioMl55Y und N170S von dem
verwendeten Erregerstamm ab. Ein Austausch der IrRébs-spezifischen
Aminosauren an diesen Positionen in AminosauremMars bewirkt eine Abnahme der
Konversionseffizienz bei der Reaktion mit PfRus Rételmausen und eine Zunahme
der Konversionseffizienz bei der Reaktion mit M&r&=°® (Abbildung 27). Bezogen auf
die Lage in der dreidimensionalen Struktur von Puihd PrB° erscheinen die
Aminosauren 155 und 170 von besonderer Bedeutuniiird Reste einerseits bei PrP
und PrP° einen Teil der Molekiloberflaiche bilden und beindi@ Abbildung 28
dargestellten Modellen von PP auf fir die Fibrillenbildung wichtigen
Interaktionflachen lokalisiert sind. Eine Verandsguan den Aminosauren 155 und 170
ist ausreichend, um den Unterschied zwischen MadsRételmaus bei der Inkubation
mit allen untersuchten Erregerstammen auszugleiphenildung 27).

Die Seitenkette der Aminosaure 227 liegt zwar sdvieh PrP als auch bei P auf
der Oberflache des Molekiils, ist aber bei den ibildong 28C-D dargestellten PYP
Modellen nicht in einer Region lokalisiert, welchen einer intermolekularen
Interaktion der Monomere in der PffFibrille betroffen ist. Dies korreliert mit den
Ergebnissen aus dam vitro Konversion, bei denen die Veranderung des Rotedmau
Prf” an Codon 227 in eine Maus-spezifische AminosalE@2{D) bei allen
untersuchten Erregerstimmen keine Veranderungen Kaeversionseffizienz im
Vergleich zum Wildtyp-PrPhervorgerufen hat (Abbildung 27).

Alternativ zur Ausbildung eineb-Helix bei der Umfaltung von PFPzu Pri° wurde
von DeMarco und Dagett basierend auf molekulardysetmen Computersimulationen
ein PrP“Modell mit einem im Vergleich zu PfPerhohtenb-Faltblattanteil ohne
helicale Anordnung vorgeschlagen (DeMarco & Dagge®04). Auch dieses Modell
basiert auf einer trimeren Anordnung der ¥onomere und passt zu den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zweidimensiemBIP*Kristalle. Wie bei den
Modellen von Govaertst al. (Govaertset al, 2004) und Storlet al. (Storket al, 2005)

ist Aminosdure 170 auch in diesem Modell in einéir die intermolekulare
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Wechselwirkung in der PMRFibrille wichtigen Interaktionsflache lokalisiert.
Allerdings wird in diesem Modell fir den C-Termindes Prionproteins und damit auch
fur die Aminosaure 227 eine entscheidende Bedeufiinglen Kontakt der P
Monomere bei der Fibrillenbildung postuliert. Dadenin vitro Konversionsreaktionen
die Mutation E227D keine Veranderung der Konversgffizienz hervorgerufen hat
(Abbildung 27), ist die Bedeutung des C-Terminus die PrP“Bildung und damit
auch dad-Faltblatt-Modell jedoch zweifelhaft. Dass der Ca#henus und damit auch
das Codon 227 keine Bedeutung fiir die2Bildung hat wurde auch durch Studien
belegt, bei denen die Hemmung der vitro Konversion durch PrP-spezifische
Antikdrper bzw. PrP-Peptide untersucht wurde (Chabr al, 1998; Horiuchi &
Caughey, 1999; Chabst al, 1999; Horiuchket al, 2001).

Aus der Betrachtung der Lage der veranderten Araun@s in der raumlichen Struktur
von PrP und PrB¢ wird deutlich, dass die untersuchten Aminosaurigipogn 109,
155, 170 und 227 auf der Oberflache der Konfornmgsigomere und damit auf
potentiellen Interaktionsflachen liegen. Aus deradtenin vitro Konversionsdaten ist
jedoch ersichtlich und dies wird durch die Lage Aetinosauren in den PPRModellen
unterstitzt, dass dabei die Reste der Aminosauddn 1655 und 170 im Vergleich zur
Aminosaure 227 auf fir die PiEBildung wichtigeren Interaktionsflachen lokaligier
sind (Abbildung 27, 28) (Pieningt al, J. Biol. Chem.submitted).

4.2.3. Sequenzidentitat und Strukturkompatibilitat

Die Ergebnisse den vitro Konversionsreaktionen (Abbildung 27) haben gezeigss
die Sequenzidentitait zwischen PrRund PrB° eine wichtige Rolle fir die
Konversionseffizienz spielt und es dartberhinausmséurepositionen gibt, in denen
eine Sequenzidentitat wichtiger ist als an and&esitionen. Aus Abbildung 27 wird
jedoch weiterhin deutlich, dass die Sequenziddmiitét das ausschliel3liche Kriterium
fur die Vorhersage der Konversionseffizienz und daamach fir die Vorhersage der
Hohe einer Speziesbarriere darstellt.

So konnten bei den Konversionsreaktionen mit demederstammen der Roételmaus
bezuglich der Mutation N155Y und 170S bzw. der Dmputation N155Y-N170S
stammspezifische Effekte auf die Konversionseffizidbbeobachtet werden. Bei den
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Erregerstammen cgl139A und cgSs3, deren Ursprlrgechaf-Scrapie-Erregestamme
zurickzufihren sind, fiel die Reduktion der Konvemseffizienz durch die
Doppelmutation starker aus als die Reduktion ddiiehEinzelmutationen N155Y bzw.
N170S. Bei den BSE-verwandten Erregerstammen cgB8& cg301C war die
Mutation N155Y ausreichend, um den Unterschied en idonversionseffizienz von
Rotelmaus-PrP und Maus-PrP auszugleichen (Abbildung 14, 27). Obwohl den
Erregerstammen cgl139A, cgSs3, cgBSE und cg301@ldiehe PrP-Primérsequenz,
namlich die der Rételmaus, zugrunde liegt, da d@&S°Rir diese Versuche aus den
Gehirnen von Roételmausen préapariert wurde, welchié @mem mehrfach in
Roételmausen passagierten Erregerstamm infiziertdewr lieBen sich anhand der
unterschiedlichen Veranderung der Konversionseifizi  durch die
Aminosaurenaustausche N155Y und N170S die versehed Erregerstamme nach
ihrer Herkunft gruppieren. Da die Konversionsreathéin mit verschiedenen
Erregerstammen durchgefuhrt wurden und Erregers&mals Konformationsisomere
erachtet werden (Safaet al, 1998), konnte einerseits die Verdnderung der
Aminoséuresequenz die Umfaltung von Prih die Protease-resistente Isoform
abhangig von der Erregerstamm-spezifischerrR¢Bnformation unterschiedlich stark
beeintrachtigen und so zu unterschiedlichen Komweseffizienzen fihren.
Andererseits konnten die verschiedenen Erregestdamfgeund ihrer unterschiedlichen
Konformationen mit dem eingesetzten Printerschiedlich interagieren und so
unterschiedliche Konversionseffizienzen hervorrufen

Beiden denkbaren Mechanismen ist die Schlussfahgergemeinsam, dass die
Konversionseffizienz bei der Reaktion von PrBnd PrB°¢ nicht primar von der
Sequenzidentitat abhangt, sondern durch die Stkdtupatibilitat von PrP und Pri°
vermittelt wird. Zwar bedingt die Sequenz auch @&euktur, weshalb eine hohe
Konversionseffizienz in Reaktionen beobachtet wird,denen Pr® und Pri¢ die
gleiche Primarsequenz haben. Dass dies aber nahtethzige Kriterium darstellt,
zeigen die unterschiedlichen Konversionseffizienkenbeziglich der Priméarsequenz
gleichen PrP-PrP>Kombinationen.

Die Schlussfolgerung, dass die Konversionseffiziencht primar von der
Sequenzidentitat zwischen PrPund PrP° abhangt, sondern durch die
Strukturkompatibilitat der beiden Isoformen bedimgtd, wird auch dadurch gestitzt,
dass bei heterologen Konversionsreaktionen in deripnoken Reaktionen sehr

unterschiedliche Konversionseffizienzen auftretémren. Aus Abbildung 13 wird
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deutlich, dass obwohl die Aminosauresequenz zwiséh@elmaus und Hamster sehr
ahnlich ist, Hamster-PfPsehr ineffizienz durch PFP aus Rotelméusen konvertiert
wird. Im Gegensatz dazu wird PrBer Rételmaus sehr effizient von BfBus Hamster
konvertiert (Abbildung 17). Dass bei heterologenni@rsionsreaktionen bezogen auf
die Aminosauresequenz die gleiche Kombination d&-Noleklle, abhangig davon
welche der Sequenzen missgefaltet ist, unterscbiedErgebnisse hervorrufen kann,
ist auch bein vitro Konversionsexperimenten zur Speziesbarriere zwrs®aus und
Hamster beschrieben worden (Kociskal, 1994; Kociskeet al, 1995). Hamster-PfP
lasst sich zu einem gewissen Grad durch MauSSPRML) konvertieren, wohingegen
Maus-PrP sich weitgehend resistent gegentiiber einer Korvemiirch Hamster-PrP
(263K) erweist. Wie aus Abbildung 15 und 17 detthard, lasst sich jedoch Hamster-
PrP® durch ME7 é&hnlich ineffizient konvertieren wie MaBrP mit 263K aus
Hamstern. Hinzu kommt, dass die Einfihrung einembtar-spezifischen Aminosaure
an Position 138 (1138/139M) die Konversion von M&us" in mit Maus-PrB°
infizierten Neuroblastomazellen unterbinden kamo{® & Chesebro, 1995). Bei dar
vitro Konversion von Maus-PfPdurch Hamster-Pr® zeigte sich jedoch die Identitét
an Position 154/155 und nicht an Position 138/139 entscheidend fir die
Konversionseffizienz (Prioleet al, 2001). Da diein vitro Konversionsdaten mit
gereinigtem PrPund PrB° erzielt wurden, ist ein méglicher Einfluss von dizfichen
zellularen Faktoren, wie dem ,Protein X* (Tellireg al, 1995), als Ursache fiir die
unterschiedlichen  Konversionseffizienzen bei re#pn  Reaktionen als

unwahrscheinlich anzusehen.

Die Auswertung der Konversionsdaten im Hinblick anterschiedliche Erregerstamme
macht deutlich, dass die Konversionseffizienz unaimidl auch die Hohe der
Speziesbarriere nicht primér durch die Sequenzid¢mteterminiert ist, sondern durch
die Strukturkompatibilitat von PfPund PrP°¢ bestimmt wird (Pieninget al, J. Biol.
Chem, submitted). Die Existenz von Erregerstimmen liagten unterschiedlichen
Strukturen begrindet, die von der pathogenen Isofies Prionproteins angenommen
werden kénnen. Dadurch kommt es zu unterschiedii®Nechselwirkungen mit PfP
bei der Prf%Bildung, woraus die charakteristischen Eigensemaft und

Speziesbarrieren der Erregerstamme resultieren.
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4.2.4. Primarsequenz-unabhangige Faktoren

Obwohl durchin vitro Konversionsexperimente mit gereinigtem ®tid Pr°in vivo
beobachtete Speziesbarrieren nachvollzogen wurded 80 die Rolle der
Primarsequenz fur die Speziesbarriere dargestelitten konnte (Kocisket al, 1995;
Priolaet al, 2001), ist aus Infektionsstudien mit unterschadin Maus-Linien, welche
iber dasselbe Prionprotein verfiigen, bekannt, dabsn PrPund PrP° zusatzliche
Faktoren des Wirts die Speziesbarriere modulietémyd et al, 2001; Morencet al,
2003).

Transmissionsstudien an Roételmdusen haben gezéagss sich Rotelmause im
Vergleich zu Hausmausen sehr leicht durch Scrabieieren lassen, sich aber resistent
gegenuber einer Infektion mit BSE erweisen (Carteti al, 2005) (Agrimi,
unveroffentlicht). Dies sollte sich durclin vitro Konversionsexperimente mit
gereinigtem PrPund PrP° nachvollziehen lassen, wenn der beobachtete (¢hiecs
zwischen Roételmaus und Maus auf die verschiedeneimdBequenzen des
Prionproteins zuriickzufihren ist. Wie aus Abbildurfy erkennbar, ist die
Konversionseffizienz von Rételmaus-BrBei der Inkubation mit BSE niedriger als die
Konversionseffizienz von Maus-PrPDieses Ergebnis korreliert mit den Daten der
Transmissionsstudien. Eine Veranderung der SeqdesPrionproteins der Rotelmaus
an den fir die PrPres-Bildung wichtigen Positiod®® und 170 in Maus-spezifische
Aminosauren (N155Y-N170S) nivelliert den Unterschia der Konversionseffizienz
von Rételmaus- und Maus-PtP

Auch bei den Konversionsreaktionen mit Scrapie kerreim Prf der Rotelmaus im
Vergleich zum PrP der Maus eine geringere Konversionseffizienz festigjlt werden.
Dies widerspricht den Ergebnissen der Transmistidien, da sich die Rotelmaus im
Vergleich zur Maus gegeniber einer Infektion mih&eScrapie als sehr empfindlich
erwiesen hat. Die Einfihrung von Aminoséauren deu$lan den Positionen 155 und
170 des Rotelmaus-Pribewirkte eine Erhdhung der KonversionseffizienZ das
Niveau von Maus-PfP Diese Tendenz konnte sowohl fiir den aus eineleritachen
Scrapie-Fall isolierten Erregerstamm (Scrap Italg)auch fir einen aus Grof3britannien
stammenden Scrapie-Erreger (Scrap UK) beobachteieweDaher ist beziglich Schaf-
Scrapie eine Diskrepanz zwischen den Datenvo undin vitro zu verzeichnen.

Auch das PrP des Hamsters, welches im Hinblick auf die Amineséequenz dem
PrP der Rotelmaus sehr ahnlich ist (Abbildung 1), fiasish in vitro durch Schaf-
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Scrapie und BSE schlechter konvertieren als Ma@5-@bbildung 18, 19) (Raymond
et al, 1997).In vivo lassen sich Hamster zwar auch nicht mit BSE iefea, zeigen
allerdings bei der primaren Infektion mit Schaf<&ue im Vergleich zur Rételmaus
eine sehr lange Inkubationszeit (Kimberlin & Walké®78; Kimberlinet al, 1987;
Kimberlin et al, 1989; Priola, 1999). Entsprechend musste unterAdeahme, dass
Unterschiede in der Primarsequenz fur die Empfomdieit der Rotelmaus gegeniber
Schaf-Scrapie verantwortlich sind, mindestens Aimenosaureposition im Prionprotein
der Roételmaus vorliegen, welche sich sowohl von Maus als auch vom Hamster
unterscheidet. Dies ist innerhalb des reifen Priotgins nur fir die Position 227 der
Fall (Abbildung 1), welche jedoch fir die PrPresdBng unbedeutend ist (Abbildung
27).

Die Unterschiede zwischen Maus und Roételmaus in Erapfindlichkeit gegenuber
TSE-Erregern konnen daher nicht ausschlief3lickemeerschiedenen Primarsequenzen
des Prionproteins begrindet sein. Es ist anzunehdess zusatzliche Wirtsfaktoren,
die in dem verwendeten Konversionsverfahren kekiefluss haben, da aufgereinigtes
PrP und PrB° verwendet wird,in vivo fiir die Speziesbarriere eine wichtige Rolle
spielen. Als mdglicher Kofaktor ist das bisher nictentifizierte ,Protein X* postuliert
worden (Telling et al, 1995). Es wird spekuliert, dass ,Protein X* dureine
Interaktion mit dem Prionprotein an den auf die &g der Rotelmaus bezogenen
Aminoséuren 168, 172, 215 und 219 die®2#dung moduliert (Kaneket al, 1997).
Aus Abbildung 1 ist ersichtlich dass sich die Prisefjuenz des Prionproteins der
untersuchten Spezies bezlglich des postulierteduBigsepitops nur am Codon 215
unterscheiden. Die Sequenzen von Maus und Rotelstamsien jedoch auch an dieser
Aminosaurenposition miteinander Uberein. Die beidepezies besitzen dasselbe
»Protein X“-Bindungsepitop. Es ist daher zu vernmjtdass sich die Interaktion und die
Bindungsaffinitat von ,Protein X* der Maus und Ristaus mit dem jeweiligen PYP
nicht unterscheiden und die Unterschiede inidenvo undin vitro Daten nicht auf den
Einfluss des ,Protein X* zuriickzufihren sinflus Ergebnissen von Infektionsstudien
mit transgenen Mausen, welche Prionproteine mig¢reahimaren Sequenz von Maus
und Rind exprimieren (Scogt al, 2005), geht auf3erdem hervor, dass transgene Mause
welche Rind-PrP mit dem ,Protein X“Bindungsepitop der Maus expignen,
schlechter mit BSE, vCJD und Scrapie infizierbadsals transgene Mause, welche die

gleiche Sequenz mit dem ,Protein X“-Bindungsepitigs Rindes exprimieren. Die

124



Bedeutung des ,Protein X" fur die Speziesbarristeaufgrund dieser Daten generell in
Frage zu stellen.

Zur ldentifizierung und Charaktierisierung der Fakh, welche neben der
Primarsequenz die Speziesbarriere beeinflusseasfoesl entsprechend weiterfihrender
Studien. Eine Reihe von Faktoren sind beschriebemen, die mit dem Prionprotein
interagieren und so einen Einfluss auf die Konwersiaben kdnnen (Gauczyngkial,
2001a). Die Effizienz der Ausbreitung des TSE-Eeregim Organismus und damit
auch die Speziesbarriere hangen jedoch nicht aiefSloth von der Konversion des
zellularen Prionproteins in seine pathogene Isofatm sondern werden auch durch
andere Faktoren bestimmt, die zur Ausbreitung demBn im Organismus beitragen.
So nehmen neben der Ausbreitung des Erregers imeNgystem auch Zellen des
Immunsystems eine bedeutende Stellung in der kowaplePathogenese der
Prionkrankheiten ein (Aguzzi & Heikenwalder, 2005).

In  Anbetracht der im vorherigen Kapitel diskuti@rte unterschiedlichen
Konversionseffizienzen bei beziiglich der Primarsequ gleicher PP/ Pr-
Kombination erweist sich der Begriff der ,Speziesigae” als unzutreffend. Vielmehr
handelt sich um eine ,Strukturkompatibilitats-abhige Transmissions-Barriere* oder
eine ,Erregerstamm-Barriere“. Da die TransmissiBasrere von Primarsequenz-
unabhangigen Faktoren beeinflusst ist, wird detlitass die Effizienz der Ubertragung
von Prionkrankheiten durch das Zusammenwirken deim@sequenz, der
Kompatibilitat der Strukturen von PiPund PrB sowie zusatzlicher Kofaktoren

bestimmt wird (Pieningt al, J. Biol. Chem.submitted).
4.3. Stabilisierung von PrP-Aggregaten zur Struktuanalyse

Wie oben dargestellt lasst sich die Konversionsigffiz einer spezifischen P PrP-
Kombination und damit auch die Speziesbarriere dwaa zwei Organismen nur
bedingt anhand der Primérsequenz vorhersagen. Nidlg Identitdt der
Aminosaurenabfolge zwischen PrBnd PrB¢, sondern die strukturelle Kompatibilitat
der beiden Konformationsisomere und die daraufeoesde initiale Interaktion scheint
fur die PrP%Bildung von primarer Bedeutung. Daher sind Infotioreen zur
dreidimensionalen Struktur von PrBnd Pri°von besonderem Interesse.

Da sich das zellulare Prionprotein in rekombinantesrm I6slich in hohen

Konzentrationen erzeugen lasst, konnte die Struttéurglobularen Doméne des PrP
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von unterschiedlichen Saugerspezies durch NMR-Alayaufgeklart werden (Billeter
et al, 1997). Die missgefaltete Form des Prionproteimgdyen bildet in seiner
infektiosen  Form  unlosliche  Aggregate, die sich ctlur klassische
Strukturanalyseverfahren nicht untersuchen lasd®ie. zur Struktur von PP
verfugbaren Modelle unterscheiden sich im Hinbliakf die Detailstruktur der
Monomere sowie ihrer Anordnung in den PrP-Aggragatan Teil erheblich (Govaerts
et al, 2004; DeMarco & Daggett, 2004; Stoek al, 2005). Daher wurde der Versuch
unternommen, einerseits instabile Aggregationskeime andererseits PtPin seiner
infektidsen Form zu stabilisieren, um sowohl Aggtamnkeime als auch P¥Pweiteren
biophysikalischen Analysen zuganglich zu machen mfigrmationen zur Struktur zu
erhalten. Zur Stabilisierung der PrP-Aggregate wurgine Vernetzungsmethode
verwendet, deren Prinzip auf der licht-induziert®adikalisierung von Tyrosin-
Seitenketten und die dadurch hervorgerufene Reaaktler Tyrosin-Radikale mit
benachbarten Tyrosinen oder nukleophilen Seitemkainhter Ausbildung einer neuen
kovalenten Verbindung beruht (Fancy & Kodadek, 298irch die direkte Vernetzung
benachbarter Aminosdureseitenketten ohne die Velwen eines zusatzlichen
chemischen Verbindungsmolekils bedarf es bei didsethode keiner chemischen
Modifikation der Proteine, wodurch die naturlich@tinstruktur erhalten bleibt.

Nach dem “seeded polymerisation’-Modell  (Abbildung26) ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der PrPresuBdd die Formation eines
Aggregationskeimes, welcher bei der Uberschreiteingr gewissen GroRe stabilisiert
und so die weitere Anlagerung und Umformung von“Rr&chleunigt wird (Jarrett &
Lansbury, Jr., 1993). Dieser Prozess kann mit rddwamtem Prionprotein durch
Verdinnung der Detergenz-Konzentration modellid?bst et al, 1998) und auf
molekularer Ebene durch den Einsatz verschiedegtanbarkierter rPrP-Molektle mit
Hilfe der Fluoreszenz-Korrelationspektroskopie (fF@8rfolgt werden (Gieset al,
2004; Levin et al, 2005). Der initiale, geschwindigkeitsbestimmen8ehritt der
Proteinoligomerisierung in diesem Aggregationsvaga konnte tberwunden werden,
wenn vorgeformte Oligomere als “seeds” hinzugefiigirden (Abbildung 20). Mit
Hilfe der foto-induzierten Vernetzungsmethode wardéese vorgeformten Oligomere
durch intermolekulare Vernetzung stabilisiert. @ead der Vernetzung war durch die
Variation der Belichtungsintensitat einstellbar dwhnte durch den Einsatz der FCS-
Technologie Uberpruft werden (Abbildung 21). Dasgs watlrliche Aggregatstruktur

von der direkten Vernetzung der Aggregate Uber Asdinirereste an interagierenden
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Proteinoberflachen nicht beeintrachtigt wurde, teeigich durch die unverdnderte
Fahigkeit von stabilisierten Oligomeren, die Aggregn von monomerem rPrP zu
induzieren (Abbildung 22) (Pienirgg al, Amyloid in revision).

Auch PrP%Aggregate lieRen sich foto-chemisch vernetzen.sDOjelang sowohl in
Praparationen von aufgereinigtem ®rP als auch im Hirnhomogenat
(Abbildung 23, 24), welches neben dem Prionproteioh zahlreiche andere Proteinen
und Makromolekile enthalt. Dabei hatte die Vernetzwie bei der ,Seeding®-
Kapazitat der stabilisierten rPrP-Oligomere keirl&nfluss auf die Infektiositat der
stabilisierten Prionen, was verdeutlicht, dass\tkenetzung der Aggregate die fur die
Prion-Vermehrung wichtigen Interaktionsflachen nideeintrachtigt (Pieningt al,
Amyloid in revision).

Die Tatsache, dass PrP-Aggregate stabilisiert weldinnen, ohne ihre natirliche
Struktur und ihre biophysikalischen Eigenschaften werédndern, ertffnet die
Mdoglichkeit fur indirekte strukturelle Analysen. Bpielsweise ist bei einem
proteolytischen Verdau von kovalent verknipften-Rggregaten mit einer Protease,
welche die Proteine an definierten Stellen schngidefgrund der intermolekularen
Vernetzung im Vergleich zu unvernetzten Aggregaenverandertes Peptidmuster zu
erwarten. Durch eine geeignete Analyse der Pepstenu z.B. durch eine
massenspektrometrische Analyse, kdnnen so indaktinteraktionsflachen kartiert
werden. Daher wurden rPrP-Aggregate kovalent vetetd einem Verdau mit Trypsin
unterzogen. Die durch den tryptischen Verdau gewpnen Peptide wurden
anschlieBend einer massenspektrometrischen Analgpserzogen. Obwohl fir das
Prionprotein spezifische Massensignale detektiererden konnten, war die
Identifizierung von durch die Vernetzung neu emdenen Peptid-Massen nicht
eindeutig maglich (Abbildung 25). Dies kann einésséechnische Ursachen haben, da
die Moglichkeit besteht, dass durch die lonisatien Massenspektrometrie Elektronen
frei werden, die zu einer Reduktion und damit zuemi Zerfall der neuen kovalenten
Verbindungen beitragen. Andererseits ist es aben awglich, dass die als Modell fir
PrP>° analysierten rPrP-Aggregate eine zu geringe Orgraufweisen und daher tiber
keine eindeutigen Interaktionsflachen verfigen. Ye&netzung erfolg in diesem Fall
Uber variierende Interaktionsflachen, wodurch es &einen einheitlichen
Massensignalen in der Analyse der tryptischen Merdeon vernetzten Aggregaten

kommen kann.
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Durch eine massenspektrometrische Analyse trymrscReptide von kovalent
vernetztem PrP in seiner infektiosen Form, welches wahrscheinl@ghe hohere
strukturelle Ordnung aufweist als die modellhaftemsuchten rPrP-Aggregate, lassen
sich unter Umstanden differentielle Peptidmusterllysieren und so Uber die
intermolekularen  Kontaktflichen die molekulare Atektur von Prionen

charakterisieren.

Insgesamt konnte somit im Rahmen der vorliegendemeif durch in vitro
Konversionsreaktionen die autokatalytische Verme@irwwon infektibsen Prionen
demonstriert und so ein Beleg fiur die Prion-Hypetherbracht werden. Weiterhin
wurde dargestellt, dass fiir die SpeziesbarriereSttigkturkompatibilitat von PfPund
PrP° und nicht die Sequenzidentitat entscheidend ist.Begriff der ,Speziesbarriere*
ist daher unzutreffend. Vielmehr handelt es sich eime ,Strukturkompatibilitats-
abhangige Transmissions-Barriere* bzw. ,ErregerstaBarriere”, welche durch
zusatzliche Kofaktoren modelliert wird. Verschiedekrregerstamme bilden durch
Unterschiede in der PrRStruktur ihre charakteristischen Eigenschaften &im zu
einem fundierten Verstandnis der Erregerstdamme derdTransmissions-Barriere zu
gelangen, ist daher die Aufklarung der BStruktur erforderlich. Da dies mit
klassischen Methoden bisher nicht gelungen istdeweine Methode zur kovalenten
Vernetzung von PrP-Aggregaten etabliert, die esogheht, Interaktionsflachen in

PrP>° zu analysieren und so relevante Strukturinfornmetiozu gewinnen.

128



5. Zusammenfassung

Ein zentrales Ereignis in der Pathogenese der Raokheiten ist die strukturelle
Konversion des zellularen Prionproteins (Brin eine infektidse Isoform (PTH.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die vonRigon-Hypothese angenommene
Eigenschaft von PP zur autokatalytischen Vermehrung durch serielle GAM
Reaktionen experimentell belegt und die Vermehrwmg Infektidsitat in vitro
dargestellt. Die Fragmentierung der PrP-Aggregatkleinere Aggregationskeime hat
sich dabei fur eine effiziente autokatalytischeoR+Replikation als essentiell erwiesen.
Diese Ergebnisse sprechen fir die Richtigkeit degded polymerisation“-Modells der
PrP°%Bildung und liefern einen experimentellen Belegdie Prion-Hypothese.

Die Ubertragbarkeit von Prionkrankheiten auf andgpezies wird durch den Grad der
Primarsequenz-ldentitait von PrRund PrB° entscheidend beeinflusst, wobei die
Existenz von Erregerstammen mit gleicher Primarseguund unterschiedlichen
Ubertragbarkeiten eine Herausforderung fiir dierRPHgpothese darstellt. Durch die in
dieser Arbeit durchgefuhrten vitro Konversionsstudien mit chimaren Prionproteinen
konnte gezeigt werden, dasinterschiede in den Aminosauren 155 und 170 die
Speziesbarriere zwischen Maus und Rotelmaus wederikeeinflussen, wobei die
durch Punktmutationen hervorgerufene Verédnderung Kinversionseffizienz vom
Erregerstamm abhangig ist. Dim vivo beobachtete hohe Empfindlichkeit der
Roételmaus gegeniuber Scrapie konnte nicht auf drm&@Psequenz zuriickgefihrt und
muss daher von zusatzlichen Wirtsfaktoren bestinvertden. Die Relevanz des bisher
nicht identifizierten ,Protein X* als entscheidemd&ofaktor ist aufgrund der
Sequenzidentitat des postulierten ,Protein X“-Bingsepitop bei Maus und Rételmaus
in Frage zu stellen. Die Speziesbarriere ist dalgeTransmissionsbarriere zu verstehen,
welche von der Primarsequenz der beiden IsoforngsnRtionproteins, der Struktur-
kompatibilitat von PrPund PrB¢und von zusatzlichen Wirtsfaktoren beeinflusstwir
Um die Hohe einer Transmissionsbarriere vorausamsagst daher neben der
Identifizierung der zusétzlichen Wirtsfaktoren dieufklarung der Pr-Struktur
erforderlich. Da dies aufgrund der biophysikalisthgigenschaften von PP mit
klassischen Verfahren nicht moglich ist, wurde eiMethode zur kovalenten
Vernetzung von PrP-Aggregaten etabliert, die edghicht Interaktionsflachen in PTP

zu analysieren und so relevante Strukturinformatoru gewinnen.

129



6. Literaturverzeichnis

Aguzzi, A. und Heikenwalder, M. (2005). Prions,akines, and chemokines: a meeting
in lymphoid organsimmunity22, 145-154.

Alper, T. (1985). Scrapie agent unlike virusesizesand susceptibility to inactivation
by ionizing or ultraviolet radiatiorNature317, 750.

Alper, T., Cramp, W. A., Haig, D. A. und Clarke, M. (1967). Does the agent of
scrapie replicate without nucleic aciNature214 764-766.

Alper, T., Haig, D. A. und Clarke, M. C. (1966). dlexceptionally small size of the
scrapie agenBiochem. Biophys. Res. Comm@8,.278-284.

Anderson, R. M., Donnelly, C. A., Ferguson, N. M/polhouse, M. E., Watt, C. J.,
Udy, H. J., MaWhinney, S., Dunstan, S. P., Southdydo R., Wilesmith, J. W., Ryan,
J. B., Hoinville, L. J., Hillerton, J. E., AustinA. R. und Wells, G. A. (1996).
Transmission dynamics and epidemiology of BSE iitid®r cattle.Nature 382 779-
788.

Arnold, J. E., Tipler, C., Laszlo, L., Hope, J.ndon, M. und Mayer, R. J. (1995). The
abnormal isoform of the prion protein accumulatesaie-endosome-like organelles in
scrapie-infected mouse braih.Pathol.176 403-411.

Aronoff-Spencer, E., Burns, C. S., Avdievich, N, Gerfen, G. J., Peisach, J.,
Antholine, W. E., Ball, H. L., Cohen, F. E., Prusin S. B. und Millhauser, G. L.
(2000). Identification of the Cii binding sites in the N-terminal domain of the prio
protein by EPR and CD spectroscoByochemistry39, 13760-13771.

Baker, H. F., Ridley, R. M. und Wells, G. A. (199Bxperimental transmission of BSE
and scrapie to the common marmo¥fet. Rec132 403-406.

Barry, R. A., Kent, S. B., McKinley, M. P., MeydR, K., DeArmond, S. J., Hood, L. E.
und Prusiner, S. B. (1986). Scrapie and cellulaonpiproteins share polypeptide
epitopesJ. Infect. Dis153 848-854.

Bartz, J. C., McKenzie, D. I., Bessen, R. A., MarBh F. und Aiken, J. M. (1994).
Transmissible mink encephalopathy species barfiectebetween ferret and mink: PrP
gene and protein analysiks.Gen. Virol.75, 2947-2953.

Baskakov, I. V., Legname, G., Baldwin, M. A., Pnei, S. B. und Cohen, F. E. (2002).
Pathway complexity of prion protein assembly intayéoid. J. Biol. Chem277, 21140-
21148.

Baskakov, I. V., Legname, G., Gryczynski, Z. unddfner, S. B. (2004). The peculiar
nature of unfolding of the human prion protddmotein Sci.13, 586-595.

Basler, K., Oesch, B., Scott, M., Westaway, D., 8k M., Groth, D. F., McKinley,
M. P., Prusiner, S. B. und Weissmann, C. (198&)a8e and cellular PrP isoforms are
encoded by the same chromosomal g&sd.46, 417-28.

130



Bendheim, P. E., Barry, R. A., DeArmond, S. J.teStiD. P. und Prusiner, S. B. (1984).
Antibodies to a scrapie prion proteMature310 418-421.

Bendheim, P. E., Brown, H. R., Rudelli, R. D., $¢dl. J., Goller, N. L., Wen, G. Y.,
Kascsak, R. J., Cashman, N. R. und Bolton, D. @92). Nearly ubiquitous tissue
distribution of the scrapie agent precursor protsieurology42, 149-156.

Bertsch, U., Winklhofer, K. F., Hirschberger, T.ieBchke, J., Weber, P., Hartl, F. U.,
Tavan, P., Tatzelt, J., Kretzschmar, H. A. und &ieé&. (2005). Systematic
identification of antiprion drugs by high-throughpscreening based on scanning for
intensely fluorescent targetk.Virol. 79, 7785-7791.

Bessen, R. A., Kocisko, D. A., Raymond, G. J., NamdS., Lansbury, P. T. und
Caughey, B. (1995). Non-genetic propagation ofirstsgecific properties of scrapie
prion proteinNature375 698-700.

Bessen, R. A. und Marsh, R. F. (1992a). Biochemazal physical properties of the
prion protein from two strains of the transmissilyisk encephalopathy aget. Virol.
66, 2096-2101.

Bessen, R. A. und Marsh, R. F. (1992b). Identifaratof two biologically distinct
strains of transmissible mink encephalopathy ins$tans.J. Gen. Virol.73, 329-334.

Bessen, R. A. und Marsh, R. F. (1994). Distinct préperties suggest the molecular
basis of strain variation in transmissible minkegitalopathyd. Virol. 68, 7859-7868.

Bessen, R. A., Raymond, G. J. und Caughey, B. (198%itu formation of protease-
resistant prion protein in transmissible spongif@ncephalopathy-infected brain slices.
J. Biol. Chem272, 15227-15231.

Bieschke, J., Weber, P., Sarafoff, N., Beekes, Glese, A. und Kretzschmar, H.
(2004). Autocatalytic self-propagation of misfoldedion proteinProc. Natl. Acad. Sci.
USA10], 12207-12211.

Billeter, M., Riek, R., Wider, G., Hornemann, Slo&kshuber, R. und Wuthrich, K.
(1997). Prion protein NMR structure and speciesiéafor prion disease$roc. Natl.
Acad. Sci. USAR4, 7281-7285.

Bocharova, O. V., Breydo, L., Parfenov, A. S., $ala, V. V. und Baskakov, I. V.
(2005). In vitro Conversion of Full-length Mammatli&rion Protein Produces Amyloid
Form with Physical Properties of PfRJ. Mol. Biol. 346, 645-659.

Bolton, D. C., McKinley, M. P. und Prusiner, S. @982). Identification of a protein
that purifies with the scrapie prioScience218 1309-1311.

Bolton, D. C., Meyer, R. K. und Prusiner, S. B. §® Scrapie PrP 27-30 is a
sialoglycoproteinJ. Virol. 53, 596-606.

Borchelt, D. R., Scott, M., Taraboulos, A., Stall,und Prusiner, S. B. (1990). Scrapie
and cellular prion proteins differ in their kinetiof synthesis and topology in cultured
cells.J. Cell Biol.11Q, 743-752.

131



Borchelt, D. R., Taraboulos, A. und Prusiner, S(B92). Evidence for synthesis of
scrapie prion proteins in the endocytic pathwhyBiol. Chem?267, 16188-16199.

Bosque, P. J., Ryou, C., Telling, G., Peretz, 2grname, G., DeArmond, S. J. und
Prusiner, S. B. (2002). Prions in skeletal muselec. Natl. Acad. Sci. US89, 3812-
3817.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive methor the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle ofgiein-dye bindingAnal. Biochem72,
248-254.

Bradley, R. und Wilesmith, J. W. (1993). Epidemgloand control of bovine
spongiform encephalopathy (BSBY. Med. Bull.49, 932-959.

Brotherston, J. G., Renwick, C. C., Stamp, J. Totrdk, |. und Pattison, I. H. (1968).
Spread and scrapie by contact to goats and sBe€pmp. Pathol78, 9-17.

Brown, D. R. und Besinger, A. (1998). Prion proterpression and superoxide
dismutase activityBiochem. J334, 423-429.

Brown, D. R., Qin, K., Herms, J. W., Madlung, A.aNkon, J., Strome, R., Fraser, P.
E., Kruck, T., von Bohlen, A., Schulz-Schaeffer,,&iese, A., Westaway, D. und
Kretzschmar, H. (1997a). The cellular prion proteinds copper in vivoNature 390
684-687.

Brown, D. R., Schulz-Schaeffer, W. J., Schmidt,uBd Kretzschmar, H. A. (1997b).
Prion protein-deficient cells show altered respaimsexidative stress due to decreased
SOD-1 activity.Exp. Neurol146 104-112.

Brown, R. E., Jarvis, K. L. und Hyland, K. J. (198®rotein measurement using
bicinchoninic acid: elimination of interfering suaecesAnal. Biochem180 136-139.

Bruce, M. E., Chree, A., McConnell, |., Foster,Bearson, G. und Fraser, H. (1994).
Transmission of bovine spongiform encephalopatltd/sammapie to mice: strain variation
and the species barriéthilos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. 343 405-411.

Bruce, M. E. und Dickinson, A. G. (1987). Biolodiexidence that scrapie agent has an
independent genomé. Gen. Virol.68, 79-89.

Bruce, M. E. und Fraser, H. (1991). Scrapie stvanation and its implicationurr.
Top. Microbiol. Immunol172 125-138.

Bruce, M. E., Will, R. G., Ironside, J. W., McCotiné., Drummond, D., Suttie, A.,
McCardle, L., Chree, A., Hope, J., Birkett, C., Gens, S., Fraser, H. und Bostock, C.
J. (1997). Transmissions to mice indicate that 'mawant' CJD is caused by the BSE
agent.Nature389 498-501.

Bueler, H., Fischer, M., Lang, Y., Bluethmann, Hipp, H. P., DeArmond, S. J.,

Prusiner, S. B., Aguet, M. und Weissmann, C. (199rmal development and
behaviour of mice lacking the neuronal cell-surfRcB proteinNature356 577-582.

132



Burger, D. und Hartsough, G. R. (1965). Encephdlgpaf mink. 1l. Experimental and
natural transmission. Infect. Dis.115 393-399.

Burns, C. S., Aronoff-Spencer, E., Dunham, C. Marid, P., Avdievich, N. I.,
Antholine, W. E., Olmstead, M. M., Vrielink, A., @en, G. J., Peisach, J., Scott, W. G.
und Millhauser, G. L. (2002). Molecular featurestbé copper binding sites in the
octarepeat domain of the prion protédochemistry4l, 3991-4001.

Burns, C. S., Aronoff-Spencer, E., Legname, G.siper, S. B., Antholine, W. E.,
Gerfen, G. J., Peisach, J. und Millhauser, G. DO®. Copper coordination in the full-
length, recombinant prion proteiBiochemistry42, 6794-6803.

Calzolai, L., Lysek, D. A., Guntert, P., von Schteg C., Riek, R., Zahn, R. und
Wuthrich, K. (2000). NMR structures of three singésidue variants of the human
prion proteinProc. Natl. Acad. Sci. US97, 8340-5.

Calzolai, L., Lysek, D. A., Perez, D. R., Guntd?t, und Wuthrich, K. (2005). Prion
protein NMR structures of chickens, turtles, ara#.Proc. Natl. Acad. Sci. US202,
651-655.

Calzolai, L. und Zahn, R. (2003). Influence of priMR structure and stability of the
human prion protein globular domaih.Biol. Chem278 35592-35596.

Capellari, S., Vital, C., Parchi, P., PetersenBR.Ferrer, X., Jarnier, D., Pegoraro, E.,
Gambetti, P. und Julien, J. (1997). Familial prtdsease with a novel 144-bp insertion
in the prion protein gene in a Basque famigurology49, 133-141.

Carp, R. I., Callahan, S. M., Sersen, E. A. undéfigrR. C. (1984). Preclinical changes
in weight of scrapie-infected mice as a function safrapie agent-mouse strain
combinationlIntervirology 21, 61-69.

Cartoni, C., Schinina, M. E., Maras, B., Nonno, VRaccari, G., Di Baria, M. A., Conte,
M., Liu, Q. G., Lu, M., Cardone, F., Windl, O., Rb¢ari, M. und Agrimi, U. (2005).
Identification of the pathological prion protein ldypes in scrapie-infected
heterozygous bank voles (Clethrionomys glareoluy) High-performance liquid
chromatography-mass spectromefryChromatogr. A108], 122-126.

Cashman, N. R., Loertscher, R., Nalbantoglu, Jawsh., Kascsak, R. J., Bolton, D. C.
und Bendheim, P. E. (1990). Cellular isoform of slseapie agent protein participates in
lymphocyte activationCell 61, 185-192.

Castilla, J., Saa, P., Hetz, C. und Soto, C. (200%)vitro generation of infectious
scrapie prionsCell 121, 195-206.

Caughey, B., Brown, K., Raymond, G. J., Katzenst&nE. und Thresher, W. (1994).
Binding of the protease-sensitive form of PrP (prigrotein) to sulfated
glycosaminoglycan and congo rédVirol. 68, 2135-2141.

Caughey, B., Dong, A., Bhat, K. S., Ernst, D., Hay®. F. und Caughey, W. S. (1991).
Secondary structure analysis of the scrapie-agsociaotein PrP 27- 30 in water by
infrared spectroscopfaiochemistry30, 7672-7680.

133



Caughey, B., Horiuchi, M., Demaimay, R. und Raymo@d J. (1999a). Assays of
protease-resistant prion protein and its formatMethods EnzymoB09, 122-133.

Caughey, B., Race, R. E., Ernst, D., BuchmeierJMund Chesebro, B. (1989). Prion
protein biosynthesis in scrapie-infected and umitefe neuroblastoma cells. Virol. 63,
175-181.

Caughey, B., Race, R. E., Vogel, M., Buchmeier, Mund Chesebro, B. (1988). In
vitro expression in eukaryotic cells of a priontein gene cloned from scrapie-infected
mouse brainProc. Natl. Acad. Sci. US85, 4657-4661.

Caughey, B. und Raymond, G. J. (1991). The scragseciated form of PrP is made
from a cell surface precursor that is both proteasd phospholipase-sensitivk.Biol.
Chem.266 18217-18223.

Caughey, B., Raymond, G. J., Priola, S. A., KocjdboA., Race, R. E., Bessen, R. A,,
Lansbury, P. T., Jr. und Chesebro, B. (1999b). MdHor studying prion protein (PrP)
metabolism and the formation of protease-resiskuft in cell culture and cell-free
systems. An updat&lol. Biotechnol.13, 45-55.

Chabry, J., Caughey, B. und Chesebro, B. (1998gci8p inhibition of in vitro
formation of protease-resistant prion protein bgtlgtic peptides]. Biol. Chem273
13203-13207.

Chabry, J., Priola, S. A., Wehrly, K., Nishio, Bope, J. und Chesebro, B. (1999).
Species-independent inhibition of abnormal prioot@n (PrP) formation by a peptide
containing a conserved PrP sequedc#&/irol. 73, 6245-6250.

Chandler, R. L. (1971). Experimental transmissidnscrapie to voles and Chinese
hamstersLancetl, 232-233.

Chandler, R. L. und Turfrey, B. A. (1972). Inocutat of voles, Chinese hamsters,
gerbils and guinea-pigs with scrapie brain mateRabk. Vet. Scil3, 219-224.

Chen, S. G., Teplow, D. B., Parchi, P., TelleiK.J.Gambetti, P. und Autilio-Gambetti,
L. (1995). Truncated forms of the human prion proi@ normal brain and in prion
diseasesl. Biol. Chem27Q 19173-19180.

Chesebro, B., Race, R., Wehrly, K., Nishio, J.,d8ho M., Lechner, D., Bergstrom, S.,
Robbins, K., Mayer, L., Keith, J. M., Garon, C. uddase, A. (1985). Identification of
scrapie prion protein-specific mMRNA in scrapie-oté®l and uninfected braiNature
315 331-333.

Colling, S. B., Collinge, J. und Jefferys, J. G94®&). Hippocampal slices from prion
protein null mice: disrupted aactivated K currentsNeurosci. Lett209 49-52.

Collinge, J., Palmer, M. S., Sidle, K. C., Hill, A., Gowland, I., Meads, J., Asante, E.,
Bradley, R., Doey, L. J. und Lantos, P. L. (1999haltered susceptibility to BSE in
transgenic mice expressing human prion profdature378 779-783.

134



Collinge, J., Sidle, K. C., Meads, J., Ironside,udd Hill, A. F. (1996). Molecular
analysis of prion strain variation and the aetiglag 'new variant' CJDNature 383
685-690.

Collinge, J., Whittington, M. A., Sidle, K. C., Siinj C. J., Palmer, M. S., Clarke, A. R.
und Jefferys, J. G. (1994). Prion protein is nemgs$or normal synaptic function.
Nature370Q, 295-297.

Come, J. H., Fraser, P. E. und Lansbury, P. T(1903). A kinetic model for amyloid
formation in the prion diseases: importance of segpdProc. Natl. Acad. Sci. US80,
5959-5963.

Creutzfeldt, H. G. (1920). Uber eine eigenartigerdfi@mige Erkrankung des
Zentralnervensystems. Ges. Neurol. Psychiats7, 1-18.

Cuillé, J. und Chelle, P. L. (1936). La maladieeditemblante du mouton est-elle
inoculale?C. R. Acad. Sci. Parid03 1552-1554.

Dawson, M., Wells, G. A., Parker, B. N. und Scétt,C. (1991). Transmission studies
of BSE in cattle, hamsters, pigs and domestic fdwl.Bradley R., Savey M. und
Marchant B. (Edit.).Sub-acute Spongiforme Encephalopathid@msterdam: Kluwer
Academic, S. 25-32.

DeArmond, S. J., Yang, S. L., Lee, A., Bowler, Raraboulos, A., Groth, D. und
Prusiner, S. B. (1993). Three scrapie prion isslag&hibit different accumulation
patterns of the prion protein scrapie isofoAmoc. Natl. Acad. Sci. US80, 6449-6453.

DeMarco, M. L. und Daggett, V. (2004). From conwansto aggregation: protofibril
formation of the prion proteirProc. Natl. Acad. Sci. USR01, 2293-2298.

Dickinson, A. G. und Meikle, V. M. (1971). Host-gigpe and agent effects in scrapie
incubation: change in allelic interaction with @ifént strains of agerilol. Gen. Genet.
112 73-79.

Dickinson, A. G., Stamp, J. T. und Renwick, C. @9714). Maternal and lateral
transmission of scrapie in shedpComp. Pathol84, 19-25.

Diringer, H., Beekes, M. und Oberdieck, U. (199®)e nature of the scrapie agent: the
virus theory Ann. N. Y. Acad. Scr24 246-258.

Diringer, H., Braig, H. R. und Czub, M. (1988). 8gie: a virus-induced amyloidosis of
the brainCiba Found. Sympal35 135-145.

Diringer, H., Gelderblom, H., Hilmert, H., Ozel, Medelbluth, C. und Kimberlin, R. H.
(1983). Scrapie infectivity, fibrils and low moldau weight proteinNature 306 476-
478.

Dodelet, V. C. und Cashman, N. R. (1998). Priontgno expression in human
leukocyte differentiationBlood 91, 1556-1561.

Donne, D. G., Viles, J. H., Groth, D., Mehlhorn,James, T. L., Cohen, F. E., Prusiner,
S. B., Wright, P. E. und Dyson, H. J. (1997). Suuue of the recombinant full-length

135



hamster prion protein PrP(29-231): the N termirsukighly flexible.Proc. Natl. Acad.
Sci. USA94, 13452-13457.

Dower, W. J., Miller, J. F. und Ragsdale, C. W.88p High efficiency transformation
of E. coli by high voltage electroporatidducleic Acids Red.6, 6127-6145.

Eigen, M. (1996). Prionics or the kinetic basigpabn diseaseBiophys. Chemg3, 1-
18.

Eigen, M. und Rigler, R. (1994). Sorting single swmlles: application to diagnostics
and evolutionary biotechnologliroc. Natl. Acad. Sci. US@1, 5740-5747.

Endo, T., Groth, D., Prusiner, S. B. und Kobata(1®89). Diversity of oligosaccharide
structures linked to asparagines of the scrapienppirotein.Biochemistry28 8380-
8388.

Fancy, D. A. und Kodadek, T. (1999). Chemistry floe analysis of protein-protein
interactions: rapid and efficient cross-linkinggtsered by long wavelength ligheroc.
Natl. Acad. Sci. USA6, 6020-6024.

Fischer, M., Rulicke, T., Raeber, A., Sailer, A.p$¢r, M., Oesch, B., Brandner, S.,
Aguzzi, A. und Weissmann, C. (1996). Prion prot¢RrP) with amino-proximal
deletions restoring susceptibility of PrP knockoute to scrapieEMBO J.15, 1255-
1264.

Foster, J. D., Hope, J. und Fraser, H. (1993). Smassion of bovine spongiform
encephalopathy to sheep and godit. Rec133 339-341.

Gabizon, R., McKinley, M. P., Groth, D. und Prusin8. B. (1988). Immunoaffinity
purification and neutralization of scrapie prioreictivity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85, 6617-6621.

Gabizon, R., Meiner, Z., Halimi, M. und Ben Sass&, A. (1993). Heparin-like
molecules bind differentially to prion-proteins adlange their intracellular metabolic
fate.J. Cell Physiol 157, 319-325.

Gabriel, J. M., Oesch, B., Kretzschmar, H., Scbtt, und Prusiner, S. B. (1992).
Molecular cloning of a candidate chicken prion pmtProc. Natl. Acad. Sci. US89,
9097-9101.

Gajdusek, D. C., Gibbs, C. J., Jr. und Alpers, M6(/). Transmission and passage of
experimenal "kuru" to chimpanze&ciencel55 212-214.

Gasset, M., Baldwin, M. A., Fletterick, R. J. undigtner, S. B. (1993). Perturbation of
the secondary structure of the scrapie prion pmot@nder conditions that alter
infectivity. Proc. Natl. Acad. Sci. US®0, 1-5.

Gauczynski, S., Hundt, C., Leucht, C. und Weiss(2001a). Interaction of prion

proteins with cell surface receptors, molecularpenanes, and other moleculésdv.
Protein Chem57, 229-272.

136



Gauczynski, S., Peyrin, J. M., Haik, S., Leucht, undt, C., Rieger, R., Krasemann,
S., Deslys, J. P., Dormont, D., Lasmezas, C. |.\Waiss, S. (2001b). The 37-kDa/67-
kDa laminin receptor acts as the cell-surface recefor the cellular prion protein.
EMBO J.20, 5863-5875.

Gerstmann, J. (1928). Uber ein noch nicht beschaneb Reflexphanomen bei einer
Erkrankung des zerebellaren SysteWgeen Medizin Wochenschf8, 906-908.

Gerstmann, J., Straussler, E. und Scheinker, BL9Qber eine eigenartige heriditar-
familiare Erkrankung des Zentralnvervensystems;eicig ein Beitrag zur Frage des
vorzeitigen lokalen AlternZ. Ges. Neurol. Psychiatt54 736-762.

Gibbons, R. A. und Hunter, G. D. (1967). Naturetlod scrapie agentlature 215
1041-1043.

Gibbs, C. J., Jr., Gajdusek, D. C., Asher, D. Mpe#s, M. P., Beck, E., Daniel, P. M.
und Matthews, W. B. (1968). Creutzfeldt-Jakob digeéspongiform encephalopathy):
transmission to the chimpanz&eiencel6l, 388-389.

Giese, A., Bieschke, J., Eigen, M. und KretzschriarA. (2000). Putting prions into
focus: application of single molecule detectioriite diagnosis of prion diseasésch.
Virol. Suppl.161-171.

Giese, A., Levin, J., Bertsch, U. und Kretzschnitar(2004). Effect of metal ions on de
novo aggregation of full-length prion proteiBiochem. Biophys. Res. Comm@20,
1240-1246.

Goldfarb, L. G., Brown, P., McCombie, W. R., Goldga, D., Swergold, G. D., Wills,
P. R., Cervenakova, L., Baron, H., Gibbs, C. J.,uid Gajdusek, D. C. (1991).
Transmissible familial Creutzfeldt-Jakob diseassoamted with five, seven, and eight
extra octapeptide coding repeats in the PRNP gerec. Natl. Acad. Sci. USA&8,
10926-10930.

Goldmann, W., Hunter, N., Foster, J. D., SalbaunM.) Beyreuther, K. und Hope, J.
(1990). Two alleles of a neural protein gene linkedcrapie in sheeproc. Natl. Acad.
Sci. USA87, 2476-80.

Gossert, A. D., Bonjour, S., Lysek, D. A., Fiorite, und Wuthrich, K. (2005). Prion
protein NMR structures of elk and of mouse/elk gdrProc. Natl. Acad. Sci. USA
102 646-650.

Govaerts, C., Wille, H., Prusiner, S. B. und Coherg. (2004). Evidence for assembly
of prions with left-handed-helices into trimersProc. Natl. Acad. Sci. US20], 8342-
8347.

Graner, E., Mercadante, A. F., Zanata, S. M., lhade O. V., Cabral, A. L., Veiga, S.
S., Juliano, M. A., Roesler, R., Walz, R., Mine#i, Izquierdo, I., Martins, V. R. und
Brentani, R. R. (2000a). Cellular prion protein dsn laminin and mediates
neuritogenesiBrain Res. Mol. Brain Re36, 85-92.

137



Graner, E., Mercadante, A. F., Zanata, S. M., MartV/. R., Jay, D. G. und Brentani, R.
R. (2000b). Laminin-induced PC-12 cell differentat is inhibited following laser
inactivation of cellular prion proteifrEBS Lett482 257-260.

Griffith, J. S. (1967). Self-replication and screaature215 1043-1044.

Hanahan, D. (1983). Studies on transformation afhBschia coli with plasmidsl.
Mol. Biol. 166 557-580.

Haraguchi, T., Fisher, S., Olofsson, S., EndoGrath, D., Tarentino, A., Borchelt, D.
R., Teplow, D., Hood, L., Burlingame, A., Lycke,, Kobata, A. und Prusiner, S. B.
(1989). Asparagine-linked glycosylation of the goeaand cellular prion proteinérch.
Biochem. Biophy274, 1-13.

Harris, D. A., Huber, M. T., van Dijken, P., Shyrfg, L., Chait, B. T. und Wang, R.
(1993a). Processing of a cellular prion proteirenidfication of N- and C-terminal
cleavage site®iochemistry32 1009-1016.

Harris, D. A., Lele, P. und Snider, W. D. (1993bjcalization of the mRNA for a
chicken prion protein by in situ hybridizatioRroc. Natl. Acad. Sci. USB0, 4309-
4313.

Hartsough, G. R. und Burger, D. (1965). Encephdlopaf mink. I. Epizootiologic and
clinical observationsl. Infect. Dis.115 387-392.

Herms, J., Tings, T., Gall, S., Madlung, A., Giege, Siebert, H., Schurmann, P.,
Windl, O., Brose, N. und Kretzschmar, H. (1999)idewnce of presynaptic location and
function of the prion proteinl. Neuroscil9, 8866-75.

Herms, J. W., Tings, T., Dunker, S. und Kretzschnk&r A. (2001). Prion protein
affects C&"-activated K currents in cerebellar purkinje cellNeurobiol. Dis.8, 324-
330.

Heukeshoven, J. und Dernick, R. (1988). Imprové¢esistaining procedure for fast
staining in PhastSystem Development Unit. I. Stegrof sodium dodecyl sulfate gels.
Electrophoresi®, 28-32.

Hill, A. F., Antoniou, M. und Collinge, J. (1999Frotease-resistant prion protein
produced in vitro lacks detectable infectivily.Gen. Virol.80, 11-14.

Hill, A. F. und Collinge, J. (2003). Subclinicalign infection in humans and animals.
Br. Med. Bull.66, 161-170.

Hill, A. F., Desbruslais, M., Joiner, S., Sidle, €., Gowland, I., Collinge, J., Doey, L.
J. und Lantos, P. (1997). The same prion straiseauCJD and BSHEature 389 448-
50, 526.

Hill, A. F., Joiner, S., Linehan, J., Desbrusldis,, Lantos, P. L. und Collinge, J.

(2000). Species-barrier-independent prion replicatin apparently resistant species.
Proc. Natl. Acad. Sci. US@7, 10248-10253.

138



Hope, J., Morton, L. J., Farquhar, C. F., MulthaGp, Beyreuther, K. und Kimberlin,
R. H. (1986). The major polypeptide of scrapie-agged fibrils (SAF) has the same
size, charge distribution and N-terminal proteiguence as predicted for the normal
brain protein (PrPEMBO J.5, 2591-2597.

Horiuchi, M., Baron, G. S., Xiong, L. W. und CaugheB. (2001). Inhibition of
interactions and interconversions of prion protewmforms by peptide fragments from
the C-terminal folded domaid. Biol. Chem276 15489-15497.

Horiuchi, M. und Caughey, B. (1999). Specific bimgliof normal prion protein to the
scrapie form via a localized domain initiates itseersion to the protease-resistant
state EMBO J.18, 3193-3203.

Horiuchi, M., Ishiguro, N., Nagasawa, H., Toyoda, ‘hd Shinagawa, M. (1998).
Genomic structure of the bovine PrP gene and cdmpilecleotide sequence of bovine
PrP cDNA.Anim. Genet29, 37-40.

Hornemann, S. und Glockshuber, R. (1996). Auton@mand reversible folding of a
soluble amino-terminally truncated segment of theuse prion proteinJ. Mol. Biol.
261, 614-619.

Hornemann, S., Korth, C., Oesch, B., Riek, R., Widé&., Wuthrich, K. und
Glockshuber, R. (1997). Recombinant full-length merprion protein, mPrP(23-231):
purification and spectroscopic characterizatleleBS Lett413 277-281.

Hornemann, S., Schorn, C. und Wuthrich, K. (200MIR structure of the bovine prion
protein isolated from healthy calf braif@vVIBO Rep5, 1159-1164.

Hornshaw, M. P., McDermott, J. R. und Candy, J(M95). Copper binding to the N-
terminal tandem repeat regions of mammalian an@nayirion protein.Biochem.
Biophys. Res. Commu207, 621-629.

Houston, F., Foster, J. D., Chong, A., Hunter, hd uBostock, C. J. (2000).
Transmission of BSE by blood transfusion in shégpcet356 999-1000.

Huang, Z., Gabriel, J. M., Baldwin, M. A., Flettgs] R. J., Prusiner, S. B. und Cohen,
F. E. (1994). Proposed three-dimensional strudiréhe cellular prion proteirProc.
Natl. Acad. Sci. USA1, 7139-7143.

Huang, Z., Prusiner, S. B. und Cohen, F. E. (1996)apie prions: a three-dimensional
model of an infectious fragmeritold. Desl, 13-19.

Humphrey, W., Dalke, A. und Schulten, K. (1996). Bivisual molecular dynamics.
J. Mol. Graph.14, 33-38.

Inoue, H., Nojima, H. und Okayama, H. (1990). Higfiiciency transformation of
Escherichia coli with plasmid§&ene96, 23-28.

Ironside, J. W., Sutherland, K., Bell, J. E., Mcdler L., Barrie, C., Estebeiro, K.,
Zeidler, M. und Will, R. G. (1996). A new varianf €reutzfeldt-Jakob disease:
neuropathological and clinical featur€xld Spring Harb. Symp. Quant. Bi@ll, 523-
530.

139



Jakob, A. M. (1921a). Uber eigenartige Erkrankundes Zentralnervensystems mit
bemerkenswertem  anatomischen  Befunde  (Spastischeeud®sklerose -
Encephalomyelopathie mit disseminierten Degeneargtierden)Dtsch. Z. Nervenheilk.
70, 132-146.

Jakob, A. M. (1921b). Uber eine der Multiplen Skl klinisch nahestehenden
Erkrankung des  Zentralnervensystems  (Spastische udBsiderose)  mit
bemerkenswertem anatomsichen Befumdiedizinische Klinikl3, 372.

James, T. L., Liu, H., Ulyanov, N. B., Farr-Jon8s,Zhang, H., Donne, D. G., Kaneko,
K., Groth, D., Mehlhorn, I., Prusiner, S. B. undh@a, F. E. (1997). Solution structure
of a 142-residue recombinant prion protein corregipmy to the infectious fragment of
the scrapie isofornProc. Natl. Acad. Sci. US®4, 10086-10091.

Jansen, K., Schafer, O., Birkmann, E., Post, Kthb&e H., Prusiner, S. B. und Riesner,
D. (2001). Structural intermediates in the putatpethway from the cellular prion
protein to the pathogenic formiol. Chem.382 683-691.

Jarrett, J. T. und Lansbury, P. T., Jr. (1993).dBee"one-dimensional crystallization"
of amyloid: a pathogenic mechanism in Alzheimeisgdse and scrapi€zll 73, 1055-
1058.

Jeffrey, M., Scott, J. R., Williams, A. und Frasir,(1992). Ultrastructural features of
spongiform encephalopathy transmitted to mice fithmee species of bovidaécta
Neuropathol .84, 559-569.

Jeffrey, M. und Wells, G. A. (1988). Spongiform epbalopathy in a nyala
(Tragelaphus angasNet. Pathol 25, 398-399.

Jimenez-Huete, A., Lievens, P. M., Vidal, R., Prdca P., Ghetti, B., Tagliavini, F.,

Frangione, B. und Prelli, F. (1998). Endogenougemigtic cleavage of normal and
disease-associated isoforms of the human prioeiprat neural and non-neural tissues.
Am. J. Pathol153 1561-1572.

Kaneko, K., Zulianello, L., Scott, M., Cooper, C..MVallace, A. C., James, T. L.,
Cohen, F. E. und Prusiner, S. B. (1997). Evidenme drotein X binding to a
discontinuous epitope on the cellular prion protduring scrapie prion propagation.
Proc. Natl. Acad. Sci. US®4, 10069-10074.

Kascsak, R. J., Fersko, R., Pulgiano, D., Rubeamstei und Carp, R. I. (1997).
Immunodiagnosis of prion diseasemunol. Invest26, 259-68.

Kascsak, R. J., Rubenstein, R., Merz, P. A., Tddehltasi, M., Fersko, R., Carp, R. I.,
Wisniewski, H. M. und Diringer, H. (1987). Mouse lypdonal and monoclonal
antibody to scrapie-associated fibril proteihsVirol. 61, 3688-3693.

Kellings, K., Meyer, N., Mirenda, C., Prusiner, . und Riesner, D. (1992). Further
analysis of nucleic acids in purified scrapie pripreparations by improved return
refocusing gel electrophoresis.Gen. Virol.73 ( Pt 4) 1025-1029.

Kellings, K., Meyer, N., Mirenda, C., Prusiner, B&.und Riesner, D. (1993). Analysis
of nucleic acids in purified scrapie prion prepimas. Arch. Virol. Suppl7, 215-225.

140



Kimberlin, R. H., Cole, S. und Walker, C. A. (1986Jransmissible mink
encephalopathy (TME) in Chinese hamsters: ideatific of two strains of TME and
comparisons with scrapidleuropathol. Appl. Neurobiol2, 197-206.

Kimberlin, R. H., Cole, S. und Walker, C. A. (1987Memporary and permanent
modifications to a single strain of mouse scrapigransmission to rats and hamstérs.
Gen. Virol.68, 1875-1881.

Kimberlin, R. H. und Walker, C. A. (1978). Evidenteat the transmission of one
source of scrapie agent to hamsters involves séparmaf agent strains from a mixture.
J. Gen. Virol.39, 487-496.

Kimberlin, R. H., Walker, C. A. und Fraser, H. (898 The genomic identity of
different strains of mouse scrapie is expressdthmsters and preserved on reisolation
in mice.J. Gen. Virol.70 ( Pt 8)2017-2025.

Kimberlin, R. H., Walker, C. A., Millson, G. C., ¥r, D. M., Robertson, P. A,
Tomlinson, A. H. und Dickinson, A. G. (1983). Difaotion studies with two strains of
mouse-passaged scrapie agent. Guidelines for Getlitdakob and related agends.
Neurol. Sci59, 355-369.

Kirby, L., Birkett, C. R., Rudyk, H., Gilbert, I. Hind Hope, J. (2003). In vitro cell-free
conversion of bacterial recombinant PrP to PrPeea aodel for conversiod. Gen.
Virol. 84, 1013-1020.

Kitamoto, T., Tateishi, J., Tashima, T., TakeshitaBarry, R. A., DeArmond, S. J. und
Prusiner, S. B. (1986). Amyloid plaques in Credtitfdakob disease stain with prion
protein antibodiesAnn. Neurol20, 204-208.

Kitamoto, T., Yi, R., Mohri, S. und Tateishi, J9&0). Cerebral amyloid in mice with
Creutzfeldt-Jakob disease is influenced by thdrstrthe infectious agenBrain Res.
508 165-167.

Klamt, F., Dal Pizzol, F., Conte da Frota ML JR, l¥y&., Andrades, M. E., da Silva,
E. G., Brentani, R. R., Izquierdo, |. und Fonsecardita, J. C. (2001). Imbalance of
antioxidant defense in mice lacking cellular primmotein. Free Radic. Biol. Med30,
1137-1144.

Kleber-Janke, T. und Becker, W. M. (2000). Use aidified BL21(DE3) Escherichia
coli cells for high-level expression of recombing®anut allergens affected by poor
codon usageRrotein Expr. Purif.19, 419-424.

Klitzman, R. (1999). Sorcery and science: respotsésiru and other epidemicé/est.
J. Med.171, 204-206.

Kocisko, D. A., Come, J. H., Priola, S. A., CheselB., Raymond, G. J., Lansbury, P.
T. und Caughey, B. (1994). Cell-free formation abtpase-resistant prion protein.
Nature37Q 471-4.

Kocisko, D. A., Priola, S. A., Raymond, G. J., Gia®, B., Lansbury, P. T. und
Caughey, B. (1995). Species specificity in the-trek conversion of prion protein to

141



protease-resistant forms: a model for the scrgpeeiss barrierProc. Natl. Acad. Sci.
USA92, 3923-7.

Krasemann, S., Groschup, M. H., Harmeyer, S., Hamsm G. und Bodemer, W.
(1996). Generation of monoclonal antibodies agaimshan prion proteins in PP
mice.Mol. Med.2, 725-734.

Kretzschmar, H. A., Prusiner, S. B., Stowring, L. ®d DeArmond, S. J. (1986a).
Scrapie prion proteins are synthesized in neurdns.J. Pathol122 1-5.

Kretzschmar, H. A., Stowring, L. E., Westaway, Btubblebine, W. H., Prusiner, S. B.
und DeArmond, S. J. (1986b). Molecular cloning ¢ftenan prion protein cDNADNA
5, 315-324.

Kretzschmar, H. A., Tings, T., Madlung, A., Giege,und Herms, J. (2000). Function
of PrP as a copper-binding protein at the synapseh. Virol. Suppl239-249.

Kunkel, T. A., Roberts, J. D. und Zakour, R. A.8T% Rapid and efficient site-specific
mutagenesis without phenotypic selectibtethods Enzymol54, 367-382.

Kyhse-Andersen, J. (1984). Electroblotting of npl#igels: a simple apparatus without
buffer tank for rapid transfer of proteins from yedrylamide to nitrocellulosel.
Biochem. Biophy. Method®), 203-209.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural pneseduring the assembly of the head
of bacteriophage TANature227, 680-685.

Lasmezas, C. |. (2003). Putative functions of PB?. Med. Bull.66, 61-70.

Lasmezas, C. I., Deslys, J. P., Demaimay, R., Adfour., Lamoury, F., Dormont, D.,
Robain, O., Ironside, J. und Hauw, J. J. (1996 B@nsmission to macaquésature
381, 743-744.

Lee, I. Y., Westaway, D., Smit, A. F., Wang, K.,t&eJ., Chen, L., Acharya, C.,
Ankener, M., Baskin, D., Cooper, C., Yao, H., Pnagsj S. B. und Hood, L. E. (1998).
Complete genomic sequence and analysis of the jpriotein gene region from three
mammalian specie§&enome Re®, 1022-1037.

Leggett, M. M., Dukes, J. und Pirie, H. M. (1998)spongiform encephalopathy in a
cat.Vet. Rec127 586-588.

Legname, G., Baskakov, I. V., Nguyen, H. O., RiesBe, Cohen, F. E., DeArmond, S.
J. und Prusiner, S. B. (2004). Synthetic mammadi@ons.Science305 673-676.

Levin, J., Bertsch, U., Kretzschmar, H. und Gigsg2005). Single particle analysis of
manganese-induced prion protein aggregéBeschem. Biophys. Res. Comm®29,
1200-1207.

Liemann, S. und Glockshuber, R. (1999). Influentamino acid substitutions related

to inherited human prion diseases on the thermadimatability of the cellular prion
protein.Biochemistry38, 3258-3267.

142



Liu, H., Farr-Jones, S., Ulyanov, N. B., Llinas,,Marqusee, S., Groth, D., Cohen, F.
E., Prusiner, S. B. und James, T. L. (1999). Smfusitructure of Syrian hamster prion
protein rPrP(90-231Biochemistry38, 5362-5377.

Llewelyn, C. A., Hewitt, P. E., Knight, R. S., Ama€., Cousens, S., Mackenzie, J. und
Will, R. G. (2004). Possible transmission of vati@mneutzfeldt-Jakob disease by blood
transfusionLancet363 417-421.

Lloyd, S. E., Onwuazor, O. N., Beck, J. A., Malbms G., Farrall, M., Targonski, P.,
Collinge, J. und Fisher, E. M. (2001). Identificatiof multiple quantitative trait loci
linked to prion disease incubation period in miéeoc. Natl. Acad. Sci. US98, 6279-
6283.

Locht, C., Chesebro, B., Race, R. und Keith, J.(}86). Molecular cloning and
complete sequence of prion protein cDNA from molisgn infected with the scrapie
agent.Proc. Natl. Acad. Sci. US83, 6372-6.

Lopez Garcia, F., Zahn, R., Riek, R. und Wuthrikh,(2000). NMR structure of the
bovine prion proteinProc. Natl. Acad. Sci. US87, 8334-9.

Lowry, O. H., Rosenbrough, N. J., Farr, A. L. undnBall, R. J. (1951). Protein
measurement with the Folin phenol reagénBiol. Chem193 265-275.

Lu, K., Wang, W., Xie, Z., Wong, B. S., Li, R., Befen, R. B., Sy, M. S. und Chen, S.
G. (2000). Expression and structural characteonatif the recombinant human doppel
protein.Biochemistry39, 13575-13583.

Lucassen, R., Nishina, K. und Supattapone, S. (209¥itro amplification of protease-
resistant prion protein requires free sulfhydryuyps.Biochemistry42, 4127-4135.

Lucero, H. A. und Robbins, P. W. (2004). Lipid saftrotein association and the
regulation of protein activityArch. Biochem. Biophy426 208-224.

Lugaresi, E., Medori, R., Montagna, P., Baruzzi, @ortelli, P., Lugaresi, A., Tinuper,
P., Zucconi, M. und Gambetti, P. (1986). Fatal faahinsomnia and dysautonomia
with selective degeneration of thalamic nudii Engl. J. Med315 997-1003.

Lysek, D. A., Schorn, C., Nivon, L. G., Esteve-Mgp¥a, Christen, B., Calzolai, L., von
Schroetter, C., Fiorito, F., Herrmann, T., Gunt&t,und Wuthrich, K. (2005). Prion
protein NMR structures of cats, dogs, pigs, anégheroc. Natl. Acad. Sci. USA

Manson, J., West, J. D., Thomson, V., McBride, Kaufman, M. H. und Hope, J.
(1992). The prion protein gene: a role in mousergogenesisPevelopmenil1s 117-
122.

Manson, J. C., Clarke, A. R., Hooper, M. L., Aitabm, L., McConnell, I. und Hope, J.
(1994). 129/Ola mice carrying a null mutation ifPRhat abolishes mRNA production
are developmentally norma¥ol. Neurobiol .8, 121-127.

Masel, J. und Jansen, V. A. (2000). Designing driagstop the formation of prion
aggregates and other amyloi8sophys. ChenB8, 47-59.

143



Masters, C. L., Gajdusek, D. C. und Gibbs, C.rJ.(1P81). Creutzfeldt-Jakob disease
virus isolations from the Gerstmann-Straussler symeé with an analysis of the various
forms of amyloid plaque deposition in the virusaedd spongiform encephalopathies.
Brain 104 559-588.

McCarthy, K., Taylor-Robinson, C. H. und lllinges, E. (1963). Isolation of Rubella
virus from cases in Britail.ancet15, 593-598.

McGowan, J. P. (1922). Scrapie in Sheegottish J. Agric5, 365-375.

McKinley, M. P., Bolton, D. C. und Prusiner, S. 983). A protease-resistant protein
Is a structural component of the scrapie priall 35, 57-62.

McKinley, M. P., Taraboulos, A., Kenaga, L., SerpBn, Stieber, A., DeArmond, S. J.,
Prusiner, S. B. und Gonatas, N. (1991). Ultrastmattlocalization of scrapie prion
proteins in cytoplasmic vesicles of infected cudtlicellsLab. Invest65, 622-630.

McMahon, H. E., Mange, A., Nishida, N., Creminon, Casanova, D. und Lehmann,
S. (2001). Cleavage of the amino terminus of thenpprotein by reactive oxygen
speciesJ. Biol. Chem276 2286-2291.

Mehlhorn, 1., Groth, D., Stockel, J., Moffat, B.eiRy, D., Yansura, D., Willett, W. S.,
Baldwin, M., Fletterick, R., Cohen, F. E., Vandléh, Henner, D. und Prusiner, S. B.
(1996). High-level expression and characterizatiba purified 142-residue polypeptide
of the prion proteinBiochemistry35, 5528-5537.

Merz, P. A., Somerville, R. A., Wisniewski, H. Mnd Igbal, K. (1981). Abnormal
fibrils from scrapie-infected braicta Neuropathol54, 63-74.

Merz, P. A., Somerville, R. A., Wisniewski, H. MManuelidis, L. und Manuelidis, E.
E. (1983). Scrapie-associated fibrils in Creutzfdiakob diseas®&ature306 474-476.

Meyer, N., Rosenbaum, V., Schmidt, B., Gilles, Mirenda, C., Groth, D., Prusiner, S.
B. und Riesner, D. (1991). Search for a putativeame genome in purified prion
fractions reveals a paucity of nucleic acidisGen. Virol.72, 37-49.

Miller, M. W. und Williams, E. S. (2003). Prion éase: horizontal prion transmission
in mule deerNature425 35-36.

Mo, H., Moore, R. C., Cohen, F. E., Westaway, Duskher, S. B., Wright, P. E. und
Dyson, H. J. (2001). Two different neurodegeneeatiiseases caused by proteins with
similar structuresProc. Natl. Acad. Sci. US®8, 2352-2357.

Moore, R. C., Lee, I. Y., Silverman, G. L., Harmsd®. M., Strome, R., Heinrich, C.,
Karunaratne, A., Pasternak, S. H., Chishti, M.l4ang, Y., Mastrangelo, P., Wang, K.,
Smit, A. F., Katamine, S., Carlson, G. A., CohenEF, Prusiner, S. B., Melton, D. W.,
Tremblay, P., Hood, L. E. und Westaway, D. (199%pxia in prion protein (PrP)-
deficient mice is associated with upregulation leé hovel PrP-like protein doppél.
Mol. Biol. 292 797-817.

Morante, S., Gonzalez-lglesias, R., Potrich, C.nétgini, C., Meyer-Klaucke, W.,
Menestrina, G. und Gasset, M. (2004). Inter- amchinctarepeat Cu(ll) site geometries

144



in the prion protein: implications in Cu(ll) bindjncooperativity and Cu(ll)-mediated
assemblies]. Biol. Chem279 11753-11759.

Moreno, C. R., Lantier, F., Lantier, I., Sarradt,und Elsen, J. M. (2003). Detection of
new quantitative trait Loci for susceptibility torahsmissible spongiform
encephalopathies in mic&eneticsl65 2085-2091.

Moser, M., Colello, R. J., Pott, U. und Oesch, B395). Developmental expression of
the prion protein gene in glial celNeuron14, 509-517.

Mulcahy, E. R. und Bessen, R. A. (2004). Straircdje kinetics of prion protein
formation in vitro and in vivoJ. Biol. Chem279 1643-1649.

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Ho. und Erlich, H. (1986). Specific
enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymase chain reactiorCold Spring
Harb. Symp. Quant. Biob1 Pt 1 263-273.

Nathanson, N. (1980). Slow viruses and chronic adise the contribution of
epidemiologyPublic Health Rep95, 436-443.

Neuhoff, V., Arold, N., Taube, D. und Ehrhardt, \({1988). Improved staining of
proteins in polyacrylamide gels including isoelectfocusing gels with clear
background at nanogram sensitivity using CoomaBsigant Blue G-250 and R-250.
Electrophoresi®, 255-262.

Nishida, N., Tremblay, P., Sugimoto, T., Shigematsy Shirabe, S., Petromilli, C.,
Erpel, S. P., Nakaoke, R., Atarashi, R., Houtani, Tlorchia, M., Sakaguchi, S.,
DeArmond, S. J., Prusiner, S. B. und Katamine, 1999). A mouse prion protein
transgene rescues mice deficient for the prion emmotgene from purkinje cell
degeneration and demyelinatidrab. Invest79, 689-697.

Oesch, B., Westaway, D., Walchli, M., McKinley, K., Kent, S. B., Aebersold, R.,
Barry, R. A., Tempst, P., Teplow, D. B., Hood, L.Uad al., e. (1985). A cellular gene
encodes scrapie PrP 27-30 proté&lell 40, 735-46.

Owen, F., Poulter, M., Shah, T., Collinge, J., bofise, R., Baker, H., Ridley, R.,
McVey, J. und Crow, T. J. (1990). An in-frame inig@r in the prion protein gene in
familial Creutzfeldt-Jakob disead®rain Res. Mol. Brain Re§, 273-276.

Pan, K. M., Baldwin, M., Nguyen, J., Gasset, M.rkfaa, A., Groth, D., Mehlhorn, 1.,
Huang, Z., Fletterick, R. J., Cohen, F. E. und PPars S. B. (1993). Conversion af
helices intab-sheets features in the formation of the scrapenporoteinsProc. Natl.
Acad. Sci. USAR0, 10962-10966.

Pan, K. M., Stahl, N. und Prusiner, S. B. (1992)rifitation and properties of the
cellular prion protein from Syrian hamster brdfmotein Sci.l, 1343-1352.

Pan, T., Wong, B. S., Liu, T., Li, R., PetersenBRund Sy, M. S. (2002). Cell-surface
prion protein interacts with glycosaminoglycaBgchem. J368 81-90.

145



Parchi, P., Capellari, S., Chen, S. G., Peterse®8. RGambetti, P., Kopp, N., Brown,
P., Kitamoto, T., Tateishi, J., Giese, A. und Ksetamar, H. (1997). Typing prion
isoforms.Nature386 232-234.

Parchi, P., Castellani, R., Capellari, S., Ghé&tj,Young, K., Chen, S. G., Farlow, M.,

Dickson, D. W., Sima, A. A., Trojanowski, J. Q.,térsen, R. B. und Gambetti, P.

(1996). Molecular basis of phenotypic variabilitysporadic Creutzfeldt-Jakob disease.
Ann. Neurol39, 767-778.

Parchi, P., Giese, A., Capellari, S., Brown, Phuke-Schaeffer, W., Windl, O., Zerr, 1.,

Budka, H., Kopp, N., Piccardo, P., Poser, S., Rajid., Streichemberger, N., Julien, J.,
Vital, C., Ghetti, B., Gambetti, P. und Kretzschméat. (1999). Classification of

sporadic Creutzfeldt-Jakob disease based on maleandd phenotypic analysis of 300
subjectsAnn. Neurol46, 224-233.

Pattison, I. H. (1966). The relative susceptibibfysheep, goats and mice to two types
of the goat scrapie agemes. Vet. Sci/, 207-212.

Pattison, I. H., Hoare, M. N., Jebbett, J. N. unat§¥@n, W. A. (1972). Spread of scrapie
to sheep and goats by oral dosing with foetal mamds from scrapie-affected sheep.
Vet. Rec90, 465-468.

Pattison, I. H., Hoare, M. N., Jebbett, J. N. unét¥®n, W. A. (1974). Further
observations on the production of scrapie in shbegporal dosing with foetal
membranes from scrapie-affected shé&¥pVet. J130 15-17.

Pattison, I. H. und Millson, G. C. (1960). Furth@vservations on the experimental
production of scrapie in goats and shekComp. Pathol70, 182-193.

Pattison, I. H. und Millson, G. C. (1961). Scrapreduced experimentally in goats with
special reference to the clinical syndrodeComp. Pathol71, 101-1009.

Pauly, P. C. und Harris, D. A. (1998). Copper states endocytosis of the prion
protein.J. Biol. Chem273 33107-33110.

Peden, A. H., Head, M. W., Ritchie, D. L., Bell, B. und Ironside, J. W. (2004).
Preclinical vCJD after blood transfusion in a PRbiRlon 129 heterozygous patient.
Lancet364 527-529.

Peretz, D., Williamson, R. A., Legname, G., MatgmaY ., Vergara, J., Burton, D. R.,
DeArmond, S. J., Prusiner, S. B. und Scott, M.ZR0@). A change in the conformation
of prions accompanies the emergence of a new gtram.Neuron34, 921-932.

Perutz, M. F., Pope, B. J., Owen, D., Wanker, E.ued Scherzinger, E. (2002).
Aggregation of proteins with expanded glutamine alashine repeats of the glutamine-
rich and asparagine-rich domains of Sup35 and efatmyloidb-peptide of amyloid
plaquesProc. Natl. Acad. Sci. US89, 5596-5600.

Piening, N., Weber, P., Giese, A. und Kretzschntér,(2005). Breakage of PrP
aggregates is essential for efficient autocatalytapagation of misfolded prion protein.
Biochem. Biophys. Res. Comm886 339-343.

146



Post, K., Pitschke, M., Schafer, O., Wille, H., AbpT. R., Kirsch, D., Mehlhorn, 1.,
Serban, H., Prusiner, S. B. und Riesner, D. (198&)pid acquisition ofb-sheet
structure in the prion protein prior to multimerrwation.Biol. Chem379 1307-1317.

Praus, M., Kettelgerdes, G., Baier, M., HolzhuttérG., Jungblut, P. R., Maissen, M.,
Epple, G., Schleuning, W. D., Kottgen, E., Aguza, und Gessner, R. (2003).
Stimulation of plasminogen activation by recombinasellular prion protein is

conserved in the NHterminal fragment PrP23-110hromb. HaemosB9, 812-819.

Priola, S. A. (1996). Similar protein signatures BSE and vCJDNat. Med.2, 1303-
1304.

Priola, S. A. (1999). Prion protein and speciesiéear in the transmissible spongiform
encephalopathie®iomed. Pharmacotheb3, 27-33.

Priola, S. A., Caughey, B., Wehrly, K. und CheseBra(1995). A 60-kDa prion protein
(PrP) with properties of both the normal and s@associated forms of PrP. Biol.
Chem.270 3299-3305.

Priola, S. A., Chabry, J. und Chan, K. (2001). &éint conversion of normal prion
protein (PrP) by abnormal hamster PrP is determimgchomology at amino acid
residue 155J. Virol. 75, 4673-4680.

Priola, S. A. und Chesebro, B. (1995). A single &@&m PrP amino acid blocks
conversion to protease-resistant PrP in scrapexiafl mouse neuroblastoma cells.
Virol. 69, 7754-7758.

Prusiner, S. B. (1982). Novel proteinaceous infediparticles cause scrap@cience
216, 136-144.

Prusiner, S. B. (1991). Molecular biology of pridiseasesScience252, 1515-1522.

Prusiner, S. B. (1996). Molecular biology and pgtesis of prion diseasekends
Biochem. Sci2l, 482-487.

Prusiner, S. B. (1998). PriorRroc. Natl. Acad. Sci. US®5, 13363-13383.

Prusiner, S. B., Bolton, D. C., Groth, D. F., Bowm&. A., Cochran, S. P. und
McKinley, M. P. (1982). Further purification and arhcterization of scrapie prions.
Biochemistry21, 6942-6950.

Prusiner, S. B., Groth, D., Serban, A., Stahl, Nd Gabizon, R. (1993). Attempts to
restore scrapie prion infectivity after exposurgtotein denaturant®roc. Natl. Acad.
Sci. USAQQ, 2793-2797.

Prusiner, S. B., Groth, D. F., Bolton, D. C., KeBt, B. und Hood, L. E. (1984).
Purification and structural studies of a major pegrion proteinCell 38, 127-134.

Prusiner, S. B., McKinley, M. P., Bowman, K. A., IBm, D. C., Bendheim, P. E.,
Groth, D. F. und Glenner, G. G. (1983). Scrapiensiaggregate to form amyloid-like
birefringent rodsCell 35, 349-358.

147



Prusiner, S. B., Scott, M., Foster, D., Pan, K. Groth, D., Mirenda, C., Torchia, M.,
Yang, S. L., Serban, D. und Carlson, G. A. (1990ansgenetic studies implicate
interactions between homologous PrP isoforms iapserprion replicationCell 63
673-686.

Prusiner, S. B. und Scott, M. R. (1997). Geneticgrmns.Annu. Rev. GeneBl, 139-
175.

Puckett, C., Concannon, P., Casey, C. und Hoo@1991). Genomic structure of the
human prion protein genAm. J. Hum. Gened9, 320-9.

Raymond, G. J., Hope, J., Kocisko, D. A., PriolaAS Raymond, L. D., Bossers, A.,
Ironside, J., Will, R. G., Chen, S. G., PetersenBR Gambetti, P., Rubenstein, R.,
Smits, M. A., Lansbury, P. T. und Caughey, B. ()9%Molecular assessment of the
potential transmissibilities of BSE and scrapi@tonansNature 388 285-8.

Ridley, R. M. und Baker, H. F. (1996). Variation antheme of Creutzfeldt-Jakob
disease: implications of new cases with a youngagesetJ. Gen. Virol.77, 2895-
2904.

Rieger, R., Edenhofer, F., Lasmezas, C. |. und 8Y&s (1997). The human 37-kDa
laminin receptor precursor interacts with the piwatein in eukaryotic cell$Nat. Med.
3,1383-1388.

Riek, R., Hornemann, S., Wider, G., Billeter, M.lo&shuber, R. und Wuthrich, K.
(1996). NMR structure of the mouse prion proteimdo PrP(121-321)Nature 382
180-182.

Riek, R., Hornemann, S., Wider, G., Glockshuberufd Wuthrich, K. (1997). NMR
characterization of the full-length recombinant marprion protein, mPrP(23-231).
FEBS Lett413 282-288.

Riek, R., Wider, G., Billeter, M., Hornemann, S.lotkshuber, R. und Wuthrich, K.
(1998). Prion protein NMR structure and familiainan spongiform encephalopathies.
Proc. Natl. Acad. Sci. US85, 11667-11672.

Riesner, D., Kellings, K., Post, K., Wille, H., $an, H., Groth, D., Baldwin, M. A. und
Prusiner, S. B. (1996). Disruption of prion rodsngeates 10-nm spherical particles
having higha-helical content and lacking scrapie infectivilyVirol. 70, 1714-1722.

Riesner, D., Kellings, K., Wiese, U., Wulfert, MMirenda, C. und Prusiner, S. B.
(1993). Prions and nucleic acids: search for "teldnucleic acids and screening for
mutations in the PrP-geneev. Biol. Stand80, 173-181.

Rudd, P. M., Endo, T., Colominas, C., Groth, D., a&ler, S. F., Harvey, D. J.,
Wormald, M. R., Serban, H., Prusiner, S. B., Kop#&aund Dwek, R. A. (1999).
Glycosylation differences between the normal anthqegenic prion protein isoforms.
Proc. Natl. Acad. Sci. US86, 13044-13049.

Rudd, P. M., Wormald, M. R., Wing, D. R., Prusingr,B. und Dwek, R. A. (2001).

Prion glycoprotein: structure, dynamics, and rdies the sugarsBiochemistry40,
3759-66.

148



Saborio, G. P., Permanne, B. und Soto, C. (200dnsi8ve detection of pathological
prion protein by cyclic amplification of protein gfolding.Nature411, 810-813.

Saborio, G. P., Soto, C., Kascsak, R. J., Levy,K&ascsak, R., Harris, D. A. und
Frangione, B. (1999). Cell-lysate conversion obprprotein into its protease-resistant
isoform suggests the participation of a cellulagpdgrone.Biochem. Biophys. Res.
Commun258 470-475.

Sabuncu, E., Petit, S., Le Dur, A, Lan, L. T.,0fté, J. L., Laude, H. und Vilette, D.
(2003). PrP polymorphisms tightly control sheemprreplication in cultured celld.
Virol. 77, 2696-2700.

Safar, J., Roller, P. P., Gajdusek, D. C. und GilghsJ., Jr. (1993a). Conformational
transitions, dissociation, and unfolding of scrapmyloid (prion) proteinJ. Biol.
Chem.268 20276-20284.

Safar, J., Roller, P. P., Gajdusek, D. C. und Gilabs]., Jr. (1993b). Thermal stability
and conformational transitions of scrapie amyloftigqn) protein correlate with
infectivity. Protein Sci.2, 2206-2216.

Safar, J., Wille, H., Itri, V., Groth, D., SerbaH,, Torchia, M., Cohen, F. E. und
Prusiner, S. B. (1998). Eight prion strains havé*Pmolecules with different
conformationsNat. Med 4, 1157-1165.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Sch&f, J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis,
K. B. und Erlich, H. A. (1988). Primer-directed gnzatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymeras8cience239 487-491.

Sakaguchi, S., Katamine, S., Nishida, N., Moriuéhi, Shigematsu, K., Sugimoto, T.,
Nakatani, A., Kataoka, Y., Houtani, T., Shirabe, ®kada, H., Hasegawa, S.,
Miyamoto, T. und Noda, T. (1996). Loss of cerelreRairkinje cells in aged mice
homozygous for a disrupted PrP gelNature380 528-531.

Sanger, F. und Coulson, A. R. (1978). The use of #trylamide gels for DNA
sequencingFEBS Lett87, 107-110.

Sanger, F., Nicklen, S. und Coulson, A. R. (19MNA sequencing with chain-
terminating inhibitorsProc. Natl. Acad. Sci. USA4, 5463-5467.

Schatzl, H. M., Da Costa, M., Taylor, L., CohenH-und Prusiner, S. B. (1995). Prion
protein gene variation among primatésMol. Biol.245 362-374.

Schwille, P., Meyer-Almes, F. J. und Rigler, R.4T® Dual-color fluorescence cross-
correlation spectroscopy for multicomponent diftunsl analysis in solutiorBiophys.
J.72,1878-1886.

Scott, M., Foster, D., Mirenda, C., Serban, D., fabu~., Walchli, M., Torchia, M.,
Groth, D., Carlson, G. und DeArmond, S. J. (198Bjansgenic mice expressing
hamster prion protein produce species-specificpsenafectivity and amyloid plaques.
Cell 59, 847-857.

149



Scott, M., Groth, D., Foster, D., Torchia, M., Yarg. L., DeArmond, S. J. und
Prusiner, S. B. (1993). Propagation of prions \aittificial properties in transgenic mice
expressing chimeric PrP gen€gll 73, 979-988.

Scott, M. R., Peretz, D., Nguyen, H. O., DeArmo8d,J. und Prusiner, S. B. (2005).
Transmission barriers for bovine, ovine, and hum@aons in transgenic micd. Virol.
79, 5259-5271.

Scott, M. R., Safar, J., Telling, G., Nguyen, Orpf@, D., Torchia, M., Koehler, R.,

Tremblay, P., Walther, D., Cohen, F. E., DeArmo8d,J. und Prusiner, S. B. (1997).
Identification of a prion protein epitope modulgtitransmission of bovine spongiform
encephalopathy prions to transgenic mig@c. Natl. Acad. Sci. US®4, 14279-14284.

Scott, M. R., Will, R., lIronside, J., Nguyen, H.,Oremblay, P., DeArmond, S. J. und
Prusiner, S. B. (1999). Compelling transgenetiaence for transmission of bovine
spongiform encephalopathy prions to humdP®c. Natl. Acad. Sci. US86, 15137-
15142.

Shyng, S. L., Huber, M. T. und Harris, D. A. (1998)prion protein cycles between the
cell surface and an endocytic compartment in cettuneuroblastoma cellg. Biol.
Chem.268 15922-15928.

Sigurdson, C. J. und Miller, M. W. (2003). Otheiraal prion disease®r. Med. Bull.
66, 199-212.

Silverman, G. L., Qin, K., Moore, R. C., Yang, Wastrangelo, P., Tremblay, P.,
Prusiner, S. B., Cohen, F. E. und Westaway, D. @20Doppel is an N-glycosylated,
glycosylphosphatidylinositol-anchored protein. Eegsion in testis and ectopic
production in the brains of Pr?ﬁbmice predisposed to Purkinje cell lodsBiol. Chem.
275, 26834-26841.

Simonic, T., Duga, S., Strumbo, B., Asselta, R.¢cilani, F. und Ronchi, S. (2000).
cDNA cloning of turtle prion proteirFEBS Lett469 33-38.

Smith, P. K., Krohn, R. I., Hermanson, G. T., MallA. K., Gartner, F. H., Provenzano,
M. D., Fujimoto, E. K., Goeke, N. M., Olson, B. dnd Klenk, D. C. (1985).
Measurement of protein using bicinchoninic aéidal. Biochem15Q, 76-85.

Soto, C., Anderes, L., Suardi, S., Cardone, F.tiGas]., Frossard, M. J., Peano, S.,
Saa, P., Limido, L., Carbonatto, M., Ironside, Darres, J. M., Pocchiari, M. und
Tagliavini, F. (2005). Pre-symptomatic detectionpoions by cyclic amplification of
protein misfoldingFEBS Lett579 638-642.

Stahl, N., Baldwin, M. A., Teplow, D. B., Hood, lGibson, B. W., Burlingame, A. L.
und Prusiner, S. B. (1993). Structural studieshef $crapie prion protein using mass
spectrometry and amino acid sequencBigchemistry32, 1991-2002.

Stahl, N., Borchelt, D. R., Hsiao, K. und Prusir@r,B. (1987). Scrapie prion protein
contains a phosphatidylinositol glycolipi@ell 51, 229-240.

150



Steen, H., Mysterud, A. und Austrheim, G. (2005he&p grazing and rodent
populations: evidence of negative interactions franlandscape scale experiment.
Oecologial43 357-364.

Stimson, E., Hope, J., Chong, A. und Burlingame, lA. (1999). Site-specific
characterization of the N-linked glycans of murpreon protein by high-performance
liquid chromatography/electrospray mass spectromestd exoglycosidase digestions.
Biochemistry38, 4885-95.

Stockmann, S. (1913). Scrapie: an obscure disdad®epJ. Comp. Path. TheB17.

Stork, M., Giese, A., Kretzschmar, H. A. und Tavé&h, (2005). MD simulations
indicate a possible role of parallelhelices in seeded aggregation of poly-@&iophys.
J. 88, 2442-2451.

Strumbo, B., Ronchi, S., Bolis, L. C. und Simonic,(2001). Molecular cloning of the
cDNA coding for Xenopus laevis prion proteFEBS Lett508 170-174.

Sunde, M., Serpell, L. C., Bartlam, M., Fraser,B2. Pepys, M. B. und Blake, C. C.
(1997). Common core structure of amyloid fibrils $ynchrotron X-ray diffractiond.
Mol. Biol. 273 729-739.

Suzuki, T., Kurokawa, T., Hashimoto, H. und Sugigarivl. (2002). cDNA sequence
and tissue expression of Fugu rubripes prion pndtké: a candidate for the teleost
orthologue of tetrapod PrPBiochem. Biophys. Res. Commga4 912-917.

Taraboulos, A., Raeber, A. J., Borchelt, D. R.,b&ar D. und Prusiner, S. B. (1992).
Synthesis and trafficking of prion proteins in cuétd cellsMol. Biol. Cell 3, 851-863.

Taraboulos, A., Rogers, M., Borchelt, D. R., Mckapl M. P., Scott, M., Serban, D.
und Prusiner, S. B. (1990a). Acquisition of progeassistance by prion proteins in
scrapie-infected cells does not require aspardgiked glycosylation.Proc. Natl.
Acad. Sci. USA7, 8262-8266.

Taraboulos, A., Scott, M., Semenov, A., Avrahami, Caszlo, L. und Prusiner, S. B.
(1995). Cholesterol depletion and modification @@H-terminal targeting sequence of
the prion protein inhibit formation of the scrageform.J. Cell Biol.129 121-132.

Taraboulos, A., Serban, D. und Prusiner, S. B. @b®9 Scrapie prion proteins
accumulate in the cytoplasm of persistently inféateltured cellsJ. Cell Biol. 110
2117-2132.

Tateishi, J., Brown, P., Kitamoto, T., Hoque, Z.,MRoos, R., Wollman, R.,
Cervenakova, L. und Gajdusek, D. C. (1995). Fixgteeimental transmission of fatal
familial insomniaNature376 434-435.

Telling, G. C., Parchi, P., DeArmond, S. J., Cdirté&?., Montagna, P., Gabizon, R.,
Mastrianni, J., Lugaresi, E., Gambetti, P. und ipars S. B. (1996). Evidence for the
conformation of the pathologic isoform of the prigrotein enciphering and
propagating prion diversityscience274 2079-2082.

151



Telling, G. C., Scott, M., Hsiao, K. K., Foster,,Yang, S. L., Torchia, M., Sidle, K.

C., Collinge, J., DeArmond, S. J. und Prusiner, BS. (1994). Transmission of

Creutzfeldt-Jakob disease from humans to transgaige expressing chimeric human-
mouse prion proteirRProc. Natl. Acad. Sci. US@1, 9936-9940.

Telling, G. C., Scott, M., Mastrianni, J., GabizdR,, Torchia, M., Cohen, F. E.,
DeArmond, S. J. und Prusiner, S. B. (1995). Prioopagation in mice expressing
human and chimeric PrP transgenes implicates ttexaction of cellular PrP with
another proteinCell 83, 79-90.

Thomzig, A., Kratzel, C., Lenz, G., Kruger, D. uBegekes, M. (2003). Widespread
PrPSc accumulation in muscles of hamsters oralgcted with scrapieEMBO Rep4,
530-533.

Thomzig, A., Schulz-Schaeffer, W., Kratzel, C., Mdi und Beekes, M. (2004a).
Preclinical deposition of pathological prion protétrPSc in muscles of hamsters orally
exposed to scrapid. Clin. Invest113 1465-1472.

Thomzig, A., Spassov, S., Friedrich, M., Naumann, Udd Beekes, M. (2004b).
Discriminating scrapie and bovine spongiform eneégbathy isolates by infrared
spectroscopy of pathological prion proteinBiol. Chem279, 33847-33854.

Thormar, H. (1971). Slow infections of the cenimakvous system. IEZ. Neurol.199
151-166.

Tobler, I., Deboer, T. und Fischer, M. (1997). $lemd sleep regulation in normal and
prion protein-deficient micel. Neuroscil7, 1869-1879.

Tobler, 1., Gaus, S. E., Deboer, T., AchermannFRgcher, M., Rulicke, T., Moser, M.,
Oesch, B., McBride, P. A. und Manson, J. C. (199&gred circadian activity rhythms
and sleep in mice devoid of prion proteiWature380 639-642.

Towbin, H., Staehelin, T. und Gordon, J. (1979kdiOphoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose shegisocedure and some applications.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA6, 4350-4354.

Turk, E., Teplow, D. B., Hood, L. E. und Prusin&., B. (1988). Purification and
properties of the cellular and scrapie hamstemppimteins Eur. J. Biochem176 21-
30.

van Rheede, T., Smolenaars, M. M., Madsen, O. endbdg, W. W. (2003). Molecular
evolution of the mammalian prion proteMol. Biol. Evol.20, 111-121.

Vey, M., Pilkuhn, S., Wille, H., Nixon, R., DeArmdnS. J., Smatrt, E. J., Anderson, R.
G., Taraboulos, A. und Prusiner, S. B. (1996). 8liblar colocalization of the cellular
and scrapie prion proteins in caveolae-like memtmardomainsProc. Natl. Acad. Sci.
USAO93, 14945-14949.

Viles, J. H., Cohen, F. E., Prusiner, S. B., GopBinB., Wright, P. E. und Dyson, H. J.
(1999). Copper binding to the prion protein: stauat implications of four identical
cooperative binding siteBroc. Natl. Acad. Sci. US86, 2042-2047.

152



Vilette, D., Andreoletti, O., Archer, F., Madelajnéd. F., Vilotte, J. L., Lehmann, S.
und Laude, H. (2001). Ex vivo propagation of infees sheep scrapie agent in
heterologous epithelial cells expressing ovinerppootein.Proc. Natl. Acad. Sci. USA
98, 4055-4059.

Vincent, B., Paitel, E., Saftig, P., Frobert, Yartinann, D., De Strooper, B., Grassi, J.,
Lopez-Perez, E. und Checler, F. (2001). The digmme ADAM10 and TACE
contribute to the constitutive and phorbol estgutated normal cleavage of the cellular
prion proteinJ. Biol. Chem276 37743-37746.

Vorberg, I., Buschmann, A., Harmeyer, S., Saalmule, Pfaff, E. und Groschup, M.
H. (1999). A novel epitope for the specific deteotiof exogenous prion proteins in
transgenic mice and transfected murine cell liemlogy 255 26-31.

Weissmann, C. (1996). The Ninth Datta Lecture. Molar biology of transmissible
spongiform encephalopathi¢sEBS Lett389 3-11.

Weissmann, C., Bueler, H., Fischer, M., Sauer,# Aguet, M. (1994). Susceptibility
to scrapie in mice is dependent on PrP@ilos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. S343
431-433.

Wells, G. A., Hawkins, S. A., Green, R. B., Austi, R., Dexter, |., Spencer, Y. |,
Chaplin, M. J., Stack, M. J. und Dawson, M. (199eliminary observations on the
pathogenesis of experimental bovine spongiform gmgepathy (BSE): an updatéet.
Rec.142 103-106.

Wells, G. A., Scott, A. C., Johnson, C. T., GunpiRg F., Hancock, R. D., Jeffrey, M.,
Dawson, M. und Bradley, R. (1987). A novel progrhesspongiform encephalopathy in
cattle.Vet. Rec121, 419-420.

Westaway, D., Cooper, C., Turner, S., Da Costa,(dr]son, G. A. und Prusiner, S. B.
(1994a). Structure and polymorphism of the mousenpprotein geneProc. Natl.
Acad. Sci. USA1, 6418-22.

Westaway, D., Goodman, P. A., Mirenda, C. A., Md&yn M. P., Carlson, G. A. und
Prusiner, S. B. (1987). Distinct prion proteinsshort and long scrapie incubation
period miceCell 51, 651-62.

Westaway, D., Zuliani, V., Cooper, C. M., Da Codth, Neuman, S., Jenny, A. L.,
Detwiler, L. und Prusiner, S. B. (1994b). Homozygodor prion protein alleles
encoding glutamine-171 renders sheep susceptibleatioral scrapieGenes DevS8,
959-9609.

Whittington, M. A., Sidle, K. C., Gowland, I., MegadJ., Hill, A. F., Palmer, M. S.,
Jefferys, J. G. und Collinge, J. (1995). Rescueenfrophysiological phenotype seen in
PrP null mice by transgene encoding human prioteprdNat. Genet9, 197-201.

Wilesmith, J. W., Ryan, J. B. und Atkinson, M. 1991). Bovine spongiform
encephalopathy: epidemiological studies on theroriget. Rec128 199-203.

Wilesmith, J. W., Wells, G. A., Cranwell, M. P. urRyan, J. B. (1988). Bovine
spongiform encephalopathy: epidemiological studiet. Rec123 638-644.

153



Will, R. G., Ironside, J. W., Zeidler, M., Cousei$s,N., Estibeiro, K., Alperovitch, A.,
Poser, S., Pocchiari, M., Hofman, A. und Smith,&. (1996). A new variant of
Creutzfeldt-Jakob disease in the Ukancet347, 921-925.

Wille, H., Michelitsch, M. D., Guenebaut, V., Sujaone, S., Serban, A., Cohen, F. E.,
Agard, D. A. und Prusiner, S. B. (2002). Structugtaidies of the scrapie prion protein
by electron crystallographf2roc. Natl. Acad. Sci. US89, 3563-3568.

Williams, E. S. und Young, S. (1980). Chronic wagtdisease of captive mule deer: a
spongiform encephalopathy. Wildl. Dis.16, 89-98.

Windl, O., Lorenz, H., Behrens, C., Romer, A. undet&schmar, H. A. (1999).
Construction and characterization of murine newstoima cell clones allowing
inducible and high expression of the prion prot@irGen. Virol.80, 15-21.

Woolhouse, M. E., Matthews, L., Coen, P., StringerM., Foster, J. D. und Hunter, N.
(1999). Population dynamics of scrapie in a shémgkfPhilos. Trans. R. Soc. Lond. B.
Biol. Sci.354 751-756.

Wopfner, F., Weidenhofer, G., Schneider, R., voarr, A., Gilch, S., Schwarz, T. F.,
Werner, T. und Schatzl, H. M. (1999). Analysis af @ammalian and 9 avian PrPs
reveals high conservation of flexible regions oé thrion proteinJ. Mol. Biol. 289
1163-1178.

Wyatt, J. M., Pearson, G. R., Smerdon, T. N., GudtJones, T. J., Wells, G. A. und
Wilesmith, J. W. (1991). Naturally occurring scraqlike spongiform encephalopathy in
five domestic cats/et. Rec129 233-236.

Xiang, W., Windl, O., Wunsch, G., Dugas, M., KohimaA., Dierkes, N., Westner, I.
M. und Kretzschmar, H. A. (2004). Identification differentially expressed genes in
scrapie-infected mouse brains by using global gepeession technology. Virol. 78,
11051-11060.

Zahn, R, Liu, A., Luhrs, T., Riek, R., von SchiteetC., Lopez Garcia, F., Billeter, M.,
Calzolai, L., Wider, G. und Wuthrich, K. (2000). NRvsolution structure of the human
prion proteinProc. Natl. Acad. Sci. US97, 145-50.

Zigas, V. und Gajdusek, D. C. (1957). Kuru: clinictudy of a new syndrome
resembling paralysis agitans in natives of the étasHighlands of Australian New
GuineaMed. J. Austd4, 745-754.

Zulianello, L., Kaneko, K., Scott, M., Erpel, S.ai D., Cohen, F. E. und Prusiner, S.

B. (2000). Dominant-negative inhibition of prionrfieation diminished by deletion
mutagenesis of the prion proteih.Virol. 74, 4351-4360.

154



7. Liste der Verdffentlichungen

Veroffentlichungen

Niklas Piening, Petra Weber, Armin Giese, Hans ¥gehmar; Breakage of PrP
aggregates is essential for efficient autocatalytapagation of misfolded prion protein;
Biophysical Biochemical Research Communicati@2€§ (2005) 339-343.

Eingereichte Manuskripte

Niklas Piening, Petra Weber, Tobias Hdgen, MichBekkes, Hans Kretzschmar,
Armin Giese; Photo-induced crosslinking of prionotein oligomers and prions;

Amyloid: The journal of protein folding disordeKg revision).

Niklas Piening, Romolo Nonno, Michele Di Bari, Stepie Walter, Otto Windl,
Umberto Agrimi, Hans A. Kretzschmar, Uwe Bertschffé@ent determinants govern
conversion efficiency and incubation time duringingmission of prion diseases

between speciedpurnal of Biological Chemistrysubmitted).
Petra Weber, Armin Giese, Niklas Piening, Gerda ¥¢tin Achim Thomzig, Michael

Beekes, Hans A. Kretzschmar; Cell-free generatibnpion infectivity; Nature
(submitted).

155



Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Dr. H. A. Kretzschmar fur dlereitstellung des interessanten
Themas und die Unterstitzung bei der Durchfuhrdiggmir in jeder Hinsicht gewéahrt

wurde.

Herrn Prof. Dr. T. Cremer danke ich fur die selenassierte und entgegenkommende
Art bei der Betreuung meiner Arbeit.

Herrn Dr. U. Bertsch und Herrn Dr. A. Giese mdcluie meinen herzlichsten Dank
aussprechen, da ohne ihre standige Bereitschaftwagsenschaftlichen Gesprach und
ihren kritischen Anregungen, die Durchfihrung debeit in dieser Form nicht méglich

gewesen ware.

Weiterhin bedanke ich mich bei Dr. U. Agrimi, Dr. Ronno und Dr. H. Laude fir die
fruchtbare Zusammenarbeit im Rahmen des EU-PrgegkeroVolTE".

Mein Dank gilt besonders Stephanie Walter sowigyiBe Kraft fur die Hilfe bei der

experimentellen Durchfihrung und den Mitarbeitear Arbeitsgruppe, insbesondere
Dr. Petra Weber und Tobias Hogen, fir die gute Zusanarbeit.

Ein besonderer Dank gilt meiner Frau Steffi, diectiwiel Unterstitzung, Verstandnis

und Ricksicht sehr zum Gelingen dieser Arbeit heagen hat.

156



Lebenslauf

Name Niklas Piening
Geburtstag 03.02.1976
Geburtsort Hamburg
Staatsangehorigkeit deutsch
Familienstand verheiratet
1982-1986 Grundschule Altrahlstedt, Hamburg
1987-1995 Charlotte-Paulsen-Gymnasium, Hamburg
1995 Allgemeine Hochschulreife, Abschluss: seltr gu
1995-1996 Zivildienst
1996-2002 Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg, Strgang: Diplom-Biologie
1998 Vordiplom
1999 Studienjahr an der University of Queenslaxgs(ralien)

2001-2002 Diplomarbeit (Institut fir angewandtel&knlarbiologie der
Pflanzen, Prof. Dr. H. Lorz, Universitat Hamburg)
ThemaAtVP4 ein Gen aktiv in osmotisch beanspruchten
Geweben voirabidopsis thaliana
2002 Diplomprifung, Abschluss: sehr gut
Hauptfach: Genetik
Nebenfacher: Zellbiologie, Biochemie, Virologie

seit Juli 2002 Promotion am Zentrum fir Neuropatb@ und Prionforschung der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

157



