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1 ZUSAMMENFASSUNG

Die zdlulére Spdtung des Prionproteins (PrP) in dessen evolutionar hochkonsarvierter
zentrder Region ig ein Prozef3, der sowohl an der bidang nicht aufgeklarten Funktion
des Prionproteins betelligt sen ds auch ene Rolle bei der Ausprdgung von
Prionerkrankungen spidlen konnte. Ziesetzung der vorliegenden Arbeit war es, die
Spatung von PrP* und die zugehdrige Spatstelle genauer zu charakterisieren.

In Hirnhomogenaten von Mausen waren zwei Spatprodukte der zelluléren Spatung des
Prionproteins nachweisbar. Wéhrend sich das N-terminale Spatprodukt ds sehr instabil
erwies, war das C-terminale Spaltprodukt fir weitergehende Andysen geeignet. Neben
diesen Spdtprodukten wurde ein weteres N-termind verléngertes C-termindes
Spdtprodukt des Prionproteins nachgewiesen und andyset. Beide C-terminden
Spatprodukte waren mit unterschiedlichen den C-Terminus des Proteins erkennenden
Antikorpern nachweisbar, wobel dch zum Teil deutliche Differenzen der Affinité
einzelner Antikorper ergaben. Eine unspezifische Proteolyse ds magliche Ursache fir
das Auftreten der verschiedenen Prionprotein-Fragmente wurde experimentell
ausgeschlossen.

Die Chaakteriserung der zentrden Spdtdele efolgte durch Andyse von in
eukaryontischen Zdllinien Gberexprimierten Prionprotein-Mutanten. Die Spatung wurde
durch verschiedene Aminosiureaustausche sowie Deletionen in der  hydrophoben
Region des Prionproteins fagt vollsténdig inhibiert. Desgleichen zeigten einige Mutationen
im basschen Bereich negative Wirkung auf die Spdtungseffizienz. Es war jedoch nicht
maoglich ene Aminosurepogition zu identifizieren, die dleine die Spdtsdle determiniernt.
Eine der zur fagt vollsténdigen Inhibition der zdluldren Spatung flhrenden Mutationen
bewirkte eine erhthte Resstenz gegeniber dem proteolytischen Abbau durch
Proteinase K. Auch die zweite Spaltstelle des Prionproteins wurde durch verschiedene
Aminosiuresequenzveranderungen  beeinflul¥.  Insbesondere  Mutationen in  der
bas schen Region und ausgedehnte Deletionen zeigten hier zum Tell Sarke inhibitorische
Wirkung. Eine zentrae Rolle bel der Aufklarung der Bedeutung der Spatungen des
Prionproteins und der Determination der Spaltstellen wird der Identifikation der in dieser
Arbeit postulierten PrP-gpdtenden zdluléren Enzyme, der & und & Priase, zukommen.
Eine autokatalytische Spdtaktivitét des Prionproteins konnte durch Untersuchungen
verschiedener Prionprotein-Mutanten nicht best&tigt werden.

Untersuchungen zur biologischen Funktion der zdluldren Spatung des Prionproteins
ergaben keinen direkten Zusammenhang zwischen der Kupfer-Bindung des Proteins und

der Spatung.
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2 EINLEITUNG

2.1 PRIONERKRANKUNGEN

Als Prionerkrankungen (Transmissible Spongiforme Enzephdopathien (TSE))
bezei chnet man eine Gruppe stets todlich verlaufender Ubertragbarer neurodegenerativer
Erkrankungen des zentrden Nervensysems. Neuropathologische Kennzeichen dler
T SE- Erkrankungen sind spongiforme Verdnderungen des Neuropils, starke Proliferation
von Gliazdlen, ausgedehnter Nervenzdlverlus und zumeis Ablagerungen des
Prionproteins im Gehirn (Kretzschmar, H. A. et al., 1996). Beam Menschen zeichnen
sch Prionerkrankungen durch eine Jahre bis Jahrzehnte andauernde I nkubationszeit und
einen nach dem Auftreten erster klinischer Symptome sehr raschen Kranheitsverlauf von
zumed nur wenigen Monaten bis zum Tod aus Das klinische Lettsymptom
menschlicher Prionerkrankungen it eine rasch progrediente Demenz, haufig begletet
von visudlen und cerebdl&ren Zeichen (Weber, T. et al., 1994).

Zu den Prionerkrankungen des Menschen zdhlen die meist sporadisch, aber auch erblich
oder sdten iatrogen auftretende Creutzfeldt- Jakob- Erkrankung (CJD) (Creutzfeldt, H.
G., 1920; Jakob, A., 1921), das erbliche Gersmann-Stiréusder- Scheinker-Syndrom
(GSS) (Gergmann, J. et al., 1936), die todliche familidre Schlaflosgkeit (Fatal
Familial Insomnia, FFI) (Medori, R. et al., 1992) und die durch ritudlen
Kannibdismus unter den Mitgliedern eines Volksstammes in  Papua-Neuguinea
Ubertragene Kuru-Erkrankung (Klatzo, I. et al., 1959).

Zu den im Tierreich auftretenden Prionerkrankungen zahlt die seit Uber 250 Jahren
bekannte und gut beschriebene Traberkrankheit (Scrapie) bei Schaf und Ziege (Parry,
H. B., 1983). Ferner sind auch bel Hirschen und Nerzen Ubertragbare spongiforme
Enzepha opathien bekannt (DeArmond, S. J. und Prusiner, S. B., 1995). Auch die sait
1985 in Grofdritannien epidemisch aufgetretene, durch infektioses Futtermittel
Ubertragene Bovine Spongiforme Enzephaopathie (BSE) bem Rind (Bradley, R,
1998) sowie die Feine Spongiforme Enzephalopathie (FSE) bel Katzen z&hlen zu den
Prionerkrankungen (DeArmond, S. J. und Prusiner, S. B., 1995).

Die Infektiogté von Scrapie wurde schon frilh experimentell nachgewiesen (Cuillé, J.
und Chdle, P-L., 1936), wohingegen menschliche Formen spongiformer
Enzephdopathien zunéchst ds Erkrankungen mit vorwiegend genetischer oder
neurodegenerativer Atiologie angesehen wurden. Erst die Entdeckung des epidemischen
Auftretens von Kuru liefete Hinweise auf ene infektiose Genese auch dieser
Erkrankungen (Hadlow, W. J., 1959). Inzwischen i die speziesibergreifende
Ubertragbarkeit sowohl der tierischen s auch der humanen Prionerkrankungen vidfach
expaimentd| gezeigt (Gadusek, D. C. et al., 1966). Aus dem Auftreten einer neuen
Variante der CID- Erkrankung (nvCJD)
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bel jungen Menschen (Will, R. G. et al., 1996) etwa 10 Jahre nach dem Hohepunkt der
BSE-Epidemie in Grof3oritannien resultiert die Annahme, diese kénne durch Ansteckung
Uber den Verzehr BSE-infizierten Rindfleisches aufgetreten sain. Inzwischen kestehen
kaum noch Zweife an einem Kausazusammenhang zwischen BSE und nvCID, da die
Erreger beider Erkrankungen vidle experimentd| bestimmte Gemeinsamkeiten aufweisen
(Cdllinge, J. et al., 1996; Lasmézas, C. |. et al., 1996; Bruce, M. E. et al., 1997,
Scott, M. R. et al., 1999).

Die Natur des infektisen Agens Ubertragbarer spongiformer Enzepha opathien war und
is Gegengand zahlreicher Untersuchungen und Spekulationen. Zundchst ging man
wegen der geringen Grolde des Erregers (Alper, T. et al., 1966) und der langen
Inkubationszeiten der Erkrankung von einem langsamen Virus aus. Da die Infektiositét
jedoch durch antivirde nukleinsdurezerstdrende Behandlung nicht beeinflulRar war
(Alper, T. et al., 1967) und weder virde DNA noch ene antivirde Immunresktion
nachweisbar waren, wohingegen proteinveréndernde Verfahren die Infektiostét des
Erregers durchaus beantréchtigten, vermutete man bad einen neuartigen proteinartigen
Erregertyp, der zur Replikation keiner Nukleinsduren bedarf (Griffith, J. S, 1967).
Prusner identifiziete ds Hauptbestandtell des aufgereinigten infektidsen Agens €n
Protein. Er flhrte fir die Bezeichnung des infektibsen Agens den Terminus Prion
(proteinaceous infectious particle) ein, um es von herkdmmlichen Krankheitserregern
zu unterscheiden (Prusiner, S. B., 1982).

Die ldentifikation und weitere Andyse des Prionproteins, des Grundbausteins des
Prions, ergab, dal3 es sch hierbe um die pathogene Isoform eines wirtskodierten,
membranassoziierten Glykoproteins handdlt (Oesch, B. et al., 1985; Hope, J. et al.,
1986; Horwich, A. L. und Weissman, J. S, 1997; Prusner, S. B. et al., 1998;
Prusiner, S. B., 1998). Wichtige Unterschiede zwischen der zelulé&ren Form des
Proteins (PrP) und der pathogenen Isoform (PrP™) liegen in enem verdnderten 13
Fdtblatt und a-Heix Antell der Proteine (Caughey, B. W. et al., 1991) und in einer
vermutlich dadurch bedingten erhthten Proteinase- Resistenz von PrP™.

Be ener spongiformen Enzephdopathie wird durch ene podtrandationde
Konformationsinderung aus PrP* die veranderte lsoform PrP*® gebildet. Die Prion
Hypothese postuliert, dal3 diese Umwandlung durch das PrP** selbst katalysiert wird,
welches dann in den betroffenen Zdlen akkumuliert und auf noch unbekannte Weise zu
den pathologischen Verdnderungen im zentrden Nervensystem fuhrt (Prusiner, S. B.,
1982; Come, J. H. et al., 1993; Pan, K. M. et al., 1993; Cohen, F. E. et al., 1994).
Wie PrP>* auf molekularer Ebene entstent und as entscheidende Komponente die
Konformationsanderung des endogenen PrP* bewirkt, ist nicht bekannt. Es werden zwel
unterschiedliche Mechaniamen diskutiert, die von unterschiedlichen thermodynamischen
und Kinetischen Voraussetzungen ausgehen: Wahrend das von Prusiner aufgestellte
templ ate-mediated-refolding-Moddl ene  kooperative autokataytische
Konverson des
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Prionproteins vorschlagt (Prusiner, S. B., 1991) geht Langbury mit dem seeding- oder
nucleation-Modell von enem nicht zwingend autokataytischen Prozel3 fur die
Umfdtung aus (Jarrett, J. T. und Lansbury, P. T., 1993). Die prinzipidle Differenz
zwischen beiden Moddlen besent im dch  unterschedenden Zustand  des
Gleichgewichts zwischen PrP* und PrP* in der Zdle. Beide Theorien werden nach
vergleichender kinetischer Analyse anhand biophysikdischer Kriterien fir  mdglich
gehdten (Eigen, M., 1996). Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 1 en nach der
Prion-Hypothese und in Anlehnung an das Prusiner-Modell denkbarer Mechanismus zur
Entstehung von PrP** schematisch und stark vereinfacht dargestelIt.

Prpe

Abbildung 1. Schematische Darstellung eines nach der Prion-Hypothese postulierten
M echanismus zur Entstehung von PrP¥ anhand einer PrP° exprimierenden Zelle (graue Ellipse).

PrP* (schwarze Quadrate) verbleibt nach seiner Biosynthese nicht an der Zelloberflache,
sondern unterliegt einem konstitutiven zelluléren Zyklus zwischen Plasmamembran und einem
intrazelluldren Kompartiment (1). Der normale Katabolismus des Proteins erfolgt im Verlauf
dieses Zyklus durch intrazellulére Proteolyse (2) (Vergleiche auch Absatz 2.2.3).

Nach der Prion-Hypothese und dem template-mediated-Modell fuhrt der Kontakt zwischen
PrP™ (weiRe Kreise) und PrP® (3) zur autokatalytischen Umwandlung von PrP® zur pathogenen
Isoform des Proteins (4). Das so gebildete PrP™ kann dann seinerseits auf gleichem Wege die
Umfaltung weiterer PrP° Molekille bewirken. Das sich auf diese Weise anreichernde PrP™ ist
zdlul&r nicht oder nur unzureichend abbaubar und akkumuliert innerhalb der Zelle (5).

Obwohl der Bewels fur die Prion-Hypothese, die de novo-Synthese von Infektiositét
aus synthetischem PrP im zdllfreien System, bis heute nicht erbracht werden konnte, gibt
es inzwischen viele experimentelle Befunde, die stark fir die essentielle Bedeutung des
Prionproteins bei der Entstehung und Verbreitung von Ubertragbaren spongiformen
Enzephalopathien sprechen und die in zahireichen Ubersichtsartikeln diskutiert werden
(Caughey, B. und Chesebro, B., 1997; Chesebro, B., 1998; Prusner, S. B. et al.,
1998). So gibt es bis heute keinen Nachwels einer erregerspezifischen Nukleinsdure, es
kann im Gegenteil sogar ausgeschlossen werden, dal3 der Erreger eine Nukleinsiure von
mehr ads 100 Basenpaaren Lange enthdt (Meyer, N. et al., 1991; Kellings, K. et al.,
1992; Kdllings, K. et al., 1993). Des weiteren sind PrP-knockout-Mause, deren
PrP-
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kodierendes Gen (Prn-p) homozygot inaktiviert ist (Prn-p”®) resistent gegeniiber
Infektionen mit TSE-Erregern (Bleler, H. et al., 1993), und hemizygote Méuse (Prn-
p”") zeigen dne im Vergldch zu Kontrollméusen (Prn-p™*) deutlich verléngerte
Inkubationszeit nach Infektion (Bueler, H. et al., 1994). Transplantationsexperimente
belegen, dal3 die Expression des zdluldren Prn-p-Gens sowohl fir die Pathologie der
Erkrankung (Brandner, S. et al., 1996) ds auch fir die Infektionsaudbreitung entlang
der Nervenbahnen des ZNS (Brandner, S. et d., 1996) notwendig ist. Hinwelse auf
ene wichtige Funktion des Prionproteins be der Pahologie von Transmissblen
Spongiformen Enzephaopathien ergeben sch auch aus dem Befund, dald en die
Aminosauren 106-126 des humanen PrP umfassendes Peptid in Zdlkultur toxisch auf
Wildtyp-, nicht jedoch auf Prn-p”°~-Mauskortikazellen wirkt (Brown, D. R. et al.,
1996). Auch die Tatsache, dal3 10-15 % der humanen Prionerkrankungen erblich
bedingt und auschlieflich auf unterschiedliche Mutationen im  menschlichen
Prionprotein-Gen (PRNP) zurlckzufthren snd (Kretzschmar, H. A., 1993),
unterstreicht die Bedeutung von PrP flr die Entstehung von Prionerkrankungen. Im
Rahmen der Prion-Hypothese geht man davon aus, dal3 pathogene Mutationen in
PRNP die Tendenz zur Konformationsinderung von PrP* zu PrP* erhdhen und somit
mit hoher Penetranz zum Ausbruch der Erkrankung fuhren (Prusiner, S. B. und
DeArmond, S. J, 1994). Die Beobachtung, dal3 auch erbliche Prionerkrankungen
Ubertragbar sind, stitzt diese Hypothese (Tateishi, J. und Kitamoto, T., 1995). Ein
ghnlicher Mechanismus der spontanen Umfatung von PrP* zu PrP™, wenn auch mit
weltaus geringerer Wahrscheinlichket, wird fir das normae humane Prionprotein bel
sporadischen CJD-Erkrankungen, die etwa 90% aler menschlichen Prionerkrankungen
ausmachen und fir die sich keine Infektionsquellen ermitteln lassen, angenommen.

Inzwischen wurde die Prion-Hypothese aufgrund experimenteller Befunde die
Speziesharriere betreffend leicht modifiziert. Der Begriff Speziesbarriere umschreibt die
Tatsache, dal’ die Ubertragung einer TSE von einer Spezies auf eine andere oft nur
eingeschrankt moglich i und mit schwankenden, zum Tell erheblich verlangerten
Inkubationszeiten einhergeht. Wird der Erreger dann in der neuen Spezies weiter
passagiert, geschient dies in der Rege mit konsstenten Inkubationszeiten und
Lasionsmustern. Ist die Ubertragung von einer Spezies auf eine andere gar nicht
maoglich, spricht man von einer absoluten Speziesbarriere (Bartz, J. C. et al., 1994).
Zunéchst wurde die Speziesbarriere ausschliefdich dahingehend gedeutet, dal3 die
Interaktion zwischen PrP-Molekllen unterschiedlicher Spezies nur engeschrénkt
madglich is und somit auch die Umfatung nur ineffizient ablaufen kann (Prusiner, S. B. et
al., 1990). Unterschiedliche transgene Studien legen inzwischen nahe, dal? neben PP
noch ein weiterer Faktor, das sogenannte Protein X, an der Umfatung und damit auch
der Speziesharriere betelligt ist (Tdling, G. C. et al., 1994; Telling, G. C. et al., 1995).
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2.2 DASPRIONPROTEIN

2.2.1 DieFunktion des zellularen Prionproteins

Obwohl der hohe Grad an Aminosauresequenzhomologie von zumeist Uber 90 % unter
Prionproteinen unterschiedlicher Saugetiere (Wopfner, F. et al., 1999) auf eine wichtige
Funktion des Proteins schlief3en 18, konnte diese bidang nicht aufgekl&rt werden.

Mause mit einem homozygot zerstrten Prn-p-Gen (Prn-p”®) zeigen weder in ihrer
Entwicklung noch in ihrem Verhdten auffalige Phénotypen (Bueler, H. et al., 1992). In
enigen biochemischen, morphologischen und  dekirophysiologischen  Studien
verschiedener PrP-knockout-Linien wurden dlerdings inzwischen geringflgige, jedoch
nicht fir jede Maudinie gilltige Unterschiede zwischen Prn-p”°- und Prn-p™*-Mé&usen
detektiert. Elektrophysiologische Unterschiede im Hippocampus (Callinge, J. et al.,
1994; Manson, J. C. et al., 1995; Whittington, M. A. et al., 1995; Calling, S. B. et al.,
1996; Coalling, S. B. et al., 1997), Verlug von Purkinje Zdlen (Saekaguchi, S. et al.,
1996), Verdnderungen im Schlaf-Wach-Rhythmus (Tobler, I. et al., 1996) und
Unterschiede in Lernfahigkeit und Gedéchtnis (Nishida, N. et al., 1997). Aus anderen
Arbeiten gehen derartige Unterschiede zwischen Prn-p®°- und Prn-p*™*-M&usen nicht
hervor (Buder, H. et al., 1992; Herms, J. W. et al., 1995; Lledo, P. M. et al., 1996),
s0 dad dch keine klaen Rickschlisse auf die physologische Funktion des
Prionproteins ziehen lassen.

Auch die Identifizierung potentieller Bindungspartner von PrP, wie GFAP (Oesch, B. et
al., 1990), Bcl-2 (Kurschner, C. und Morgan, J. 1., 1995), molekularen Chaperonen
(Edenhofer, F. et al., 1996), APLPL (Yehidy, F. et al., 1997), der Lamininrezeptor
(Rieger, R. et al., 1998) und ein nicht ndher charakterisertes Membranprotein (Martins,
V.R. et al., 1998), haben bidang nicht zur Aufklarung der Funktion von PrP* gefiihrt.

Einige Daten stiitzen die Annahme, dal3 PrP* eine Rolle beim Kupfermetabolismus und
dadurch bedingt im Stoffwechsel von Sauerstoffradikaen spielen konnte. So wurde die
Bindung von Kupfer an aufgereinigtes PrP* nachgewiesen und die Bindungsstelle, die N-
terminade Hididin-hatige octar epeat-Region des Proteins, lokdisert (Hornshaw, M. P.
et al., 1995). Weiterhin wurde festgestellt, dal? die Gehirne von Prn-p”°-Mé&usen
weniger membrangebundenes Kupfer enthdten ds die Hirme von Prn-p**-Méusen
(Brown, D. R. et al., 1997) und da kultivierte Neurone von Prn-p”°-M&usen durch
eine verringerte Aktivitét der kupferabhangigen Superoxiddismutase (Brown, D. R. et
al., 1997; Kretzschmar, H. A. et al., 1997) oder durch eine erhbhte Konzentration an
freaem Kupfer (Brown, D. R. et al., 1998) empfindlicher auf oxidativen Stref3 reagieren.
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2.2.2 DieBiosynthese des zellularen Prionproteins

Das zdluld&re Prionprotein der Mammdier i en evolutiond&r dak konsarviertes
Glykoprotein von etwa 250 Aminoséuren. Es wird von einem in einzelner Kopie
vorliegendem Gen kodiert, das den gesamten offenen Leserahmen in eénem Exon trégt
(Bader, K. et al., 1986). Exprimiert wird PrP* im adulten Tier vorwiegend in
neocorticalen und hippocampden Neuronen, Purkinje Zelen und spinden
Motorneuronen (Kretzschmar, H. A. et al., 1986; Stahl, N. et al., 1987; Herms, J. et
al., 1999). Neben dieser starken neuronalen Expression wird PrP* im Gehirn auch in
Adrozyten, Oligodendrozyten (Moser, M. et al., 1995) und Mikroglia (Brown, D. R.
et al., 1998) und aul3erhab des Gehirns in Leukozyten, Makrophagen (Cashman, N. R.
et al., 1990) sowie inshesondere wahrend der Embryogenese in viden weiteren
Organen exprimiert (Manson, J. et al., 1992).

Das murine PrP-Gen (Prn-p) kodiert en Membranprotein, das vor der zeluldren
Prozesserung 254 Aminosauren umfald (Westaway, D. et al., 1994). Nach der
Proteinsynthese am Endoplasmatischen Retikulum (ER) und der Abspatung des 22
Aminoséuren umfassenden N-terminden Signdpeptids, finden im ER unterschiedliche
postrandationale Modifikationen datt. Im Verlauf der Proteinfatung kommt es zur
Aushildung einer Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten 178 und 213, das Protein
wird Uber die Asparaginseitenketten 180 und 196 zum Teil N-glykosidisch glykosyliert
(Haraguchi, T. et al., 1989), und unter Abspatung der aus 23 Aminosduren
bestehenden C-terminden hydrophoben Sequenz erfolgt die Anheftung einer Glykosyl-
Phosphatidyl-1nositol (GP1) Gruppe an den C-Terminus des Proteins (Stahl, N. et al.,
1990). Im Golgi-Apparat erfolgt die terminde Glykosylierung und die Anheftung von
Sdinsdureresten an die Kohlenhydrateinheiten und den GPI-Anker (Caughey, B. et al.,
1989; Stahl, N. et al., 1992). Letztlich wird PrP* (iber die GPI-Gruppein der &ul¥eren
ZdIimembran verankert, wo es sowohl in unglykosylierter ds auch in einfach oder
vollgdndig glykosylierter Form vorliegt (Endo, T. et al., 1989). In Abbildung 2 A und B
(Seite 9) ist die Prozessierung von PrP* schematisch dargestelt.

2.2.3 Der subzelluldre Zyklus des Prionproteins

Das Prionprotein verbleibt nach seiner Synthese nicht an der Zelloberflache, sondern
unterliegt, wie aus zdlbiologischen Untersuchungen von Hihner-PrP° (chPrP)
Uberexprimierenden Zdlinien geschlossen werden kann, einem konditutiven zelluléren
Zyklus zwischen Plasmamembran und einem intrazdlul&ren Kompartiment. Hinweise
darauf liefert die Beobachtung, dal? die posttrandationde proteolytische Spdtung von
PrP* (sehe Absatz 2.2.4) durch Brefedin A und lysomotrophe Amine sowie durch
Leupeptin und Aprotinin inhibiert wird, die Spatung demnach intrazdluldr, vermutlich
innerhab der Endosomen dattfindet (Shyng, S. L. et al., 1993). Ein weterer Hinweas
egibt dsch daaus, dal fluorezenzmarkierte — anti-PrP-Antikorper  von der
Zdloberflécheins
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Innere der Zdlen gdangen. Zudem kann die Aufnahme von chPrP ins Zdlinnere sowie
dar eneute Trangport zur Zdloberfléche durch  lodinierungs- und
Biatinylierungsexperimente gezeigt werden (Lehmann, S. et al., 1999; Harris, D. A.,
1999). In Neuroblastomzdllen betrégt die Halbwertszeit des Proteins vier bis sechs
Stunden (Caughey, B. et al., 1989), ein PrP*-Molekill verblelbt mit einer Halbwertszeit
von ewa zwanzig Minuten an der Zdloberfléche und folgt dann wiederholt dem etwa
sechzigminitigen Zyklus durch die Zdle (Taraboulos, A. et al., 1992). Wéahrend jeder
Passage werden ein bis flnf Prozent der Molekile proteolytisch gespdten (Shyng, S. L.
et al., 1993). Das N-terminde Spatprodukt wird freigesetzt und das C-terminde
Spaltprodukt verbleibt an der Zdloberfliche und wird nur &ul¥erst langsam wieder
interndigert (Shyng, S-L. et al., 1995).

Der Mechanismus der Aufnahme von PrP* ins Zdlinnere ist noch nicht endgliltig geklart.
Vide Membranproteine werden Uber spezidlle Einfatungen der Plasmamembran, den
sogenannten clathrin coated pits, endozytiert (Schmid, S. L., 1997). Einige Studien
porechen dafUr, dal3 auch das Prionprotein auf diese Weise ins Zdlinnere gelangt. So
wird chPrP in chPrP  Uberexprimierenden  Neuroblastomzdlen  durch
elektronenmikroskopische Immunogoldiokaisation in diesen Organdllen detektiert und
be der Aufreinigung von coated vesicles angereichert. Zudem it gezeigt, dal3 die
Zersorung der Clathrinschicht die chPrP-Endozytose inhibiert (Shyng, S. L. et al.,
1994). Da PrF* ds GPI-verankertes Protein ohne cytoplasmatische Doméane mit der
Clathrinschicht auf der Innensaite der Plasmamembran as Signd fir die Interndiserung
nicht interagieren kann (Schmid, S. L., 1997), wird ein transmembraner Rezeptor fir
PrP° pogtuliert, der diese Funktion Ubernimmt. Aus Versuchen mit PrP-
Deletionsmutanten Uberexprimierenden Zdlen, die zeigen, dal3 der N-Terminus des
Prionproteins essentiel fur die Clathrin-gesteuerte Aufnahme ins Zdlinnere i, schliefd
man, dal3 dieser Bereich fir die Bindung an den Rezeptor verantwortlich it (Shyng, S--
L. et al., 1995; Harris, D. A. et al., 1996). Diein einer Studie beobachtete Stimulation
der Endozytose durch Kupfer it moglicherweise ener durch Kupferbindung
gesteigarten Affinitét von PrP° zum Rezeptor zuzuschreiben (Pauly, P. C. und Harris, D.
A., 1998). Im Gegensaz zu diesen Daten stehen Untersuchungen, die dafiir sprechen,
da3 GPl-verankerte Proteine von der Endozytose Uber Clathrin Coated Pits
ausgeschlossen sind und Uber sogenannte Caveolae aufgenommen werden (Anderson,
R. G. W.,, 1993; Harmey, J. H. et al., 1995; Vey, M. et al., 1996). Allerdingssnd in
neuronden Zelen keine morphologisch erkennbaren Caveolae detektierbar und eine
Caveolin-Expression i in diesen Zdlen nicht nachweishar (Shyng, S. L. et al., 1994).
Dennoch wird PrP* gemeinsam mit anderen GPl-verankerten Proteinen in grofien
Detergenz-resgenten  Komplexen, die Cholesterol und Sphingolipide sowie
Signadmoalekiile und G-Protein- Untereinheiten enthaten, aufgereinigt, die moglicherweise
biochemische Equivaente der Caveolae ohne Caveolin darstellen kénnten (Chang, W.-
J et al., 1994; Taraboulos, A. et al., 1995; Gordinsky, A. und Harris, D. A., 1995).
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2.2.4 Die Spaltung desPrionproteins

Innerhab seines normaden Metabolismus unterliegt ein geringer Tell der synthetiserten
PrP*-Molekiile posttrandationalen Spatungen, deren Lokdisation im Protein in
Abhbildung 2 B und C durch Pfeile gekennzeichnet ist.

SP octarepeats GPI-S
A —
1-22 51-90 100-127 232-254
Prozessierung
CHO CHO
octarepeats 180| |196 GPI
B
23 51-90 100-127 |_55J 231 1

178 213
Spaltung

neurotoxische Doméane
[ \

C (G QIR IVAGAAAAGAVVGGLGGY |

1"
Zéllulére Spaltung

Protease K resistenter Kern

Abbildung 2: Schematische Darstellung des murinen Prionproteins vor (A) und nach der
Prozessierung (B). Die zentrale Region des Proteins (AS 100-127) mit der neurotoxischen
Doméne (AS 105-125) ist hervorgehoben (C). Der Proteinase-K-resistente Kern des Proteinsiist
asgrauer Balken dargestellt (D).

Bezeichnungen: SP: Signalpeptid (AS 1-22), octarepeats. finfmaige P(Q/H)GG(T/G/S)W GQ-
Sequenzwiederholung (AS 51-90), GPI-S: Signalsequenz zur Anhéngung des GPI-Ankers (AS
232-254), CHO: N-glykosidisch verknipfte Glykosylierung (AS 180 und 196), SS.
Disulfidbriicke zwischen den AS 172 und 213, GPI: GPI-Anker, Schwarze Box: basische Region,
wei3e Box: hydrophobe Region. Die unterschiedlichen Spaltstellen sind durch schwarze Pfeile
gekennzeichnet.

Eine diesr Spatungen findet wie in Abbildung 2 B gezeigt innerhdb des GPI-Ankers
datt und [6st damit das Protein von der Zellmembran ab (Borchdt, D. R. et al., 1993).
Die zdlulére Lokdisation dieser Spatung ist nicht bekannt, wahrscheinlich ist jedoch,
wie bel anderen GPl-verankerten Proteinen, eine an der Zdloberfléche lokdiserte
Phospholipase  dafir  verantwortlich  (Low, M. G., 1989). Unterschiedliche
Untersuchungen belegen, dal? nicht mehr ads zehn Prozent der PrP*-Molekiile diesem
Prozel3 unterliegen (Caughey, B. et al., 1991; Taraboulos, A. et al., 1992; Chen, S. G.
et al., 1995). Ob die Abspdtung des Prionproteins von der Zelmembran enen
katabolischen oder sekretorischen Vorgang darstdlt ist nicht geklért.
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Die zweite Spaltung ist proteolytischer Natur und findet wie in Abbildung 2 C dargestelt
innerhalb der zentrden Region des Prionproteins dett. Erde Hinwese auf die
proteolytische Spatung des zdluldren Prionproteins resultieren aus der Anreicherung
und Aufreinigung von PP aus Hirnen des Syrischen Hamsters (SHaPrP). Die
Aufreinigung ergibt zwel sich im Molekulargewicht unterscheidende SHaPYP Formen:
das 28 kDa Protein PrP-1 und das 18 kDa Protein PrP-11. PrP-11 ist as C-termindes
Proteinfragment von PrP-1 identifiziert (Pan, K. M. et al., 1992). Sowohl fiir das PrP*-
Homologon des Huhns (ChPrP) (Harris, D. A. et al., 1993) ds auch fir das humane
Prionprotein (huPrP) it die zdluldre Spatung inzwischen gezeigt (Chen, S. G. et al.,
1995; Jmenez-Huete, A. et al., 1998). Die Spatung von chPrP resultiert in zwel leicht
detektierbaren  Spdtproduktenwohingegen die Spatung von huPrP  bidang
ausschlieldich tUber den Nachwels des as C1 bezeichneten C-terminale Spaltprodukts
charakterisert werden kann. Wie durch N-terminale Sequenzierung dieses C-terminden
Spdtproduktes gezeigt i, ist die Spdtsele des humanen PP am Codon 111
(Higtidin) oder Codon 112 (Methionin) und somit in der evolutiond hochkonservierten
zentraen Region des Proteins lokadisert (Chen, S. G. et al., 1995). Aus Abbildung 2 C
ist zu entnehmen, dal3 die Spaltstelle N-termina von einer Region mit basschem und C-
termina von ener Region mit stark hydrophoben Charakter flankiert wird, was fir die
Determination der Spatstelle von Bedeutung sein kdnnte (Sehe Absatz 3). Die Inhibition
der Spaltung durch lysomotrophe Amine, Leupeptin und Aprotinin deutet darauf hin,
dal? diese in einem saurem Kompartiment innerhalb der Zdlle atfindet (Shyng, S. L. et
al., 1993). Gleichzeitig gibt es differierende Hinweise darauf, dal3 Cholesteral-reiche
Doméanen der PMlasmamembran an diesem Prozeld betelligt snd (Caughey, B. et al.,
1991; Taraboulos, A. et al., 1995). Die physologische Bedeutung der zeluléren
Spaltung des Prionproteins it noch ungeklért. Das N-terminde Spatprodukt von etwa
neun Kiloddton konnte beispidswveise enen biologisch aktiven Liganden mit
Sgndfunktion dargellen. Alternativ dazu kénnte die Spatung auch zur Regulation der
physiologischen Funktion des Proteins dienen. Es it auch nicht ausgeschlossen, dal3 die
zdluldre Spdtung des Prionproteins einen frihen Schritt bel der Degradation des
Proteins im Verlauf seines normalen Katabolismus darstdlt. Interessanterweise zerstort
die proteolytische Spdtung in der zentrden Region des Proteins den Protease
resistenten Kern von PrP™, der in Abbildung 2 D schematisch dargestllt ist. Weiterhin
schliel die die Spdtstelle benhdtende zentrade Region (AS 100-127) die sich aus den
Aminosauren 106 bhis 126 des humanen PP zusammensetzende sogenannte
neurotoxische Doméne des Prionproteins (AS 105-125) ein (Sehe Absatz 2.2). Somit
bestent auch die Mdoglichkelt, dald die Spdtung des zdluldren Prionproteins eine
Bedeutung fur die Entstehung und Ausprégung von Prionerkrankungen haben kénnte,
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3 AUFGABENSTELLUNG

Zidsetzung der vorliegenden Arbet it es die in Kapitd 2.2.4 beschriebene zdlulére
Spdtung von PrP* in der zentrden Region des Proteins und die zugehdrige in Abbildung
2 C dargestellte Spatstelle genauer zu charakteriseren.

Dazu soll neben weiteren Andysen auch die von Cdlebaut et al. (1994) aufgrund
zahlreicher Aminosauresequenzvergleiche aufgestellten Hypothese, die Spatddle des
Prionproteins s& den Spdtdelen vider virder Vorlauerhillproteine homolog und
funktiondl mdglicherweise dhnlich, Uberprift werden. Die Homologie zwischen den
unterschiedlichen Spdtgelen, die in Abbildung 3 schematisch dargestdllt ist, besteht in
ener Akkumulation basischer Aminosiuren N-terminad der Spdtdedlen und ener
Akkumulation kleiner hydrophober Aminoséuren C-termind der Spdtstelen (Calebadt,
l.etal., 1994).

Es <ol im folgenden durch die Erzeugung und Untersuchung mutageniserter
Prionproteine andysiert werden, ob diese Aminoséuren tatséchlich fir die Determination
der Spaltstelle verantwortlich snd.

SP octarepeats hydrophobe GPI-S
++ Region
A — HEE e ]
++
f
Spaltung

Fusions transmembrane
B ++ Peptid Doméne

| L
++

T
Spaltung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Homologie der proteolytischen Spaltstelle des
Prionproteins (A) zur Spaltstelle verschiedener viraler Vorlauferhillproteine (B) (Callebaut, |. et
al., 1994).

Bezeichnungen: SP: Signalpeptid, Octarepeats. finfmaige P(Q/H)GG(T/G/ISYWGQ
Sequenzwiederholung, GPI-S: Signalsequenz zur Anhangung des GPI-Ankers, schwarze Box:
basische Region, wei3e Box: hydrophobe Region, +: Anhdufung basischer Aminosduren.



Materid Seite 12

4 MATERIALIEN

4.1 BAKTERIENSTAMME

Escherichia coli
DH1 (Hanahan, D., 1983)

[F, endAl ,hsdR17 (rg"mk7), thil, recAl, gyrA96(Nal), spoTl, rfbD1, LAM-,
ginV44(AS)]

DH5a (Hanahen, D., 1983)

[F, endAl ,hsdR17 (r"my”) ,SupE44, thil, recAl, gyrA(Nal), relAl, D(lacZYA-
argF)U169, F 80 lacZDM 15]

BL21(DE3)pLysS (Studier, F. W. und Moffatt, B. A., 1986)
[F, ompT, hsdSs(rs-me-), gal, dem, D(srl-recA), 306:Tnl10, (DE3), pLysS|

4.2 PLASVIDE

PBluescript |1 SK (+/-) (STRATAGENE, Heidelberg)
Klonierungsvektor (Ap")

pClneo (PROMEGA, Heideberg)
Eukariontischer Expressionsvektor (Ap', Neo)

pET21d(+) (NOVAGEN, Madison)
Prokariontischer Expressionsvektor (Ap')

4.3 OLIGODESOXYRIBONUKLEOTIDE

Unmarkierte Oligodesoxyribonuklectide lieferten die Firmen MWG BIOTECH,
Ebersberg und GIBCO-BRL, Eggenstein. IRD-800-markierte Oligonukleotide
lifertedie AirmaM WG BIOTECH, Eber sberg.
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4.3.1 Oligodesoxyribonukleotide als Primer far

Nukleotidsequenzanalysen

IR*: Infrarot-Markierung durch IRD-800 nach der Synthese.

M13rev-800 (24mer)
IR*-d(GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG)

M 13uni-800 (23mer)
IR*-d(AGG GTT TTC CCA GTCACGACGTT)

T3-800 (20mer)
IR*-d(AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG)

T7-800 (22mer)
IR*-d(GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C)

T7neo-800 (20mer)
IR*-d(TAA TAC GAC TCA CTA TAG GC)

4.3.2 Oligodesoxyribonukleotide als Primer fir Polymeraseketten-

reaktionen

4.3.2.1 Oligodesoxyribonukleotide fiir Polymerasekettenreaktionen

M13rev (24mer)
d(GAG CGG ATA ACA ATT TCA CACAGG)

M13uni (23mer)
d(AGG GTT TTCCCA GTCACGACGTT)

T3 (20mer)
d(AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG)

T7 (22mer)
d(GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C)

T7neo (20mer)
d(TAA TAC GAC TCA CTA TAG GO)
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4.3.2.2 Oligonukleotidefur gezielte M utagenese (SOE-PCR)

13A5up (18mer)
d(CCAAAATGCATCATGGGC)

13A5do (18mer)
d(CCCATGATGCATTTTGGC)

AlaGly/lleup (36mer)
d(TAT GAT AAT TAT GAT AAT GAT TAT CACATG CTT GAG)

AlaGly/lledo (36mer)
d(ATA ATCATT ATCATA ATT ATC ATA GTA GTG GGG GGC)

Ala/lleup (36mer)
d(TAT CCC AAT TAT GAT AAT CCC TAT CACATGCTT GAG)

Ald/lledo (36mer)
d(ATA GGG ATT ATC ATA ATT GGG ATA GTA GTG GGG GGC)

Alal12/114Glyup (21mer)
d(ACC CCCTCCCACATGCTT GAG)

Alall12/114Glydo (24mer)
d(GTG GGA GGG GGT GCG GCA GCT GGG)

Alall15/116Glyup (21mer)
d(AGC TCC CCC AGC CCC TGC CACQC)

Alal15/116Glydo (21mer)
d(GCT GGG GGA GCT GGG GCA GTA)

Alall7/119Glyup (21mer)
d(TCC CCC ACC TGC CGC AGC CCC)

Alall7/119Glydo (24mer)
d(GCA GGT GGG GGA GTA GTG GGG GGC)

Alall6Vaup (21mer)
d(CCC AGC CACCGC AGC CCCTGC)

Alall6Vvado (18mer)
d(GCG GTG GCT GGG GCA GTA)
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C-Terminusup (24mer)
d(AGC CCC TGC CAC GCA GAG GCC GAC)

C-Terminusdo (24mer)
d(GTC GGC CTC TGC GTG GCA GGG GCT)

Gly/lleup (30mer)
d(GAT AGC TGC CGC AGC GAT TGC CACATA CTT)

Gly/lledo (30mer)
d(ATC GCT GCG GCA GCT ATC GCA GTA GTG GGG)

Gly105up (30mer)
dATGCTT GAGGTT GGT TCCTGG TTT GCT GGG)

Gly105do (30mer)
d(GGA ACC AAC CTC AAG CAT GTG GCA GGG GCT)

Gly109up (30mer)
dATGCCCGAGGTT GGT TTT TGG TTT GCT GGG)

Gly109do (30mer)
d(AAA ACC AAC CTC GGG CAT GTG GCA GGG GCT)

Gly110up (30mer)
dACCCTTGAGGTTGGT TTT TGG TTT GCT GGG)

Gly110do (30mer)
d(AAA ACC AAC CTC AAG GGT GTG GCA GGG GCT)

3Glyup (30mer)
d(ACC CCCGAG GTT GGT TCCTGG TTT GCT GGG)

3Glydo (30mer)
d(GGA ACC AAC CTC GGG GGT GTG GCA GGG GCT)

DAlaGlyup (24mer)
d(GCC CCC CACTACCACATGCTT GAG)

DAlaGlydo (24mer)
d(CTC AAG CAT GTG GTA GTG GGG GGC)
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DSmal up (19mer)
d(CCC TGC CCA GGA TAC CGG C)

DSmaldo (20mer)
d(CGG TAT CCT GGG CAG GGA AG)

D105-111up (24mer)
d(AGC CCCTGC CACTGG TTT CGT GGG)

D105-111do (24mer)
d(CCC AGC AAA CCA GTG GCA GGG GCT)

D111-125up (24mer)
d(CAG CAT GTA GCCATGCTT GAGGTT)

D111-125do (24mer)
d(AAC CTC AAG CAT GGC TACATG CTG)

D105-125up (30mer)
d(CCA GCA TGT ACC CGG GTT TGC TGG GCT TGT)

D105-125do (29mer)
d(CAG CAA ACC CGG GTA CAT GCT GGG GAG CG)

His177Glyup (21mer)
d(GAC GTC GCC CAC GAA GTT GTT)

Hisl77Glydo (18mer)
d(GTG GGC GAC TGC GTC AAT)

3Ser100up (28mer)
d(TACTTG GTGAGC TGG GACTGT TCCACT G)

3Ser100do (25mer)
d(CAGTCCCAGCTCACCAAGTACCAAC

3Ser105up (29mer)
d(CAC AGA CGA GAGGTT GGT ACTTGG TTT GC)

3Ser105do (23mer)
d(ACC AACCTCTCG TCT GTG GCA GG)
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Tyr128Glyup (21mer)
d(CAG CAT GCC GCC ACC AAG GCC)

Tyr128Glydo (18mer)
d(GGC GGC ATG CTG GGG AGC)

Tyr128Pheup (21mer)
d(CAG CAT GAA GCC ACC AAG GCC)

Tyr128Phedo (18mer)
d(GGC TTC ATG CTG GGG AGC)

Va111Glyup (24mer)
d(AGC CCC TGC CCCATG CTT GAG GTT)

Va111Glydo (18mer)
d(GGG GCA GGG GCT GCG GCA)

Vallllleup (24mer)
d(AGC CCC TGC GAT ATGCTT GAG GTT)

Valllllledo (18mer)
d(ATC GCA GGG GCT GCG GCA)

4.3.3 Oligonukleotidefir diedirekte Klonierung

Ala/Glyup (63mer)

d(ACC AAG GCC CCC CACTACTCCCCCACCTCCCCCACCccceeTCC

CACATGCTTGAGGTITGGT TTT)

AlalGlydo (63mer)

d(AAA ACC AAC CTC AAG CAT GTG GGA GGG GGT GGG GGA GGT GGG

GGA GTA GTG GGG GGC CTT GGT)

Gly/Alaup (63mer)

d(ACC AAG GCC CCC CACTAC TGC CGC AGC TGC CGC AGC CGC TGC

CACATGCTIT GAGGTTGGT TTT)

Gly/Alado (63mer)

d(AAA ACC AAC CTC AAG CAT GTG GCA GCG GCT GCG GCA GCT GCG

GCA GTA GTG GGG GGC CTT GGT)
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4.4 DNA-L ANGENSTANDARDS

GIBCO BRL GmbH, Eggenstein: 1 kb DNA-Leiter.
BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim: DNA-Langenstandard XV.
EUROGENTEC SA, Seraing: Biomarker Low.

4.5 PROTEIN M OLEKULARGEWICHTSTANDARDS

BIO-RAD GmbH, M Unchen: Prestained SDS-PAGE Standard Broad Range.

4.6 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess. Oldendorf: Long Ranger Fertig-Acrylamid-
System.

BIO WHITTAKER, Belgien: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) mit
1 ¢/l Glukose, ohne L-Glutamin, HBSS (Hank's Balanced Sdlt Solution).

BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim: Adenosn-5'-triphosphat (ATP);
BCIP, NBT.

DIFCO, Dreieich: Bacto-Agar; Bacto- Trypton; Hefe- Extrakt.
FRESENIUS, Bad Homburg: AMPUWA.

GIBCO BRL: Gendizin G418 Sulfat.

PAESEL & LOREI, Hanau: Glydn, Tris-Base.

PERKIN ELMER, Bedford: TROPIX Luminescence Detection Kit.

PROMEGA, Mannheim: 2'-Desoxyribonukleosd-5'-triphosphate (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP).

QIAGEN, Hilden: Plasmid Midi-Kit, QlAamp Tissue Kit, QIAEX Il Gel
Extraction Kit, QIAquick PCR Purification Kit, Effecten, Superfect.

SEROMED BIOCHROM KG, Berlin: FCS, L-Glutamin, Trypsr/EDTA (10x)
0,2 % (w/v) in PBS, ohne C&?* und Mg?*, Penizillin/Streptomyzin (P/S).

SIGMA CHEMIE, Deisenhofen: Ampizllin, DTT, EDTA, Ethidiumbromid,
Mineral6l, Nonidet P-40, PMSF, SDS, Tetracyclin, Tween 20.

UNITED STATES BIOCHEMICAL, Bad Homburg:: TBE Puffer Konzentrat
fur Sequenziergele, UREA fir Sequenziergele.

Alle songtigen verwendeten Chemikaien wurden von den Firmen FLUKA CHEMIE,
Neu-Ulm, MERCK, Darmstadt, RIEDEL-DE HAEN, Seelze und SERVA,
Heidelber g bezogen.
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4.7 ENzYMEUND PROTEINE

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Little Chalfont: Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP.

BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim: Klenow-Enzym (DNA
Polymerasel large fragment); Redriktionsendonukleasen;  Ribonuklease A
(RNaseA); T4 DNA-Polymerase; T4 Polynukleotid-Kinase; DIG  Luminescent
Detection Kit for Nucleic Acids.

DAKO, Glostrup: Ziege anti Maus Immunglobuling, dkdische Phosphatase
gekoppelt; Ziege anti Kaninchen Immunglobuline, akalische Phosphatase gekoppelt.

DIANOVA, Hamburg: Ziege anti Maus Immunglobuline, adkdische Phosphatase
gekoppelt.
GIBCO BRL, Eggenstein: Redtriktionsendonukleasen.

NEW ENGLAND BIOLABS, Bad Schwalbach: Redtriktionsendonukleasen,
T7 DNA-Polymerase, PNGasef-.

PHARMACIA, Freiburg: Protein A Sepharose, Restriktionsendonukleasen.

PROMEGA / BOEHRINGER INGELHEIM, Heidelberg:
Restriktionsendo- nukleasen, S1-Nuklease, T4 DNA-Ligase, Taq DNA Polymerase.

SERVA, Heidelber g: Albumin aus Rinderserum (BSA).
SIGMA, Deisenhofen: Poly-L-Lysn, Proteinase K.

UNITED STATES BIOCHEMICAL, Bad Homburg: E. coli Sngle Srand
Binding Protein (SSB).

4.8 SONSTIGE M ATERIALIEN UND G ERATE

AESCULAP, Tuttlingen: Chirurgisches Besteck.
AIR LIQUIDE, Dusseldorf: Stickstofftank Espace 330.

BECKMAN, Minchen: Zentrifuge Avanti 325, J2-HS Centrifuge, JA-17 Rotor,
JS-13.1 Rotor.

BENDER & HOBEIN AG, Zirich: Vortex Genie 2.

BIOMETRA, Gottingen: PCR-Ged& TRIO-Thermoblock, Elektrophorese
Stromversorger Power Pack P25, El. Phor. Power Pack P24, Whatman 3 MM
Chromatographiepapier.
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BIO-RAD, Minchen: Wide Mini-Sub Cdl GT, Vertikaedektrophoresekammer,
Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell, Netzgerét, Power Pac 300 Power Supply.

BRAND, Wertheim: Zahlkammer nach Neubauer.
BRAUN, Melsungen: Vakuum-Exskkator.

EPPENDORF, Hamburg: Kuihlzentrifuge Centrifuge 5402, Tischeentrifuge
Centrifuge 5415 C, Kuhlzentrifuge Centrifuge 5810 R, Thermoblock Thermostat 5320,
Thermomixer 5436.

DRAGER & HEERHORST, Goéttingen: Sonifizierer, Branson B12.

GILSON MEDICAL ELECTRONICS, Villiers-le-Bel: Mikroliterpipetten
Pipetman 10 pl, 20 pl, 200 pl und 1000 pl.

GFL, Goéttingen: Schittelinkubator 3032.

GREINER, Nurtingen: Petrischaen; Rohrchen.

HELMA, Mullheim/Baden: Quarzkiivetten.

HERAEUS, Osterode/Har z: Zentrifuge Minifuge, Sterilisator Kelvitron.

HYBAID HGS, Heidelberg: Hybridiserungsofen Hybaid MINI OVEN, PCR-
Block Hybaid OmniGene, PCR-Block Hybaid TouchDown.

IKA-Labortechnik, Staufen: beheizbarer Magnetriihrer IKAMAG RCT.
INTAS, Gottingen: UV-Tranglluminator.

KOTTERMANN LABORTECHNIK: Wasserbad; Schitttelwasserbad, Detille.
LIEBHERR: Liebherr comfort Kuhl- und Gefrierschranke.

MEMMERT, Schwalbach: Brutschrank.

MILLIPORE, Eschhorn: ImmobilorP Membran.

MWG BIOTECH, Ebersberg: Li-COR DNA Sequencer, Horizonta-
elektrophoresekammer, Mini-Sub Cdl GT.

NAL GENE, Hereford: Isopropanoltank, Cryo Freezing Container.

NUNC, Wiesbaden-Biebrich: Serilbank Microflow, Biological Safety Cabinet;
Brutschrank Celgtar, Einfrierréhrchen (2,0 ml) fur Zelen, serile Gewebekulturflaschen,
-schden und -platten.

OLYMPUS, Japan : Auflicht Fluoreszent Mikroskop X50, Spiegdreflexkamera
SC35 Type 12.

PHARMACIA, Freiburg: Elektrophorese-Stromversorger Power  Supply
EPSG00, Semi dry Transfereinheit, Spektral photometer Ultrospec 3000.

POLAROID, Hertfordshire: Elektronische Sofortbildkamera Kamerasystem MP
4+, Polaroidfilm Typ 667, 1s03000/36.
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RAYTEST, Straubenhardt: Melkammer und CCD-Kamera;
Computerprogramme Pcbas?.09 und Diana.

SARSTEDT, Braunschweig: Petrischden (10 cm A), Pipettenspitzen, derile
Pipetten 25 ml; 5 ml; 10 ml; 25 ml, Reaktionsgefél?e 0,5; 1,5; 20 ml, Zdlkratzer
(Policeman), Zentrifugiergefél3e 15 und 50 ml.

SARTORIUS, Gottingen: Feinwaage Sartorius anaytic, Laborwaage Sartorius.
SCHLEICHER und SCHULL, Dassel: 0,2 nm und 0,45 mm Membranfilter.
SCHOTT, Mainz: Glaswaren.

SCHUTT, Gottingen: pH-Elektrode CG825, Autoklav Bioclav, Autoklav
KSG113, Schittler Heidolph duomax 1030.

ZEISS, Oberkochen: Mikroskop Axioskop mit Durchlicht- und Auflichtfluoreszenz
(Filtersdtze: 487902 und 487909) und Kameraaufsatz; Okulare: VergrofRerung 10x,
Sehfeldzahl 20; Objektive Plan-Neofluar 63x/1.25 Oil, 440480; Plan Neofluar
100x/1.25 Qil, 440460; Acroplan 20x/440845.

4.9 NAHRMEDIEN

49.1 Nahrmedien fur Escherichia coli

LB-Medium: 0,5% (w/) Hefe-Extrakt, 1% (w/v) Bacto-Trypton, 1% (w/v)
NaCl.

SOB-Medium: 0,5% Hefe-Extrakt, 25 mM KCl, 0.05% NaCl, 2% Bacto-
Trypton, nach dem Autoklavieren mit MgCl, und MgSO, (Endkonzentration je
10 mM) komplettiert.

SOC-Medium: SOB-Medium, nach dem Autoklavieeen mit Glukose
(Endkonzentration 20 mM) komplettiert.

TB-Medium: 1,2 % (w/v) Bacto-Trypton, 2,4 % (w/v) Hefe-Extrakt, 0,4 % (v/v)
Glycerin, nach dem Autoklavieren mit  deriler  Kdium-Phosphat-Ldsung
(Endkonzentration 17 mM KH,PO,, 72 mM K,HPO,) komplettiert.

Zur Sterilisation wurden die Nahrmedien (sofern nicht anders angegeben) 20 min ke
120 °C autoklaviert. Feste Medien enthielten 1,8 % (w/v) Bacto-Agar.

Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren je nach Bedaf zugesetzt: 100 mg/l
Ampizllin, 25 mg/l Chloramphenicol, (aus 1000fach konzentrierten Stamml6sungen).

Zum Nachwels von 3 Gaaktosidase-Aktivitat auf Indikatorplatten wurde dem SOC-
Agar nach dem Autoklavieren Isopropyl-(3-D-Thio-Gaaktopyranosd (IPTG)
(Endkonzentration 1 mM) und 5-Bromo-4Chlor-3Indolyl-(3-D-Thio-Gaakto-
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pyranosd (X-ga) (Endkonzentration 0,004 %) aus entsprechenden Stammldsungen
zugegeben.

4.9.2 Nahrmedien fur eukaryontische Zellen
DMEM Medium: 1 ¢/l Glukose, komplettiert mit 10 % fetalem K& berserum, 2 mM

L-Glutamin, 100 U/ml Penizillin, 0,1 mg/ml Streptomyzin

Zur Selektion wurden nach Bedarf Genetizin (G418) bis zu einer Endkonzentration von
200-400 pg/ml zugesatzt.

4.10 L OSUNGEN UND PUFFER

Alkalische Phosphatase Puffer : 100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 5mM MgC;
100 mM NaCl.

Ampizillin-Stammldsung: 100 mg/ml Ampizllin (Na Saz) in Wasser; serilfiltriert.

APS-Stammlosung: 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) in Wasser, frisch
angesetzt.

ATP-Stammldsung: 200 mM Adenosintriphosphat (ATP).

Blocking-Puffer: 0,2 % (w/v) I-Block (Boehringer Ingelheim), 0,1 % (v/v) Tween
20in PBS-Puffer.

BCIP-Stammldsung: 50 mg/ml 5-Brom-4-Chlor- 3-Indoyl- Phosphat (BCIP) in 100
% Dimethylformamid.

Chemolumineszenz Assaypuffer: 200 mM Tris-HCl, pH 9,8 10 mM MgCl in
Wasser; Lagerung bei 4 °C.

ClIP-Puffer: 50 mM Tris-HCI; 1 mM MgCl ; 0,1 mM ZnCl,.

Coomassie-Farbldsung: 500 mg/l Coomasse Brilliant Blue; 40 % Methanal (VIV);
10 % Eisessg (v/v) in Wasser.

Detektionspuffer (10x): 10 mM MgCl; 200 mM Tris-HCI, pH 9,5.
Denaturierungspuffer (10x): 5% SDS, 10 % [3-Mercaptoethanol .
dNTP-Stammldsung : je 25 mM dATP, dCTP, dGTPund dTTP.
Entféarber-L 6sung: 5% Methanol, 7,5 % Essigsiure in Wasser.
Ethidiumbromid-L6sung: 1 mg/ml Ethidiumbromid in HO.

G7 Puffer (10x): 0,5M Natriumphosphat, pH 7,5.

HBS-Puffer: 280 mM NaCl; 10 mM KCI, 1,5 mM NaHPO, x 2H,0O; 12 mM
Dextrose; 50mM HEPES, pH 7,05.
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HNTG-Puffer: 20 mM HEPES; pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1 % (v/v) Triton-X 100;
10 % (v/v) Glyceral; Lagerung bea 4 °C, dunkd.

IPTG-Stammldsung: 1 M Isopropyl-[3-D-thiogaaktopyranosd (IPTG) in Wasser,
devilfiltriert.

K GB-Puffer (10x): 1 M Kdiumglutamat; 250 mM Tris-Acetat, pH 7.5; 100 mM
Magnesiumacetat; 500 mg/ml Rinderserumabumin; 5 mM b-Mercaptoethanol.

L igase-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7,8; 10 mM MgCl,; 20 mM DTT; 1 mM ATP.

Lysispuffer: 0,5 % (w/v) Desoxycholsaure; 0,5 % (w/v) Nonidet P-40 in 1x PBS-
Puffer.

Mini I-L6sung: 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris-HCI, pH 8.0.
Mini I1-L6sung: 0,2 M NaOH; 1 % SDS.
Mini I11-Lésung: 7 M Ammoniumacetat.

NBT-Stammlésung: 75 mg/ml 4 Nitrotetrazoliumchloridolau (NBT) in 70 % (viv)
Dimethylformamid.

Nil-Rot Stammldsung: 04 mg/ml Nil-Rot in DMSO.

P1-Puffer: 50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA, pH 8,0; 100 ng/ml RNaseA.
P2-Puffer: 200 mM NaOH; 1 % SDS.

P3-Puffer: 2,55 M Kaiumacetat, pH 4,8.

PBS-Puffer: 0,68 mM NaCl; 0,58 M Na,HPO,;0,17 M KH,PO,

Phenol/Chloroform: 25Vol. Pheno/TE; 24Vol. Chloroform; 1Vol.
Isoamylakohoal.

Phenol/TE: Phenal p. A. mit TE-Puffer saturiert; 0.1 % (w/v) 8-Hydroxychinalin.
PM SF-Stammldsung: 100 mM PMSF in Isopropanal.

Proteinase K-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 1% SDS.
Proteinase K-Stammldsung: 20 mg/ml Proteinase K in Wasser.

QBT-Puffer (Quiagen): 750 mM NaCl; 50 mM MOPS; 15 % Ethanol; pH 7,0;
0.15 % Triton X-100.

QC-Puffer (Quiagen): 1 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% Ethanal; pH 7,0.
QF-Puffer (Quiagen): 1.25 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% Ethanol; pH 8,2.
RNaseA-Stammlosung: 100 mg/ml RNaseA in Wassr.

SDS-PAGE Laufpuffer: 250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM Glycin; 0,1% SDSin
Wasser.
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SDS-PAGE Probenpuffer (2x): 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 20 % (v/v) Glycerin;
4 % (wiv) SDS; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau; 200 mM DTT.

Sucrosefarbmarker: 60% Sucrose; 0.05% Bromphenolblau; 0.05%
Xylencyanol FF in TAE-Puffer.

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat; 5 mM NaAcetat; 1 mM EDTA, pH 7,4.

TB-Puffer: 10 mM PIPES, 55 mM MnClL; 15 mM CaCl; 250 mM KCI; pH 6,7 mit
KOH eingestdlt.

TBE-Puffer: 89 mM Tris-Base; 89 mM Borsaure; 2.5 mM EDTA.
TBS-Puffer: 20 mM Tris-Base, pH 7,6 mit HCl; 137 mM NaCl in Wasser.
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0.

Transfer puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanal.

Alle Puffer und LAsungen wurden sowelt nicht anders angegeben mit deminerdisertem
und destilliertem Wasser angesetzt.
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5 METHODEN

Alle Arbeitstechniken wurden sofern nicht anders angegebeb nach Sambrook et al.
durchgeftihrt (Sambrook, J. et al., 1989).

5.1 M OLEKULARBIOLOGISCHE M ETHODEN

5.1.1 Behandlungvon Geraten und L dsungen

Hitzestabile Geréte und Lésungen wurden zur Inaktivierung von Nukleasen autoklaviert
(20 min, 121 °C). Nicht hitzestabile Geréte wurden mit 70 % (v/v) Alkohol gespiilt und
anchlief3end getrocknet; hitzel abile Ldsungen wurden seilfiltriert.

5.1.2 Anzucht und Lagerung von Escherichia coli

E. coli-S@mme wurden be 37°C in  LB-Medium angezogen, welches be
plasmidtragenden Bakterien mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde. Um
ene gute Luftzufuhr zu gewdhrleigen, wurden Kulturen bis zu 5ml Vdumen in
Kulturréhrchen geschiittelt. Kulturen im gréfieren Mal3stab, 20 ml bis 11, wurden in
Kolben entsprechender Grofe (5x Kulturvolumen) bel bis zu 260 Upm in @nem
Schiittelinkubator geschittelt.

Das Wachstum der Zellen wurde durch Tribungsmessung in enem Spektrophotometer
(Ultrogpec 3000, Pharmacia Biotech, Freiburg) bel einer Wellenlénge von 600 nm
(ODgno) gegen Medium verfolgt. Zur Messung wurde die Suspension so verdinnt, dal3
die Extinktion eéinen Wert von 0,3 nicht Gberschritt.

Zur daverhaften Lagerung von Bakterienddmmen dienten Glycerinkulturen, wobel
Ubernachtkulturen des entsprechenden Stammes nit sterilem Glyoarin bis zu ener
Endkonzentration von 50 % (v/v) verdiinnt und bel -20 °C gelagert wurden. Alternativ
dazu wurden Bakterienstéamme in 7 % (v/iv) DM SO langfrigtig be -70 °C gdagert.

5.1.3 Transformation von Escherichia coli

5.1.3.1 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Prgparation der kompetenten Zdlen (Inoue, H. et al., 1990) wurden 250 ml SOB-
Medium in einem 2| Kolben mit Zelen des entsorechenden Stammes (DH1, DH5a)
angempft und Gber Nacht bel 18°C und 250 Upm bis zu ener OD,,, von 0.6

angezogen. Die Kultur wurde 10 min auf Eis abgekihlt, durch Zentrifugation (1500 g,
10 min, 4 °C) geerntet und die sedimentierten Zelen in 80 ml eskdtem TB-Puffer
resuspendiert. Anschliel?end wurde 10 min auf Eis inkubiert, erneut
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geerntet, das Pdlet in 20 ml TB-Puffer aufgenommen und DM SO (Endkonzentration
7%) zugesetzt. Nach 10min Inkubation auf Eis wurden 200m Aliquots der
Zdlsuspenson in vorgekihiten Eppendorf-Resktionsgefd3en in flissgem Stickgtoff
eingefroren und bel -70 °C gelagert.

Um die von den Autoren beschriebene Trandformationsrate von 1 bis 3 x 10°
Transformanten pro ng DNA annéhernd zu erziden, war die Durchfihrung samilicher
Préparationsschritte bei 4 °C notwendig.

Waren weniger hohe Transformationsraten erforderlich, wurden gefrieckompetente
Zdlen nach Nishimura et al. hergestelt (Nishimura, A. et al., 1990). Die Zdlen wurden
in 50 m MediumA (LB-Medium erganzt durch 10 mM MgSO, und 0,2% (w/v)
Glukose) bis zu einer ODgoonm Von 0,4-0,6 angezogen. Die Kultur wurde fir 10 min
auf Eis abgekihlt, die Zdlen abzentrifugiert (1500 g, 10 min, 4°C) und vordchtig in
0,5 ml 'Medium A" resuspendiert. Nach Zugabe von 2,5 m Medium B (LB-Medium
erganzt durch 12 mM MgSO,, 36 % (viv) Glycerin und 12 % (w/v) PEG 6000;
derxilfiltriert) und vorgichtigem Durchmischen wurden die kompetenten Zdlen in Aliquots
zu 0,1 ml aufgetelt und bel -70 °C gelagert.

5.1.3.2 Transformation kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Transformation wurden die kompetenten Zdlen langsam auf Eis aufgetaut und die zu
trandformierende DNA in moglichst geringem Volumen zugesetzt. Nach 15-30 min
Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock fur 45 s bel 42 °C. Nach dem Abkuihlen auf
Eis fir 1 min wurde 1 ml SOC- oder LB-Medium zugegeben, zur Aushildung der
Antibiotikeresstenz fir 1 h be 37 °C inkubiert und anschlielend in Aliquots auf
Sdektivagar ausplattiert. Transformanten konnten nach Inkubation Uber Nacht bel
37 °C detektiert werden.

5.1.4 Plasmidisolierung aus Escherichia coli durch alkalische Lyse
(Birnboim, H. C. und Doaly, J., 1979)

5.1.4.1 Plasmidisolierungin analytischen Mengen

Die Mini-Prgparation von DNA erfolgte nach dem Prinzip der akdischen-SDS-Lyse.
Die das entsprechende Plasmid tragenden Zellen wurden Uber Nacht bei 37 °Cin3ml
Sdektivmedium inkubiert. Die Zdlen aus 15ml diessr Kultur wurden durch
Zentrifugation (10000 g, 1 min, 4 °C) geerntet, in 100 m Mini I-Losung komplettiert mit
100 pg/ml RNaseA resuspendiert, zur anschlieffenden Lyse mit 200 frisch
angesetzter  Mini ll1-Loésung  versetzt, vorschtig gemischt und fir 5min be
Raumtemperatur inkubiert. Zur Falung von SDS, Membranbestandteilen, Proteinen und
chromosomaer DNA wurden anschliefiend 150 m eskdte Mini [11-Lésung zugesatzt
und far 10 min auf Eisinkubiert. Nach Zentrifugation (10000 g, 5 min, 4 °C) wurde der
Uberstand zur Entfernung der
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restlichen Proteine mit Phenol/Chloroform extrahiert (Absatz 5.1.5.4) und anschlief3end
mit Ethanol gefdlt (Absatz 5.1.5.1). Das gewaschene und getrocknete Pdllet wurde in
50 m TE-Puffer oder Wasser aufgenommen.

Alternativ wurde eine vereinfachte Form der akalischen Lyse zur Prdparation geringer
Mengen an Plasmid DNA durchgeftihrt (Gouill, C. et al., 1994). Die das entsprechende
Plasmid tragenden Zdlen wurden Uber Nacht bei 37 °C in 1 ml Sdektivmedium
inkubiert, de Zdlen durch Zentrifugation (10000 g, 1min, 4°C) geerntet, in 100 m
Mini I-L6ésung komplettiert mit 100 pg/ml RNaseA  resuspendiert, zur anschlief3enden
Lyse mit 200 m frisch angesatzter Mini I1-Lésung und 200 pl Chloroform versetzt,
vorgchtig gemischt und fir 1 min be Raumtemperatur inkubiert. Anschliel2end wurden
150 m eiskate Mini I11-L6sung zugesetzt und fir 23 s gevortext. Nach Uberfiihrung
der wassrigen Phase in ein neues Resktionsgefdl erfolgte die Fdlung der DNA mit
Ethanol (Absatz 5.1.5.1). Das gewaschene und getrocknete Pellet wurde in 50 m TE-
Puffer oder Wasser aufgenommen.

5.1.4.2 Plasmidisolierungin préparativen Mengen

Die prgpardive Reinigung von Plasmid-DNA aus 50-100 m E. coli-Kultur erfolgte
nach dem Prinzip der dkdischen SDS-Lyse, die anschliel¥ende Reinigung der DNA
Uber Anionenaustauschchromatographie (Quiagen Plasmid Kit; Midi-Prdparation). Die
das entsprechende Plasmid tragenden Zellen wurden Uber Nacht bel 37 °C in 50 bis
100 ml Sdektivmedium angezogen, durch Zentrifugation (3500g, 10 min, 20 °C)
geerntet, in 4 ml P1-Puffer komplettiert mit 100 pg/ml RNase DNase frel resuspendiert,
zur anschlief3enden Lyse mit 4 ml P2-Puffer versetzt, vorschtig gemischt und fir Smin
bel Raumtemperatur inkubiert. Zur Falung von SDS, Membranbestandteilen, Proteinen
und chromosomaler DNA wurden anschlief®end 4 ml eiskdter P3-Puffer zugesetzt.
Nach 10 min Inkubation auf Eiswurden partikulare Zellbestandteile durch Zentrifugation
(20000 g, 4°C, 30 min) sedimentiert und aus dem klaren Uberstand die DNA mittels
Anionenaustauschchromatographie gereinigt. Hierzu wurde der Anionenaustauscher
(Q-Sepharose) ener "Quiagen-tip 100" Saule mit 3 ml QBT-Puffer aquilibriert und
anschlieRend der Uberstand auf die Saule gegeben. Nach Waschen mit 2 x 5ml QC-
Puffer wurde die DNA mit 5 ml QFPuffer duiert und durch Zugabe von 3.5ml
Isopropanol gefdlt (Absatz 5.1.5.2). Die gewaschene und getrocknete DNA wurde in
100 bis 200 m TE-Puffer oder Wasser gel6st. Die Prdparation grolerer DNA Mengen
efolgte nach dem glechem Prinzip mit erhdhten Mengen an E. coli-Kultur und
verwendeten Puffern und Lésungen (Quiagen Plasmid Kit; Mega- Préparation).
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5.1.5 Reinigung von DNA

5.1.5.1 Fallungvon DNA mit Ethanol

Die Ethanolfdlung dient der Konzentrieung von DNA und der Entfernung von
Proteinen, Sdzen und freien Nukleotiden. Dabel wird die Konzentration monovaenter
Kationen erhoht, was die negative Ladung der DNA neutralisert und dadurch bel
Lésungsmittelentzug durch Ethanol die DNA-Fadlung ermglicht.

Die DNA wurde mit /10 Vol. 7M Ammoniumacetat-L6sung und 3 Vol. Ethanal p.A.
zwischen 5 und 30 min auf Eis gefdlt und dann kat abzentrifugiert (20000 g, 4°C,
15 min). Das Pdlet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und 10 min unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig entfernt und das DNA-
Pellet im Exdkator oder an der Luft getrocknet. Danech wurde die DNA im
gewunschten Volumen TE-Puffer aufgenommen.

Sallten Ammoniumacetat- Riickstdnde vermieden werden, erfolgte die Ethanolfdlung mit
1/8Vol. 4M Lithiumechlorid-Losung und 3.5 Vol. Ethanol fur 30 minbe -20 °C. Das
weltere Vorgehen entsorach der Ethanolfallung mit Ammoniumacetat.

5.1.5.2 Fallung von DNA mit I sopropanol

Das Rinzip der DNA-F&lung mit Isopropanaol entspricht dem der Falung mit Ethanal.
Der Vortell dieser Methode besteht darin, dald weniger Salze ausgefd|t werden und dal3
die Falung in e@nem geringerem Gesamtvolumen maglich ist .

Die DNA wurde mit 1/4Vol. 7M Ammoniumacetat-Lésung und 1Val. 1sopropanol
fur 15 min be RT gefdlt und dann abzentrifugiert (20000 g, 15 min, RT). Das Pdlet
wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und zentrifugiert (20000 g, 4 °C, 10 min). Der
Uberstand wurde vollstandig entfernt und das DNA-Pellet im Exsikator oder an der
Luft getrocknet. Anschlief3end wurde die DNA in der gewtinschten Menge TE-Puffer

aufgenommen.

5.1.5.3 Fallung von DNA durch Polyethylenglykol (PEG)

Die Fallung von DNA durch PEG efolgte durch Zugabe von 6,5 % (w/v) PEG 8000
und NaCl (1 M Endkonzentration) fur 1 h auf Eis. Nach Zentrifugation (20000 g, 4 °C,
15 min) wurde das Pdllet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und 10 min unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig entfernt und das DNA-
Pelet im Exgkkator oder an der Luft getrocknet. Danach wurde die DNA im
gewunschten Volumen TE-Puffer aufgenommen.
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5.1.5.4 Extraktion von DNA mit Phenol/TE, Phenol/Chloroform oder

Chloroform

Die Extraktion von DNA mit Phenol/TE oder Phenol/Chloroform dient der Entfernung
von Proteinen aus DNA-LGsungen. Durch anschlief3ende Chloroformextraktion werden
Phenolreste entfernt.

Die DNA-L6sung wurde mit 1 Vol. Phenol/TE, Phenol/Chloroform oder Chloroform
versetzt und gut gemischt. Zur Beschleunigung der Phasentrennung wurde der Ansatz
zentrifugiert (20000 g, RT, 3 min) und anschlief3end die wal¥ige Oberphase in ein neues
Reaktionsgefal’ Uberfihrt.

5.1.5.5 Reinigung von DNA mit Hilfe von Glasmilch

Zur Umpufferung von DNA- L 6sungen wurde die DNA durch Adsorption an Glasmilch
(QiaEx G4 Extraction Kit) gereinigt. Nach Zugabe von 3 Vol. Puffer QX1 sowie 10-30
pl Glasmilchsugpenson wurde zur Bindung der DNA fir 10 min bel 50 °C inkubiert.
Die Glasmilch mit der daran adsorbierten DNA wurde durch Zentrifugation bei 10000 g
fir 30 s sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Pellet einmal mit 500 m Puffer
QX1 und zweimd mit je 500 m Puffer PE gewaschen, indem die Glasmilchpartikel im
jeweiligen Puffer resuspendiert und anschlief3end wieder peletiert wurden. Nach dem
letzten Waschschritt wurden dle Pufferreste entfernt und das Pellet 10-15 min an der
Luft getrocknet. Zur Elution der DNA wurde die Glasmilch in 20-50 M H,O
aufgenommen, 5min bel RT oder 50 °C inkubiert, 30 s bei 10000 g zentrifugiert und
der DNA-hdtige Uberstand in ein steriles Eppendorf- Reaktionsgef &l tiberfiinrt.

5.1.6 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

5.1.6.1 Reinigungvon DNA aus Agarosegelen durch Diffussion

Nach der Agarosegeeektrophorese (Absatz 5.1.8) wurde das die DNA enthdtende
Agarosestiick aus dem Ge ausgeschnitten und in 200 M Wasser fur 2 bis 24 hbe RT
oder 37 °C inkubiert. Auf diese Weise diffundierten kleine DNA-Fragmente (< 1 kb)
aus dem G4 in die umgebende Flissgkeit. Die genauen Bedingungen der DNA-Elution
aus dem Gd waren abhdngig von der Grofe des zu duierenden DNA-Fragmentes.
Dauer und Temperatur stiegen mit der Lange der DNA an.

5.1.6.2 Reinigung von DNA aus Agarosegelen mit Hilfe von Glasmilch

Einzelne Fragmente aus Spatungen mit Restriktionsenzymen (Absatz 5.1.9.1) konnten
nach Auftrennung des Fragmentgemisches im Agarosege (Absaiz 5.1.8) durch
Adsorption an Glasmilch (QiaEx Gd Extraction Kit) isoliert werden. Die
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entgprechende Bande wurde aus dem G ausgeschnitten, in ein 2m  Eppendorf
Reartionsgef&ld Uberfihrt und nach Zugabe von 3Vol. Puffer QX1 und 10-30 mi
Glasmilchsuspension durch Inkubation bei 50 °C fur 10 min aufgd 6. Die Glasmilch mit
der daran adsorbieten DNA wurde durch Zentrifugation bei 10000g fur 30s
sdimentiert, der Uberstand verworfen und das Pellet einma mit 500 m Puffer QX1
und zweimd mit je 500 m Puffer PE gewaschen, indem die Glasmilchpartike im
jewelligen Puffer resuspendiert und anschlief3end wieder pelletiert wurden. Nach dem
letzten Waschschritt wurden dle Pufferreste entfernt und das Pellet 10-15 min an der
Luft getrocknet. Zur Elution der DNA wurde die Glasmilch in 20-50 M H,O
aufgenommen, 5min bel RT oder 50 °C inkubiert, 30 s bel 10000 g zentrifugiert und
der DNA-hdtige Ubergtand in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefal Uberfihrt. Bel
Bedarf wurde der Elutionsvorgang wiederholt, um die Ausbeute zu verbessern.

5.1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-Konzentration in LOsungen wurde photometrisch  in @nem
Spektralphotometer durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Aus der
Absorption einer entsprechend verdinnten DNA-L6sung bel 260 nm |1&% sch nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz deren DNA-Konzentration bestimmen. Gemessen
wurde gegen Wasser in einer Quarzkiivette (Schichtdicke = 1 am). Zur Berechnung der
DNA-Konzentration gilt:

1 OD g entspricht 50 mg/ml ds DNA

Die Reinheit einer DNA-L 6sung kann photometrisch durch eine zusétzliche OD-
Bestimmung bei 280 nm Uberprift werden. In proteinfreien Proben sollte gelten:
OD260/OD280 glGCh 2

Eine Abschédzung der DNA-Konzentration konnte auch nach geleektrophoretischer
Auftrennung der DNA (Absatz 5.1.8) Uber ihre Fluoreszenzintengtét unter UV-Lichtim
Vergleich zum Langengtandard bekannter K onzentration erfolgen.

5.1.8 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA wurde in Agarosegden unterschiedlicher Dimension und
Konzentration (0.7 % bis 2% (w/v) Agarose in TBE-Puffer) durchgeftihrt. Kurze
DNA-Fragmente wurden in hochprozentigen und lange DNA-Fragmente in
niederprozentigen Gelen aufgetrennt. Die Agarose wurde im Puffer bis zur vollst@ndigen
Losung aufgekocht und zur spédteren Visudiserung der DNA wurden 0.5 nmg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Anschlief¥end wurde das Gel in eine Gelschade gegossen und
mit eénem Kamm versshen. Nach dem Ergtarren wurden die Proben mit mindestens
1/5Vol. Sucrose-Farbmarker versetzt und in die Getaschen gefullt.  Die
Elektrophorese wurdebel  einer Feldstérke von 5his
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10 V/cm in TBE Laufpuffer durchgefuihrt. Die aufgetrennten DNA-Fragmente waren ds
Banden im UV-Licht (302 nm) schtbar.

5.1.9 Enzymatische Manipulationen an DNA

5.1.9.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

DNA wurde mit Redtriktionsendonukleasen unter den vom jeweiligen Hergeller des
Enzyms empfohlenen Temperatur- und Rufferbedingungen gespdten. Alternaiv dazu
wurde haufig auch KGB-Puffer verwendet, in dem fast ale Redtriktionsenzyme unter
den empfohlenen Konzentrationen maximale Aktivitét aufwiesen (Sambrook, J. et al.,
1989). Nachteil der Verwendung von KGB-Puffer war die Notwendigkeit einer Falung
(Absatz 5.1.5) vor Gelelektrophoresen.

Fur Spdtungen wurde die DNA mit dem gewiinschten Redtriktionsenzym in einem
Volumen von 20 bis 100 m fir 1-12 h bel entsprechender Temperatur inkubiert. In den
meisten Fédlen wurden eéne Enzymmenge von 1U Redriktionsenzym pro ng DNA
verwendet. Bel andytischen Spatungen wurden in der Regd 3 U Redtriktionsenzym pro
ng DNA in die Resktion eingesetzt. Bel Partiaspatungen wurde die Inkubationsdauer
auf wenige Minuten verkirzt.

Waren ba ene Spdtung mit zwel oder drei Enzymen die Pufferbedingungen nicht
kompatibel, so wurde zunéchst mit einem Restriktionsenzym gespdten, die DNA Uber
Glasmilch  gerenigt (Absatz 5.1.5.5) und anschlielend mit dem 2zweten

Redtriktionsenzym gespaten.

5.1.9.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um ene Religaion von mit nur enem Redriktionsenzym oder blunt end gespatenen
Vektoren bel der Klonierung zu vermeiden, wurde der Resktionsansaiz nach der
Spdtung mit 10m 10x CIP-Puffer versstzt und mit Wasser auf ein Volumen von
100 m aufgefiillt. Nach Zugabe von 10 U Alkaischer Phosphatase pro ng DNA wurde
der Ansatz 1h ba 37°C inkubiet. Die Isolierung und Aufreinigung der
dephosphorylierten DNA-Fragmente erfolgte Uber Agarosegelelektrophorese (Absatz
5.1.8) und Reinigung Uber Glasmilch (Absatz 5.1.6.2).

5.1.9.3 Erzeugung glatter DNA-Enden

Die Enden von blunt end zu klonierenden DNA-Fragmenten wurden in Fill-in Puffer in
Gegenwart von jewells 25 M dNTPs mit 2U T4 DNA-Polymerase pro ng DNA
durch 30 min Inkubation bei 37 °C aufgefullt bzw. abgebaut. Alternativ dazu wurden 5-
Uberhange mit 6,5 U DNA-Polymerase | aus E. coli (Klenow Fragment) in Klenow
Reaktionspuffer in Gegenwart von je 1 mM dNTPs pro pg DNA  durch 15 min
Inkubation bei 37°C aufgeflllt. Der Abbau von 3-
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Uberhdngen efolgte dternativ zur Behandiung mit T4 DNA-Polymerase mit Si-
Nuklease in S1-Reaktionspuffer. Pro pug DNA wurden 1 U Enzym eingesetzt und fur
30 min bel 37 °C inkubiert. Nach jeder der Methoden erfolgte eine sofortige Phenol-
Chloroform-Extraktion (Absatz 5.1.5.4) und anschliel¥ende Fdlung mit Ethanol (Absatz
5.15.1).

5.1.9.4 Ligation von doppelstrangiger DNA

Be der Ligation von zwe DNA-Fragmenten zu einem zirkuléren Produkt wurde das
DNA-Insert-Fragment in einem 3 his 5 fachen molaren Uberschul zum Vektorfragment
angesetzt, wobel die Gesamtkonzentration an DNA 510 pug/ml betrug. Die Ligation
erfolgtein T4 DNA-Ligase-Puffer mit 2 U T4 DNA-Ligasefur 1 h bei 37 °C oder Uber
Nacht bei 15°C in @nem Gesamtvolumen von 15 bis 30 ml. Der Ligationsansaiz
konnte direkt zur Transformation kompetenter E. coli-Zellen eingesetzt werden (Absatz
51.3.2).

5.1.10 Polymer asekettenr eaktion (PCR) (Saiki, R. K. et al., 1988)

Die PCR ig ene in vitro Methode zur enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-
Segmente. Se emdglicht die sdektive Vervidfachung enes spezifischen DNA-
Fragments auch aus einer komplexen DNA heraus. Die Resktion basert auf der
Anlagerung (Anneding) und Verlangerung (Extension) zweier Oligonukleotid-Primer,
die entgegengesetzt die Zidregion in ene Duplex-DNA flankieren. Die Resktion
besteht aus aufeinanderfolgenden Amplifikationszyklen, die jeweils durch drei Phasen
unterschiedlicher Temperatur charekterisert snd. In der ersten Phase, der
Denaturierungsphase, wird die Doppelstrang-DNA durch Erhitzen in Einzdstrang-DNA
Uberfuihrt. Durch das anschlief3ende Absenken der Temperatur in der Annedling-Phase
kommt es zur spezifischen Hybridiserung der Oligonukleotid-Primer an  die
komplementéren Zidregion der denaturierten DNA-Métrize. In der Extensons-Phase
werden die Primer durch eine thermostabile DNA-Polymerase bei hoher Temperatur
komplementé&r zur Matrize verlangert. In den aufeinanderfolgenden Amplifikationszyklen
kommt es zur Akkumulation der durch die beiden Primer flankierten DNA-Sequenz.

5.1.10.1Polymer asekettenr eaktion mit spezifischen Primern

Die PCR-Bedingungen wurden je nach Lange der zu amplifizierenden Sequenz und
Lange und G/C-Gehdt der jewelligen spezifischen Primer individuel angepad. Die
Reaktionen wurden med in 100 m Gesamtvolumen durchgeftihrt und enthieten
folgende Komponenten: 1 bis 10ng linearisete Plasmid-DNA (bel Verwendung
chromosomaer DNA bis zu 1 ng), 20 bis 100 pmol einesjeden Primers, 250 nM jedes
dNTPs, 10 m Tag DNA-Polymerase-Puffer (10x), 1 bis 2 mM Magnesiumchlorid und
1 U Taq DNA-Polymerase. Zudem wurden in enigen Fdlen weitere Komponenten
wie 4% Glycerin, 1,7% DMSO, 1ngE.
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coli SSB (Varadarg, K. und Skinner, D. M., 1994) oder 50 mM
Tetramethylammoniumacetat zugesetzt, um die Ergebnisse zu optimieren.

Die Lange und Temperatur der einzelnen Schritte eines Zyklus sowie die Anzahl der
Zyklen wurde durch die Wahl der Matrize, die Basenzusammensetzung und Lange der
Primer und durch die Lange der zu amplifizierenden Sequenz bestimmt: Nach
Denaturierung fir 5min be 95 °C efolgte die Zugabe der Taq Polymerase bel 85 °C
und der Zyklus wurde gestartet ot start PCR). Die Denaturierung erfolgte in der
Rege fur 30 bis 60 s bel 95 °C, das Primer-Anneding fur 30 bis 60 s bel der unten
beschriebenen fir das verwendete Primerpaar charakteristischen Temperatur und die
Elongation fir 1 min/kb bei 72 °C; eswurden jewells 15 bis 35 Zyklen durchgeftinrt.

Die Schmeztemperatur eines Oligonukleotides berechnete sich wie oben beschrieben
(Absatz 5.1.11.1).

Die optimde Anneding-Temperatur fUr eine Polymerasekettenresktion erhidt man
durch Ermittlung des Mittelwertes fir beide Primer und Subtraktion von 3°C vom
erhatenen Wert:

TA"R[°Cl =Tl + T2/ 2-3[°C]

5.1.10.2Einfuhrung von Mutationen durch Polymerasekettenreaktion
(SOE-PCR)

Die PCR eignet sch auch zur gezielten Einfihrung von Mutationen in bekannte DNA
Abschnitte durch rekombinante PCR Techniken wie die SOE-PCR (splicing by
overlap extension). Bel dieser Technik werden zum einen sogenannte &ulere PCR
Primer eingesetzt die entgegengesetzt die Zidregion in einer Duplex-DNA flankieren und
zusitzlich sogenannte Uberlgppende innere Primer, die die einzufihrende Mutation
tragen. Das Prinzip der Mutagenese durch SOE-PCR ist in Abbildung 4 schematisch
dargestdlt. Zundchgt wird in zwel getrennten Resktionen die 3' und die 5' Halfte der
Zidsequenz mit je einem inneren und einem aul¥eren Primer wie oben beschrieben
amplifiziert. Zur Berechnung der Annedling- Temperatur mufden jewellige Fehlpaarungen
beachtet werden. Nach Entfernung der Primer curch Aufreinigung der PCR-Produkte
Uber Agarosegel e ektrophorese (Absatz 5.1.6.2) wurden jewells etwa 50 ng der 3' und
5" PCR-Produkte gemischt und einer PCR-Resktion mit den &ul}eren Primern
unterworfen (SOE-PCR). Bel der auf die Denaturierung folgenden Renaturierung
wéahrend der Annedling Phase kommt es Uber deren komplementére Regionen zur
Hybridiserung der beiden unterschiedlichen PCR-Produkte miteinander. Die 3' Enden
werden dann wéahrend der Elongeation verlangert, so dal? die mutageniserte Ziel sequenz
as Produkt entsteht. Diese mutagenisierte Zielsequenz wird dann ausgehend von den
beiden aulZeren Primern in den folgenden PCR-Zyklen amplifiziert.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der gezielten Mutagenese tiber SOE-PCR.

Nach Amplifikation der 3' und 5' Region der Zielsequenz mit inneren Mutagenese Primern und
auRReren Primern in zwei unabhangigen Reaktionen und der Aufreinigung der Produkte erfolgt
die SOE PCR. Hierbei werden die beiden PCR Produkte Uber ihre homologen Bereiche
miteinander verknlpft, die 3' Enden verlangert und die entstehende mutagenisierte Ziel sequenz
durch die aulzeren Primer amplifiziert.

5.1.11 Nukleotidsequenzanalyse von DNA (Sanger, F. et al., 1977,
Ansorge, W. et al., 1987)

5.1.11.1 Cycle Sequencing (Amer sham)

Be dieser Vaiante der enzymatischen Sanger- Sequenzierung wurde eine hitzestabile
Polymerase verwendet, um die eingesetzte DNA-Matrize in wiederholten Zyklen von
Denaturierung, Primeranneding und Elongation mehrfach zu nutzen. Die Vortelle dieser
Methode waren die geringe erforderliche Menge an der DNA-Matrize sowie die
Verhinderung von Sekundérstrukturen durch die hohen Temperaturen und damit die
Vermeidung von dadurch bedingten unspezifischen K ettenabbriichen.

Fur eine Sequenzierung wurden 150 bis 600 fmoal lineariserte Matrizenn DNA 2 pmoal
IRD-800-markierter Primer und 1 m DMSO eingesstzt und mit deminerdiderten
Wasser auf 25m aufgeflllt. Je 6 m dieses Ansatzes wurden auf die in PCR-
Reaktionsgefa3en vorgeegten 2 m Terminationsmixe (G, A, T, C) vertelt. Die PCR-
Bedingungen wurden wie folgt gewdhlt: 2 min 95 °C Denaturierung, dann 30 Zyklen
15 s 95 °C Denaturierung, 30 sAnneding bei der
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unten beschriebenen Primer-spezifischen Temperatur und 1min Elongation bel 72 °C.
Nach der Reaktion wurden je 8 ul LI-COR-Farbmarker zugesetzt, denaturiert und ein
Aliquot auf das Sequenziergd aufgetragen.

Die Schmeztemperatur eines Oligonukleotides, maist im Bereich von 40 bis 60 °C,
berechnete sich nach einer Formel, die sowohl den GC-Gehdlt as auch die Lange der
Oligonuklectide berlicks chtigt:

T °C] = 69.3 + 0.41 x [% GC-Gehdlt] -650/Lange des Oligonukleotids [°C]

Die Anneding-Temperatur fir das Cycle Sequencing erhidt man durch Ermittiung des
Mittelwertes fir beide Primer und Addition von 3 °C zum erhatenen Wert:

Tacs[Cl = (Tml+Tw2/2) +3[C°]

5.1.11.2Analyse der Sequenzreaktionen

Die fur die Andyse der Sequenzresktionen auf dem LI-COR-DNA-Sequencer
benttigten LI-COR-Sequenzgele (Dimengon: 660 x 180 x 0.25 mm) enthidten 4,3 %
(W) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1). Zur Herstedlung der Gele wurden 4,3 ml Long
Ranger Acrylamidiésung, 5ml 10xTBE, 0,5 ml DMSO, 25 ul TEMED, 32 ml Wasser
und 21 g Harngtoff bis zur vollstndigen Lésung gemischt und gerilfiltriert. Anschlief3end
wurden 250 m einer 10 %igen APS-L6sung zugesatzt und das Gl sofort gegossen. LI-
COR Sequenzgde mit kirzerer Trenndrecke (Dimenson 410 x 180 x 0,25 mm)
enthielten 6% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1). Als Laufpuffer diente 0,8 x TBE-
Puffer. Nach Auftrag der Sequenzresktionen erfolgte die Elektrophorese unter
folgenden Bedingungen: 2000V, 37mA, 50W, 45°C Getemperatur,
Motorgeschwindigkeit des Lasers. 3-4.

Die wahrend des Laufs aufgezeichneten Huoreszenz- Signde wurden mit Hilfe des im
LI-COR System enthatenen Programms Base ImagIR Version 2.30 ausgewertet.

5.2 ZELLKULTURUND ZELLBIOLOGISCHE M ETHODEN

5.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zdlen wurden in wassergesdttigter Atmosphéare bei 10 % CO, und
37 °C in DMEM 1 ¢/l Glukose Medium komplettiert mit 10 % fetalem K&berserum
und 2mM L-Glutamin in Anwesenheit von 100 U/ml Penizillin und 0,1 mg/ml
Streptomyzin kultiviert. Die Anzucht erfolgte in Schaen oder Haschen verschiedener
Grole mit entsprechenden Mengen an Medium. Ein Mediumwechse war in
Abhéngigket von der Zdldichte dle zwei bis vier Tage notwendig. Alle  Medien und
Losungen wurden vor Verwendung auf 37 °C
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vorgewarmt und simtliche Arbaten mit derilem Pagikmateria unter der Sterilbank
durchgefihrt.

5.2.1.1 Zellpassage

Be Erreichen einer gewissen Zdldichte wurden die Zdlen zum weiteren Wachstum im
Verhdtnis 1.5 bis 1:12 in neue Kulturgefd3e Uberflhrt. Dazu wurde das Medium
grundlich entfernt, die Zdlen ein- bis zweimd mit HBSS Puffer gewaschen und dann
durch Abklopfen von der Plastikoberfléche gel6st. Anschlief3end wurden die Zdlen in
en geriles Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, zentrifugiert (200 g, 20 °C, 10 min), das
ZdIpdlet in ener entsprechenden Menge Medium aufgenommen und die Zdlen in der
gewlinschten Dichte ausgeséit. Alternativ erfolgte die Zdlpassage mit Hilfe der Protease
Trypsin. Hierau wurde das Medium grindlich entfernt und die Zelen in Abhdngigkeit
von der Zdldichte und dem Zdltyp in enem empirisch ermittelten Volumen
Trypsn/EDTA fir bis zu 5 min bel 37 °C inkubiert. Das durch die Trypsin verursachte
Abrunden und somit Ablésen der Zdlen wurde sowohl mikroskopisch ds auch
makroskopisch  kontrolliet. Die Proteasesktivitdt wurde durch Zugabe von
serumhdtigem Medium beendet, die Zdlen vereinzelt und die Zdlen in der gewiinschten
Dichte ausgesit. Bl Bedarf wurde die Zdlzahl pro Mililiter durch Auszéhlen der Zdllen
im Hamozytometer bestimmt.

5.2.1.2 Langfristige Lagerung eukaryontischer Zellen

Zur langfrisigen Lagerung der Zdlen wurden diese schonend in Anwesenheit von
DMSO eingefroren. Dazu wurden die Zdlen in eine 75 onf-Gewebekulturflasche
passagiert und beim Erreichen einer 60-90 %igen Konfluenz in en Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt, pelletiert (200 g, 15 min, 4 °C), in 05 ml eiskdtem Medium 1 (80 %
DMEM, 20 % FCS) resuspendiert, in mit 0,5 ml Medium 2 (60 % DMEM, 20 %
FCS, 20 % DMS0) gefilllte Einfrierrdhrchen trandferiert und gemischt. Die Rohrchen
wurden in einem auf 4 °C vorgekihiten Isopropanoltank langsam auf -70 °C (1
°C/min) abgekhlt und anschliel¥end in Stickstoff gelagert.

5.2.1.3 Auftauen und Revitalisierung langfristig gelagerter Zellen

Das Einfrierréhrchen wurde nach der Entnahme aus dem Stickgtofftank bis zum fast
vollstdndigen Auftauen der Zdlen bel 37 °C inkubiert, die Zelsuspenson seril in 20 ml
Wachstumsmedium Uberfihrt und die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 200 g, 4 °C)
pelletiert. Nach Aufnahme in komplettietem DMEM wurden die Zdlen in ene
Kulturflasche Uberfhrt und kultiviert.
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5.2.2 Stabile und transiente Transfektion eukaryontischer Zellen mit

Plasmid-DNA

Die fir dle Transfektionen verwendete Plasmid-DNA wurde durch dkdische Lyseim
prparativen Maldstab gewonnen (Absatz 5.1.4.2). Die in Schden kultivierten zu
trandfizierenden Zdlen befanden sch in der exponentidlen Wachsumsphase mit ener
Konfluenz von 20-40 % bei transienter und 50-80 % bel stabiler Transfektion.

5.2.2.1 Calciumphosphat-vermittelte Transfektion

Nach Passage ener entsorechenden Menge an Zdlen in @ne 60 mm
Gewebekulturschae und Wachsum fir einen Tag wurden die Zelen mehrfach mit
HBSS Puffer gewaschen und anschlieend fir 2 - 4 h in 3 ml frischem DMEM
kultiviert. 20 pg Plasmid-DNA wurden in 220 pl 0,2x TE-Puffer und 250 pl 2x HBS
aufgenommen. Zu dieser Mischung wurden 30 pl 2,5 M CaCl, langsam zugegeben und
der Ansatz fur 20-30 min bal RT inkubiert. Anschlief¥end wurde die Cal ciumphosphat-
DNA-L6sung vordchtig zum Wachsumsmedium zugegeben.

Fur die trandgente Transfektion wurden die Zellen fur 48 h be 37 °C und 10 % CO,
kultiviert, anschlieflend lysiert und die Lysate bis zur Weiterverarbeitung be -70 °C
gelagert. Ba gtabiler Transfektion erfpogte nach 24 h die Sdektion antibiotikares stenter
Zdlen mit Sdektivmedium (DMEM mit 400 pg/ml G418) welches dan etwa 6 - 8
Wochen ds Kulturmedium verwendet wurde. Nach dem Absterben der nicht
trandfizierten Zelen wurde de Antibiotikakonzentration im Kulturmedium auf 200 pg/ml
gesenkt. Die trandfizierten Zdlen wurden dann as antibiotikaresstente polyklonae
Zdllinien gehdten und fir die entgorechenden Analysen verwandt.

5.2.2.2 Superfect-vermittelte Transfektion

Nach Passage ener entsprechenden Menge an Zdlen in ene 60 mm
Gewebekulturschae und Wachstum fir einen Tag bel 37 °C und 10 % CO, wurde die
Plasmid-DNA-L6sung fur die Transformation der Zellen vorbereitet. Dazu wurden 2 g
Paamid-DNA mit einer minimden Konzentration von 0,1 pg/ml mit DMEM ohne
Serum und Antibiotika zu enem Volumen von 150 pl versetzt, be trandenter
Trandfektion 30 pl Superfect Transfektionsreagenz bel Stabiler Transfektion 20 pl
Superfect Transfektionsreagenz zugegeben, vermischt und der Ansatz fir 5 - 10 min zur
Komplexbildung bel RT inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurde das Kulturmedium
von den Zdlen entfernt und diese eénmd mit 4 ml HBSS gewaschen. Die Plasmid-
DNA-L6sung wurde mit 1 ml komplettem DMEM versatzt, gemischt und auf die Zellen
gegeben.
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Die anschlief}ende Kultur und Selektion der Zdllen erfolgte wie oben (Absaiz 5.2.2.1).

5.2.2.3 Effecten-ver mittelte Transfektion

Nach Passage ene entprechenden Menge an Zdlen in ene 60 mm
Gewebekulturschale und Wachstum fir einen Tag bel 37 °C und 10 % CO, wurde die
Pasmid-DNA-L6sung fir die Transformation der Zellen vorbereitet. Dazu wurde 1 g
Plasmid-DNA mit einer minimaen Konzentration von 0,1 pg/ml mit EC Puffer zu eénem
Volumen von 150 pl versetzt, 8 pul Enhancer zugegeben und die Ldsung gemischt. Der
Ansatz wurde fir 2 - 5min bel RT inkubiert, kurz zentrifugiert, 25 pl Effecten zugesetzt,
gemischt und fir weitere 5-10 min bel RT inkubiert. Wéahrend dieser Inkubation wurde
das Kulturmedium von den Zdlen entfernt, diese enmd mit 4 ml HBSS gewaschen und
mit 4 ml frischem kompletten DMEM Uberschichtet. Die Plasmid-DNA-L 6sung wurde
dann mit 1 ml komplettem DMEM versatzt, gemischt und auf die Zellen gegeben.

Die anschlief3ende Kultur und Sdlektion der Zdlen erfolgte wie oben (Absatz 5.2.2.1).

5.2.3 Immunfluoreszenz

Fur die Untersuchung eukaryontischer Zelen mittels Immunfluoreszenz wurden die
Zdlen in 24-Well-Platten bis zu einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert, das Medium
entfernt und die Zdlen dreimd mit PBS gewaschen. Zur Fixierung wurden die Zdlen mit
4 % Paraformaldehyd in PBS Uberschichtet und 15 min be RT inkubiert. War eine
Permesbiliserung der Zdlmembran erwiinscht wurde anschlie3end nach zweimaigem
Waschen mit PBS fir 2 min be RT mit 0,2 % Triton X-100 inkubiert. Nach
viermdigem Waschen mit PBS erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen durch
Uberschichtung mit 2 % BSA in PBS fir 30 min bei RT. Anschlieflend wurde der
entsprechend in PBS-Puffer verdinnte Prim&antikdrper (AK 3B5: 1:3; AK 13A5:
1:75) auf die Zdlen gegeben und fir 2 h bal RT inkubiert. Nach viermdigem Waschen
mit PBS-Puffer erfolgte die 15-30 min Inkubation mit dem 1:200 verdinnten
Sekundérantikrper TRITC-Ziege anti-Maus bel RT und in Dunkelheit. Anschlief3end
wurden die Zdlen vierma mit PBS gewaschen und unter dem Fuoreszenzmikroskop
andysert. Die Ergebnisse wurden photographisch festigeha ten.
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5.3 PROTEINCHEMISCHE M ETHODEN

5.3.1 Zellyseund Praparation von Proteinextrakten

5.3.1.1 Praparation von Hirnhomogenaten

Zur Gewinnung von Hirngewebe aus Mausen wurde das Gehirn vorsichtig aus dem kurz
zuvor durch Genickbruch getGteten Tier prépariert, die beiden Hemisphéren getrennt
und entweder direkt weterverarbeitet oder in gerilen 15 ml Roéhrchen in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bel -70 °C gelagert.

In enem Homogenisator wurde das Gewebe mit 9Val. Lysspuffer versetzt und mit
Hilfe des Homogenisatorkolbens zu ener glechmédlgen Suspenson zerkleinert.
Anschliel}end wurde die Suspension zur Zerstérung chromosomaer DNA 15 s bel
voller Leistung sonifiziet. Nach Zentrifugation (100009, 4 °C, 5min) wurde der
proteinhdtige Ubersand abgenommen und diquotiert. Ein Aliquot wurde zur
Protenkonzentrationsbestimmung  enthommen und der Rest bis zur walteren
Verwendung be -70 °C gdagert.

5.3.1.2 Praparation von Zellysaten

Zur Gewinnung von Proteinextrakten aus Zd lkulturen wurden die Zdlen zunéchgt zwel-
bis drema mit PBS gewaschen. Bel Anzucht in Zelkulturschaen wurde der Puffer
entfernt, die Schaen auf Eis gestdlt und mit 100-500 pl Zdlysspuffer Uberschichtet. Die
Zugabe von Proteasainhibitoren wie PMSF efolgte in Abhdngigkeit von der
Weiterverarbeitung der Lysate. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die lysierten
Zdlen mit Hilfe enes Zdlschabers gesammet und in ein vorgekihltes Reaktionsgefdl3
trandferiert, kurz gemischt und 15s be maximde Ledung sonifiziet. Nach
Zentrifugation (2 min, 20000 g, 4 °C) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt, ein Aliquot wurde zur Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen und der
Rest his zur weiteren Verwendung bei -70 °C gdagert. Bel Anzucht in Zdlkulturflaschen
wurden die Zdlen nach dem Waschen mit PBS vom Boden der Flasche abgespilt, in
en Zentrifugenréhrchen trandferiert und abzentrifugiert (15 min, 200g, 4 °C). Das
ZdIpdlet wurde dann mit 300-1000 ul Zdlysspuffer versetzt, gemischt und fir 20 min
auf Eis inkubiert. Nach der Lyse wurde wie oben beschrieben verfahren (Absaiz
53.1.1).

5.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration in Rohlyssten wurde photometrisch  in @nem
Spektra photometer in Quarzkivetten durch Messung der Absorption bei 280 nm
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bestimmt. Eine ODogonm Von 1,0 entspricht einer Konzentration von 1 mg/ml (Harlow,
E. und Lane, D., 1988).

5.3.3 Methanolfallung von Proteinen

Die Mehanolfdlung diente der Aufkonzentrierung sowie dem Umpuffern von
Proteinhomogenaten. Das Homogenat wurde mit 4Vol. eiskatem Methanol versetzt
und die Proteine fir ene Stunde bel -70 °C bzw. Uber Nacht bei -20°C und
anschliefende Zentrifugation (20000 g, 4°C, 5min) gefdlt. Der Uberstand wurde
verworfen und das Proteinpellet fir 10-30 Minute bel 30 °C getrocknet. Anschliel3end
erfolgte die Aufnahme der Proteine im gewiinschiten VVolumen Zdlysispuffer.

5.3.4 Immunprazipitation

Die Immunprézipitetion dient zur Anreicherung enes bedimmten Proteins aus
Proteingemischen. 100 pl Zdl- oder Hirnhomogenat wurden mit 200 pl HNTG Puffer,
20 pl Protein A Sepharose oder Agarose (1:1 in Wasser) und einer vom Antikérper
abhangigen Menge an Antikorper oder Antiserum versetzt (1A8 1:100, 3B5 1:1) uwnd
mindestens 4 h bel 4°C in Bewegung inkubiert. Nach anschlief3ender Zentrifugation
(20000 g, 4°C, 2min) wurde das Pdlet finfma mit je 1 ml HNTG Puffer gewaschen
und dann in enem gedigneten Volumen 2x SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen.
Immunprézipitationen aus dem Zdlkulturibersdand wurden auf &hnliche Weise
durchgefihrt. 1 ml Zdlkulturlbergand wurde mit HEPES pH 75 zu ene
Endkonzentration von 20 mM versetzt, 20 pl Protein A Sepharose oder Agarose (1:1in
Wasser) und eine entsprechende Menge des jewelligen Antikorpers wurden zugegeben.
Dann wurde wie oben beschrieben weiterverfahren.

5.3.5 Enzymatische Manipulationen an Proteinen

5.3.5.1 Deglykosylierung von Proteinen durch PNGaseF

Zur Entfernung von Uber N-glykosdische Bindungen verknipften Zuckerbausteinen
wurden die Proteine in Zdlyssten oder Hirnhomogenaten einer Spaltung mit N-
Glykosidase F (PNGaseF) unterworfen. Dazu wurde Lysat oder Homogenat das
100 pg Protein enthidt mit Lysspuffer auf ein Volumen von 18 pl aufgeftllt, mit 2 pl
10x Denaturierungspuffer versetzt und fur 10 min bel 95 °C inkubiert. Nach Abkiihlung
auf Eis und kurzer Zentrifugation (10000 g, 4°C, 2 s) erfolgte die Zugabe von 2,5 pl
10x G7 Puffer und 2,5 pl 10% NP-40 und schliefdich von 500 U PNGaseF. Die
Resktion efolgte durch Inkubation fur 2-16h be 37 °C. Die Proben wurden
anchlief¥end im Western Blot (Absatz 5.3.6) andysert.
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5.3.5.2 ProteinaseK Verdau

Zur Analyse der Proteinase K Sendtivité verschiedener Prionprotein Konstrukte
wurden Zellysate der entsprechenden polyklonden Linien eénem milden Proteinase K
Verdau unterworfen. Dazu wurde Lysat oder Homogenat das 100 g Protein enthielt
mit 3,3 ug/ml Proteinase K versetzt, fir 10 min bel 37 °C inkubiert, die Resktion durch
Zugabe von PMSF zu einer Endkorzentration von 2 mM abgestoppt und der Ansatz
sofort mit 2x SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden anschlief3end im
Western Blot (Absatz 5.3.6) andysert.

5.3.6 Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter

Proteine (Western Blot)

5.3.6.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur dektrophoretischen Auftrennung denaturierter Proteine dienten diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gele (Laemmli, U. K., 1970), die aus einem 5%igen Sammelgd
und aus einem 15 %igen Trenngd bestanden.

Zuné&chst  wurden das  Trenngd, bestehend aus 38ml 40%iger
Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung (37,5:1), 2,6 ml 1,5M Tris-HCI, pH 8,8; 50 ul 10 %
SDS, 10 TEMED, 38ml Wasser und 50 10 % APS in die nach
Hergdleranweisung vorberdtete Gelgief3einheit gegossen und zur Erzeugung ener
geraden Abschlul¥kante mit Isopropanol Gberschichtet. Nach der Polymerisation wurde
das Isopropanol entfernt, das Sammelgd, bestehend aus 05ml 40 %iger
Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung (37,5:1), 0,88 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 18 pl 10 %
SDS, 10 yl TEMED, 2,6 ml Wasser und 20 pl 10 % APS gegossen und der Kamm
engesetzt.

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben vor dem Auftragen mit 2x SDS-

PAGE-Probenpuffer gemischt und 5- 10 min bel 95 °C inkubiert. Die Elektrophorese
in Ix Laufpuffer erfolgte bei einer Stromstérke von 20 mA pro Gd fir 60-90 min.

5.3.6.1.1 Anfarbung von Proteinen in SDS-PAG

Die Anfarbung von Proteinen efolgte durch Coomasse Birilliant Blue R250. Dazu
wurde das Gd mindestens 15 min in Coomassie- Farblésung gefarbt und anschlielend
mehrmals in Entfarber- L 6sung entfarbt bis die Proteinbanden gut zu erkennen waren.

Alternativ erfolgte die Farbung mit Nil-Rot. Dazu wurde die Geleektrophorese in
Laufpuffer mit haber SDS-Konzentration durchgefiihrt, da SDS die Anférbung
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mit Nil-Rot beeintréchtigt. Das Gel wurde mehrfach in Wasser gewaschen, dann in aus
ene Stammlosung mit frisch angesetzter wassiger Nil-Rot-Lésung (Endkonzentration
2 pg/ml) unter Schitteln 5 min bel RT inkubiert und anschlief3end mehrfach mit Wasser
gewaschen. Die aufgetrennten Proteine wurden as Banden im UV-Licht (302 nm)
Schtbar.

5.3.6.2 Ubertragung von Proteinen auf PVDF-Membranen

Die Immobiliserung der dektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf PVDF-
Membranen erfolgte durch Elektrodution im Semi-dry-Verfahren (Towbin, H. et al.,
1979; Towbin, H. und Gordon, J., 1984).

Zunéchg wurde die Immobilon-P Membran in 100 % Methanol, dann in 70 %
Methanol getrankt und anschlief3end kurz in Transferpuffer quilibriert. Danach wurden
vier mit Trandferpuffer getrankte Lagen Whatman 3MM Chromatographiepapier, die
Membran, das Gel sowie weltere vier Lagen trandferpuffergetranktes Whatman-Papier
luftblasenfrel Ubereinandergelegt, der gesamte Stapel mit der Membran zur Anode
zwischen den Elektrodenplatten der Semi-dry Transfereinheit plaziert und der Trandfer
fir 30-60 min bei einer Stromstarke von 0,8 mA/ent Geloberfl&che durchgefiihrt.

5.3.6.3 Immunologische Detektion durch Chemolumineszenz

Nach dem Trander wurden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran durch
Inkubation in Blocking-Puffer fir 1h bel RT in Bewegung oder Gber Nacht bei 4°C
abgesittigt. AnschlielRend efolgte die spezifische Bindung des in Blocking- Puffer
verdinnten Primérantikdrpers fir 1 h bel RT. Nach dremaligenm Waschen der
Membran mit Blocking-Puffer fir je 5-10min wurde 1h mit dem an den
Primarantikorper bindenden, Alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundérantikorper
inkubiert, erneut zweimd fir je 5-10 min gewaschen und die Membran schliefdich
zweimd fur je 2min in Deektionspuffer &quilibriert. Anschlie®end wurden die
Membranen vollgdndig mit dem Chemilumineszenz- Substrat CDP-Star benetzt und
luftblasenfrel zwischen zwe  Pladtikfolien plaziet. Die be der Umsetzung des
Chemilumineszenz-Substrats  durch  die  Alkadische Phosphatase  entstehenden
Lichtsgnale wurden entweder auf Rontgenfilmen dokumentiert oder direkt mittels eines
CCD-Kamera-Systems detektiert und in digitaen Bilddateien aufgezeichnet. Nach der
Detektion der Lichtsgnale wurde eine Quantifizierung der Intengtéten einzelner Banden
mit Hilfe des Programms TINA 2.09 durchgefihrt.

Die fur immunologische Detektionen in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in
Tabdle 1 aufgeftinrt.
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Tabelle 1: In Western Blot-Analysen verwendete Antikorper.
Anti-PrP- Spezifikation Verdlinnung im Herkunft/ Referenz
Antikorper Western Blot
3B5 Maus-monoklona 1:50 (Krasemann, S. et al .,
Hybridoma 1996)
Kulturiiberstand
6H4 Maus-monoklona 1:2000 Prionics AG, Basd,
Awzites Schweiz
13A5 Maus-monoklona 1:2000 (Barry, R. A. und Prusiner,
Awzites S. B., 1986)
1A8 K aninchen-polyklona 1:10000 (Jeffrey, M. et al., 1996)
Antiserum
Kan72 K aninchen-polyklond 1:2000 (HOlscher, C. et al., 1998)
Antiserum
3F4 M aus-monoklond 1:10000 (Kascsak, R. J. et al.,
Aszites 1987)
7G5 Maus-monoklond 1:200 (Kascsak, R. J. et al.,
Axzites 1997)
Sekundar- Spezifikation Verdiinnung im Herkunft/ Referenz
Antikor per Western blot
Ziege- Affinititsgeranigtes 1:1000 Dako Diagnostika GmbH,
anti-Maus| Serum, Alkdische Hamburg
s Fhosphatase gexoppelt Dianova Immun-
diagnogtik, Hamburg
Ziege- Affinitétsgerenigtes 1:1000 Dako Diagnostika GmbH,
anti- Serum, Alkdische Hamburg
Kaninche | Phosphatase gekoppelt
n AP

5.3.6.4 Immunologische Detektion mit NBT/BCIP

Die Abdeckung unspezifischer Bindungen sowie die Antikdrperinkubationen und die
Waschschritte wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt (Absatz 5.3.6.3).

Die Membran wurde zweima fir je 2 min in Alkaische Phosphatase Puffer &quilibriert.
Anschlief?end efolgte die Visudiserung der Antikorper-Signde direkt  auf  der
Membran durch en inener Alkaische Phosphatase-Resaktion
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gebildetes Farbprazipitat. Dazu wurden die Membranen mit Farbelsung (45 m NBT-
Lésung und 35 m BCIP-Laésung in 10 ml Alkalische Phosphatase Puffer) Uberschichtet
und ohne Bewegung im Dunkeln inkubiert, bis die spezifischen Sgnde die gewiinschte
Intengitét erreicht hatten.
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6 ERGEBNISSE

6.1 ANALYSE DER ZELLULAREN SPALTUNG DES PRIONPROTEINS IN

HIRNHOMOGENATEN

Ausgehend von den verdffentlichten Andysen an Hirnhomogenaten verschiedener
Spezies (Pan, K. M. et al., 1992; Harris, D. A. et al., 1993; Chen, S. G. et al., 1995)
wurde zunéchst versucht, die proteolytischen Spaltung von PrP* durch immunologische
Detektion des Prionproteins und seiner  Spdtprodukte in Hirnhomogenaten
nachzuweisen. Fir diese Untersuchungen wurden ds Ausgangsmaterid Hirnhomogenate
von Hamgern sowie verschiedenen Maudinien verwandt. Wegen der guten
Veflgbarkeit spezifischer N- und C-terminder AntikOrper gegen Hamster PrP*
(HaPrP) wurde die Mehrzahl der folgenden Untersuchungen mit Hirnhomogenaten der
HaPrP Uberexprimierenden transgenen Maudinie tg81 durchgefihrt, die eine zwe- bis
vierfache Uberexpresson des Hamster Prionproteins (Scott, M. et al., 1993), und
aufgrund der Verwendung des HaPrP-Promotors ein im Verglech zu Wildtyp-Méausen
nahezu identisches Expressonamudter zeigt (Scott, M. et al., 1989).

6.1.1 Detektion desN-terminalen Spaltprodukts

Das durch proteolytische Spaltung des Hamgter Prionproteins in dessen zentraler
Region entstehende N-terminale Spatprodukt sollte die Aminosiuren 23 bis 111 oder
112 umfassen (Vergleiche Abbildung 2, Seite 9) und wie aus der Aminosiuresequenz
emittelt werden konnte en Molekulargewicht von etwa 9 kDa aufweisen. Der
Nachweis dieses Spaltprodukts sollte durch Auftrennung der Proteine aus tg81
Hirnhomogenaten im SDS-PAG und anschliel}ende immunologische Detektion mit den
N-terminalen Antell des Prionproteins erkennenden Antikdrpern erfolgen. In Abbildung
11 (Seite 53) snd die Epitope der im folgenden verwendeten N-terminden Antikorper
3B5 und Kan72 schematisch dargestellt.

Daes sich bei PrP* um ein Glykoprotein handdlt, dasin vivo sowohl in unglykosylierter
dsauch in én- und zweifach glykosylierter Form vorliegt, wurden, wie exemplarisch in
Abbildung 5 gezeigt, im Western Blot drel Banden unterschiedlichen Molekulargewichts
detektiert. Dieses fir PrP° charakteristische Bandenmuster, mit der stérksten Bande bei
etwa 35 kDa fur die doppelt glykosylierte Form des Proteins, einer Bande bel etwa 30
kDa fur die einfach glykosylierte Form und der schwéchsten Bande bel etwa 28 kDa
fur unglykosyliertes PrP, zeigte sich bei dlen Analysen mit den Antikorpern 3B5 und
Kan72 (Spuren 1 bis 3). Der geforderte Nachweis des N-terminalen Spaltprodukts
hingegen war nur bei etwa 10 % der Andysen mit dem Antikorper 3B5 mdglich. In
diesen Fédlen wurde eine schwache Bande be etwa 9 kDa aufgezeichnet
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(Spur 1). In der Mehrzahl der Untersuchungen wurde das Spatprodukt jedoch unter
verglechbaren experimentdlen Bedingungen nicht nachgewiesen (Spur 2). Be
Verwendung des Antiserums Kan72 war die Detektion des N-terminalen Spatprodukts
in keinem Fal moglich (Spur 3).

Abbildung 5: Immunologischer Nachweis
des Prionproteins in tg81
Hirnhomogenaten mit gegen den N-
Terminus gerichteten Antikorpern.

1 2 3

Die Auftrennung erfolgte auf einem

—34,8kDa  j504gen SOSPAG. Aufgetragen wurden
—28.3 kDa jeweils 100 pg Gesamtprotein. Detektiert
' wurde mit dem Primérantikdrper 3B5 oder

dem Primérantiserum Kan72 und dem

—20,4 kDa Sekundérantikorper  Ziege-anti-Maus-AP
oder Ziege-anti-Kaninchen AP  Uber

-> — 76kDa ResktionmitNBT/BCIP.

Spuren: 1 und 2: tg81 Hirnhomogenat
detektiert mit 3B5; 3: tg81 Hirnhomogenat
detektiert mit Kan72.

3B5 Kan72 Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten
Seite angegeben. Der Pfeil auf der linken
Seite markiert das  N-terminale
Spaltprodukt bei etwa 9 kDa.

Eine denkbare Erklarung fir diese Beobachtungen wére, dal3 der abgespdtene N-
Terminus des Prionproteins verhdtnismddg ingtabil und einem raschen proteolytischen
Abbau schon vor oder wahrend der Prdparation der Hirnhomogenate unterlegen war.

Um diese These zu Uberprifen, wurde ein im bakteriellen System erzeugtes Fragment
des murinen PrP* N-Terminus (Aminosauren 23 bis 98) (Brown, D. R. et al., 1997)
zusammen mit PrP”°-Hirnhomogenaten inkubiert und anschlielend mittels SDS-PAGE
auf seine Stabilitét hin untersucht. Als Kontrolle diente bakteridll erzeugtes murines PrP*
voller Lange (Aminosauren 23 bis 231) (Hornemann, S. et al., 1997). Die Ergebnisse
diesr Untersuchung sind aus Abbildung 6 zu entnehmen. Das N-terminde PrP-
Fragment moPrP23-98 war nach Inkubetion fur 15 Minuten bel 37 °C in Lyse-Puffer
im SDS-PAG ds deutliche Bande bei 7,5 kDa erkennbar (Spur 1). Nach Inkubation
mit PrP”°-Hirnhomogenat unter gleichen Inkubationsbedingungen war das Protein nicht
mehr nachweisbar (Spur 2). Der sarke Hintergrund in diesem Ansatz resultierte aus den
Proteinen des zugesetzten PrP”°-Hirnhomogenats (Spur 5). Die Kontrolle moPrP32-
231, die nach Inkubation in Lyse-Puffer als Bande bel etwa 28 kDa detektierbar war
(Spur 6), war auch nach Inkubation mit PrP”°-Hirnhomogenat stabil und als deutliche
Bande im Gd schtbar (Spur 4). Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich bel der
immunologischen Detektion der Proteineim Western Blot (Daten nicht gezeigt).
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1 2 3 45 6

— 34,8 kDa
moPrP23-231 —> — 28,3kDa
— 20,4 kDa

moPrP23-98=> — 7,6 kDa

Abbildung 6: Elektrophoretische Analyse der Stabilitdt von bakteriell erzeugtem moPrP23-231
und moPrP23-98 in PrP”® Hirnhomogenat auf einem 15 %igen SDS-PAG.

Die Detektion erfolgte durch Farbung mit Nil-Rot.

Spuren: 1. 10 pg moPrP23-98 in LysePuffer nach 15 min Inkubation bei 37 °C; 2: 10 pg
moPrP23-98 in PrP”® Hirnhomogenat (100 pg Gesamtprotein) nach 15 min Inkubation bei 37 °C;
3: Molekulargewichtsstandard; 4: 10 pg moPrP23-231 in PrP”® Hirnhomogenat (100ug
Gesamtprotein) nach 15 min Inkubation bei 37 °C; 5. PrP" Hirnhomogenat (100u
Gesamtprotein) nach 15 min Inkubation bei 37 °C; 6: 10 pg moPrP23-231 in Lyse-Puffer nach 15
min Inkubation bei 37 °C. Die Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der rechten
Seite angegeben.

Pfeile markieren die bakteriell erzeugten Proteine moPrP23-231 und moPrP23-98.

Diese Untersuchungen lieferten deutliche Hinwelse auf die zuvor postulierte Ingtabilitét
der N-terminden Doméne des Prionproteins. Das wahrscheinlich wenig oder nicht
strukturierte Protein-Fragment (Riek, R. et al., 1997) ist mdglicherweise schon in vivo
einem raschen proteolytischen Abbau unterlegen, da weder die Postmortazeit der Tiere
vor Prgparation der Hirnhomogenate noch die Anwesenheit des Protease-Inhibitors
PM SF wéhrend der Préparation einen Einfluld auf die Detektierbarkeit des N-terminden
Spaltprodukts hatten (Daten nicht gezeigt).

Da auch in den bereits genannten Publikationen zur proteolytischen Spatung des
Prionproteins der Saugetiere auschliefdich das C-terminde Spatprodukt nachgewiesen
worden war (Pan, K. M. et al., 1992; Chen, S. G. et al., 1995; Jmenez-Huete, A. et
al., 1998) s0llte dieses Spdtprodukt im folgenden einer genaueren Anayse unterzogen
werden.

6.1.2 Detektion des C-terminalen Spaltprodukts

Das durch die proteolytische Spatung des Hamster Prionproteins entstehende C-
terminade Spatprodukt sollte die Aminosduren 111 oder 112 bis 231 umfassen
(Vergleiche Abhildung 2, Seite 9) und wie aus dessen Aminosduresegquenz ermittelt
werden konnte ein Molekulargewicht von etwa 18 kDa aufweisen. Der Nachweis
dieses Proteinfragments erfolgte durch Auftrennung der  Proteine  aus
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tg81 Hirnhomogenaten im SDS-PAG und immunol ogische Detektion mit verschiedenen
den C-terminden Bereich des Prionproteins erkennenden Antikérpern. In Abbildung 11
(Seite 53) snd die Epitope der zum Nachweis des C-terminden Spatprodukts
verwendeten Antikorper 13A5, 6H4 und 7G5 sowie des Antiserums 1A8 schematisch
dargestellt.

Die Auftrennung der Proteine efolgte wie in Abbildung 7 gezeigt vor und nach
enzymatischer Abspdtung der Zuckerketten durch Resktion mit dem Enzym N-
Glykosidase F (PNGaseF). Vor der Deglykosylierung (Spur 1) zeigte sich das fur PrP*
charakterisische  Bandenmuster zwischen 28 und 35 kDa Ein C-termindes
Spdtprodukt des erwarteten Molekulargewichts war nicht nachweisbar. Nach der
Deglykosylierung der Proteine (Spur 2) erschien unglykosyliertes PrP* im Western Blot
as eine darke Bande bel etwa 28 kDa. Gleichzatig wurden C-terminale Spaltprodukte
des Proteins nachweisbar: Das postulierte Spatprodukt von etwa 18 kDa, das dem
bereits beschriebenen PrPIl oder C1 entsprach (Pan, K. M. et al., 1992; Chen, S. G.
et al., 1995), und en weteres, bidang nicht néher charakterisertes N-termind
verlangertes Spatprodukt von etwa 20 kDa, das auch in Untersuchungen einer anderen
Gruppe schon detektiert worden war (Jmenez-Huete, A. et al., 1998).

Abbildung 7: Immunologischer Nachweis des

Hamster Prionproteins aus tg81
Hirnhomogenaten vor und nach PNGaseF-
1 2 Behandlung.

Die Auftrennung erfolgte auf einem 15%igen
SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug
Gesamtprotein. Gezeigt ist der Nachweisvor (-)

— 34,8kDa .
und nach (+) der Abspaltung N-glykosydischer
Glykosylierungen durch PNGaseF. Die
-_ 28,3kDa Detektion erfolgte mit dem Primérantikorper
-

13A5 und dem Sekundarantikorper Ziege-anti-
— 20,4kDa Maus-AP tber die Aufzeichnung von

— i Chemolumineszenz-signal en.
Spuren: 1. tg81 Hirnhomogenat 2: tg31
- +  PNGaseF Hirnhomogenat nach Deglykosylierung mit
PNGaseF. Die  Molekulargewichte  von
13A5 Markerproteinen sind auf der rechten Seite
angegeben.

Die Pfelle markieren die C-terminalen
Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und
20 kDa(grau).
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6.1.3 Uberprifung der experimentellen Bedingungen bei der

Detektion der C-terminalen Spaltprodukte

Die Tatsache, dal3 die beiden C-terminalen Spatprodukte von 18 und 20 kDa erst nach
der Deglykosylierung detektierbar waren und die zu erwartenden N-termingen
Spdtprodukte mit einem Molekulargewicht von etwa 9 und 7 kDaim Western Blot nur
schwer oder nicht nachweisbar waren, konnte auf ene atifizidle Natur der
Spdtprodukte hinweisen. Um experimentell bedingte Artefakte auszuschlief3en oder
gegebenenfdls aufzuzeigen, wurden verschiedene Untersuchungen zur Herstdlung und
Weiterverarbeitung von Hirnhomogenaten durchgeftihrt.

6.1.3.1 EinfluR der Postmortalzeit

Western Blot-Analysen zum Einfluf3 der Postmortazeit der Tiere bis zur Herstdlung der
Lysate zeigten auf, dal3 die hierflr Ublichen Schwankungen im Bereich von wenigen bis
maxima 30 Minuten die Menge an detektierbaren Spaltprodukten nicht mefoar
beanflul¥en (Daten nicht gezeigt). In der Literatur gibt es jedoch einen Hinwels darauf,
dal’3 Pogmortazeiten im Bereich von mehreren Tagen die Menge an Spatprodukten
humanen Prionproteins zum Tall deutlich zu erhthen (dmenez-Huete, A. et al., 1998).
Um derartige Schwankungen der Ergebnisse zu vermeiden, wurden die in dieser Arbeit
verwendeten Hirnhomogenate immer sofort nach Totung der Tiere hergestdlt.

6.1.3.2 EinflulR von Proteasen

Zur Uberprifung moglicher Protease-Aktivititen in den Hirnhomogenaten wurden
unterschiedliche Protease Inhibitoren bel deren Prégparation zugesetzt, die Proteine
anchlielZend deglykosyliert und wie in Abbildung 8 dargestdlt im Western Blot
andysert.

Antipain-dihydrochlorid wurde zur Hemmung von Papain, Trypsin und Cathepsin A und
B zugestzt (Spur 3), Bedatin zur Inhibition von Aminopeptidasen (Spur 4),
Chymodain das Inhibitor fir a-, b-,c- und d-Chymotrypsin (Spur 5), E-64 zur
soezifischen Hemmung von Cygtein-Proteasen (Spur 6), Leupeptin gegen Serin- und
Cydein-Proteasen (Spur 7), Pepdtatin  gegen Aspartat-Proteasen (Spur  8),
Phosphoramidon und EDTA-N& ds Inhibitoren von Metaloproteasen (Spur 9 und
Spur 11), PMSF, Pefabloc oder Aprotinin zur Hemmung von Serinproteasen (Spuren
1, 10 und 12) oder der ProteasenInhibitoren-Cocktall complete zur gleichzatigen
Hemmung von Serin-, Cystein- und Metalloproteasen sowie Capainen (Spur 2).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
I
R P . — PN S — —28,3kDa
= A2 = . P — 20,4kDa
13A5

Abbildung 8. Immunologischer Nachweis des Hamster Prionproteins aus tg8l
Hirnhomogenaten hergestellt in Anwesenheit verschiedener Proteasei nhibitoren.

Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Auftrennung der deglykosylierten
Proteine erfolgte auf einem 15%igen SDS-PAG. Detektiert wurde mit dem C-terminalen
Primérantikorper 13A5 und dem Sekundérantikérper Ziege-anti-Maus-AP Uber Farbung mit
NBT/BCIP.

Spuren: 1: 1mM PMSF; 2: Proteasen-Inhibitoren-Cocktail complete (Konzentration wie vom
Hersteller empfohlen); 3: 74mM Antipain; 4: 130 yM Bestatin; 5: 100 uM Chymostatin; 6:
28uM E64; 7: 10uM Leupeptin; 8: 1uM Pepstatin; 9: 0,6 mM Phosphoramidon; 10: 4mM
Pefablock; 11: 1,3mM EDTA-Na,; 120 03pM Aprotinin. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grav).

Mit Ausnahme von Antipain (Spur 3) und Pefablock (Spur 10) zeigte keiner der
angewandten Protease Inhibitoren einen im Western Blot nachweisbaren Effekt auf die
Menge C-terminder Spatprodukte in den Hirnhomogenaten. Auch die beobachtete
deutliche Reduktion detektierbaren Spatprodukts in Anwesenheit von Antipain (Spur 3)
und Pefablock (Spur 10) war vermutlich nicht bedingt durch die Inhibition einer fir die
Spaltung des Prionproteins verantwortlichen Protease im Homogenat, sondern vielmehr
durch die Inhibition der Abspaltung der Zuckerketten mittels PNGaseF. Wie in Absatz
6.1.1 bereits beschrieben wurde, war das C-terminae Spaltprodukte des Prionproteins
im Western Blot ausschliefdich nach Abspdtung der Glykosylierung ds Bande
detektierbar. Folglich fihrte auch die durch das Vorhandensain der unterschiedlichen
Prionprotein-Banden zwischen 28 und 35kDa angezeigte partidle Inhibition der
PNGaseF (Spuren 3 und 10) zu ener deutlichen Abnahme an detektierbarem C-
terminalen Spaltprodukt.

Die ermittelten Daten lief¥en den Schiuld zu, dal3 die proteolytische Aktivitét keiner der
getesteten Proteasen fir die Spatung des Prionproteins im Lysat as experimentdles
Artefakt verantwortlich war.

6.1.3.3 Einflul3 der Deglykosylierung mit PNGaseF

Zur genaueren Charakterisierung des Einflul3es der Abspaltung der Zuckerketten auf die
Menge an detektiertem Spdtprodukt wurde, wiein Abbildung9 gezeigt,
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der zetliche Verlauf der Deglykasylierung von tg81 Hirnhomogenaten mittels Western
Blot-Analyse untersucht.

Vor Abspdtung der Zuckerketten (Spur 1) waren keine Banden fur C-terminde
Spdtprodukte bel 18 oder 20 kDa nachweisbar. Mit zunehmender Deglykosylierung
durch Verlangerung der Inkubationszeiten mit PNGaseF von 15 Sekunden (Spur 2) auf
bis zu 2 Stunden (Spur 9) wurden steigende Mengen an Spatprodukten detektiert
(Spuren 2 bis 9). Wurde das Enzym PNGaseF unter ansonsten identischen
Versuchshedingungen in den Versuchsansiizen weggelassen war dieser Effekt auch
nach mehrstiindiger Inkubation nicht zu beobachten. Dies schlold eine mdgliche
ungpezifische Proteaseaktivitét in den zugesetzten Puffern und Lésungen as Ursache fir
die erhdtenen Ergebnisse aus (Daten nicht gezeigt).

.-— — —--—--_ — 28,3 kDa

— 20,4 kDa
- — — -—-—--_

13A5

Abbildung 9 Immunologischer Nachweis des Hamster Prionproteins aus tg81
Hirnhomogenaten nach Deglykosylierung mit PNGaseF fur unterschiedliche Zeiten.
Aufgetragen wurden jeweils 100 pug Gesamtprotein. Die Auftrennung der Proteine erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Detektiert wurde mit dem C-terminalen Primérantikorper 13A5 und
dem  Sekundérantikbrper  Ziege-anti-Maus-AP  Uber  die  Aufzeichnung  von
Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1: tg81 Hirnhomogenat; 2: tg81 Hirnhomogenat 15 s PNGaseF; 3: tg81 Hirnhomogenat
30 s PNGaseF; 4: tg81 Hirnhomogenat 1 min PNGaseF; 5: tg81 Hirnhomogenat 2 min PNGaseF;
6: tg81 Hirnhomogenat 4min PNGaseF, 7: tg81 Hirnhomogenat 10 min PNGaseF; 8: tg81
Hirnhomogenat 30 min PNGaseF; 9: tg81 Hirnhomogenat 2 h PNGaseF. Die Molekulargewichte
von Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Eine plausble Erklarung fir den Nachwels des C-terminalen Spatprodukts erst nach
der Deglykaosylierung des Prionproteins erhielt man nach der in Abbildung 10 gezeigten
vagleichenden Betrachtung der PrP-spezifischen Banden nach Detektion  mit
unterschiedlichen Antikorpern.
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Abbildung 10: Immunologischer Nachweis

1 2 3 des Hamster Prionproteins aus tg81
Hirnhomogenaten nach Auftrennung auf
einem 15%igen SDS-PAG.

—348kDa  Aufgetragen wurden jeweils 100 pg

g Gesamtprotein. Gezeigt ist der Nachweisvor (-
s —283kDa ) uynd nach (+) der Abspaltung N-

glycosydischer  Glykosylierungen  durch

 —204kDa  pNGaseF. Die Detektion erfolgte mit den
- L Primérantikorpern 3B5 oder 13A5 und dem
+ PNGaseF Sekundarantikorper Ziege-anti-Maus-AP Uber
die Aufzeichnung von Chemolumineszenz-
3B5 13A5 signalen.

Spuren: 1: tg81 Hirnhomogenat detektiert mit
mAK 3B5; 2: tg81 Hirnhomogenat detektiert
mit mAK 13A5 3: tg81 Hirnhomogenat nach
Deglykosylierung mit PNGaseF detektiert mit
mAK 13A5. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten Seite
angegeben.

Die Pfelle markieren die C-terminaen
Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und
20 kDa (grau).

Die Detektion mit dem N-terminaen Antikorper 3B5 ergab die PrP-spezifischen Sgnde
in der bereits beschriebenen Verteilung (Sehe auch Abbildung 5). Es wurden drei
Banden nachgewiesen: Zweifach glykosyliertes PrP° bel etwa 35 kDa ergab die stérkste
Bande, einfach glykosyliertes PrP* bei etwa 30 kDa lag in geringeren Mengen vor und
unglykosyliertes PrP* bei etwa 28 kDa ergab die schwéchste Bande (Spur 1). Wurde
zum Nachwes en C-terminder Antikorper wie 13A5 verwendet, ergab sich en
abweichendes Bandenmuster mit der stérksten Bande bel 28 kDa (Spur 2). Der C-
terminde AntikOrper erkannte an dieser Pogtion, im Gegensatz zum N-terminden
Antikorper, neben dem ungespatenen unglykosylierten PrP* das zweifach glykosylierte
C-terminade Spatprodukt des Proteins. Erst nach Abspatung der Zuckerketten (Spur
3) konnten die C-terminden Spdtprodukte durch den C-terminden Antiktrper ds
diskrete Banden nachgewiesen werden (siehe auch Abbildung 7).

6.1.3.4 Detektion der C-terminalen Spaltprodukte mit verschiedenen

Antikorpern

Um auszuschlief3en, dal3 es Sch bel den detektierten Banden im Bereich von 18 und 20
kDa um ungpezifische Bindungen des C-terminalen Antikorpers 13A5 handelte, wurden
Western Blot-Analysen mit weteren C-terminden Antikorpern durchgefihrt. Die
verwendeten Antikdrper mit Angabe ihrer Epitope im Prionprotein sind in Abbildung 11
gezegt.
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Kan72 13A5
AS 89-103 AS139
3B5 6H4 7G5
AS 68-84 AS144-152 AS 168
1A8
SP octarepeats anti PrPsc GPI
Prp —
1-22 51-90 100-127 232-254

Abbildung 11: Schematische Darstellung der fir die Detektion der Spaltprodukte verwendeten
Antikdrper und ihrer Epitope im Prionprotein.

3B5, Kan72, 6H4 und 1A8 detektieren sowohl Maus als auch Hamster PrP, 13A5 und 7G5
detektieren nur Hamster PrP.

Bezeichnungen: SP: Signalpeptid (AS 1-22); Octarepeats. finfmalige P(Q/H)GG(T/G/IS)W GQ
Sequenzwiederholung (AS 51-90); zentrale Region (AS 100-127) mit basischer Region
(schwarze Box) und hydrophober Region (weil3e Box),. GPI-S: Signalsequenz zur Anhangung
des GPI-Ankers (AS 232-254); AS: Aminosaure.

Die verwendeten Hirnhomogenate der transgenen Maudinie tg81 wurden in
Anwesenheit des Proteaseinhibitors PMSF prdpariert, deglykosyliet und das
Prionprotein  Western  Blot-Analysen mit den unterschiedlichen C-terminden
Antikorpern unterzogen. Der Nachweis erfolgte Uber Chemolumineszenzresktion wobe
die Lichtsgnde dektronisch aufgezeichnet und ausgewertet wurden. Dargestdlt ist
jewells eine exemplarische Western Blot-Analyse und in Form eines Bakendiagramms
die Quantifizierung des Spdtprodukts aus mehreren unabhéngigen Experimenten. Die
Hohe der Balken gibt die Menge an C-termindem Spatprodukt in Relation zur jeweils
detektierten Menge ungespdtenen Prionproteins in Form der Mittelwerte der
od18kDa/od28kDa Quotienten an.

Eine Ausvahl an Western Blot-Untersuchungen zur Detektion des 18 kDa
Spdtprodukts und die Ergebnisse der Quantifizierung von jewells vier unabhdngigen
Experimenten sind in Abbildung 12 gezeigt. Aus Tabdle 2 sowie Tabelle 3 (Anhang,
Seite 141) snd die zugehdrigen Mef¥daten und die rechnerisch ermittelten Verhdtnisse
zwischen 18 kDa Spatprodukt und ungespatenem PrP fir die jeweiligen Experimente
und den ermittelten Mittelwert (Mw) zu entnehmen.
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13A5 1A8
(od28kDa- | (0od18kDa-| od18kDa/ | (od28kDa - | (od18kDa-| od18kDa/
Bkaymnt | Bkaymm’ | od28kDa | Bkgymm® | Bkgymm’ | od28kDa
280,67 830,75 2,96 1512,13 1920,40 127
335,43 975,05 291 1445,48 1777,94 1,23
408,27 982,81 241 1161,03 1996,97 172
205,97 734,37 357 1120,36 974,71 0,87
Mw 2,95 1,28
Stabw 0,47 0,35
6H4 7G5
(od 28kDa | (od18kDa-| od18kDa/ | (0d28kDa - | (od18kDa-| od18kDa/
- Bkay/mnt| Bkaymm® | od28kDa | Bkaymm’ | Bkaymm® | od28kDa
323,06 361,83 112 268,12 152,83 0,57
404,85 412,95 1,02 267,64 149,88 0,56
558,61 425,09 0,94 410,37 246,22 0,60
659,81 917,14 1,39 858,51 437,84 0,51
Mw 1,11 0,56
Stabw 0,19 0,04

Tabelle 2 Quantifizierung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zu ungespaltenem
Prionprotein nach Detektion mit den Antikdrpern 13A5, 1A8, 6H4 und 7G5.

Bezeichnungen: (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od18kDa-Bkg)/mm?* Aufgezeichnete Lichtsignale
fur ungespaltenes Prionprotein (28 kDa) bzw. 18 kDa Spaltprodukt abziliglich des lokalen
Hintergrundes (Bkg) bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef¥flache gerundet auf zwei Stellen
hinter dem Komma; od18kDalod28kDa: Quotient [(od18kDa-Bkg)/mm?]/[(od28kDa-Bkg)/mm?]
gerundet auf zwei Stellen hinter dem Komma; Mw: Mittelwert od18kDa/od28kDa; Stabw:
Standardabweichung od18kDa/od28kDa.

Das C-terminale Spaltprodukt bei 18 kDa konnte mit den Antikorpern 13A5, 1A8,
6H4 und 7G5 nachgewiesen werden. Ein Vergleich der Bandenintengtéten auf den
Western Blot-Analysen machte jedoch deutlich, dal3 die unterschiedlichen Antikorper
sch beziglich ihrer Spezifité fur das 18 kDa Spdtprodukt zum Teil erheblich
unterschieden. Wahrend der Antikorper 13A5 fur das Spatprodukt ein stérkeres Signa
ergab as fir ungespatenes PrP (Spur 2), zeigte der Antikorper 7G5 eineim Vergleich
zur Erkennung ungespdtenen Prionproteins nur sehr schwache Bande fir des
Spaltprodukt (Spur 8). Das Antiserum 1A8 (Spur 4) und der Antikorper 6H4 (Spur 6)
zegten eine intermedidre Effizienz in der Erkennung des Spatprodukts. Die quantitativen
Bestimmungen der Bandenintensitéten bestétigten diese Beobachtung. Der Antikorper
13A5 erkannte das 18 kDa Spaltprodukt mit einem od18kDa/od28kDa Quotienten
von 2,95 und daher der hochsten Effizienz. Das Antissrum 1A8 und der Antikorper
6H4 wiesen das 18 kDa Spdtprodukt mit od18kDa/od28kDa Quotienten von 1,27
und 1,11 deutlich weniger effizient nach und der Antikorper 7G5 zeigte mit enem
0d18kDa/od28kDa Wert von 0,56 eine sehr schwache Erkennung des C-terminden 18
kDa Spdtprodukts in Relation zur Erkennung ungespa tenen Prionproteins.
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-y = —28,3kDa
— 20,4 kDa
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13A5 1A8 6H4 7G5

Abbildung 12 Western Blot-Analysen und densitometrische Bestimmung der Spezifitét
verschiedener Antikorper fir das 18 kDa Spaltprodukt.

Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Gezeigt ist der immunologische Nachweis
vor (-) und nach (+) der Abspaltung N-glycosydischer Glykosylierungen durch PNGaseF. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte auf einem 15%igen SDS-PAG. Detektiert wurde mit
verschiedenen C-terminalen Primérantikrpern oder Antiseren und den Sekundérantikorpern
Ziege-anti-Maus-AP  bzw. Ziege-anti-Kaninchen-AP  Uber die Aufzeichnung von
Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. tg81 Hirnhomogenat detektiert mit 13A5; 2: tg81 Hirnhomogenat nach
Deglykosylierung detektiert mit 13A5; 3: tg81 Hirnhomogenat detektiert mit 1A8; 4: tg81
Hirnhomogenat nach Deglykosylierung detektiert mit 1A8; 5: tg81 Hirnhomogenat detektiert
mit 6H4; 6: tg81 Hirnhomogenat nach Deglykosylierung detektiert mit 6H4; 7: tg81
Hirnhomogenat detektiert mit 7G5; 8: tg81 Hirnhomogenat nach Deglykosylierung detektiert mit
7G5. Die Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte jeweils normiert auf die Menge an
ungespaltenem Prionprotein (bezlglich Details siehe Tabelle 2). Die Mittelwerte der
od18kDa/od28kDa Quotienten einzelner Analysen sind oberhalb der Balken angegeben.
Fehlerbalken stellen die Standardabwei chung dar.

Abbildung 13 selt die Ergebnisse aus den Untersuchungen zum 20 kDa Spaltprodukt
dar. Dieses Produkt wurde von den Antikérpern Kan72, 1A8, 13A5 und 6H4 erkannt.
Die aus den Mel¥daten von jewells vier unabhangigen Andysen rechnerisch ermittelten
Verhdtnisse zwischen 20 kDa Spdtprodukt und ungespdtenem PP sind der
Datentabelle Tabelle 4 (Anhang, Sate 141) zu entnehmen. Auch hier machte schon der
Vergleich der Bandenintensitéten einzelner Western Blot-Analysen deutlich, dal3 das
Spdtprodukt im Verhditnis zu ungespdtenem Prionprotein  von  verschiedenen
Antikorpern mit unterschiedlichen
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Effizienzen erkannt wurde. Das Kan72 Antiserum ergab die deutlichste Bande fir das
Spdtprodukt (Spur 2). Auch mit dem 1A8 Antissum wa de Nachwes
vergleichsweise effizient (Spur 4), wohingegen die Antikorper 13A5 (Spur 6) und 6H4
(Spur 8) das 20 kDa Spdtprodukt eher madg gut erkannten. Die quantitative
Auswertung ergab ein entsprechendes Bild. Die Antiseren Kan72 und 1A8 wiesen mit
durchschnittlichen od20kDa/od28kDa Quotienten von 0,79 und 0,70 die héchste
Spezifitét fur das Spatprodukt auf. Der Antikorper 13A5 zeigte mit einem Quotienten
von 0,42 eine deutlich geringere und der Antikorper 6H4 mit einem Wert von 0,19 die

geringste Effektivitét der Erkennung des 20 kDa Spaltprodukts.
1 2 3 4 5 6 7 8

B - —283kDa
- — 20,4 kDa
-
-+ -+ -+ -+ PNGaseF
od20kDal
od28kDa 0,79
0,70
0.8 4
0.6 1 042
0.4 0,19
0.2 - i
0
Kan72 1A8 13A5 6H4

Abbildung 13 Western Blot-Analyse und densitometrische Bestimmung der Spezifitét
verschiedener Antikorper fir das 20 kDa Spaltprodukt.

Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Gezeigt ist der immunologische Nachweis
vor (-) und nach (+) der Abspaltung N-glycosydischer Glykosylierungen durch PNGaseF. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte auf einem 15%igen SDS-PAG. Detektiert wurde mit
verschiedenen C-terminalen Primérantikérpern oder Antiseren und den Sekundarantikorpern
Ziege-anti-Maus-AP  bzw. Ziege-anti-Kaninchen-AP Uber die Aufzeichnung von
Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1: tg81 Hirnhomogenat detektiert mit Kan72 2: tg81 Hirnhomogenat nach
Deglykosylierung detektiert mit Kan72; 3: tg81 Hirnhomogenat detektiert mit 1A8; 4: tg81
Hirnhomogenat nach Deglykosylierung detektiert mit 1A8; 5: tg81 Hirnhomogenat detektiert
mit 13A5; 6: tg81 Hirnhomogenat nach Deglykosylierung detektiert mit 13A5; 7: tg8l
Hirnhomogenat detektiert mit 6H4; 8: tg81 Hirnhomogenat nach Deglykosylierung detektiert
mit 6H4. Die Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.
Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
eektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte jeweils normiert auf die Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od20kDa/od28kDa Quotienten einzelner
Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
dar.
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Die Erkennung des 20 kDa Protein-Fragments durch den Antikorper Kan72 erlaubte
auch ene Einschédzung der N-terminaden Ausdehnung des Spatprodukts, da dieses
damit zumindest Telle des bei Aminoséure 90 lokdiserten Kan72 Epitops (vergleiche
Abbildung 11) beinhdten mufl3. Dieser Befund sand im Einklang mit der aus dem
Molekulargewicht abgeleiteten Grole des 20 kDa Spatprodukts, das demnach im
Vergleich zum 18 kDa Spdtprodukt um etwa zwanzig Aminosduren verlangert sain
olite.

6.1.4 Zusammenfassende Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse

In Hirnhomogenaten waren beide Spdtprodukte der proteolytischen Spaltung des
Prionproteins in dessen zentraler Region nachweisbar. Wéhrend gezeigt werden konnte,
dai’ das N-terminde Spdtprodukt einem raschen proteolytischen Abbau unterliegt und
durch diese Ingtabilitét fir weitergehende Andysen ungeeignet erschien, konnte das C-
terminae Spaltprodukt reproduzierbar detektiert und andysert werden. Neben diesem
Spadtprodukt wurde ein zweites N-terminal verlangertes C-terminaes Spaltprodukt des
Prionproteins nachgewiesen. In Abbildung 14 snd die mutmaldichen Spaltstellen und die
resultierenden C-terminaen Spatprodukte schematisch dargestellt.

proteolytische Spaltung

CHO CHO
octar i)eats l l 180' I 196 GPI
51-90 100-127 L 53_| 231
178 213
CHO CHO
| | GPI
18 kDa Spaltprodukt —3
Spaltp l—SS—I
CHO CHO
| | GPI
20 kDa Spaltprodukt —mmr——
Lo

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Prionproteins und seiner C-terminalen
Spaltprodukte.

Bezeichnungen: Octarepeats. finfmalige P(Q/H)GG(T/GISW GQ Sequenzwiederholung (AS
51-90), CHO: N-glykosidisch verknipfte Glykosylierung (AS 180 und 196), SS: Disulfidbriicke
zwischen den AS 172 und 213, GPI: GPI-Anker, Schwarze Box: basische Region, weil3e Box:
hydrophobe Region. Die unterschiedlichen Spaltstellen sind durch schwarze Pfele
gekennzeichnet.

Ein unspezifischer proteolytischer Abbau ds mogliche Ursache fir das Auftreten der
Spaltprodukte des Prionproteins wurde weitestgehend ausgeschl ossen. Weder
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die Postmortalzeit vor Préparation der Homogenate noch die Anwesenhat
verschiedener Proteasainhibitoren bel deren Hergtdlung hatten einen Einflud auf die
Menge ermittelten Spaltprodukts. Weiterhin wurde gezeigt, dal? das Auftreten diskreter
Banden fir die C-terminden Spdtprodukte erst nach Deglykosylierung der Proteine
durch die verbesserte Detektierbarkeit der Proteinfragmente nach Abspaltung der
Zuckersaitenketten erklarbar war. Beide C-terminden Spdtprodukte waren mit
unterschiedlichen C-terminden Antikdrpern nachweisbar, wobe sch zum Tell deutliche
Unterschiede in den Erkennungseffizienzen der verschiedenen Antikorper ergaben.
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6.2 ANALYSE DER ZELLULAREN SPALTUNG DES PRIONPROTEINS IN PRP

UBEREXPRIMIERENDEN ZELLLINIEN

Ausgehend von den verdffentlichten Untersuchungen an eukaryontischen Zdlkulturen
(Harris, D. A. et al., 1993; Chen, S. G. et al., 1995) wurde im folgenden versucht die
proteolytische Spatung des Prionproteins durch verschiedene Andysen an PrP*
Uberexprimierenden Zdllinien genauer zu beschreiben. Zur Charakteriserung der
Spdtgele bot sch hier die Moglichket auf Aminosduresequenzebene verdnderte
Prionproteine  Uberzuexprimieren  und die  Auswirkungen der engefihrten
Veranderungen in vivo zu Sudieren.

Als Zdllinie fur die Uberexpresson des Prionproteins wurde eine murine
Neuroblastoma Zdllinie (N2a-Zdllen) gewahlt, die bereits in zahlreichen Untersuchungen
zur Funktion von PrP und PrP-Mutanten verwendet worden war und sich auch fir die
Infektion mit PrP* ds geeignet e'wiesen hatte (Butler, D. A. et al., 1988; Tatzdlt, J. et
al., 1995; Rieger, R. et al., 1998). N2a-Zdlen zeigen eine geringe endogene PrP-
Expression, so dal3 davon ausgegangen werden konnte, dal3 in dieser Zdllinie auch die
an Funktion sowie Katabolismus des Prionproteins betelligten Faktoren zugegen sind.
Damit boten sch N2a-Zéellen ds gutes PrP-Expressonssystem fur Untersuchungen der
zdluldren Spatung des Proteins an.

6.2.1 Einfihrung des 13A5 Epitops in die murine PrP°

Aminosaur esequenz

Die verschiedenen PrP-Mutanten wurden auf Basis eines mit dem 13A5 Epitop des
Hamger Prionproteins markierten murinen PrP hergestdlt, um die zu analyserenden
Konstrukte vom endogen in N2a-Zdllen gebildeten PrP* unterscheiden zu kénnen. Das
as moPrPI138M bezeichnete Konstrukt unterschied sich von murinem PrP nur durch
einen einzigen Aminoséureaustausch von Isoleucin nach Methionin an Position 138, Das
entsprechend mutierte Gen Prn-pM138 wurde in Zusammenarbeit mit C. Wegner Uber
gezielte Mutagenese durch SOE-PCR mit den aul3eren Primern M13uni und M13rev
und den inneren Mutageneseprimern  13A5up und 13Abdo erzeugt. Als
Ausgangskonstrukt diente das tUber die Schnittstellen EcoRI und Hindlll in den Vektor
pBluescript KSII(+) klonierte murine Prn-p Gen (Windl, O. et al., 1999). Das so
erzeugte Prn-pl138M Gen wurde Uber die Spatstellen EcoRI und Hindlll unter Erhalt
des Vektors pBs-moPrP1 138M in das Plasmid pBluescript SK1I(-) kloniert und dessen
Sequenz durch Sequenzandyse mit den Primern M13uni-800 und M13rev-800
verifiziert. Anschlief?end wurde das Konstrukt tber die Spatstellen Xbal und Xhol
unter Erhdt des in Abbildung 15 dargestditen Vektors pCl-moPrPI138M in den
eukaryontischen Expressionsvektor pClneo umkloniert. Das eingefligte Gen stand so
unter der Kontrolle der frihen humanen Cytomegdovirus (CMV) Enhancer- und
Promotor-Region, die ene starke kondtitutive Expresson in eukaryontischen



Ergebnisse Seite 60

Zdlen gewdhrleigete. Das vorgeschdtete chimére Intron flihrte zu einer welteren
Segeung der Expressondeistung und das nachgeschdtete gspae SV40
Polyadenylierungssgnd  zur  effizienten RNA-Prozesserung. Zur  Sdektion
transformierter E. coli-Klone diente das zur Resstenz gegeniiber Ampizillin fihrende >
Lactamase-Gen. Die Sdektion stabil trandfizierter eukaryontischer Zellen erfolgte Uber
die Aktivitét der Neomyzin-Phosphotransferase mit Genetizin (G418).

ori (6283 bp)

SV40
Enhancer/Promoter
CMV Intron
Enhancer/Promoter f1ori
SV40 polyA
Xhol Xbal

Prn-pl 138M

Abbildung 15:. Schematische Darstellung des eukaryontischen Expressionsvektors pCl-
moPrPI138M.

Bezeichnungen: Amp": R-Lactamase-Gen fir die Selektion transformierter E. coli-Klone; polyA:
Synthetische poly Adenin-Sequenz; Neo: Neomyzin-Phosphotransferase-Gen fiir die Selektion
stabil transfizierter eurkaryontischer Zellen; SV40 Enhancer/Promoter: SV40 Enhancer und
friher Promoter flr konstitutive Expression; f1 ori: f1 Replikationsursprung; SV40 polyA:
spates SV40 Polyadenylierungssignal zur effizienten RNA Prozessierung; Prn-pl138M:
moPrP1138M -Gen; Intron: Chiméres Intron aus der 5'-splice-site des [3-Globin Introns und der
3-splice-site eines 1gGIntrons zur gesteigerten Expression; CMV Enhancer/Promoter: Frihe
Enhancer- und Promoter-Region des humanen Cytomegalovirus (CMV) fir starke konstitutive
Expression; ori: SV40 Replikationsursprung; Xhol und Xbal: Fur Klonierungen genutzte
Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen.

6.2.2 Detektion von flr die Spaltung essentiellen Aminosauren

Zur Andyse der Spdtdelle des Prionproteins wurden durch geziete Mutagenese
moPr n-p138M-Gene erzeugt, die Prionproteine mit Aminosauresequenz- veranderungen
im Bereich der Spaltstelle kodierten. Die resultierenden Proteine wurden in N2a Zdllen
Uberexprimiert und bezlglich ihrer zdlul&ren Spdtung untersucht. Die Wahl der
eingefUihrten Mutationen war bedingt durch die
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Annahme, dal3 die die Spaltstelle N-termind flankierenden basischen Aminosiuren und
die die Spdtgdle C-termind flankierenden kleinen hydrophoben Aminoséuren fir die
Spdtung an dieser Position verantwortlich snd (Callebaut, 1. et al., 1994).

In Abbildung 16 sind die Aminosauresequenzen der unterschiedlichen moPrPI 138M-
Konsrukte mit Mutationen im Bereich der Spatgtele im Vergleich zur moPrPI 138M-
Kontrolle dargestellt. Die gezeigten Mutanten wurden dort und im Folgenden
auschliedich nach den expeimentdl entscheidenden Mutationen im Bereich der
Spdtgdle benannt. In der Legende zu Abbildung 16 finden sch deren vollstandige
Bezeichnungen.

vy

Kontrolle T EGERINEGVAGAAAAGAWGE oY [N

100 127
K 105G KPSKP GTNLKHVAGAAAAGAVWGEL GGY
K109G KPSKPKTNL GHVAGAAAAGAVWGEL GGY
H110G KPSKPKTNL K GVAGAAAAGAVVGGL GGY
3G105 KPSKP GTNL GOVAGAAAAGAVWGGEL GGY
35100 SPSSPSTNL KHVAGAAAAGAWWGGL GGY
35105 KPSKP STNL SSVAGAAAAGAVWGGEL GGY
55100 SPSSPSTNL SSVAGAAAAGAWGEL GGY
GIA KPSKPKTNL KHVAAAAAAAAVVGGL GGY
AIG KPSKPKTNL KHVGEEGEEGEGVWGEL GBY
D105-125 KPSKP. . .....ooovinen... Gy

Abbildung 16: Aminosduresequenzen der zentralen Region unterschiedlicher Prionprotein
Mutanten im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz.

Alle Konstrukte basieren auf der das 13A5 Epitop tragenden Kontrolle moPrPI138M.
Aminosauresequenzverénderungen beziiglich dieser Kontrolle sind durch Fettdruck und
Unterstreichung hervorgehoben. Punkte stellen Deletionen der entsprechenden
Kontrollsequenz dar. Beide mdoglichen Positionen der Spaltstelle sind durch Pfeile
gekennzeichnet.

Bezeichnungen: Wildtyp-Kontrolle:  moPrPI138M; K105G: moPrPI138M-K105G; K109G:
moPrPI138M-K109G; H110G: moPrPI138M-H110G; 3G105: moPrPI138M-3G105; 3S100:
moPrPI 138M 3-S100; 3S105: moPrPI 138M -3S105; 5S100: moPrPI 138M -5S100; G/A: moPrPI138M -
G/A; AIG: moPrPI138M-A/G, D105-125: moPrPi 138M -D105-125.

In den Kongrukten K105G, K109G und H110G wurde jeweils eine basische
Aminoséure N-terminad der Spatstelle durch Glycin ersetzt und das Konstrukt 3G105
trug diese drei Aminosauresustausche gleichzaitig. In den Konstrukten 3S100, 3S105
und 5S100 wurden verschiedene Austausche basischer Aminosauren gegen Serin
durchgeftihrt. Nach der Hypothese von Callebaut et al. sollten Sch dl diese Mutationen
im basischen Bereich des Proteins negativ auf die
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Spaltung auswirken. Die Mutanten 3S105 und 5S100 wiesen neben dem Austausch
basischer Aminosiuren gegen unpolare Aminosiuren noch eine weitere Anderung im
Vergleich zum Wildtyp-Protein auf. In diesen beiden Konstrukten entstand durch die
Veranderung der Aminosduresequenz ein neues Glykosylierungssgnd in direkter Nahe
zur Spatgdle an Asparagin 107. Die Kongtrukte G/A und A/G zeichneten sich durch
Mutationen im hydrophoben Bereich des Proteins aus. Im enen Fal wurden zwel
Glycine durch Alanine ersetzt und im anderen Fal sechs Alanine gegen Glycine. Nach
der Hypothese von Calebaut et al. war vorgedlbar, da3 diese Mutaionen im
hydrophoben Bereich des Proteins nur geringe Auswirkungen auf die proteolytische
Spdtung zeigen konnten, da hier die Zusammensetzung der Region aus kleinen
hydrophoben Aminosiuren erhdten blieb. Das D105-125 Kongtrukt trug eine Deletion
von 21 Aminosduren, die sich Uber die Spatstelle erstreckte und sowohl einen Tell der
basischen ds auch einen Tell der hydrophoben Region umfaldte.

6.2.2.1 Konstruktion und Klonierung verschiedener Prionprotein-

Mutanten

Die Etablierung der Kongtrukte K105G, K109G, H110G, 3G105, 35100 und 35105
erfolgte durch SOE-PCR mit den auf3eren Primern T3 und T7neo und den jewelligen
inneren Mutageneseprimern up und do. Als Ausgangsvektor diente das Plasmid pCl-
moPrPI138M (siehe Abbildung 15, Seite 60). Die erhdtenen DNA-K onstrukte wurden
Uber ihre Xbal und Xhol Spdtdelen in die entsporechenden Schnittstellen des
eukaryontischen Expressionsvektors pClneo kloniert und deren Sequenzen Uber
Sequenzanadyse von den Sequenzprimern T3-800 und T7neo-800 ausgehend verifiziert.
Das Konstrukt 5S100 wurde auf Basis des Vektors pCl-moPrPI138M3S105 auf
gleiche Weise Uber SOE-PCR mit den entsprechenden Primern hergestdlt, Uber die
Xbal und Xhol Spatgtdlenin pClneo kloniert und sequenziert.

Die weiteren Mutanten wurden in Zusammenarbeit mit C. Wegner auf Basis eines Prn-
pl 138M Gens ohne die urspriingliche Smal Schnittstelle (Codon Nummer 40) erzeugt.
Die Herstdlung des dieses Gen tragenden Vektors pBs-moPrPI138MDSmal erfolgte
durch SOE-PCR mit den aufl}eren Primern M13uni und M13rev und den inneren
Mutageneseprimern DSmalup und DSmaldo auf dem Vektor pBS-moPrPI138M. Die
Smal Spdtgele innerhab der multiple cloning site des Vektors wurde durch Spatung
mit Xmal, anschliel}ender Gléttung der DNA-Enden mit S1 Exonuklease und Religation
entfernt. Das D105-125 Konstrukt wurde auf Basis dieses Vektors durch SOE-PCR
mit den &ul¥eren Primern M13uni und M13rev und den inneren Mutageneseprimern
D105-125up und D105-125do erzeugt und Uber die Schnittstellen Xbal und Xhol in
den Vektor pBluescriptSKII(-) kloniet. Der so erhdtene Vektor pBS-
moPrPI138MD105-125 trug neben de Deetion ene neue durch die
Mutageneseprimer  eingefihrte Smal  Erkennungssequenz an den Endpunkten der
Deletion. Die Erzeugung der Kongrukte G/A und A/G efolgte durch
Hybridiserung der Primer G/Aup mit
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G/Ado beziehungsweise A/Gup mit A/Gdo und anschlielfende Klonierung der
hybridiserten Produkte in diese Smal Schnittstdle. Die Sequenzen aler Kongtrukte
wurde ausgehend von den Sequenzprimern M213uni-800 und M13rev-800 durch
Sequenzanalysen bestétigt. Letztlich wurden ale Konstrukte Uber die Schnittstellen der
Redriktionsenzyme Xbal und Xhol in die entsprechenden Spdtgtelen des
Expressionsvektors pClneo kloniert.

6.2.2.2 Uberexpression der Konstruktein N2a Zellen

Nach Préparation der entsprechenden Expressionsvektoren wurde die DNA zur
gabilen Caciumphosphat-, Effecten oder Superfect-vermittelten Transformation von
N2a-Zdlen eingesetzt. Nach Anzucht der G418-resstenten Zdlen wurden Zdlysate der
enzenen polyklonden Zdllinien hergeselt und Western Blot-Analysen  mit
unterschiedlichen Antikérpern unterworfen. Zellen mit deutlicher PrP° Uberexpression
wurden unter Sdlektionsdruck in Kultur gehdten sowie zur pédteren Verwendung

langfridtig in flissgem Stickstoff gelagert.

In Abbildung 17 ist der immunologische Nachweis der Uberexpresson der PrP*
Kongtrukte in den fir die weteren Andysen ausgewahlten trandfizierten polyklonaden
N2a Zdlinien (Spuren 1 bis 11) im Vergleich zur endogenen PrP° Expression nicht
trandfizierter N2a- Zellen (Spur 12) gezeigt.

m z - : — “ " . — 34,8 kDa

i - ’ — 28,3kDa

3B5

Abbildung 17: Immunologischer Nachweis der Uberexpression mutierter Prionproteine in N2a-
Zellen nach Auftrennung der Zellysate auf einem 15%igen SDS-PAG.

Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion erfolgte mit dem
Primarantikorper 3B5 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber die Aufzeichnung
von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren :1: Wildtyp-Kontrolle 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6. 3S100; 7: 3S105; &
5S100; 9: G/A; 10: A/G; 11: D105-125; 12: N2a-Ze€llen (nicht transfiziert).

Die Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) sowie ale im Bereich der Spdtgelle mutageniserten
Prionproteine (Spuren 2 bis 11) lagen in unterschiedlichen Glykosylierundgsstufen vor,
was auf eine natiirliche Prozessierung der Proteine
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hinwies. Abgesehen von den Konstrukten 3S105 und 5S100 (Spuren 7 und 8) zeigten
die Proteine ene typische Vertellung der Bandenintengtéten zwischen unglykosylierter
sowie einfach und zweifach glykosylieter Form. Das D105-125 Konstrukt (Spur 11)
wies eine Veschiebung dler dred Banden in Richtung des durch die Deetion
verringerten Molekulargewichts auf. Die Konstrukte 3S105 und 5S100 (Spuren 7 und
8) lielfen aufgrund ihres zusiizlichen Glykosylierungssgnads ein  aweichendes
Bandenmuster mit Banden oberhalb der zweifach glykosylierten PrP-Form erkennen.

Wie dargestellt wurden fir dle Kongtrukte G418-resigente polyklonde Zdlinien mit
deutlicher Uberexpression des mutierten PrP* etabliert.

6.2.2.3 Lokalisation der mutierten Prionproteinein der Zelle

Durch Immunfluoreszenzmikroskopie sollte ermittelt werden, ob die Lokaisation dler
mutagenisierten Prionproteine in  Uberexprimierenden N2a Zelen der natirlichen
Lokdisation von PrP* an der Zdloberflache (Stahl, N. et al., 1987) entsprach. Als
Antikorper zur Detektion der Prionproteine diente der N-terminale Antikorper 3B5.

Sowohl die Wildtyp-Kontrolle as auch ale mutageniserten Prionproteine fanden sich
vorwiegend an der Zdlmembran lokaisert und fihrten dort, wie in Abbildung 18
gezeigt zu deutlichen Fluoreszenzsignaden. Im Vergleich zum endogenen in N2a-Zdlen
exprimierten PrP* begtétigte sich hier auch die Uberexpression der verschiedenen
Konstrukte.

moPrP138M-Kontrolle K105G K109G

H110G 3G105 3S105




Ergebnisse Seite 65

3S105 5S100
D105-125

Abbildung 18: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation der in N2a-Zellen
Uberexprimierten mutierten Prionproteine im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle und zur
endogenen PrP-Expression nicht transfizierter N2a-Zellen.

Die Detektion erfolgte in das entsprechende Konstrukt Uberexprimierenden fixierten und
permeabilisierten N2a-Zellen mit dem Primérantikdrper 3B5 und dem TRITC gekoppelten
Sekundarantikorper Ziege-anti-M aus.

Weder die eingefihrten Mutationen im basischen Bereich des Proteins noch die
Mutationen in der hydrophoben Region beeinflussten die durch Immunfluoreszenz
detektierbare Lokalisation des Prionproteins an der Zelloberflache. Auch die Einftihrung
enes zusitzlichen Glykosylierungssgnas sowie die Deletion von 21 Aminosauren in der
zentralen Region des Prionproteins hatten keinerle Einflud auf die Lokalisation des
Proteins.

6.2.2.4 Dieproteolytische Spaltung der PrP Mutanten in N2a Zellen

Zur Analyse der proteolytischen Spaltung der in N2a-Zdlen Uberexprimierten PrP-
Mutanten wurden von den verschiedenen polyklonden Zédllinien Zdlysate angefertigt,
die Proteine durch Behandlung mit PNGaseF deglykolysert, eektrophoretisch
aufgetrennt und PrP* immunologisch unter VVerwendung der verschiedenen in Abbildung
11 dagestdlten C-terminden Antikorper detektiet und durch Aufzeichnung von
Chemolumineszenzsignalen quantifiziert.
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6.2.2.4.1 Analyse des 18 kDa Spaltprodukts

Eine Ausvahl an Western Blot-Untersuchungen zur Detektion des 18 kDa
Spatprodukts der unterschiedlichen Kongtrukte durchgefiihrt mit dem Antikorper 6H4
und die Ergebnisse der Quantifizierung von bis zu acht unabhdngigen Experimenten snd
in Abbildung 19 gezeigt. Aus Tabdle 5 (Anhang, Sate 142) sind die rechnerisch aus
den Meldaten ermitteten Verhditnisse zwischen 18 kDa Spatprodukt und
ungespatenem PrP zu entnehmen.
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Abbildung 19: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antikorper 6H4 und
quantitative Bestimmung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantikorper 6H4 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber
die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignal en.

Spuren: 1. Wildtyp-Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6: 3S100; 7: 3S105; 8:
5S100; 9: G/A; 10: A/G; 11: D105-125; 12: N2a-Zé€llen (nicht transfiziert). Die Molekulargewichte
von Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od18kDa/od28kDa Quotienten einzelner
Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen
dar.
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Endogen exprimiertes PrP* in nicht trandfizierten N2a-Zellen (Spur 12) konnte unter den
gewdhlten Bedingungen immunologisch nicht nachgewiesen werden. In  dlen
trandfizierten N2a-Zdllinien hingegen war das aus der Uberexpresson resultierende
Prionprotein detektierbar (Spuren 1 bis 11) und eine quantitative Auswertung moglich.
Im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) zeigte sich, dal? die Austausche einzelner
basscher Aminoséuren gegen Glycin (Spuren 2 bis 4) zu ener Reduktion an
detektierbarem Spatprodukt gefiihrt haben. Aus der quantitativen Auswertung war zu
entnehmen, dal3 diese Reduktion an Stérke zunahm, je néher der Aminoséureaustausch
der Spaltstelle lag. So zeigte das Konstrukt K105G im Mittel einen od18kDalod28kDa
Quotienten von 0,44, das Kongrukt K109G einen Quotienten von 0,29 und das
Konstrukt H110G einen noch gerigeren Quotienten von 0,22. Die Uberprifung der
Sgnifikanzen diesr Werte untereinander mittels Student's-t-test ergab, dald der
Unterschied zwischen K105G und H110G ds sgnifikant anzusehen war (P= 0,98,
a0 0,02), wohingegen die Differenzen zwischen K105G und K109G beziehungsweise
K109G und H110G dgch ds nicht dgnifikant erwiesen. Nach gleichzeitigem Austausch
dler dreél basschen Aminosauren im Kongtrukt 3G105 (Spur 5) zeigt sich keine
gegensaitige Verstérkung der Inhibition der Spaltung, sondern eher eine weniger starke
Inhibition as bem Austausch einzelner Aminoséuren. Diese Beobachtung wurde auch
durch die Quantifizierung bestétigt, die einen od18kDal/od28kDa Quotienten von 0,38
ergab, der sch nicht ggnifikant von den Werten der Konstrukte mit Austauschen
enzdner Aminosiuren unterschied. Die multiplen Augtausche basscher Aminosiuren

gegen Serin (Spuren 6 bis 8) hatten wenn Uberhaupt nur schwache Effekte auf die
proteolytische Spatung des Prionproteins. Mit od18kDa/od28kDa Quotienten von
0,80 fur das Konstrukt 3S100, 0,64 fur das Konstrukt 3S105 und 0,84 fir das
Konstrukt 5S100 waren die Unterschiede zum od18kDa/od28kDa von 1,01 der
Wildtyp-Kontrolle nicht signifikant. Auch die Konstrukte 3S105 und 55100, die Uber
eine zusitzliche Glykosylierung im Bereich der Spatgdle verfligten (Spuren 7 und 8),
zagten kene deutlichen Unterschiede beziglich der Wildtyp-Kontrolle.  Die
Aminosauresegquenzveranderungen im hydrophoben Bereich der Spdtgelle zeigten zum
Tell deutlich drastischere Auswirkungen auf die Spatung der Proteine. Der Austausch
zweler Glycine gegen Alanine unter Bildung von insgesamt acht Alaninen in Folge im
Kongrukt G/A (Spur 9) bewirkte eine leicht verstérkte Spaltung des Konstrukts, wie
aus dem od18kDalod28kDa Quotienten von im Mittel 1,18 zu entnehmen war. Die
Uberprifung der Signifikanz des Unterschieds zur Wildtyp-Kontrolle ergab jedoch, dai3
diese Differenz ds nicht sgnifikant anzusehen war. Der Augtausch von sechs Alaninen
gegen Glycine unter Bildung von inggesamt acht Glycinen im Kongrukt A/G (Spur 10)
hingegen inhibierte die Bildung des 18 kDa Spdtprodukts fast vollstandig. Dies war
auch aus dem hochggnifikanten od18kDalod28kDa Wert von 0,05 zu entnehmen.

Auch die Ddeion von 21 Aminosiuren im Kongrukt D105-125, die sowohl

die
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basische ds auch die hydrophobe Region umfalde, fihrte mit eéinem Quotienten von
0,04 zu einer nahezu vollgandigen Inhibition der Spaltung.

Zur Uberprifung der ermittelten Spaltungseffizienzen einzelner Konstrukte wurden die
Western Blot-Analysen unter Verwendung anderer C-terminaler Antikorper wiederholt.

In Abbildung 20 ist der immunologische Nachweis der verschiedenen PrP-Konstrukte
und ihrer Spatprodukte mit dem Antikorper 13A5 gezeigt. Als Bakendiagramm sind
die nach der Quantifizierung rechnerisch ermittdten Verhdtnisse zwischen 18 kDa

Spaltprodukt und ungespaltenem PrP gezeigt.
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Abbildung 20: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antikdrper 13A5 und
quantitative Bestimmung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantikorper 13A5 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber
die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1: Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6: 3S100; 7: 3S105; 8: 5S100; 9:
G/A; 10: A/G 11. D105-125; 12: N2a-Zellen (nicht transfiziert). Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitaten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die od18kDa/od28kDa Quotienten sind oberhalb der Baken
angegeben.
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Endogen exprimiertes PrP* (Spur 12) wurde von diesem Antikorper nicht erkannt, da
murines PrP nicht Uber das entsprechende Hamster-Epitop verflgt. In den
unterschiedlichen trandfizierten N2a-Zdllinien hingegen waren die mit dem 13A5-Epitop
ausgedtatteten Prionprotein-Konstrukte und ihre Spaltprodukte detektierbar (Spuren 1
bis 11). Beztiglich der Auswirkungen der eingefiihrten Mutationen auf die Spaltung des
Prionproteins in der zentrden Region bestétigten sch die unter Verwendung des
Antikorpers 6H4 erhatenen Egebnisse. Einzelne Augtausche basischer Aminosiuren
gegen Glycin in den Konstrukten K105G (Spur 2), K109G (Spur 3) und H110G (Spur
3) bewirkten im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) eine leichte Inhibition der
proteolytischen Spaltung des Prionproteins, die Sch auch in der quantitativen Auwertung
widerspiegdte. Der Audtausch diesr drel basischen Aminoséuren gleichzeitig im
Konstrukt 3G105 (Spur 5) zeigte wenn Uberhaupt nur einen sehr schwachen negativen
Einflud auf die Spdtung. Die multiplen Aminosauresequenzveranderungen in den
Mutanten 3S100 (Spur 6), 3S105 (Spur 7) und 5S100 (Spur 8) hatten keinerle
Auswirkung auf die Spatungseffizienz, was Sch auch in den der Wildtyp-Kontrolle sehr
ahnlichen od18kDa/od28kDa Quotienten zeigte, die fur jedes Konstrukt Uber den
Baken des Diagramms dargestellt Snd. Auch die Daten hingchtlich der PrP-Konstrukte
mit Mutationen im hydrophoben Bereich der Spatgele entsprachen den schon mit dem
6H4 Antikorper ermittelten Werten. Das Konstrukt G/A (Spur 9) zeigte eine deutlich
versarkte Spatung mit einem od18kDa/od20kDa Quotienten von 3,93 und die
Mutante G/A (Spur 10) eine starke Inhibition der Spatung mit einem Quotienten von
1,18. Die Mutante D105-125 (Spur 11) zeigte mit eéinem Wert von 0,41 ene stark
verminderte Menge an 18kDa Spaltprodukt.

Die Auswetung enes exemplaischen Westen Blots beziiglich des 18kDa
Spdtprodukts mit dem Antiserum 1A8, die in Abbildung 21 gezeigt i, betéigt die
Tendenz der bereits beschriebenen Einfllisse verschiedener Mutationen auf die zelulére
Spaltung des Prionproteins nochmals.

Prionprotein nicht trandfizierter N2a-Zellen war auch mit diesem Antikorper unter den
gewdhlten Bedingungen nicht detektierbar (Spur 12). Die die unterschiedlichen PrP-
Kongtrukte Uberexprimierenden N2a Zdllinien (Spuren 1 bis 11) hingegen zeigten
deutliche Signde. Die quantitative Auswertung der Western Blots ergab auch hier eine
deutliche Inhibition der Spaltung durch Austausche basischer Aminosduren gegen Glycin
(Spuren 2 bis 5) im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Spur 1). Austausche gegen Serin
hatten keinen Effekt auf die Spatung (Spuren 6 bis 8). Das Konstrukt G/A (Spur 9)
wies eine der Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) vergleichbare Spataktivitét auf, wohingegen
das Konstrukt A/G (Spur 10) kaum gespaten wurde. Waeiterhin zeigte auch die
Deetionsmutante D105-125 (Spur 11) den gleichen inhibitorischen Phanotyp wie be
Andysen mit anderen C-terminden Antikdrpern.

Somit konnten die Einfliisse verschiedener Aminoséuresequenzveranderungen auf die
proteolytische Spatung von PP in N2a-Zdlen mit unterschiedlichen C-
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terminden Antikorpern  dokumentiert werden (Abbildung 19,.Abbildung 20 und
Abbildung 21). Die tellweise aufgetretenen Unterschiede einzelner Ergebnisse waren
zum Tel bedingt durch die schon beschriebenen unterschiedlichen Effizienzen der
Erkennung des 18 kDa Spdtprodukts durch die unterschiedlichen Antikorper (Sehe
Abbildung 12, Seite 55). Zudem wurden mit den Antikorpern 13A5 und 1A8 jewells
nur eine quantitative Bestimmung dargestdlt, so dal? in diesen Fdlen mogliche

experimentelle Schwankungen nicht ausgeschlossen werden konnten.
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Abbildung 21: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antiserum 1A8 und
quantitative Bestimmung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zum nachgewiesenen
ungespal tenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantiserum 1A8 und dem Sekundarantikorper Ziege-anti-Kaninchen-AP
Uber die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6: 3S100; 7: 3S105; 8: 55100; 9:
G/A; 10: A/G; 11. D105-125; 12: N2a-Ze€llen (nicht transfiziert). Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitdten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die od18kDa/od28kDa Quotienten sind oberhalb der Baken
angegeben.
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6.2.2.4.2 Analyse des 20 kDa Spaltprodukts

Die Andyse des 20 kDa Spdtprodukts efolgte zunéchst durch immunologische
Detektion des deglykosylierten Prionproteins mit dem Antisssum Kan72. Wie aus
Abbildung 11 (Seite 53) sowie Abbildung 13 (Seite 56) hervorgeht erkennt das
Antiserum Kan72 neben ungespatenem PrP ausschlieldich das 20 kDa Spaltprodukt.
Die zu diessm Produkt fihrende Spdtung des Prionproteins findet etwa 20
Aminosiuren N-termina der proteolytischen Spaltung im zentraden Bereich des Proteins
Stett.

Eine Auswahl exemplarischer Western Blot-Analysen zur Detektion des 20 kDa
Spaltprodukts der unterschiedlichen Prionprotein-Konstrukte durchgefihrt mit dem
Antiserum Kan72 und die Ergebnisse der Quantifizierung von bis zu seben
unabhéngigen Experimenten Snd in Abbildung 22 gezeigt. Aus Tabdlle 7 (Anhang, Seite
143) snd die zugehtrigen rechnerisch aus den Meldaen ermitteten Verhdtnisse
zwischen 20 kDa Spatprodukt und ungespatenem PrP zu entnehmen.

Endogen exprimiertes Prionprotein nicht trandfizieter N2a-Zdlen konnte unter den
gewahiten Bedingungen mit dem Antiserum Kan72 nicht nachgewiesen werden (Spur
12). Alle trandfizierten Zdllinien hingegen zeigten deutliche Signdle fir ihre jewelligen
PrP-Kongtrukte (Spuren 1 bis 11) und eine quantitative Auswertung konnte erfolgen.
Verglichen mit der fUr die Wildtyp-Kontrolle ermittelten Menge an Spatprodukt (Spur
1) zeigten insbesondere die Aminosiuresustausche in der basschen Region einen
negativen Einfluld auf die Spdtung (Spuren 2 bis 8). Die fir diese Mutanten ermittelten
0d20kDa/od28kDa Quotienten lagen zwischen 0,37 fur das Konstrukt H110G (Spur
4) und 0,60 fur das Konstrukt 3G105 (Spur 5) verglichen mit einem Wert von 0,82 fir
die Wildtyp-Kontrolle (Spur 1). Die Abweichungen der fir die Mutanten ermittelten
Werte untereinander waren nach Durchfiihrung des Student's-t-test als nicht Sgnifikant
anzusehen, wohingegen die jewelige Abweichung vom Quatienten der Wildtyp-
Kontrolle sgnifikant waren (P=98, all 0,02) . Die Mutationen im hydrophoben
Bereich des Prionproteins in den Konstrukten A/G (Spur 9) und G/A (Spur 10) hatten
keinen Einflud auf die Spdtbarkeit des Prionproteins. Die durch Quantifizierung
ermittelten od20kDalod28kDa Quotienten wichen nicht signifikant vom Wert der
Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) ab. Die Ddetionsmutante (Spur 11) hingegen zeigte mit
einem Quotienten von 0,10 eine kaum nachweisbare Mengen an 20 kDa Spaltprodukt
und zeigte demnach eine fagt vollstdndige Inhibition der proteolytischen Spaltung.
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Abbildung 22: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antiserum Kan72
und quantitative Bestimmung des 20 kDa Spaltprodukts im Verhéltnis zum nachgewiesenen
ungespal tenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantiserum Kan72 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-Kaninchen-
AP Uber die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Wildtyp-Kontralle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6: 35100; 7: 3S105; 8:
5S100; 9: A/G; 10: G/A; 11: D105-125; 12: N2a-Zé€llen (nicht transfiziert). Die Molekulargewichte
von Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od20kDa/od28kDa Quotienten einzelner

Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen
dar.

Zur Uberprifung der ermittelten Spaltungseffizienzen einzelner Konstrukte wurden die
Western Blot-Analysen unter Verwendung des C-terminden Antissrums 1A8
wiederholt.

In Abbildung 23 sind der immunologische Nachwels der verschiedenen PrP-K onstrukte
und ihrer Spatprodukte mit dem Antiserum 1A8 (vergleiche auch Abbildung 21 ) sowie
die Ergebnisse der aus der Quantifizierung rechnerisch ermittelten Verhdtnisse zwischen
20 kDa Spdtprodukt und ungespatenem PrP gezeigt.
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Abbildung 23: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antiserum 1A8 und
quantitative Bestimmung des 20 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantiserum 1A8 und dem Sekundarantikorper Ziege-anti-Kaninchen-AP
Uber die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1: Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6: 35100; 7: 3S105; 8: 5S100; 9
G/A; 10: A/G; 11. D105-125; 12: N2a-Zellen (nicht transfiziert). Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an

ungespaltenem Prionprotein. Die od20kDa/od28kDa Quotienten sind oberhalb der Baken
angegeben.

Endogen in nicht trandfizieten N2a-Zellen exprimiertes Prionprotein wurde mit dem
1A8 Antiserum nicht nachgewiesen (Spur 12). Fir dle trandfizierten N2a-Zdlen war
der quantitative Nachweis der PrP-Kongtrukte mdglich (Spuren 1 bis 11). Be
Vewendung des 1A8 Antissums zegten dch  dhnliche Unterschiede der
Spdtungseffizienz  verschiedener Kongrukte wie bel Andysen mit dem Kan72
Antiserum. Verglichen mit der Spatungseffizienz der Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) zeigten
insbesondere Mutationen in der basschen Region einen inhibitorischen Effekt auf die
Spdtung des Proteins. (Spuren 2 bis 8), was durch deutlich von der Kontrolle
differierende 0od20kDa/od28kDa Quotienten, diejeweils oberhab der
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Badken des Diagramms angegeben snd  zum  Ausdruck  kam.
Aminosauresequenzveranderungen in der  hydrophoben Region des Prionproteins
(Spuren 9 und 10) hatten keinen deutlichen Einfluld auf die proteolytische Spatung. Die
Dedetionsmutante D105-125 (Spur 11) hingegen zeigte nur sehr wenig 20 kDa
Spdtprodukt im Verhdtnis zu ungespatenem Prionprotein. Hier wurde die Spatung
offenbar stark inhibiert.

Die unterschiedlichen immunologischen Untersuchungen zum 20 kDa Spatprodukt
kamen somit zu vergleichbaren Resultaten (Abbildung 22 und Abbildung 23).
Abweichungen enzener Daten waren moglicherweise auf verschieden ausgeprégte
Effizienzen der Erkennung des 20 kDa Spdtprodukts der beiden verwendeten
Antikorper zurtickzufiihren (sehe Abbildung 13, Seite 56).

6.2.2.5 DieWirkungvon Tunikamyzin auf die Spaltung von PrP°

Dadie Spatung des Prionproteins erst nach Deglykosylierung detektierbar war, wurden
neben den Anaysen mit durch PNGaseF in vitro deglykosylietem PP auch
Untersuchungen mit in Gegenwart von Tunikamyzin kultivieren N2a- Zdllen durchgeftnrt,
um die ermittdten Resultate in diessm Sysem zu vergleichen. Beém Wachstum
eukaryontischer Zdlen in Anwesenheit von Tunikamyzin wird die N-Glykosylierung von
Glykoproteinen wie PrP* vallstandig inhibiert (Caughey, B. et al., 1989).

In Abbildung 24 ist der immunologische Nachweis einer Auswahl unterschiedlicher Pr-
Mutanten mit Aminosiuresustauschen sowohl in der bassche ds auch in der
hydrophoben Region des Proteins nach Wachsum de die Konsrukte
Uberexprimierenden Zdlen in Anwesenhet von Tunikamyzin dargestelt. Andysert
wurden hier neben der Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) die Konstrukte K105G (Spur 2),
K109G (Spur 3), H110G (Spur 4), G/A (Spur 5), A/G (Spur 6) und D105-125 (Spur
7), da diex in den zuvor beschriebenen Expeimenten zum Tell deutliche
Vednderungen beziiglich der proteolytischen Spdtung aufgewiesen hatten. Die
Anadysen wurden mit den C-terminden Antikorpern 13A5 (Abbildung 24 A) und 6H4
(Abhildung 24 B) durchgefiihrt.

Ba dlen Kongrukten mit Aminoséuresubdtitutionen lief3 Sch mit beiden Antikorpern
eine Bande bel 28 kDa fur ungespatenes Prionprotein detektieren (Spuren 1 bis 6).
Das Konstrukt D105-125 zeigte aufgrund der Deletion von 21 Aminosiuren eine Bande
leicht veringerten Molekulargewichts (Spur 7). Weiterhin wurde fir ale Kongtrukte eine
im Verhdtnis zur jewells nachgewiesenen Menge ungespatenem Prionproteins kongtant
starke Bande bei 18 kDa detektiert. Eine Bande bae 20 kDa konnte mit keinem der
beiden Antikdrper eindeutig nachgewiesen werden (Spuren 1 bis 7).
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Abbildung 24: Immunologischer Nachweis der mutierten Prionproteine in N2a-Zellen nach
Wachstum in Gegenwart von Tunikamy zin.

Die verwendeten Zellen wurden vor Herstellung der Lysate fir 48 h in Anwesenheit von 10
pg/ml Tunikamyzin kultiviert. Die Auftrennung der Zellysate erfolgte auf einem 15%igen SDS-
PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion erfolgte mit den
Primarantikdrpern 13A5 (A) oder 6H4 (B) und dem Sekundarantikdrper Ziege-anti-Maus-AP
Uber Reaktion mit NBT/BCIP.

Spuren: 1: Wildtyp-Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: G/A; 6: A/G; 7: D105-125. Die
Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grav).

Die durch enige eingefuihrten Mutationen zuvor beobachteten Veranderungen der
Spdtungseffizienz konnten hier nicht nachgewiesen werden. Sowohl die Konstrukte mit
Mutationen im basschen Bereich des Proteins (Spuren 2 hbis 4), die nach
Deglykosylierung mit PNGaseF ene leicht verminderte Spatungseffizienz aufgewiesen
hatten, as auch die Kongrukte mit Mutationen im hydrophoben Bereich des Proteins,
von denen das Konstrukt G/A (Spur 5) eine leichte Steigerung und das Konstrukt A/G
eine sarke Hemmung der Spdtung in den vorangegangenen Experimenten gezeigt hatte,
wiesen nach Wachgdum der Zdlen in Anwesenhet von Tunikamyzin kenefle
Veranderungen bezliglich ihrer Spatbarkeit auf. Auch die zuvor ds spatungsdefizient
bezeichnete Mutante D105-125 (Spur 7) wurde in diesem Ansaiz wie die Wildtyp-
Kontrolle (Spur 1) gespdten. Auffalig war hier, dal3 das auftretende Spaltprodukt keine
Molekulargewichtsveringerung zeigte, die aufgrund der engefiihrten Deletion in diesem
Kongtrukt zu erwarten gewesen wére. Infolge dieser Beobachtungen blieb unsicher, ob
die be 18 kDa aufgetretene Bande tatséchlich das unter physiologischen Bedingungen
auftretende 18 kDa Spaltprodukt dargestellt hat.
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Auch die Tatsache, dald das 20 kDa Spatprodukt nicht nachweisbar war liefd die
Vemutung zu, dad ba Anwesenheit von Tunikamyzin im Wachdumsmedium vide
physiologische Prozesse nicht oder nur gestort ablaufen und somit die Ubertragbarkeit
von auf diese Weise ermittelten Ergebnissen auf die Stuationin vivo eher fraglich ist.

6.2.2.6 Proteinase K Sensitivitat verschiedener PrP Mutanten in N2a

Zellen

Die Bildung von Proteinase K resstentem Prionprotein ist nach der zdluldaen Spatung
des Proteins im Bereich der Amingsauren 111 oder 112 vermutlich nicht moglich, da
der C-terminale protesseresistente Kern von PrP* etwa bei Aminosiure 90 beginnt
(gehe Abbildung 2). Im Umkehrschiuf3 lag die Vermutung nahe, dal3 die Inhibition der
zdluldren Spatung zu einer erhdhten Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Proteinase
K resistenten PrP-Molekiilen oder aber sogar zur spontanen Bildung von PrP* filhren
konnte.

Zur Beantwortung der Frage ob ein solcher Effekt tatséchlich zu beobachten ist, wurden
dle in diessr Studie erzeugten PrP-Konstrukte einer Behandlung mit Proteinase K
unterzogen. In Abbildung 25 ist der immunologische Nachwels der PrP-Konstrukte vor
und nach Verdau der Zdlysate mit 3,3 pg/ml Proteinase K fir 10 Minuten bei 37 °C an
einigen Beispiden dargestdlt.

- = = — 35,7 kDa
- - ' -
. - — 28,4kDa
-+ - 4+ -+ -+ - 4+ - 4+ -+ Proteinasek

Kan72

Abbildung 25: Immunologischer Nachweis der mutierten Prionproteine vor und nach milder
Behandlung mit Proteinase K.

Der Verdau von jeweils 100 pg Gesamtprotein wurde fir 10 min bei 37 °C mit einer Proteinase K
Konzentration von 3,3 pg/ml durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine vor (-) und nach (+)
der Behandlung mit Proteinase K erfolgte auf einem 15%igen SDS-PAG. Die Detektion erfolgte
mit dem Primérantiserum Kan72 und dem Sekundarantikérper Ziege-anti-Kaninchen-AP Uber
Reaktion mit NBT/BCIP.

Spuren: 1: Wildtyp-Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: G/A; 6. A/G; 7: N2a-Zellen
(nicht transfiziert). Die Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der rechten Seite
angegeben.

Wie durch Proteinférbung mit Coomassie im SDS-PAG gezeigt werden konnte wurde
schon bel dieser milden Form der Proteinase K Behandlung ein Grofdeil der Proteine
im Zellysat abgebaut (Daten nicht gezeigt). Auch die Prionprotein-
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Konsgtrukte K105G (Spur 2), K109G (Spur 3) und H110G (Spur 4) mit
Aminosaureaustauschen im basischen Bereich des Proteins varen, wie die Wildtyp-
Kontrolle (Spur 1) nach der Behandlung immunologisch nicht mehr nachweisbar.
Ebenso war das Konstrukt G/A (Spur 5) vollsténdig abgebaut. Die Mutante A/G
hingegen (Spur 6) zeigte unter diesen Bedingungen eine partidle Proteinase K Resgtenz,
und wies das fir PrP* nach dringenter Behandlung mit Proteinase K typische
Bandenmuster im Bereich geringeren Molekulargewichts auf. i Zum Vergleich wurde
ein Verdau von Hamster PrP> unter {iblichen Bedingungen mit 20ug/ml Proteinase K
fur 60 Minuten bel 37 °C durchgefhrt, der in Abbildung 26 gezeigt ist. Proteinase K
resgente Banden wurden wie im Fal des A/G-Kongtrukts im Bereich von 20 bis 30
kDa detektiert (Spur 2). Unbehandeltes PrP* zeigte eine Bandenverteilung zwischen 28
und 35 kDa (Spur 1) Abgesehen von der Mutante A/G wurden dle anderen in dieser
Studie erzeugten PrP-Kongrukte unter mildem Proteinase K Verdau vollsténdig
abgebaut (Daten nicht fur ale Konstrukte gezeigr).

Ein interessanter Aspekt dieser Andysen war, dal3 en PrP-Kongtrukt mit deutlicher
Inhibition der Spaltung das Auftreten von partieller Proteinase K Resistenz aufwies. Auf
der anderen Sete zegten Kondrukte mit geringfigiger eingeschrankter
Spaltungseffizienz, wie das Kongtrukt H110G einen derartigen Effekt nicht. Und auch
die Mutante D105-125, die eine ebenso starke Inhibition der Spaltung aufwies wie die
Mutante G/A zeigte kein Auftreten einer Proteinase K resistenten Bande (Daten nicht
gezeigt). Somit konnte nicht auf enen direkter Zusammenhang 2zwischen
Spdtungseffizienz und der gesteigerten Wahrscheinlichkeit des Auftretens Proteinase K
resstenter Prionprotein-Molekile geschlossen werden.

Abbildung 26: Immunologischer Nachweis
1 2 von PrP* vor und nach Behandlung mit
ProteinaseK.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte auf
enem 15%igen SDS-PAG. Der Nachweis
von PrP wurde mit dem Primé&rantiserum
— 28.4kDa Kan72 und dem Sekundérantikorper Ziege-
anti-Kaninchen-AP Uber die Aufzeichnung
von Chemolumineszenzsignalen
durchgefihrt.

-+ Proteinase K Spuren: 1:Hamster PrP* vor Proteinase K
Behandlung; 2: Hamster PrP* nach 60 min

Kan72 20 ug/ml Proteinase K Resktion bei 37 °C.
Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten Seite
angegeben.

— 35,7kDa
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6.2.2.7 Uberexpression der Prionprotein Mutanten in CHO Zellen

Zur Bestétigung der durch Uberexpression verschiedener PrP-Mutanten in N2a-Zellen
und anschliel}ende Anayse der zdluléren Spaltung des Prionproteins gewonnenen Daten
wurden die verschiedenen Kongtrukte in eine weitere eukaryontische Zéllinie (CHO-
Zdlen) eingebracht.

Die Trandektion von CHO-Zdlen wurde mit Hilfe der Transfektionsreagenzien
Superfect und Effecten durchgeftihrt. Nach erfolgter Selektion wurden Zdlysate der
entsorechenden polyklonalen Linien im Western Blot auf die PrP-Uberexpression hin
untersucht. Wegen der im Vergleich zur Uberexpression in N2a-Zellen sehr schwacher
Expresson der Kongtrukte in dieser Zdllinie erfolgten die durchgefUhrten Western Blot-
Analysen zur Detektion der Spatprodukte nach vorheriger Immunprézipitation der PrP-
Kongtrukte mit dem Antiserum 1A8.

In Abbildung 27 ist der immunologischen Nachweis einer Auswahl von in CHO-Zdlen
exprimierten PrP-Kongrukten nach Deglykosylierung gezeigt. Die Andyse der
zdluldren Spdtung war aufgrund der schwachen Expresson nur schwer moglich.
Sichere Aussagen hingchtlich der Spdtbarkeit verschiedener Prionprotein-Konstrukte
konnten nicht getroffen werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
b B
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Abbildung 27: Immunologischer Nachweis der mutierten mit PNGaseF deglykosylierten
Prionproteinein CHO-Zellen.

Die Auftrennung der zuvor mit dem Antikdrper 1A8 (Verdinnung 1: 166) immunprézipitierten
und anschlieBend deglykosylierten Zellysate erfolgte auf einem 15%igen SDS-PAG.
Aufgetragen wurde jeweils die gesamte Immunprézipitation ausgehend von 500 pg
Gesamtprotein. Die Detektion erfolgte mit dem Priméantikbrper 6H4 und dem
Sekundéarantikorper Ziege-anti-Maus-AP Uber die Aufzeichnung von
Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Wildtyp-Kontrolle; 2: K105G; 3: K109G; 4: H110G; 5: 3G105; 6: A/G; 7: G/A; 8. D105
125; 9: CHO-Zéllen (nicht transfiziert). Die Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf
der rechten Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

In nicht trandfizierten CHO-Zd len war das Prionprotein nicht nachweisbar (Spur 9). Die
efolgrech trandizieten Zdllinien zeigten neben der Bande fur
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ungespaltenes Prionprotein bel 28 kDa eine das 18 kDa Spatprodukt darstellende
Bande bal 18 kDa. Der Vergleich der Verhditnisse der Bandenintengtéten zwischen
Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) und den Konstrukten mit Aminosaureaustauschen in der
basischen Region des Proteins K105G (Spur 2), K109G (Spur 3), H110G (Spur 4)
und 3G105 (Spur 5) legte eine schwache Inhibition der zdluldren Spatung dieser
Kongrukte in CHO-Zdlen nahe. Auch das Kongtrukt A/G (Spur 6) zeigte in CHO-
Zdlen die schon aus den Experimenten mit N2a-Zdlen bekannte Hemmung der
Spdtung. Die Spataktivitédt des Konstrukts G/A (Spur 7) war mit der der Wildtyp-
Kontrolle vergleichbar. Das Konstrukt D105-125 (Spur 8) liel3 sch in CHO-Zdlen, wie
einige andere Kongtrukte auch nicht Gberexprimieren. Eine Bande bel 20 kDa fUr das
20 kDa Spdtprodukt war in keinem Fal maglich. Allerdings trat bei dlen Konstrukten
eine Bande bel etwa 23 kDa auf (Spuren 1 bis 7).

6.2.3 Eingrenzung der fur die beobachteten  Phanotypen

verantwortlichen Aminosauren durch gezielte Mutagenese

Zur weiteren und genaueren Andyse der Spdtselle wurden auf Bas's der gewonnenen
Erkenntnisse weitere Prionprotein Konstrukte erzeugt, in N2a-Zdlen Uberexprimiert
und hingchtlich ihrer zdlul&en Spatung untersucht. Da Mutationen im hydrophoben
Bereich des Proteins deutlichere Einfliisse auf die zdluldre Spatung hatten, wurden vor
dlen Dingen in dieser Region weitere Aminosauresegquenzverdnderungen vorgenommen.

In Abbildung 28 snd die Aminosiuresequenzen der unterschiedlichen moPrPI138M
Kongrukte mit Mutationen im Bereich der Spdtdelle im Vergleich zur moPrPI138M
Kontrolle dargestdlt. Die Mutanten wurden nach den entscheidenden Mutationen im
Bereich der Spdtgtdle benannt. In der Legende zu Abbildung 28 snd die vollsténdigen
Beze chnungen aufgefihrt.

Im Konstrukt D105-110 wurde eine Ddletion von sechs Aminosauren in der basischen
Region eingeftihrt, die den N-terminden Antell der D105-125 Deetion umfalde und mit
der Entfernung von drei basschen Aminosauren einher ging. Durch Andyse dieser
Mutation sollte geklart werden, welcher Anteil der bereits untersuchten Deletion D105-
125 fir die beobachtete Inhibition der Spaltung verantwortlich war. Gleiches gdt fur die
D111-125 Deetion, die im hydrophoben Bereich eingefuhrt wurde und den C-
terminden Antell der D105-125 Mutation umfalde. Die Konstrukte V111G und V1111
trugen Aminoséureaugtausche von Vdin nach Glycin oder Isoleucin. Sie wurden
eingefihrt, um den Einfluf? dieser in direkter Nachbarschaft zur Spatstelle lokaiserten
Aminosiure auf die Spatungseffizienz zu andyseren. Es handdte sch in beiden Félen
um den Audausch einer hydrophoben Aminosiure gegen eine andere unpolare
Aminosaure.
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Kontrolle I GEING VAGAAAAGAWGE GGY |
100 127
D105-110 KPSKP . . . . .. VAGAAAAGAWGGEL GGY
V111G KPSKPKTNL KHGAGAAAAGAVWGGL GGY
Vi1l KPSKPKTNLKH AGAAAAGAWGE. GGY
A112/114G KPSKPKTNL KHVGGGAAAAGVVGGL GGY
A115/116G KPSKPKTNL KHVA GAGGAGAVVGGL GGY
A117/119G KPSKPKTNLKHVAGAAAGGOVWGEL GGY
AG/I KPSKPKTNLKHVI I 111 T1TWGE.GGY
All KPSKPKTNLKHVI G 1 11 G WGEL.GGY
Gll KPSKPKTNLKHVA| AAAAL AWGEL GGY
Al116V KPSKPKTNL KHVAGAAVAGAWGGE. GGY
D112-119 KPSKPKTNLKHV. . . . . . . . WGGEL.GGY
D111-125 KPSKPKTNLKH. . ..o Gy

Abbildung 28: Aminosduresequenzen der zentralen Region unterschiedlicher Prionprotein
Mutanten im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz.

Alle Konstrukte basieren auf der das 13A5 Epitop tragenden Kontrolle moPrPI138M.
Aminosauresequenzveranderungen bezlglich dieser Kontrolle sind durch Fettdruck und
Unterstreichung hervorgehoben. Punkte stellen Deletionen der entsprechenden
Kontrollsequenz dar. Beide mdoglichen Positionen der Spaltstelle sind durch Pfeile
gekennzeichnet.

Bezeichnungen: Wildtyp-Kontrolle: moPrPI138M; D105-110: moPrPI138M-D105-110; V111G:
moPrPI138M-V111G; V111l: moPrPI138M-V11l; A112/114G: moPrPI138M-A112/114G,;
Al115/116G:  moPrPI138M-A115/116G;  Al1l17/119G:  moPrPI138M-A117/119G; AG/I:
moPrPI138M-AG/I; A/l: moPrPI138M-A/l; G/l: moPrPI138M-G/I, A116V: moPrPI138M-A116V;
D112-119: moPrP1138M -D112-119; D111-125: moPrPI138M-  D111-125.

Bel den Konstrukten A112/114G, A115/116G und A117/119G wurden Austausche
von jewells zwe Alaninen gegen Glycine vorgenommen, die Telle des A/G Kongtrukts
dargdlten und Aufschluld darlber geben sollten, welche der insgesamt sechs
Aminosaureaustausche in diesem Kongtrukt die beobachtete Inhibition der Spaltung
verursacht hatte. Auch die Kongtrukte AG/I, A/l und G/l dienten jenem Zid. Hier
wurden multiple Augtausche von Alaninen und Glycinen gegen Isoleuzine durchgefiihrt
wobel der hydrophobe Charakter der Region erhdten blieb. Letztlich wurde das
gesamte Motiv AGAAAAGA unter Erhat des Kongrukts D112-119 deletiert. Das
Kongtrukt A116V wurde hergestelt, da es sSch bel dieser Aminosuresubgtitution um
en Homologon der humanpathogenen Mutation A117V handdt (Windl, O. und
Kretzschmar, H.-A., 2000). Da die durch diese Mutation ausgeloste familidre
Gersmann- Strausdl er- Scheinker-Erkrankung nur mit geringfiigigen Ablagerungen von
PrP> im Gehirn einher geht und die Mutation der Spaltstelle des Prionproteins sehr nahe
liegt sollte Gberpriift werden,
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ob mdglicherweise ein Defekt be der proteolytischen Spaltung des Proteins urséchlich
fur die Erkrankung sain konnte.

6.2.3.1 Konstruktion und Klonierung weiterer Prionprotein Mutanten

Die Etablierung der verschiedenen Kongtrukte efolgte durch SOE-PCR mit den
auleren Primern T3 und T7neo und den jewelligen nach der Mutation benannten
inneren Mutageneseprimern up und do. Als Ausgangsvektor diente das Plasmid pCl-
moPrPI138M (siehe Abbildung 15, Seite 60). Die erhdtenen PCR-Produkte wurden
Uber ihre Xbal und Xhol Redriktionsenzymschnittstelen in die entsprechenden
Spdtgdlen des eukaryontischen Expressonsvektors pClneo kloniert und deren
Sequenzen anschliel3end durch Sequenzierung mit den Sequenzprimern T3-800 und
T7neo-800 bestétigt.

6.2.3.2 Uberexpression der Konstruktein N2a Zellen

Die verschiedenen Expressonsvektoren wurden zur Effecter und Superfect-
vermittdten Trandformation von N2a Zellen eingesetzt. Nach Anzucht von G418
resstenten Zelpopulationen wurden Zellysate hergestelt und Western Blot-Analysen
mit unterschiedlichen Antikérpern durchgefiihrt, um die Expressonsraten der einzelnen
polyklonden Zdllinien zu ermitten. Kulturen, die eine deutliche Uberexpression der
Konstrukte zeigten, wurden unter Selektionsdruck in Kultur gehalten sowie zur spéteren
Verfugbarkeit in flissgem Stickstoff gelagert.

In Abbildung 29 ist der immunologische Nachweis der Uberexpression der PrP*
Kondrukte in den fir die weteren Andysen ausggewdhiten dabil trandizierten
polyklonalen N2a Zdllinien (Spuren 2 bis 13) im Vergleich zur Uberexpression der
Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) gezeigt.
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Abbildung 29: Immunologischer Nachweis der Uberexpression mutierter Prionproteine in N2a-
Zellen nach Auftrennung der Zellysate auf einem 15%igen SDS-PAG.

Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion erfolgte mit dem
Primarantikorper 3B5 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber die Aufzeichnung
von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Wildtyp-Kontrolle; 2: V111G; 3: V111l; 4: A112/114G; 5: A115/116G; 6: A117/119G; 7:
All; 8 G/l; 9: A116V; 10. D105-110; 11: D112-119; 12: D111-125. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.



Ergebnisse Seite 82

Abgesehen von den Konstrukten A/l (Spur 7) und G/I (Spur 8) lagen alle Konstrukte in
den fur PrP° typischen verschiedenen Glykosylierungsstufen vor (Spuren 2 bis 6 und 9
bis 12), was auf ene natlrliche Prozesserung der Proteine schlieien lield. Die
Kongtrukte mit Aminosiureaustauschen von hydrophoben Aminosauren zu Isoleucin
zagten ein ungewdhnliches Bandenmuster, mit einer prominenten Bande oberhab der
enfach glykosylierten Form der Wildtyp-Kontrolle. Beim Konstrukt A/l (Spur 7)
fehlten Banden fir andere Glykosylierungsformen fast vollsténdig. Beim Konstrukt G/l
(Spur 8) war diesr Effekt weniger dak ausgeprdgt. Die eingefihrten
Aminosturesubgtitutionen fiihrten moglicherweise zu einer veranderten Prozessierung
der mutierten Proteine.

Wie dargestelt wurden fir fast dle Kongtrukte G418-resstente polyklonade N2a
Zdllinien mit ener ausreichenden Uberexpression des mutierten Prionproteins etabliert
(Spuren 2 bis 12). Eine das Kongtrukt AG/l stabil Uberexprimierende Zellinie konnte
auch nach mehrfacher Durchfihrung der Trandfektion und Optimierung der
Trandfektionsbedingungen nicht erzeugt werden (Daten nicht gezeigt). Ursache hierfir
war mdglicherweise eine im Vergleich zu den Kongrukten A/l und G/l stérker
fehlgeetete Prozesserung dieses Konsirukis.

6.2.3.3 Lokalisation der mutierten Prionproteinein der Zelle

Mittds Immunfluoreszenzmikroskopie wurde Uberprift, ob die Lokalisation der
mutageniserten Prionproteine in  Uberexprimierenden N2a-Zdllen der natlrlichen
Lokdisation von PrP* an der Zdloberflache entsprach. Zur Detektion der Prionproteine
wurde der N-terminde Antikorper 3B5 verwandt.

Wie in Abbildung 30 gezeigt igt, ergab sch aus diesen Untersuchungen, dal3 die
Mehrzahl der mutagenisierten Prionproteine vorwiegend an der Zdloberfléche lokdisiert
waren und dort zu deutlichen Huoreszenzsignaden fihrten.

moPrP138M-Kontrolle D105-110 V111G
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V111l A112/114G A115/116G

All G/l

All6V D112-119 D111-125

A117/119

N2a

Abbildung 30: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation der in N2a-Zellen
Uberexprimierten mutierten Prionproteine.

Die Detektion erfolgte an das entsprechende Konstrukt tberexprimierenden fixierten und
permeabilisierten N2a-Zellen mit dem Priméarantikérper 3B5 und dem TRITC gekoppelten
Sekundarantikérper Ziege-anti-M aus.
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Nur die Kongrukte A/l und G/I zeigten keine Verankerung an der Zelmembran,
sondern schienen ausschlieldich in Organdlen im Inneren der Zelen lokaisert zu san.
Von Interesse war bel dieser Beobachtung auch die Tatsache, dal3 gerade diese beiden
Prionprotein-Mutanten auch eine aberrante Glykosylierung aufgewiesen hatten (Sehe
Abbildung 29, Spuren 7 und 8). Diese beiden Befunde kdnnten moglicherweise in
direktemn Zusammenhang miteinander stehen.

6.2.3.4 Analyse der proteolytischen Spaltung der verschiedenen PrP

Mutanten in N2a-Zellen

Zur Untersuchung der proteolytischen Spaltung der unterschiedlichen PrP-Konstrukte
wurden Zellysate von den entsprechenden G418-ressenten polyklonden Zdllinien
hergestdlt, die Proteine enzymatisch durch PNGaseF deglykosyliet und durch
Detektion mit den unterschiedlichen in Abbildung 11 dargestelten C-terminden
Antikdrpern im Western Blot andyset und die verschiedenen Banden durch
Aufzeichnung von Chemolumineszenzsgnden quantifiziert.

6.2.3.4.1 Analyse des 18 kDa Spaltprodukts

In Abbildung 31 ig ene Auswvahl von Western Blot-Untersuchungen mit dem
Antikorper 6H4 zur Detektion des 18 kDa Spdtprodukts der verschiedenen
Konstrukte dargestdIt. Weiterhin finden sich dort die Ergebnisse der Quantifizierung von
bis zu acht unabhangigen Experimenten. Fur die Konstrukte A112/114G, A1516/116G
und A117/119G wurden jewells nur vier Analysen durchgefiihrt. Aus Tabele 6
(Anhang, Saite 142) snd die rechnerisch aus den Melidaten ermittelten Verhdtnisse
zwischen 18 kDa Spdtprodukt und ungespatenem Prionprotein zu entnehmen.

Abgesehen von der mit dem Konstrukt AG/I trandfizierten Zdllinie (Spur 10) war in
dlen trandfizieten N2a-Zdllinien das aus der Uberexpresson resultierende
mutagenisierte Prionprotein detektierbar (Spuren 1 bis 9 und 11 bis 13) und ene
quantitetive Auswertung maglich. Im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) zeigten
gch bea enigen af Aminosuresbene verdnderten Prionproteinen  deutliche
Unterschiede in der Spdtungseffizienz. Wahrend die im Konstrukt D105-110
vorliegende Ddetionsmutation im basschen Bereich des Proteins mit enem durch
Quantifizierung emitteltem od18kDalod28kDa Quotienten von 0,67 im Vergleich zum
fur die Wildtyp-Kontrolle ermittelten Wert von 1,01 einen mé&dg negetiven Einflul? auf
die zdluldre Spdtung ausiibte (Spur 2), zeigten die Konstrukte D112-119 und D111-
125 mit Deetionen in der hydrophoben Region ene deutliche Verringerung der
Spaltungseffizienz (Spuren 12 und 13). Nach Uberpriffung der Signifikanzen der Werte
mittds Student's-t-test  ergab sich, dal3 der Unterschied zwischen der Mutante D112-
119 mit einem od18kDa/od28kDa Quotienten von 0,13 und der  Deletionsmutante
D111-125 mit einem Quotienten
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von 0,06 nicht dgnifikant war, folglich dso insbesondere die Entfernung der

Aminosiuren 112 bis 119 einen Einflul? auf die Spatungseffizienz ausgelibt hatte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Abbildung 31: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antikorper 6H4 und
quantitative Bestimmung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhaltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantikdrper 6H4 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber
die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignal en.

Spuren: 1. Kontrolle; 2: D105-110; 3: V111G; 4: V11ll; 5 Al112/114G; 6. A115/116G; 7
Al117/119G; 8. A/l; 9 G/I; 10: AG/; 11: All6v5; 12: D112-119; 13: D111-125. Die
Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od18kDa/od28kDa Quotienten einzelner
Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen
dar. n.a.: Nicht auswertbar.

Dieser Befund wurde auch dadurch gestitzt, dald der Austausch der Alanine
beziehungsweise Glycine dieser Region gegen Isoleucine in den Konstrukten A/l (Spur

8) und G/I (Spur 9) zu einer starken Inhibition der Spaltung flhrte, die sich
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in deutlich von der Wildtyp-Kontrolle abweichenden od18kDa/od28kDa Quotienten
von 0,07 und 0,29 aul¥erte. Ba der Beurtelung der verringerten Spatungseffizienz
dieser beiden Kongtrukte darf alerdings auch deren aberrante Lokdisation innerhab
der Zdle nicht vernachldssgt werden (Sehe Absatz 6.2.3.3). Fur das Konstrukt AG/I
(Spur 10) war die Ermittlung datigtisch rdevanter Daten aufgrund des geringen
Expressondeves nicht mdglich. Die Austausche von jewells zwe Alaninen gegen Glycin
in den Konstrukten A112/114G (Spur 5), A115/116G (Spur 6) und A117/119G (Spur
7) zeigten nur geringflgige Effekte auf die zdlulére Spatung des Prionproteins. Die im
Verglech zur Wildtyp-Kontrolle leichten Veranderungen hinsichtlich der Spatungsraten
erwiesen sch abgesehen vom Konstrukt A112/114G ds nicht sgnifikant. Ebenso fuhrte
auch die der humanpathogenen Mutation A117V entsprechende Aminosduresubgtitution
im Konstrukt A116V (Spur 11) nur zu einer médgen aber Sgnifikanten Veranderung
der Spdtungseffizienz. Die Augtausche von Vain gegen Glycin oder Isoleucin in den
Mutanten V111G (Spur 3) und V1111 (Spur 4) hingegen bewirkten eine unterschiedlich
sark ausgeprégte Inhibition der Spatung. Wahrend der Austausch gegen Glycin mit
einem od18kDa/od28kDa Quotienten von 0,18 einen stark negativen Effekt audiibte,
zeigte der Audtausch gegen Isoleucin mit einem Quotienten von 0,61 einen eher
moderaten Effekt auf die Menge an detektierbarem Spatprodukt.

Zur Uberprifung der Spatungseffizienzen verschiedener Konstrukte wurden die
Western Blot-Analysen unter Verwendung anderer C-terminaer Antikorper wiederholt.
Die Auswertung diessr mit den Antikorpern 13A5 und 1A8 durchgefihrten
Untersuchungen berstétigten im algemeinen die bereits beschriebenen Beobachtungen
bezliglich der Einflisse verschiedener Mutationen auf die zdluldre Spatung des
Prionproteins (Daten nicht gezeigt).

6.2.3.4.2 Analyse des 20 kDa Spaltprodukts

Die Analyse des 20 kDa Spdtprodukts erfolgte durch immunologische Detektion des
deglykosylierten Prionproteins mit dem Antissrum Kan72. Einige exemplarische
Western Blot-Analysen der unterschiedlichen Prionprotein-Konstrukte und die
Ergebnise der Quantifizierung von jewells bis zu seben unabhdngigen Experimenten
and in Abbildung 32 gezeigt. Fir die Konstrukte A112/114G, A1516/116G und
A117/119G wurde jeweils nur eine Anayse durchgefiihrt. Aus Tabelle 8 (Anhang, Sate
143) dnd die zugehdrigen aus den Mefdaten rechnerisch ermittelten Verhdtnisse
zwischen 20 kDa Spdtprodukt und ungespatenem Prionprotein zu entnehmen.
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Abbildung 32: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antiserum Kan72
und quantitative Bestimmung des 20 kDa Spaltprodukts im Verhéltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primarantiserum Kan72 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-Kaninchen-
AP Uber die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Kontrolle; 2: D105-110; 3: V111G, 4 V11l; 5 A112/114G; 6. A115/116G; 7.
Al117/119G; 8 A/l; 90 G/l; 10: AG/; 11: Al116eVv; 122 D112-119; 13: D111-125. Die
Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od20kDa/od28kDa Quotienten einzelner
Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen
dar. n.a.: Nicht auswertbar.

Abgesehen von der mit dem Konstrukt AG/I trandfizierten Zdllinie (Spur 10) zeigten dle
Zdllinien deutliche Signde fur die jeweligen Prionprotein-Konstrukte (Spuren 1 bis 9
und 11 bis 13) und ene quantitative Auswertung der Spatungseffizienzen konnte
erfolgen. Auch die weiter N-termind [okdiserte Spatung des Prionproteins wurde, wie
der Veglech zur Wildyp-Kontrolle (Spur 1) zeigte durch enige
Aminosiuresegquenzverdnderungen im zentralen Bereich des Proteins beanflul¥. Die
Ddetion D105-110 (Spur 2) im basschen Bereich des Proteins flhrte zu ener
Reduktion an detektierbarem Spatprodukt, was sichin
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einem 0d20kDalod28kDa Quotienten von 0,35 im Vergleich zum Quotienten der
Wildtyp-Kontrolle von 0,82 ausdriickte. Wie schon bel vorhergehenden Andysen
beobachtet (siehe Absatiz 6.2.2.4.2), scheinen bassche Aminosuren im zentraen
Bereich be der weter N-termind lokaiserten Spatung des Proteins eine Rolle zu
spielen. Aber auch die Deletionen D112-119 (Spur 12) und D111-125 (Spur 13) in der
hydrophoben Region zeigten mit Quotienten von 0,14 und 0,13 hochsgnifikante stark
negative Auswirkungen auf die Spatungseffizienz. Einzelne Aminosureaustausche in der
hydrophoben Region wie in den Konstrukten V111G (Spur 3) und V111l (Spur 4)
zeigen mit 0od20kDa/od28kDa Quotienten von 0,79 und 0,70 keinen signifikanten Effekt
auf die Menge an detektierbarem Spatprodukt und auch die verschiedenen Austausche
hydrophober Aminosduren gegen Glycine in den Konstrukten A112/114G (Spur 5),
A115/116G (Spur 6) und A117/119G (Spure 7) zeigten mit Quotienten von 0,67 bis
0,78 keine dgnifikanten Auswirkungen auf die Spatung des Prionproteins. Austausche
hydrophober Aminosduren gegen Isoleucine in den Konstrukten A/l (Spur 8) und G/I
(Spur 9) hingegen hatten mit Werten von 0,37 und 041 eine Reduktion an
detektierbarem 20 kDa Spatprodukt zur Folge. Bel der Beurteilung der verringerten
Spatungseffizienz dieser beiden Konstrukte daf dlerdings auch deren aberrante
Lokaisation innerhdb der Zdle nicht vernachiassgt werden (Sehe Absatz 6.2.3.3). Das
Konstrukt AG/I konnte wegen zu geringer Expressonsrate nicht quantitativ ausgewertet
werden (Spur 10). Die der humanpathogenen Mutation A117V &quivaente Mutation
A116V (Spur 11) zeigte mit einem Quotienten von 0,46 eine auffdlige Inhibition der
proteolytischen Spaltung des Prionproteins.

Zur Uberprifung der Spaltungseffizienzen der unterschiedlichen Konstrukte wurden die
Western Blot-Analysen mit dem C-teminden Antissum 1A8 wiederhalt. Die
Auswvertung dieser durchgefihrten Untersuchungen bedtétigten im dlgemeinen die
bereits beschriebenen Beobachtungen beztiglich der Einfllisse verschiedener Mutationen
auf die zdluldre Spadtung des Prionproteins (Daten nicht gezeigt).

6.2.3.5 Analyseder Proteinase K Sensitivitat

Die Andyse der Proteinase K Sengtivitét der unterschiedlichen Kongtrukte erfolgte
Uber einen milden Verdau der entsprechenden Lysate mit Proteinase K. Es konnten
keinerlel Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Alle mutierten
Prionproteine wurden unter den gegebenen Bedingungen vollstandig abgebaut (Daten
nicht gezeigt).

6.2.4 Zusammenfassende Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse

Im Bereich der zentrden Region des Prionproteins mutierte PrP-Konstrukte wurden
in  N2a-Zdlen Uberexprimiert und andysert. Die verschiedenen
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Konstrukte und deren Aminosiuresequenzen der zentrden Region sind in Abbildung 33
A und B zusammengefa.

A B C D
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Abbildung 33: Zusammenfassende Darstellung der in N2a-Zellen Uberexprimierten PrP-
Konstrukte (A), ihrer Aminosduresequenzen in der zentralen Region (B) und der Ergebnisse
der densitometrischen Detektion des 18 kDa Spaltprodukts mit dem 6H4 Antikdrper (C) und
des 20 kDa Spaltprodukts mit dem Kan72 Antiserum (D) im Verhdltnis zum jewells detektierten
ungespaltenen Prionprotein.

Alle Konstrukte basieren auf der das 13A5 Epitop tragenden Wildtyp-Kontrolle moPrPI138M.
Aminosauresequenzveranderungen beziiglich dieser Kontrolle sind durch Fettdruck und
Unterstreichung hervorgehoben. Punkte stellen Deletionen der entsprechenden
Kontrollsequenz dar.

Die vollstandigen Bezeichnungen der Konstrukte finden sich in den Legenden zu Abbildung
16 und Abbildung 28. n.a.: Nicht auswertbar.

* Wie nach Beendigung der Arbeit festgestellt wurde, waren die DNA -Konstrukte A105-110
und A112-119 nicht mehr eindeutig zuzuordnen. Auf die in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnisse hatte dies sehr wahrscheinlich keinen Einflul3.

Alle im basischen Bereich mutierten Proteine wiesen eine natiirliche Lokaisation an der
Zdloberfléche auf. Auch die Mehrzahl der Mutanten mit
Aminosauresequenzveranderungen im hydrophoben Bereich des Prionproteins zeigten
eine Lokdisation an der Zdloberflache. Eine Ausnahme bildeten die Prionproteine mit
Aminosiureaustauschen von hydrophoben Aminosduren nach Isoleucin, die im Inneren
der Zdlen lokdigert waren.
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Die Untersuchung der proteolytischen Spatung der in N2a-Zdlen Uberexprimierten
Kongrukte zeigte, dal3 verschiedene Aminosiuresequenz-verdnderungen in der
zentrden Region des Prionproteins zum Tell deutliche Auswirkungen auf die zdluléren
Spdtungen des Proteins hatten. Die quantitative Auswertungen der Spatung der
verschiedenen Kongtrukte sind in Abbildung 33 C und D zusammenfassend in Form der
durchschnittlichen od18kDa/od28kDa beziehungsweise od20kDal/od28kDa Quotienten
dargestdlt. Die proteolytische Spdtung in der zentrden Region, die in der Bildung eines
18 kDa C-terminden Spdtprodukts resultiert, wurde insbesondere durch enige
Aminosaureaustausche sowie Deletionen in der hydrophoben Region des Prionproteins
fagt vollgandig inhibiert. Auch enige Mutationen im basschen Bereich zeigten ene
negative Wirkung auf die Spatungseffizienz. Ebenso wurde die weiter N-termind
lokaisierte proteolytische Spdtung von PrP, die in einem C-terminden Spaltprodukt
von 20 kDa resultiert, durch verschiedene Mutationen negativ beeinfluf. Insbesondere
Mutationen in der basischen Region des Proteins und Deletionen zeigten hier eine zum
Tell sarke inhibitorische Wirkung.

Bel der Untersuchung der Proteinase K Sengtivitét der mutierten Prionprotein wurde
festgestellt, dald das Kongrukt A/G ene erhohte Resistenz gegeniber dem
proteolytischen Abbau durch Proteinase K aufwies. Interessanterweise hatte dieses
Kongrukt gleichzeitig eine fast vollstandige Inhibition der zdluldren Spatung im zentralen
Bereich des Prionproteins gezeigt.
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6.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR AUTOKATALYTISCHEN SPALTAKTIVITAT DES

PRIONPROTEINS

Die drukturele Homologie der C-terminden Doméne des Prionproteins (PrP(121-
231)) zu den Kkadytisch aktiven Doménen eniger membranverankerter
Signdpeptidasen fihrte zu der Annahme, dal3 es sich bal der zdluldaren Spaltung von
PrP° um einen durch PrP* sdlbst oder durch das C-terminale Spatprodukt kataysierten
Prozef3 handeln konnte. Der Aminosduresequenzvergleich zwischen den Resten 121 bis
217 des Prionproteins und der mutmaldichen katadytisch aktiven Doméane der Sgna-
Peptidase der Ratte zeigt eine 23 %ige Aminoséuresequenzidentitét und eine 41 %oige
Ahnlichkeit der Aminosiurezusammensetzung. Die in Prionproteinen verschiedener
Spezies hochkonservierten Reste Tyrosin 127 und Hidtidin 176, die Sich beim gefdteten
Protein in direkter rdumlicher N&he zueinander befinden, konnten den das aktive
Zentrum von Signd Peptidasen bildenden Aminosaureresten entsprechen (Glockshuber,
R. et al., 1998). In Abbildung 34 ist das murine Prionprotein mit der Lage dieser
hochkonservierten Reste schematisch dargestelit.

Y127 H176
CHO CHO
==
23 51-90 100-127 L ss | e
178 213

Abbildung 34: Schematische Darstellung des Prionproteins mit Bezeichnung der
moglicherweise das aktive Zentrum des Proteins bildenden Aminoséuren Tyrosin 127 und
Histidin 176.

Bezeichnungen: Octarepeats. finfmalige P(Q/H)GG(T/G/S)W GQ Sequenzwiederholung (AS
51-90), CHO: N-glykosidisch verknipfte Glykosylierung (AS 180 und 196), SS: Disulfidbriicke
zwischen den AS 172 und 213, GPI: GPl-Anker; Y127: Tyrosin 127; H176: Histidin 176;
Schwarze Box: basische Region, weil3e Box: hydrophobe Region..

Die Annahme enes autokataytischen Ursprungs der zdluldren Spatung des
Prionproteins wurde gestlitzt durch die Beobachtung, dal3 Prgparationen von bakteridl
erzeugtem aufgereinigten PrP(23-231) nach langerer Lagerung bel Raumtemperatur
Zefdlsprodukte aufwiesen, die vom Molekulargewicht den Produkten der zdlularen
Spdtung entsprachen (Daten nicht gezeigt).

6.3.1 Konstruktion und Klonierung verschiedener Prionprotein
Mutanten zur Uberprifung der autokatalytischen Aktivitat des
Prionproteins

Zur Uberprifung der autokatalytischen Aktivitdt des Prionproteins wurden durch
gezidte Mutagenese moPrn-pl138M Gene, kodierend fUr Prionproteine mit
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Aminosauresaquenzveranderungen im angenommenen aktiven Zentrum hergestelt, die
mutierten Proteine in N2a-Zdlen Uberexprimiert und beziiglich der zelluléren Spdtung
untersucht.

In Abbildung 35 snd die Aminosiuresequenzen der verschiedenen moPrPI138M
Kongrukte mit Veranderungen Aminoséuren Tyrosin 127 und Hidtidin 176 im Vergleich
zur Wildtyp-Kontrolle moPrPI138M dargestellt. Die Mutanten werden dort und im
Folgenden nach der entscheidenden Mutation benannt. In der Legende zu Abbildung 35
finden sch die vollgtdndigen Bezeichnungen.

Kontrolle < GGLGGYMLGSA 5 S QNNFVHDCVNI &
122 132 71 181

Y127F GGLGGEMLGSA
Y127G GGLGGGMLGSA
H176G QONNFVGDCVNI

Abbildung 35. Aminosauresequenzen im postulierten aktiven Zentrum der Prionprotein
Mutanten im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz.

Alle Konstrukte basieren auf der das 13A5 Epitop tragenden Kontrolle moPrPI138M.
Aminosauresequenzveranderungen bezlglich dieser Kontrolle sind durch Fettdruck und
Unterstreichung hervorgehoben.

Bezeichnungen: Kontrolle: moPrPI138M; Y 127F. moPrPI138M-Y 127F;, Y127G: moPrPI138M -
Y 127G; H176G: moPrP1138M -H176G.

In den Konstrukten Y 127F und Y 127G wurde das durch seine an den aromatischen
Ring gebundene ioniserbare Hydroxylgruppe sehr resktive Tyrosin gegen Phenyldanin
beziehungsweise Glycin mit ihren chemisch inerten Saitenketten ausgetauscht, womit in
beiden Félen das podulierte aktive Zentrum seine Funktion verlieren sollte. In der
Mutante H176G wurde das stark hydrophile Histidin mit seiner polaren Seitenkette
gegen die diphatische Aminosiure Glycin ersetzt. Auch dieser Audausch sollte mit
enem Verlugt an katdytischer Aktivitét der angenommenen Protease einher gehen.

Die Etablierung der Konstrukte erfolgte durch SOE-PCR mit den auf3eren Primern T3
und T7neo und den jeweligen inneren Mutageneseprimern up und do. Als
Ausgangsvektor diente das Plasmid pCl-moPrPI138M (siehe Abbildung 15, Seite 60).
Die PCR-Produkte wurden Uber ihre Xbal und Xhol Schnitistdlen in die
entsprechenden Spaltstellen des Expressionsvektors pCl-neo kloniert und deren
Sequenzen durch Sequenzandyse von den Sequenzprimern T3-800 und T7neo-800
ausgehend begtétigt.
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6.3.2 Uberexpression der mutierten Prionproteinein N2a Zellen

Nach gtabiler Effecten-vermittdter Transfektion von N2a-Zdlen wurden Zelysate der
GA418-resgenten Zdlen hergestdlt und diese fir Western Blot-Analysen mit
unterschiedlichen Antikorpern verwandt.

In Abbildung 36 it der immunologische Nachweis der Uberexpression der PrP-
Kongrukte in den fir wetere Andysen ausgewahiten polyklonden N2a Zdllinien
(Spuren 2 bis4) im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) gezeigt.

1 2 3 4 Abbildung 36: Immunologischer Nachweis
der Uberexpression im Bereich des aktiven
Zentrums mutierter Prionproteine in N2a-
Zellen nach Auftrennung der Zellysate auf

! - . "~ 34,8kDa  ginem 150%igen SDSPAG.,
- -

— 28.3kDa Aufgetragen_ Wu.rden jeyveils 100 Hg
Gesamtprotein. Die Detektion erfolgte mit
dem Priméarantikérper 3B5 wund dem
Sekundéarantikorper  Ziege-anti-Maus-AP
3B5 Uber Reaktion mit NBT/BCIP.

Spuren: 1: Kontralle; 2: Y127F; 3: Y127G; 4:
H176G.

Fur dle Kongtrukte wurden ausreichend stark Uberexprimierende polyklonde Zdllinien
gtabliert. Die Mutanten zeigten das fir PrP* typische Glykosylierungsmuster, mit drei
Banden im Bereich von 28 bis 35 kDa, was einen Hinwels auf die natirliche
Prozessierung der PrP-Konstrukte darstellte.

6.3.3 Analyse der proteolytischen Spaltung der verschiedenen PrP

M utanten

In Abbildung 37 snd der immunologische Nachweis der verschiedenen PrP-K onstrukte
und ihrer Spaltprodukte nach Abspatung der Zuckerketten mit dem Antikdrper 6H4
sowie die Ergebnisse der aus der Quantifizierung einer Andyse rechnerisch ermittelten
Verhdtnisse zwischen 18 kDa Spatprodukt und ungespatenem PrP gezeigt.

Schon der Vergleich der Bandenintensitéten zwischen Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) und
den verschiedenen Konstrukten (Spuren 2 bis 4) der Western Blot-Analyse zeigte, dal3
keine der engefiihrten Mutation einen deutlichen Einfluld auf die proteolytische Spaltung
der Proteine hatte. Dies wurde durch die durchgefiihrte quantitative Auswertung
detektierter Lichtsignale bestétigt. Sowohl die Kongtrukte Y 127F (Spur 2) und Y 127G
(Spur 3) ds auch das Konstrukt H176G (Spur 4) wiesen einen od18kDa/od28kDa
Quotienten auf, der sch nicht erheblich
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von dem der Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) unterschied. Die verschiedenen im moglichen
aktiven Zentrum des Prionproteins engefiihrten Aminosduressquenzveranderungen
hatten demnach keinen Einflud auf die proteolytische Spatung des Proteins in dessen
zentraler Region.

e  am» e —283kDa

-
—20,4 kDa
=> - —
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od18kDa/
od28kDa
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Abbildung 37: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antikdrper 6H4 und
quantitative Bestimmung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantikdrper 6H4 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber
die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Wildtyp-Kontrolle; 2: Y127F; 3. Y127G; 4: H176G. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Balkendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Werte der od18kDa/od28kDa Quotienten einzelner Analysen
sind oberhalb der Balken angegeben.

Zur Uberprifung der erhatenen Resultate wurde die Western Blot-Untersuchung wiein
Abbildung 38 dargestdlt unter Verwendung des C-terminden Antikorpers 13A5
wiederholt.

Auch hier ergab der Vergleich der Bandenintensitdten zwischen Wildtyp-Kontrolle
(Spur 1) und den Prionprotein-Mutanten (Spuren 2 bis 4) keinerlei Hinwels auf eine
Inhibition der zdlul&ren Spdtung durch eine der engefihrten Mutationen. Eine
Quantifizierung wurde fUr diese Anayse nicht durchgefihrt.
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Abbildung 38:. Immunologischer Nachweis der mutierten mit PNGaseF deglykosylierten
Prionproteine in N2a-Zellen nach Auftrennung der Zellysate auf einem 15%igen SDS-PAG mit
dem Antikorper 13A5.

Aufgetragen wurden wenn nicht anders angegeben 100 pug Gesamtprotein. Wegen der
schwachen Uberexpression wurden fiir Y 127F 200 g Gesamtprotein eingesetzt. Die Detektion
erfolgte mit den Primérantikorpern 13A5 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-Maus-AP
Uber Reaktion mit NBT/BCIP.

Spuren: 1. Kontrolle; 20 Y127F, 3: Y127G; 4. H176G. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die Detektion des 20 kDa Spdtprodukts erfolgte mit dem Antiserum 1A8. Auch fur
diee zweite Spdtung des Prionproteins konnte en Einflul der Mutaionen im
postulierten aktiven Zentrum des Proteins nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).

6.3.4 Zusammenfassende Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse

Es wurden verschiedene PrP-Kongrukte mit Mutationen im postulierten flr ene
autokatadytische Spaltung verantwortlichen Bereich des Proteins eingefiihrt und deren
Wirkung auf de zdluld&e Spdtung des Prionprotens in die Konstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen andysert. Dabe ergab sich dal3 keine der eingefihrten
Mutationen eine mefare Auswirkung auf die proteolytische Spadtung von PrP* zeigte
und somit das angenommene aktive Zentrum des Prionproteins vermutlich nicht an der
zdluldren Spatung von PP betelligt ist.
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6.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR BIOLOGISCHEN FUNKTION DER PROTEOLYTISCHEN

SPALTUNG DESPRIONPROTEINS

Ein sehr interessanter Agpekt der proteolytischen Spatung des Prionproteins ist die
Frage nach ihrer biologischen Funktion. Die bisher erhaltenen Ergebnisse zeigten, dal3
die zdluldre Spatung des Prionproteins en regulierter Prozel3 zu sein scheint und lielien
den Schluf3 zu, dal? se an der natirlichen Funktion des Prionproteins mitwirkt. Im
folgenden Abschnitt sollte der Zusammenhang zwischen angenommener physologischer
Funktion des Prionproteins und der zdlul&en Spdtung mit Hilfe verschiedener
experimenteller Ansiize genauier betrachtet werden.

6.4.1 EinfluR der Cu®*-Bindung auf die Spaltung des Prionproteins

Eine derzet vid diskutierte mogliche nattirliche Funktion des Prionproteins ist ene
Betaligung am Kupfer-Metabolismus und dadurch bedingt an Stoffwechsd von
Sauerstoffradikaen (Brown, D. R. et al., 1997; Kretzschmar, H. A. et al., 1997). Die
Bindung von Kupfer an aufgereinigtes PrP* ist nachgewiesen und die Bindungsstelle, die
N-terminale Hididin-hatige octarepeat-Region des Proteins, lokaisert (Hornshaw, M.
P. et al., 1995; Viles, J. H. et al., 1999).

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der vermuteten biologischen Funktion
von PrP* im Kupfer-Metabolismus und der zelluldren Spaltung des Proteins aufzukléren,
wurde zunéchst der EinfluR der Bindung von CuF* an das Prionprotein auf die zdlulére
Spatung des Proteins hin untersucht.

6.4.1.1 Untersuchungen an mikrobiell erzeugtem murinem

Prionprotein

Erge Untersuchungen zur Wirkung von Kupfer auf die Spatung des Prionproteins
wurden, wie in Abbildung 39 gezeigt, an mikrobidl erzeugtem aufgereinigtem moPrP*
(moPrP23-231) (Hornemann, S. et al., 1997) durchgefthrt. Dazu wurde PrP23-231
fir mehrere Tage in An- und Abwesenheit von CU#* bei 37 °C inkubiert und
anchlielend Uber SDS-PAGE andyset. Voraussetzung fur ein aussagekréftiges
Experiment war die Verwendung absolut Cu?*-freier Puffer und Lésungen sowie ener
Cu**-freien Proteinpraparation. Die Resktionsbedingungen sowie die durchgefiihrten
Kontroll- Anaysen snd aus der Legende zu Abbildung 39 zu entnehmen.

Die Gegenwart von Kupfer im Resktionsansatz (Spuren 3 und 4) bewirkte eine
Spatung des Proteins, die in zwel Spatprodukten resultierte die vom Molekulargewicht
den Spdtprodukten der zdlulden Spdtung des Proteins in der zentralen Region
entsprachen. Neben der Bande flr ungespatenes moPrP23-231 bel 28 kDawurde ein
Spdtprodukt mit einem Molekulargewicht von etwa 18 kDa, mdglicherweise dem
C-terminden Spatprodukt entsprechend und ein
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Spdtprodukt mit einem Molekulargewicht von etwa 9 kDa, moglicherweise dem N-
terminalen Spaltprodukt entsprechend detektiert. Sowohl die Gegenwart freier CuP-
lonen (Spur 3) as auch die Gegenwart an Glycin gebundener CU?*-lonen (CuGly,)
(Spur 4) verursachten die Spaltung des Proteins. Als Kontrolle eingesetzte Zn®*-lonen
hingegen flhrten in diesem expaimentdlen Sydem nicht zum Auftreten von
Spaltprodukten des Prionproteins (Spur 2). Hier wie auch nach der Inkubation in
Anwesenheit des Chelators EDTA (Spur 1) wurde ausschliefdich die auch bei der nicht
inkubierten Kontrolle (Spur 5) auftretende Bande fir ungespdtenes moPrP23-
231nachgewiesen.

MoPrP23-231 =» — 28,3 kDa
— 20,4 kDa

18 kDa Produkt =
— 9,4kDa

9 kDa Produkt =

Abbildung 39: Elektrophoretische Analyse der autokatalytischen Spaltung von bakteriell
erzeugtem aufgereinigtem moPrP23-231.

Die Auftrennung der fur 6 Tage bei 37°C in NEMO-Puffer, 30 mM KCI inkubierten Proben mit
unterschiedlichen Zusétzen erfolgte auf einem 12,5 %igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden je 10
g moPrP der entsprechenden Ansétze. Die Protein-Banden wurden durch Farbung mit Nil-Rot
detektiert.

Spuren: 1. Inkubation in Gegenwart von 1 mM EDTA; 2: Inkubation in Gegenwart von 56 uM
Zn?"; 3: Inkubation in Gegenwart von 56 uM Cu?"; 4: Inkubation in Gegenwart von 56 uM
CuGly,; 5: Kontrolle ohne Inkubation. Die Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf
der rechten Seite angegeben.

Ob die hier beobachtete Proteolyse bakteridl erzeugten Prionproteins im
Zusammenhang mit der in vivo ablaufenden zdlul&ren Spatung des Proteins steht, mul
noch gezeigt werden.

6.4.1.2 Untersuchungen an Prionproteinen mit Aminosauresequenz-

veranderungen in der octarepeat-Region

Da die Kupferbindung des Prionproteins an der Higtidin-hdtigen octarepeat-Region
erfolgt, wurde die Beeinflussung der zelluldren Spatung von PrP* durch Kupfer anhand
von bereits vorliegenden moPrP-Mutanten mit verschiedenen
Aminosauresequenzveranderungen in dieser Region andysert. Die Kongtrukte sowie
die polyklonden NZ2a-Zdllinien, die die mutierten Prionproteine Uberexprimieren
wurden im Rahmen der Diplomarbeit von C. Behrens wie dort beschrieben erzeugt. Sie
baseren auf murinem PrP ohne das 13A5 Epitop und
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tragen die PrP-Gene unter der Kontrolle des hCMV-Promotors im Vektor PClneo
(dehe Abhildung 15, Seite 60).

In Abbildung 40 snd die Aminosiuresequenzen der unterschiedlichen moPrP
Kongtrukte mit Mutationen in der octar epeat-Regionim Vergleich zur moPrP Kontrolle
dargestelt. Die Mutanten werden dort und im folgenden nach den eingefiihrten
Mutationen benannt. In der Legende zu Abbildung 40 finden Sch die vollst&ndigen
Bezachnungen.

Im Kongtrukt H/G waren die vier in dieser Region lokaisierten Higtidine durch Glycine
ers=tzt. Da die Kupferbindung wahrscheinlich Gber Komplexbildung mit diesen vier
Hididinen verlauft, sollte dieses PrP-Kongtrukt die Fahigkeit zur Bindung von Kupfer
verloren haben. Bel den Konstrukten DNcol und D51-90 handdte es sich um Mutanten
mit unterschiedlich ausgedehnten Deletionen in der  octarepeat-Region. Das DNcol
Kongtrukt verfligte noch Uber zwe Higtidine in diesem Bereich, dem D51-90 Konstrukt
fehlte die gesamte octar epeat-Region.

Kontrolle GGN\RYP P Q| PHGGSWEQ| PHGGSWEO) | PH 8| GGGTH

H/G GGNRYP PQGGTWGQ PGGGGWEQ PGGEGSWGQ PGGEGSWEQ PGGGGWGQ GGGTH
DNcol GCGNRYP PQGGTWGQ PHGGGWGQ PH. . . ... ........ .. GGGWGQ GGGTH
D51-90 GONRYP ... e GGGTH

Abbildung 40: Aminosauresequenzen der octarepeat-Region unterschiedlicher Prionprotein
Mutanten im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz.

Alle Konstrukte basieren auf der Kontrolle moPrP. Aminosduresequenzveranderungen
bezliglich dieser Kontrolle sind durch Fettdruck und Unterstreichung hervorgehoben. Punkte
stellen Deletionen der entsprechenden Kontrollsequenz dar.

Bezeichnungen: Kontrolle: moPrP; H/G: moPrP-H/G; DNcol: moPrP-DNcol; D51-90: moPrP-D51-
0.

Die Andyse des 18 kDa Spdtprodukts erfolgte durch immunologische Detektion des
deglykosylierten  Prionproteins aus Zellyssten der das jewellige Konstrukt
Uberexprimierenden N2a Zdllinien mit dem Antikdrper 6H4. Eine exemplarische
Western Blot-Analyse und die Ergebnise der Quantifizierung von jewels dre
unabhéngigen Experimenten sind in Abbildung 41 gezeigt. Aus Tabelle 9 (Anhang, Sate
144) snd die rechnerisch aus den Melidaten ermittelten Verhdtnisse zwischen 18 kDa
Spaltprodukt und ungespatenem Prionprotein zu entnehmen.
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Abbildung 41: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antikérper 6H4 und
quantitative Bestimmung des 18 kDa Spaltprodukts im Verhdltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantikorper 6H4 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-M aus-AP Uber
die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1: Wildtyp-Kontrolle; 2: D51-90; 3: DNcol; 4: H/G. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od18kDa/od(x)kDa Quotienten einzelner
Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. (x): Molekulargewicht des jeweils analysierten
ungespaltenen Prionprotein-Konstrukts. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar.

In dlen trandfizierten N2a-Zdllinien war das aus der Uberexpression resultierende
Prionprotein detektierbar (Spuren 1 bis 4) und eine quantitetive Auswertung der
Bandenintenstéten maglich. Wahrend das ungespal tene Konstrukt H/G (Spur 4) wie die
Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) ein Molekulargewicht von 28 kDa aufwiesen zeigten die
ungespatenen Ddetionsmutanten ein wie erwartet verringertes Molekulargewicht. Das
ungespatene Konstrukt D51-90 (Spur 2) ergab eine Bande bel etwa 24 kDa und das
Kongtrukt DNcol (Spur 3) eine Bande bel etwa 26 kDa. Da die Deletionen im N-
Terminus des Proteins lokaisert waren, blieb das Molekulargewicht der C-terminden
Spdtprodukte konstant bel 18 beziehungsweise 20 kDa. Die quantitative Andyse der
Spdtungseffizienzen ergeb fur die Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) einen od18kDa/od28kDa
Quoatienten vonim
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Mittel 0,92. Eine deutliche Verdnderung der Spdtungseffizienz war fir keine der
untersuchten Prionprotein-Mutanten zu detektieren. Fir das Konstrukt H/G (Spur 4)
wurde en fast der Wildtyp-Kontrolle entsprechender od18kDal/od28kDa Quotient von
0,87 emittedt. Das Konsgtrukt DNcol (Spur 3) zeigte einen leicht erhthten
od18kDalod26kDa Quotienten von 1,09 und die Mutante D51-90 (Spur 2) einen leicht
erniedrigten od18kDalod24kDa Wert von 0,69. Die ermittelten Abweichungen von der
Wildtyp-Kontrolle wurden nach Durchfihrung des Student's-t-test as nicht sgnifikant
engediuft.

283kDa — - -
20,4 kDa —! .:’ -
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Kan72
0d20kDa/
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Abbildung 42: Western Blot-Analyse der mutierten Prionproteine mit dem Antikorper Kan72
und quantitative Bestimmung des 20 kDa Spaltprodukts im Verhéltnis zum nachgewiesenen
ungespaltenen Prionprotein.

Die Auftrennung der Proteine aus mit PNGase deglykosylierten N2a-Zellysaten erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantiserum Kan72 und dem Sekundérantikorper Ziege-anti-Kaninchen-
AP Uber die Aufzeichnung von Chemolumineszenzsignalen.

Spuren: 1. Wildtyp-Kontrolle; 2: D51-90; 3: DNcol; 4: H/G. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bei etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grau).

Die im Bakendiagramm dargestellte quantitative Auswertung der Bandenintensitéten durch
elektronische Aufzeichnung der Lichtsignale erfolgte normiert auf die jeweilige Menge an
ungespaltenem Prionprotein. Die Mittelwerte der od18kDa/od(x)kDa Quotienten einzelner
Analysen sind oberhalb der Balken angegeben. (x): Molekulargewicht des jeweils analysierten
ungespaltenen Prionprotein-Konstrukts. Fehlerbalken stellen Standardabwei chungen dar.
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Die Analyse des 20 kDa Spaltprodukts erfolgte durch immunologische Detektion des
deglykosylierten  Prionproteins aus Zelysaten der das jewelige Kongrukt
Uberexprimierenden N2a Zdllinien mit dem Antissrum Kan 72. Eine exemplarische
Western Blot-Analyse und die Ergebnisse der Quantifizierung von jewells drel
unabhéngigen Experimenten Snd in Abbildung 42 gezeigt. Aus Tabdle 10 (Anhang,
Seite 144) sind die rechnerisch aus den Mef3daten ermittelten Verhdtnisse zwischen 20
kDa Spdtprodukt und ungespatenem Prionprotein zu entnehmen.

Im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle (Spur 1) mit einem durch Quantifizierung ermittelten
od 20kDa/28kDa Quotient von 0,80 zeigten sich fur die verschiedenen Prionprotein-
Mutanten keinerlel sgnifikante Unterschiede bezliglich der Menge an detektierbarem 20
kDa Spdtprodukt. Weder die Aminosauresubstitutionen im Konstrukt H/G (Spur 4) mit
einem Wert von 0,81 noch die Ddetionrn in den Konstrukten DNcol (Spur 3) und
D51-90 (Spur 2) mit Werten von 0,84 und 0,75 zeigten einen Einflul? auf die Spaltung
des Proteins.

Wiein Abbildung 43 exemplarisch gezeigt, wurden die Western Blot-Analysen unter
Vewendung des Antissrums 1A8 wiederholt, um die fir beide Spatprodukte
ermittelten Daten zu Uberprifen. Sowohl die fir das 18 kDa Spaltprodukt as auch das
20 kDa Spdtprodukt zuvor durch Quantifizierung ermittelten Resultate konnten bestétigt
werden. Keine der eingefiihrten Mutationen hatte einen deutlichen Einflul auf die
zdllulére Spatung des Prionproteinsin N2a-Zdlen.

3
i

28,3kDa—
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Abbildung 43. Immunologischer Nachweis der mutierten mit PNGaseF deglykosylierten
Prionproteine in N2a-Zellen nach Auftrennung der Zellysate auf einem 15%igen SDS-PAG mit
dem Antiserum 1A8.

Aufgetragen wurden 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion erfolgte mit dem Primérantiserum
1A8 und dem Sekundarantikorper Ziege-anti-K aninchen-AP (iber Reaktion mit NBT/BCIP.
Spuren: 1: Wildtyp-Kontrolle; 2: D51-90; 3: DNcol; 4: H/G. Die Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der linken Seite angegeben.

Die Pfeile markieren die C-terminalen Spaltprodukte bel etwa 18 kDa (schwarz) und 20 kDa
(grav).
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Weder die durch die Antikorper 6H4 und 1A8 nachgewiesene Spaltung im zentralen
Bereich des Proteins noch die durch die Antiseren 1A8 und Kan72 gezeigte weiter N-
termind lokaiserte Spaltung wurden von den Mutationen, die eine Kupfer-Bindung des
Prionproteins zumindest zum Tell inhibieren sollten beainflufd.

6.4.2 Uberexpression der Spaltprodukte zur funktionellen Analyse

Zur weiteren Andyse der Funktion der zelluléren Spaltung des Prionproteinsist es nétig,
die resultierenden Spatprodukte genauer zu betrachten, da diese moglicherweise selbst
die Funktion ausiben. Zu diessm Zweck wurden sowohl das N- ds auch das C-
terminale Spatprodukt in verschiedenen Systemen Uberexprimiert.

6.4.2.1 Mikrobielle Erzeugung des N-terminalen Spaltprodukts

Die Uberexpression des N-terminden Spatprodukts in N2a Zelen erschien wenig
snnvoll, da der N-Terminus im eukaryontischen Expressonssysem vermutlich ins
Medium abgegeben wirde und er dort wahrscheinlich einem raschen proteolytischen
Abbau unterlage. Daher wurde fiir die Uberexpression dieses Proteinfragments ein
bakteridlles Express onssystem gewdhit.

6.4.2.1.1 Konstruktion und Klonierung des prokaryontischen

Expressionsvektors pET21dhuPrpP23-112

Auf Bags des in pBluescript KS(+) klonierten offenen Leserahmens des humanen
PRNP-Gens (Windl, O. et al., 1996) wurde die kodierende Region des N-Terminus
(huPrP23-112) wiein Abbildung 44 B dargestellt Uber PCR mit den Primern huPrP23-
112up und huPrP23-112do amplifiziet. Der Primer huPrP23-112up beinhdtet eine
BspHI Erkennungssequenz und ein Start-Kodon zur Initidiserung der Transkription und
der Primer huPrP23-112 zwei Stop-Kodons zur Termination der Transkription und eine
EcoRl Erkennungssequenz. Das erhdtene PCR-Produkt wurde in die Smal
Schnittstelle des Vektors pBluescript SKII(-) kloniert und die Sequenz des klonierten
Konstrukts durch Sequenzierung ausgehend von den Sequenzprimern M 13uni-800 und
M13rev-800 verifiziert. Uber Spaltung der eingefiihrten Erkennungssequenzen mit den
Redtriktionsenzymen BspHI und EcoRI wurde das Kongtrukt im richtigen Leserahmen
in die komplement&ren Ncol und EcoRI Schnittstellen des Expressionsvektors pET-21d
(Studier, F. W. und Moffatt, B. A., 1986) umkloniert. In diesem Vektor stand das
kongtruierte huPrP23-112 Gen unter Kontrolle des induzierbaren T7lac Promotors
(Dubendorff, J. W. und Studier, F. W., 1991). Die Sequenz des Konstrukts huPrP23-
112 ist aus Abbildung 49 (Anhang, Seite 145) zu entnehmen.
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SP octarepeats GPI-S
A — .
1-22 51-91 101-128 231-253

huPrP23-112do

A
O
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B ‘
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huPrP23-112up
octarepeats
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23 112

Abbildung 44: Schematische Darstellung des humanen Prionproteins (A), der Amplifikation
des den N-Terminus des Proteins kodierenden Genabschnitts mittels PCR (B) und des nach
Uberexpression vorliegenden huPrP23-112 Proteins (C).

Bezeichnungen: SP: Signalpeptid (AS 1-22), octarepeats. finfmaige P(Q/H)GG(T/G/S)W CQ-
Sequenzwiederholung (AS 51-91), GPI-S: Signalsequenz zur Anhdngung des GPI-Ankers (AS
232-254), Schwarze Box: basische Region, weil3e Box: hydrophobe Region; Pfeile: verwendete
Primer huPrP23-112up und huPrP23-112do; BspHI, EcoRI: Erkennungssequenzen der
entsprechenden Restriktionsendonukleasen, ATG: Startkodon; Stop: Stopkodon.

6.4.2.1.2 Uberexpression und Aufreinigung von huPrP23-112

Die Uberexpression von huPrP23-112 efolgte im E. coli-Stamm BL21(DE3)pLysS
durch Induktion mit IPTG und die Aufreinigung des Proteins tiber standardisierte FPLC
Auftrennungen durch M. Kramer. Die Authentizitét des in Abbildung 44 C schematisch
dargestdlten huPrP23-112 wurde durch Massenspektroskopie, HPLC-Andyse sowie
Western Blot-Analysen belegt.

In Abbildung 45 ig die Auftrennung unterschiedlicher Mengen des aufgereinigten
Proteins auf einem SDS-PAG von 17,74 ug (Spur 1) bis 0,74 pg (Spur 5) gezeigt. In
dlen Spuren zeigte sich eine Bande bel etwa 9 kDa, die das monomere huPrP23-112
dargellte. Weiterhin wurden verschiedene Banden im héhermolekularen Bereich bis zu
Uber 100 kDa detektiert. Mdglicherweise stellten einige dieser Banden stabile Polymere
des huPrP23-112 Proteins dar, die in Gegenwart von SDS nicht aufgebrochen werden
konnten (vergleiche Abbildung 46).
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—211,0 kDa

— 80,0kDa
— 51,0kDa
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— 20,8kDa
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Abbildung 45: Auftrennung des aufgereinigten huPrP23-112 auf einem 15 %igen SDS-PAG.
Die Detektion erfolgte durch Farbung mit Nil-Rot.

Spuren: 1: 17,74 ug huPrP23-112; 2: 11,1 pg huPrP23-112; 3: 7,4 pg huPrP23-112; 4: 3,7 ug
huPrP23-112; 5: 0,74 pg huPrP23-112. Molekulargewichte von Markerproteinen sind auf der
rechten Seite angegeben.

Der Pfeil markiert das monomere huPrP23-112 Protein bel etwa 9 kDa.

—211,0kDa
— 80,0kDa
— 51,0kDa

' — 359kDa
— 28,6 kDa

— 20,8kDa

— 6,7kDa
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Abbildung 46: Immunologischer Nachweis des aufgereinigten huPrP23-112 nach
Auftrennung der Préparation auf einem 15%igen SDS-PAG.

Die Detektion erfolgte mit dem Primérantikorper 3B5 und dem Sekundarantikorper
Ziege-anti-M aus-AP (iber Reaktion mit NBT/BCIP.

Spuren: 1: 3,7 ug huPrP23-112; 2: 0,74 ug huPrP23-112; 3: 74 ng huPrP23-112; 4: 7,4 ng
huPrP23-112; 5: 0,74 ng huPrP23-112; 6: 74 pg huPrP23-112. Molekulargewichte von
Markerproteinen sind auf der rechten Seite angegeben.

Der Pfeil markiert das monomere huPrP23-112 Protein bel etwa 9 kDa
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Zur Uberprifung der ldentitit der multiplen hohermolekularen Banden wurde
aufgereinigtes huPrP23-112 wie in Abbildung 46 gezaigt einer Western Blot-Analyse
mit dem den N-Terminus des Prionproteins erkennenden Antikorper 3B5 unterzogen.
Die Anadyse erfolgte mit Proben unterschiedlicher Proteinmenge von 3,7 ug (Spur 1) bis
74 pg (Spur 6). Das monomere huPrP23-112 Protein war as Bande bel etwa 9 kDa
detektierbar (Spuren 1 bis 4). Proteinmengen unter 7,4 ng waren nicht mehr
nachweisbar (Spuren 5 und 6). Die Andyse grof3erer Proteinmengen resultierte wie
schon beim SDS-PAG fedtgestelt im Auftreten von Banden im hohermolekularen
Bereich. Be ener aufgetragenen Proteinmenge von 3,7 g traten neben der 9 kDa
Bande eine Bande bel etwa 18 kDa, eine bel etwa 22 kDa und eine bel etwa 30 kDa
auf. Weiterhin wurden auch Banden unterhadb von 9 kDa detektiert (Spur 1). Mit
abnehmender Proteinmenge wurde vermutlich die Grenze der Nachweisbarkealt unter
den gegebenen Detektionsbedingungen erreicht. Durch eine Verlangerung der Reaktion
mit NBT/BCIP waren sowohl bei hohen as auch be niederen Proteinmengen zahireiche
weltere Banden im hdhermolekularen Bereich detektierbar (Daten nicht gezeigt).

Einige der im SDS-PAG detektierten hthermolekularen Banden konnten im Western
Blot as Multimere von huPrP23-112 identifiziert werden. Die Lokdisation anderer
Sgnde sowohl im SDS-PAG ds auch im Western Blot war mit einer Multimeriserung
des 9 kDa Proteins huPrP23-112 jedoch nicht zu erkldren. Dennoch i mit der
erfolgten Hergdlung und Aufrenigung des N-terminden Spaltprodukts die Grundlage
fur weltergehende Anadysen gelegt.

6.4.2.2 Uberexpression des C-terminalen  Spaltprodukts im

eukaryontischen System

Die Uberexpresson des C-terminden Spdtprodukts erfolgte im eukaryontischen
Sysem, um ene spéere funktiondle Andyse zu ermdglichen. Aufgrund der bisher
ermittelten Daten sollte dieses Protein-Fragment in N2a Zdlen verhdtnismddg sabil
und damit verschiedensten Analysen zuganglich sein. Um der in vivo Situation, in der
das C-terminale Spatprodukt wie ungespatenes PrP* an der Zdlmembran verankert ist
moglichs nahe zu kommen, wurde ein Konstrukt des C-terminden Spatprodukts
erzeugt, das wie in Abbildung 47 C dargestellt N-termind mit dem Signd-Peptid des
Prionproteins verknuipft i<t.

6.4.2.2.1 Konstruktion und  Klonierung des eukaryontischen

Expressionsvektors pClneomoPrPSIG111-254

Die Konstruktion des den C-Terminus mit Signalsequenz kodierenden Gens erfolgte wie
in Abbildung 47 B gezeigt Uber SOE-PCR mit den aul¥eren Primern T3 und T7neo und
den inneren  Mutageneseprimern C-Teminusup  und  C-Terminusdo.  Als
Ursprungsvektor diente das Plasmid pCl-moPrPI138M. Die PCR-Produkte wurden
Uber ihre Xbal und Xhol Schnittstdlenin die
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entsprechenden Spaltstellen des Expressionsvektors pCl-neo kloniert und deren
Sequenzen durch Sequenzandyse von den Sequenzprimern T3-800 und T7neo-800
ausgehend bestétigt. Die Sequenz des moPrPSIG111-254 Kongtruktsist aus Abbildung
50 (Anhang, Saite 145) zu entnehmen.

SP octarepeats GPI-S
A — I -
1-22 51-90 100-127 232-254

C-Terminusup

5 5 <« <
3
T7neo /‘>
C-Terminusdo
SP GPI-S
C [ 1+—
1-22 111-230 232-254

Abbildung 47: Schematische Darstellung des murinen Prionproteins (A), der Amplifikation der
die Signalsequenz und den C-Terminus des Proteins kodierenden Genabschnitte mittels PCR
mit Uberlappenden Primern (B) und des nach Uberexpression vorliegenden moPrPSIG111-254
Proteins (C).

Bezeichnungen: SP: Signalpeptid (AS 1-22), octarepeats. finfmaige P(Q/H)GG(T/G/S)W GQ-
Sequenzwiederholung (AS 51-91), GPI-S: Signalsequenz zur Anhangung des GPI-Ankers (AS
232-254), Schwarze Box: basische Region, weil3e Box: hydrophobe Region; Pfeile: verwendete
Primer T7neo, T3, C-Terminusup und C-Terminusdo.

6.4.2.2.2 Uberexpression des C-ter minalen Spaltproduktsin N2a Zellen

Nach dabiler Effectenrvermittdter Transfektion von N2a-Zdlen mit dem Vektor
pClneo-moPrPSIG111-254 wurden Zdlysate der G418-resstenten Zelen hergest It
und diese fir Western Blot-Analysen mit C-terminden Antikorpern verwandt.

In Abbildung 48 it der immunologische Nachwels des Uberexprimierten C-Terminus
vor (Spur 3) und nach der Deglykosylierung mit PNGaseF (Spur 2) im Vergleich zur
Uberexprimierten moPrPI138M-Kontrolle (Spur 1) mit dem Antikodrper 6H4 gezeigt.
Das Konstrukt moPrPSIG111-254 (Spuren 2 und 3) wurde in N2a-Zdlen sark
Uberexprimiert und zeigte im SDS-PAG nach  Deglykosylierung (Spur 2) ein dem
Spaltprodukt der moPrPI138M-Kontrolle (Spur 1) entsprechendes Laufverhdten. Das
lield darauf schlief¥en, dald die 23 Aminosduren umfassende Signalsequenz bel der
Prozesserung des Proteins abgespaten wurde. Vor Abspdtung der Glykosylierung
(Spur 3) waren sowohl
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das unglykosylierte Protein-Fragment bei 18 kDa ds auch en- und zwefach
glykosyliertes Protein bel 20 und 28 kDa nachweisbar, was auf einen vollstandig und
fehlerfre verlaufenden Metabolismus schlief3en ligld Die erfolgte Erzeugung des C-
terminden Spatprodukts im eukaryontischen Sysem legt den Grundgtein fur
nachfolgende funktionele Untersuchungen des Proteins und damit auch fir die
Aufkldrung der biologischen Funktion der Spaltung des Prionproteins.

Abbildung 48: Immunologischer Nachweis
des in N2a-Zellen uberexprimierten murinen
C-Terminus vor und nach Deglykosylierung
mit PNGaseF.

1 2 3 Die Auftrennung der Proteine erfolgte auf
einem 15%igen SDS-PAG. Aufgetragen sind
jeweils 100 pg Gesamtprotein. Die Detektion
erfolgte mit dem Primérantikdrper 6H4 und
dem Sekundérantikorper Ziege-anti-Maus-

; . —28,3kDa AP iber Reaktion mit NBT/BCIP.

e . . — 20,4kDa Spuren: 1. moPrPI138M-Kontrolle nach

—»> - ad . Deglykosylierung; 2:  moPrPC-Terminus

nach Deglykosylierung ; 3: moPrPC-
Terminus vor Deglykosylierung.
Molekulargewichte von Markerproteinen
6H4 sind auf der rechten Seite angegeben.
Der Pfel markiert das C-terminale
Spaltprodukt sowie den Uberexprimierten C-
Terminus.

6.4.3 Zusammenfassende Beurteilung der er haltenen Ergebnisse

Die Untersuchungen beziglich des Einflusses der mutmadich an der biologischen
Funktion des Prionproteins beteiligten CuP*-Bindung auf die zelluldre Spaltung von PrP*
filhrte nicht zu eindeutigen Ergebnissen. Wahrend die CU*-Bindungim in vitro System
zu ener Spdtung von bakteridl erzeugtem PrP* filhrte, zeigten in vivo Studien mit
mutierten zur Kupferbindung nicht mehr fahigen Prionprotein-Mutanten, dal3 die
eingefUhrten Mutationen keine Auswirkungen auf die zdlulére Spatung hatten.

Die Erzeugung der Spdtprodukte in verschiedenen Systemen war erfolgreich. Damit ist
die Grundiage fur spétere funktionelle Untersuchungen dieser Proteinfragmente gelegt.
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7 DISKUSSION

Ausgangspunkte fur die in dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen waren
eine Reilhe von Hinweisen auf eine mdgliche proteolytische Spatung des Prionproteins,
die in der vorliegenden Arbeit analysert und charakterisert wurde. So ergaben sich
erste Indizien fir die zdluldre Spatung des Proteins bei der Aufreinigung von PrP* aus
Hirnen des Syrischen Hamgters (SHa). Hierbel waren zwel sich im Molekulargewicht
deutlich unterscheidende SHaPrP-Formen identifiziert worden: Das 28 kDa Protein
PrP-1 und das 18 kDa Protein PrP-I1. Welitere Untersuchungen ergaben, dal3 es sich
bei PrP-1l um en N-termina verkirztes PrP-Fragment handelte. Dieses kdnnte aus
einer proteolytischen Spatung von PrP-1 im Bereich der Aminosduren Met 112 bis Met
138 resultieren, gleichermal3en aber auch durch unspezifischen proteolytischen Abbau
des Proteins vom N-Terminus her entstanden sein (Pan, K. M. et al., 1992). Weitere
Anhdtspunkte fir ene punktudle Spatung des Prionproteins ergaben sch aus
Untersuchungen von ChPrP, dem dem zdluléren Prionprotein der Sdugetiere
homologen Protein des Huhns (Ch). Immunologischen Analysen von ChPrP* aus stabil
trandfizierten Neuroblastoma-Zdllinien und aus Hirnhomogenaten ergaben, dald en
Grofell der an der Membran verankerten Prionproteine einer N-terminden Spatung
dista der octarepeat-Region unterlegen war, die in eénem C-terminden Spatprodukt
von nach Abspaltung der Zuckerketten etwa 20 kDa resultierte. Das N-terminde
Spdtprodukt von etwa 8,5 his 11,5 kDa war sowohl in konditioniertem Medium as
auch im Liquor nachweishar. Die Spdtdele wurde zwischen den Aminosduren Thr 114
und Met 137 lokaisert. Massenspektroskopische Untersuchungen zeigten, dal3 das
vorwiegend auftretende N-terminde Spatprodukt die Aminoséuren Lys 25 bis Met 137
umfad (Harris, D. A. et al., 1993). Die zdlulére Spatung des Prionproteins wurde
letztlich auch unter Verwendung von humanem Materia charakterisiert. Das be diesen
Anaysen ds C1 bezeichnete C-terminae Spatprodukt wurde sowohl in normden ds
auch in Hirnen CID erkrankter Petienten sowie in humanen Neuroblastom-Zdllinien
detektiert. Durch Sequenzierung des C-terminalen Spaltprodukts konnte die Spaltstelle
an His11ll oder dternativ an Met 112 |okdiset werden. Das N-terminde
Spaltprodukt wurde nicht nachgewiesen (Chen, S. G. et al., 1995).

Die Tasache, dal3 Hinweise auf eine proteolytische Spatung des Prionproteins in
verschiedenen Spezies und unter zum Tell sehr unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen gefunden worden waren, wies darauf hin, dal3 die Spadtung von PrP*im
zentrdlen Bereich des Proteins ein zum normaden Metabolismus des Prionproteins
gehdrender Prozef3 it und nicht einen unspezifischen proteolytischen Abbau des
Proteins dargdlt. Auch die Tatsache, dal3 die postulierte punktuelle Spatung in eénem
engen Bereich in dear unter dlen bekannten PrP-Sequenzen verschiedener Spezies
hochkonservierten zentrden Region des Proteins dattfindet, konnte ds Indiz fir die
Bedeutung der zelluldren Spatung des Proteins angesehen werden. Der  konkrete
Hinweisdal3e ssich
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tatsichlich um ene Spdtung an ener genau definierten Spdtdele handdt resultiert
jedoch ausschlielich aus den Untersuchungen der Spaltung von chPrP. Nur hier
wurden beide Spdtprodukte nachgewiesen und charekterisert. Alle anderen
Untersuchungen beschrénkten sch auf die Detektion der C-terminaen Spatprodukts,
wel ches auch aus enem unspezifischen Abbau des ungespatenen Prionproteins vom N-
Terminus her resultieren kdnnte.

7.1 DIE SPALTUNG DESPRIONPROTEINSIN TG81-M AUSEN

Im erden Tel der hier vorliegenden Arbeit wurde die Spdtung des  Hamder-
Prionproteins in Anlehnung an die genannten Publikationen durch immunologische
Detektion des Proteins und seiner Spatprodukte in Hirnhomogenaten nachgewiesen und
gezeigt, dad es dch auch be der spezifischen Spdtung des Prionproteins der
Mammadier um enen in vivo ablaufenden Prozel3 handdt. Weiterhin wurde ein System
etabliert, das die genaue quantitative Andyse der zdluldren Spatung des Prionproteins
erlaubte. Die Experimente wurden wegen guter Verflgbarkeit an anti-SHaPrP
Antikorpern vorwiegend mit Hirnlysaten der SHaPYP Uberexprimierenden transgenen
Maudinie tg81 durchgefihrt (Scott, M. et al., 1989), die, wie zuvor Uberpriift wurde,
beziiglich der proteolytischen Spdtung des Prionproteins keinerle Unterschiede zu
Hamgtern oder unterschiedlichen anderen Maudinien zeigt.

7.1.1 Detektion desN-terminalen Spaltprodukts

Das N-terminale 9 kDa Spdtprodukt konnte vor Anreicherung wenn Uberhaupt nur as
schwache Bande detektiert werden, was die Vermutung nahelegte, das Proteinfragment
konne moglicherweise einem raschen proteolytischen Abbau unterlegen sain. Die
durchgefiihrte Uberprifung der Stabilitét eines bakteridl erzeugten verkirzten N-
teeminden PrP-Fragments moPrP23-98 (Brown, D. R. et al., 1997) in
Hirnhomogenaten bestétigte diese Annahme. Der N-Terminus des Prionproteins wurde
schon nach kurzer Inkubation vollsténdig abgebaut. Auch der im letzten Tell der Arbelt
bakteridl erzeugte N-Terminus des humanen Prionproteins huPrP23-112 erwies sich in
verschiedenen Untersuchungen ds indabil (S Korte, persinliche Mitteilung).
Deggleichen finden dch auch in der Literatur Hinwelse auf die Indabilitét des N-
terminalen Proteinfragments. Inkubetion bel saurem pH resultiert in enem vollsténdigem
Abbau des N-terminaen Spal tprodukts rekombinant hergestellten murinen Prionproteins
(Hornemann, S. und Glockshuber, R., 1996; Hornemann, S. et al., 1997). Die damit
zundchst im Widersoruch stehende leichte Nachweisbarkeit des N-terminden
Spdtprodukts von chPrP liegt vermutlich darin begriindet, dal? dieses sich schon von
der Priméarstruktur deutlich unterscheidende Protein-Fragment eine hdhere Stabilitét
aufwels ds der N-Terminus des Prionproteins der Siugetiere. Inzwischen wurde
gezeigt, dald der N-Terminus von chPrP eine Doméne bildet, die gegentiber Proteasen
verhdtnismadg Sahil is (Marcotte, E. M. und
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Eisenberg, D., 1999) wohingegen das Homologon der Sugetiere en ungrukturiertes
Proteinfragment darstdllt, das von Proteasen leicht abgebaut werden kann (Riek, R. et
al., 1997; Donne, D. G. et al., 1997). Dennoch wurde das N-terminaen Spatprodukt
des murinen Prionproteins im Kulturtiberstand moPrP Uberexprimierender N2a-Zdlen
nach Anreicherung durch Immunprézipitation inzwischen gezeigt (Lehmann, S. et al.,
1999).

7.1.2 Detektion C-terminaler Spaltprodukte

BEn C-temindes Produkt der zdlulé&ren Spatung des Prionproteins mit einem
Molekulargewicht von 18 kDa, das dem bereits beschriebenen PrPIl oder C1
entsoricht (Pan, K. M. et al., 1992; Chen, S. G. et al., 1995), war in tg81
Hirnhomogenaten leicht nachweisbar. Die Detektion diesess C-terminden
Proteinfragments war erst nach Deglykosylierung der Proteine moglich. Ein Befund, der
enen Hinweis auf ene atifizidle Natur des Spdtprodukts darstellen kdnnte. So konnte
das detektierte Spatprodukt nicht Resultat einer spezifischen in vivo ablaufenden
Spdtung sein, sondern das Produkt eines erst in vitro im Verlauf der Experimente
dattfindenden proteolytischen Abbaus darstellen. Zur Klarung dieser Frage wurden die
Versuchsbedingungen einer eingehenden Prifung unterzogen. Weder die in dieser
Arbet reevante Posmortalzeit der Tiere vor Préparation der Lysate noch die
Anwesenheit unterschiedlicher Protease- Inhibitoren hetten einen Einfluld auf die Menge
C-terminden Spatprodukts. In der Literatur finden sich jedoch Hinwelse darauf, dal3
Postmortazeiten von mehreren Tagen einen Einfluld auf die Menge detektierbaren C-
terminalen Spaltprodukts zu haben scheinen und der beobachtete proteolytische Abbau
wahrend langerer Inkubation durch die Anwesenhelt verschiedener Protease-Inhibitoren
gehemmt werden kann (JdmenezHuete, A. et al., 1998). Be den in dieser Arbeit
durchgefuihrten kurzen Inkubationszeiten wurden derartige Effekte nicht beobachtet.
Waeterhin wurde gezeigt, dal3 das Auftreten von Banden fir das C-terminde
Spdtprodukt erst nach Abspatung der Glykaosylierungen dadurch begriindet ist, dal3
das glykosylierte Spatprodukt aufgrund seines Laufverhdtens im SDS-PAG nicht oder
nur schwer von unglykosyliertem ungespatenem Prionprotein unterscheidbar it. Dies
zeigte sich bem Vergleich der auftretenden Bandenintensitdten fir PrP° nach Andyse
mit unterschiedlichen N- und C-terminden Antikdrpern. Zudem wurde im zweten Tell
der Arbeit gezeigt, dal3 ein mit C-terminalen Antikorpern nachweisbares Prionprotein-
Fragment entsprechender Grofe in Wildtyp PrP Uberexprimierenden Neuroblastoma
Zdlen auch dann auftrat, wenn die Glykosylierung in vivo durch Tunikamyzin inhibiert
worden war.

Neben dem 18 kDa Spatprodukt trat bel den verschiedenen Andysen immer auchen
zweites Spdtprodukt von etwa 20 kDa auf, das auch in Untersuchungen einer anderen
Gruppe schon detektiert worden war (JmenezHuete, A. et al., 1998). Der Nachweis
diesss  Spdtprodukts mit dem  Antikbrper Kan72  erdaubte  ene
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genauere Einschédtzung der N-terminalen Ausdehnung des Proteinfragments, da dieses
damit zumindest Telle des ba Aminosiure 90 lokdiserten Kan72 Epitops beinhaten
mul3. Da das Spatprodukt vom Antikorper 3B5 nicht erkannt wurde kann geschlossen
werden, dal3 die Spatstelle C-termina der Aminosaure 84 lokdigert ist. Diese Befunde
standen auch im Einklang mit der aus dem Molekulargewicht abge eiteten Grofie des 20
kDa Spdtprodukts, das demnach im Vergleich zum 18 kDa Spdtprodukt um etwa
zZwanzig Aminosduren verlangert sain sollte. Auch fir das zweite Spdtprodukt wurde
keinerle Einflu? durch die Postmortazeit und die Anwesenheit verschiedener Protease-
Inhibitoren festgestd|t.

Zum Auschlul? der Moglichkelt, dal3 es sch ba den im Bereich von 18 und 20 kDa
detektierten Banden um unspezifische Antikdrperbindungen handelte, wurden die
Andysen mit  unterschiedlichen  Antikdrpern  durchgefiirt. Beide C-terminden
Spdtprodukte waren mit verschiedenen, gegen den C-Terminus des Prionproteins
gerichteten AntikOrpern detektierbar. Gegen den N-Terminus gerichtete Antikorper
ergaben keine Signde. Interessanterwe se selten sich bel der quantitativen Auswertung
dieser Andysen zum Teil erhebliche Schwankungen der Erkennungseffizienz beider
Spdtprodukte im Vergleich zur Erkennung des ungespatenen Prionproteins heraus. Die
Erkennungseffizienzen fir beide Spatprodukte slanden nicht im direkten Zusammenhang
miteinander. So erkannte der Antikorper 13A5 das 18 kDa Spatprodukt sehr effizient
das 20 kDa Spdtprodukt hingegen nur méldg gut. Auch konnte en Zusammenhang
zwischen der Affinitét der Antikrper und Lage ihrer Epitope im Prionprotein nicht
ermittelt werden. So zeigten die Antikdrper 13A5 und 6H4 starke Unterschiede in der
Erkennung beider Spdtprodukte obwohl ihre Epitope im Prionprotein nur wenige
Aminosauren voneinander entfernt lokalidert sind. Auch in der Literatur wurden
Antikorper beschrieben, die sich beziglich ihrer Spezifitdt fur Produkte des PrP
Metabolismus zum Tel deutlich unterschieden (Zanusso, G. et al., 1998). Eine
Erklaung fir die unterschiedlichen Affinitéien verschiedener Antikorper blebt
schwierig. Naheliegend wére ene gdrukturedle Ursache, das heil eine verdnderte
Struktur des Spdtprodukts im Vergleich zum ungespatenen PrP* und dadurch bedingt
eine veranderte Zuganglichkeit der verschiedenen Epitope. Da die Auftrennung der
Proteine jedoch unter denaturierenden Bedingungen erfolgte, mifde hier posuliert
werden, dal3 eine vollsténdige Denaturierung unter den gewahlten Versuchsbedingungen
nicht stattgefunden hatte.

Als Fazit kann aus den durchgefiihrten Analysen gezogen werden, dal3 die Spaltung im
zentralen Bereich des Prionproteins einen in vivo ablaufenden Prozel? darstdlt. Auch
die beztiglich der zweiten Spatung des Proteins ermittelten Daten weisen darauf hin,
dal3 diese ein zum normaen Metabolismus von PrP* gehdrender Vorgang ist. Ob auch
hier eine punkiudle Spdtung vorliegt kann aufgrund der vorliegenden Daten nicht
geschlossen werden und bedarf welterer Anaysen. Insbesondere der Nachwels des N-
terminalen Spatprodukts von etwa 7 kDa ergébe hier einen sicheren Nachweis.
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7.2 DIE SPALTUNG DESPRIONPROTEINSIN EUKARYONTISCHEN ZELLLINIEN

Im zweten Tel der vorliegenden Arbet sollte die zeluldare Spdtung des Prionproteins
ausgehend von schon verdffentlichten Untersuchungen an eukaryontischen Zdlkulturen
(Harris, D. A. et al., 1993; Chen, S. G. et al., 1995) in das Proten
Uberexprimierenden Zdllinien untersucht werden. Insbesondere zur Charakteriserung
der Spdtgelle bot sich hier die Mdglichkeit, auf Aminoséuresequenzebene veranderte
Prionproteine  Uberzuexprimieren  und die  Auswirkungen der engefihrten
Veranderungen in vivo sudieren zu kénnen. Eukaryontische Zdlen gellten dabe en
Expressonssysemn dar, in dem die Proteine enen wetestgehend normaen
Metabolismus vollziehen und damit Uber dle podtrandationden Modifikationen
verfigen sollten. Die ds Zdllinie fir die Uberexpresson des Prionproteins und
verschiedener Prionprotein-Mutanten gewéhite murine Neuroblastoma Zdllinie (N2a
Zdlen), war schon in verschiedenen Untersuchungen zur Funktion von PrP* und PrP*-
Mutanten verwendet worden und hatte sich auch fiir die Infektion mit PrP> ds gesignet
ewiesen (Butler, D. A. et al., 1988; Tatzdt, J. et al., 1995; Rieger, R. et al., 1998).
Da N2a-Zdlen eine geringe endogene PrP-Expression aufweisen, schienen se fir
Untersuchungen der Prionproteingpatung besonders geeignet. Aufgrund der endogenen
PrP-Expresson konnte davon ausgegangen werden, dal3 auch die an Metabolismus und
Funktion des Prionproteins betelligten Roteine in den Zdlen exprimiert werden. Die
Ubertragbarkeit ermittelter Resultate auf Vorgange im lebenden Organismus war damit
gegeben.

7.2.1 Diemogliche Bedeutung der Spaltung

Zid der durchgefhrten Untersuchungen war die Charakteriserung der Spatstele im
zentrden Bereich des Prionproteins insbesondere im Hinblick auf die von Cdlebaut et
al. aufgedelte Hypothese, der zentrde Bereich des Prionproteins konne ene
verglechbare Funktion ausiben wie die Fusonspeptide verschiedener virder
Oberfléchenvorlauferproteine (Callebaut, 1. et al., 1994). Basis dieser Hypothese war
die auffdlige Sequenzhomologie zwischen dem evolutiondr hochkonsarvierten zentraen
Bereich des Prionproteins und Fusiongproteinen verschiedener Viren.

Virde Oberflachenvorléuferproteine sind zumeist transmembrane Glykoproteine, die,
héufig erst nach Aktivierung durch proteolytische Spatung die Membranfusion zwischen
der Membran umhtillter Viren und zu infizierenden Zdlen initiieren. Innerhdb ihrer
Aminosauresequenz tragen diese Proteine einen as Fusionspeptid bezei chneten Bereich
von etwa 20 bis 30 Aminosauren, der sich durch ausgepragte Hydrophobizitét
auszeichnet und zumeist eine Akkumulation kleiner hydrophober Aminosiuren aufweis.
N-termina dieser Region findet sich be vidlen virden Vorl&uferproteinen eine Region
mit basischem Charakter, die ene proteolytische Spatdelle determiniert. Nach der
Spdtung durch sezifische
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Proteasen igt das réumlich und strukturdl flexible Fusonspeptid am N-Terminus des
zumest an der Membran verknipften C-terminden Spatprodukts lokdidert. Im Verlauf
ener virden Infektion inseriert das Fusionspeptid in die Membran der zu infizierenden
Zdle, desabilisert diese und ermdglicht damit die Fuson mit der Membran des
Virugpartikels und letztlich die Infektion (Weissenhorn, W. et al., 1999; Pecheur, E. I.
et al., 1999).

In sainer zentrden Region zeigt das Prionprotein deutliche Sequenzhomologien zu virden
Fusonsproteinen. N-termind der zdluldren Spdtgtdle von PP findet sch ene
Anhaufung basscher Aminosiuren wie Lysin und Higtidin und C-termind der Spdtselle
en 24 Aminoséuren umfassender hydrophober Bereich mit einer Akkumulation kleiner
unpolarer Aminoséuren wie Glycin und Alanin. Nach der Spdtung findet sich die
hydrophobe Region des Prionproteins in Andogie zu den Fusionspeptiden am N-
Terminus des C-terminden Spaltprodukts welches Uber seinen GPI-Anker an der
Zdlmembran verknipft bleibt. Eine weitere Homologie zwischen Fusionspeptiden und
der hydrophoben Region von PrF* is die fiir Fusionspeptide mehrfach experimentdl
gezeigte drukturdle und réaumliche Hexibilitdt (White, J. M., 1992). Diese basert
vemutlich auf der  aulergewdhnlichen  Aminosiurezusammensstizung mit  ener
glechzeitigen Anh&ufung von Alaninen, die bevorzugt in a - hdikaen Strukturen zu finden
snd und Glycinen, die vorwiegend in 3-Schleifen von Proteinen lokdisert snd
(Chakrabartty A. et al., 1991; Kyte, J., 1995). Eine derartige strukturdlle Flexibilité
liegt auch der Funktionsweise aktiver Zentren von Serpinen (Serin Protease Inhibitoren)
zugrunde (Lawrence, D. A., 1997), die ene den Fusonspeptiden &hnliche
Aminosaurezusammensetzung aufweisen (Cdlebaut, 1. et al., 1994). Auch der N-
Terminus des Prionproteins einschlieldich eines Tells der zentralen Region des Proteins
(Aminosduren 23 bis 120) zeichnet sich durch eine starke strukturelle Hexibilité aus
(Riek, R. et al., 1997). Interessant is in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dal3
die hydrophobe Region des Prionproteins auch fur die Umfatung von PrP in die
pathogene Isoform PrP™> von entscheidender Bedeutung zu sein scheint, da die Deletion
dieses Bereichs (Aminoséuren 114 bis 121) die Umfdtung inhibiert (Holscher, C. et al.,
1998). Wetere im Einklang mit der Hypothese von Cdlebaut et al. stehende
Erkenntnisse basieren auf verschiedenen Untersuchungen mit unterschiedlichen aus der
Aminosauresequenz des Prionproteins definierten Peptiden. So wirkt ein sowohl einen
Tell der basschen ds auch einen Teil der hydrophoben Region umfassendes Peptid
(huPrP106-126) toxisch auf kultivierte cerebrade Neuronen wohingegen ein Peptid mit
gleicher Aminosaurezusammensetzung jedoch zufdliger Rehenfolge keine deratige
Toxizitét aufweis (Forloni, G. et al., 1993). Waterhin wurde gezeigt, dal3 ein nahezu
die gesamte hydrophobe Region umfassendes Peptid (huPrP118-135) Lipidvesike
degtabiligert und die liposomae Fuson simuliert (Rillot, T. et al., 1997).
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7.2.2 Charakterisierung der Spaltstelle im zentralen Bereich des

Prionproteins

Die bekannten Befunde weisen auf eine grundlegende Bedeutung der zdlluldren Spatung
des Prionproteins fiir die Funktion von PrP* oder auch die Pathologie von PrP> hin. Zur
Erlangung genauerer Erkenntnisse beziiglich der proteolytischen Spatung des Proteins
wurden daher verschiedene Aminosauresequenzveranderungen in der zentralen Region
des Proteins vorgenommen und deren Wirkungen auf die Spaltungseffizienz in die
Konstrukte Uberexprimierenden N2a-Zdlen untersucht. Zur Unterscheidung der PrP-
Kongrukte von endogen in den Zdlen exprimiertem PrP° wurden die Mutanten mit
enem Hamger- spezifischen C-terminaen Epitop markiert. Diese Markierung durch den
Augtausch von Isoleucin an der Postion 138 gegen Methionin hatte keinerle
Auswirkungen auf den Metabolismus des Proteins. Durch
Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die vorwiegende Lokdisation des Proteins an der
Zdloberflache gezeigt und durch Western Blot-Analysen die korrekte posttrandationale
Prozesserung. Auch beziiglich der proteolytischen Spatung des mit dem 13A5 Epitop
markierten Proteins ergaben sich keinerle Unterschiede zum unmarkierten murinen PrP-.
Als enziger Effekt der eingefiihrten Aminoséuresequenzveranderung it in der Literatur
die Inhibition der Konverson zu PrP* in  Sorapie-infizieten  murinen
Neuroblastomazellen belegt (Priola, S. A. und Chesebro, B., 1995), was auf diein der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen keinen Einfluld hatte.

Da die Determination proteolytischer Spdtdelen haufig durch basische Reste erfolgt
und die Akkumulation von basischen Aminosduren N-termina der hydrophoben Region
des Prionproteins in Andogie zur Spdtddle verschiedener  virder
Oberflachenvorl&uferproteine auf eine Bedeutung dieser Aminoséuren hinwies, wurden
zunéchst verschiedene Verénderungen in diesem Bereich vorgenommen. Da einzelne
Augtausche basscher Aminosauren im Bereich von Fusionspeptiden, wie am Bespid
der HIV Typl Oberflachenglykoprotein-vorléufers gpl60 gezeigt idt, nicht immer
Auswirkungen auf die Spaltungseffizienz haben (Freed, E. O. et al., 1989; Dubay, J.
W. et al.,, 1995), multiple Augtausche in der gleichen Region jedoch durchaus
Auswirkungen zeigen (McCune, J. M. et al., 1988) wurden sowohl einzelne ds auch
multiple Augtausche vorgenommen. Wie durch Western Blot-Analysen dargestdlt,
waren dle erzeugten Kongtrukte mit Anderungen im hochkonservierten basischen
Bereich in N2aZdlen gut Uberzuexprimieren und lagen in verschiedenen
Glykosylierungsstufen vor. Da in den Konstrukten 3S105 und 5S100 ein zusétzliches
Glykosylierungssignd eingefiinrt worden war zeigten diese ein entsprechend von der
Wildtyp-Kontrolle abweichendes Glykosylierungsmugter. Durch
Immunfluoreszenzmikroskopie lief3 sch fur dle PrP-Mutanten die fur PrP typische
vorwiegende  Lokdisgtion an  der  Zdlobeflaiche nachweisen. Diese
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Beobachtungen ergaben kenerle Hinwels auf eine generdl verdnderte Prozessierung
der Mutanten oder eénen vom murinen Wildtyp-PrP° aboweichenden Metabolismus bis
zum Erreichen der Zdloberflache. Die Andyse der proteolytischen Spatung der
Kongtrukte tber die Quantifizierung des 18 kDa Spaltprodukts fuhrte hingegen zu vom
Wildtyp aboweichenden Ergebnissen. Die Augtausche einzelner basischer Aminoséuren
gegen Glycin an den Postionen -1, -2 und -6 beziglich der Spatstdle (Konstrukte
H110G, K109G und K105G) flhrten jewels zur deutlichen Reduktion an
detektierbarem Spaltprodukt. Der stérkste Effekt wurde durch den Austausch des
direkt der Spdtsele benachbarten Higtidins verursacht. Der Audstausch dler drel
bas schen Aminosauren gegen Glycin gleichzetig (Konstrukt 3G105) fuhrte ebenfdls zu
ener Inhibition der Spatung, zeigte jedoch einen weniger starken Effekt ds zwe der
genannten Einzelmutationen. Aus diesen Beobachtungen lief3 sch schiul¥olgern, dal3 die
drei an den Pogtionen -1, -2 und -6 beziiglich der Spdtstelle lokadiserten basischen
Aminosauren fir die Determination der Spatgtdle von grol¥er Bedeutung sind.
Uberraschend war dlerdings die Feststellung, dal? die verschiedenen Mutationen sichim
multiplen Kongtrukt nicht gegensatig verstérkt oder zumindest die stérkste Hemmung
der Spatung gezeigt hatten. Aus den Analysen der verschiedenen multiplen Austausche
basscher Aminosduren gegen Serin ergaben dch abweichende Schiuf¥olgerungen.
Sowohl die Austausche von jewells drel basischen Aminoséuren gegen die unpolare
aber srukturdl sehr 8hnliche Aminoséure Serin an den Podtionen -6, -8 und -11
beziehungsweise -1, -2 und -6 in Bezug auf die Spdtsdle (Kongrukte 3S100 und
3S105) ds auch der Austausch dler finf polaren Aminoséuren an den Positionen -1, -
2, -6, -8 und -11 (Kongrukt 5S100) bewirkten nur eine schwache bis madge
Hemmung der zdluldren Spatung. Die stérkste Inhibition war bei Austauschen an den
Pogtionen -1, -2 und -6 (Konsrukt 3S105) festzustellen. Allerdings wurde diese
Mutante deutlich besser gespalten ds das Kongtrukt mit Austauschen gegen Glycin an
den gleichen Pogtionen (Konstrukt 3G105). Die die basischen Aminosauren an den
Pogtionen -1, -2 und -6 beinhatende Dedetion von sechs Aminosauren fihrte nur zu
ener madgen Hemmung der Spatung (Konstrukt D105-110). Hier gelangten dlerdings
die ursoriinglich -8 und -11 lokaiserten basschen Reste in direkte Ndhe zur Spatgelle
was die beobachteten Resultate beanflul® haben konnte. Bel einer vergleichenden
Betrachtung der Daten zeigte sSch in dlen Fdlen der Subditution oder Entfernung
basscher Aminosduren ein negativer Effekt auf die Spdtbarkelt des jewelligen
Konstrukts, dessen Stérke dlerdings von der jewells engefiinrten Aminoséure abhangig
war. Folglich scheint es sich bel den beobachteten Auswirkungen nicht ausschliefdich um
durch die Entfernung der Basizité ausgel 6ste Effekte gehanddt zu haben. Hier konnten
auch drukturdle Verdnderungen innerhdb der mutieten Proteine, die zur
Unzugénglichkeit der Kongrukte fir das prozesserende Protein gefuhrt haben
ursichlich gewesen sain. Dies wére auch eine Erklarung dafUr, dal3 Austausche gegen
die kleine stark hydrophobe Aminosdure Glycin stérkere inhibitorische Wirkung hetten
as



Diskusson Seite 116

Austausche gegen die grofiere, aufgrund seiner diphatischen Hydroxylgruppe weniger
hydrophobe Aminosaure Serin. Eine Beainflussung der proteolytischen Spatung von
Oberfléchenvorlauferproteinen durch strukturelle Veranderungen der Spatsteleist auch
in der Literatur belegt. Beispidsweise fuhrt der Austausch einer basschen Aminoséure
gegen einen anderen basischen Rest an der Spatstele des murinen Leukemia Virus zu
ener fag vollséndigen Inhibition der Spaltung (Freed, E. O. und Risser, R., 1987). Die
EinfUhrung ener zusétzlichen Glykaosylierungsstdle an Pogtion -4 und somit in direkter
Néhe zur Spdtgele des Prionproteins (Konstrukte 3S105 und 5S100) hatte
dementgegen keinen melParen Einflul auf die Spdtbarkeit der entsprechenden
Proteine. Diese Erkenntnis kdmte zur Annahme fihren, dal3 ausschlieldich nicht oder
nicht vollsténdig glykosyliertes Prionprotein der zdluldren Spatung unterlége. Da aber
bel Detektion nicht deglykosylierten Prionproteins mit C-terminden  Antikorpern
zweifach glykosyliertes Spatprodukt in erheblichen Mengen nachweisbar ist, wurde
diese Moglichket ausgeschlossen. Anhand des Molekulargewichts des C-termingen
Spatprodukts wurde bel dlen andyserten Konstrukten davon ausgegangen, dal3 die
beobachtete Spaltung an der exakten Position (Codon 110 oder 111) der natirlichen
Spdtgele des Prionproteins datfindet. Eine durch die engefihrten Mutationen
bewirkte abweichende Pogtion der Spaltung, wie Se durch Substitution einer basischen
Aminoséure bem Masarn Virus Vorléuferprotein gezeigt is (Alkhatib, G. et al., 1994)
kann jedoch nicht scher ausgeschlossen werden. Hierzu bedirfte es der N-terminden
Sequenzierung der jeweiligen Spatprodukte.

Zur weiteren Charakteriserung der zentrden Spatdele des Prionproteins wurden
verschiedene Aminosduresegquenzverdnderungen im hydrophoben Bereich des Proteins
vorgenommen. Dal3 auch Aminosduren C-termina proteolytischer Spatstdlen diese
determinieren konnen is in der Literatur baspidsweise am Influenza Virus gezeigt
(Horimoto, T. und Kawaoka, Y., 1995), wurde bidang dlerdings eher sdten
beobachtet. Wie durch Western Blot-Untersuchungen belegt lief3en sich abgesehen von
dem Kongrukt mit insgesamt acht Austauschen von Alaninen oder Glycinen gegen
Isoleucine an den Pogitionen +2 bis +9 (Konstrukt AG/1) dle Mutanten in N2a-Zdlen
exprimieren. Zum Teil ergaben sch jedoch deutliche Unterschiede im Expressondeve
eniger mutierter Prionproteine. So fuhrten Austausche kleiner hydrophober Reste gegen
Isoleucin generdl zu einer deutlich verminderten Expressionsrate (Kongtrukte A/l und
G/1). Die Ursache dafir konnte in einem prinzipiel fehlgeateten Metabolismus dieser
Prionprotein-Kongtrukte zu sehen sein. Sowohl Austausche an den Postionen +3 und
+8 (Konstrukt G/I) ds auch Austausche an den Postionen +2, +4 bis +7 und +9
(Kongrukt A/l) zeigten ein ungewohnliches Glykosylierungsmuster und weiterhin eine
nicht der Wildtyp-Kontrolle entsorechende Lokaisation innerhadb der Zele Alle
anderen Aminoséureaustausche in der hydrophoben Region fihrten, wie durch Western
Blot-Andysen und Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt wurde, weder zu ener
Veranderung des Glykosylierungsmugters noch 2u ener
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verdnderten Lokaisation der Proteine. Folglich ergaben sich keinerlel Hinweise auf eine
inkorrekte Prozesserung der Mehrzahl der mutierten Prionproteine. Die Andyse der
zdluldren Spatung der verschiedenen Prionprotein-Mutanten, die Uber Quantifizierung
des 18 kDa Spatprodukts erfolgte, ergab hingegen zum Teil deutliche Unterschiede in
der Spatungseffizienz verschiedener Kongtrukte. Austausche des an Podition +1 der
Spdtdele lokdigerten Vdins gegen Glycin oder Isoleucin (Konstrukte V111G und
V1111) bewirkten eine Inhibition der Spatung, was auf ene mogliche Beteiligung dieser
Aminosaure an der Determination der Spatstelle hinwies. Obwohl der Austausch Vdin
gegen Isoleucin keine entscheidende Veranderung der Proteinstruktur zur Folge haben
sollte (Bordo, D. und Argos, P., 1991), ergab sch hier ene dgnifikante Verringerung
der Spatungseffizienz. Das im Prionprotein des Menschen und einiger anderer Spezies
an gleicher Pogtion vorliegende Methionin - hingegen scheint die Spdtbarkeit dieser
Proteine nicht zu beeinflussen. Ob dies auch im murinen Sequenzkontext der Fal wére,
ig nicht geklart. Die Subdtitution des Vdins des murinen Prionproteins durch Glycin
ergab einen deutlich ausgeprégteren negativen Effekt auf die proteolytische Spatung ds
der Austausch gegen Isoleucin. Dies konnte auf stérkere strukturelle Verénderungen
durch die Einfihrung der kleinen diphatiischen Aminosdure Glycin im Bereich der
Spdtgdle zuriickzufiihren sain (Bordo, D. und Argos, P., 1991). Die Austausche in der
an Alaninen und Glycinen reichen Region (Aminosduren 112 bis 119) lief}en keine
eindeutigen Schllisse beziiglich der Determination der Spaltstelle zu. Der Austausch von
zwel Glycinen an den Positionen +3 und +8 nach Alanin (Kongtrukt G/A) fuhrte zu einer
nicht sgnifikannten aber as deutlichen Trend erkennbaren Steigerung der Spaltaktivitét.
Der Austausch von sechs Alaninen an den Postionen +2, +4 bis +7 und +9 gegen
Glycine hingegen (Kongtrukt A/G) fiihrte zu einer nahezu vollsandigen Inhibition der
Spdtung. Wurden jewells nur zwe Alaninein der gleichen Region gegen Glycine an den
Positionen +2 und +4, +5 und +6 oder +7 und +9 ersetzt (Konstrukte A112/114G,
A115/116G und A117/119G), zeigte sich wenn nur ein geringfligig negativer Effekt auf
die Spdtbarkeit des Prionproteins. Hierbe war die stérkste Auswirkung bel
Subtitutionen an den Positionen +2 und +4 zu beobachten. Diese Feststellungen weisen
darauf hin, dad der Inhibition der Spdtung im Kongrukt A/G  ken
aminosauresequenzspezifischer Effekt zugrunde liegt, sondern eher eine srukturelle
Veranderung des Proteins im Bereich der Spdtstelle, die dazu fihrt, dal3 die Spatstelle
fur die verantwortliche Protease nicht mehr zuganglich ist. Dementgegen steht der
Befund, dal? der N-Terminus des Prionproteins réumlich sehr flexibel und unstrukturiert
ig (Riek, R. et al., 1997; Donne, D. G. et al., 1997). Neuere Untersuchungen haben
jedoch Hinweise daflr geliefert, dal3 das Motiv AGAAAGA metastabil in mehreren
unterschiedlichen  Sekundérstrukturen  vorliegen kann (Liu, H. et al., 1999).
Aminosiuresubgtitutionen in diesem Bereich kdnnten folglich zur Bevorzugung der einen
oder anderen Struktur fUhren und damit auch die Erkennung der Spaltstelle durch die
Protease strukturbedingt
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beainflussen. Da Anhé&ufungen von Alanin-Resten eine deutliche Tendenz zur Aushildung
a-hdikaer Strukturen bewirken wohingegen Glycine bevorzugt in (3 Schleifen auftreten
(Chakrabartty A. et al., 1991), is eine umfangreiche strukturelle Veranderung durch
den Austausch von sechs Alaninen gegen Glycine sehr wahrschenlich. Die beobachtete
Inhibition der Spdtung durch im gleichen Bereich engeflihrte Isoleucin-Reste
(Kongtrukte G/l und A/l) kann fir die Analyse der Bedeutung dieser Region fur die
proteolytische Spdtung nicht herangezogen werden, da die entsprechenden
Proteinkongtrukte einem offenbar grundséizlich fehlgeaiteten Metabolismus unterlegen
waren. Da davon ausgegangen wird, dal? die Spatung des Rrionproteins erst nach der
Wiederaufnehme ins Zdlinnere, mutmaldich innerhdb von Endosomen dattfindet
(Shyng, S. L. et al., 1993) i ene Inhibiton der Spatung bei diesen Kongtrukten zu
fordern, da se nicht an die Zdloberflache gelangen und damit auch der Spatung nicht
zuganglich sind. Die Auswirkungen der eingefihrten humanpathogenen Mutation (Windl,
O. und Kretzschmar, H.-A., 2000) an Pogition +6 bezliglich der Spatstelle (Konstrukt
A116V) ligferten nur enen sehr vagen Hinwes auf eine mogliche Betaligung der
proteolytischen Spatung des Prionproteins auf die Ausprégung der durch diese
Mutation bedingten Prionerkrankung. Die festgestellte mé&dge Inhibition der Spaltung
enwies gch jedoch as sgnifikant. Ob hier ein direkter Zusammenhang besteht bleibt zu
prufen. Die Inhibition der Spaltung durch Deetionen in der hydrophoben Region des
Proteins deutete eine Funktion dieser Doméne bel der Determination der Spatstelle
zwar an, dlerdings sollte auch hier nicht auer Acht gelassen werden, dal3 die
eingefihrten Modifikationen zu deutlichen Veranderungen der Proteinstruktur gefihrt
haben dirften. Dennoch deutet der Verglech der Spdtungseffizienzen der
verschiedenen Ddetions-Mutanten (Konstrukte D112-119, D111-125 und D105-125),
die eine dnlich sarke Hemmung der Spatung zeigten an, dal3 insbesondere die an
kleinen hydrophoben Aminoséuren reiche Region fir die Spatung des Prionproteins von
Bedeutung zu sein scheint.

Insgesamt lassen die ermittelten Daten keine sicheren Rickschliisse beziiglich der
Detemination der zentrden Spdtdelle durch einzdne Aminosduren zu. Zwar hatten
Veranderungen in der basischen Region des Proteins Einflisse auf die Spaltung, aber
gleichzaitig ergaben sch auch Hinweise darauf, dal3 nicht die Badzté der Reste dlein
hierfir entscheidend war. Auch vide Mutationen im hydrophoben Teil des Roteins
zeigten Einflusse auf die proteolytische Spaltung. Allerdings bleibt zu bedenken, dal3 hier
auschlidich  umfangreiche  Aminosduresequenzveranderungen  beziehungsweise
Deetionen Wirkung zeigten. Diesist ds Hinwels daftir anzusehen, dal3 die beobachteten
Effekte eher dlgemen drukiurdler ds spezifischer Natur sSnd. Die Ausprégung
definierter Sekundarstrukturen in diesem undrukturierten Bereich des Prionproteins
durch verschiedene Mutationen konnte die ermittelten Daten begriinden.

Ein interessanter Aspekt der ermittelten Ergebnisse ist die Tatsache, dal? ausgeprégte
Aminosiuresequenzveranderungen . im - hydrophoben Bereich  von PP
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die Spatung deutlicher beainflulden ds Sequenzveranderungen in der basischen Region,
ene Fesgdlung, die nicht im Einklang mit zahlreichen Untersuchungen bezliglich der
Spdtung virder Oberflachenvorléuferproteine seht, bel denen die Spdtddle
vorwiegend durch N-termina der Spatstdle lokdiserte bassche Reste determiniert
wird (Freed, E. O. und Risser, R., 1987; McCune, J. M. et al., 1988; Hindiyeh, M. et
al.,, 1999) und Ausgtausche im hydrophoben Bereich wenig Auswirkungen auf die
Spdtungseffizienz haben (Delahunty, M. D. et al., 1996). Auch auf die Spdtung der
den virden Vorlauferproteinen der Fusionspeptide sowohl strukturdll ds auch auf Basis
der Aminosduresegquenz homologen Serpine haben Augtausche im hydrophoben Bereich
keinen Einflud (Hopkins, P. C. et al., 1993). Dennoch kann eine diesen Proteinen
homologe Funktion des Prionproteins und seiner Spatprodukte nicht ausgeschlossen
werden. Inwiewelt die Spatung des Prionproteins mit dem V orkommen nachgewiesener
transmembraner PrP*-Formen (Hegde, R. S. et al., 1998; Hegde, R. S. et al., 1998) in
Zusammenhang seht, it unklar. Der Einflufd von Mutationen in der hydrophoben Region
des Protens konnte auf enen deatigen Zusammenhang hindeuten, da die
hochkonservierte zentrde Region bei diesen je nach Orientierung ds Ctm und Ntm
bezeichneten transmembranen Formen des Proteins as transmembrane Doméne
identifiziert wurde. Ein weiterer Hinweis ergibt Sch aus der Inhibition der Spatung durch
EinfUhrung der humanpathogenen Aminoséuresubgtitution A116V. Diese Mutation
bewirkt neben der in dieser Arbeit festgestellten moderaten Inhibition der Spaltung ein
varmehrtes Auftreten von CtmPrP* (Hegde, R. S. et al., 1999). Ob en direkter
Zusammenhang zwischen transmembraner Lokdisation, proteolytischer Spatung und
Ausprégung der Erkrankung besteht mul3 in zukiinftige Untersuchungen gezeigt werden.
Fur die Beantwortung der zahlreichen offenen Fragen beziiglich der physiologischen
Bedeutung und der Funktionsweise der proteolytischen Spatung des Prionproteins wird
die Identifikation der fur diesen Prozef3 verantwortlichen Protease, die hier in Anlehnung
an die Nomenklatur der im Alzhe@merfdd identifizieten Proteasen & & und &
Sekretase (Haass, C., 1999) as a-Priase @-PRIon ProteASE) bezeichnet werden
soll, von entscheidender Bedeutung sain.

7.2.3 Einflusse der eingefiihrten Aminosaur esequenzver anderungen auf

die N-terminal lokalisierte Spaltung des Prionproteins

Auch asf die Effizienz dar zweiten weter N-termind daitfindende Spdtung des
Prionproteins zeigten dch Einflisse durch die engefiihrten Mutaionen. Die
Quantifizierung des 20 kDa Spdtprodukts ergab, dal? dle im basschen Bereich des
Proteins engefihrten Veranderungen trotz der réumlichen Entfernung in der
Primérstruktur zu signifikanten Abnahmen an detektierbarem Spatprodukt fuhrten. Ob
die Inhibition der Spatung des Proteins an dieser Stelle auf einer Strukturverénderung
des Proteins basiert oder aber einen spezifischen Effekt dargdlt, ist ungeklart. Eine
Srukturdle Verdnderung erscheint jedoch aufgrund



Diskusson Seite 120

der Beobachtung, dal3 unterschiedliche Mutationen in diesem Bereich zu dhnlichen
Auswirkungen flhrten, unwahrschenlich. Zudem finden sch auch in der Literatur
Hinweise darauf, dald in der Primadsrukiur weiter entfernte bassche Reste zur
Determination einer Spaltstelle entscheidend beltragen konnen (Zavorotinskaya, T. und
Albritton, L. M., 1999). Da der N-Terminus des Prionproteins flexibe und wenig
drukturiert ist (Riek, R. et al., 1997), kann eine zumindest zeitweise, moglicherweise
durch die Bindung der Protease selbst bedingte réumliche Néhe der Spdtstdle zu den
basi schen Resten der zentralen Spatstelle nicht ausgeschlossen werden.

Die Mehrzahl der in der hydrophoben Region des Prionproteins eingefiihrten, zum Tell
umfangreichen Aminoséuresubdtitutionen hatten keinerla sgnifikante Auswirkung auf die
Menge an detektierbarem 20 kDa Spatprodukt. Austausche gegen Isoleucin fihrten zu
ener Inhibition der Spatung, was dlerdings wie oben schon fir die Spatung im
zentrden Bereich beschrieben auf einen generdl fehlgesteuerten Metabolismus dieser
Kongrukte zurlickzufiihren ist. Einen interessanten Befund gelt die festgestdlte
Reduktion an Spataktivitét des Konstrukts A116V dar. Ob die Inhibition der Spaltung
durch die der humanpathogenen Mutation A117V homologe Aminosduresubdtitution in
direktem Zusammenhang mit der Ausprégung ener Prionerkrankung steht bleibt zu
prifen und die Beantwortung dieser Frage sollte Zid zukinftiger Anaysen san.
Deletionen im Bereich der hydrophoben Region flhrten zur fast vollsténdigen Inhibition
der Spatung, was eine wichtige Bedeutung dieses Bereichs fir die zweite Spatung des
Prionproteins belegt.

Weitere Erkenntnisse zur zweiten proteolytischen Spatung des Prionproteins kdnnten
durch die genaue Lokdisation der Spdtung Uber Ansequenzierung des 20 kDa
Spdtprodukts und die Einflhrung verschiedener Aminosauresequenz-verdnderungen in
dieser Region gewonnen werden. Zudem wére der Nachwels einer definierten Spatung
Uber die Detektion des dann zu ewatenden N-terminden Spatprodukts
winschenswvert. Schliefdich wirde auch die Identifizierung der fir die Spatung
verantwortlichen Protease, die hier in Andogie zur a-Priase as [5Priase bezeichnet
werden s0ll, wichtige Erkenntnisse liefern.

7.2.4 Einflusse der eingefiihrten Aminosaur esequenzver anderungen auf

die Sensibilitat der PrP%Konstrukte gegenliber Proteinase K

Ein interessanter Aspekt der Analyse der proteolytischen Spdtung in der zentrden
Region des Prionproteins war die Tatsache, dal3 die Spaltung am Aminosiure-Rest 110
oder 111 den Protease-resistenten Kern von PrP> zerstort. Weiterhin schliefdt die die
Spdtsdle beinhadtende hochkonservierte zentrde Region (AS 100-127) die sich aus
den Aminosauren 106 bis 126 des humanen PrP* zusammensetzende sogenannte
neurotoxische Doméne des Prionproteins (AS 105-125) en (Forloni,
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G. et al., 1993). Somit besteht auch die Mdglichkeit, dal? die Spaltung des zdluldren
Prionproteins ene Bedeutung fir die Entsehung und Ausordgung von
Prionerkrankungen hat. Um Hinweise auf eine derartige Bedeutung der Spatung auf die
Entstehung proteaseresstenten  Prionproteins zu  erhdten, wurden dle erzeugten
Kongtrukte einem Verdau mit Proteinase K unterworfen. Hierbel ergab sich, dal? eine
der engefuihrten, die Spatung inhibierenden Mutationen die Ausprdgung von partieller
Proteinase K Resistenz zur Folge hatte. Das Konstrukt A/G mit einem Austausch von
sechs Alaninen gegen Glycine zeigte ds einzige Mutante diesen Phdnotyp. Bel dessen
Bewertung bleiben jedoch enige Faktoren zu bedenken. So waren die hier gewahlten
Versuchsbedingungen  deutlich milder, ds die zur Detektion von PrP* in
Hirnhomogenaten erkrankter Tiere und Menschen Ublicherweise angewandten (BUeler,
H. et al., 1994). Milde Resktionsbedingungen wurden jedoch auch schon zur Analyse
verschiedener humanpathogener Mutationen herangezogen (Lehmann, S. und Harris, D.
A., 1997; Singh, N. et al., 1997; Priola, S. A. und Chesebro, B., 1998). Hier wurde
gezeigt, dad verschiedene ins murine Prionprotein  eingefiihrte  humanpathogene
Mutationen im eukaryontischen Expressonssystem eine Resistenz gegentiber Proteinase
K nur bel geringen Konzentrationen des Enzyms aufweisen. Ob diese beobachtete
partidle Resstenz gegentiber Proteinase K mit dem Vorliegen geringer Konzentrationen
an PrP™> glechzusetzen ist oder einen Befund dargtdlt der nicht im Zusammenhang mit
der Infektiogté eht, it noch ungekléart. Auch ob ein direkter oder indirekter
Zusammenhang zwischen der Inhibition der Spatung und dem Auftreten der Protease
Resistenz besteht, it bidang unklar, da andere die Spatung fast vollstandig inhibierende
Mutationen wie D112-119, D111-125 und D105-125 nicht zur Ausbildung ener
Resstenz gefuihrt haben. Bel diesen Mutationen bleibt jedoch zu bemerken, dal3 das
Fehlen der Aminosduren 114 hisl21 die Umfatung des Prionproteins an sich zu
inhibieren scheint (HOlscher, C. et al., 1998). Auch die Inhibition der Spatung durch in
der hydrophoben eingeflgte Isoleucin-Reste ist wegen der inkorrekten Metaboliserung
dieser Kongtrukte hier nicht in die Diskussion einzubeziehen. Uber diese die Spaltung
nahezu vollgtdndig inhibierenden Mutationen hinaus bleiben die Mutaionen mit ener
moderaten Inhibition der Spatung zu diskutieren Hier fand sch in keinem Fal das
Auftreten ener patidlen Proteinase K Resstenz. Generdl kann folglich geschlossen
werden, dal3 die fehlende Prozesserung des Proteins in dessen zentraler Region nicht
im direkten Zusammenhang mit der Aushbildung der Resistenz gegenliber Proteinase K
geht. Weiterhin belegt das Auftreten der Proteinase K Resistenz des A/G-Konstrukts,
da3 dies ein Effekt id, der offenbar nicht alein auf humanpathogene Mutationen
begrenzt ist. Und drittens zeigt Sch hier erneut, dal3 Verénderungen in der zentralen
Region des Prionproteins zu umfangreichen Verdnderungen in  Struktur oder
Prozesserung der Proteine flhrten. Eine Schluf¥olgerung, die auch durch Studien an
verschiedenen anderen Mutationen in diesem Bereich des Proteins belegt werden kann
(Muramoto, T. et al., 1996, Holscher, C. et al., 1998, Hegde,
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R. S et al., 1998). Allerdings snd diee Beobachtungen schwer mit den aus
verschiedenen Strukturanalysen rekombinanten Prionproteins ermittelten Resultaten in
Einklang zu bringen (Riek, R. et al., 1997; Donne, D. G. et al., 1997). Diese Studien
definieren die N-terminale Halfte des Prionproteins (moPrP(23-120) und SHaPrP(23-
124)) ds ungrukturiert und réumlich sehr flexibel. Wahrend die N-termind lokdiserte
octarepeat-Region durch die Bindung von Kupfer srukturdl sabilisert zu werden
scheint (Viles, J H. et al.,, 1999), wird fur den C-terminden Bereich der
ungtrukturierten N-terminalen Doméne keine regulére Sekundarstruktur axgenommen.
Vidmehr ergaben genauere Strukturandysen dieses Bereiches Hinweise auf die
Moglichkeit der Aushildung mehrerer verschiedener Konformationen spezidl fir die an
Alaninen und Glycinen reiche hydrophobe Region (Liu, H. et al., 1999). Daraus wurde
eine Metastabilitét dieser Region postulieren, die ihrersaits in direktem Zusammenhang
mit der Umfdtung von PrP* zu PrP>* stehen konnte. Der die partiglle Proteinase K
Resgenz bewirkende, in diesem Bereich eingefiihrte Austausch von Alaninen gegen
Glycine kénnte dieser Hypothese folgend zur Stabiliserung einer zumindest PrP™
ahnlichen Sruktur gefhrt haben. Ob dabel tatséchlich Infektiositét de novo in Zdlkultur
generiert wurde, werden berets initiierte Infektionsstudien und geplante transgene
Untersuchungen aufzeigen.

7.3 DER AUTOKATALYTISCHE CHARAKTER DER PROTEOLYTISCHEN SPALTUNG

DESPRIONPROTEINS

Nach den umfangreichen Studien zur zentrden Spdtgtele des Prionproteins wurden im
folgenden Tel der Arbet Untersuchungen zu einer moglichen autokatalytischen
Spdtaktivitét des Prionproteins durchgefihrt. Hinwelse auf eine derartige Aktivitét des
Prionproteins ergaben sch aus der beobachteten Fragmentierung  rekombinant
hergestdlten murinen Prionproteins  unter den fir NMR-spektroskopische
Untersuchungen notwendigen Bedingungen (Hornemann, S. und Glockshuber, R.,
1996; Hornemann, S. et al., 1997). Vergleichende Untersuchungen der Primérstruktur
des murinen Prionproteins und verschiedener Proteasen ergaben deutliche
Aminosiuresequenzhomologien zwischen der strukturierten C-terminden Doméne des
Prionproteins und verschiedenen bakteridlen und eukaryontischen Signa- Peptidasen.
Der Aminosiuresequenzvergleich zwischen den Resten 121 bis 217 des Prionproteins
und der mutmaldichen kataytisch aktiven Doméne der Sgnd- Peptidase der Ratte ergab
eine etwa 23 %ige Aminosiuresequenzidentitét und eine etwa 41 %ige Ahnlichkeit der
Aminosdurezusammensetzung (Glockshuber, R. et al., 1998). Die Signd- Peptidase der
Ratte gehdrt einer Gruppe bakterieller und eukaryontischer Peptidasen an, deren aktives
Zentrum gch aus Serin/Lysin oder Serin/Hididin zusammensetzt (Barrett, A. J. und
Rawlings, N. D., 1995; Paetzd, M. und Dabey, R. E., 1997). Mitglieder dieser
Peptidase-Familie snd beispidsweise die an der SOS-Mutagenese betelligte E. coli
Peptidase umuD’, das an der Kontrolle der
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DNA-Reparatur betelligte bakterielle LexA Protein sowie verschiedene weitere Signdl-
Peptidasen, die N-terminae Peptide von sekretorischen oder in Organdlen lokaiserten
Proteinen abspdten. Sowohl LexA ds auch umuD' unterliegen einer Autokatalyse
(Little, J. W., 1984). Die Mitglieder dieser Protein-Familie tragen in ihrem katalytischen
Zentrum einen nukleophilen Serin-Rest und zur Erhthung der Nukleophilie des Serins
einen basschen Rest wie Lysin oder Higtidin. In der Pseudomonas 7A Glutaminase-
Agparaginase und im Thermoplasma acidophilum 20 S Proteasom ist das reaktive
Serin durch en Threonin ersetzt (Paetzel, M. und Dabey, R. E., 1997). Die in
Prionproteinen verschiedener Spezies hochkonsarvierten Reste Tyrosin 127 und
Hididin 176, die sch in der dreidimensonden Struktur des murinen Prionproteins in
direkter raumlicher Néhe zueinander befinden und Wasserstoff-Briicken miteinander
aushilden konnen, konnten den das aktive Zentrum der Signd-Peptidasen bildenden
Regten entsprechen. Das Serin wéare hier durch einen anderen hydroxylierten Rest
(Tyr 127) ersetzt (Glockshuber, R. et al., 1998).

Zur Uberprifung der von Glockshuber et al. aufgestellten Hypothese, dal? die Reste
Tyroan 127 und Hididin176 an der postulierten autokatalytische Spdtung des
Prionproteins betelligt sein kdnnten, wurden auf Basis des das 13A5 Epitop tragenden
murinen Prionproteins verschiedene Mutanten mit Aminosaureaustauschen dieser Reste
erzeugt, in N2a-Zdlen Uberexprimiert und hingchtlich ihrer Prozessierung untersucht. Im
Kongrukt T127F wurde das Tyrosin durch Phenyldanin ersetzt und damit die fur die
Katayse mutmaldich entscheidende Hydroxylgruppe bel ansonsten identischer Struktur
entfernt. In den Konstrukten Y 127G und H176G wurden die entsprechenden Reste
jewells durch die kleine hydrophobe Aminosdure Glycin ersetzt. Wie durch Western
Blot-Untersuchungen gezeigt lief3en sich die verschiedenen Kongtrukte in N2a-Zdlen
Uberexprimieren und es ergaben sch kenele Hinwese auf enen fehlerhaften
Metabolismus. Die Andyse der proteolytischen Spdtung der verschiedenen PrP-
Kongrukte durch Quantifizierung des 18 kDa Spdtprodukts zeigte auf, dal3 die
engefihrten  Aminosturesubdiitutionen  keinen  Einflud  auf die proteolytische
Prozesserung hatten. Somit wurde die Hypothese, die Spatung des Prionproteins
konne ein autokatalytischer Prozef? sein und die Aminosiuren Tyrosin 127 und Hitidin
176 gdlten wichtige Reste des fUr diesen Prozeld verantwortlichen kataytischen
Zentrums dar, experimentel unter der Annahme enes intramolekularen Vorganges
widerlegt. Zu vergleichbaren Resultaten gelangte auch eine andere Gruppe, die den
Metabolismus entsprechender Mutanten des murinen  Prionproteins in - humanen
Neuroblastomzdllen untersucht hatte (Sumudhu, W. et al., 1999). Dennoch bleibt die
festigestellte Homologie des Prionproteins zu verschiedenen Signd-Peptidasen en
interessanter Ansatz und kénnte fir die Aufkldrung der bidang nicht bekannten Funktion
des Prionproteins von Bedeutung sein. Moglicherweise ha das Prionprotein
proteolytische Aktivitdt gegenlber enem bidang nicht bekannten Substrat. Mit
Untersuchungen verschiedener chromogener Protease- Substrate spezifisch fur Trypsin-,
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Chymotrypsin- und Elastase-&@hnliche Proteasen war eine proteolytische Aktivitét von
PrP° bidang jedoch nicht nachweisbar (Glockshuber, R. et al., 1998). Da die zur
Uberexpresson der Mutanten verwendete Zdllinie eine geringe endogene PrP-
Expression zeigt, bleibt auch die Moglichkeit, dald PrP* zwar nicht intramolekular aber
maoglicherwel se intermolekular sein eigenes Subdtrat dargtellt.

7.4 DIE BIOLOGISCHE FUNKTION DER ZELLULAREN SPALTUNG DES

PRIONPROTEINS

Im letzten Tel der Arbeit wurden verschiedene Untersuchungen zur méglichen
physiologischen Funktion der Spaltung des Prionproteins durchgeftihrt. Da aufgrund der
bisher dargestellten Befunde davon auszugehen war, dal? die Spatung von PrP* einenin
dlen Spezies ablaufenden regulierten Prozel3 dargdlt, lag eine biologische Bedeutung
dieses Vorganges fur die bidang nicht aufgeklarte Funktion des Proteins nahe. Postuliert
und durch verschiedene Daen gedtitzt wird ene Rolle des Prionproteins beim
Kupfermetabolismus und dadurch bedingt im Stoffwechsdl von Sauerstoffradikaen. Die
Bindung von Kupfer an PrP* ist nachgewiesen und die N-terminde Higtidin-hdtige
octarepeat-Region ds Bindungssdle lokdiget (Hornshaw, M. P. et al., 1995).
Waeiterhin ist bekannt, dal3 Gehirne von Prn-p®°-Mé&usen weniger membrangebundenes
Kupfer enthaten ds Gehirne von Prn-p”*-Méusen (Brown, D. R. et al., 1997) und
dai? kultivierte Neurone von Prn-p”°-Méusen durch eine verringerte Aktivitét der
kupferabhéngigen Superoxiddismutase (Brown, D. R. et al., 1997) oder durch eine
erhohte Konzentration an freiem Kupfer (Brown, D. R. et al., 1998) empfindlicher auf
oxidativen Stref3 reagieren. Zelbiologische Studien belegen, dald die Endozytose
ungespdtenen Prionproteins durch Kupfer-Bindung simuliert wird (Pauly, P. C. und
Harris, D. A., 1998) wohingegen das zur Kupfer-Bindung nicht fahige C-terminde
Produkt der zdluld&ren Spdtung nur langsam wieder in die Zdle aufgenommen wird
(Shyng, S-L. et al., 1995). FA% man diese Erkenntnisse zusammen liegt die
Vemutung nahe, dad das Prionprotein  zentrder Bedandteil eines
Kupfertransportsystems zur Aufnahme von Kupfer in die Zdle ig und die zdlulae
Spdtung maglicherwelse zur Regulation dieses Transportes dient. Um die Frage nach
einem direkten Zusammenhang zwischen der vermuteten Funktion des Prionproteins im
Kupfer-Metabolismus und der zdluléren Spaltung des Proteins zu beantworten, wurde
der EinfluR der Cu#*-Bindung auf die Spaltung des Prionproteins untersucht. In in vitro
Studien wurde mikrobidl erzeugtes Prionprotein (moPrP23-231) in Anwesenheit freien
oder gebundenen Kupfers in der zentrden Region unter Bildung der entsprechenden
Spaltprodukte gespaten. In Abweserheit von Kupfer war dieser Effekt nicht zu
beobachten, was enen Kausazusammenhang zwischen Kupfer-Bindung und
proteolytischer Spatung nahe legte. In vivo Unteruchungen der Spatung von durch
Aminosauresequenzverdnderungen in der octarepeat-Region nicht mehr zur Kupfer-
Bindung  féhigen Prionprotein-Kongtrukten  ergaben hingegen  keine
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eindeutigen Hinwelse auf enen derartigen Zusammenhang. Eine mogliche Ursache fir
diese unterschiedlichen Resultate it die Betalligung von einem oder mehreren weiteren
Faktoren am Prozef3 der podulierten Regulation der proteolytischen Spaltung durch
Kupfer-lonen. So ist denkbar, dal3 die fur die Spatung verantwortliche postulierte a-
Priase eine von Kupfer abhéngige Metdloprotease i und die Spdtung des
Prionproteins Uber die Affinitét dieses Enzyms zu Kupfer-lonen reguliert wird. Hinweise
auf eine Abhangigkeit der Spdtung von Kupfer-lonen finden sch auch in der Literatur
(JmenezHuete, A. et al., 1998). Eine andere Mdglichket ist die Regulaion der
Expresson der a-Priase Uber die Kupfer-Konzentration. In beiden Fallen kdnnte eine
erhdhte Kupfer-Konzentration zu ener verdérkten proteolytischen Spdtung des
Prionproteins und damit |etztlich einem verringerten Trangport von Kupfer ins Innere der
Zdle fuhren. Zur Aufkl&rung derartiger Mechanismen wird die Identifikation und
Isolation der a - Priase von entscheldender Bedeutung sain.

Neben dieser denkbaren Rolle der zeluldren Spaltung a's Regulator der physiologischen
Funktion des Prionproteins ist auch ene physologische Bedeutung der beiden
Spdtprodukte selbst nicht ausgeschlossen Das N-terminde Spdtprodukt von etwa
neun Kiloddton konnte beispidswveise enen biologisch aktiven Liganden mit
Sgndfunktion dargtdlen. Die mdgliche Rolle des C-terminalen Spdtprodukts bel der
ZdI-ZdI-Interaktion oder der Membranfusion wurde bereits diskutiert (Callebawt, 1. et
al.,, 1994). Es ig¢ auch nicht ausgeschlossen, dal3 die zdluld&e Spdtung des
Prionproteins einen frihen Schritt bei der Degradation des Proteins im Verlauf seines
normaen Katabolismus dargdlt. Um genaueren Analysen bezliglich der Funktion der
Spaltprodukte zu erlauben, wurden innerhab der vorliegenden Arbeit sowohl das N- ds
auch das C-teminde Spdtprodukt in unterschiedlichen Systemen erfolgreich
Uberexprimiert. Damit igt die Grundlage fur zukinftige funktionele Anaysen der

Spdtprodukte gelegt.
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9 ANHANG

9.1 DATENTABELLEN

13A5 1A8 6H4 7G5

od18kDa/ | od18kDa/ | od18kDa/ | od18kDa/
od28kDa | od28kDa | od28kDa | od28kDa

296 127 112 0.57

291 123 102 0,56

241 172 094 0,60

3.57 0.87 139 051

Mw 296 128 111 0,56
Stabw 047 035 0,19 0,04

Tabelle 3: Quantifizierung des 18 kDa Spaltprodukts in tg81 Hirnhomogenaten im Verhdtnis zu
ungespaltenem Prionprotein nach Detektion mit den Antikorpern 13A5, 1A8, 6H4 und 7G5.

Bezeichnungen: od18kDalod28kDa:  Quotient [(od18kDa-Bkg)/mm?]/[(od28kDa-Bkg)/mm]
gerundet auf zwei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od18kDa-Bkg)/mn:
Aufgezeichnete Lichtsignale fur ungespaltenes Prionprotein bzw. 18 kDa Spaltprodukt
abzlglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef3¥fléache; Mw:
Mittelwert od18kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung od18kDa/od28kDa.

Kan72 1A8 13A5 6H4

od20kDa/ | od20kDa/ | od20kDa/ | od20kDa/
od28kDa | od28kDa | od28kDa | od28kDa

0,69 0,66 0,55 0,27

0,81 0,63 0,32 0,21

0,86 0,80 0,41 0,14

0,78 0,69 0,43 0,14

Mw 0,79 0,70 0,42 0,19
Stabw 0,07 0,07 0,09 0.06

Tabelle 4: Quantifizierung des 20 kDa Spaltprodukts in tg81 Hirnhomogenaten im Verhdtnis zu
ungespaltenem Prionprotein nach Detektion mit den Antikorpern Kan72, 1A8, 13A5 und 6H4.

Bezeichnungen: od18kDalod28kDa: Quotient [(0d20kDa-Bkg)/mm?]/[(od28kDa-Bkg)/mm?]
gerundet auf zwei Stellen hinter dem Komma; (0d28kDa-Bkg)/mm? bzw. (0d20kDa-Bkg)/mm’*:
Aufgezeichnete Lichtsignale fir ungespaltenes Prionprotein bzw. 20 kDa Spaltprodukt
abzliglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef3flache; Mw:
Mittelwert 0d20kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung od20kDa/od28kDa.



Anhang Seite 142

od18kDa/od28kDa Mw | Stabw
13A5 0,982 [ 0,985 ] 0,993 [ 1,047 | 1,024 0917 ] 1,019 | 1,139] 101 | 0,06
K105G | 0,416 | 0,451 | 0,391 | 0,210 { 0,549 | 0,427 | 0,640 044 | 0,12

K109G 10,283 | 0,330 0,311 | 0,207 | 0,283 ] 0,281 ] 0,361 | 0,255 | 029 | 0,05
H110G ] 0,223 | 0,229 | 0,254 | 0,245 | 0,229 | 0,290 | 0,235 | 0,107 | 022 | 0,05

3G105 | 0,389 | 0,324 | 0,396 | 0,360 | 0.567 | 0,266 038 ] 009
3S100 0,800 | 0,850 | 0,804 | 0,827 | 0,583 | 0,821 | 0,944 080 | 010
3S105 0,674 | 0,656 | 0,608 | 0,654 | 0,622 | 0,679 | 0,614 0641 003
558100 0,883 | 0,867 | 0,806 | 0,897 | 0,657 ] 0,744 | 1,037 0841 011

AlG 0,030 | 0,046 | 0,076 | 0,049 | 0,027 ] 0,039 | 0,081 | 0,015 | 005 ] 002
G/A 1,158 | 0,894 1 1,198 [ 1,294 | 1,327 ] 0,708 | 1,052 | 1,788 | 1,18 | 0,32
D105-125 | 0,045 | 0,040 | 0,031 | 0,066 | 0,002 | 0,096 | 0,060 | 0,008 | 0,04 | 0,03

Tabelle 5: Quantifizierung des 18 kDa Spaltprodukts in verschiedene Prionprotein-K onstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen im Verhaltnis zu ungespaltenem Prionprotein nach Detektion
mit dem Antikérper 6H4.

Bezeichnungen: od18kDa/od28kDa: Quotient [(od18kDa-Bkg)/mm]/[(od28kDa-Bkg)/mnr]
gerundet auf drei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od18kDa-Bkg)/mn:
Aufgezeichnete Lichtsignale fur ungespaltenes Prionprotein bzw. 18 kDa Spaltprodukt
abziglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef3flache; Mw:
Mittelwert od18kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung 0d18kDa/od28kDa.

0d18kDa/od28kDa Mw | Stabw
13A5 0,972 0,955] 0,983 ] 1,067 | 1,074] 0937] 1,019 1,099 101 | 0,06
D105-110 | 0,625 | 0,607 ] 0,593 | 0,453 | 0,776 | 0,544 | 0,874 067 | 015
V111G 0,136 | 0.024] 0,242 1 0,123 | 0,423 | 0,087 0,18 | 012
V111l 0,780 | 0,445] 0,461 ] 0,803 | 0,446 ] 0,706 061 | 015
A112/114G | 0,942 | 0,691 ] 0,518 ] 0,788 0,73 | 018
A115/116G | 0,832 | 0,945] 0,924 ] 1,093 095 | 011
A117/119G | 1,137 | 0,895] 1,088 ] 0,973 1,02 ] 011
All 0,054 | 0,076 | 0,096 ] 0,049 | 0,047 | 0,077 0,07 | 0,02
G/l 0,313 | 0,286 ] 0,221 ] 0,073 | 0,557 | 0,294 029 | 013
Al16V 0,816 | 0,809 ] 0,922] 0,794 | 1,015] 0,851 ] 0,792 | 0,589 0,82 | 0,12
D112-119 | 0,116 0,150] 0,130 | 0,112 | 0,091 | 0,129 ] 0,019 | 0,332] 0,13 | 0,09
D111-125 | 0,097 | 0,071 ] 0,022 ] 0,039 | 0,033 ] 0,079 | 0,083 0,06 | 0,03

Tabelle 6: Quantifizierung des 18 kDa Spaltprodukts in verschiedene Prionprotein-K onstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen im Verhdltnis zu ungespaltenem Prionprotein nach Detektion
mit dem Antikorper 6H4.

Bezeichnungen: od18kDalod28kDa: Quotient [(od18kDa-Bkg)/mm?]/[(od28kDa-Bkg)/mm’]
gerundet auf drei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od18kDa-Bkg)/mm?*
Aufgezeichnete Lichtsignale fir ungespaltenes Prionprotein bzw. 18 kDa Spaltprodukt
abzlglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef¥flache; Mw:
Mittelwert od18kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung od18kDa/od28kDa.
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od20kDa/od28kDa Mw | Stabw
13A5 0,884 | 0,722 | 0,853 | 0,762 | 0,880 | 0,883 | 0,775 | 0,82 | 0,07
K 105G 0,416 | 0,427 | 0,388 | 0,459 | 0,424 | 0,398 | 0,387 | 0,41 | 0,03
K 109G 0,595 | 0,626 | 0,600 | 0,620 | 0,619 | 0,557 | 0,506 | 0,59 | 0,04
H110G 0,571 | 0,301 | 0,357 | 0,298 | 0,413 | 0,344 | 0314 | 0,37 | 0,10

3G105 0571 | 0584 | 0,573 | 0,593 | 0,624 | 0,630 0,60 | 0,02
3S100 0,548 | 0,535 | 0,510 | 0,494 | 0,510 | 0,507 052 | 0,02
3S105 0,613 | 0,446 | 0,548 | 0,566 | 0,540 | 0,491 053] 0,05
55100 0411 | 0,441 | 0,548 | 0,498 | 0,494 048] 0,04

AIG 1,024 | 0,975 ] 0,548 | 0,998 | 0,954 | 1,133 | 1,116 | 0,96 | 0,20

G/A 0668 | 0901 | 0,748 | 0911 | 0,822 | 0,886 | 0,823 | 0,82 ] 0,09
D105-125 | 0134 | 0,121 | 0,129 | 0,104 | 0,018 | 0,109 | 0,098 | 0,10 | 0,04

Tabelle 7: Quantifizierung des 20 kDa Spaltprodukts in verschiedene Prionprotein-Konstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen im Verhaltnis zu ungespaltenem Prionprotein nach Detektion
mit dem Antikdrper Kan72.

Bezeichnungen: 0d20kDalod28kDa:  Quotient  [(od20kDa-Bkg)/mn]/[(od28kDa-Bkg)/mnr]
gerundet auf drei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od20kDa-Bkg)/mn:
Aufgezeichnete Lichtsignale fur ungespaltenes Prionprotein bzw. 20 kDa Spaltprodukt
abziglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mel3flache; Mw:
Mittelwert od20kDa/od28kDa; Stabw: Standardabwei chung 0d20kDa/od28kDa.

0d20k Da/od28k Da Mw | Stabw
13A5 0,884 | 0,722 | 0,853 | 0,762 |1 0,880 | 0,883 | 0,775] 0,82 | 0,07
D105-110 | 0,381 | 0,289 | 0,320 | 0,373 ] 0,369 | 0,345] 0,338 | 0,35] 0,03

V111G 0,754] 0,830 | 0,825 | 0,766 | 0,759 079] 003

V111 0722 0739 0,796] 0,729 | 0,626 | 0,613 070] 006
A112/114G | 0.674 0.67
A115/116G | 0,698 0,70
A117/119G | 0,782 0,78

All 0333 ] 0317 0,403 | 0,386 | 0,287 | 0,489 037 007

G/ 04141 0,320 | 0,387 | 0,412 | 0,422 | 0,508 041] 006

Allev 0460 0399 | 0458 | 04240535 0,398 | 0520 | 0,46 | 0,05
D112-119 [ 0,107 ] 0,161 | 0,102 ] 0,184 | 0,132] 0,201 | 0,089 | 0,14 | 0,04
D111-125 [ 0,171] 0,241 | 0,093 ] 0,094 | 0,118 [ 0,063 | 0,100 | 0,13 | 0,06

Tabelle 8 Quantifizierung des 20 kDa Spaltprodukts in verschiedene Prionprotein-K onstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen im Verhdltnis zu ungespaltenem Prionprotein nach Detektion
mit dem Antikorper Kan72.

Bezeichnungen: o0d20kDalod28kDa:  Quotient  [(od20kDa-Bkg)/mm?]/[(od28kDa-Bkg)/mm?]
gerundet auf drei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od20kDa-Bkg)/mm?*
Aufgezeichnete Lichtsignale fir ungespaltenes Prionprotein bzw. 20 kDa Spaltprodukt
abzlglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mel3¥fléache; Mw:
Mittelwert od20kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung od20kDa/od28kDa.
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0d18kDa/od(x)kDa Mw Stabw
PrP 0.959 0,799 0,986 092 011
D51-90 0,568 0,751 0,802 0,69 0,12
DNcol 0,892 1454 0,918 1,09 0,32
H/G 0,679 0,943 0,985 0.87 017

Tabelle 9: Quantifizierung des 18 kDa Spaltprodukts in verschiedene Prionprotein-K onstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen im Verhaltnis zu ungespaltenem Prionprotein nach Detektion
mit dem Antikorper 6H4.

Bezeichnungen: od18kDalod28kDa:  Quotient [(od18kDa-Bkg)/mm?]/[(od28kDa-Bkg)/mm]
gerundet auf drei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od18kDa-Bkg)/mn:
Aufgezeichnete Lichtsignale fur ungespaltenes Prionprotein bzw. 18 kDa Spaltprodukt
abzlglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef3¥fléache; Mw:
Mittelwert od18kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung od18kDa/od28kDa.

od20kDa/od(x)kDa Mw Stabw
PrP 0,995 0,638 0,754 0,80 0,18
D51-90 0,699 0,646 1,000 0,75 0,22
DNcol 0,812 0,725 0,995 0,84 0,14
H/G 0,865 0,700 0,877 0,81 0,10

Tabelle 10: Quantifizierung des 20 kDa Spaltprodukts in verschiedene Prionprotein-K onstrukte
Uberexprimierenden N2a-Zellen im Verhaltnis zu ungespaltenem Prionprotein nach Detektion
mit dem Antikdrper Kan72.

Bezeichnungen: 0d20kDalod28kDa:  Quotient  [(0d20kDa-Bkg)/mn]/[(od28kDa-Bkg)/mnt]
gerundet auf drei Stellen hinter dem Komma; (od28kDa-Bkg)/mm? bzw. (od20kDa-Bkg)/mn:
Aufgezeichnete Lichtsignale fur ungespaltenes Prionprotein bzw. 20 kDa Spaltprodukt
abziglich des lokalen Hintergrundes bezogen auf einen Quadratmillimeter Mef3flache; Mw:
Mittelwert od20kDa/od28kDa; Stabw: Standardabweichung od20kDa/od28kDa.
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9.2 SEQUENZEN

1 / 1 31 / 11
atg AAG AAG CGC CCG AAG CCT GGA GGA TGG AAC ACT GGG GGC AGC CGA TAC CCG GGG CAG
met lys lys arg pro lys pro gly gly trp asn thr gly gly ser arg tyr pro gly gln
61 / 21 91 / 31
GGC AGC CCT GGA GGC AAC CGC TAC CCA CCT CAG GGC GGT GGT GGC TGG GGG CAG CCT CAT
gly ser pro gly gly asn arg tyr pro pro gln gly gly gly gly trp gly gln pro his
121 / 41 151 7/ 51
GGT GGT GGC TGG GGG CAG CCT CAT GGT GGT GGC TGG GGG CAG CCC CAT GGT GGT GGC TGG
gly gly gly trp gly gln pro his gly gly gly trp gly gln pro his gly gly gly trp
181 / 61 211/ 71
GGA CAG CCT CAT GGT GGT GGC TGG GGT CAA GGA GGT GGC ACC CAC AGT CAG TGG AAC AAG
gly gln pro his gly gly gly trp gly gln gly gly gly thr his ser gln trp asn lys
241 / 81 271/ 91
CCG AGT AAG CCA AAA ACC AAC ATG AAG CAC ATG tga taa
pro ser lys pro lys thr asn met lys his met OPA OCH

Abbildung 49: DNA - und Aminoséauresequenz des Konstrukts huPrP23-112.

1 / 1 31 / 11

atg gcg aac ctt ggc tac tgg ctg ctg gcc ctc ttt gtg act atg tgg act gat gtc ggc
met ala asn leu gly tyr trp leu leu ala leu phe val thr met trp thr asp val gly
61 / 21 91 / 31

ctc tge gtg gca ggg gct geg gca get ggg gca gta gtg ggg ggc ctt ggt gge tac atg
leu cys val ala gly ala ala ala ala gly ala val val gly gly leu gly gly tyr met
121/ 41 151 / 51

ctg ggg agc gcc gtg agc agg ccc atg atc cat ttt ggc aac gac tgg gag gac cgc tac
leu gly ser ala val ser arg pro met ile his phe gly asn asp trp glu asp arg tyr
181 / 61 211/ 71

tac cgt gaa aac atg tac cgc tac cct aac caa gtg tac tac agg cca gtg gat cag tac
tyr arg glu asn met tyr arg tyr pro asn gln val tyr tyr arg pro val asp gln tyr
241 / 81 271/ 91

agc aac cag aac aac ttc gtg cac gac tgc gtc aat atc acc atc aag cag cac acg gtc
ser asn gln asn asn phe val his asp cys val asn ile thr ile lys gln his thr val
301 / 101 331/ 111

acc acc acc acc aag ggg gag aac ttc acc gag acc gat gtg aag atg atg gag cgc gtg
thr thr thr thr lys gly glu asn phe thr glu thr asp val lys met met glu arg val
361 / 121 391 / 131

gtg gag cag atg tgc gtc acc cag tac cag aag gag tcc cag gcc tat tac gac ggg aga
val glu gln met cys val thr gln tyr gln lys glu ser gln ala tyr tyr asp gly arg
421 / 141 451 / 151

aga tcc agc agc acc gtg ctt ttc tcc tece cct cct gte atc cte ctce ate tece tte ctce
arg ser ser ser thr val leu phe ser ser pro pro val ile leu leu ile ser phe leu
481 / 161

atc ttc ctg atc gtg gga tga

ile phe leu ile val gly OPA

Abbildung 50: DNA - und Aminosauresequenz des K onstrukts moPrPSIG111-254.
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9.3 ABKURZUNGEN

Die in dieser Arbeit vewendeten Ein- und Dre-BuchstabenNotierungen fir
Aminosauren sowie dle physkalischen Grolen entsprechen der Konvention der
International Union for Biochemistry.

A Ampére

AA Acrylamid

AS Aminoséure

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-5'-triphoshat

BCIP 5-Bromo-4-chlor-3-indolylphosphat
Bkg Hintergrund (Background)

bp Basenpaare

BSA Rinderserumabumin (Bovine Serum Albumin)
CIP akalische Phosphatase aus Kaberdarm
Ch Hiihnchen (Chicken)

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2'- Desoxyribonucleosd- 5'-triphosphate
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessgsaure

etal. et alteri, und andere

FCS fotales Kéberserum (Fetal Calf Serum)
h Stunden

hu human

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodaton

I Liter

M molar

m Mikro (10°)

min Minuten

mi Milliliter
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neo
NBT
ODy
od

ORF

PAG
PAGE
PMSF
PVDF
RNA
RNAse
RT

SDS

TEMED
Tris

uv

viv

wiv
X-Gd

Nano (10°)

Neomycin

Nitroblautetrazolium

optische Dichte bei eéner Wdlenlange von x nm
optische Dichte Lichtemission

offener Leserahmen (Open Reading Frame)
Pico (107

Polyacrylamidgel

Polyacrylamidgelel ektrophorese
Phenylmethylsulfonyifluorid
Polyvinylidenfluorid

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Sekunden

Natriumdodecylsulfat

Syrischer Hamgter

N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin
Trishydroxymethylaminomethan

unit(s), Enzymeinheit

Ultraviolett

Vot

Volumen pro Volumen

Watt

Wildtyp

Gewicht pro Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3- D- gl aktopyranosd
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