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1 Einleitung

Der Trab ist auch eine Krankheit der Schaafe, und ist ansteckend.
Es bekommen auch manche Schaafe den Trab, welches eine Krankheit ist, die
daran zu erkennen, wenn sich das Stiick, das solchen bekommt, niederlegt, und
beifst mit dem Maule an den Fiiffen und um die Beine, und reibet sich mit dem
Kreuze an denen Stangen, verlieret das Gedeihen, frisst auch nicht recht, und
verlahmet endlich; sie schleppen sich lange, verzehren sich nach und nach, und
zuletzt miissen sie sterben. Welches Vieh diese Staupe bekommt, wird nicht
besser. Daher denn das allerbeste ist, daf3 ein Schifer, welcher ein Stiick von dem
Trabe befallen, gewahr wird, es bald wegschafft, und vors herrschaftliche
Gesinde schlachtet. Es muf8 ein Schifer ein solches Stiick Vieh also gleich von
dem gesunden Vieh absondern, denn es steckt an, und kann vielen Schaden unter
der Herde verursachen.
Johann Georg L eopold 1759
»Nutzliche und auf die Erfahrung gegriindete Einleitung zur Landwirtschaft”

Die Traberkrankheit der Schafe und Ziegen, im angelsiachsischen Raum Scrapie, fand ihre friheste
Erwahnung bereits zu Beginn des 18. Jahrhunderts. Fir den Menschen as nicht infektits geltend,
begriindete sich das Interesse an dieser Erkrankung lange Zeit nur auf die wirtschaftlichen Schaden,
die ein Krankheitsausbruch fur Schafzucht und Wollproduktion bedeuten konnte. Heute gilt Scrapie
as Urform der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE), einer Gruppe stets letal
verlaufender neurodegenerativer Erkrankungen, die durch das Auftreten der Bovinen Spongiformen
Enzephalopathie (BSE) und der Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJID) in den Mittelpunkt
der offentlichen Aufmerksamkeit gertickt sind. Die intensive Erforschung dieser Krankheitsgruppe in
den letzten 30 Jahren trug wesentlich zu unserem heutigen Verstandnis von neurodegenerativen
Erkrankungen bel. Vor etwa zwanzig Jahren bedeutete die Idee von einem Protein as ursachlichem
Agens ener Infektionskrankheit und die Formulierung der Protein-only“-Hypothese (PRUSINER
1982) eine Revolution bestehender Dogmen in der Infektionsbiologie. Heutzutage wird dieses 1997
mit dem Nobelpreis fir Medizin gewirdigte Modell weitgehend akzeptiert und dient als Grundlage
der TSE-Forschung. Nichtsdestotrotz sind nach wie vor viele Fragen insbesondere zur Pathogenese
der , Prionkrankheiten*, zur Ubertragbarkeit tber Artgrenzen hinweg und zur Infektiositdt von
Geweben ungeklart und Gegenstand intensiver Forschung. Bis heute fehlt ein universelles, sensitives
und schnelles Nachweissystem fur die Fruhdiagnostik. Der Nachweis der Infektiositdt erfolgt
weiterhin durch Tierversuche (meist Maus-Bioassays), deren Nachteil neben ethischen und
finanziellen Gesichtspunkten vor alem in einer verhdltnisméaldig langen Inkubationszeit besteht. Noch
immer gibt es fur keine der TSE-Erkrankungen eine wirkungsvolle Therapie. Fur die Erforschung der
TSE-Erkrankungen  stehen  verschiedene Methoden und ein  bretes Spektrum an
Untersuchungssystemen zur Verfligung. Diese reichen von den Infektionsstudien am Tier Gber die

Zellkulturen bis zu den Studien in zellfreien Systemen.



1 Einleitung

Die Zellkultur verbindet die Vorteile eines in-vivo-Modells mit der Schnelligkeit eines durch kurze
Generationszyklen charakterisierten Systems. Das macht sie zu einem wesentlichen Bestandtell der
Grundlagenforschung zum Verstdndnis zelluldrer und molekularer Vorgange, die zur Bildung der
pathogenen Form des Prion-Proteins (PrP) fiihren. Dariber hinaus leistet sie einen wertvollen
Beitrag in der diagnostischen wie auch der therapeutischen TSE-Forschung. Die Grundlage dafur sind
TSE-empfangliche bzw. TSE-infizierte Zelllinien, die sich durch PrP*-Produktion und Infektiositét
auszeichnen. Erstaunlicherweise scheinen aber nur sehr wenige Zelllinien fur Prion-Erreger
empfanglich zu sein und diese Empfanglichkeit ist immer nur auf bestimmte TSE-Stdmme begrenzt.
Waéhrend Maus, Schaf und Rind an Scrapie bzw. BSE erkranken, klinische Symptome aufweisen und
schliefdlich sterben, ist es auferordentlich schwierig Zelllinien, die von diesen Tierarten stammen, mit
TSE und insbesondere mit TSE-Feldisolaten zu infizieren. Bis heute scheiterten ale Versuche, eine
nicht transgene Zelllinie ovinen oder bovinen Ursprungs mit einem Scrapie- oder BSE-Feldisolat zu

infizieren.

Ziel dieser Arbeit war deshdb die Identifikation und Infektion neuer TSE-empfanglicher Zdllinien,
wobei die Infektion oviner und boviner Zellen mit Scrapie- bzw. BSE-Feldisolaten besondere Prioritét
haben sollte. Dazu wurden zunéchst bestehende Inokulationsverfahren evaluiert und optimiert. Im
Anschluss daran erfolgten die Infektionsstudien mit zwei verschiedenen Ansdtzen: In einem ersten
Ansatz wurde ein breites Spektrum eukaryotischer Zelllinien unterschiedlicher Spezies und
Gewebetypen hingichtlich ihrer Empfanglichkeit fir verschiedene TSE-Stdmme und -lsolate
untersucht. In einem pardlelen zweiten Ansatz wurde anhand von neu generierten transgenen
Zdllinien untersucht, ob die Kombination aus verschiedenen schon bekannten, mutmaldich an der
Infektion beteiligten Komponenten zu einer erfolgreichen TSE-Infektion von Zelllinien fihren kann.



2 Literaturubersicht

2.1 Transmissible Spongifor me Enzephalopathien

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) oder auch Prionkrankheiten sind eine Gruppe
neurodegenerativer Erkrankungen, die sowohl beim Menschen a's auch bel Sdugetieren auftreten. Zu
den humanen TSE-Erkrankungen gehéren die sporadische, die familidre und die iatrogene Creutzfel dt-
Jakob-Krankheit (sCJD, fCJD, iCID; CREUTZFELDT 1920, JAKOB 1921a, JAKOB 1921b, JAKOB
1921c), das Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom (GSS; GERSTMANN et a. 1936), die Kuru-
Krankheit (Kuru; ZIGAS u. GAJDUSEK 1957), die Fatale Familidre Schlaflosigkeit (FFI;
LUGARES et a. 1986) und die Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCID; WILL et al. 1996).
Die TSE-Erkrankungen der Tiere sind die Traberkrankheit der Schafe und Ziegen (Scrapie;
McGOWAN 1922), die chronisch zehrende Krankheit der Hirsche (CWD; WILLIAMS u. YOUNG
1980, WILLIAMS u. YOUNG 1992), die schwammartige Hirndegeneration der Rinder und
rinderartigen Wiederkéuer (BSE; WELLS et a. 1987, JEFFREY u. WELLS 1988, KIRKWOQOD et al.
1990), die schwammartige Hirndegeneration der Katzen (FSE; WYATT et a. 1990, PEARSON et al.
1991) und die Ubertragbare Hirndegeneration der Nerze (TME; BURGER et al. 1965, HARTSOUGH
et a. 1965). Experimentell gelang unter anderem eine Ubertragung auf M&use (CHANDLER 1961),
Hamster (CHANDLER u. TURFREY 1972), Rotelméause (CARTONI et a. 2005), Wistenrennmause
(CHANDLER u. TURFREY 1972), Meerschweinchen (MANUELIDIS et d. 1976), Ratten (GIBBS u.
GAJDUSEK 1973), Frettchen (GIBBS u. GAJDUSEK 1973), Schweine (DAWSON et al. 1990,
WELLS et a. 2003) und zahireiche Affenarten (GIBBS u GAIJDUSEK 1973, LASMEZAS et 4.
1996). Das klinische Erscheinungshild dieser Krankheitsgruppe tritt nach einer verhdtnismaldig langen
Inkubationszeit von mehreren Monaten bis Jahren auf und auf3ert sich, tierartlich unterschiedlich, in
V erhaltensdnderungen, Bewegungs- und Sensibilitatsstorungen sowie dartiber hinaus beim Menschen
in Demenz. Nach dem Auftreten der ersten klinischen Symptome ist der Krankheitsverlauf progressiv
und stets letal (BUDKA et al. 1995). Eine wirkungsvolle Therapie existiert bis heute nicht (VANA et
a. 2007). Histopathologische Ursache dieser Symptome ist eine spongiforme Degeneration des
Gehirns einhergehend mit astrozytérer Gliose und neuronalem Zelltod BERANGER et a. 2001).
Manchmal, aber nicht immer, finden sich amyloide Plaques, dhnlich denen, die auch bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimerschen oder der Parkinsonschen Krankheit
vorkommen (SOTO 2003). Im Vergleich zu diesen anderen Protein-Fehlfaltungskrankheiten nehmen
die Prionerkrankungen jedoch eine besondere Stellung ein, da sie nicht nur sporadisch oder hereditér
bedingt, sondern auch infektidsen Ursprungs sein kénnen. In der Tat konnte schon fur fast dle TSE-
Erkrankungen gezeigt werden, dass sie, einma aufgetreten, unabhéngig von ihrer urspringlichen
Atiologie, transmissibel, das heift natiirlich oder experimentell libertragbar sind (HORNLIMANN
2001). Das Ubertragende Agens ist das Prion (PRUSINER 1982). Dessen Hauptkomponente, wenn



2 Literaturtibersicht

nicht sogar der aleinige Bestandteil, ist ein Protein, das as die fehigefatete Isoform (PrP, Sc firr
Scrapie) des korpereigenen Prion-Proteins (PrP®, C fir cellular = zellulr) identifiziert wurde. Spontan,
durch Mutation oder durch das infektibse Agens katalysiert, kommt es zu einer strukturellen
Umfatung (Konversionsreaktion) des koérpereigenen Proteins in die pathologische Form. Diese
zeichnet sich wnter anderem durch ihre Stabilitét gegen Hitzedenaturierung, Unldglichkeit und ihre
Neigung zur Aggregatbildung aus. Aufgrund einer partiellen Resistenz gegeniiber Proteasen (z B.
Proteinase K) wird PrP™ (res fir Proteinase K resistent) nicht bzw. nur verzogert abgebaut. In den
Zellen und Geweben kommt es zur Ablagerung von aus PrP™ bestehenden amyloiden Fibrillen,
Granulaten oder Plaques, die aber offenbar nicht die direkte Ursache des pathologischen Bildes sind.
Nach neueren Hypothesen kdnnte eher die Beeinflussung der normaen, physiologischen Funktionen
von PrP°, vidleicht sogar die Umkehr seiner neuroprotektiven Wirkung in neurotoxische Aktivitét, ein
kausaler Faktor der Neurodegenerationen sein (HETZ et al. 2003, HARRIS u. TRUE 2006,
WESTERGARD et al. 2007).

2.1.1 TSE-Erkrankungen des M enschen

Atiologisch werden die TSE-Erkrankungen des Menschen in sporadische, erbliche und erworbene
Erkrankungen unterteilt. Die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJD) ist mit einer Inzidenz
von 1-2 x 10° Félen pro Jahr die haufigste (ca 85 % der Féle) humane TSE-Erkrankung
(LADOGANA et a. 2005) und tritt im Durchschnitt bei Personen im Alter von Uber 60 Jahren auf
(JOHNSON u. GIBBS 1998). Der Begriff , sporadisch” impliziert, dass es sich um ein spontanes,
keinem aud 6senden Faktor zuzuordnendes Geschehen handelt (COLLINS et a. 2004), alerdings ist
bei den Menschen, die fir Methionin an Position 129 des PrP homozygot sind, eine Entwicklung der
Krankheit eher wahrscheinlich (LADOGANA et a. 2005). Fir ale familidren Félle von TSE (fCID,
GSS, FFl) wurde gezeigt, dass sie durch Mutationen im PrP-kodierenden Gen (Prnp-Gen)
(Ubersichtsartikel COLLINGE 2001) bedingt sind, die eine Umwandlung des zelluldren Prion-
Proteins in die krank machende Form im Laufe des Lebens beginstigen, und autosoma dominant
vererbt werden. Dabei wurden mehr as 20 unterschiedliche Mutationen gefunden, bei denen es sich
um Aminosdureaustausche oder um die Insertion zusétzlicher Octarepeats (sich wiederholende
Sequenzen mit der Lange von acht Aminosauren) im N-Terminus handelt (PRUSINER u. SCOTT
1997). Zur Gruppe der erworbenen humanen TSE-Erkrankungen zéhlen die Kuru, die iatrogene CID
und die neue Variante der CJD. Die Kuru verbreitete sich unter dem Stamm der Fore in Papua-
Neuguinea durch rituellen Endokannibalismus und Einreilbungen mit Hirngewebe von an Kuru
verstorbenen Angehdrigen (GAJDUSEK u. ZIGAS 1957). Durch das Verbot dieser Riten im Jahr
1954 und eine konsequente Unterbindung des Kannibalismus wurden ab 1959/1960 Neuinfektionen
verhindert, so dass die Zahl der Krankheitsfélle sank. Die letzten Félle von Kuru wurden, nach einer
Inkubationszeit von Uber 50 Jahren, zwischen 1996 und 2004 beschrieben (COLLINGE et a. 2006).
Die iatrogene Form von CJD (iCJD) beruht auf einer akzidentiellen Infektion wéahrend arztlicher
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Behandlungen. Nachgewiesen wurden Ubertragungen durch kontaminierte Transplantate bzw. durch
nicht ausreichend dekontaminierte medizinische Instrumente (BERNOULLI et al. 1977, BROWN et
a. 2000). Die Variante der CID (vCJID) wurde 1996 zum ersten Ma beschrieben (WILL et al. 1996)
und weicht in verschiedenen Aspekten von den anderen humanen TSE-Erkrankungen ab. Befallene
Patienten sind junger und zeigen eher psychische Symptome sowie enen verldngerten
Krankheitsverlauf (WILL et al. 1996). Durch biochemische und neuropathol ogische Untersuchungen
sowie Ubertragungsversuche auf Méause konnte kurz nach dem @sten Auftreten dieser Erkrankung
gezeigt werden, dass diese Variante der CJD durch den BSE-Erreger hervorgerufen wird, wobel als
wahrscheinlichste Ursache die Aufhahme BSE-kontaminierter Nahrungsmittel angenommen wird
(WILL et a. 1996, BRUCE et d. 1997).

2.1.2 TSE-Erkrankungen der Tiere

Bei den meisten TSE-Erkrankungen der Tiere wird é&iologisch von einer Infektion durch die
Aufnahme kontaminierten Futters und/oder von einer horizontalen Ubertragung von Tier zu Tier
ausgegangen. Allerdings werden vor alem in jingerer Zeit auch sporadische Erkrankungen diskutiert.

2.1.2.2 Scrapie

Die Traberkrankheit, oder auch Scrapie, der Schafe und Ziegen ist die am langsten bekannte TSE-
Erkrankung der Tiere. Sie wurde bereits 1732 erstmals beschrieben (McGOWAN 1922) und kommt
heute nahezu weltweit bel kleinen Wiederkéuern vor. Die Symptomatik der Scrapie ist sehr vidféatig.
Es kommt zu Verhatensanderungen, Stressempfindlichkeit, Juckreiz (englisch: to scrape = kratzen),
Zittern (franzbsisch: ,La Tremblante"), zunehmenden Bewegungsstérungen (Traberkrankheit) bis hin
zum Festliegen und schliellich zum Tod der Tiere. Die Erregerausscheidung Uber die
Ammnionflissigkeit und die Plazenta scheint bei der Ubertragung auf Nachkommen und Kontakttiere
aus derselben Herde eine entscheidende Rolle zu spielen (BROTHERSTON 1968, PATTISON et a.
1972, DICKINSON et a. 1974, PATTISON et a. 1974, HOURRIGAN et al. 1979, CAPLAZI et al.
2004). Die Aufnahme des Erregers erfolgt dabei priméar oral (PATTISON u. MILLSON 1961,
PATTISON et a. 1972, PATTISON et a. 1974, HADLOW et al. 1982), aber moglicherweise auch
konjunktival (HARALAMBIEV et d. 1973) oder Uber Hautlasionen (STAMP et a. 1959). Es kommt
zu einer Erregerausbreitung im lymphatischen System, im enterischen und peripheren Nervensystem
(GROSCHUP et a. 1996) und schliefflich in das ZNS (VAN KEULEN et d. 2000). Hinsichtlich der
Empfénglichkeit fir eine Erkrankung wurde sowohl bei Schafen as auch bei Ziegen eine starke
Abhangigkeit von verschiedenen Genotypen (Polymorphismen im Prnp-Gen) festgestellt (PARRY
1962, GOLDMANN et d. 1990, GOLDMANN et a. 1991, HUNTER et a. 1994a, BOSSERS et al.
1996, HUNTER et al. 1996, GOLDMANN et a. 1996, TRANULIS et a. 1999, VACCARI et al.
2001, VACCARI et al. 2006, BILLINIS 2002). Bis vor wenigen Jahren war bei Schafen nur eine
klinische, heute als klassische Scrapie benannte Form bekannt. Seit einigen Jahren werden allerdings
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auch sogenannte ,, atypische* Scrapiefélle diagnostiziert, die sich in der klinischen Ausprégung und in
den biochemischen Eigenschaften von der klassischen Scrapie unterscheiden (Nor98; BENESTAD et
a. 2003, BUSCHMANN et a. 2004). Solche atypischen Scrapiefdlle wurden mittlerweile in nahezu
alen européischen Landern und auch aul3erhalb Europas (Falkland-Inseln) nachgewiesen (GAVIER-
WIDEN et al. 2004, ORGE et al. 2004, ONNASCH et a. 2004, EPSTEIN et a. 2005, EVEREST et 4.
2006, SEUBERLICH et a. 2007). Erregerisolate aus klassischen Scrapie-Félen lassen sich nach
Passage in Maus-Inzuchtstammen anhand ihrer Ubertragungseigenschaften sowie durch die in diesen
Mausen ausgelbsten histopathologischen Veranderungen in verschiedene Stamme differenzieren.
Auch die biochemischen Eigenschaften dieser Erregerstdmme sind reproduzierbar unterschiedlich.
Bemerkenswert ist, dass in einigen natlrlicherweise infizierten Schafen auch mehrere klassische
Scrapiestdmme  gleichzeitig vorkommen konnen (DICKINSON 1976, FRASER 1983). Uber
Stammvariationen bel den atypischen Scrapie-Fallen ist dagegen bisher noch wenig bekannt.

2.123BSE

Die Bovine Spongiforme Enzephaopathie (BSE) der Hausrinder wurde 1986 zum ersten Ma
beschrieben (WELLS et a. 1987). Seitdem erkrankten jedoch alein im Vereinigten Konigreich
anndhernd 185.000 Rinder an BSE und weitere 6.500 in anderen EU-Mitgliedstaaten (OIE, Stand Juni
2007). Diese Epidemie und das Auftreten der neuen Variante der CIJD beim Menschen, die urséchlich
mit der BSE in Verbindung gebracht wurde, fihrten schliefdich Anfang des neuen Jahrtausends zu
einer weltweiten BSE-Krise.

Die Entstehung der BSE wird bis heute diskutiert. In Frage kommen eine Ubertragung von Scrapie-
Erregern aus infizierten Schafen (WILESMITH et al. 1988, WILESMITH et al. 1991) oder eine
Ubertragung aus urspriinglich spontan an BSE erkrankten Rindern EDDY 1995). Kiirzlich wurde
auch eine Ubertragung aus mit CJD-kontaminierten menschlichen Geweben (COLCHESTER u.
COLCHESTER 2005) diskutiert. Als Ubertragungsweg wird die Verfitterung von infektidsem
Tiermehl (im Vereinigten Konigreich und anderswo) oder Milchaustauschern (Deutschland,
Dénemark, Belgien etc.) angenommen (WILESMITH et a. 1988; PAISLEY u. HOSTRUP-
PEDERSEN 2004). Aus wirtschaftlichen Grinden wurden im Vereingten Konigreich in den siebziger
Jahren die Behandlungstemperaturen und -zeiten bel der Tiermehlherstellung so weit reduziert, dass
BSE-Erreger im Tiermehl Uberleben konnten. Gleichzeitig wurde, zur Deckung des erhdhten Calzium-
und Proteinbedarfs, die Verfiitterung des Tiermehls an Rinder gesteigert (HORNLIMANN 2001).

Die Inkubationszeit bis zum Auftreten der klinischen Symptome dauert bel der klassischen BSE
dosisabhangig etwa drei bis funf Jahre (ANDERSON 1996). Betroffene Tiere fallen zunéchst durch
Gewichtsverlust und Riickgang der Milchleistung auf. Im weiteren Verlauf der Krankheit zeigen sich
Schreckhaftigkeit, Angstlichkeit, selten Aggressivitét, sowie deutliche Stérungen im Bewegungsabl auf
(BRAUN 1998). Der Verlauf der Krankheit erstreckt sich Uber mehrere Wochen bis Monate. Obwohl

die genaue Pathogenese des Erregers noch nicht vollstandig aufgeklart ist, erscheint eine Ausbreitung
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Uber das autonome in das zentrale Nervensystem am wahrscheinlichsten (HOFFMANN et a. 2007).
Im Gegensatz zu Scrapie wurden fir BSE zunachst keine phanotypischen Varianten beschrieben.
Inzwischen wurden jedoch zwei atypische BSE-Varianten identifiziert, die sich von der klassischen
Form von BSE unter anderem durch verdnderte PrP™-Profile im Western-Blot abgrenzen und
moglicherweise spontanen Ursprungs sind (BIACABE et a. 2004, CASALONE et al. 2004,
BUSCHMANN et al. 2006, CAPOBIANCO et a 2007). Die bisher bekannten Polymorphismen im
Prion-Protein, das heil3t das Vorhandensein von entweder finf oder sechs Octarepeats, haben keinen
Einfluss auf die Empféanglichkeit fur BSE (HUNTER et a. 1994b). Neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass Polymorphismen in der Prnp-Promotorregion und im Intron 1 die Prion-Protein-
Expression beeinflussen, rasseabhangig gehduft auftreten und epidemiologisch mit einem hdheren
BSE-Risiko einhergehen konnen (HAASE et a. 2007).

Neben der BSE-Erkrankung beim Hausrind existiert eine identische Form bel bestimmten exotischen
Wiederkduern in zoologischen Géarten (JEFFREY u. WELLS 1988, KIRKWOOD et al. 1990).
Dartiber hinaus wurde im Oktober 2004 bei einer Ziege in Frankreich erstmals die natiirliche BSE-
Infektion eines kleinen Wiederkéuers nachgewiesen (ELOIT et a. 2005).

21.24CWD, FSE, TME

Die chronisch zehrende Krankheit der Hirsche (Chronic Wasting Disease, CWD) trat zum ersten Mal
1967 bei in Gefangenschaft |ebenden nordamerikanischen Maultierhirschen auf, wurde aber erst 1978
als Transmissible Spongiforme Enzephaopathie erkannt WILLIAMS u. YOUNG 1980). Im Jahr
1981 wurde dann der erste CWD-Fall bei einem wildlebenden Hirsch gemeldet (SPRAKER et al.
1997). Bis vor kurzem waren natirliche CWD-Infektionen nur bei Edehirschen (Cervus) und
Wedelhirschen (Odocoileus) bekannt. Inzwischen wurde jedoch auch von enem natilich
aufgetretenen CWD-Fall bei Elchen berichtet (BAETEN et a. 2007). Experimentell konnten unter
anderem Elche (KREEGER et al. 2006), Schafe (HAMIR et al. 2006) und Rinder (HAMIR et a. 2005)
infiziert werden. Ein horizontaler Ubertragungsweg erscheint wahrscheinlich, erste Anhaltspunkte
dafiir geben experimentelle Infektionen mit infektiésem Speichel (MATHIASON et a. 2006) bzw. die
orae Infektion von Elchen (KREEGER et a. 2006).

Die Feline Spongiforme Enzephal opathie (FSE) wurde sowohl fur Hauskatzen (WYATT et a. 1990),
as auch fir im Zoo gehdtene Raubkatzen (WILLOUGHBY et a. 1992, KIRKWOOD u.
CUNNINGHAM 1994, KIRKWOOD et a. 1999) beschrieben. Diese Infektionen gehen auf die
Verfiitterung von BSE-Erreger-hdtigem Rindfleisch zuriick.

Die Transmissible Spongiforme Enzephalopathie der Nerze (Transmissible Mink Encephalopathy,
TME) wurde erstmals 1947 in den USA beobachtet (HARTSOUGH et a. 1965), trat spéter aber auch
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in Kanada, in Finnland, in der DDR und in Russland auf (HADLOW et a. 1968, HARTUNG et d.
1970, DANILOV et a. 1974, MARSH et a. 1992). Auch diese TSE-Erkrankung wird mit der
Aufnahme kontaminierten Futterfleisches in Verbindung gebracht, wobel als Ausgangsguelle sowohl
Scrapie-erkrankte Schafe als auch BSE-erkrankte Rinder diskutiert werden.

2.1.3 DasPrion-Protein

Die Frage nach der tatséchlichen Natur des Erregers der TSES hat in den vergangenen Jahrzehnten zu
intensiven Debatten gefiihrt. Zunéchst wurde das infektidse Agens fur ein Virus mit auRergewdhnlich
langer Inkubationszeit gehaten (Jow Virus; SIGURDSSON 1954), aber die Tatsache, dass es sich
nicht durch Nukleinsduren abbauende Verfahren deaktivieren liefd (ALPER et a. 1967), fuhrte
schliefdich zu der Idee, dass das infektitse Agens frei von Nukleinsduren sei und stattdessen aus einem
sich selbst replizierenden Protein bestehe (GRIFFITH 1967). Im Jahr 1982 isolierten Prusiner und
seine Mitarbeiter ein gegen Proteinasen resistentes Glykoprotein, das sie fir den Hauptbestandtell,
wenn nicht sogar den alleinigen Bestandtell, des infektidsen Erregers hielten und ,,Prion” nannten (flr
proteinaceous infectious particle) (PRUSINER 1982). Es stellte sich heraus, dass dieses Protein nicht
aus einem fremden Erreger slammt. Stattdessen handelt es sich um die pathologische Isoform (PrP%)
eines normalen zellul&ren Proteins (PrP°), das vom Korper selbst kodiert wird (OESCH et al. 1985,
CHESEBRO et a. 1985, BASLER et a. 1986). Beide Proteine unterscheiden sich alerdings,
vermutlich aufgrund unterschiedlicher  Tertidrstrukturen, hinsichtlich ihrer  biochemischen
Eigenschaften (COHEN u. PRUSINER 1998). Solch ein struktureller Unterschied steht im
Widerspruch zu den zentralen Dogmen der molekularen Strukturbiologie, wonach jedes Protein in
einem bestimmten Umgebungsmilieu nur eine einzigartige Raumstruktur einnimmt (ANFINSEN
1973). Die unterschiedliche Konformation von PrP® und PrP* wurde inzwischen jedoch durch
zahlreiche Versuchsdaten belegt CAUGHEY et d. 1991, PAN et al. 1993, SAFAR et a. 1993,
RIESNER et al. 1996, WILLE et a. 2002, GOVAERTS et d. 2004).

2.1.3.1Prp°

Durch die Generierung von transgenen PrP-defizienten Méausen (PrP”°-M&usen) wurde gezeigt, dass
die Expression des zelluléren Prion-Proteins fur die normae Funktion des Korpers nicht erforderlich
ist (BUELER et a. 1992). Allerdings waren diese Tiere resistent gegen eine Prion-Infektion, also ist
die Expression von PrP° fiir die Pathogenese der TSE-Erkrankungen essentiell (BUELER et al. 1993,
MALLUCCI et a. 2002). Das zelulére Prion-Protein wird durch das Prnp-Gen kodiert, welches
inzwischen im Genom einer Viedzahl von Sdugetierspezies, Vogeln, Reptilien und Amphibien
nachgewiesen wurde (WOPFNER et a. 1999, CALZOLAI et a. 2005, SCHATZL 2006). Des
Weiteren ergaben Untersuchungen an Hamstern und Mé&usen, dass PrPC in fast alen Kérpergeweben
exprimiert wird (BENDHEIM et a. 1992, FORD et a. 2002). Sequenzielle Analysen und strukturelle
Untersuchungen zeigten, dass es sich innerhab der Sduger um ein hoch konserviertes Protein handelt

-8-



2 Literaturtibersicht

(RIECK et a. 1996, HORNEMANN et a. 2004, LYSEK et d. 2005, GOSSERT et a. 2005). PrP-
ahnliche Proteine wurden auch bei Vogeln und Fischen nachgewiesen (HARRIS et a. 1991, GIBBS u.
BOLIS 1997). Das primare Trandationsprodukt umfasst bei Saugern je nach Spezies 254-264
Aminosduren (AS). Es enthdlt ein Amino-(N-)terminales Signalpeptid (AS 1 bis 22) fur den Transport
ins Endoplasmatische Retikulum und ein Carboxy-(C-)terminales Signapeptid (ab AS 232) als
Erkennungssequenz fir einen Glykosylphosphatidylinositolanker (GPI-Anker). Die posttrandationalen
Modifikationen des Proteins umfassen neben der Abspaltung dieser Signalpeptide die Anheftung des
GPI-Ankers, die Bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten und die Glykosylierung
von zwei Asparaginen (PRUSINER 1998, HARRIS 2003). Obwohl das Prion-Protein zwel
Glykosylierungsstellen (bei der Maus an den Asparaginresten N180 und N196) besitzt, wird immer
eine speziess und zellabhéngige Mischung aus nicht-glykosylierten, einfach-glykosylierten und
zweifach-glykosylierten Varianten vorgefunden (RUSSELAKIS-CARNEIRO et a. 2002). Die
physiologische Signifikanz dieser Unterschiede ist bisher unbekannt. Das reife Protein besteht, je nach
Spezies, aus 208-216 Aminosauren und besitzt in der glykosylierten Form ein Molekulargewicht von
33-35 kDa. Die Langenvarianz zwischen den Spezies begrindet sich hauptsichlich durch die
unterschiedliche Zahl von Octarepeats im N-terminalen Bereich des Proteins (PRUSINER u. SCOTT
1997). Das Prion-Protein kann in zwe unterschiedliche Bereiche unterteilt werden: eine
unstrukturierte, flexible Region im Bereich der Aminosauren 23 bis 125 und eine Gterminale, die
Aminosduren 126 bis 231 umfassende Region, die aus drei alpha-Helices und zwei kurzen,
antiparallelen beta-Stréngen besteht. Helix 2 und 3 sind durch die Disulfidbriicke zwischen zwei
Cysteinen stabilisiert (ZAHN et a. 2000). Durch den GPI-Anker i das Prion-Protein mit der
Zellmembran verbunden (STAHL et a. 1987, HARRIS 2003). Diese Verankerung erwies sich as
entscheidend fir die Ausbildung klinischer Symptome nach einer TSE-Infektion: Die Deletion des
GPIl-Ankers hatte in transgenen Mé&usen zu ausschlieRlich extrazelluldr vorliegenden PrP™-
Amyloidplaques, aber nicht zu ener Erkrankung mit TSE-typischen Symptomen gefihrt
(CHESEBRO et d. 2005). An der Zelloberflache findet sich PrP® hauptséchlich in den cholesterol-
und sphingolipidreichen Membrandoménen (Caveolae, lipid rafts) (TARABOULOS et a. 1995, VEY
et a. 1996, MADORE et a. 1999). Von dort wird es durch Endozytose internalisiert und lysosomal
degradiert. Ein Teil davon wird aber auch zur Zelloberflache rezykliert (HARRIS 2003, SUNYACH et
a. 2003). Die eigentliche Funktion des Prion-Proteins wird noch immer diskutiert (zusammengefasst
durch WESTERGARD et a. 2007): Als Membranprotein und aufgrund seiner extrazelluldren Lage
werden ihm Interaktionen zu anderen Transmembranproteinen oder sezernierten Proteinen
zugeschrieben. Es konnte eine Beteiligung an transmembranen Signalwegen und bel der synaptischen
Ubertragung gezeigt werden. Dariiber hinaus ist PrP° offensichtlich an der Zelladhasion beteiligt.
Insgesamt zeigten sich zytoprotektive Effekte bei oxidativem Stress und Apoptose sowie indirekte

Auswirkungen auf die neuronale Differenzierung, Reifung und Regeneration. Inwiefern das
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Vermogen, mittels der Octarepeatsequenz Kupfer zu binden, tatsachlich eine Rolle fur den
Kupferhaushat der Zelle spidlt, ist noch sehr umstritten.

PrP”°-M&use waren unabhangig davon, ob die Gen-Ausschaltung prénatal (BUELER et a. 1992,
MANSON et a. 1994, MANSON et a. 1995) oder postnatal (MALLUCCI et a. 2002) erfolgte,
Uberlebensfahig und erschienen in ihrer Entwicklung und ihrem Verhaten weitestgehend normal. Bel
ndherer Untersuchung wurden jedoch Ausfélle neurophysiologischer und biochemischer Funktionen
nachgewiesen. Hierbel handelte es sich um eine gesteigerte neuronale Erregung (COLLINGE et d.
1994, COLLING et d. 1995), um eine abweichende Funktionalitét der neuronalen Stickoxid-Synthase
(KESHET et a. 1999) und um eine hthere Anfalligkeit gegentiber oxidativem Stress (BROWN et 4.
1999). AuRRerdem wurden bei diesen Tieren Verénderungen im zirkadianen Rhythmus und beim
Schlafverhaten in sensu strictu beobachtet (TOBLER et al. 1996).

2.1.32PrpP*

Als I soformen bestehen PrP® und PrP* aus der gleichen Aminoséuresequenz und es gibt offensichtlich
keine unterschiedlichen posttrandationden Modifikationen (STAHL e a. 1993). Dennoch
unterscheiden sich die beiden Formen hinsichtlich ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften und
hinsichtlich hrer Struktur. Wahrend PrP¢ l6dlich ist und verhdltnismaRig leicht von Proteinasen
abgebaut werden kann, zeichnet sich PrP> durch Unléslichkeit in wassrigen Lésungen, die Neigung
zur Aggregatbildung und eine ausgesprochen hohe Widerstandsféhigkeit gegentiber chemischen und
physikalischen Einflissen aus. Es ist weitgehend resistent gegen Hitzedenaturierung (HUNTER et a.
1964), UV-Strahlung (ALPER et a. 1966) und partiell gegen den Abbau von selbst aggressiven
Proteasen, wie beispielsweise Proteinase K (PK) (OESCH et a. 1985). Durch die Inkubation mit PK
wird ein etwa 68 Aminosiuren umfassender N-terminaler Anteil des PrP* abgespalten. Die
tatsachliche Grofie des abgespaltenen Segmentes ist stammspezifisch und die PK-Schnittstelle liegt bel
Scrapie-assoziiertem PrP* um 7 bis 15 Aminosiuren weiter N-terminal as die bei BSE-assoziiertem
PrP> (HAYASHI et d. 2005). Das verbleibende Fragment, ein (bei zweifacher Glykosylierung) etwa
27 bis 30 kDa grof3es Peptid (PrP27-30), bildet regelméllige amyloide Stabchen (Prion-Rods) bzw.
»SCrepie-assoziierte Fibrillen® (SAF) und widersteht, ebenfalls stammspezifisch, einem weiteren
Abbau durch Proteinase K Uber Stunden (KUCZIUS u. GROSCHUP 1999). In der Gelelektrophorese
lauft das PK-verdaute Peptid aufgrund seiner Verkirzung schneller als die nicht verdaute Probe. Durch
die verschiedenen Glykosylierungsformen (un-, mono-, di-glykosyliert) wird ein Dreibandenmuster
detektiert, das as ,Glykoprofil* zur Charakteriserung des Erregers herangezogen werden kann
(KUCZIUS et d. 1998).

PrP% (infektits) ist nicht mit PrP™ (PK-resistent) gleichzusetzen. PK-resistente PrP"-Molekille
konnen auch in vitro hergestellt werden, ohne dass sie Uber Infektiositéat verfligen (KOCISKO et al.
1994, HILL et al. 1999, BOCHAROVA et al. 2005a). Andererseits erwiesen sich aufgereinigte PrP>-
Fraktionen als hoch infektids, aber wenig PK-stabil (SILVEIRA et al. 2005). Da ale Versuche, PrP*
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unter Erhat der Infektiositdt in Lésung zu bringen, erfolglos blieben, kann davon ausgegangen
werden, dass die Infektiositdt eng mit der raumlichen Struktur und/oder der Ausbildung von
Aggregaten in Verbindung steht. Die Unl6slichkeit des Proteins macht allerdings die Bestimmung der
raumlichen Struktur mit den gangigen Vefahren der RoOntgenstrukturanalyse bzw. der
Kernresonanzspektroskopie (NMR) schwierig. Durch Messungen mittels Infrarotspektroskopie (IR)
und Circulardichroismus (CD) konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zur apha-Helix-reichen
Struktur von PrP° bei der Struktur von PrP> der Anteil von beta-Faltbléttern tiberwiegt (CAUGHEY
et a. 1991, PAN et a. 1993, SAFAR et a. 1993, RIESNER et a. 1996). Neuere Untersuchungen mit
Hilfe der zweidimensionalen Elektronenkristallographie visualisierten eine hexagonale Symmetrie aus
wahrscheinlich drei PrP%-Molekiillen. Dabei scheinen die beta-Faltblétter in Form von beta-Helices im
Inneren der hexagonalen Einheit vorzuliegen, wahrend Helix 2 und 3 auf?en lokdisiert sind. Die
Glykosylgruppen befinden sich zwischen den beiden Strukturen (WILLE et a. 2002, GOVAERTS et
a. 2004).

2.1.4Die, Protein-only* -Hypothese

Die “Protein-only” -Hypothese postuliert PrP* als infektitses Agens der Erreger-Replikation. Durch
die autokatalytische Konversion von PrP® in die pathologische Isoform soll sich PrP* sdlbst
replizieren konnen (PRUSINER 1998). Als Ort des Geschehens werden die Caveolae (spezidlle lipid
rafts) vermutet (TARABOULOS et a. 1995, VEY et a. 1996, NASLAVSKY et a. 1997), die sich
von der Zellmembran abschniiren und Uber den Endozytoseweg mit Endosomen fusionieren kénnen.
Die , Protein-only“-Hypothese erhielt grofe Unterstiitzung durch die Beobachtungen, dass a) PrP¢ in
vitro durch PrP* in die fehlgefaltete Form konvertiert werden konnte (GASSET et a 1992, KOCISKO
et a. 1994, NGUYEN et a. 1995), b) hoch aufgereinigtes PrP% in  Wildtypméausen
krankheitsaud 6send war (PRUSINER 1982) und c) sich PrP°-defiziente M&use gegen eine Infektion
resistent erwiesen (BUELER et a. 1993). Nichtsdestotrotz fehlt bisher der definitive Beweis, dass
zellfrel hergestelltes fehlgefaltetes Protein Uber Infektiositdt verfugt (CHESEBRO 1998, SOTO wu.
CASTILLA 2004). In vitro konvertierte Proteine — gleich ob Full-lenght-Proteine, mutierte Proteine
oder Proteinfragmente — zeigten héufig dhnliche Eigenschaften wie PrP% (z. B. PK-Resistenz,
Aggregatbildung, beta-Faltblattstrukturen) und fihrten zum Tell in transgenen Tieren auch zur
Erkrankung. Jedoch war keines dieser in vitro hergestellten Proteine in der Lage, eine Prionkrankheit
in Wildtyp-Tieren auszuldsen (ZHANG et a. 1995, LEHMANN u. HARRIS 1996, CHIESA et 4.
1998, JACKSON et a. 1999, BASKAKOQV et a. 2000, LEE u. EISENBERG 2003, BOCHAROVA et
a. 2005a). Rekombinant hergestellte N-terminal deletierte PrP-Fragmente, in vitro zu Fibrillen
zusammengelagert, induzierten eine TSE-dhnliche Erkrankung in transgenen Mausen, die das gleiche
verkirzte Protein Uberexprimierten (LEGNAME et a. 2004). In der Subpassage war auch eine
Infektion von Wildtypmausen erfolgreich (LEGNAME et al. 2005, BASKAKOV 2007). Kritiker
argumentieren jedoch auch hier, dass die erste Passage in Uberexprimierenden Tieren erfolgte, die
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dazu neigen, eine Prionkrankheit auch spontan zu entwickeln (ABID u. SOTO 2006). Eines der
jungsten Argumente fir die , Protein-only“-Hypothese ist die Demongtration, dass mittels PMCA
(protein misfolding cyclic amplification, zyklische Amplifikation der Protein-Fehlfatung) vollstandig
in vitro hergestelltes PrP* in der Lage war, Wildtyp-Hamster zu infizieren (CASTILLA et al. 2005).
Da bei der PMCA alerdings Hirnhomogenate an der Herstellung von PrP beteiligt sind, kann auch
mit dieser Methode eine mdgliche Beteiligung anderer Faktoren am Infektionsprozess letztlich nicht
ausgeschlossen werden (ABID u. SOTO 2006).

Obwohl vide Anhadtspunkte fur die ,Protein-only“-Hypothese sprechen, steht insbhesondere die
Betelligung von Nukleinsduren als Bestandteil des Erregers noch immer zur Diskussion (CHESEBRO
1998, NARANG 2002, MANUELIDIS 2007). Hinsichtlich mdglicher Komponenten, die neben PrP in
die Ubertragung von Prion-Erregern involviert sein konnten, ist es deshalb wichtig, zwischen
Faktoren, die Teil des infektiosen Erregers snd, und eventuellen zelluldren Faktoren, die in die
Konformationsénderung oder auch nur in die Verbreitung der Krankheit involviert sein kénnten, zu
unterscheiden. Wenn die zusétzlichen Faktoren ein Teil des infektitsen Partikels wéren, dann wirde
die infektivse Einheit nicht nur aus PrP™ bestehen. Wenn es sich aber um zelluldre Faktoren handett,
die vermutlich eigentlich mit anderen Funktionen beschéftigt und nur zufélig an der Prionreplikation
beteiligt sind, sollten diese zusdtzlichen Faktoren (Konversionsfaktoren oder Kofaktoren genannt)
nicht als Teil des Erregers betrachtet werden, sondern eher als wirtskodierte Molekile, die die
Prionreplikation fordern (ABID u. SOTO 2006).

Von retrovirder RNA wurde gezeigt, dass sie mit PrP™ cosedimentiert (MURDOCH et al. 1990,
AKOWITZ et d. 1994). In infektidsen Fraktionen waren auch nach der Behandlung mit Nukleasen
noch kurze (< 6 kb) RNA-Fragmente nachweisbar (AKOWITZ et a. 1990, SKLAVIADIS et al. 1992)
und verschiedene Berichte haben gezeigt, dass PrP™ mit RNA interagieren kann (WEISS et al. 1997,
GABUS €t a. 2001, DERRINGTON et al. 2002, ADLER et a. 2003, SUPATTAPONE 2004). Die
Spezifitét und biologische Relevanz dieser Interaktionen ist aber noch unklar (SAFAR et a. 2005).
Obwohl sehr kleine RNAs (25 Nuklectide) prinzipiell in der Lage sind, biologische Prozesse zu
verandern (RAMASWAMY u. SLACK 2002), zeigen die Infektionsversuche mit synthetischen
Proteinen und vergleichende Untersuchungen zu den Eigenschaften von TSE-Stdmmen nach UV-
Bestrahlung, dass eine Beteiligung von Nukleinsduren an der Infektiositét des TSE-Erregers und auch
an seinen Stammeigenschaften eher unwahrscheinlich ist (SAFAR et d. 2005). Andererseits konnte
festgestellt werden, dass die Prion-Infektion sowohl in vivo as auch in Zellkultur einen steigernden
Einfluss auf die Expression bestimmter Retroviren haben kann (CARP et a. 1999, STENGEL et a.
2006). In anderen Zellkulturexperimenten wurde gezeigt, dass wiederum eine Retrovirusexpression die

Freisetzung von Prion-Erregerr/Infektiositat in den Uberstand forderte und damit die Verbreitung
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innerhalb der Kultur (LEBLANC et a. 2006). Diese Untersuchungen legen eher eine mdgliche
Relevanz a's Kofaktoren nahe.

Die Existenz von zusétzlichen, im Wirt vorhandenen Kofaktoren wurde erstmals vermutet, as
transgene Méause, die sowohl humanes as auch murines PrP® exprimierten, mit humanem TSE-
Material inokuliert wurden. Uberraschenderweise zeigten sich diese PrP-coexprimierenden Méause
resistent gegen eine Infektion, wéhrend Mause, die nur humanes PrP° (iberexprimierten, nach der
Inokulation mit humanem TSE-Material erkrankten (TELLING et a. 1994). Diese Ergebnisse
implizierten, dass murines PrP®, wenn es zusammen mit humanem PrP® exprimiert wird, in der Lage
ist, die Konversion zu inhibieren. Transgene Mause, die ein chiméres, aus murinen und humanen
Anteilen bestehendes Prion-Protein exprimierten, waren aber empfanglich fur die Infektion mit
humanem TSE-Material (TELLING et al. 1995). Daraus wurde geschlossen, dass das murine PrP° die
Konversion des humanen PrP® inhibiert, indem es an einem zusitzlichen, aber bisher noch nicht naher
identifizierten Faktor (,Protein X) bindet. Sollte dieses ,Protein X* mit hoherer Affinitét an das
arteigene PrPC binden (KANEKO et al. 1997), wiirde es as Katalysator fir die Umfatung des
artfremden PrP® nicht mehr zur Verfiigung stehen. Als mdgliche Bindungsstelle von , Protein X*
wurde das C-terminale Ende von PrP® proklamiert (KANEKO et al. 1997). Im Fall der transgenen,
chiméren PrP“-Expression befanden sich jeweils am N- und Cterminalen Ende homologe murine

Anteile, so dass ,, Protein X* entsprechend der K ofaktorthese effizient binden konnte.

Weitere Hinweise auf Kofaktoren ergaben sich aus genetischen Untersuchungen an Mausen, wonach
neben Prnp weitere Loci die Inkubationszeit der Erkrankung in PrP*-inokulierten Tieren modulierten
(BRUCE et al. 1991, STEPHENSON et a. 2000). Des Weiteren haben Inokulationsversuche an mit
dem mausadaptierten Scrapie-Stamm RML-infizierbaren Noa-Zellen (murine Neurobastomzelllinie)
offenbart, dass innerhab einer Kultur, unabhdngig vom PrPC—ExpronsI evel, nur bestimmte
Zellklone infizierbar, andere aber resistent sind (BOSQUE u. PRUSINER 2000, ENARI et al. 2001).
Auch diese Daten zeigen, dass einige Zdllen offenbar Uber erforderliche Kofaktoren verfligen, andere
dagegen nicht (ABID u. SOTO 2006). Anhand biochemischer Untersuchungen mittels zdlfreier
Konversion (Versuchsansatz: aufgereinigtes PrP* aus Hamstergehirnen + immunprezipiertes PrP© mit
3F4-Epitop aus transgenen CHO-Zellen * Zelllysat ohne PrP®) wurde nachgewiesen, dass die
zusitzliche Zugabe von PrP°-freien Zelllysaten die Effizienz einer Konversionsresktion steigern
konnte (SABORIO et a. 1999). Insbesondere Keine, hoch strukturierte RNA, RNA von Wirbeltieren
und homopolymere Nukleinséuren wie poly(A) und poly(dT) oder unspezifischen DNAS erleichterten
in vitro die Konversion von rekombinant hergestelltem bzw. nativem Hamster-PrP¢ (CORDEIRO et
a. 2001, ADLER et a. 2003, DELEAULT et a. 2003, DELEAULT et a. 2005). Von sulfatierten
Glukosaminoglykanen wurde gezeigt, dass sie in der Lage waren, PrP® zu binden (WARNER et al.
2002) und die PrP"™-Formation zu simulieren (CAUGHEY 1994). AuRerdem wurden sie in
amyloiden Plaques Scrapie-infizierter Méuse detektiert (McBRIDE et al. 1998). Die Behandlung von
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infizierten Zellen mit Heparinase 111 verminderte dagegen das PrP"-Niveau (BEN ZAKEN et dl.
2003). lonen beeinflussen sehr wahrscheinlich ebenfalls die Prionreplikation: Wie bereits erwahnt, ist
PrP¢ durch die Octarepeatsequenz in der Lage, Kupfer zu binden. Fir Kupfer wurde gezeigt, dass es
die Inaktivierung von denaturiertem PrP* umkehren (McKENZIE et a. 1998) und die PK-Resistenz
von PrP™ geigern kann (KUCZIUS et a. 2004). Dariiber hinaus wurde beschrieben, dass die
Induktion von Kupferchelatkomplexen den Ausbruch der Erkrankung verzogern kann (SIGURDSSON
et a. 2003). Im Gegensatz chizu wurde aber auch gezeigt, dass durch die Zugabe von Kupfer die
Infektion von Na-Zelen (HIJAZI et a. 2003) und die Aggregation von rekombinantem PrP¢ zu
amyloiden Fibrillen (BOCHAROVA et a. 2005b) verhindert werden kann. Des Weiteren inhibierte
die Zugabe von CuCl, und ZnC}, in vitro die Amplifikation von PrP™ (OREM et a. 2006).

2.1.5 Konversionsmodelle

Der molekulare Mechanismus, durch den es zur Konversion von PrP® in die pathologische Isoform
kommt, ist bis heute noch nicht vollstéandig geklart. Ausgehend von der , Protein-only“-Hypothese
wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen. Diese Modelle bauen zum Teil aufeinander auf und
wurden nachfolgenden Erkenntnissen entsprechend modifiziert. Im Wesentlichen existieren jedoch
drei Modellsysteme: Das ,template assistance“-Modell (COHEN u. PRUSINER 1998), das
»cooperative Prusiner“-Modell (EIGEN 1996) und das ,,seeded nucleation”-Modell (ROCHET u.
LANSBURY 2000).

Das frihe ,Heterodimer“-Modell (PRUSINER 1991, COHEN et a. 1994) ging davon aus, dass sich

ein PrP*-Molekill mit einem PrP°-Molekiil, oder vielmehr einem teildenaturierten Zwischenzustand

(PrP*), der mit PrP® im Gleichgewicht steht, zu einem ,aktivierten® Heterodimer verbinden kann.
PrP* soll bei diesem Vorgang in PrP* umgewandelt werden. Das daraus resultierende Homodimer
wiirde anschlieRend in zwei PrP*-Molekiile dissoziieren, die wieder fir eine Reaktion mit PrP* zur
Verflgung stinden. Dieser Vorgang entspréche einer linearen Autokatalyse, die zu einer
exponentiellen Akkumulation von PrP> fiihren wiirde, wobei das Gleichgewicht der Reaktion auf der
Seite von PrP* liegen miite (EIGEN 1996). Spéter wurde dieses Modell um einen Faktor X
(TELLING et d. 1995) ausgeweitet, der die Konversionsreaktion als Kofaktor unterstiitzen sollte. Dies
fuhrte zur Version des , Template assistance‘-Modells: Faktor X bindet an PrP¢ bzw. PrP*. PrP*
bindet den Komplex aus PrP* und Faktor X und induziert die Entstehung des PrP*-Homodimers,
wahrend Faktor X wieder frei wird (COHEN u. PRUSINER 1998).

Kinetischen Berechnungen (EIGEN 1996) zufolge erschien allerdings ein Mechanismus nach dem
1994 beschriebenen Heterodimer-Modell sehr unwahrscheinlich. Der Vorgang der spontanen
Konversion misste sehr langsam ablaufen, um nicht auch ohne eine Infektion zur Akkumulation von
PrP> zu fuhren. Andererseits wére dadurch eine enzymatisch katalytische Beschleunigung um den
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Faktor 10" notwendig, um eine Krankheit ausbrechen zu lassen. Aus diesen Uberlegungen heraus
entstand ein modifiziertes Modell. Dieses sieht vor, dass nicht ein einzelnes PrP®-Molekiil den
Vorgang der Umfaltung katalysiert, sondern mehrere Molekiile, nach dem Prinzip der Allosterie, in
Kooperation (,, kooperatives Prusiner“-Modell, EIGEN 1996). Damit wére der katalytische Effekt eines

einzelnen PrP*-Molekiils geringer as im ersten Moddl und die Umfaltung wiirde nach Erreichen

einer Schwellenwertkonzentration initiiert.

Das Modell der , keimabhangigen Polymerisation* (,,seeded nucleation*-Modell, COME et a. 1993,
JARRETT u. LANSBURY 1993, ROCHET u. LANSBURY 2000) folgt den Prinzipien der linearen
Krigtallisation zur Bildung von Fibrillen und amyloiden Plagues. Das thermodynamische

Gleichgewicht der Resktion liegt in diesem Fal, im Gegensatz zu einer teildenaturierten, beta-
faltblattreichen und damit PrP*-shnlichen PrP-Form (PrP"), unter physiologischen Bedingungen auf
Seiten von PrP°. Der kritische Schritt ist die Entstehung eines Nukleus oder Kristallisationskeimes.
Erst dieser verschiebt das Gleichgewicht zugunsten von PrPY. Es kommt zur Anlagerung weiterer
Molekile und zur Ausbildung von Fibrillen oder auch Plaques. Die Wahrscheinlichkeit einer
spontanen Aggregation von PrPY ist sehr gering, konnte aber durch Mutationen im Pmp-Gen erhoht
werden. Im Fall einer Prioninfektion wirkt PrP* as infektioser Nukleus und initiiert die weitere
Reaktion. Durch den Zerfal der wachsenden Aggregate in kleinere Einheiten entstehen neue
Infektionskeime, was zu einer exponentiellen Zunahme an PrP* fiihrt. Diese Vorstellung korreliert mit
anderen Untersuchungen, nach denen aggregierte Partikel aus 14-28 PrP*-Molekiilen, durch ein
optimales Verhdtnis von Konversionsaktivitdt und Stabilitdt, offenbar die hochste Infektiositét
bestzen (SILVEIRA et a. 2005).

2.1.6 Ubertragbarkeit der TSE-Erkrankungen

TSE-Erkrankungen sind Ubertragbar, die Effizienz der Ubertragung und die Inkubationszeit hangen
jedoch von bestimmten Faktoren ab. Nach heutigem Verstandnis spielt, neben dem Ubertragungsweg
und der Infektionsdosis, vor alem die Interaktion zwischen dem infektiésen PrP* und dem PrP® der
infizierten Spezies (Aminosduresequenzen, Konformationen) eine entscheidende Rolle. AulRerdem
wird der Einfluss moglicher Kofaktoren diskutiert, die entweder Teil des infektiosen Agens oder
zelluldren Ursprungs sein konnten. Hinsichtlich einer effizienten Interaktion zwischen PrP* und PrP°
sind bei den Prionkrankheiten zwei Phédnomene zu beobachten: die Existenz von verschiedenen
Erregerstémmen, die unterschiedliche Krankheitsphanotypen innerhalb einer Spezies hervorrufen
konnen (BRUCE u. FRASER 1991), und die sogenannte ,, Speziesbarriere (PATTISON 1965), die die
Ubertragung von Prion-Erregern zwischen verschiedenen Spezies einschrankt. Beide Phanomene sind
eng miteinander verknupft.
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Das Phanomen der Stammunterschiede wurde 1961 erstmalig Ma erkannt, as Schafscrapie-Isolate

experimentell auf Ziegen Ubertragen und seriell passagiert wurden. Zwei separate Inokulate riefen
innerhalb einer unselektierten Ziegenherde zwei auffallend unterschiedliche klinische Erscheinungs-
formen, entweder das , Scratching“-Syndrom oder das , Nervous‘-Syndrome, hervor und diese
Symptome blieben Uber mehrere Passagen erhalten (PATTISON u. MILLSON 1961). Inzwischen
werden durch die Charakterisierung in Inzuchtmaudlinien bereits tGber zwei Dutzend Scrapie-Stdmme
unterschieden (GROSCHUP u. KUCZIUS 2001). Die charakteriserenden Merkmale eines Stammes
sind 1. die klinischen Symptome im nattrlichen Wirt, 2. die Inkubationszeit im natlrlichen Wirt bzw.
in Inzuchtmausstammen, 3. die Ubertragbarkeit auf Inzuchtmausstdmme, 4. die histopathologischen
Lasionsprofile in Inzuchtmausstdmmen, 5. das Inaktivierungsverhaten, 6. die PK-Resistenz und die
PK-Spaltstelle von PrP*, sowie 7. das Glykoprofil von PrP*. Diese Merkmale bleiben erhalten,
solange Wirt, Infektionsweg und Infektionsdosis konstant bleiben (BRUCE u. FRASER 1991,
BIRKETT et al. 2001), kbnnen sich aber — je nach Stabilitét des Erregerstammes— andern, wenn einer
dieser Parameter variiert wird. Die molekulare Basis der verschiedenen Erregerstémme ist noch nicht
vollsténdig geklart, ihr scheinen aber unterschiedliche Konformationszustanden zugrunde zu liegen
(BESSEN u. MARSH 1994, TELLING et a. 1996, SAFAR et a. 1998, KUCZIUS u. GROSCHUP
1999, PARCHI et a. 2000, PERETZ et a. 2002), die moglicherweise durch verschiedene
Glykosylierungen (ENDO et a. 1989, PAN et a. 2001), durch Polymorphismen in der
Aminosduresequenz (COLLINGE et a. 1996) oder durch zusétzliche Kofaktoren beeinflusst werden.

Als Speziesbarriere (PATTISON 1965) wird die verminderte Empfanglichkeit einer Tierart gegentiber
der Infektion mit TSE-Erregern aus einer anderen Spezies bezeichnet. Sie zeigt sich in einer
geringeren Infektionseffizienz und einer verlangerten Inkubationszeit. Unter Umstadnden kann diese
lénger als die natiirliche Lebenszeit eines Individuums sein, so dass es nicht zum Krankheitsausbruch
kommt (PRIOLA 1999). Erklart wird das Phéanomen der Speziesharriere hauptsichlich durch
Unterschiede in der Prion-Protein-Sequenz von der Ausgangs- und der neuen Wirtstierspezies
(SCOTT et ad. 1993, KOCISKO et a. 1995 HORIUCHI et a. 2000). Dabei sind bestimmte Bereiche
bedeutsamer as andere (PRUSINER 1991, KOCISKO et a. 1995) und es konnte gezeigt werden, dass
schon der Austausch einzelner Aminosauren in einer kritischen Region ausschlaggebend fir eine
erfolgreiche oder erfolglose Konversion sein kann (PRIOLA u. CHESEBRO 1995, VANIK et al.
2004, KUPFER et a. 2007). Neben der Aminosduresequenz kommt aber vor alem auch der
Konformation des jeweiligen Erregerstammes eine entscheidende Rolle zu. Dies zeigen z. B.
Infektionsversuche in Mausen mit zwel Hamsterscrapie-Stdmmen (HY: Hyper, DY: Drowsy)
identischer Aminosauresequenz, die sich aber konformationell unterscheiden: Wahrend ein Stamm in
in der ersten Passage noch eine langere Inkubationszeit und erst in der zweiten Passage nach seiner
Adaptation kirzere Inubationszeiten und veranderte Erregerstammeigenschaften aufwies, war bei dem
anderen Stamm keine Adaption notwendig (CHEN u. GAMBETTI 2002, PERETZ et a. 2002).
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Durch serielle Passagen kann ein Erreger an eine neue Spezies adaptiert werden. Wahrend die erste
Passage ineffizient und verzogert ablauft, zeichnet sich schon die zweite Passage durch eine erhthte
Infektionseffizienz und eine verkirzte Inkubationszeit aus, die sich in den weiteren Passagen
stabilisiert (PATTISON 1966). Bel diesem Vorgang kann es unter Umstéanden zum Erscheinungsbild
eines neuen, in seinen Merkmalen vom urspriinglichen Erreger abweichenden Stammes kommen
(PATTISON 1966, DICKINSON 1976, KIMBERLIN 1979, RIDLEY u. BAKER 1996, PERETZ et
a. 2002). Die Mechanismen der Adaptation sind noch nicht genau bekannt. Auch hier werden jedoch
zwei Moddlsysteme, moglicherweise auch in Kombination, favorisiert: Einerseits konnte die Bindung
von PrP¥ an das nichthomologe PrP° eine de novo Formation von PrP* provozieren, das dann in
seinen Eigenschaften von den Merkmalen des urspriinglichen Erregerstammes abweicht. Andererseits
konnte eine kleine Subpopulation aus mehreren TSE-Erregern innerhalb des Inokulates in einer neuen
Spezies bevorzugt repliziert werden. Ein ineffizienter Ablauf der Konversion wéahrend der
Adaptationsphase wiirde in beiden Félen die verlangerten Inkubationszeiten und den geringen PrP™-
Gehalt nach der ersten, aber den verstarkten PrP™-Gehalt und die kiirzere Inkubationszeit nach der
zweiten Passage erklaren (PERETZ et d. 2002).

2.2 Zdllkulturen in der T SE-Forschung

In den letzten Jahrzehnten wurden bedeutende Fortschritte zum Verstdndnis der Prionkrankheiten
gemacht. Dies geschah durch die Nutzung eines breiten Spektrums an Systemen, vom Tiermodel|l Uber
die Zdlkultur bis hin zur zellfreien Konversion. Untersuchungen am Tier erlauben Studien in einem
komplexen Gesamtorganismus, in dem alle essentiellen Komponenten in alen denkbaren Varianten,
einschliefdlich moglicher Kofaktoren enthaten sind, alerdings konnen einzelne Variablen nur schwer
verdndert werden. Dartiber hinaus sind Tierversuche sehr zeitaufwandig und mit hohen Kosten
verbunden und sollten aus ethischen Grinden soweit wie moglich vermieden werden. Mit der
zellfreien Konverson kann die molekulare Basis der Prion-Konversion exakt anadysiert werden.
Jedoch bleibt diese Methode, obwohl die Pufferbedingungen den in-vivo-Verhdtnissen nach
empfunden werden, ein artifizidles Vergleichsmodell. Die Zellkultur verbindet die Vorteile eines in-
vivo-Moddls mit der Schnelligkeit eines durch kurze Generationszyklen charakterisierten Systems. Sie
beschéftigt sich mit der Zellbiologie und der Physiopathologie von Prionkrankheiten, mit den
unterschiedlichen Eigenschaften und Verteilungen der TSE-Stamme und mit der Ubertragung von
Prion-Erregern Uber Speziesgrenzen hinweg. Darliber hinaus leistet sie einen wertvollen Beitrag bel
der Suche nach potentiellen Therapeutika sowie bei der Identifizierung moglicher Kofaktoren fir die
Prionreplikation. All das macht sie zu einem wesentlichen Bestandteil der Grundlagenforschung und
fordert malgeblich die Entwicklung der diagnostischen und der therapeutischen Forschung
(SOLASSOL et al. 2003).
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2.2.1 TSE-infizierte Zellen

Die Grundlage der Zdlkultur bilden TSE-empfangliche bzw. TSE-infizierte Zdllinien, welche sich
durch PrP*-Produktion und Infektiositét auszeichnen. Ganz im Gegensatz zum Tiermodell erweisen
sich aber die meisten Zelllinien gegen Infektionsversuche mit TSE-Erregern resistent (RUBENSTEIN
et al. 1984, BUTLER et al. 1988). Nur wenige Zdllinien scheinen tUberhaupt fir eine Infektion
empfanglich zu sein und diese Empfanglichkeit ist in der Regel auf sehr spezifische Erregerstamme
begrenzt. Des Weiteren werden nur wenige Zellen einer Kultur tatséchlich infiziert (RACE et al. 1987,
RACE et a. 1988, BOSQUE u. PRUSINER 2000) und oft ist die Infektion nicht stabil, sondern wird
nach einer gewissen Zeitspanne wieder , verloren® (BOSQUE u. PRUSINER 2000, ENARI et a.
2001, VORBERG et a. 2004).

Prinzipiell existieren zwei Modelle, PrP*-replizierende Zellinien zu erhalten: Einerseits ist es
madglich, Zelllinien aus den Geweben von bereits infizierten Tieren zu etablieren, andererseits konnen
nicht infizierte, aber empfangliche Zdllinien in der Kultur mit TSE-Material inokuliert werden.
In der Regel hat sich die Applikation von Hirnhomogenaten bewahrt (BOSQUE u. PRUSINER 2000),
aber auch eine teilweise Aufreinigung von Prion-Erregern vor der Inokulation (CLARKE wu.
MILLSON 1976) und Zell-zu-Zell-Infektionen wurden beschrieben (SCHAETZL et a. 1997, KANU
et a. 2002, DLAKIC et a. 2007).

Die ersten Versuche TSE-infizierte Zellinien zu etablieren, wurden bereits 1965 unternommen
(GUSTAFSON u. KANITZ 1965); aber erst 1970 gelang es, durch die Kultivierung von Gehirnzellen
aus eingr mit dem mausadaptierten Scrapie-Stamm RML (Chandler) infizierten Maus, eine
nachweisiich PrP™ produzierende Zelllinie (SMB, scrapie mouse brain) zu etablieren (CLARKE u.
HAIG 19703, CLARKE u. HAIG 1970b). Mit den SMB-Zellen war somit bewiesen, dass die
Replikation von Prion-Erregern prinzipiell in Zellkulturen moglich ist. Die erste tatséchliche Infektion
einer Zdllinie erfolgte 1976 durch die erfolgreiche Inokulation der murinen Fibroblastenzelllinie L929
mit RML (CLARKE u. MILLSON 1976). In den darauf folgenden Jahren wurden weitere neuronae
und auch nicht-neuronale murine Zellinien mit verschiedenen mauspassagierten Scrapiestammen
infiziert MARKOVITS et a. 1983, RACE et d. 1987, BUTLER et a. 1988, SCHAETZL et al. 1997,
NISHIDA et a. 2000, FOLLET et al. 2002, ARCHER et a. 2004, CRONIER et al. 2004, DLAKIC et
a. 2007). Unter diesen ist die fir den mausadaptierten Scrapie-Stamm RML empféangliche murine
Neuroblastomzelllinie N,a (RACE et al. 1987, BUTLER et a. 1988) die am besten beschriebene und
auch heute noch am meisten in der TSE-Forschung genutzte Zelllinie. Durch serielle Klonierung
wurden aus der urspringlichen Zelllinie hoch infizierte (ScN.a-Zellen), hoch empfangliche aber auch
gegen Prion-Erreger resistente Zellklone selektiert BOSQUE u. PRUSINER 2000, KLOEHN et al.
2003) und inzwischen existieren sogar PYrPC (iberexprimierende Sublinien, die sich mit
unterschiedlichen mauspassagierten Scrapiestammen infizieren lassen (NISHIDA et a. 2000).
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Durch die erfolgreiche Infektion von Rattenzellen mit murinen Prion-Erregern wurde 1984 erstmalig
eine Speziesbarriere in der Zellkultur durchbrochen (RUBENSTEIN et a. 1984, RUBENSTEIN et a.
1992) und durch die Infektion von Hamsterzellen (HaB) mit an Hamster adaptierter Scrapie entstand
1990 die erste nicht mit murinen Prion-Erregern infizierte Zellinie (ScHaB, TARABOULOS et al.
1990). Die transgene Rov-Z€llinie (VILETTE et a. 2001), eine Kaninchennierenepithelzelllinie, die
ovines Prionprotein Uberexprimiert, war die erste Zelllinie, die erfolgreich mit nattirlicher Schafscrapie
infiziert werden konnte, und in jingerer Zeit wurde gezeigt, dass sich auch neuronale Stammzellen as
Modellsystem fir eine Prion-Infektion eignen konnen (GIRI et a. 2006, MILHAVET et a. 2006).

2.2.2 Empfanglichkeit, Resistenz und Erreger spezifitat

Aus heutiger Sicht erfordert die Infektion von Zelllinien bzw. die effiziente Vermehrung der Prion-
Erreger ein Zusammenspiel noch weitestgehend unbekannter molekularer Faktoren in der Zelle und
gelingt deshalb bisher nur mit wenigen Zelltypen (ETESSAMI et d. 2005). Unbestritten ist auch hier,
dass PrP© absolut notwendig fiir die Erreger-Vermehrung ist. Aber auch die Uberexpression von PrP©
alein garantiert keinen Infektionserfolg (CHESEBRO et a. 1993). Stattdessen sind die Infektionen,
die auf PrPC-Uberexprimierenden Zelllinien beruhen, unabhéngig davon, ob PrP® einer homologen
(NISHIDA et a. 2000, MAAS et al. 2007) oder einer heterologen Spezies (VILETTE et a. 2001)
exprimiert wird, eher ener gesteigerten Infektionseffizienz bei vorhandener Empfanglichkeit
geschuldet. Diese konnte einerseits daraus resultieren, dass initial mehr Zellen infiziert werden, oder
aber dass eine schnellere Replikation in den einzelnen Zellen erfolgt (GIRI et d. 2006). Eine weit
groRere Rolle fur die effolgreiche Infektion einer Zdllinie spielt die sequenzielle bzw.
stammabhangige Entsprechung des zelluldren PrPC und des jeweiligen PrP> (SCOTT et al. 1992,
PRIOLA u. CHESEBRO 1995, BOSQUE u. PRUSINER 2000). Der Nachweis unterschiedlicher
Lasonsprofile in den Gehirnen TSE-infizierter Tiere fuhrte zu der Vermutung, dass unterschiedliche
Erreger bestimmte Hirnregionen bzw. bestimmte neuronale Zdlpopulationen bevorzugen wirden
(, Target-Theorie*, BRUCE et a. 1989). Tatsdchlich wurden in unterschiedlichen Zelltypen auch
verschiedene Glykosylierungsformen von PrP® nachgewiesen (BERINGUE et al. 2003). Da es sich bei
Zdllinien aber in der Regel um klonale Monokulturen handelt, ist es sehr wahrscheinlich, dass ein
Grofiteil der resistenten Zellinien nicht dem mit dem Erreger kompatiblen, favoriserten Zelltyp
entspricht. Die Tatsache, dass in TSE-empféanglichen Kulturen immer nur ein bestimmter Anteil der
Zélen infiziert wird, bei Wildtyplinien etwa 1 % der Kultur (RACE 1991), bei selektierten oder
transgenen Zellen bestenfalls 30 % der Kultur (BOSQUE u. PRUSINER 2000, NISHIDA et a. 2000),
spricht auBerdem dafir, dass zelluldre Kofaktoren bel der Infektion von Zellen eine wesentliche Rolle
spielen, aber nicht notwendigerweise in allen Zeltypen und allen Zellklonen gleichermal3en vorhanden
sein mussen (ABID u. SOTO 2006). Die ungleiche Verteilung solcher Faktoren kdnnte prinzipiell
auch fur die Entwicklung von Sublinien mit unterschiedlicher Erregerempféanglichkeit (RUBENSTEIN
et al. 1992, BIRKETT et d. 2001) verantwortlich sein.
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Obwohl Scrapie und BSE die nattirlichen Wirte von Schaf, Ziege und Rind darstellen, stehen bisher
ausschliefdlich TSE-infizierte Zellinien zur Verfligung, die auf dem zelluléren Hintergrund von Maus,
Hamster, Ratte und Kaninchen basieren. Die erfolgreiche Infektion von Rov-Zellen, eine
Kaninchennierenepithel zélllinie, die ovines Prionprotein Gberexprimiert (VILETTE et a. 2001), hat
gezeigt, dass die Replikation von PrP* aus Feldisolaten in Zellkulturen prinzipiell méglich ist.
Allerdings konnte bis heute keine nicht-transgene Zelllinie mit einem ovinen Scrapie-Feldisolat
infiziert werden. Weiterhin ist der Erreger von BSE zwar in vivo auf zahlreiche Spezies Ubertragbar,
eine mit BSE-infizierte Zelllinie existiert jedoch noch richt. Eine Identifikation von Zelllinien aus
Schaf oder Rind, die fur Scrapie- oder BSE-Feldisolate empféanglich sind und ihre Etablierung als
stabil infizierte Kultur, kénnte zur Klarung des Infektionsmechanismus und damit wesentlich zu einem
besseren Verstandnis der molekularen und zelluléren Vorgange der TSE-Infektion bel Wiederkduern
beitragen. Darliber hinaus wirden Moglichkeiten eréffnet, schneller und effektiver nach essentiellen

Faktoren und potentiellen Therapeutika zu suchen, als das mit den bisherigen Zelllinien moglich ist.
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31TIERE

Zur Verifikation von in den Zellen vorhandener Infektiositét im Mausmodell wurden jeweils sechs
Tiere von den drei folgenden Maudlinien verwendet:

. TgbovXV (transgene, bovines PrP® exprimierende Maudinie) BUSCHMANN et &. 2000

. Tgshpl X (transgene, ovines PrP® exprimierende Maudinie) ~ KUPFER et a. 2007

. C57BL/6 (Wildtyp-PrP® exprimierende Maudinie) Charles River Laboratories, Sulzfeld
Die drei Maudinien werden am Friedrich-Loeffler-Institut in der Tierzucht gehalten.

32MATERIAL

3.2.1 Zdllinien
Diein dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in den nachfolgenden Tabellen 3.1 bis 3.5 aufgefuhrt.

3.1.1.1 Zdllinienausder Zelbank des Friedrich-Loeffler-Instituts

Alle in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Zelllinien wurden aus der Zelbank (ZB) des Friedrich-Loeffler-
Ingtitutes (FLI) bezogen. In der Zellbank werden die einzelnen Linien unter einer spezifischen
Nummer (ZB-Nr.) und ihrem Liniennamen geflrt. Fir die vorliegende Studie wurden die bovinen und

ovinen Linien durchgehend nummeriert (z. B. Bov1: bovine Linie 89 KM-R2, fetales Milzgewebe).

Tab. 3.1 Zdllinien ausder Zdlbank des Friedrich-L oeffler-1nstituts

ZB-Nr. [ Name Spezies Alter Organ Umsetzrate | Medium
89 Bovl/KM -R2 Rind fetal Milz 1:2 21
93 Bov2/KZ-R Rind fetal Zunge 1:2 21
9 Bov3/KNN-R Rind fetal Nebenniere 1:2 21
98 Bov4d/KMU-R Rind neonatal Muskel 1:2 21
154 Bov5/PES Rind unbekannt unbekannt 1:2 5
239 Bov6/KHY Rind neonatal Hypophyse 1:2 21
244 Bov7/KOP-R Rind neonatal Oesopharynx 1:2 21
84 Bov8/MDBK Rind adult Niere, BVDV + 1:6 5
261 Bov9/MDBK Rind adult Niere 1:6 5
456 Bov10/GGE-R Rind embryonal Gehirn 1:2 5
458 Bov11l/GRE-R Rind embryonal Gehirn 1:2 21
970 Bov12/FKD-R1 Rind fetal Darm 1:2 28
972 Bov13/FP-R Rind fetal Pansen 1:2 28
979 Bov14/FRD-R Rind fetal Darm 1:2 28
11 Shpl/PT Schaf unbekannt Niere 1:6 5
17 Shp2/PO Schaf adult Niere 1:6 5
39 Shp3/SFN-R Schaf neonatal Niere 1:2 21
42 Shp4/SFH-R Schaf neonatal Hoden 1:2 21
43 Shp5SFT-R Schaf neonatal Thymus 1:3 21
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ZB-Nr. |Name Spezies Alter Organ Umsetzrate | Medium
150 Shp6/SPLW -R | Schaf Lamm Plexus chorioideus 1:6 5
151 Shp7/SLU-L Schaf adult L ungentumor 1:6 5
157 Shp8/OFC Schaf fetal Kornea 1:2 28
174 Shp9/SE-R Schaf embryonal | Vollembryo 1:2 21
201 Shpl0/ESP Schaf embryonal | Plexus chorioideus 1:2 21
213 Shp11/SCP Schaf embryonal Plexus chorioideus 1:2 21
279 Shpl12/SP-R Schaf adult Plexus chorioideus 1:2 5
120 ZLU-R Ziege Fetal Lunge 1:2 5
130 ZLI-R Ziege fetal Lippe 1:2 21
242 ENG-R Nerz embryo Gehirn 1:2 21
252 KG-R Katze neonatal Gehirn 1:2 21
378 WSG-R Wildschwein fetal Vollgehirn 1:4 5
266 CBS Hausschwein fetal Cerebellum 1:4 5
565 SGW-R Hausschwein Absatzferkel | Stammhirn 1:4 5
766 DWM-R Damwild embryona Magen 1:2 28
822 REH-R Reh fetal Hoden 1:2 28
821 REN-R Reh feta Niere 1:2 28
824 RPSR Reh fetal Pansenschleimhaut 1:2 28
197 HEK293 Mensch embryonal Niere 1:4 19
221 Oligo Mensch embryonal | Oligodendroglia 1:4 5
439 K562 Mensch unbekannt Leukemiezellen 1:4 28
675 U373 Mensch adult Astrozytom 1:2 5
14 L929 Maus (Klon 929) adult Bindegewebe 1:6 5
132 N2a Maus adult Neuroblastom 1:31:10 |5
229 N2a Maus adult Neuroblastom 1:3 5
864  |m%° Maus (PrP”°) neonatal Gehirn 1:21:10 [19
900 MG bov Maus (“°PrPbovine) |embryonal | Gehirn 1:3 28
969 MGov-R Maus (“°PrPovine) | embryonal | Gehirn 1:4 23a
969 MGov-R Maus (Y°PrPoving) | embryonal | Gehirn 1:3 28
134 CHO-K1 Hamster adult Ovar 1:6 28
109 RK13 Kaninchen adult Epithelzellen 1:4 21
750 RLI-R Kaninchen adult Leber, immortalisiert |1:6 5
795 JKM Kaninchen jung Milz 1:2 28
830 T34 Kaninchen adult Milz 1:2 5
901 KMK-R Kaninchen adult Knochenmark 1:2 5

3.2.1.2 Transgene Zdllinienauf dem zelluléren Hintergrund von Hpl3-4-Zellen
Durch Dr. M. Geil3en standen fur diese Arbeit transgene Zédllinien zur Verfigung (s. Tab. 3.2), die das
Prion-Protein verschiedener Spezies auf dem zelluléren Hintergrund muriner PrP-defizienter Hpl3-4-
Zdlen (KUWAHARA et d. 1999) Uberexprimierten.

Tab. 3.2 Transgene Zdllinien auf dem zellularen Hintergrund von Hpl3-4-Zellen

Hpl3-4+ PrP® | Spezies Alter Gewebe Umsetzrate | zur Verfiigung gestellt von:
Hpl3-4Mu Maus (Y°PrPmurin) | unbekannt | Hippokampus| 1 : 10

Hpl3-4Mink |Maus (*°PrPmink) |unbekannt | Hippokampus| 1 : 10 Alle Hpl3-4+PrP°-Zellen
Hpl3-4Can  |Maus (*°PrPcanin) | unbekannt | Hippokampus| 1 : 10 wurden durch M. GeiRen (FLI,
Hpl3-4Shp Maus (Y°PrPovin) | unbekannt | Hippokampus| 1 : 10 Riems) zur Verfiigung gestellt.
Hpl3-4Mushp | Maus (*°PrPmushp) | unbekannt | Hippokampus| 1 : 10
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3.2.1.3Kontrollzelllinien
Als Kontrollzelllinen wurden TSE-infizierte (s. Tab. 3.3), TSE-empféangliche (s. Tab.3.4) und TSE-
resistente (s. Tab. 3.5) Zelllinien verwendet.

Tab. 3.3TSE-infizierte Kontrollzelllinien

T SE-infiziert | Spezies| I nfektion|Umsetzrate | Medium| zur Verfilgung gestellt von:

ScNoa Maus |RML 1:2 30 S. Priola (Rocky Mountain Laboratories, M ontana)

SMBRC040 |Maus |RML 1:2 199 TSE Resource Centre, Compton Newbury

Tab. 3.4 TSE-empfangliche Kontrollzelllinien

T SE-infizierbar | Spezies Umsetzrate| M edium | zur Verfligung gestellt von:
N,a Gilch Maus 1:10 30 S. Gilch/H. Schétzl (TUM, Minchen)
N,a PK1PCK | Maus 1:10 30 P. KI6hn/J. Collinge (Institute of Neurology, L ondon)
N,a 132 Maus 1:3 5 R. Riebe (FLI, Riems)
N,a 229 Maus 1:3 5 R. Riebe (FLI, Riems)
Maus . . .
Hpl3-4 Maus (O’OPerurin) 1:10 9 M. Geil3en (FLI, Riems)
Rov-Zellen* Kanlnc_hen 1:4 22+ Dox | D. Vilette/H. Laude (INRA, Jouy en Josas)
(PrPovin)

Tab. 3.5 TSE-resistente Kontrollzdlllinien

T SE-resistent| Spezies Umsetzratel Medium| zur Verfligung gestellt von:
N2a R33 PCK | Maus 1:10 30 P. Kl6hn/J. Collinge (Institute of Neurology, L ondon)
MO/0 864 Maus (PrP”) 1:10 5 A. Buschmann (FLI, Riems)
Hpl3-4 Maus (PrP”°) 1:10 9 . Vorberg/H. Schétzl (TMU, Miinchen)
Kaninchen .
Rov-Zellen* 1:4 22-D D.Vilette/H. L INRA
ov-Zellen (PrPovin) 0X ilettef aude ( , Jouy en Josas)

* Die transgene Rov-Zélllinie basiert auf dem zelluléren Hintergrund der Kaninchennierenepithel zell-
linie RK13. Die Expression ovinen Prion-Proteins wird durch ein , Tet-on“-System gesteuert, das heil3t
durch die Zugabe von Doxycyklin (Dox) zum Nahrmedium der Zelleninduziert.

3.2.2 Gehirnmaterial

Die Herstellung der fur die Inokulation bestimmten Homogenate erfolgte aus Gehirnen von an TSE
erkrankten Tieren oder von Tieren, die durch immunhistochemische oder immunbiochemische PrP™-
Nachweisverfahren TSE-positiv getestet worden waren, darlber hinaus aus PrP™-negativen
Kontrolltieren.

3.2.2.1 M auspassagierte Scrapie-Stamme

. Der mausadaptierte Scrapie-Stamm 127S (VILETTE et a. 2001) wurde in Tg338-Mausen vermehrt
und freundlicherweise von H. Laude (INRA, Indtitut Nationa de la Recherche Agronomique, Jouy
en Josas) fur die Inokulationsstudien zur Verfligung gestellt.

- Der mausadaptierte Scrapie-Stamm 22F wurde in Tg20-Mausen vermehrt, nachdem diese zuvor
durch SMBJ[22F]-Z€len (Scrapie Mouse Brain, SMB) infiziert worden waren. Die infizierten Zellen
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waren urspriinglich vom TSE Resource Centre am Institute for Anima Health (Compton, Newbury)
erworben und in der Zellkultur des INNT/FLI as permanent TSE-infizierte Zelllinie weitergezogen
worden.

. Der mausadaptierte Scrapie-Stamm 221 (C398 USA) wurde in C57BL/10-Mausen vermehrt und
freundlicherweise von |. Vorberg und H. Schétzl (TUM, Technische Universitdt Minchen) fur die
Inokulationsstudien zur Verfigung gestellt.

- Der mausadaptierte Scrapie-Stamm ME7 (DICKINSON u. MEIKLE 1969) wurde urspriinglich von
M.E. Bruce (ngtitute for Anima Hedlth, Edinburgh) zur Verfigung gestellt und am FLI in
C57BL/6-Mé&usen vermehrt.

. Der mausadaptierte Scrapie-Stamm RML (CHANDLER 1961) wurde urspringlich von
C. Weissmann (The Scripps Research Institute, Florida) zur Verfiigung gestellt und am FLI in CD1-
Mausen vermehrt.

3.2.2.2 Schaf-Scrapie-lsolate

Bel den ovinen Scrapie-Inokulaten handelte es sich um Hirnmaterial von Schafen, die im Rahmen der
Verdachtsfalldiagnostik (FLI, Referenzlabor fur BSE und Scrapie) oder als Kohortentier aus einem
Scrapie-Ausbruch in der Immunhistochemie (IHC) TSE-positiv befundet worden waren. Alle bis auf
zwel der verwendeten Isolate waren der klassischen Scrapie zuzuordnen, unterschieden sich aber
hinsichtlich ihres Genotyps und/oder Ausbruchs. Bel den zwel atypischen Scrapie-1solaten handelte es
sich um Vertreter des Stammes Nor98. Tabelle 3.6 fuhrt die verwendeten Scrapie-Isolate im Detail
auf.

Tab. 3.6 Scrapie-Fedisolate aus dem Schaf

| solat PrP-Genotyp Ausbruch Scrapie-Typ

S66/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S71/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S73/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S74/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S75/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S76/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S77/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S91/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S92/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S93/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S94/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S95/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S96/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
$101/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
$102/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S107/04 ARQ/ARQ Stendal klassische Scrapie
S120/04 ARQ/ARQ Frankfurt/O. klassische Scrapie
S126/04 ARQ/ARQ Frankfurt/O. klassische Scrapie
S1/06 ARQ/ARQ Niedersachsen klassische Scrapie
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|solat Pr P-Genotyp Ausbruch Scrapie-Typ

S90/04 AHQ/ARQ Stendal klassische Scrapie

S100/04 AHQ/ARQ Stendal klassische Scrapie

S13/04 VRQ/ARH Oldenburg klassische Scrapie

S6/06 ARQ/VRQ Thiringen klassische Scrapie

S12/04 ARQ/VRQ Niedersachsen klassische Scrapie

S52/04 ARQ/VRQ Erfurt klassische Scrapie

S27/05 ARR/AHQ Brandenburg atypische Scrapie A1 V(Nor98)
S16/06 ARR/ARR Thiringen atypische Scrapie A1V(Nor98)

3.2.2.3 Ziegen-Scrapie-1 solate

Fur die Inokulation der caprinen Zdllinien wurde Hirnmaterial aus der Medulla einer am FLI (vormals
BFAV, Tubingen) experimentell mit Schaf-Scrapie infizierten Ziege (Tier Nr. 362) verwendet. Fir
deren Inokulation war Gehirngewebe des Schafbockes ,Hessen I' verwendet worden. ,,Hessen I
gehorte zu einer Schafherde aus Hessen, in der im Jahr 1991 Scrapie festgestellt wurde. Das Tier stand
seit diesem Ausbruch in der BFAV zur Beobachtung ein und erkrankte im Jahr 1993 ebenfalls an
Scrapie.

3.2.2.4 BSE-Isolate vom Rind

Fur die Inokulation mit bovinem BSE-Material wurde Gehirngewebe von drel BSE-positiven Rindern
vermischt. Dabei handelte es sich um gesund geschlachtete Tiere (R13/04 eingesandt vom Landesamt
fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit Oberschleiffheim, R14/04 eingesandt vom
Tiergesundheitsdienst Bonn ®wie R18/04 eingesandt vom Staatlichen V eterindruntersuchungsamt
Detmold), die im Rahmen der Verdachtsfaldiagnostik in der Immunhistochemie (IHC) positiv
befundet worden waren. Alle drei Isolate wurden der klassischen Form der BSE zugeordnet.

3.2.25Mauspassagierte BSE-Isolate

Das freundlicherweise von D. Mathews (VLA, Veterinary Laboratories Agencies, Weybridge) zur
Verfigung gestellte, bovine BSE-1solat BSE-UK-A-26 wurde sowohl in TgbovXV-Méusen a's auch
in C57BL/6-Mausen vermehrt und fir die Inokulation von MGhov-Zellen genutzt.

3.2.2.6 TSE-negative Kontrollgewebe

Als Negativkontrollmaterial wurde Hirngewebe von nicht infizierten Tieren verwandt.

. Das Hirngewebe vom Rind entstammte einem gesund geschlachteten Tier, dasdem INNT/FLI vom
Landesveterindr- und  Lebensmitteluntersuchungsamt ~ Mecklenburg ~ Vorpommern — as
Negativkontrollmaterial zur Verfligung gestellt worden war.

. Das ovine Hirngewebe entstammte einem im Ingtitut fir Tierzucht und Haustiergenetik der Justus-
Liebig-Universitdt Gief3en gezogenen und spéter vom FLI erworbenen Tier.

- Das murine Kontrollgewebe wurde dem Gehirn einer, der Kleintierzucht des Friedrich-Loeffler-
Institutes entstammenden, Tg20-Maus enthommen.
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3.2.3Bakterien

E.coli XL;-Blue Stratagene, Heidelberg
3.2.4 Plasmide
pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe

3.2.5 Plasmidkonstrukte

Fir die Transfektion von RK13-Zellen (s. Kap. 4.3.1) standen durch Dr. M. Geif3en (FLI-INNT,
Riems) vier Plasmidkonstrukte zur Verfiigung. Diese enthielten die kodierende Sequenz fir das Prion-
Protein von Nerz, Hund, Schaf bzw. ener Maus/Schaf-Chimére PrPMushp: chiméres murines PrP
mit ovinen Anteilen zwischen Positionen 94 und 188 der murinen Sequenz) und waren in den
pcDNA3.1/Zeocin™-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert worden.

3.2.6 Nukleinsauren und Oligonuklectide

Fur die Herstellung des chiméren PrP°-Mubo-Konstruktes (PrPMubo: chiméres murines PrP mit
bovinen Anteilen zwischen Positionen 94 und 188 der murinen Sequenz) wurde durch L. Kupfer (FLI-
INNT, Riems) genomische DNA zur Verfigung gestellt, die aus der Schwanzspitze einer Tgmubo
XI1I1-Maus (BUSCHMANN 1998) gewonnen worden war.

Nukl eos dtriphosphate
dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Oligonuklectide:

BamHI/Maus Zelle

5-CGG GAT CCA CAA TGG CGA ACCTTG GC-3
Maus + Xhol

5-CCC TCG AGG GAA GGC CTC CC3

3.2.7 Enzyme

Alsever's Trypsin-Versen (ATV)
Deoxyribonuclease | (DNAsel)
N-Glycosidase F

Proteinase K (PK)

Ribonuclease A (RNAse)

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
Tag-DNA -Polymerase
T4-DNA-Ligase
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Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Zdlbank/ FLI, Riems
Roche, Mannhem

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Roche, Mannhem
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Restrikionsendonukleasen:
BamH|

Xhol

EcoRl

3.2.8 Elektrophor esemar ker
DNA-Léngenstandard 100 bp
BenchMark™ Prestained Protein Ladder

3.2.9 Antibiotika

NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 3.7 gibt eine Ubersicht tber in der Zell- oder Bakterienkultur verwendeten Antibiotika und

deren jeweilige Arbeitskonzentration.

Tab. 3.7 Antibiotika

Antibiotika | Stamml&sung Eingesetzte Konzentratlon_ In der Herkunft
Zéellkultur Bakterienkultur

Ampicillin 100 mg/ml 1 pl/mi 1 l/ml Sigma-Aldrich, Steinheim
Doxycyclin 5 mg/ml o2u/m | e Sigma-Aldrich, Steinheim
Geneticin 50 mg/ml 20u/ml | e Invitrogen, Karlsruhe
Kanamycin 50 mg/ml Y e Sigma-Aldrich, Steinheim
Penicillin 126 mg/ml 1y/m ] e Sigma-Aldrich, Steinheim
Streptomycin | 250 mg/ml o5u/m | e Sigma-Aldrich, Steinheim
Tetrazyklin 125mg/ml | -----ee- 0,06 pl/ml Sigma-Aldrich, Steinheim
Zeocin 100 mg/ml 10 pl/ml bzw. 3 pl/ml | 1 pl/ml Invitrogen, Karlsruhe

3.2.10 Antikorper, Antiseren und Konjugate

Die in den Tabdlen 3.8, 3.9 und 3.10 aufgeflihrten Antikérper wurden in den angegebenen

Verdinnungen in, fur die jeweiligen Detektionsassays erforderlichen, Inkubationspuffern angesetzt.

- Western-Blot (WB) und Dot-Blot (DB):
- ,Zel-ELISA“:

5 %ige (w/v) Magermilch (Magermilchpulver in PBST)

5 %ige (w/v) Magermilch (Magermilchpulver in TNT)

Tab. 3.8 Mono- und polyklonale Antikor per gegen das Prion-Protein

. Eingesetzte Konzentration im
Name AK* |Epitop** WBgund DB |.Zell-ELISA" Herkunft***
ICSM18 |mAK |143-153 huPrP |1 : 10000 1:5000 D-Gen, London
6H4 mA K |144-152 huPrP |1 : 10000 1:5000 Prionics AG, Schlieren
3F4-Berlin [mAK [109-112 1:3000 1:1000 M. Beekes, RK1, Berlin (HybU)
L42 mAK [145-163 ovPrP |1:100 1:50 M.H. Groschup, FLI, Riems (HybU)
P4 mAK [89-104 ovPrP |1 : 1000 1:100 M.H. Groschup, FLI, Riems (HybU)
SAF84 mA K | 160-170 1:1000 @ |---—---—--- J. Grassi, CEA, Gif-sur-Y vette Cedex
Ral0 pAK [107-122 ovPrP (1 : 3000 1:1000 Groschup, FLI, Riems (Kaninchenserum)

* mAK/pAK: monoklonaer/polyklonaler Antikorper; ** hu/ovPrP. humanes/ovines Prion-Proten;
*** HybU: Hybridoma-Uberstand; RKI: Robert Koch-Institut, CEA: Commissariat & I'Energie
Atomique
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Tab. 3.9 Alkalische Phosphatase gekoppelte K onjugate

. Eingesetzte Konzentration im
Name Epitop WB und DB Zell-EL | SA* Herkunft
Ziege anti-Maus 1gG (GaMAP) H + L-Ketten |1: 3000 1:2000 Dianova, Hamburg
Ziege anti-Kaninchen 1gG (GaRaAP)| H + L-Ketten |1 : 3000 1:2000 Dianova, Hamburg

Tab. 3.10 Peroxidase gekoppelte K onjugate

. Eingesetzte Konzentration im
Name Epitop WBQL]md DB Zell-EL I SA" Herkunft
Ziege anti-Maus 1gG (GaMPO) H+ L-Ketten [1:3000 @ |-------------- Dianova, Hamburg
Ziege anti-Kaninchen IgG (GaRaPO) |H + L-Ketten |1:3000 |--------------- Dianova, Hamburg
Ziege anti-Maus 1gG (GaMHRP) H + L-Ketten [1:10000 |--------------- Promega, Mannheim
Ziege anti-Kaninchen I1gG (GaRaHRP)| H + L-Ketten |1:10000 @ |----------m--m- Promega, Mannheim

3211 Medien

3.2.11.1 Z€dlkultur-Nahrmedien
Bis auf das Medium 199 wurden alle fir die Kultur der Zellen verwendeten Nahrmedien (s. Tab. 3.11)
von der Zellbank des FLI bezogen. In der Zellbank des FLI erfolgt die Herstellung der mit
hauseigenen Nummern betitelten Fertigndhrmedien aus Pulvermedien der Firma Gibco (Karlsruhe).

Tab. 3.11 Zdlkultur-Ndhrmedien

Nr. [Grundmedium Salzbasis Serum Abweichende Inhalte
5 [MEM“H" + MEM"“E" 1: 1/ NEASHanks + Earle | 10 % FKS
9 [DMEM Earle 10 % FKS --
19 [RPMI 1640 e 10 % FKS
21 [MEM“H" + 850 mg/l NaHCO3 Hanks 10 % FKS
22 |MEM“E" Earle 10 % FKS
23a |MEM Glasgow BHK 21 Earle 10 % FKS [2 ml/l essentielle AS/Kaseine/Hefeextrakt
28 [IlscoveDMEM +F121:1 |---—--mmmmmme- 10 % FKS
30c |Opti-MEM
Medium 199 (1x) + Earle + L-Glutamin GIBCO, Karlsruhe

. Zur Verminderung der Kontaminationsgefahr durch Bakterien wurden die Nahrmedien mit

Penicillin und Streptomycin, dazu gegebenenfalls auch Kanamycin oder Ampicillin supplementiert.

- Das N&hrmedium ,,30c* wurde serumfrei geliefert und durch gesondertes FK S (fetales Ka&lberserum;

Invitrogen, Karlsruhe), das zuvor einer Chargentestung hinsichtlich seines Einflusses auf den PrP™-

Gehalt der Zellen unterzogen worden war, erganzt.
. Das Néhrmedium 199 wurde sowohl durch 10 % FKS und as auch durch 5 % NCS (newborn calf
serunt Invitrogen, Karlsruhe) erganzt. Letzteres wurde zuvor ebenfalls einer Chargentestung

hinsichtlich seines Einflusses auf den PrP™-Gehalt der Zellen unterzogen.
- Das Nahrmedium 22 wurde, um das Tet-on-System in den Rov-Zellen (s. Tab. 3.4, 3.5) und damit

ihre PrP°-Expression zu aktivieren, mit Doxycyclin versetzt.
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- Der Zusatz von Geneticin oder Zeocin in die Kulturmedien transfizierter Zellen diente der Selektion
Plasmid exprimierender Zellen. Ab einer Zdlllinien-abhangigen Konzentration sind Antibiotika fur
Zellen toxisch. Plasmide enthaten ein oder mehrere Antibiotika-Resistenzgene, durch deren
Expression die transfizierten Zellen im Gegensatz zu den nicht transfizierten Zellen eine

entsprechende Resistenz erhalten.

3.2.11.2 Zdlkultur-Einfriermedium
10 % (v/iv) DMSO
in entsprechendem Zellkulturmedium

3.2.11.3 Bakterienkultur-Nahrmedien
LB (Lysogeny-Broth) - Medium

1 % (w/v) Bactotrypton

5 % (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) NaCl

autoklavieren (121 °C, 20 min)

LB-Agar
dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 15 g Agar-Agar pro Liter hinzufligen

3.2.12 PrP"® inhibierende Substanzen

Fur die Inhibition von PrP™ und die ,Heilung“ vonTSE-infizierten Zellkulturen wurden die in Tab.
3.12 aufgefiihrten PrP™-Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen verwendet.

Tab. 3.12 PrP® inhibierende Substanzen

Inhibitoren Stammlésung | Einsatz | Endk onzentration Herkunft

Imatinib 10 mM 1ul/ml | 10uM (589,7 ug/L) | Novartis, Basel

Na-Pentosansulfat | 50 mg/0,5 ml 1 ul/ml | 100 mg/L bene Arzneimittel GmbH, Miinchen
Suramin 200 pg/ml 1u/ml | 0,1uM (200 pg/L) Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.2.13 Puffer und L 6sungen

Sowelt nicht anders angegeben, wurden die Puffer und Losungen in aqua dest angesetzt.

Acrylamidgele

Trenngel, 16 %ig (zwel Gele) Sammelgel (zwei Gele)
aqua dest 30ml aqua dest

1,5M TrisHCI (pH 8,8) 3,75 ml 0,5M TrisHCI (pH 6,8)
30 % Bis-Acrylamid 8,0ml 30 % Bis-Acrylamid
10 % SDS 750 pl 10 % SDS

10 % APS 100 pl 10 % APS

TEMED 10 pl TEMED

Alkaline Phosphatase (AP) Conjugate Substrate Kit (Biorad)

(fur eine 96-Loch-Platte/ Ansatz unmittelbar vor Gebrauch):

agua dest 55ml
AP Farbentwicklungspuffer 220 ul
AP Farbreagenz A 55 ul
AP Farbreagenz B 55
APS 10 %

1 g Ammoniumpersulfat
in 10 ml agua dest

Auftragepuffer fir Agarosegele (10x Stop)
0,2M EDTA pH 88

25 % (w/v) Saccharose

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Blottingpuffer fir Western-Blot, pH 8,3
25mM Tris

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

0,2 % (w/v) SDS
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CalMg-Puffer fur kompetente Zellen
75 mM CaCl,

25 mM MgCl,

dteril filtrieren, bei 4°C lagern

CVL-Puffer (10x)

10 % (w/v) SDS

0,25 M Tris

25 % (v/v) R-Mercaptoethanal

15 % (w/v) Saccharose

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

pH 6,8 mit HC| einstellen, bei -20 °C lagern

Denaturierungspuffer fir Deglykosylierung
5 % (w/v) SDS
10 % (w/v) R-Mercaptoethanol

DNAse

100 mg Deoxribonuclease |
5 ml TE-Puffer (pH 8)

5 ml Glycerin (96 %)

Elektrophoresepuffer (10x)
0,25M Tris

1,92 M Glycin

10 % (w/v) SDS

Ethidiumbromidbad
1 ug Ethidiumbromidstammldsung (1 %iQ)

pro 1 ml aqua dest
in dunkler Umgebung lagern

Gleevec® (Imatinib 10 mM)

100 mg Gleevec” (1 Kapsd)
in 59 m DMSO
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Guanidinium-Hydrochlorid

6 M Guanidinium-Hydrochlorid

in 50 mM Tris-HCl (pH 7,4)

Guanidinium-Thiocyanat

3 M Guanidinium-Thiocyanat

in 10 mM TrisHCI (pH 8)

Lysispuffer

50 mM TrisHCI (pH8)
150 mM NaCl

0,5 % Na-deoxycholat
0,5 % Triton X-100

Magermilch
fir Western- und Dot-Blot:

fur ,Zell-ELISA*:

Maus-Lyss-Puffer

50 mM KCl

10 M TrisHCI (pH 9,0)
0,45 % (v/v) NP40
0,45 % (v/v) Tween 20

Natriumhypochlorid (2,4 %iq)

5% (w/v) Magermilchpulver in PBS-Tween
5% (w/v) Magermilchpulver in TNT

1 L Natriumhypochlorid (12 %ig)

4 L agua dest

Na,HPO, Puffer (0,5M; pH 8.9 —9.2)

89 g Na,HPO,
auf 1L aqua dest

NaH,PO, -Puffer (0, 5 M; pH 4,0-4,5)

69 g NaH,PO,
auf 1L aqua dest
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Natriumphosphat-Puffer (0,5 M; pH 7,2)
NaHPO, Puffer (0,5M; pH 8.9 - 9,2)
pH-Wert von 7,2 mit NaH,PO, -Puffer (0,5 M; pH 4,0 - 4,5) einstellen

Natronlauge (2 M)
80 g Natriumhydroxid
in 1L aguadest.

Paraformaldehyd (5 %)
5% (w/v) Paraformal dehyd
1mM MgCl,

in PBS

PBS (10x)

1,4 M NeCl

27 mM KCl

65 MM NaHPO, x 2H,0

15 mM KH,PO,

pH 6,9 Uberprufen; autoklavieren (121 °C, 20 min)

PBS-Tween
1L IxPBS
0,1 % (v/v) Tween 20

PMSF

100 mM PMSF

in 2-Propanol

dunkel bel 4 °C lagern

Powerstrippuffer

0,2 M Glycin

1% (w/v) SDS

pH 2,0 mit konzentrierter Salzsdure einstellen

Proteinase K (10x)
10 mg PK
in 1 ml agua dest
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RNAse

1 mg Ribonuclease A

in 10 ml agua dest

SDS (10 %)
1 g Natriumdodecylsulfat (SDS)

in 10 ml agua dest

Saccharose 5 %

5 g Saccharose
in 100 ml agua dest

Suramin
2 mg Suramin
in 10 ml agua dest

TAE-Puffer (20x)

0,8 M Tris

0,4 M Natriumacetat

40 mM EDTA

pH 8,3 mit Essigsaure einstellen

TE-Puffer (pH 8,0)
10 mM TrisHCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)

TNT
150 mM NaCl

10 mM Tris

0,05 % Tween 20

TrisHCI (1,5 M; pH 8,8)

90,86 g Tris

in 500 ml agua dest

pH 8,8 mit konzentrierter Salzsdure einstellen
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TrisHCI (1 M; pH 7,4)

121 g Tris

in 1L aguadest

pH 7,4 mit konzentrierter Salzsdure einstellen

TrisHCI (0,5 M: pH 6,8)

30,29 g Tris

in 500 ml agua dest

pH 6,8 mit konzentrierter Salzséure einstellen

TritonX-100 (0,4 %)
0,4 % (v/v) TritonX-100
in PBS

Trypanblau 0,4 %

0,4 g Trypanblau
in 100 ml agua dest

3.2.14 Komplettsysteme (Kits)
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

3.2.15 Chemikalien und biologische Produkte
Acrylamid-Stammldsung (30%) mit Bisacrylamid (0,8%)
Agar-Agar

Agarose

Alkaine Phosphatase (AP) Conjugate Substrate Kit
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Bactotrypton (Caseinhydrolysat)
[3-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bromphenolblau Natriumsalz
Caziumchlorid-Dihydrat (CaCl, 2 H,O)
Chloroform

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Dimethyl Sulphoxid (DM SO)
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Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

MP Biomedicals, Eschwege
Invitrogen, Karlsruhe
BioRad, Minchen

Merck, Darmstadt

Oxoid, Basingstoke, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim
NEB, Frankfurt
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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ECL (Enhanced Chemilumineszenz) Detection Reagent
EDTA (Di-Natrium EDTA)

Essigsaure

Ethanol p. a.

Ethanol (technisch)

Ethidiumbromid

Glycerol (Glycerin 96 %)

Glycin

Guanidiumhydrochlorid
Guanidiumthiocyanat

Hefeextrakt

| sopropanol

Kaliumchlorid (KCl,)
Kaiumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumhypochlorid

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nonidet P40 (NP40)

Paraformaldehyd

Phenol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
Polyoxyethylensorbitanmonol aureat (Tween 20)
Saccharose (Succrose)

Salzsdure (HCI)

SuperFect Transfection Reagenz

Tris

TritonX-100

Trypanblau
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Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Humana, Herford

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe
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3.2.16 Verbrauchsmaterialien
Bakterienkulturschalen
Blotmembranen (Immobilon-P Transfer Membran)
Einfrierplatten (96-Well Deegp Well Plates)
Einfrierréhrchen fir Zellen (Kryo-Rohrchen 1,5ml)
Filtermembraneinsétze (Nunc Tissue Culture Inserts)
Glasbehdlter (Flaschen, Bechergléser, Erlenmeyerkolben)
Kanllen (Einmakantlen, gelb 20 G, 0,9 mm)
Kunststoffklvetten (UV ette®)
Messzylinder
PCR-Probenréhrchen (PCR 8-Strip Tubes)
Photopapier fur Videoprinter (K65HM-ce/ KP65HM-cx)
Rontgen-Entwicklerl6sung (Roentogen liquid)
Rontgenfilm (ECL-Hyperfilm™)
Rontgen-Fixierlosung (Roentogen Superfix)
Schiffchen (Reagenzreservoir fir Mehrkanal pi petten)
V akuumfiltrationssystem (Express'"PLUS, 0,22 pm)
Whatman®Chromatographiepapier
Zelkulturgefélie (Flaschen, Schalen, Platten)
Zentrifugenréhrchen:
Polyallomer Quick Sedls 13 x 51 mm
Polycarbonate Centrifuge Tubes 13 x 51 mm
Rohrchen, konisch 15 ml und 50 ml steril

3.2.17 Geréte

Abzug (Typ 2-450-DAHD)

Bestecke (Klemmen, Pinzetten, Scheren, usw.)
Blotapparatur (Trans-Blotapparatur, Semi-Dry)
Brutschranke:

Bakterienkulturbrutschrank (Incucell)

Zd lkulturbrutschrank (Steri-Cycle Co2 Inkubator)
Dot-Blotter (Hybridisierungstransfergerét)
Einfrierbox (Nalgene™Cryo 1 °C Freezing Container)
Elispotreader (Bioreader® - 4000)
Fuchs-Rosenthal-Z&hlkammer
Gasbrenner:
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Sarstedt, NUmbrecht

Millipore Corp., Bredford, USA
Brand, Wertheim

Greiner, Frickenhausen

Nalge Nunc, New York, USA
ILMABOR, IImenau

Terumo, Leuven, B

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Eppendorf, Hamburg
Mitsubishi Electric, Ratingen
Tetenal AG, Norderstedt
Amersham, Braunschweig
Tetend AG, Norderstedt
Brand, Wertheim

Millipore Corp., Bredford, USA
Whatman, Maistone, UK
Corning, New York, USA

Beckmann Coulter, Stuttgart
Beckmann Coulter, Stuttgart
Sarstedt, NUmbrecht

K 6ttermann, Uetze-Hanigsen
Heiland, Hamburg
BioRad, Minchen

MMM Medcenter, Schwerte
Thermo Forma, Marietta, USA
Roth, Karlsruhe

Nalge Nunc, Ney York, USA
BioSys, Karben

Roth, Karlsruhe
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Bunsenbrenner (Labogaz 206)
Sicherheitsbrenner (gasprofil)

Gefriertruhe (Ultra Low Temperature Freezer MDF792)

Gelel ektrophoreseapparaturen:
Mini-Protean® Il Multi Casting Chamber
ReadySub-Cdl GT Cdls

[nkubationsofen fir Membranen:
Mini-Brutschrank (Thermexact 55)
Universalofen (Typ UNB 200)

Inkubationsschalen fir Membranen

Mikroskope:

Axiovert 25
Axiovert 200 (einschliefdich AxioCam MRc5)
pH-Meter (MP220)

Photodokumentationssystem

Photometer (Biophotometer 8,5 mm)

Rontgenfilmkassette (Gevamatic 24 x 30 cm)

Schwei3gerdt (Cordless Tube Topper)

Spannungsguel le (Power Pac 200 und 300)

Sterilwerkbanke:

Holten Lamin Air Modd 1,2 und 1,8
Kojar Sicherheitswerkbank

Thermocycler (T3 Thermocycler)

Thermomixer (Thermomixer comfort 1,5 ml)

Thermoschittler (Modell 3033)

Ultraschalgerét (Sonoplus 2070 und 2200)

UV-Lichtqudle (UV-Transilluminator)

VersaDoc™ (Mode 5000)

Vortexer (Minishaker MS2)

Waagen:

Navigator
Scaltec

Wasserbéder:

Thermostat mit Badgefal?
Wasserbad (GFL-1003, ca. 14 L)

Wippschittler:

Wippschittler (Ethidiumbromidbad)
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Camping Gaz AG, Givisiez, CH
WLD-TEC, Géttingen
Sanyo Elektric Co., Osaka, J

BioRad, Minchen
BioRad, Minchen

Leo Kiibler GmbH, Karlsruhe
Memmert GmbH, Schwabach
Eigenbau, FLI, Tlbinger/ Riems

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Mettler Toledo, Giefzen
Intas, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Agfa, Kdln

Beckmann Coulter, Krefeld
BioRad, Minchen

Mahl Reinraumtechnik, Kaarst
Kojar, Villppula, FIN
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

GFL, Grof3urgwedel
Banddin, Berlin

AGS, Heidelberg

BioRad, Munchen

IKA Labortechnik, Staufen

Ohaus GmbH, Giel3en

Armin Baack, Schwerin

JulaboU3 Labortechnik, Seelbach
GFL, Grof3burgwedel

Heidol ph, Schwabach
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Wippschiittler KICK 11 (Inkubationsschalen)
Zentrifugen:

Biofuge 13

Galaxy Mini

Khlzentrifuge 5804R

Labofuge 400R

Optima™Max Ultrazentrifuge 130 000 RPM

Tischzentrifuge 5415D

V akuumzentrifuge Concentrator 5301
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Armin Baack, Schwerin

Heraeus, Hanau

Merck, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Beckmann Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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3.3.1 MolekularbiologischeM ethoden — Klonierung von Plasmidkonstr ukten

Zur Klonierung von Plasmidkonstrukten wurde genomische DNA aus Geweben oder Zdllinien
gewonnen (s. Kap. 3.3.1.1.1) und Uber eine PCR-Reaktion amplifiziert (s. Kap. 3.3.1.2). Das PCR-
Produkt wurde anschlief3end aufgereinigt (s. Kap. 3.3.1.1.3) und einem Restriktionsverdau unterzogen
(s. Kap. 3.3.1.3.1). Pardld dazu wurde gegebenenfalls auch der Vektor (pcDNA3) mit Hilfe von
Restriktionsenzymen verdaut (s. Kap. 3.3.1.3.1) und zur Entfernung randsténdiger Phosphatgruppen
mit Shrimp Alkaline Phosphatase behandelt (s. Kap. 3.3.1.3.2). Konstrukt und Vektor wurden tber ein
Agarosegel  aufgereinigt (s. Kap. 3314, 33114 und nach ene photometrischen
Konzentrationsbestimmung (s. Kap. 3.3.1.5) miteinander ligiert (s. Kap. 3.3.1.6.1). Zur Vermehrung
der Plasmidkonstrukte wurden kompetente Bakterien (s. Kap. 3.3.1.9) mit der Plasmid-DNA
transformiert und auf Selektionsplatten angezogen (s. Kap. 3.3.1.7). Nach Anzucht von
Flussigkulturen (s. Kap. 3.3.1.8) wurde die Plasmid-DNA prépariert (s. Kap. 3.3.1.1.2) und verifiziert
(s Kap. 33131, 3314, 331.10).

3.3.1.1 Praparation von DNA

3.3.1.1.1 Préparation genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen und Geweben

Zur Préparation genomischer DNA wurden die Gewebeproben bzw. Zdlpellets zunéchst in 500 pl
Maus-Lysispuffer lysiert und nach Zugabe von 10x Proteinase K (10 mg/ml) Uber Nacht im
Thermomixer bei 56 °C verdaut. Zur weiteren Aufreinigung wurden die Proben anschlief3end einer
Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen. Dazu wurde das Lysat mit einem Volumen Phenol
versetzt, gemischt und finf Minuten bei 11.400 g zentrifugiert. Aufgrund ihrer hydrophilen Gruppen
blieben die Nukleinsduren in der oberen wassrigen Phase gel6st, wéhrend sich Proteine bzw. Fette in
der Interphase bzw. der phenolischen Phase anordneten. Die obere wéssrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen und in en neues Probenréhrchen Uberfuhrt. Dieser Extraktionsschritt wurde dreimal
wiederholt. Anschlief3end wurden Phenolreste aus der wassrigen Phase durch die Zugabe eines
Volumens Chloroform extrahiert. Dazu wurde die Probe wiederum grindlich gemischt, finf Minuten
bel 11.400 g zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues Probenréhrchen Uberfuhrt. Dieser

Prozess wurde dreimal wiederholt.

3.3.1.1.2 Préaparation von Plasmid-DNA aus FlUssigkulturen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien einer Flissigkultur erfolgte mit dem ,,QlAprep Spin
Miniprep Kit* (Qiagen) gemald den Angaben des Herstellers. Zunéchst wurde die Plasmid-DNA durch
alkalische Lyse aus den Bakterien freigesetzt, anschlief?end durch Zentrifugation (Mikrozentrifuge)
von grof3eren bakteriellen Zellbestandteilen befreit, Gber 1onenaustauschchromatographie aufgereinigt
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und in 50 pl Elutionspuffer aufgenommen.

3.3.1.1.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach enzymatischen Reaktionen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten (nach PCR-Amplifikation oder enzymatischer Spaltung)
erfolgte unter Verwendung des ,, QIAquick PCR Purification Kits* (Qiagen) Uber das Prinzip der
lonenaustauschchromatographie den Angaben des Herstellers entsprechend. Die gereinigten DNA-
Fragmente wurden in 50 pl Elutionspuffer aufgenommen.

3.3.1.1.4 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Nach Agarosegelelektrophorese und Inkubation in wassriger Ethidiumbromidliésung (s. Kap. 3.3.1.4)
wurde das gewlinschte DNA-Fragment unter UV-Lichtkontrolle mit einer Skalpellklinge aus dem Gel
herausgeschnitten und in ein Probenréhrchen Uberfihrt. Die weitere Aufreinigung erfolgte unter
Verwendung des ,,QIAquick Gel Extraction Kits* (Qiagen) gemald den Angaben des Herstellers.

3.3.1.2 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Durch die ,Polymerase Chain Reaction” (PCR, SAIKI et al. 1985) war es moglich, selbst kleinste

Mengen von DNA sdektiv zu vervidfdtigen. Zur Durchfihrung der Reaktion wurden folgende

K omponenten benétigt:

. die DNA dsMatrize

. ein gegenlaufiges Paar Oligonukleotide (sensePrimer und antisensePrimer), die den zu
amplifizierenden DNA-Bereich flankieren

. en Gemisch von Desoxy-Nukleosidtriphosphaten (dNTPs. dATP, dGTP, dCTP, dTTP) als
Bausteine der neusynthetisierten DNA-Strange

- eine fUr die Reaktion geeignete Pufferldsung (10x Tag-Puffer)

. eine DNA-Polymerase (Tag-DNA -Polymerase aus ,, Thermus aguaticus‘) zur Katalyse der DNA-
Synthesereaktion

Fur einen Standard-PCR-Ansatz wurden 1 pul DNA (10 - 100 ng), 1 pl sensePrimer (100 pM), 1 ul

antisensePrimer (100 uM), 1 pl dNTPs (je 20 mM) und 5 pl 10x PCR-Puffer auf Eis gemischt und mit

dH,0O auf ein Gesamtvolumen von 49 pl aufgefillt. Die Amplifikationsreaktion erfolgte in einem T3

Thermocycler (Biometra). Ein initialer Denaturierungschritt von funf Minuten bei % °C diente der

Verringerung unspezifischer Produkte. Nach Zugabe eines Mikroliters Tag-DNA -Polymerase (5 U/ul)

wurden 35 Zyklen aufeinander folgender Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Elongationsintervalle

nach folgendem Programm durchgefUhrt:

Hybridisierung: 58°C 45 ek
Elongation: 72°C 1min
Kahlung: 4°C 8

Denaturierung: 95°C 1min
35 Zyklen
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3.3.1.3 Enzymatische Behandlung von Nukleinsduren

3.3.1.3.1 Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Die enzymatische Spaltung von Nukleinsduren erfolgte den Angaben des Herstellers folgend unter
geeigneten Pufferbedingungen je nach Enzym mit 25 U Restriktionsenzym pro 1 pug DNA. Die
Inkubation verlief bei 37 °C Uber 2-3 Stunden (optiona Uber Nacht).

3.3.1.3.2 Entfernung randsténdiger Phosphatgruppen

Um eine Rezirkularisation eines linearisierten Vektors zu verhindern, wurden die randsténdigen

5 -Phosphatgruppen durch die Behandlung mit alkalischer Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase,
SAP) entfernt. Dazu wurde der in Elutionspuffer geldste Vektor (s. Kap. 3.3.1.1.3) nach Zugabe von
10x Dephosphorylierungspuffer und 2 pl (1 U/ul) SAP fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe
von 3 ul NaAcetat (pH 5,2) wurde der basische pH der SAP gepuffert und im Anschluss die DNA wie
unter Kapitel 3.3.1.1.3 beschrieben aufgereinigt.

3.3.1.4 Agarosegelelektrophorese

Zur GroRenbestimmung unbekannter DNA-Molekile, zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten oder
zur Uberpriifung von Restriktionsverdaus wurden Nukleinsiuren unter dem Einfluss eines elektrischen
Feldes (10-20 Volt/cm) in Agarosegelen (nach MEYERS et al. 1976) aufgetrennt. Dabel wanderten
die negativ geladenen Molekile ihrer Grofde entsprechend unterschiedlich schnell durch das als
Molekularsieb fungierende Agarosenetz. In Abhangigkeit zur Grofie der zu analysierenden Fragmente
wurde eine Agarosekonzentration von 0,7 bis 1,2 % gewahlt. Die entsprechende Menge Agarose
wurde durch Aufkochen in 1x TAE-Puffer gelést. Die Proben wurden in einen farbmarkerhatigen
Probenpuffer aufgenommen. Anhand der Farbfront war der Fortschritt der Probenauftrennung
ablesbar. Zur Ermittlung der Molekilgrolie wurde ein 100 bp-Marker mitgefuhrt. Nach Abschluss der
Elektrophorese wurde das Gel in einer wassrigen Ethidiumbromididsung (1 pg/ml) fur 10-30 min
inkubiert. Anschliefend wurden die zwischen den Basen der Nukleinsduren interkalierten
Ethidiumbromid-Molekile durch ultraviolettes Licht (254 nm) angeregt. Die daraus resultierende
Fluoreszenz wurde mittels Sofortbildkamera und Polaroidfilm dokumentiert.

3.3.1.5 Photometrische K onzentr ationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren erfolgte Gber photometrische Absorptionsmessung
(Biophotometer, Eppendorf). Grundlage dieses Verfahrens war das , Lambert-Beersche-Gesetz*. Die
Absorption der verdiinnten Nukleinsiurelsung wurde in einer Kunstoffkivette (UVetteO, Eppendorf)
bei einer Wellenlange von 260 und 280 nm gegen das L ésungsmittel gemessen. Uber den gemessenen
0OD260 nm-Wert erfolgte dann die Bestimmung der dsDNA-Konzentration nach folgender Formel:
0OD260 nm x Verdunnung der DNA-LGsung x 50 = pg DNA/m.
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Der Reinheitsgrad der Nukleinsdurel 6sung wurde durch den Quotienten der Extinktionsmesswerte bei
260 nm/280 nm bestimmt. Der Quotient sollte fir DNA-L&sungen im Toleranzbereich von 1,5 bis 2

liegen.

3.3.16 Ligation in Plasmid-Vektoren

Das zu klonierende geschnittene DNA-Fragment (Insert) und der linearisierte dephosphorylierte
Vektor wurden in einem molaren Verhdtnis von 3 : 1 eingesetzt. Die Ligationsregktion erfolgte in
einem 10 ul Ansatz Uber Nacht bei 4 °C durch die katalysierende Wirkung der T4-DNA-Ligase
(2 U/ul) unter den vom Hersteller (Roche) empfohlenen Pufferbedingungen.

3.3.1.7 Transformation und Selektion von Bakterien

Die Vermehrung des ligierten Insert-Plasmid-Konstruktes (Plasmid-DNA) erfolgte durch die
Transformation des E.coli-Stammes XL ;-Blue. Ein bel -70 °C gelagertes Aliquot der Bakterien wurde
auf Eis aufgetaut und mit dem Ligationsansatz vermischt. Nach einer 30-minttigen Inkubation auf Eis,
wurde die DNA-Aufnahme durch eine Hitzeschockbehandlung von 40 Sekunden bei 42 °C initiiert.
Die Bakterien wurden fur zwei Minuten auf Eis abgekihlt und in 1 ml LB-Medium aufgenommen.
Nach einer einsttindigen Inkubation bei 37 °C wurde der Transformationsansatz in unterschiedlichen
Konzentrationen (z. B. 100 pl, 200 pl) auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert und Gber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.3.1.8 Anzucht von Flissigkulturen und Lagerung

Zur Anzucht von Flssigkulturen wurde eine vereinzelte Bakterienkolonie unter sterilen Bedingungen
inen geeignetes Volumen (,Mini-Prep”: 5 ml; s. Kap. 3.3.1.1.2) Selektionsmedium dberimpft und
Uber Nacht im Schiittelinkubator bei 37 °C kultiviert.

FUr einen begrenzten Zeitraum von 12 Wochen war eine Aufbewahrung der Bakterienkulturen bei
4 °C moglich. Zur Langzeitlagerung wurden 800 pl der Flissigkultur mit 200 pl 60 %-igen sterilen
Glycerins gemischt und bei -70 °C eingefroren.

3.3.19 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter E.coli-Bakterien wurde zuniachst eine Ubernachtkultur des gew(inschten
Bakterienstammes (XL1-blue) in 10 ml LB-Medium + 0,625 pl Tetrazyklin (12,5 mg/ml) angelegt.
Davon wurden am folgenden Tag 1 mlin 30 ml frisches LB-Medium + 0,625 pl Tetrazyklin (12,5
mg/ml) Uberimpft und dieser Ansatz bei 37 °C bis zu einer OD600 von 04 bis 0,5 im
Schittelinkubator inkubiert. Anschliel3end wurde die Suspension auf Eis abgekihlt und fur 10
Minutenbei 2.123 g und 4 °C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15 ml eiskaltem CalMg-
Puffer resuspendiert, 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann erneut zentrifugiert. Diesmal erfolgte die
Resuspension des entstandenen Pellets in 1,5 ml CalMg-Puffer. Nach Zugabe von 225 |l sterilem,
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96 %igem Glycerin (in H,O) wurde der Ansatz zu je 120 pl aiquotiert in flissigem Stickstoff
eingefroren undbei -70 °C gelagert. Das Auftauen der Zellen erfolgte auf Eis.

3.3.1.10 Sequenzier ung von Nukleinsiuren

Die Sequenzierung der aufgereinigten DNA-Proben (s. Kap. 3.3.1.1.2, 3.3.1.1.3) erfolgte durch die
Firma MWG Biotech (Ebersberg). Nach photometrischer Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration
(s. Kap. 3.3.1.5) wurde die benttigte DNA-Menge mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge lyophilisiert und
gegenbenenfalls mit entsprechenden Primern zur Analyse gegeben. Die Auswertung der
Sequenzanayse erfolgte Uber die online verfligbare NCBI-Blast-Datenbank.

3.3.2 Zdlkultur

3.3.2.1 Zdlkultur und Zelpassage

Die Zdlen wurden im Brutschrank bei 37 °C, in wasserdampfgeséttigter Atmosphére und einer
Gaszufuhr von 5 % CO, kultiviert. In der Wahl des Zellkulturmediums und der, fir die einzelne
Zdllinie, optimalen Splitrate wurde sich an den Empfehlungen der Zellbank orientiert. Zusétzlich
wurden dle Zdllinien auch unter Opti-MEM hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens (morphologische
Stabilitét, Teilungsrate und Abloseverhalten, Empfindlichkeit gegenliber Passagestress) und ihrer
PrPC-Expression beurteilt und wenn méglich auf dieses Medium umgestellt. Alle zwei bis drei Tage
erfolgte ein Wechsel des Néhrmediums. Bel konfluentem Zellrasen wurden die Zellen geteilt. Dazu
wurde der Uberstand abgezogen, die Zellen wurden einma mit PBS gewaschen und durch ATV
abgel6st. Die weitestgehend vereinzelten Zellen wurden in Medium resuspendiert. IThrer Umsetzrate
entsprechend wurde ein Tell der Zellen erneut ausgesét und mit Medium versorgt. Bei nicht infizierten
Z€llen erfolgte eine Passage auf neue Zd IkulturgefalZe in einem Abstand von circa vier Wochen.

3.3.2.2 Langzeitlagerung von Zellen

3.3.2.2.1 Einfrieren von Zellen

» Kryo-Kulturen:

Die Langzeitlagerung von Zdlen erfolgte in Form von Kryo-Kulturen. Dazu wurden konfluente
Zdlkulturen wie bei der normaen Passage mit Trypsin (ATV) vom Kulturgeféld gelést und in
Zdl lkulturmedium resuspendiert. Wahrend ein Teil der Zellen weiterhin in Kultur verblieb, wurde der
andere Teil bei 1215 g fur zwei Minuten zentrifugiert (RT). Das entstehende Zellpellet wurde in
10 % DM SO enthatendes Zellkulturmedium (37 °C) resuspendiert und in 1,5 ml Kryo-Réhrchen
aliquotiert. Nach 24-stiindiger Lagerung in einer Isopropanol enthaltenden Einfrierbox bei -70 °C

wurden die Kryo-Réhrchen zur Langzeitlagerung in die Gasphase Uber fllissigem Stickstoff Gberfahrt.
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» 96-Loch-Platten:

Um Zellen einer 96-L och-Platte einzufrieren, wurden diese mit Trypsin vom GefélRboden abgel6st, in
Einfriermedium (10 % DMSO enthaltendes Zellkulturmedium) resuspendiert und in eine
96-DeepWell-Platte tberfihrt. Diese wurde, umgeben von Isopropanol, bei -70 °C eingefroren.

3.3.2.2.2 Auftauen von Zellen

Um die im Stickstoff gelagerten Zellen erneut zu kultivieren, wurde das entsprechende Kryo-
Roéhrchen bzw. die entsprechende Platte in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Die Zellen
wurden in vorgewarmtem Zelkulturmedium aufgenommen, resuspendiert und in einer T25er-
Flasche/neuen 96-DeepWell-Platte ausgesdt. Nach Ab- und Festsetzen der Zellen, wurde der DM SO-
haltige Uberstand entfernt und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt.

3.3.2.3 Zdlzahlbestimmung
Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte durch mikroskopische Auszdhlung in einer Fuchs-

Rosental-Zahlkammer nach folgender Berechnung:

gezahlte Zellen x Verdiinnung x 1000

= Zdlen/ml

256 x 0,0125

Zur Vitditésbestimmung wurde der , Trypanblau-Exklusionstest® durchgefiihrt. Dessen Prinzip
beruht auf der verdnderten Permeabilitdt der Zellmembran abgestorbener Zellen, durch welche
Farbstoffe (z B. Trypanblau) aufgenommen werden, die nicht membrangangig sind. Ein Aliquot der
Zellsuspension wurde nach Herstellerangaben mit Trypanblaulsung versetzt. Anschlief3end wurden
die ungeféarbten Zellen ausgezahlt und in Relation zur Gesamtzellzahl gesetzt.

3.3.2.4 Transfektion von Zellen

Um das gewlnschte Plasmid in das Genom der entsprechenden Zielzelle dauerhaft zu integrieren

(stabile Transfektion), wurde das molekularbiologische Verfahren der Lipotransfektion (SuperFect

Transfection, Qiagen) gewdhlt. Dazu wurden die zu transfizierenden Zellen in verschiedenen
Verdinnungen in 6-Loch-Schalen ausgesédt und einen Tag lang kultiviert. Am folgenden Tag sollte die
Dichte des Zellrasens 40-80 % betragen. 5 pg des Plasmids wurden in serum- und anitibiotikafreiem
Medium auf @n Endvolumen von 150 pl verdiunnt, vermischt und kurz zentrifugiert. Anschlief3end

wurden 30 pl des SuperFect Transfektionsreagenz zugegeben. Die Proben wurden kurz gemischt und
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Von den Zelen wurde in der Zwischenzeit das
Zelkulturmedium abgezogen und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Nach Abschluss der
Inkubation wurden 1 ml serum- und antibiotikahatigen Mediums zum Reaktionsansatz hinzugefigt.
Der Komplex wurde gut vermischt und umgehend auf die vorbereiteten Zellen appliziert. Nach einer
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Inkubation von zwei bis drei Stunden bei 37 °C wurde der Uberstand vorsichtig abgezogen, die Zellen
wurden dre- bis viermal mit PBS gewaschen und nach Zugabe frischen Mediums fur 24 bis 48
Stunden inkubiert. Die weitere Kultivierung und Passagierung der Zellen erfolgte in geeignetem
Selektionsmedium. Die erfolgreiche Transfektion wurde mit geeigneten Detektionsassays (s. Kap.
3.3.4) Uberprift.

3.3.25 Klonierung von eukaryotischen Zellen

Um einzelne Zellklone zu erhalten, wurden Zellen der entsprechenden Zelllinie auf Zehnzentimeter-
Schalen sehr diinn ausgesét. Nachdem sich aus den Einzelzellen durch Zelltellung kleine Kolonien von
wenigen Zellen gebildet hatten (7 - 10 Tage), wurden diese unter mikroskopischer Kontrolle mit einer
Pipette aufgenommen und jewells in eine 96-Loch-Plattenvertiefung Uberfuhrt. Unter gelegentlicher
Zugabe frischen Mediums wurden die Zellen bis zur Konfluenz kultiviert und einmal auf eine neue
96-Loch-Platte passagiert. Abhangig von der Bestimmung der Zellen, wurden diese im weiteren
Verlauf auf dem 96-Loch-Plattenformat belassen oder einzelne Zelkolonien in grofReren
Kulturgefal3en vermehrt.

3.3.3 Infektionsprotokoll

3.3.3.1 Herstellung von Hirnhomogenaten

Fur die Infektionsversuche wurden 10 %-ige Hirnhomogenate aus zuvor aiquotierten und bel -20 °C
gelagerten Gehirnproben frisch hergestellt. Die Herstellung erfolgte jewells am Tag der
Erstinokulation eines Infektionsansatzes fir beide aufeinander folgenden Inokulationen (erste
Inokulation, zweite Inokulation). Die bendtigte Gewebemenge wurde unter sterilen Bedingungen
abgewogen und fein zerkleinert. Nach Zugabe von serilem PBS bzw. einer 5 %-igen (w/v)
Saccharosel6sung wurde das Hirnmaterial unter Verwendung einer 100 ni Pipette homogenisiert und
anschliefend  fir zwei Minuten in enem Ultraschalbad beschalt. Bei  autolytischem
Ausgangsmaterial wurden die Homogenate vor der Ultraschallbehandiung 10 Minuten bei 70 °C
erhitzt, um die Kontaminationsgefahr durch Bakterien zu reduzieren. Der fir die zweite Inokulation

bestimmte Tell des Hirnhomogenates wurde bel -20 °C gelagert.

3.3.3.2 Inokulation von Z€llinien

Zur Inokulation der Zellen wurden diese unter Berticksichtigung ihres individuellen
Wachstumsverhatens in Kulturflaschen (T75, T25) bzw. -platten (6-, 12-, 96-Loch) ausgeséit und
einen Tag lang kultiviert. Am folgenden Tag sollte die Konfluenz des ZdIrasens etwa 80 % betragen.
Die Inokulation erfolgte durch die Zugabe T SE-positiven Hirnhomogenates in einer Endkonzentration
von 0,33 % in das Nahrmedium der Zellen. Aufgrund der erhdhten Kontaminationsgefahr durch das
Inokulat wurde alen Medien 0,126 pg/ml Penicillin und 0,125 pg/ml Streptomycin (gegebenenfalls
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auch 0,05 pg/ml Kanamycin) zugesetzt. Zur methodischen Vergleichbarkeit wurden nicht infizierte
Kontrollzellen unter gleichen Bedingungen mitgefuhrt. Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen
wurde frisches Medium zugegeben bzw. ein zweites Ma wie beschrieben inokuliert. Weitere drel
Tage spéter wurde erneut frisches Medium zum vorhandenen Uberstand hinzugegeben und am Tag
darauf wurde das Inokulat durch Medienwechsel weitgehend abgezogen. Die Zellen wurden
wiederholt passagiert, wobei jeweils ein Teil der Zellen fir die PrP™-Detektion zurtickbehalten wurde.
Nach einer splitratenabhéngigen Anzahl von Passagen (Endverdinnung ~ 1 : 1000), die dem
Ausschluss mdglichen Restinokulates und der Anreicherung von neugebildetem PrP™ dienen sollte,
erfolgte die Testung auf eine erfolgreiche Infektion der Zellen durch die Detektion von PrP™, Dazu
standen drei Methoden, der Western-Blot, der Dot-Blot und der ,, Zell-ELISA" (s. Kap. 3.34), zur
Verfligung.

3.3.3.3 Ausschluss von Restinokulat

Fur die einzelnen Zelllinien war entsprechend ihrer Umsetzraten eine verschieden hohe Anzahl von
Passagen (3x 1:10,4x1:6,7x 1 :3oder 10 x 1 :2) notwendig, um eine vollstandige Entfernung
des Inokulates sicherstellen zu kénnen (kumulative Umsetzrate 1 : 1000). Dabei wurden die Zellen bei
jedem Teilen auf eine neue Zellkulturflasche oder -schale ausgesét, um ein eventuelles Anhaften des
Inokulates an Geféldwand oder -boden zu vermeiden. Ein Teil der Zellen wurde wéahrend dieses
Vorgangs fir die Detektion von PrP™ zuriickbehalten und als , Passagereihe” (s. Kap. 4.2.1, s. Abb.
4.6) nach den Protokollen der Western-Blot- bzw. Dot-Blot-Detektion aufgearbeitet.

3.3.4 Spezifischer Nachweis von Proteinen
Zum Nachweis von Proteinen wurden gemda der Fragestellung unterschiedliche Verfahren
angewandt. Prinzipiell standen drei Detektionssysteme zur Verfigung: Bei der Dot-Blot-Analyse

handelte es sich um ein hoch-sensitives Verfahren, das die smultane Testung von 96 Einzel proben
ermoglichte. Die Western-Blot-Analyse war weniger sensitiv, ermoglichte aber den direkten Vergleich

von Proteinase K (PK) -verdauten und -unverdauten Proben und lieferte Informationen Uber die

molekulare Masse und das Glykosylierungsmuster des detektierten Prion-Proteins. Der ,Zdl-ELISA"

wurde eingesetzt, um PrP™ auf dem Niveau von Einzel zellen zu detektieren.

3.3.4.1 Western-Blot-Analyse

» Aufarbeitung von Proteinen aus Zellkulturen und Geweben

Zur Aufarbeitung von Proteinen Uber das Protokoll des Western-Blots eigneten sich Zellkulturen in
6-Loch-Schalen, T25er-Flaschen und T75er-Flaschen bzw. Gewebeproben. Wenn nicht anders
angegeben, wurden alle Schritte bel Raumtemperatur durchgefihrt.

Fur die Aufarbeitung von Zellen wurde ein Anteil bei der Passage zuriickbehalten und durch einen
Zentrifugationsschritt bei 1.215 g fur 10 Minuten pelletiert. Aus diesem Zellpellet oder aus fein
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zerkleinerten Geweben (bel der Anadyse von Gewebeproben) wurde durch Resuspension in
Lysispuffer ein 10 %-iges Lysat (w/v) hergestellt. Dieses wurde nach zehnminttiger Inkubation erneut
zentrifugiert, dabei der Zeldetritus verworfen und der Uberstand eéinem RNAse- (3,3 pg/ml) und
DNAse- (100 pug/ml) Verdau von einer Stunde bei 37 °C unterzogen. Zum spezifischen Nachweis von
PrP™ wurde der Uberstand anschlieRend in zwei Aliquots geteilt. Einem Aliqout wurde Proteinase K
(Zdlen: 25 pg/ml, Gewebeproben: 50 pg/ml) zugesetzt, das andere Aliqout blieb ds Kontrolle
unbehandelt. Nach einer weiteren Stunde Inkubation beider Aliqouts bel 37 °C wurde die Wirkung der
Proteinase K durch Zugabe von 2 mM PMSF (10 pl/ml) abgestoppt. Den Proben wurde 10x CVL-
Puffer zugesetzt, anschlief3end wurden sie fir ca. 20 Sekunden zur Loésung von Aggregaten in einem
Ultraschallbad beschallt und finf Minuten bei 95 °C denaturiert.

Optiond (vorzugsweise bei Proben aus T75er- und T25er-Flaschen und Geweben) schloss sich nach
der Zugabe von PMSF ein Ultrazentrifugationsschritt von einer Stunde bei 281.595 g und 4 °C an.
Durch diesen wurde das gesamte in der Probe vorhandene Protein in einem geringen Probenvolumen
angereichert. Nach der Ultrazentrifugation wurde das erhaltene Pelet in 2x CVL-Puffer
aufgenommen. Die Proben wurden geschallt und bel 95 °C finf Minuten denaturiert.

» SDSPAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels SDSPAGE nach LAEMMLI (1970) in ener Mini-
Gelelektrophorese-Apparatur (BioRad). Dazu wurden die Proben zundchst in einem 4 %-igen
Sammel- oder Taschengel bel 100 Volt fokussiert und nach Erreichen des 16 %-igen Trenngels bei
200 Volt ihren unterschiedlichen Molekulargewichten entsprechend aufgetrennt. Zur Ermittiung der
Molekulargewichte wurde jeweils ein Proteinmarker (10 pl) mitgefhrt.

» Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden nach dem ,Semi-dry“-Verfahren mit einer Trans-Blot-Apparatur
(BioRad) auf Polyvinylpyrrolidon-Membranen transferiert. Diese war zuvor in Methanol aktiviert und
durch Blottingpuffer &quilibriert worden. Fir den 45-mindtigen Transfer der Proteine auf die
Membran wurde eine Spannung von 15 Volt bei einer Stromstérke von 0,3 Ampere pro Gel angelegt.
> Detektion

Anschlielend erfolgte zur Absdttigung unspezifischer Bindungen eine mindestens einstiindige
Inkubation der Membran in Blockingpuffer (5 %-ige Magermilch: Magermilchpulver in PBST), bevor
der in Blockingpuffer verdinnte Erstantikorper ebenfalls fir mindestens eine Stunde (optional auch
Uber Nacht) zugegeben wurde. Zur Entfernung von nicht gebundenem Antikorper wurde die Membran
danach dreima jewells zehn Minuten mit PBST gewaschen, dann eine weitere Stunde mit in
Blockingpuffer verdinntem, Horse Radish Peroxidase (HRP, Meerettichperoxidase) gekoppelten
Zweitantikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir je zehn Minuten mit PBST erfolgte die
Detektion der Proteinbanden mittels Enhanced Chemiluminescence (ECL) unter Belichtung und
Entwicklung eines Rontgenfilms oder alternativ unter Nutzung der Versadoc-Software. Die

Belichtungszeit betrug jeweils eine bzw. drel Minuten.
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3.3.4.2 Dot-Blot-Analyse
Die Dot-Blot-Anayse diente der paralelen Bearbeitung einer grof3en Probenanzahl (z. B. 96-Loch
Platten) oder der Aufarbeitung von Proben, in denen ein geringer Proteingehalt vermutet wurde. Wenn
nicht anders angegeben, wurden alle Schritte bel Raumtemperatur durchgeftihrt.
» Herstellung der Zdll- und Gewebelysate
Wie beim Protokoll der Western-Blot-Anayse konnten entweder Lyasate zundchst trypsinierter und
pelletierter Kulturen (s. Kap. 3.34.1) oder im Kulturgefdd lysierte Zellen und Gewebe as
Ausgangsmateria eingesetzt werden.
» Dot-Blot
Die Lysate (100-150 pl/Loch) wurden mit einer Dot-Blot-Apparatur auf eine Polyvinylpyrrolidon-
Membran transferiert. Die Membran war zuvor durch Methanol aktiviert und durch Lysispuffer
aquilibriert worden. Der angelegte Unterdruck betrug 600 mmHg/0,8 bar. Zur Fixierung der Proben
wurde die Membran anschlief3end fir eine Stunde bei 37 °C getrocknet.

Verdau
Die auf der Membran fixierten Proben wurden fir eine Stunde bei 37 °C einem DNAse-Verdau
(100 pg/ml) unterzogen und zweima mit dH,O gesplilt. Zum spezifischen Nachweis von PrP™ wurde
ein neunzigminttiger Proteinase K-Verdau (25 pg/ml) bei 37 °C angeschlossen. Nach zweimaligem
Spllen mit dH,O wurde die Wirkung der Proteinase K durch Zugabe von 2 mM PMSF (10 pl/ml)
abgestoppt.
> Detektion
Durch zehnminUtiges Schwenken der Membran in 3 M Guanidinium-Thiocyanat (in 10 mM TrisHCI;
pH 8) wurden die Proben denaturiert. Das Guanidinium-Thiocyanat wurde anschlief?end durch
finfmaliges Spilen mit dH,O entfernt, bevor sich die Immunodetektion der Proteine mit Hilfe
spezifischer Antikorper anschloss (s. Kap. 3.3.4.1 Detektion).
In Abwandlung zum beschriebenen Prozedere wurden Proben bzw. Anteile von Proben groferer
Ansétze (T25er-Haschen, T75er-Flaschen) auch nach einer Vorbehandlung mit DNAse, RNAse
und/oder Proteinase K auf die Membran transferiert. In diesem Fal entfiel ein spéaterer Verdau der

Membran.

3343, Zdl-ELISA"

Der , Zel-ELISA* wurde modifiziert nach HOLSCHER et al. (1998) durchgefiihrt. Wenn
nicht anders angegeben, erfolgten alle Schritte bei Raumtemperatur.

» Ansatz der Zellen

Fur den ,Zell-ELISA® wurden die Zellen am Vortag ihrem individuelen Wachstumsverhalten
entsprechend in 6-Loch-Platten so ausgesét, dass sie am folgenden Tag in Form eines dichten
Monolayers vorlagen. Nach Abzug des Zelkulturiberstandes wurden die Zellen sehr vorsichtig
zweima mit PBS (+ 1 mM MgCl,) gewaschen.
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» Fixierung

Im Anschluss daran erfolgte eine in-situ-Fixierung mit 5 %-igem Paraformaldehyd (Paraformal dehyd,
1 mM MgCl in PBS). Die Dauer der Fixierung variierte je nach Zelllinie von 30 Minuten bis zu einer
Stunde.

» Verdau

Nach der Fixierung wurden die Zellen einmal mit PBS (PBS + 1 mM MgCl,) gewaschen, dann durch
0,4 %iges TritonX-100 (TritonX-100 in PBS) fur drel Minuten permesbilisiert und zum spezifischen
Nachweis von PrP* fiir 15 Minuten einem Proteinase K-Verdau (25 pg/ml) bei 37 °C unterzogen. Die
Wirkung der Proteinase K wurde durch Inkubation mit 2 mM PMSF (10 pl/ml; 15 min) beendet.

» Detektion

Im Anschluss daran folgte eine zehnmindtige Denaturierung durch 6 M Guanidinium Hydrochlorid
(6 M Guanidinium Hydrochlorid in 50 mM Tris-HCI; pH 7,4), welches durch de zweimalige sehr
vorsichtige Inkubation mit TNT (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,05 % Tween 20) wieder entfernt
wurde. Zur Abséttigung unspezifischer Bindungen wurden die Zellen dann fir eine Stunde mit
Blockingpuffer (5 % Magermilch: Magermilch in TNT) inkubiert, bevor in Blockingpuffer verdinnte
Erstantikorper fiir eine Ubernachtinkubation bei 4 °C zugegeben wurden. Nicht gebundene Antikorper
wurden am néchsten Tag durch dreimaliges Waschen mit TNT entfernt. Die Zellen wurden mit in
Blockingpuffer verdiinnten Zweitantikorpern (Alkalische Phosphatase(A P)-gekoppdt) fir eine Stunde
inkubiert und dreimal mit TNT gewaschen. Zur Detektion wurde das AP Conjugate Substrate Kit
(Biorad) verwendet. Die Auswertung erfolgte an einem Standard ZelIkultur-1nvert-Mikroskop.

3.3.4.4 PrP-spezifische Antik 6r per

Der PrP-spezifische monoklonade Antikérper (MAK) ICSM18 wurde aufgrund seiner hohen
Senditivitdt und seines im Prion-Protein der Saugetiere hoch konservierten Epitops sowohl fir die
Detektion von PrP® in nicht-infizierten Zellen als auch zum Ausschluss vorhandenen Restinokulates
und zur primaren Uberpriifung des Infektionserfolges fur der Detektion von PrP™ in den inokulierten
Zdllinien verwendet. Die Veifizierung von Infektionserfolgen wie auch die Charakterisierung
infizierter Zellen erfolgte darlber hinaus mit anderen PrP-spezifischen Antikorpern wie z.B. 6H4,
L42, PA.

3.3.45 Ldsen von Antikor perbindungen

Durch Veranderung des pH-Wertes und des Salzgehaltes war es moglich, die Bindung zwischen
Antikorper und Epitop zu 16sen. Auf diese Weise konnten Membranen mehrfach verwendet und eine
Probe mit unterschiedlichen Antikorpern inkubiert werden.

Reste der ECL-L6sung wurden zundchst durch zweimaliges Spllen mit PBST entfernt, bevor die
Membran zweimal fir jeweils zehn Minuten mit Powerstrip (0,2 M Glycin, 1 % (w/v) SDS, pH 2,0)

inkubiert wurde. Um das Glycin vollstdndig zu entfernen und den pH-Wert zu neutralisieren, wurde
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anschliefRend dreima mit PBST gespult und zweima je funf Minuten mit PBST gewaschen. Die
weiteren Schritte zur Immunodetektion erfolgten wie beschrieben (s. Kap. 3.3.4.1 Detektion).

3.3.5 Enzymatische Behandlung des PrP

3.3.5.1 Proteinase K -Zeitrethe

Zur Erstellung einer Proteinase K-Zetreihe wurde aus mehreren vermischten Zellpellets der zu
untersuchenden Zelllinie eine 10 %ige Suspension (w/v) in Lysispuffer hergestellt. Diese wurde
einem einstiindigen DNAse-Verdau (100 pg/ml) bel 37 °C unterzogen und anschliefRend aliquotiert.
Im Folgenden wurden die aliquotierten Proben mit Proteinase K (25 pg/ml) versetzt und bei 37 °C
inkubiert. Alle zwel Stunden — vom Zeitpunkt null bis 24h nach Proteinase K-Zugabe — wurde der
Verdau eines Probendiquots durch Zugabe vom 2 mM PMSF (10 pl/ml) beendet. Die weitere
Aufarbeitung der Proben und die Detektion des PrP™ erfolgten tiber die Western-Blot- bzw. Dot-Blot-
Analyse (s. Kap. 3.34.1, 3.34.2).

3.3.5.2 Proteinase K -K onzentrationsreihe

Zur Ergtelung einer Proteinase K-Konzentrationsreihe wurde aus mehreren miteinander vermischten
Z€llpellets der zu untersuchenden Zelllinie eine 10 %-ige (w/v) Suspension in Lysispuffer hergestellt.
Diese wurde einem einstiindigen DNAse-Verdau (100 pg/ml) bei 37 °C unterzogen und anschlief3end
in sechs Aliquots zu je 100 pl unterteilt. Vier der Aliquots wurden in aufsteigenden Konzentrationen
(25 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml) mit Proteinase K versetzt, ein Aliquot blieb
as Kontrolle unbehandelt. Nach einer weiteren Stunde Inkubation aller sechs Aliquots bel 37 °C
wurde die Wirkung der Proteinase K durch Zugabe von 2 mM PMSF (10 pl/ml) abgestoppt. Die
weitere Aufarbeitung der Proben und die Detektion des PrP™ erfolgten tber die Western-Blot- bzw.
Dot-Blot- Analyse (s. Kap. 3.34.1, 3.34.2).

3.3.5.3 Deglykosylierung mit N-Glykosidase F

Zur Entfernung der Zuckerseitenketten am Prion-Protein wurde zunéchst aus einem Zellpellet bzw.
einer Gewebeprobe eine 10 %ige Suspension (/v) in Lysispuffer hergestellt und dieses fir eine
Stunde bei 37 °C mit DNAse (100 pg/ml) und RNAse (3,3 pg/ml) verdaut. Nach anschlief3ender
zehnminitiger Zentrifugation der Proben bei 5193 g wurde der Uberstand in zwei Aliquots geteilt.
Einem Aligout wurde Proteinase K (Zellen: 25 pg/ml, Gewebeproben: 50 pug/ml) zugesetzt, das andere
Aliqout blieb as Kontrolle unbehandelt. Nach einer weiteren Stunde Inkubation beider Aligouts bei
37 °C wurden jeweils 90 pl Probenvolumen mit 10 pl Denaturierungspuffer (5 % SDS, 10 %
Mercaptoethanol) versetzt und fir zehn Minuten bei 95 °C inkubiert. Anschlief3end wurden 10 pl N-
Glykosidase F (Roche) und 4 pl 0,5 M NaPO, (pH 7,2) zu einem Probenvolumen von 25 pl gegeben
und fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Detektion von PrP™ erfolgte wie unter Kapitel 3.3.4.1
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beschrieben.

3.3.6 Inhibition von PrP**

Zur provozierten Entfernung von PrP™ aus infizierten Zellkulturen wurden drei verschiedene
Substanzen eingesetzt: Pentosansulphat (CAUGHEY u RAYMOND 1993), Suramin (GILCH et al.
2001) und Imatinib (ERTMER et a. 2004). Die Applikation der Substanzen (Pentosansulphat:
100 mg/L, Suramin: 200 pg/L, Imatinib 589,7 pg/L) erfolgte wahrend der Kultivierung und Passage
der Zdlen mit dem Kulturmedium. Der Rickgang von PrP™ wurde mittels Dot-Blot- und/oder
Western-Blot-Analyse Uberprift (s. Kap. 3.34.1, 3.34.2).

3.3.7 Inokulation von M dusen

Die Applikation der infizierten Zellen erfolgte unter Narkose durch die intrazerebrale Injektion (30
pl/Tier) von 10 %igen Zellsuspensionen (in PBS). Beim Auftreten terminaler Symptome einer
Prionerkrankung wurden die Tiere get6tet und das Gehirn zur Detektion von PrP™ entnommen.
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Ziel dieser Arbeit war die Identifikation neuer Zdllinien, die sich mit TSE, insbesondere mit Prion-
Erregern ovinen oder bovinen Ursprungs, infizieren lassen. Zu diesem Zweck wurde zunéchst
andyset, inwiefeen  der  Infektionserfolg  durch  bestimmte  Umgebungsparameter
(ZdIkulturbedingungen, methodische Variationen) beeinflusst und gegebenenfalls gesteigert werden
kann. Aufbauend auf diesen Ergebnissen erfolgten die Infektionsversuche durch die Testung einer
Vielzahl von Zéllinien unterschiedlicher Spezies und Gewebe auf ihre Empfanglichkeit fur BSE- und
Scrapie-Feldisolate sowie fir verschiedene mausadaptierte TSE-Stéamme. Dabei wurde eine bovine
Zdllinie identifiziert, die sich — die Speziesbarriere von Rind und Schaf durchbrechend — mit zwel
Scrapie-Feldisolaten infizieren lief3. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde diese Zellinie naher
charakterisiert und as stabil infizierte Linie etabliert. In einem pardlelen zweiten Ansatz wurden
transgene, das PrPC verschiedener Spezies (iberexprimierende, Zelllinien etabliert und auf ihre

Infizierbarkeit durch unterschiedliche TSE-Homogenaten Uberprift.

4.1 Vorversuche

Vor den eigentlichen Infektionsversuchen erfolgte zundchst eine Auswahl von geeigneten Zelllinien
und Inokulaten sowie die Entwicklung bzw. Optimierung des Inokulationsverfahrens. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurden die eigentlichen Infektionsversuche durchgeftihrt.

4.1.1 Zdllinien

4.1.1.1 Kontrollzellinien

Die in Tabele 4.1 aufgefihrten Kontrollzellen dienten der Optimierung und methodischen
Absicherung der Infektionsprotokolle und bildeten die theoretische Basis zur Entwicklung transgener
Zéllinien (s. Kap. 4.3). Dartiber hinaus boten sie Uber die grundlegenden Infektionsstudien hinaus die
Maglichkeit, Stammspezifitdten, Speziesbarrieren und Infektionscharakteristika néher zu untersuchen.

Tab. 4.1: Kontrollzelllinien und Erregersamme

Positivkontrollen — TSE-sensitive Zelllinien Erregerstamme

N2a PK1 PCK RML

N2a Gilch 22L

Hpl3-4 Maus (*°PrPmurin) 22L

Rov-Zellen (PrPovin) (durch Doxyzyclin induziert) S127 (Schaf/Maus)

Negativkontrollen — TSE-resitente Zelllinien

N2a PK33 PCK

M%° 864 (PrP%°)

Hpl3-4 (PrP%")

Rov-Zellen (PrPovin) (nicht durch Doxyzyclin induziert)
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4.1.1.2 Zdllinien aus der Zellbank des Friedrich-Loeffler-I nstitutes

Die Z€llbank des Friedrich-Loeffler-Instituts (Insel Riems) charakterisiert und verwaltet Uber 1000
Zéllinien unterschiedlichster Spezies und Entwicklungsstadien. Aus dieser Vielzahl potentieller
Testzellinien erfolgte zundchst eine Voauswahl von fir Infektionsstudien besonders viel
versprechenden Linien. Zwel Kriterien hierfir waren die Spezies der Zdllinie und ihr urspringlicher
Gewebetyp. Hatte sich die entsprechende Spezies auf natiirlichem Weg bzw. experimentell mit TSE
infizieren lassen? In welchen Geweben war in vivo bereits PrP® bzw. PrP™ nachgewiesen worden?
Dartiber hinaus wurden die in Kultur genommenen Zdllinien auf ihre detektierbare PrP°-Expression
und auf die Stabilitdt der PrP-Expression Uber einen langeren Passagezeitraum hinweg untersucht.

» Spezies

Um eine fur BSE oder Scrapie empfangliche Zelllinie zu erhalten, waren die Untersuchungen auf
Zédllinien bovinen, ovinen, caprinen und humanen Ursprungs konzentriert, da diese, wie bereits in der
Literaturibersicht ausfihrlich beschrieben, empfanglich fir die haufigsten TSE-Erreger sind. Rind,
Schaf und Ziege stellen die nattirlichen Wirte fir BSE bzw. Scrapie dar. Bei Zdllinien dieser Spezies
ist daher anzunehmen, dass der Erreger nicht erst eine Speziesbarriere Uberwinden und sich an den
Wirt adaptieren muss. Belm Menschen wird im Zusammenhang mit dem Auftreten der neuen Variante
von CID (vCID) die Aufnahme BSE-kontaminierter Nahrungsmittel als die wahrscheinlichste
Hauptursache diskutiert. Auch hier ist also von der Mdglichkeit einer Ubertragbarkeit des BSE-
Erregers auf den humanen Organismus auszugehen. Weiterhin wurden Zelllinien aus Nerz, Katze,
Schwein und verschiedenen Wildwiederkduern untersucht, da auch diese Spezies natirlich oder
experimentell mit TSE infizierbar sind. Die dritte Gruppe von zu untersuchenden Zelllinien umfasste
de der typischen Labortiere Maus, Hamster und Kaninchen. Maus und Hamster sind experimentell
sehr gut mit verschiedensten TSE-Stammen infizierbar. Kaninchen konnten zwar in vivo bisher nicht
infiziert werden, aber Untersuchungen an transgenen Kaninchenzelllinien haben gezeigt, dass diese
prinzipiell in der Lage sind, PrP™ zu bilden.

» Gewebetyp

Untersuchungen Klinischer TSE-Félle (WELLS et a. 1995, VAN KEULEN et a. 1995, BEEKES et
al. 1998) haben einen ausgepragten Tropismus des PrP™ zum nervalen Gewebe festgestellt. Dartiber
hinaus lasst sich die pathogene, aber vor alem auch die zellulére, nicht pathogene Form des Prion-
Proteins in zahlreichen weiteren Geweben nachweisen (BENDHEIM et d. 1992). Aus diesem Grund
wurden vor allem Zélllinien des nervalen Systems ausgewahlt, dariiber hinaus aber auch Zdllinien des
Verdauungssystems, des Lymphsystems, des endokrinen Systems, des Harn- und Geschlechtssystems,
Zéllinien der Muskulatur, des Knochenmarks, des Bindegewebes, Epithelzelllinien und Zdllinien
einiger tumordser Gewebe.



4 Ergebnisse

> PrP°-Expression und PrP-Stabilitét

Eine weitere Voraussetzung war die Detektierbarkeit und stabile Expression des endogenen Prion-
Proteins der Zellen in Kultur. Grundlage hierfiir waren Untersuchungen (BUELER et a. 1993) an PrP-
defizienten Mausen (PrP®’) bzw. an PrP-hemizygoten Mausen (PrP%"), die zeigten, dass die
Vermehrung von PrP* durch die Umfaltung (Konversion) des zelluldren PrP in die pathogene Form
erfolgt. In einem né&chsten Schritt wurden daher die ausgewahlten Zellinien Uber einen léangeren
Zeitraum kultiviert (s. Kap. 3.3.2.1) und mittels Western-Blot-Analyse (s. Kap. 3.3.4.1) wiederholt auf
ihre tatsachliche und aktuelle PrP®-Expression hin untersucht (s. Abb. 4.1). Bei der Untersuchung der
Zé€llinien wurde festgestellt, dass das PrP-Expressionsniveau fir jede Zdllinie sehr individudl ist und
sogar durch den Einfluss bestimmter Kulturbedingungen (s. Kap. 4.1.3.1) temporaren Schwankungen
unterliegen kann. Die Herkunft aus einer bestimmten Spezies oder einem bestimmten Gewebe
garantiert nicht notwendig eine gute PrP°-Expression. Dariiber hinaus wiesen die individuellen

Zdllinien ein zelltypspezifisches Glykosylierungsmuster auf.

Zélllinie: ursp. Gewebe
456 98 972979 458 244 261 93 96 239 89 456 |GGE-R | Gehirn

kDa [98 [KMU-R | Muske
L 371 972 | FP-R Pansen

979 |[FRD-R | Dam
“ﬁ 250 [458 [GRER | Geim

244 (KOP-R Oesopharynx
~ 194 6T TMDBK | Niere
93 |[KZ-R Zunge
96 | KNN-R Nebenniere

239 |KHY Hypophyse
Abb. 4.1: Western-Blot-Analyse der PrP*-Expression 89 |[KM-R2__ | Milz

unterschiedlicher Rinderzdlllinien nach mehrwochiger Kultur. Die PrP®-Expressions-
raten und das Glykosylierungsmuster der dargestellten Rinderzelllinien weisen deutliche
Unterschiede auf. Die Detektion von PrP™ erfolgte duch den mAK ICSM18.

34 von 53 getesteten Zelllinien wiesen eine detektierbare PrPC-Expression auf und wurden in die
Infektionsstudien einbezogen. Tabelle 4.1 (s. Kap. 4.2.1) gibt eine Ubersicht (iber die ausgewahiten
Zdllinien.

4.1.2 Inokulate

» Herkunft der Inokulate

Fur die Infektionsversuche mit den Zellen wurde Hirngewebe von an TSE erkrankten oder PrP™-
positiv getesteten Tieren verwendet (s. Kap. 3.2.2). Dabei musste, wie auch bel den Testzelllinien,
eine Auswahl geeigneter Spezies und TSE-Stdmme bzw. -Isolate erfolgen. Neben verschiedenen
mauspassagierten Scrapie-Stammen (RML, ME7, 221, 22F und 127S) und zwel mauspassagierten
BSE-Isolaten wurden ovine Feldisolate von klassischer Scrapie unterschiedlicher Stdmme, Ausbr Giche
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und Genotypen, sowie zwel atypische Scrapie-Isolate ausgewahit. Fir die Inokulation der Zellen mit
BSE wurden drei bovine Feldisolate klassischer BSE verwendet. Hirnhomogenate von gesunden
Tieren fungierten a's PrP"-negative Kontrollinokul ate.

> Uberprifung der Inokulate auf PrP"®

Die Inokulate wurden aternativ zur Infektiositdtskontrolle durch den Tierversuch auf das
Vorhandensein von PrP™ Uberpriift 6. Abb. 4.2). Dies erfolgte bel der Auswahl der Hirngewebe
mittels Western-Blot- oder Dot-Blot-Analyse (s. Kap. 3.3.4) bzw. im weiteren Inokulationsverfahren
im Zusammenhang mit der Uberprifung der Passageproben (s. Abb. 4.5).

RML Scrapie BSE
kDa r A Y e A aY

-+ -+
37,14

—
25,9 _| : '
=

19,4
Abb. 4.2 Western-Blot-Analyse zur Uberprifung der
Inokulate auf PrP*®. Exemplarisch dargestellt ist der Nachweis
von PrP™ in drei TSE-Inokulaten (RML, Scrapie S71/04, BSE).
Der Gehdlt an detektiertem PrP™ in den fur die Infektionsstudien
bestimmten Hirngeweben wies zum Teill betréchtliche
Unterschiede auf. PK: 50 pg/ml; mAK: ICSM18

PK

14,8

4.1.3 Infektionsprotokoll

Um ein generell auf ale Zellen anwendbares Infektionsprotokoll zu erhalten, wurde sich zunéchst an
bereits etablierten Protokollen orientiert (BOSQUE u. PRUSINER 2000, VILETTE et a. 2001). Mit
Hilfe der fur TSE empfanglichen bzw. resistenten Kontrollzelllinien, aber auch anhand der
ausgewdhlten Testzelllinien wurden bestimmte Kulturbedingungen (Zellkultursysteme, Temperatur,
Kulturmedium, Umsatzrate) und Inokulationsparameter (Praparation der Inokulate, Inkubationszeit,
Inkubationshaufigkeit) gezielt modifiziert.

4.1.3.1 Einfluss der Zdlkulturbedingungen auf die PrP“-Expressionsr ate

» Zdlkultursysteme

Fur verschiedene Zellkultursysteme (Kulturflaschen: T25er, T75er; Kulturplaten: 6Loch, 12-Loch,
96-Loch) war hinsichtlich des Wachstumsverhatens der Zellen und der PrP°-Expression kein
Unterschied feststellbar. Ein direkter bzw. indirekter Einfluss auf den Infektionserfolg konnte nicht

nachgewiesen werden. Aufgrund der Handhabung und zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen
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wurden bei den weiteren Infektionsversuchen T25er-Kulturflaschen verwendet. Die 96-Loch-Platten
fanden unter anderem in den Klonierungsversuchen (s. Kap. 3.3.2.5) Verwendung.

» Temperatur

Die meisten der zur Verfigung stehenden Zelllinien haben unabhangig von einer Infektion mit TSE
ihr Temperaturoptimum bel 37 °C. Im Gegensatz dazu werden aber SMB-Zellen BIRKETT et a.
2001) bei 3 °C kultiviert. Um zu untersuchen, inwieweit sich eine Veranderung der Temperatur auch
auf das Wachstumsverhalten und die PrP®-Expression der verschiedenen Testzelllinien auswirken
konnte, wurden an 37 °C adaptierte Zellen Uber einen langeren Zeitraum bel 34 °C kultiviert. Dies
hatte jedoch nur einen geringen Einfluss bzw. fihrte nur zu einem temporéren Abfal des PrP°-
Signals. Nach einer Adaptationsphase stieg die PrP“-Expression wieder auf das frihere Niveau
(s. Abb. 4.3). Aufgrund dieser Beobachtung wurden ale Infektionsversuche bei einer Temperatur von
37 °C durchgefiihrt.

»  Kulturmedium

Bereits in friheren Infektionsversuchen (ScN.a-Zdlen) hatten Kulturmedien mit einem erhdhten
Gehdt an Glukose (DMEM) eine positive Auswirkung auf den Infektionserfolg (BOSQUE wu.
PRUSINER 2000), ohne die mégliche Wirkungsweise genauer zu untersuchen. Um einen moglichen
positiven Effekt dieser Kulturmedien zu ermitteln, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit alle
Zdllinien zusétzlich zur Kultivierung unter den durch die Zellbank empfohlenen Kulturmedien (s.
Kap. 3.2.1.1) auch unter Opti-MEM-Medium beurteilt. Die Mehrzahl der Zdlllinien zeigte dabei gleich
bleibende Wachstumsei genschaften mit unveranderter Morphologie und stabiler PrP-Expression. Bei
einigen Zellinien konnte im Vergleich zu den mit ihrem Ursprungsmedium kultivierten Kontrollzellen
sogar eine geringfiigig erhthte PrPC-Expression verzeichnet werden (Bov5, s. Abb. 4.3). Nur fiir sehr
wenige Zdllinien (Bov12, Bov13, Bov14) war das Opti-MEM-Nahrmedium nicht geeignet. Bel diesen
Linien und den zur Verfligung gestellten Kontrollzelllinien (Hpl3-4, Rov) wurde in den weiteren
Untersuchungen das urspriingliche Medium beibehalten. Alle anderen Zelllinien wurden auf Opti-
MEM umgestelIt.

» Umsetzrate

Um inokulierte Zellen nglichst zigig von Restinokulat zu reinigen, wéren hohe Umsetzraten von
1 zu 10 winschenswert gewesen (KLOEHN et a. 2003), wie sie bei Tumorzelllinien (N,a-Zellen)
oder bel anderen sich schnell teilenden Zellen nidglich snd. Dementsprechende Versuche zeigten
jedoch, dass die Mehrzahl der Testzelllinien eine zu hohe Umsetzrate nicht tolerierte und sich das
starke Vereinzeln der Zellen stattdessen negativ auf die PrP“-Expression auswirkte (s. Abb. 4.3). Um
das zu verhindern, wurde das individuelle Teilungsverhdtnis der einzelnen Zelllinien beibehadten (s.
Kap. 3.2.1.1).
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Temperatur Umsetzrate Kulturmedium
Bov5s Bov5 Bov5 Bov5s Bov8 N,a229 Bovil MGhbov900

37°C34°C 37°C34°C 37°C 34°C 1:2 1:10 1:6 1:10 1:3 1:10 (5) (30c) (28) (30c)

kDa

37,1 -

250 | - —— -
19,4 .

14,8 . -

3 Wochen 7 Wochen 11 Wochen

Abb. 4.3: Einfluss von Temperatur, Umsatzrate und Kulturmedium auf die PrP°-
Expressionsrate. Temperaturénderungen: An 37 °C adaptierte Bovs-Zellen wurden fir mehrere
Wochen bei 34 °C kultiviert und wiederholt hinsichtlich ihrer PrP°-Expression tberpriift. Nach

der dritten Woche war noch kein Effekt zu beobachten. Nach der siebenten Woche zeigte sich
ein Abfall der PrP°-Expression. Nach der elften Woche war das PrP®-Signal wieder auf einem
den bei 37 °C kultivierten Zellen vergleichbaren Niveau. Kontinuitét der Umsetzrate:
Exemplarisch dargestellt sind zwei bovine (Bov5, Bov8) und eine murine (N,a229) Zdlllinie, die

entweder in ihrem Ublichen oder in einem hoheren Verhdtnis (1 : 10) getellt wurden.
Wiederholt mit einer Umsatzrate von 1 : 10 kultivierte Zellen zeigten im Vergleich zu den
Zéellen, die mehrwochig mit niedrigeren Umsatzraten passagiert wurden, ein schwacheres PrP°-
Signal. Kulturmedium: Der Wechsal des urspringlichen Kulturmediums zum N&hrmedium
Opti-MEM hatte, wie hier beispielhaft an Bov11-Zellen und M Gbov900-Zellen gezeigt, bei der
Mehrzahl der Zelllinien keinen Einfluss auf das PrP°-Expressionsniveau bzw. filhrte sogar zu
einem Angtieg. mAK: ICSM18, Ndhrmedien: (5) MEM"H” + MEM"E” 1 : 1/ NEAS (28)
IscoveDMEM + F12 1 : 1, (30c) Opti-MEM

4.1.3.2 Herstellung und Applikationsmenge der Inokulate

» Hergdlung

Die Infektion der Zellen sollte durch die Applikation 10 %-iger Hirnhomogenate erfolgen. Dies hatte
sich bereits in anderen Infektionsstudien bewéhrt (BOSQUE u. PRUSINER 2000, VILETTE ¢ 4.
2001). Um die Qualitdt und den Infektiositétsgehalt der Inokulate zu erhalten, wurden selbige
unmittelbar vor der ersten Inokulation (s. Kap. 3.3.3) aus in geringen Mengen portioniert gelagerten
Hirngeweben hergestelt. In frihen Versuchen hatten die Langzeitlagerung von Homogenaten,
wiederholte Tau-Frier-Zyklen der Hirngewebe oder zunehmende Autolyse sowohl zu einem Abfall
des PrP"*-Signds (ZIEGLER et a. 2004) as auch des I nfektionserfolges gefuihrt und wurden deshalb
vermieden.

Fir die Hergtelung der Homogenate wurden zunéchst verschiedene LGsungspuffer miteinander
verglichen: Zdlkultur-Medium, PBS, Glukose- und Saccharoseldsung. Im Rahmen vergleichender

Studien wiesen die Zuckerldsungen, insbesondere der Saccharosepuffer, neben ausgezeichneten
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Suspensionseigenschaften einen stabilisierenden Effekt auf den PrP™-Gehat der Inokulate auf (s.
Abb. 4.4). Fir die weiteren Studien wurden deshalb in Saccharosepuffer hergestellte Inokulate
verwendet.

» Applikationsmenge

Zur Bestimmung der zu applizierenden Homogenatmenge (Minimum, Maximum) wurden
Infektionsstudien mit Verdinnungsstufen der hochpositiven, mauspassagierten Scrapie-Stamme 221
und 127S auf den fur diese Stdmme empfanglichen Kontrollzelllinien (N,aGilch- bzw. Rov-Zellen)
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Maximamenge applizierbaren Homogenates durch die
Toleranzgrenze der Zellen auf unter 3 % (w/v) (Endkonzentration) limitiert war. Oberhalb dieser
Menge war ein vermehrtes Absterben der Zellen zu beobachten. AufRerdem kam es bei hohen
Konzentrationen angtelle der gewtinschten Feinverteilung Uber den Zelrasen eher zu einer direkten
Aggregatbildung und Verklumpung des applizierten Gewebes. Weiterhin konnte festgestellt werden,
dass die Inokulate auch noch bei sehr niedrigen Endkonzentration (0,0003 % (w/v)) infektits blieben.
Im Vergleich zu den mit héher konzentriertem Inokulat infizierten Zellen gleicher Passagezahl war die
Akkumulation von neu gebildetem PrP™ jedoch deutlich verzogert. Fur die Infektionsstudien sollten
hauptsachlich untitrierte Feldisolate unbekannten Infektiositétsgehaltes verwendet werden. Daher
wurde, um eine ausreichende Infektionsdosis und eine adédquate Akkumulation neuer Prion-Erreger zu
gewdhrleisten, basierend auf den eigenen Ergebnissen eine Endkonzentration von 0,33 % (w/v)

festgelegt, die eine hohe Gewebetoleranz der Zellen mit einer maximalen Erregermenge kombiniert.
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N,aGilch N,aGilch
+22L in (5 %) Saccharose +22L inPBS
© 0,3 % L J
» © 0,03 % L E]
A : 0,003 %
| | ] oo003% .
0 3 6 0 3 6 Pass.

Abb. 4.4: Einfluss des Ldsungspuffers zur Herstellung der Homogenate und der
Endkonzentration des Inokulums auf den Infektionserfolg. N2aGilch-Zellen wurden mit
dem mauspassagierten Scrapie-Stamm 22L infiziert. Dabel wurden zwel verschiedene Puffer zur
Homogenisierung des Hirngewebes und verschiedene Endkonzentrationen des Inokulums
eingesetzt. Dargestellt ist die Detektion von PrP™ mittels Dot-Blot-Analyse nicht passagierter
(Pass. 0), 3x passagierter (Pass. 3) und 6x passagierter (Pass. 6) Zellen. Die Aufarbeitung der
Passage 0 erfolgte zum Ende der Inkubationszeit und enthielt damit neben den Zellen auch
Inokulat. Lésungspuffer: Der Vergleich der beiden Homogenisierungspuffer (Saccharose und
PBS) zeigte einen stabilisierenden Effekt der Saccharose, da initial mehr PrP™ auf die Zellen
gelangte (Passage 0) und auRerdem eine schnellere Akkumulation des neu gebildeten PrP™
(Passage 6; 0,003%) beobachtet werden konnte. Inokulatverdinnung: Auch sehr gering
konzentrierte Inokulate (22L) fuhrten noch zur Infektion der NbaGilch-Zellen. Verglichen mit

Infektionsversuchen, die mit einem hoheren Gehalt an Inokulat begonnen wurden, war die
Akkumulation des neu gebildeten PrP™ jedoch deutlich verzogert. Der Nachweis des PrP™
erfolgte unter Verwendung des mAK: ICSM18.

4.1.3.3 Inokulationsprotokoll

Die erfolgreiche Etablierung und Publikation einer TSE-infizierten Zdllinie war in der Vergangenheit
immer begleitet von einem exakten Infektionsprotokoll, das auf die speziellen Bedirfnisse der
Zdllinie abgestimmt war (VILETTE et al. 2001, KLOEHN et a. 2003). Dabei unterschieden sich
unter anderem die Herstellung und die Art des Inkokulates, die Applikationsmenge oder die
Applikationsdauer zum Teil erheblich voneinander. Um zu untersuchen, ob der Infektionserfolg
tatsachlich von der genauen Befolgung dieser Protokolle abhangt oder ob ein in gewissen Grenzen
vorhandener Spielraum fir ein generelles Infektionsprotokoll besteht, wurden TSE-empfangliche
Kontrollzelllinien (verschiedene Na Zdllinien, Hpl3-4-Maus-Zellen, Rov-Zellen) abweichend von
den fir sie vorgegebenen Infektionsprotokollen inokuliert. Die entsprechenden Abweichungen
bezogen sich auf die Herstellung und Konzentration der Inokulate (s. Kap. 4.1.3.2) sowie die
Inkubationszeit und die Inkubationshaufigkeit. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass die
Modifikation der Protokolle keinen negativen Einfluss auf den prinzipiellen Infektionserfolg hatte und
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dass alle TSE-empfanglichen Kontrollzellinien, fur die eigens spezielle Infektionsprotokolle
entwickelt worden waren, auch mittels der in dieser Arbeit verwandten Methodik erfolgreich infiziert
werden konnten.

Fir die Entwicklung enes vorrangig auf nicht mausadaptierte TSE-Isolate angelegten
Inokulationsprotokolles wurde, um die Aufnahme und Adaptation des Erregers zu unterstiitzen, eine
moglichst lange Inkubationszeit festgesetzt. Durch die zweimalige Inokulation der Testzellen mit einer
jeweiligen Inkubationszeit von drei Tagen und ener anschlieffenden  zusétzlichen
Nahrmedienapplikation, ohne den Kulturtiberstand und somit das zweite Inokulat zu entfernen, betrug
der Gesamtzeitraum der Inkubation neun Tage. Auf diese Art und Weise wurde ein Dreifaches der
urspringlichen Inkubationszeit erreicht, ohne den Zellen durch verbrauchtes Nahrmedium zu schaden,

und die Zellen wurden zweimalig mit frischem, infektiosem Material konfrontiert.

Basierend auf cen erhaltenen Ergebnissen und unterstiitzt dirch optimierte Zellkulturbedingungen,
wurde en universales Infektionsprotokoll erstellt, das im weiteren Verlauf fur alle Testzelllinien
dieser Studie angewendet wurde (s. Abb. 4.5).

Abb. 4.5: Infektionsprotokoll

Ansatz Die Aussaat der Zdlen erfolgte am Vortag der
Kultivierung 1 Tag I nokulation.
L Die Applikation des frisch  homogenisierten

Hirngewebes erfolgte in einer Endkonzentration von
0,33 % (w/v) in das N&hrmedium der Zellen. Nach

einer dreitdgigen Inkubationszeit wurde ein zweites

1. und 2. Inokulation
0,33 % (w/v) Hirnhomogenat
2 x 3 Tage Inkubation

Mediumzugabe

Mal inokuliert und nach weiteren drei Tagen noch

einma fir drei Tage reines Nahrmedium zum

vorhandenen Uberstand hinzugefiigt.

Der Hauptteil des Inokulates wurde durch den Wechsel

des Zdlkulturtiberstandes entfernt. Um maoglicherweise
anhaftendes Restinokulat ebenfalls ausschlief?en zu
konnen und im Gegerzug neugebildetes PrP™ zu

Inokulat entfernen

Kultivierung und
mehrmaliges Passagieren

vermehren, wurden die Zdlen welter kultiviert und

mehrmalig passagiert.
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4.2 TSE-Infektionsstudien an Zelllinien ver schiedener Spezies

4.2.1 Infektionsstudien

Die 34 in den Vorversuchen ausgewdahiten Testzelllinien wurden mit unterschiedlichen TSE-Stémmen
und -Isolaten inokuliert (s. Tab. 4.2 - 4.4): Die Inokulation mit bovinem BSE-Material erfolgte auf
nahezu allen Testzelllinien. Das Scrapie-Material vom Schaf diente vorwiegend der Inokulation von
Schafzelllinien, wurde aber ebenfalls auf murine, caprine und bovine Zelllinien appliziert. Des
Weiteren stand eigens fir die caprinen Zelllinien auch Scrapie-Material aus der Ziege zur Verfligung.
Die Inokulation der eher fir die Kontroll- und Vorversuche bestimmten, mauspassagierten Scrapie-
Stdmme wurde bel den verschiedenen Testzdllinien nur stichprobenartig durchgefthrt. Das
mauspassagierte BSE-Material diente speziell der Inokulation von MGbov900-Zellen, deren
Entwicklung aus dem Hirngewebe einer TgbovXV-Maus erfolgt war. Als Kontrolle wurden PrP™-
negative Inokulate in der entsprechenden Endkonzentration mitgefhrt. Die Kultur und Inokulation der
Zdllen erfolgte gemal’ dem beschriebenen Infektionsprotokoll (s. Kap. 4.1.3.3). Um das Restinokulat
aus den inokulierten Zellen zu entfernen (s. Kap. 4.3.4) und eine Anreicherung neu gebildeten PrP™
zu ermdglichen, wurden die Zellen nach der Zeit der Inkubation weiter kultiviert und entsprechend
ihren individuellen Teilungsverhaltnissen mindestens bis zu einer Verdinnungsstufe von 1: 1000
(KLOEHN et a. 2003) passagiert. Ein Aliquot der Zellen wurde bei jeder Passage fir die Detektion
von PrP™ zuriickbehaten. Mittels Dot-Blot-Anayse konnte somit zundchst der Riickgang des
Restinokulates verfolgt werden (s. Abb. 4.6). Anschlie3end wurden die Proben hinsichtlich neu
akkumulierten PrP™® untersucht. Folgende Resultate waren wéhrend bzw. nach der Entfernung des
Restinokulates zu erwarten: A) Keine Infektion: Das PrP"™-Signa falt mit der Entfernung des
Restinokulates ab. Anschliefend ist kein PrP™-Signal mehr in der Kultur nachweisbar. B) Transiente
Infektion: Wahrend bzw. nach der Entfernung des Restinokulates ist ein Anstieg neu gebildeten PrP™

nachweisbar, welches jedoch nach weiteren Passagen wieder aus der Kultur eiminiert wird. C)
Persistente Infektion: Das PrP"-Signd bleibt in der Zellkultur stabil nachweisbar.

Ox 1x 2x 3x 4x b5x 6x 7x passagiert

™~ . . (1:10)

Abb. 4.6. Passagereihe von mit 22L inokulierten N,aGilch-Zellen. Passage O erfolgte
unmittelbar nach dem Ende der Inkubationszeit und enthélt neben den beprobten Zellen
auch Reste des applizierten Inokulates. Im Verlauf der Passagen (Passage 1/2) zeigt schein
Abfall des PrP™-Signals, gleichbedeutend mit der verdiinnungsbedingten Entfernung des
Restinokulates. Ab Passage 3 bis Passage 7 ist @n deutlicher Anstieg von neu gebildetem
PrP™ zu erkennen. Der Nachweis des PrP"™ erfolgte unter Verwendung des mAK: ICSM18.
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Die Tabdlen 4.2 bis 4.4 zeigen die Infektionsstudien an den Testzdllinien im Uberblick. Die
erfolgreichen Infektionen wurden rot dargestellt. Die Inokulationen der murinen Zelllinie M, der
ovinen Zédllinie 11 und der Wildwiederkduerzelllinien 766 und 822 erfolgten zu Kontrollzwecken.

Tab. 4.2: Inokulationsstudien an Zdllinien von Rind und Schaf

ZB-Nr. [Name Spezies | Alter Organ Umsetzr ate |PrP°| Verwendete | nokulate
89 [Bovl/KM-R2 Rind fetal Milz 1:2 + |BSE
93 |Bov2/KZ-R Rind fetal Zunge 1:2 + |BSE
96 [Bov3/KNN-R Rind fetal Nebenniere 1:2 + |BSE
154 [Bov5/PES Rind unbekannt | unbekannt 1:2 + |BSE, Scrapie, RML
239 [Bov6/KHY Rind neonatal Hypophyse 1:2 + |BSE, RML, ME7
244 [Bov7/KOP-R Rind neonatal Oesopharynx 1:2 + |BSE
84 |Bov8/MDBK Rind adult Niere, BVDV + 1:6 + |BSE, Scrapie
261 [Bov9/MDBK Rind adult Niere 1:6 + |BSE, Scrapie
456 |Bovl10/GGE-R Rind embryonal | Gehirn 1:2 + |BSE, RML, ME7
458 [Bovll/GRE-R Rind embryonal | Gehirn 1:2 + |BSE, Scrapie, RML, ME7
970 [Bov12/FKD-R1 |Rind fetal Darm 1:2 + |BSE
972 |[Bov13/FP-R Rind fetal Pansen 1:2 + |BSE
979 |[Bov14/FRD-R Rind fetal Dam 1:2 + |BSE
11 [Shpl/PT Schaf unbekannt | Niere 1:6 - |BSE, Scrapie
39 [Shp3/SFN-R Schaf neonatal Niere 1:2 + | Scrapie
151 |Shp7/SLU-L Schaf adult L ungentumor 1:6 + | Scrapie
201 (ShplO/ESP Schaf embryonal | Plexus chorioideus 1:2 + |BSE, Scrapie, RML, ME7
213 [Shpll/SCP Schaf embryonal | Plexus chorioideus 1:2 + | BSE, Scrapie, RML, ME7
Tab. 4.3: Inokulationsstudien an Zdlllinien anderer Spezies
ZB-Nr. [ Name Spezies Alter Organ Umsetzrate |PrP°| Verwendete Inokulate
120 [(ZLU-R |Ziege fetd Lunge 1:2 + | BSE, Scrapie, caprine Scrapie
130 | ZLI-R Ziege feta Lippe 1:2 + | BSE, Scrapie, caprine Scrapie
242 |[ENG-R Nerz embryond | Gehirn 1:2 + | BSE, ME7, RML
252 [KG-R Katze neonatal Gehirn 1:2 + | BSE, ME7, RML
378 |WSG-R | Wildschwein | fetd Vollgehirn 1:4 + | BSE
266 |CBS Hausschwein | fetd Cerebellum 1:4 + |BSE
565 |[SGW-R Hausschwein | Absetzer Stammhirn 1:4 + | BSE, ME7, RML
766 |DWM -R | Damwild embryond | Magen 1:2 - |BSE
822 |REH-R |Reh fetd Hoden 1:2 - |BSE
197 | HEK 293 | Mensch embryond | Niere 1:4 + | BSE
221 |Oligo Mensch embryond | Oligodendroglia 1:4 + | nicht inokuliert
439 | K562 Mensch unbekannt | Leukemiezellen 1:4 + | nicht inokuliert
675 | U373 Mensch adult Astrozytom 1:2 + | BSE
Tab. 4.4 Inokulationsstudien an Zdllinien der klassischen Labortiere
ZB-Nr.| Name Spezies Alter Organ Umsetzr atelPrP°| Verwendete Inokulate
14 L,NCTC/L929( Maus (Klon 929) | adult Bindegewebe | 1: 6 + | BSE, RML
132 N.a Maus adult Neuroblastom| 1 : 3/10 + |RML
229 N,a Maus adult Neuroblastom| 1: 3 + | BSE, Scrapie, RM L
864 [MO/O M aus (PrP"©) neonatal | Gehirn 1:2/10 - |BSE
900 M Ghbov Maus (“°PrPbovin)| embryonal | Gehirn 1:3 + | BSE, Scrapie, RML, murine BSE
969 MGOV-R Maus (“°PrPovin) | embryonal | Gehirn 1:4 + | BSE, Scrapie, RML
969 MGOV-R Maus (“°PrPovin) | embryonal | Gehirn 1:3 + | Scrapie, RML
134 CHO-K1 Hamster adult Ovar 1:6 + | BSE, RML
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4.2.1.1 Nicht infizierbare Zdlllinien

Die Mehrzahl der inokulierten Zelllinien (30 von 34) zeigte keine Empfanglichkeit fir die applizierten
Inokulate (s. Tab. 4.2 - 4.4). Nach Riickgang des Restinokulates war kein PrP™-Signa mehr in den
Proben zu detektieren und auch einer langeren Zeit der Kultivierung (ca. 20 Pass.) folgte kein
Neuanstieg (s. Abb. 4.7).

Ziege (ZLI-R130) + BSE Rind (Bov5/PES154) + BSE
Ox 1x 2x 3x 4x 5x 6x 7x 8x Pass. Ox 1x 2x 3x 4x 5x 6x 7x 8x 10x Pass.

’_wg. |(1:2)|. > B @a:2)

Abb. 4.7: , Splittblots* nicht erfolgreicher Inokulationen. Exemplarisch dargestellt sind die
Passagerethen der caprinen Zelllinie ZLI1-R130 und der bovinen Zedllinie Bov5 nach der
Inokulation mit BSE-Material. In beiden Fdllen kommt es zum Abfall des Gehates an
Restinokulat, dem aber keine Anreicherung neuen PrP™ folgt. mAK: ICSM18

4.2.1.2 Transiente I nfektionen

Zwei Zdllinien lief3en sich transient mit bovinem BSE-Material infizieren. Hier war nach Abfall bzw.
Entfernung des Restinokulates wieder ein Anstieg des PrP™-Signals zu detektieren und das positive
PrP™-Signd bestétigte sich auch im direkten Vergleich zu nicht infizieten Kontrollen. Der
Infektionsstatus ging jedoch wieder verloren. Eine Wiederholung dieses Infektionserfolges war in
beiden Féllen nicht moglich.

» MGbov900 - Die MGbov900-Zédlllinie entstammt dem Gehirn ener bovines PrP exprimierenden
PrP”°-Maus. Es handelt sich um eine zum Zeitpunkt der Inokulation noch nicht ausgereifte Linie in
frihen (< 60) Passagestadien mit unregelmélligem Zellbild. Nach der Inokulation mit BSE-Material
vom Rind konnten bei einer Umsetzrate von 1 : 3 bis zur zehnten Passage wiederholt positive PrP™-
Signade in der Dot-Blot-Analyse (s. Kap. 3.3.4.2) nachgewiesen werden, die nach der erneuten
Testung in der vierzehnten Passage jedoch nicht mehr detektierbar waren (s. Abb. 4.8).

MGbov900 + BSE +BSE @ +BSE @
we-»s e e @®E —-[]0]
Ox 1x 2x 3x 4x 5x 6xpass. 10xpassagiert 14x passagiert

Abb. 4.8: Transiente Infektion von M Gbov90C-Zellen mit BSE-Prionen. Die
Detektion von PrP™ wahrend des Experimentes zeigte einen Abfal von
Restinokulat (bis zur 3./4. Passage), gefolgt von einem Anstieg neu akkumulierten
PrP™ (ab Passage 4/5). Bel Passage 14 war jedoch kein PrP™®-Signal mehr
detektierbar. Umsetzrate 1 zu 3; @ = nicht infizierte Kontrolle; mAK: ICSM18
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» Bovll - Die bovine Zdllinie Bovll (GRE-R 458) entstammt dem Gehirn eines embryonalen
Rindes. Die Zellmorphologie zeigt sich fibroblastoid- polymorph mit einem relativ zarten Gesamtbild
und beginnender Seneszenz nach der 50. Subpassage. Nach der Inokulation mit bovinem BSE-
Material wurden die Zellen bis zur 10. Passage (1 : 2) weiter kultiviert, bevor mit der Testung auf eine
erfolgreiche Infektion begonnen wurde. Das im Dot-Blot (s. Kap. 3.3.4.2) anfanglich noch schwache
PrP"™-Signal bestétigte sich nach weiteren Passagen durch den , Zell-ELISA® (s. Kap. 3.3.4.3) und
wurde wiederholt Uber enen Zeitraum von vier Monaten (32 Passagen) mit zwei verschiedenen
monoklonalen Antikorpern (L42, 6H4) bestétigt, verschwand aber nach der 32. Passage (s. Abb. 4.9).

+ BSE a
Rind Bov11l e,
(GRE-R 458) VR M O

A %

vBSE o AV, & .
i - r "ﬁ l"-l.lu_ > ‘.r. v it
A B '—.1"‘.11 x-?'"; - ! L ﬂ“m
Abb. 4.9: Transiente Infektion der Rinderzelllinie Bovll mit BSE-Prionen. Die
Rinderzelllinie Bov1ll wurde mit bovinem BSE-Materia inokuliert und zeigte
sowohl im Dot-Blot (A; mAK: ICSM18) as auch im ,Zell-ELISA* (B; mAK: 6H4)

positive PrP"*-Signale. Diese Signale wurden wiederholt Uber einen Zeitraum von
vier Monaten detektiert, bevor sie verschwanden. @ = nicht infizierte Kontrolle

4.2.1.3 Persistente | nfektionen

» N,a229 - In einer ersten Versuchsreihe wurden verschiedene Na-Linien auf ihre Empfanglichkeit
fur mausadaptiertes Scrapie-Material (RML) getestet. Dabei konnten auch unter den aus der Zellbank
ausgewahlten Zelllinien eine fur RML empfangliche (N,a229; Abb. 4.10) und eine fur RML scheinbar
resistente (N,al32) Sublinie der bekannten N,a-Neuroblastomzdlllinie identifiziert werden. Die
Infektion in den N,a229-Zellen war persistent und PrP™ wurde sowohl im Dot-Blot (s. Kap. 3.3.4.2)
asauch im Western-Blot (s. Kap. 3.3.4.1) als starkes Signal detektiert.

N,a 229 Zellen + RML Abb. 4.10: PrP'=-Detektion in mit RML infizierten
19x pass. (1 : 3) N,a229-Zellen. 19 Passagen nach der Inokulation mit dem
-PK +PK  ypa mausadaptierten Scrapie-Stamm RML war in N,a229-Zellen

—259 mittes Dot-Blot- (A) und Western-Blot-Andyse (B) eine
+RML @ =~ 194
° - stabile Akkumulation neugebildeten PrP™ detektierbar.
A B *_14,8

@ = nicht infizierte Kontrolle, PK: 25 pg/ml; mAK: ICSM18
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» Bovb5 - Eine bovine Zdllinie erwies sich empfanglich fur ovine Prion-Erreger. Die Inokulation
der Rinderzellinie Bov5 (154 PES) mit einem ovinen Feldisolat klassischer Scrapie (S71/04
ARQ/ARQ) aus einem Ausbruch des Jahres 2004 fihrte zu einer persistenten Scrapie-Infektion. Nach
sicherem Ausschluss aler Reste von Inokulat (Passage 10) wurden zunéchst durch die Dot-Blot-
Analyse (s. Kap. 3.3.4.2), spéter auch durch den Western-Blot (s. Kap. 3.3.4.1) und den ,Zdl-ELISA*
(s. Kap. 3.3.4.3) positive PrP™-Signale detektiert (s. Abb. 4.11). Die Infektion blieb persistent. Selbst
nach Uber 110 Passagen war nach wie vor ein stabiles PrP™-Signal zu detektieren, ohne dass infizierte

Z€llen durch Klonierung selektiert werden mussten.

Rind Bov5 (154 PES)

+ Schaf-Scrapie S71/04

Bov5Sc @ Bov5Sc @
25x1:2 110x 1: 2
L] - g e o i, T
A 5 o e £ u
ICSM18 ICSM18 ICSM18
kDa pBovssc g KDa BovssSc @ kDa BovsSc @ kDa Bov5Sc @
37,1 — 37,1 —]
37,1 — - 37,1 — :
25,9 | W 25,9 2 259 — 259
10.4 — 19,4 — 19,4 — W 104 "
- — 1 — - -
14,8 14,8 148 |
ICSM18 6H4 L42 P4

Abb. 4.11: Persistente Infektion einer Rinderzelllinie (Bov5) mit Srapie-M aterial vom
Schaf. Bov5-Zellen wurden erfolgreich mit dem ovinen Scrapie-Feldisolat S71/04 infiziert. 25
Passagen nach der Inokulation konnten mittels Dot-Blot-Analyse (A) klare Signae,
unzweifelhaft neu akkumulierten, PrP™ detektiert werden, die auch nach 110 Passagen noch
nachweisbar waren. Im Western-Blot (C) wurden die neu gebildeten Prionen von vier
verschiedenen Antikorpern erkannt und der ,Zell-ELISA” (B) bestétigte die Infektion durch den
Nachweis PrP™-positiver Einzelzellen und Zellakkumulationen. @ = nicht infizierte Kontrolle

4.2.2 Charakterisierung und Etablierung der mit Schafscrapie infizierten Rinder zelllinieBov5Sc

4.2.2.1 Ursprung und Wachstumseigenschaften nicht infizierter Bov5-Zellen

Der Ursprung dieser Zdllinie ist unbekannt und nicht mehr nachvollziehbar. In der Datenbank des FLI
war die, hier ds Bovs-Zellen benannte Z€dlllinie, ds Schafzelllinie (154 PES) verzeichnet. Aus diesem
Grund wurde sie zunéchst mit Scrapie-Material infiziert. Die bovine Identitét der Zellen wurde durch
die Sequenzandyse (s. Kap. 3.3.1.10) festgestellt, die zur Bestimmung des ovinen Genotyps

vorgenommen wurde. Zur Bestimmung des Ursprungsgewebes, aus dem die Zellinie gewonnen
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worden war, wurden von Prof. Dr. J. Tefke (Institut fur Infektionsmedizin, FLI, Riems)
freundlicherwei se immunhi stol ogische Untersuchungen vorgenommen, die allerdings zu kontroversen
Ergebnissen fuhrten. In den durchgefihrten Zdl-Farbungen zeigte der neuronale Marker NSE ein
negatives Signal, der neuronade Marker S100 dagegen ein positives Signal. Der muskuldre Marker
Desmin ergab @n negatives, der muskulére Marker Actin aber ein postives Signal. Das Sinal fir
Vimentin, ein Marker des Zytoskeletts bzw. mesenchymaer Zellen, war nicht eindeutig. Das Signd
fur Zytokeratin, ein Marker fir Epithelien, war negativ. In der Kultur wuchsen die Zellen als regulére,
polygonale Zellen in einem flachigen, einschichtigen Zellrasen, der bei Konfluenz der Zellen in einen
mehrschichtigen Zellrasen Uberging.

4.2.2.2 Akkumulation der Prion-Erreger und Stabilitat der Infektion

Nach dem vollstdndigen Ausschluss von Inokulatresten in der infizierten Kultur konnte eine langsame,
aber stetige Anreicherung von neu gebildetem PrP™ detektiert werden. Bel einem Teilungsverhdtnis
von 1 zu 2 war zehn Passagen nach der Inokulation jegliches Restinokulat sicher auszuschlief3en. Mit
Hilfe des Antikorpers ICSM18 wurde ein zundchst sehr schwaches PrP™-Signa detektiert, das sich
aber eindeutig von der nicht infizierten Kontrolle unterschied. Nach der 15. Passage handelte es sich
um ein deutlich detektierbares Signal und der Infektionserfolg war durch weitere Antikorper (6H4, P4,
L42) verifizierbar (s. Abb. 4.11). Wahrend der fortgesetzten Kultivierung der Zellen kam es zu einem
weitgehend stabilen Akkumulationsplateau. Die Zellen konnten ohne Infektionsverlust in Stickstoff
gelagert und wieder in Kultur genommen werden (s. Kap. 3.3.2.2). Die Infektion in den Zellen war
noch nach weit Uber hundert Passagen persistent vorhanden.

4.2.2.3 Selektion infizierter Zelklone

Um einen Einblick zu erhaten, wie viele der Zellen in der Kultur PrP™ bilden, wurde eine Farbung
auf Einzelzellebene durchgefiihrt (s. Kap. 3.3.4.3). Der Nachweis PrP™-positiver Einzelzellen
offenbarte, dass nicht die gesamte Kultur, sondern nur ein gewisser Prozentsatz (ca. 10 %) der Zellen
infiziert worden war. Durch die Selektion infizierter Zellklone 6. Kap. 3.3.2.5) war es moglich,
hochpositive Sublinien zu erhalten (s. Abb. 4.12), mit denen die weitere Charakterisierung der Zellen
erfolgte. In diesen Zellen war PrP™ auch nach tiber 200 Passagen unverandert stabil nachweisbar.

Abb. 4.12: Sdektion infizierter Ze€lklone.

Rind Bov5 + S71/04

Die in-situ-Detektion von PrP™ im ,Zdl- e - .

. . - R “| +Sc +Sc +Sc +S
ELISA" zeigte das Vorhandensein positiver ,n | AciAs A2ic2 E6ICS E6/ES
Einzelzellen unter einem weit groReren Teil soun™ 7| [

nicht infizierter Zellen. Durch die wiederholte
Selektion PrP™-positiver Zellklone (A2/A5, E6/C5) wurde der Anteil infizierter Zellen in der
Kultur vermehrt, was zum Entstehen hochpositiver Sublinien fihrte. mAK: ICSM18
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4.2.2.4 Empfanglichkeit fir TSE

Die Infektion der Bov5-Zellen mit Material des Stammhirns (Bereich Obex) des |solates S71/04 war
mehrfach wiederholbar. Die Inokulation mit Materia anderer Hirnregionen bspw. mit Material aus
dem Stammhirn (das gesamte Gehirn des Tieres stand zur Verfligung) war dagegen nicht erfolgreich.
Weiterhin schien es, als sai die TSE-Empfanglichkeit von Bov5-Zellen auf das Isolat S71/04 begrenzt.
Obwohl die Zellen mit verschiedenen Isolaten klassischer und atypischer Schaf-Scrapie, mit |solaten
klassischer und atypischer BSE und mit dem mausadaptierten Scrapie-Stamm RML inokuliert wurden,
fuhrte zunéchst keiner dieser Versuche zu einer Infektion. Um dennoch ein weiteres Inokulat fur die
erfolgreiche Infektion von Bov5-Zellen zu finden, wurden Gehirnproben von 15 Scrapie-infizierten
Schafen des gleichen PrP-Genotyps (ARQ/ARQ) aus demselben Scrapie-Ausbruch getestet zu dem
auch S71/04 gehtrte. Es gelang schliefdlich, ein zweites Scrapie-lsolat (S95/04 ARQ/ARQ) zu
identifizieren, fir das Bov5-Zellen ebenfalls empfanglich waren. Allerdings resultierte die Infektion
mit S95/04 in einer schwacheren Akkumulation von PrP™ und bedurfte der weiteren Selektion
positiver Zellklone (s. Abb.4.13).

Rind Bov5 (Passage 1 : 2)

+S71/04 @ +S71/04 +BSE +RML +S13/04 + 5120/04 +S90/04 + S66/04

ARQ/ARQ ARQ/ARQ VRQ/ARH  ARQ/ARQ  AHQ/ARQ  ARQ/ARQ
110x 45x 28x 21x 10x 10x 10x 10x (1:2
— — — —
+ S95/04 (ARQ/ ARQ) + S95/04 (ARQ/ARQ)
Ox 1Ix 2x 3x 4x b5x 6x 7x 8x 9x 10x 14x (1:2) D1 G6 E8 A9
[ .o o [®] [#] ]
“Passageblot” “Klonierung”

Abb. 4.13: Empféanglichkeit von Bov5-Zédlen fir TSE. Die efolgreiche Infektion der
Zdlen mit dem ovinen Scrapie-lsolat S71/04 war mehrfach wiederholbar, hier exemplarisch
durch die Dot-Blot-Analyse zur Detektion von PrP™ in zwei unterschiedlichen Kulturen
(jeweils 110x und 45x passagiert) dargestellt. Mit dem ovinen Scrapie-lsolat S95/04
(ARQ/ARQ) wurde ein zweites Inokulat identifiziert, fir das die Bov5-Zellen empféanglich
waren. Durch die Selektion RP™-positiver Zellklone konnten aus der primér eher schwach
infizierten Kultur stabile Sublinien etabliert werden. Die Inokulation mit RML, BSE bzw.
etlichen weiteren Scrapie-lsolaten verschiedener Genotypen (z. B. S13/04, S120/04, S90/04,
S66/04) war dagegen nicht erfolgreich. @ = nicht infizierte Kontrolle; mAK: ICSM 18
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4.2.3 Laufverhalten im Western-Blot

TSE-Erreger werden durch ihre Stammeigenschaften charakterisiert und unterscheiden sich unter
anderem in ihrem Glykosylierungsmuster und in ihrer Resistenz gegentiber Proteinase K und damit
hinschtlich ihres Laufverhaltens im Protein-Gel. Eine ndhere Charakterisierung der Zellinfektion
erfolgte daher zunéchst im Vergleich mit unterschiedlichen TSE-Hirnhomogenaten (BSE, Scrapie und
RML) durch die Detektion von PrP™ im Western-Blot mit verschiedenen Prion-Protein-spezifischen

Antikorpern: P4, ICSM18, 6H4

und L42 Wéhrend BSE-PP™® 6H4L4\2

aufgrund der 7 bis 15 P4 'CSMlS\\_—

Aminosduren weiter C-termind BSE N—__4 :2 -c

gelegenen PK-Schnittstelle  von PK 6H4\

dem Antikorper P4 (Epitop Schaf P4 'CSMIB\\_—

89-104) nicht erkannt wird und | Scrapie N = F-c

RML aufgrund seines murinen PAK

Ursprungs weder vom P4 Abb. 4.14: Darstellung der PK-Spaltstellen-abhéngigen
Bindung Pr P-spezifischer Antikorper bei BSE und Scrapie.

Antikbrper noch vom L42-
Antikorper (Epitop Schaf 145-163) detektiert wird, war das in den Scrapie-infizierten BovsSc-Zellen
gebildete PrP™ durch ale vier verwendeten Antikorper nachweisbar (s. Abb. 4.15).

kDa ICSM18 kDa  6H4
37,1 —
37,1 .
o - > -
19,4 — - 19,4 _
- . -
14,8 |
BSE Scrapie RML Bov5Sc Bovbs BSE Scrapie RML Bov5Sc Bovs
kDa L42 kDa P4
37,17 | 37,1 —
] . e
25,9 . 259 _
194— " - 19.4 — .
14,8 — - 148 _| —
BSE Scrapie RML Bov5Sc Bovs BSE Scrapie RML Bov5Sc Bovs

Abb. 4.15: Detektion von PrP"® aus Bov5Sc-Zellen im Vergleich zu TSE-Hirnhomogenaten.
PrP™ wurde in den infizierten Bov5Sc-Zellen, aber nicht in den nicht-infizierten Kontrollzellen
(Bov5) von alen verwendeten PrP-spezifischen Antikorpern (ICSM18, 6H4, L42, P4) erkannt
und zeigte verglichen mit den Proben aus BSE-, Screpie- und RML-Hirnhomogenaten ein
hoheres Molekulargewicht und ein verandertes Glykosylierungsprofil. Die Proteinmengen der

Hirngewebe wurden denen der Zellhomogenate angeglichen. PK: 50 pg/ml
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Hinsichtlich des Glykosylierungsmusters zeigte das PrP"™-Signd der Zellen in Abhangigkeit vom
verwendeten Antikorper ein zwischen der einfach- und der zweifach-glykosylierter Bande in etwa
ausgeglichenes (ICSM18) bzw. en leicht zugunsten der einfach-glykosylierten (L42) oder auch der
zweifach-glykosylierten (P4) Bande verschobenes Verhdltnis, wdhrend die unglykosylierte Bande
schwécher ausgeprégt war. Fir die Charakteriserung des Glykoprofils ist der L42-Antikorper
etabliert. Hier zeigte sich das Glykosylierungsprofil wie folgt: 23,1 % unglykosyliert, 45,1 % einfach-
glykosyliert, 31,8 % zweifach-glykosyliert. Beztiglich seines Laufverhaltens im Gel war fur das von
den Zellen gebildete PrP™ verglichen mit dem der Hirnproben ein hoheres Molekulargewicht
festzustellen, das vor alem die zwei glykosylierten, minimal aber auch die unglykosylierte Bande
betraf. Diese Unterschiede wurden durch die Deglykosylierung des Prion-Proteins weitgehend
aufgehoben. Nach dem Verdau mit N-Glykosidase F war das Laufverhaten der Proben nahezu
identisch.

4.2.4 Proteinase K -Resistenz

Um die Proteinase K (PK)-Resistenz des neu gebildeten PrP™ weiter zu charakterisieren, wurden die
Bov5Sc-Zellen mit anderen TSE-infizierten Zelllinien (ScN,a, SMBRC040) in PK-Konzentrations-
studien und PK-Zeitrethen-Experimenten verglichen (s. Kap. 3.3.5.1, 3.3.5.2). Dabei zeigte das aus
den infizierten bovinen Zellen (Bov5Sc) gewonnene PrP™ eine minimal hohere Stabilitét gegeniiber

dem protedytischen Abbau as PrP™ aus den murinen Zdllen.

0 2 46 81012 1416 18202224 h ScNya Bov5Sc Bovs

ScNoa [ # @ % # & = & = 0 pg/mi . . .
25 pg/mi . .
SMBRCO40O (@ & & & & » s 100 pg/ml | = .
250 pg/ml - .
.

BovVESC (@ @ # ¢« » &2 & & @ 500 pyg/ml | @

1000 pg/ml L .

PK (25 ug/mi 37 °C) PK (1h37°C)

Abb. 4.16: Charakteriserung der PK -Resistenz Scrapie-infizierter Bovs-Zélen. Infizierte
BovbSc-Zellen wurden hinsichtlich ihrer PK-Resistenz mit nicht infizierten Bov5-Zellen
sowie RML-infizierten ScN,a und SMBRC0O40-Zellen verglichen. Wahrend das Prion-
Protein nicht infizierter Zellen mit 25 pg/ml PK innerhalb einer Stunde bei 37 °C vollstandig
verdaut wurde, zeigten die Scrapie-infizierten Bov5Sc-Zellen eine equivalente PK-Resistenz
(Konzentrations- und Zeitrethen) wie die Prion-infizierten murinen Zellen. mAK: ICSM 18

4.25 Wirkung PrP"® inhibierender Substanzen
Das Verhalten TSE-infizierter Zelllinien gegeniiber PrP™ inhibierenden Substanzen ist vor alem fir
die therapeutische TSE-Forschung von besonderem Interesse. Um zu Uberpriifen, ob die Infektion
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reversibel ist, wurde die Wirkung von drei bekannten PrP™-Inhbitoren: Pentosansulfat (100 pg/ml),
Suramin (0,2 pg/ml) und Imatinib (10 pM) (CAUGHEY u. RAYMOND 1993, GILCH et a. 2001,
ERTMER et a. 2004) auf die infizierten Bov5-Zelen im Vergleich zu den zwel murinen TSE-
Kontrollzelllinien ScN,a und SMBRCO040 untersucht. In den ScN,a-Zdlen und in den SMB-Zellen
war die Menge an PrP™ nach vier Tage deutlich reduziert und elf Tage nach der Substanzapplikation
nicht mehr rechweisbar. Bei den bovinen Zellen erfolgte ebenfals eine ,Heilung®, die Reaktionszeit
war jedoch wesentlich langer. Sie betrug vier Wochen fur Pentosansulfat bzw. Suramin und vier
Monate fur Imatinib. Infolge der Substanzapplikation zeigte sich weiterhin eine deutliche, aber
reversible Reduktion des endogenen PrP°.

4.2.6 Reinfektion nach Heilung

Nachdem durch die Wirkung der Inhibitoren in den Bov5-Zellen kein PrP™ mehr detektierbar war,
sollte untersucht werden, ob eine erneute TSE-Infektion mit dem gleichen oder mit anderen Isolaten
madglich sai. Die Reinfektion mit dem Scrapie-Isolat S71/04 konnte nicht durchgefiihrt werden, da
kein Obexmaterial mehr fir die Inokulation zur Verfligung stand (siehe Kap. 4.2.2.4). Die Infektion
mit dem Scrapie-1solat S95/04 fiihrte aber zu einer erneuten Infektion der Zellen (s. Abb. 4.17).

Western-Blot PK - PrP“-Kontrolle Dot-Blot PK + PrP'**-Kontrolle
in ,geheilten“ Bov5(Sc)-Zellen in ,geheilten Bov5(Sc)-Zellen
(Imatinib) (Suramin) (Pentosansulfat) (Imatinib) — (Suramin) (Pentosansulfat)

kDa  A2IA5 EBIC5 A2IAS EB/C5 A2/AS E6IC5  A2/AS E6/C5 A2/A5 E6/C5 A2/A5 E6/CS

25,9—’! > 4 &3 - 3

9 Wochen 11 Wochen 11 Wochen 9 Wochen 11 Wochen 11 Wochen
A Medium 30 Medium 30  Medium 30 B Medium 30c Medium 30c  Medium 30c

Reinfektion Bov5Sc 20x 1:2

(Imatinib) (Suramin) (Pentosansulfat)
+ S%é/04 + Si5/04 + S95/04

4 A 4 A f_%
A2/A5 EBIC5  A2/A5 E6/C5  A2/A5 E6/C5

NN ..

Abb. 4.17: Reinfektion , gehelter® Zelen mit dem ovinen Scrapie-Feldisolat S95/04.
A) Nachdem in den durch PrP"™-Inhibitoren behandelten Bov5(Sc)-Zellen kein PrP™ mehr
nachweisbar war, wurde die Behandlung abgesetzt und die weitere Kultur erfolgte unter Opti-
MEM-Medium (30c). Nach 9 - 11 Wochen war im Western-Blot wieder PrP® zu detektieren. B)
Die ,Heilung* der behandelten Zellen blieb jedoch erhalten. PrP™ wurde auch 9 - 11 Wochen
nach Absetzen der Inhibitoren nicht wieder detektiert. C) Durch die Inokulation der geheilten
Bov5(Sc)-Zelen mit dem ovinen Scrapie-Feldisolat S95/04 konnten die Zellen erneut infiziert
werden (Bov5Sc). Der Nachweis des PrP™ erfolgte unter Verwendung des mAK: ICSM18.
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4.2.7 Verifikation der in den Zellen vorhandenen Infektiositat im Mausmodell

Der Beweis, dass die PrP"™-bildenden Bov5Sc-Zéellen Infektiositét enthaten, sollte durch die Infektion
von Méausen erbracht werden. Zu diesem Zweck wurden drei Gruppen von Tieren ausgewahlt: a)
transgene, das bovine PrP Uberexprimierende Mause (TgbovXV), b) transgene, das ovine PrP

Uberexprimierende Méause (Tgshpl X) und c) C57BL/6-Wildtypméause.

4.2.7.1 Infektion der Mé&use

Die Inokulation sowie die spatere klinische Uberwachung und Euthanasie der Mause wurde durch
Dr. A. Weber und B. Hammerschmidt (FLI-INNT, Riems) vorgenommen. Die Applikation der
infizierten Zellen erfolgte unter Narkose durch die intrazerebrale Injektion (30 pl/Tier) von 10 %-igen
Zellsuspensionen (in PBS). Beilm Auftreten terminaler Symptome einer Prionerkrankung wurden die
Tiere getétet und das Gehirn zur Detektion von PrP™ entnommen. Innerhab einer Inkubationszeit von

206 - 288 Tagen erkrankten alle inokulierten TgbovXV -Ma&use mit typischen klinischen Symptomen

von Scrapie. In den Gehirnen von vier der sechs Mause wurde PrP™ mittels Western-Blot-Analyse (s.

Kap. 3.2.4.1) nachgewiesen. Die TgshplX-Mause erkrankten innerhalb von 398 - 465 Tagen. Hier

konnten zwei der sechs Mause im Western-Blot PrP™-positiv getestet werden. Aus der Gruppe der
C57BL/6-Wildtyp-Mause erkrankte bis zum gegenwartigen Zeitpunkt nur eine der sechs Mausenach

einer Inkubationszeit von 472 Tagen. Bel den anderen Tieren sind bisher (530 Tage nach Inokulation)
noch keine klinischen Symptome festzustellen (s. Abb. 4.18).
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Tgbovl Tgbov2 Tgbov3 Tgbov4 Tgbovs Tgbové TabovXV
KkDa ~— T ———"— Bovs-Zellen + S71/04
371 Maus-Nr. |IZ (Tage) | PrP™®
: ) 1 206 +
- 2 225 -
259 .-— 3 237 -
19,4 4 247 +
14,8 - - > 267 *
' . ——— 6 288 +
Tgshpl Tgshp2 Tgshp3 Tgshp4 TgshpS Tgshp6 TashpiX
T s T T T T pk |Bovs-Zellen + S71/04
371 —— - _ , , ~ Maus-Nr. |1Z (Tage)| PrP™*
’ 1 398 -
259 — v - i‘ .- 2 447 O
3 449 +
19,4 — - .. . . 4 449 +
| 5 456 -
14,8 - - 2 TR
C57BL/6 C57BL/6
Abb. 4.18: Western-Blot-Detektion |, ——— Bovs-Zellen + S71/04
- + PK M TES
res - . 371 — aus-Nr. |1Z (Tage)| PrP
von PrP™ in den Gehirnen von : 1 472 )
mit Bov5Sc-Zellen inokulierten 2> 7 &g 2 =
. - : 19,4 — 4 >530
M ausen Alle inokulierten
14,8 — 5 >530
TgbovXV-Méause erkrankten nach 6 2530
einer Inkubationszeit von 206 bis 288 Tagen. In den Gehirnen von vier der sechs Méuse
konnte PrP™ detektiert werden. Die TgshpXI-Méause erkrankten nach einer Inkubationszeit
von 398 his 465 Tagen. In den Gehirnen von zwei der sechs Méause konnte PrP" detektiert
werden. Eine von sechs Bov5Sc-inokulierten C57BL/6-Mé&usen erkrankte nach einer
Inkubationszeit von 472 Tagen mit typischen klinischen Symptomen von Scrapie. Im
Western-Blot wurde ein sehr schwaches PrP™-Signd festgestellt. Die Inkubationszeit der
Ubrigen Tiere dauert noch an. PK: 50ug/ml; 1Z: Inkubationszeit, mAK: ICSM18

4.2.7.2 Laufverhalten von PrP> im Western-Blot im Vergleich zu den infizierten Bov5-Zellen
Wie schon bel den TSE-Feldisolaten bzw. dem mausadaptierten Scrapie-Stamm RML (siehe Abb.
4.15) zeigte sich auch im Vergleich von in den TgbovXV- und TgshplX-Mausen nachweisbarem
PrP™ und dem von den Bov5-Zellen gebildeten PrP™ ein abweichendes Laufverhalten im Western-
Blot (s. Abb. 19). Besonders die Bande des zweifach-glykosylierten PrP™ der beiden Gehirnproben
wies ein geringeres Molekulargewicht auf als die des aus der Zellkultur stammenden PrP™. Die
Gewebehomogenate unterschieden sich auch untereinander im Laufverhaten und dem Verhdltnis der
glykosylierten Banden zueinander.
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Bov5Sc TgbovXV TgshplX
— "~ ~ —M—
kDa 2 4 5 6 3 4
259 %
194 —{ B . . B .
14,8 — . . = N

Abb. 4.19: Vergleichende Untersuchung im Western-Blot zum Laufverhalten
von PrP® aus Bov5%-Zellen, Bov5-infizierten TgbovXV-Mausen und
Bov5S-infizierten Tgshpl X-Mausen. Das Laufverhalten von PrP™ aus TgbovXV -
und TgshplX-Mausen weist im WesternBlot en deutlich niedrigeres
Molekulargewicht auf as das der infizieten Zellen. Die Proteinmengen der
Hirngewebe wurden dem der Zellprobe angeglichen. PK: 50pg/ml; mAK: ICSM18

4.2.7.3 Infektion der Bov5-Zellen mit mausadaptierter Bovs-Scrapie

Es stellte sich die Frage, ob die Ubertragung der in den Bov5Sc-Zellen gebildeten Prion-Erreger auf
TgbovXV-Mause zu einer Verdnderung der Stammeigenschaften fuhrt, die bedingt, dass die neu
gebildeten Prion-Erreger nicht wieder zurtick auf die Bovs-Zellen Ubertragbar sind (s. Kap. 4.2.7.1).
Die Applikation von Hirngewebe einer PrP"-positiven TgbovXV-Maus (Tgbovl, s. Abb.4.20) wie
auch einer PrP"™-negativen TgbovXV-Maus (Tgbov3; deutliche Klinik) auf die Bov5-Zellen fiihrte

alerdings zu einer eindeutigen transienten Infektion der Zellen.

Tgbov 1

T PK (50 pg/ml)
kDa » Passageblot" Bov5 (16x :2)
25,9 — 0x 1x 2x 3x 4x 5x 6x 7x 8x 9x 10x 11x 12x 13x 14x 15x —
19,4 — ,“ el & TR N
14,8 — +Tgbovl @

Abb. 4.20: Inokulation von BovE-Zelen mit mausadaptiertem Bov5-Scrapie Zehn Passagen
nach der Inokulation von Bov5-Zelen mit Hirnmateria aus Bov5Sc-infizierten TgbovXV -
Mausen war das Vorhandensein von Restinokulat auszuschliel3en, aber bis zur 25. Passage nach
der Inokulation der Zellen wurden PrP™-positive Signale im Dot-Blot detektiert. @ = nicht
infizierte Kontrolle; PK (Gehirn): 50ug/ml; PK (Zelen): 25ug/ml; mAK: ICSM18
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4.3 TSE-Infektionsstudien an trangenen Zelllinien

Paralld zu den Infektionsversuchen mit nattrlichen Zellinien wurden in einem zweiten Ansatz
transgene Zdllinien hergestellt, die auf der Basis von TSE-empfanglichen Zelllinien das PrP¢
verschiedener Spezies (s. Kap. 4.3.1) exprimieren. Diese transgenen Zellinien wurden anschlief3end
durch die Inokulation mit unterschiedlichen TSE-Erregern auf ihre Empfanglichkeit fir Prion-Erreger
untersucht.

4.3.1 Entwicklungtransgener Zelllinien

In Anlehnung an erfolgreiche Infektionsversuche mit Rov-Zdlen (VILETTE et a. 2001) und HpL 3-
AMo3F4PrP-Zellen (MAAS et al. 2007) wurden auf der Grundlage der Zelllinie RK13 (Kaninchen;
Nierenepithel) und der murinen, PrP-defizienten, neuronalen Zelllinie Hpl3-4 (KUWAHARA et a.
1999) transgene Zelllinien hergestellt, die das zdlluldre Prion-Protein von Maus (Mu), Nerz (Mink),
Hund (Can), Schaf (Shp), einer Chimare zwischen Maus und Schaf (Mushp) sowie auch einer
Chimére zwischen Maus und Rind (Mubo) Uberexprimierten (s. Abb. 4.21).

Die Herstdllung der PrP Uberexprimierenden Hpl3-4-Zellen (s. Tab. 4.5) erfolgte innerhalb der
Arbeitsgruppe unter Verwendung eines murinen retrovirden Expressionssystems  (pSFF-
Expressionsvektor, BESTWICK et a. 1988). Fir die Generierung der transgenen RK13-Zellen
(s. Tab. 4.6) standen PrP-Konstrukte aus Nerz, Hund, Schaf und einer Maus/Schaf-Chimére (im
pcDNA3.1/Zeo+-Vektor-System) zur Verfigung. Dartiber hinaus wurde ausgehend von genomischer
DNA aus dem Gewebe einer TgMuboXI1I-Maus (BUSCHMANN et a. 2000) ein in den pcDNA3
Vektor kloniertes Maus/Rind-Chiméarenkonstrukt (Mubo) hergestellt (s. Kap. 3.3.1). Die Transfektion
der RK13-Zellen mit den verschiedenen Plasmidkonstrukten erfolgte durch das Verfahren der
Lipotransfektion (s. Kap. 3.3.2.4). Im Anschluss daran wurden die transgenen RK13-Zellen in Opti
MEM-Nahrmedium unter Zeocin-Selektionsdruck kultiviert und im Hinblick auf eine stabile und hohe
Expression von PrP subkloniert (s. Kap. 3.3.2.5).

Tab. 4.5: Transgene Zdllinien auf der Basisvon Hpl3-4-Zellen

Name Spezies* PrP® |Inokulate**

Hpl3-4 Maus (")

Hpl3-4Mu Maus (*°PrPmurin) + [ME7,RML, 22L
Hpl3-4Mink Maus (“°PrPmink) +

Hpl3-4Can Maus (Y°PrPcanin) + |BSE

Hpl3-4Shp Maus (Y°PrPovin) +  [BSE, Scrapie (S71/04), RML
Hpl3-4MuShp  |Maus (“’PrPmushp) + |BSE, Scrapie (S71/04), RML

* Die origindren Hpl3-4-Zellen entstammten dem Hippokampus einer PrP”°-Maus und bildeten
deshalb kein eigenes murines PrP¢. Nach Transduktion durch das entsprechende rekombinierte murine
Retrovirus wurde heterologes PrP® von Maus, Nerz, Hund, Schaf oder einer Mushp-Chimére
exprimiert. Diese Zellen wurden durch Dr. Geissen (FLI-INNT, Riems) hergestellt.

** |In den sich anschlieffenden Infektionsstudien wurde BSE-Material bzw. ovines oder
mausadaptiertes Screpie-Material verwendet. Die erfolgreichen Infektionsversuche sind rot dargestellt.
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Tab. 4.6: Transgene Zdllinien auf der Basisvon RK13-Zellen

Spezies* Inokulate**
Rov Kaninchen (raPrPovin) + Doxy + [BSE, Scrapie (S71/04, S12/04), S127, ME7, RML
Rov (-) Kaninchen (raPrPovin) - Doxy
RK13Mink Kaninchen (raPrPmink) + [BSE
RK13Can Kaninchen (raPrPcanin) BSE
RK13Shp Kaninchen (raPrPovin) +)
RK13Mushp Kaninchen (raPrPmushp) + |BSE, Scrapie (S71/04), RM L
RK13Mubo Kaninchen (raPrPmubo) + [BSE, RML

* Die origindren RK13-Zellen entstammen dem Nierenepithel eines Kaninchens. Im untransfizierten
Zustand wird kein bzw. kein detektierbares PrP® exprimiert. Nach Transfektion mit dem
entsprechenden Plasmidkonstrukt exprimierten die Zellen heterologes PrP® von von Maus, Nerz,
Hund, Schaf, einer Maus/Schaf-Chiméare oder einer Maus/Rind-Chimére. Diese Zelllinien wurden,
abgesehen von den Rov-Zellen, im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellt. Die Rov-Zellen
basieren auf den RK13-Zellen und exprimieren, abhéngig von einem Tet-on-System, ovines PrP°, Sie
wurden fir diese Arbeit von D. Vidlette und H. Laude zur Verflgung gestellt.

** In den sich anschlieffenden Infektionsstudien wurde BSE-Material bzw. ovines oder
mausadaptiertes Scrapie-Materia verwendet. Die erfolgreichen Infektionsversuche sind rot dargestellt.

Der Erfolg der Transfektion (RK13) und die erfolgreiche Transduktion (Hpl3-4) wurden durch die
Detektion von PrP® im Western-Blot (s. Kap. 3.3.4.1) tberpriift (s. Abb. 4.21).

HpI3 -4+ RK13 +Mushp +Shp + Mubo  + Mink +Can
o . A SN
KD Mu Mushp Shp Can Mlnk C7 D7 F5 H3 A6 F7 A7 B4 H5 E4 E2 G2 F6 G2 C2
a
31,7
O Jo ol | ||
19,4 - | [ -
14.8 1

Abb. 4.21: Western-Blot-Analyse zur Detektion der PrP°-Expression in transgenen,
PrP° Uberexprimierenden Hpl3-4- & RK 13-Zellen. Das PrP-Expressionsniveau war in
den sdlektierten transgenen Zelllinien unterschiedlich hoch. Wéhrend die transduzierten
Hpl3-4-Zellen sowie die transgenen RK13Mink-, RK13Can und RK13Mubo-Zellen eine
relativ hohe PrP°-Expression aufwiesen, waren die PrP°-Expressionen von RK 13Mushp und
insbesondere von RK 13Shp deutlich schwécher. mAK: ICSM 18

4.3.2 Infektion von transgenen Zelllinien

Die Infektion der transgenen Zellinien und die Entfernung von Inokulatresten erfolgten gemal3 dem
etablierten Infektionsprotokoll (s. Kap. 4.1.3.3). Ihren Umsatzraten entsprechend (RK13 1 : 4, Hpl3-4
1: 10) wurden die Zellen bis zu einer Verdinnungsstufe von 1: 1000 passagiert. Der Rickgang des
Restinokulates wurde mittels Dot-Blot-Analyse (s. Kap. 3.3.4.2) Uberprift. Anschlief3end erfolgte die
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Testung der Zellen hinsichtlich neu akkumulierten PrP™ (s. Kap. 3.3.4.1und 3.3.4.2). Tabelle 4.5 und
4.6 zeigen die Infektionsstudien an den transgenen Testzelllinien im Uberblick.

Die Inokulation der Hpl3-4Mu-Zellen mit dem mauspassagierten Scrapie-Stamm 221 und die
Inokulation der Rov-Zellen mit dem mauspassagierten Srapie-Stamm 127S dienten der prinzipiellen
Erfolgskontrolle und fihrten bei beiden Zelllinien zur Infektion. Die Hpl3-4Mu-Zellen konnten
dartber hinaus mit dem mauspassagierten Scrapie-Stamm RML infiziert werden, wahrend die Rov-
Zdlen fur andere Infektionsversuche (BSE, Scrapie, ME7 und RML) unempfanglich waren.

Weiterhin erwiesen sich die RK13Mushp-Zelen (RK13-Zellen mit Maus/Schaf-Chimére transfiziert)
empfanglich fur RML. Bel dieser Linie war die initid schwache Akkumulation von PrP™ durch die
Selektion von infizierten Zellklonen zu steigern, so dass schliefdlich hochpositive Sublinien erhalten
wurden. Uberraschenderweise waren die Infektionsversuche mit RML an den Hpl3-4Mushp-Zellen,
die das gleiche Maus/Schaf-Chimérenkonstrukt exprimierten wie die RK13Mushp-Zellen, nicht
erfolgreich. Genauso scheiterten auch alle Versuche, die transgenen Zdllinien mit BSE oder Scrapie-
Feldisolaten zu infizieren.

RK13Mushp 11x:4
Hpl3-4Mu Hpl3-4Mushp

— -~
— ~ "~ ~ A7/D2 A7/D2 A7 A7 A7/D11 A7/D11
@ +ME7 +22L +RML @ +RML +ovSc +BSE d +RML @ +RML @ +RML

; F
[

Abb. 4.22: Dot-Blot-Analyse zur Detektion von PrP"® in TSE-inokulierten transgenen
Zdllinien. Exemplarisch dargestellt ist die Detektion von PrP™ in den TSE-inokulierten
transgenen Zdllinien Hpl3-4Mu, Hpl3-4Mushp und verschiedenen Sublinien von
RK13Mushp. Hpl3-4Mu-Z€llen zeigten sich empfanglich fur eine Infektion mit 22L und
RML, nicht jedoch fir den mausadaptierten Scrapie-Stamm ME7. RK13Mushp-Zellen
lieRen sich ebenfalls durch RML infizieren. Durch die Selektion PrP™-positiver Zellklone
konnte die initial schwache Akkumulation von PrP™® gesteigert werden. Die Kombination
dieses Mushp-Chimérenkonstruktes mit den Hpl3-4-Zellen (Hpl3-4M ushp) resultierte jedoch
nicht in einer Empfanglichkeit fir RML. Ebenso war keine der transgenen Zelllinien

empfanglich fur die Infektionsversuche mit TSE-Feldisolaten. @ = nicht infizierte Kontrolle
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In den letzten 30 Jahren wurden wesentliche Fortschritte in alen Bereichen der Prion-Forschung
erzielt. Zelkulturarbeiten hatten daran einen weit reichenden Anteil. Nichtsdestotrotz basiert die
Uberwiegende Zahl der stabil infizierten Zelllinien noch immer auf Zellen aus Nagetieren. Ebenso
eingeschrankt ist das Erregerspektrum, mit dem sich diese Zelllinien infizieren lassen. Weiterhin sind
die fur die prinzipielle TSE-Empfanglichkeit einer Zelllinie verantwortlichen Faktoren nach wie vor
ebenso ungeklért wie de Phdnomene der Stamm- und Speziesbarrieren. In der vorliegenden Arbeit
sollten neue TSE-empfangliche Zellinien identifiziert werden, die sich insbesondere mit Scrapie- oder
BSE-Feldisolaten aus Wiederkduern infizieren lassen. Der , Protein-only”-Hypothese (PRUSINER
1982) zufolge missen dafir prinzipiell mindestens zwei Voraussetzungen eflllt sein: ene
ausreichende PrP®-Expression der zu infizierenden Zellen und ein hoher Erregergehalt im Inokulat.
Die Tatsache, dass bisher nur sehr wenige TSE-infizierte Zelllinien etabliert werden konnten, wahrend
viele andere nicht infizierbar waren, deutet aulRerdem darauf hin, dass noch weitere, bisher unbekannte
zelluldre und/oder methodische Faktoren fur den Infektionserfolg essentiell sein missen. Daher
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit enerseits Infektionsversuche an einer Vielzahl
natirlicher eukaryotischer Zelllinien (34 Zelllinien) unterschiedlicher Spezies und Gewebetypen
durchgefihrt, um neue TSE-empfangliche Zdllinien zu identifizieren. In einem zweiten Arbeitsansatz
wurden dartber hinaus transgene Zelllinien hergestellt, die auf der Basis bekanntermal3en TSE-
empfanglicher Zellen die zelluléren Prion-Proteine heterologer Spezies exprimierten. Auch diese
Zellen wurden durch Infektionsversuche mit unterschiedlichen TSE-Stémmen und -Isolaten auf ihre
TSE-Empféanglichkeit untersucht. Zu Beginn dieser Infektionsversuche wurden mdglicherweise
essentielle methodische Faktoren soweit wie moglich im Rahmen der Entwicklung eines algemeinen
Infektionsprotokolls fur Zellen anaysiert.

5.1 Evaluierung und Optimierung der Infektionsbedingungen

Als Substrat der Konversionsreaktion ist PrP® fir die Infektion essentiell (BUELER et al. 1993). Aus
diesem Grund kam der PrP®-Expression bei der Auswahl der Testzelllinien und bei der Evauierung
der Zellkulturbedingungen eine besondere Bedeutung zu. Da sich sowohl in vivo asauch in vitro
(SCOTT et al. 1992, KOCISKO et al. 1995, PRIOLA u. CHESEBRO 1995, HORIUCHI et d. 2000,
VANIK e a. 2004, KUPFER et a. 2007) gezeigt hatte, dass die speziesspezifische
Aminosauresequenz einen entscheidenden Einfluss auf die Konvertierbarkeit des Proteins durch
bestimmte TSE-Erreger hat, wurden fur die Infektionsstudien vor alem solche Zdllinien ausgewahit,
die einer Spezies entstammten, die natirlich oder zumindest experimentell mit TSE infizierbar war
und in deren Ursprungsgewebe bereits PrPC, bestenfalls sogar PrP™®, nachweisbar gewesen war. In der
Annahme, dass ein hohes PrP-Expressionsniveau in den Zellen den Infektionserfolg steigern wiirde
(BUSCHMANN et al. 2000, VILETTE et a. 2001, VILOTTE et a. 2001), wurde die tatsichliche
PrPC-Expression der ausgewéhlten Zellen im Verlauf der Kultivierung wiederholt tberpriift. Dabei
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zeigte sich, dass diese erheblichen Schwankungen unterliegt, die durch bestimmte Kulturbedingungen
(Néhrmedium, Kontinuitét der Tellungs- bzw. Umsetzrate) mal3geblich beeinflusst werden. Ein
entscheidender erster Ansatz bei der Optimierung des Infektionsprotokolls war die Verwendung von
Opti-MEM as Kulturmedium: Verglichen mit anderen Medien steigerte Opti-MEM die PrP®-
Expression der Zdlen. Es ist wahrscheinlich, dass sich dabei der hohe Glukosegehalt des Mediums
positiv auf die Zellen und damit moglicherweise indirekt auch fordernd auf die Proteinexpression
ausgewirkt hat. Bereits in friheren Studien (BOSQUE u. PRUSINER 2000) war bei der Kultur von
N,a- und ScN,a-Zellen unter ,high-glucose® DMEM en stérkeres Zellwachstum festgestellt und
dartber hinaus der hohe Glucosespiegel im Medium mit einer gesteigerten Empfanglichkeit der Zellen
flr den mauspassagierten Scrapie-Stamm RML in Verbindung gebracht worden (BOSQUE u.
PRUSINER 2000). Esist denkbar, dass diese Beobachtung zumindest teilweise durch eine hohere
PrPC-Expression der Zellen begriindet gewesen sein kénnte. In jedem Fal wurde Opti-MEM im
Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgrund der hohen PrP-Expresson as Einheitsmedium
ausgewadhit. Nur sehr wenige Zdllinien zeigten dadurch eingeschrankte Wachstumscharakteristika.
Bel diesen wurde das urspriingliche Kulturmedium beibehalten. Wesentlich anders verhidt es sich mit
der Umsetzrate der Zellen. Obwohl hohe Umsetzraten im Hinblick auf eine schnelle Entfernung von
Restinokulat wiinschenswert gewesen wéren, fihrte die starke Vereinzelung bel der Mehrzahl der
Zdlen zu einem Absinken der PrP -Expression. Eine mégliche Erklarung hierfiir ist der EinfluR bisher
unbekannter zelluldrer Stressfaktoren durch die es zu einer generell niedrigeren Expression zellulérer
Proteine gekommen sain kdnnte. Um stets eine moglichst hohe PrP°-Expressionsrate zu gewéhrleisten,
wurden die Zellen im weiteren Verlauf der Untersuchungen gemal3 ihren individuellen meist niedrigen
Umsetzraten passagiert, auch wenn damit fir die Entfernung des restlichen Inokulates ein
vergleichsweise langerer Zeitraum notwendig war.

Hinsichtlich der Infektiositét des Inokulates war eine Optimierung schwieriger: Die Faktoren, die zum
Infektiositdtsgehalt eines Gewebes beitragen, sind noch nicht vollstandig geklart. Angesichts des
Fehlens geeigneter Zellkultursysteme fur Prion-Erreger aus Wiederkéuern kann die Bestimmung des
genauen Infektiositétstiters eines Gewebes bisher ausschlieldich im Tierversuch erfolgen. Darauf
musste in dieser Arbeit jedoch verzichtet werden, da die hohe Anzahl der fiir eine Titration bendtigten
Mause nicht im Verhdltnis zur erhatenen Information gestanden héite und selbst in
hochempfanglichen transgenen Tieren, abhéngig vom jeweiligen Erreger, einen Zeitraum von bis zu
700 Tagen in Anspruch genommen hétte (BUSCHMANN u. GROSCHUP 2005). Deshab wurde der
PrP"-Gehalt in den Proben aternativ zum Tierversuch als eine Annégherung an den TSE-Erregertiter
bestimmt, um moglichst optimae Infektionserfolge zu erhdten. PrP™ ist bisher das einzige
spezifische Markerprotein der Prionkrankheiten und wird in allen etablierten Tests als diagnostischer
Indikator verwendet, darf aber dennoch nicht mit PrP* (Infektiositét) gleichgesetzt werden. Es wurde
gezeigt, dass groflie PrP-Aggregate zwar Uber die hdchste PK-Resistenz verfigen, aber kleinere
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weniger PK-resistente PrP-Oligomere die héchste Konversionsaktivitét besitzen (SILVEIRA et al.
2005). Nach diesen Untersuchungen kommt ein Kompromiss aus weniger PK-stabilen, aber
konversionsaktiven Partikeln mit einer molekularen Masse, die aquivalent zu 14 bis 28 PrP-Molekilen
ist, am ehesten als infektiGses Agens der TSE-Erkrankungen in Betracht. Des Weiteren wird nach wie
vor die Beteiligung von Nukleinsduren as Bestandtell des Erregers (LASMEZAS et a. 1997,

MANUELIDIS 2006) bzw. die Notwendigkeit oder unterstiitzende Wirkung von einem oder mehreren
Kofaktor(en) diskutiert (TELLING et a. 1995, ABID u. SOTO 2006). Die im Zusammenhang mit
TSE-Erkrankungen auftretenden amyloiden Aggregate enthalten auch Nicht-Proteinstrukturen, wie
beispielsweise Polysaccharide (APPEL et a. 1999), Glukosaminoglykane (WONG et a. 2001) oder
Lipide (KLEIN et d. 1998), und auch kleine nicht néher zu identifizierende Molekile (< 15 kDa)
wurden nachgewiesen (SILVEIRA et a. 2005).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Vergleichsstudien wurde beobachtet, dass die
Langzeitlagerungen von Homogenaten, wiederholte Tau-Frier-Zyklen und zunehmende Autolyse
ebenso wie eine Verdinnung des Inokulums oder die Wahl eines nicht optimalen Losungspuffers zu
einem Absinken des PrP™-Signds und zu einem Riickgang des Infektionserfolges bzw. zu einer
verzogerten Akkumulation von neu gebildetem PrP™ fiihrten. Beide Beobachtungen basieren jedoch
sehr wahrscheinlich nur auf einer Korrelation, nicht aber auf einer Kausalitét. Mit einer Verringerung
der Endkonzentration des Inokulums werden alle Komponenten und damit auch PrP™ verdinnt.
Wiederholte TauwrFrier-Zyklen und bereits autolytisches Gewebe beglinstigen den Abbau durch
Proteinasen. Wie bereits erwahnt, stellt PrP™ den unempfindlichsten Teil der Konversionsreaktion
dar. Bei einem durch Proteinasen bedingtem Absinken des PrP"™-Gehalts wére nahe liegend, dass auch
der Anteil an infektidsem Agens reduziert wird. Die hohere Infektionsrate bei der Verwendung von
zuckerhaltigen Puffern kénnte darauf zuriickzufihren sein, dass die gréferen Zuckermolekiile im
Vergleich zu den kleineren Salzmolekilen eher in der Lage sind, die Oberfléche von Proteinen zu
maskieren und ihre Struktur zu stabilisieren. Dartiber hinaus ist aber auch denkbar, dass Saccharose
das Anhaften an Kunststoff verringert hat, und durch die hohere Dichte der Lésung kénnten héhere
Konzentrationen des infektiosen Erregers auf dem Zellrasen zustande gekommen sein. Auferdem

ergab die optische Prifung der Inokulate, dass der Saccharose-Puffer zu einer feineren Verteilung des
Homogenates mit geringerer Neigung zur Aggregatbildung fihrte.

Als Fazit der Vergleichstudien erschien es hinsichtlich eines optimierten Infektionsprotokolls in jedem
Fall angebracht, auf ein frisches Gewebehomogenat in sehr gutem Zustand mit — eine effiziente
Replikation des Erregers schlussfolgernd — einem moglichst hohen Gehalt an PrP™ zu achten. Die
Homogenisierung in Saccharose-Puffer war der Verwendung nicht zuckerhaltiger Ldsungspuffer

vorzuziehen und das Inokulat sollte so wenig wie moglich verdinnt werden.

Die maximae Applikationsdosis des Inokulates war durch die Gewebetoleranz der Zellen und durch
die Neigung der Hirnhomogenate zur Aggregation und Verklumpung begrenzt. Auch das konnte bel

den Schwierigkeiten, Zellinien mit Feldisolaten zu infizieren, eine Rolle spielen. Durch das Prablem
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der Speziesbarriere (die Effizienz der Ubertragung von Maus zu Maus ist hoher as die Ubertragung
von Rind bzw. Schaf zu Maus) ist es schwer zu beurteilen, ob der Infektiositétsgehalt in Feldisolaten
prinzipiell geringer as in murinen Geweben ist. Denkbar wére aber, dass ein weniger infektitses
Inokulat zwar in der Lage ist, die Konversionsreaktion und die ,, Seeding” -Kaskade zu initiieren, dass
die Akkumulation dabel aber zu langsam oder zu schwach ist, als dass sich die Infektion in den Zellen
manifestieren kann. Um diese Mdglichkeit soweit wie moglich zu kompensieren, wurde die
Inkubationszeit verléngert und die Zellen ein zweites Ma inokuliert. Somit konnte eine
madglicherweise initial schwache Akkumulation noch einmal unterstiitzt werden. Die Gewebemenge
wurde hierbel pro Inokulation zwar nicht erhdht, aber zu einem zweiten Zetpunkt standen noch
einma neue Infektionserreger zur Verfigung. Damit wurden die Zellen nicht geschadigt, aber
dennoch insgesamt mehr infektioses Materia appliziert. Da aul3erdem nichts dartber bekannt war,
inwiefern der initiale Anstol3 der Reaktion nicht ein zeitabhangiger, in den verschiedenen Spezies und
abhangig vom jeweiligen Erreger variierender Prozess igt, erschien es sinnvoll, die Zellen Uber einen
deutlich langeren Zeitraum mit infektiosem Materiad zu konfrontieren.

5.2 TSE-Infektionsstudien an eukaryotischen Zdllinien unterschiedlicher Spezies und Gewebe
Die vergleichenden Infektionsstudien mit infizierbaren und resistenten Zelllinien (N2a-Zellen, Hpl3-4-
Zéellen, Rov-Zellen) zeigten, dass suboptimale Infektionsbedingungen die Akkumulation von PrP™
zwar verzogerten, prinzipiell TSE-empfangliche Zelllinien oder Sublinien aber dennoch infizierbar
blieben. Als resistent beschriebene Zelllinien konnten dagegen auch unter modifizierten Bedingungen
nicht infiziert werden. Daraus kann geschlossen werden, dass ein optimiertes Infektionsprotokoll die
Infektion von Zellen unterstiitzen und moglicherweise auch eine zu schwache Akkumulation in den
detektierbaren Bereich heben kann. Die eigentliche Empfanglichkeit der Zelllinien fir Prion-Erreger
scheint aber offensichtlich von anderen Faktoren abzuhdngen. Ahnlich den Beobachtungen von in-
vivo-Experimenten wurde auch fur die Infektion von Zellinien eine Abhangigkeit von
Erregerstammeigenschaften und Speziesbarrieren beschrieben (SCOTT et a. 1992, PRIOLA u.
CHESEBRO 1995, BOSQUE u PRUSINER 2000). Demzufolge spielen die Aminosauresequenz,
moglicherweise auch das Zelltyp-abhangige Glykosylierungsprofil und die Konformation des endogen
exprimierten PrP® und seine Korrespondenz zum jeweiligen Erreger fur die TSE-Empfanglichkeit der
Zdllinien, ene entscheidende Rolle. Jedoch lassen sich Tiere wesentlich besser infizieren ds
Zellkulturen und verschiedene Zellklone bzw. Sublinien einer Zelllinie kdnnen empfanglich oder aber
auch resistent fir eine Infektion sein. Daher missen dartiber hinaus noch weitere zellulére Faktoren
fur den Infektionserfolg erforderlich sein, die nur in bestimmten Zellen vorhanden sind. Dabel sind die
Konvertierbarkeit des jeweiligen von der Zelllinie exprimierten PrP® und die Fahigkeit zur Ausbildung
eingr Persistenz der Zdlinfektion offenbar voneinander unabhéngig (BIRKETT et a. 2001,
VORBERG et a. 2004). So konnte gezeigt werden, dass eine akute PrP™-Bildung bei einer Vielzahl
von Zdllinien innerhalb von 24 Stunden zu beobachten ist, die Infektion aber nicht unbedingt in die
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Persistenz Ubergeht (Vorberg et . 2004). Selbst bei Zelllinien, die Uber das akute Stadium hinaus
PrP™ bilden, it die Infektion oft unstabil (BIRKETT et a. 2001).

Ein erster Ansatz dieser Arbeit zur Identifikation neuer, vor adlem fir Scrapie- und BSE-Feldisolate
empfanglicher, Zdllinien basierte deshab auf den Annahmen, dass erstens die Replikation dieser
Erreger in Zdlkultur prinzipiell moglich ist und zweitens unter einer Vielzahl von eukaryotischen
Zéllinien eine entsprechende Kombination aus den fir eine persistente Infektion notwendigen

Faktoren gegeben ist.

Von 53 Zdllinien, die wie bereits beschrieben nach ihrer Spezies und ihrem Gewebetyp ausgewahit
worden waren, exprimierten 34 Zelllinien PrP® auf einem detektierbaren und weitestgehend stabilen
Niveau und wurden deshalb auf ihre Empfanglichkeit fir unterschiedliche TSE-Stdmme und -Isolate
untersucht. Bei der Mehrzah dieser Zellinien (30 von 34) wurde unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen kein neu gebildetes PrP™ und damit auch kein Infektionserfolg
nachgewiesen. Damit ist allerdings nicht auszuschlief3en, dass zumindest einige dieser Zelllinien nicht
doch fir andere as die hier verwendeten Prion-Stdmme empfénglich sind oder dass hthere Erreger-
Expositionen (Erregerdichte, Inokulationszeit) als die hier verwendeten fir eine erfolgreiche Infektion
bendtigt werden. Ferner ist eine transiente Infektion fir eine Reihe von Zelllinien denkbar, bei denen
der Abbau von PrP™ die Akkumulation bereits kurz nach der Infektion Uberwogen hat oder bei denen
zwar eine Umfaltung stattgefunden hat, aber keine Ausbreitung des Erregers innerhalb der Kultur
(VORBERG et a. 2004).

In zwel mit BSE-Material inokulierten Zelllinien war bis zur 10. Passage nach der Inokulation
(MGbov900) bzw. bis zur 32. Passage nach der Inokulation (Bov11) PrP™ nachweisbar. Da zu diesen
Passagezeitpunkten das Vorhandensein von Restinokulat bereits vollstandig ausgeschlossen werden
kann (s. Kap. 3.2.3.3), ist davon auszugehen, dass es sich bei den positiven Signalen um neu
akkumuliertes PrP™ gehandelt haben muss und die Zellinien zumindest voriibergehend mit BSE
infiziert waren. Dem Verlust as Infektionsstatus mag ein Wachstumsnachteil der BSE-infizierten
Zdlen gegenuber den nicht-infizierten Zellen oder eine Verdnderung zelluldrer Faktoren zu Grunde
gelegen haben. Beide Zdllinien waren zu diesem Zeitpunkt noch im Stadium der Etablierung. Der
Infektionsverlust erfolgte bei den MGbov900-Zellen bereits wenige Passagen nach der Infektion, bel
den Bov11-Zellen dagegen erst spét. Da es sich bei letzteren um in die Seneszenz kommende Zellen
handelt, kann der Infektionsverlust auch mit dem natirlichen Ende der Zellen in Zusammenhang
gestanden haben. Beide Infektionserfolge sind der Nachweis, dass es prinzipiell moglich ist,
Zdlkulturen mit BSE zu infizieren. Die Wiederholung dieser Infektionen war aber aus bisher

unbekannten Grinden nicht erfolgrech, daher kann Uber eine unterschiedliche Verteilung von
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Infektiositdt in Inokulaten, eine doch ineffiziente Erreger-Wirt-Interaktion oder mogliche Variationen
im zelluldren Hintergrund nur spekuliert werden.

Eine bovine Zdllinie (Bov5) konnte schliefdlich mit einem ovinen Scrapie-Feldisolat infiziert werden.
Diese Infektion war mehrfach wiederholbar und stabil. Die anfanglich sehr geringe PrP™-
Akkumulation stieg mit der Zeit zu einem weitgehend gleichbleibenden starken Signal an, das auch
nach tber 100 Passagen (in Sublinien nach tber 200 Passagen) noch immer detektiert werden konnte.
Die geringen Schwankungsbreiten dieses Signals zeigten, dass zwar prinzipielle Variationen im
zelluldren Milieu, aber keine Veranderungen bel kritischen zelluldren Faktoren stattfanden.
Moglicherweise war es nach der Inokulation zundchst nur zu einem langsamen Anstieg der Prion-
Erreger innerhalb weniger infizierter Zellen gekommen. Dieser initiale Prozess konnte dann mit mehr
Effizienz durch das der Seeding-Kaskade eigene Schneebdlprinzip (s. Kap. 2.1.5 auf en
detektierbares PrP"-Niveau gesteigert worden sein und schliefich konnten sich die Prion-Erreger von
Zélle zu Zdlle ausgebreitet haben und/oder durch Zellteilung weitergegeben worden sein. Die im
Verlauf des Infektionsprozesses auftretende Stabilitét des PrP™-Signals deutet darauf hin, dass die
Akkumulation eine Plateauphase (JARRETT u. LANSBURY 1993, EIDEN et al. 2006) erreicht hatte,
in der dle empfanglichen Zellen der Kultur infiziert worden waren und sich die Wachstums- bzw.
Tellungsrate mit der Umsetzrate im Gleichgewicht befand.

Ahnlich wie bei anderen TSE-infizierten Zelllinien (BOSQUE u. PRUSINER 2000, KLOEHN et al.
2003) war dlerdings auch in den Bov5Sc-Zelen (,Sc* fur Scrapie-infiziert) nicht die ganze
Zdlpopulation, sondern nur ein Teil der Zellen infiziert. Das liefd auf die Existenz von empfanglichen
und nicht empfanglichen Zellen in dieser Zdlllinie schliel}en. Durch die wiederholte Selektion PrP™:-
positiver Zellklone wurden hoch-infizierte Sublinien erhalten. Auch diese waren aber trotz der
Klonierung von Einzelzellen nie eine in ihrer Gesamtheit infizierte Kultur. Dies ist ein bisher
ungekléartes, aber bel allen TSE-infizierten Zelllinien zu beobachtendes Phdnomen (SOLASSOL et al.
2003).

Unerwartet war das Erregerspektrum oder vielmehr die Erregerspezifitét der Bov5-Zélllinie. Obwohl
das Rind den Hauptwirt fir BSE darstellt und bei der Scrapie-Infektion von Rindern zumindest eine
Speziesharriere Uberwunden werden nuss, waren diese Rinderzellen mit Scrapie, nicht aber mit BSE
infizierbar und selbst diese Scrapie-Empfanglichkeit bestand nur fir zwel (S71/04 und S95/04) von
insgesamt 27 getesteten Isolaten. Wieder stellt sich die Frage, welche Faktoren die Empfanglichkeit
der Zdllinie fir TSE bzw. fir einen bestimmten TSE-Erreger bestimmten. Rind und Schaf variieren
nur in wenigen Aminosauren (2,7 %, WOPFNER et al. 1999). Beim Schaf kénnen aber verschiedene
Genotypenvarianten unterschieden werden. Die beiden erfolgreich inokulierten Scrapie-lsolate
entsprachen dem Genotyp ARQ/ARQ und damit der Aminosduresequenz der Rinderzellen an den
korrespondierenden Bereichen. Allerdings entsprachen auch 17 weitere nicht erfolgreich applizierte
Scrapie-lsolate diesem Genotyp. Des Weiteren war das nicht erfolgreich applizierte BSE-1solat auf der
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Ebene der Aminosduren mit der Bov5-Zdllinie sogar identisch. Da die PrP-PrP>-Interaktion wohl
auch erheblich durch die wahrscheinlich erregerstammbedingt  unterschiedlichen  PrP™-
Konformationen moduliert wird, lassen die hier erhaltenen Ergebnisse vermuten, dass die meisten der
Scrapie-lsolate nicht zu dem von den Zellen exprimierten PrP° gepasst haben, also eine andere
Konformation/Stammeigenschaft besal3en. Auch die Tatsache, dass 14 Isolate aus dem gleichen
Scrapie-Ausbruch stammten, spricht nicht gegen die Annahme unterschiedlicher Scrapie-Erreger, da
gezeigt wurde, dass selbst in einem erkrankten Tier mehrere Erregerstdmme vorliegen kdnnen
(BRUCE u. DICKINSON 1979, FRASER 1983). Dementsprechend ist nicht auszuschlief3en, dass
auch an diesem Scrapie-Ausbruch mindestens zwel verschiedene Erreger beteiligt waren: einem auf
Bov5-Zelen anziichtbaren und einem auf diesen Zellen nicht kultivierbaren Scrapie-Erregerstamm.
Eine Abhangigkeit der Scrapie-Empfanglichkeit vom Erregerstamm erklért aber nicht, warum das
BSE-Inokulat nicht zu einer Infektion fihrte. Folgt man der Hypothese, dass die eigentliche
Konversion und der Erhalt der Infektion bzw. die Ausbreitung in der Kultur von unterschiedlichen
Faktoren beeinflusst werden, dann ist es aber durchaus denkbar, dass das PrP° in den Bov5-Zellen
zwar vom BSE-Erreger konvertiert wurde, es aus bisher unbekannten Grinden aber nicht zur
Manifestation der Infektion in den Zellen kam. Solange nicht weitere, die Empfanglichkeit einer
Zdllinie bestimmende Faktoren bekannt sind, muss die Behandlung der Erregerspezifitét von
Zdllinien wohl deskriptiv bleiben.

Zur Charakteriserung des Scrapie-Erregers in den infizierten Bov5Sc-Zellen, wurde das
elektrophoretische Laufverhdten und die Antikdrperbindung von PrP™ aus den Bov5Sc-Zellen mit
dem PrP"™ aus bovinen BSE-, ovinen Scrapie- und murinen RML-Hirnhomogenaten verglichen. Das
PrP™ aus den bovinen Zellen wurde von alen vier Antikorpern, einschliefflich des P4-Antikorpers
erkannt. Das bedeutet, dass die PK-Schnittstelle wie bel Scrapie weiter N-terminal as bei BSE liegt.
Das von den Zellen exprimierte PrP™ entspricht in diesem Punkt dso dem Charakteristikum des
urspriinglichen Scrapie-Erregers. Das hohere Molekulargewicht des PrP™ der Zellproben konnte
durch Deglykosylierungsversuche weitestgehend auf ene zellspezifische Glykosylierung
zuriickgefiihrt werden. Hinsichtlich des Glykosylierungsmusters ist bei PrP™ immer eine antikorper-
abhangige Variabilitdt zu beachten. Fir die Charakterisierung von BSE und Scrapie ist dahingehend
der L42-Antikorper etabliert (GRETZSCHEL et al. 2005). Die Detektion mit L42 zeigte bel den
Bov5Sc-Zellen ein leicht zu Gunsten der einfach-glykosylierten Bande verschobenes Verhdltnis
(unglykosyliert: 23,1 %; einfach-glykosyliert: 45,1 %; zweifach-glykosyliert: 31,8 %), wéhrend bei
den Scrapie- und BSE-Feldisolaten ein typisches — bel Scrapie leicht, bei BSE deutlich — zu Gunsten
der zweifach-glykosylierten Bande verschobenes Verhdltnis vorlag. Dies lésst darauf schlief3en, dass
bei der Infektion der Zellen eine Adaptation des Scrapie-Erregers an die bovinen Zellen stattgefunden
hat, die eine Veranderung des erregercharakteristischen Glykoprofils einschlieft.

Ebenso wie die PK-Spaltstelle ist die generelle Stabilitdt gegentiber Proteinasen ein charakteristisches
Merkmal fir verschiedene Scrapie-Stamme und gibt einen Hinwelis auf die strukturelle Stabilitét von
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PrP™ (KUCZIUS u. GROSCHUP 1999). Um die PK-Resistenz des in den Bov5Sc-Zellen gebildeten
PrP™® zu untersuchen, wurden die Zellen mit zwei murinen, RML-infizierten Zelllinien (ScN,a und
SMBRC040) in PK-Konzentrations- und PK-Zeitreihen verglichen. Dabel wiesen ale drel Linien
ahnliche Eigenschaften hinsichtlich der Stabilitét des PrP™ auf, die bovinen Zellen zeigten sogar eine
minimal hohere Stabilitat.

Deutliche Unterschiede zeigten sich dagegen im Bezug auf die Reaktionszeit dieser drel Zelllinien
gegeniiber verschiedenen PrP™-inhibierenden Substanzen (Suramin, Pentosansulphat und Imatinib).
Die Wirkung dieser PrP™-Inhibitoren beruht in murinen Zellen darauf, dass PrP® nicht mehr auf der
Zéelloberflache préasentiert wird (Suramin (GILCH et al. 2001)), die Akkumulation von PrP™ durch
eine kompetitive Hemmung endogener Aminoglykane verhindert wird (Pentosansulphat (CAUGHEY
u. RAYMOND 1993)) oder die lysosomale Degradation von PrP™ gefordert wird (Imatinib
(ERTMER et al. 2004)). Dabel wurden zwischen verschiedenen murinen Zelllinien geringgradige
Unterschiede in ihrer Sengtivitét fur die jeweiligen Inhibitoren festgestellt (BIRKETT et a. 2001,
ERTMER et a. 2004). Auch bei der bovinen Bov5-Zélllinie zeigte sich der Inhibitionseffekt dieser
Substanzen. Im Vergleich zu den murinen Zellen war deren Reaktionszeit jedoch deutlich verlangert.
Da dieses Phanomen wahrscheinlich darauf zurtckzufihren war, dass sich in verschiedenen
eukaryotischen Zellen die Kinetik von Substanzen, die zelluléren Pfade bzw. die Proteinausstattung
voneinander unterscheiden BIRKETT et a. 201, ERTMER et a. 2004), betont es die Bedeutung
unterschiedlicher, nicht muriner und fir TSE-Feldisolate empféanglicher Zelllinien. Dabel mag
spekuliert werden, ob diese Beobachtung vergleichbare Umstande im Tier représentiert.

Neben dem gewiinschten Riickgang von PrP™® kam es nach der Applikation deser inhibitorischen
Substanzen auch zu einer Inhibition der PrP°-Bildung, die sich alerdings nicht durch den bisher
bekannten Wirkmechanismus der Substanzen erkléren lasst. Dieser Inhibitionseffekt auf die PrP®-
Expression war nicht spezifisch fir die Bovs-Zdlllinie, sondern wurde bei einer Langzeit-Anwendung
der Substanzen auch bei den murinen Zelllinien ScN,a und SMBRC040 beobachtet. Die Inhibition
der PrP®-Bildung war reversibel. Nach einer individuell fir die jeweilige Zelllinie und die jeweilige
Substanz unterschiedlichen Zeit der substanzfreien Kultivierung erreichte die PrP“-Expression der
Zdllen wieder das initidle Niveau. PrP™ wurde dagegen selbst nach langerer Passagierung der Zellen
nicht wieder detektiert. Die Bovs-Zdlen konnten anschlief3end erneut mit ovinem Scrapie-Material
infiziert werden, dass heifl¥t sie hatten, wie bereits fir murine Zellen (BIRKETT et a. 2001)
beschrieben, nichts von ihrer TSE-Empféanglichkeit verloren.

Die Infektiositét der PrP™-positiven Bov5Sc-Zellen wurde im Tierversuch bestétigt. Hierzu wurden
drei verschiedene Maudlinien verwendet a) transgen bovines PrP-lUberexprimierende Méuse
(TgbovXV), b) transgen ovines PrP-Uberexprimierende Méuse (TgshplX) und c¢) C57BL/6-
Wildtypmause. Fur alle drei Gruppen war bekannt, dass sie mit BSE und Scrapie infizierbar waren.
Bedingt durch die exprimierten Transgene bzw. abhéngig von den speziellen TSE-Isolaten wurden
allerdings erhebliche Unterschiede in den jeweiligen Inkubationszeiten beschrieben (EKLUND et al.
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1967, FRASER u. DICKINSON 1973, MIDDLETON u. BARLOW 1993, BUSCHMANN et a. 2000,
KUPFER et al. 2007).

Vergleichbare Unterschiede traten auch nach der Inokulation der Mause mit den infizierten Bov5Sc-
Zdllen auf. Die Homologie der PrP-Aminosiuresequenzen in den Bov5Sc-Zellen und in den
TgbovXV-Mausen fihrte dazu, dass die TgbovXV-Mause zuerst erkrankten (206 bis 288 Tage nach
der Inokulation). Aufgrund der, wenn auch vergleichsweise niedrigen, Speziesbarriere zwischen Rind
und Schaf zeigten die TgshplX-Méause erst 398 bis 465 Tage nach der Inokulation klinische
Symptome, gefolgt von den nicht-transgenen C57BL/6-Méusen (erste erkrankte Maus 472 Tage nach
der Inokulation). Mit dem PrP™-Nachweis in den Gehirnen von vier TgbhovXV- und zwel TgshplX-
Méusen im Western-Blot wurde gezeigt, dass die infizierten Bov5Sc-Zellen nicht nur PrP™ bilden,
sondern auch Infektiositét enthalten. Ein Nachweis PrP™-positiver Signale in den C57BL/6-Méausen
stand aufgrund der langen Inkubationszeiten in den murines PrPC-exprimierenden Wildtyp-Mé&usen
zum Zeitpunkt der Abfassung dieser Dissertation noch aus. Die Detektion PrP™-positiver und PrP™-
negativer Tiere war dabei nicht Uberraschend. Da Zellsuspensionen in der Regel deutlich weniger
PrP™® enthalten als Hirnhomogenate, dirfte der Infektiositétstiter der in die Mause applizierten
Zellsuspension vergleichsweise niedrig gewesen sein. Moglicherweise war das in den negativ
befundeten Mausen akkumulierte PrP™ noch unter dem detektierbaren Niveau.

Warum Mause ohne eine deutlich detektierbare Akkumulation von PrP™ im Gehirn dennoch Klinik
zeigen und versterben, ist ein bis heute ungeklartes Phanomen, wurde aber schon wiederholt
beschrieben (COLLINGE et a. 1995, LASMEZAS et d. 1997, MANUELIDIS et a. 1997). Denkbar
wére, dass es zwar noch nicht zur Ausbildung der besonders PK-stabilen Aggregate, dafr aber schon
zur Umfaltung von PrP° gekommen war. Da die Symptomatik der Prionkrankheiten weniger den
groRen Aggregaten und Plagues, as vidlmehr einem Funktionsverlust von PrP® bzw. auch dessen
Funktionsumkehr in eine toxische Aktivitét zugeschrieben wird (WESTERGARD et a. 2007), wére
die klinische Symptomatik der Méause auch ohne die Detektion von PrP™ denkbar. Dass diese Tiere
infiziert waren, zeigte die erneute, wenn auch nur transiente, Infektion von Bovs-Zellen mit sowohl
PrP"™-positivem ds auch PrP'®-negativem Hirngewebe aus den Bov5Sc-inokulierten TghovXV -
M&usen. Vergleichbare Phanomene sind bei Ubertragungsversuchen mit BSE an M&usen beschrieben
worden (LASMEZAS et al. 1997).

53 TSE-Infektionsstudien an transgenen das Prion-Protein  verschiedener Spezies
Uber exprimierenden Zelllinien

Offenbar spielen fur eine erfolgreiche Infektion auch bisher noch unbekannte zellulére Faktoren eine
wesentliche Rolle. Allerdings scheinen diese nur in bestimmten Zellen, jedoch nicht in der Mehrzahl
der etablierten Zelllinien, vorhanden zu sein. Infektionsstudien an Rov-Zellen (VILETTE et al. 2001)
und Hpl3-4Mo3F4PrP-Zdlen (MAAS et d. 2007) haben jedoch gezeigt, dass es durch die Herstellung

transgener Zelllinien moglich ist, die verschiedenen an der Infektion beteiligten Komponenten (PrPS,
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PrP> und zelluldrer Hintergrund) erfolgreich miteinander zu kombinieren. Die Kaninchen-Nieren
Epithelzelllinie RK13 und die PrP-defiziente Zellinie Hpl3-4 (aus dem Hypocampus einer PrP-Knock
out-Maus) bildeten den zelluléren Hintergrund fir die Rov-Zelen bzw. die Hpl3-4M 03F4PrP-Zdlen
Diese Z€dllen sind geméal3 den publizierten Arbeiten in der Lage, eine TSE-Infektion mit einem ovinen
Scrapie-lsolat bzw. dem mausadaptierten Scrapie-Stamm 221 zu unterstiitzen, sofern sie das transgene
Prion-Protein vom Schaf (Rov-Zellen) bzw. von der Maus (Hpl3-4-Zellen) exprimierten.

Dem Beispiel der transgenen Rov-Zellen und Hpl3-4Mo3F4PrP-Zellen folgend wurden deshalb im
Rahmen der vorliegenden Arbeit parallel zu den Infektionsstudien mit den nicht-transgenen Zelllinien
weitere transgene Zellinien hergestellt und mit verschiedenen TSE-Stammen bzw. -Isolaten
inokuliert. Diese transgenen RK13- und Hpl3-4-Z€llinien exprimierten Prion-Proteine von Nerz,
Hund, Schaf oder Maus sowie zwe chimare Prion-Proteine aus Maus/Schaf/Maus- und
Maus/Rind/Maus-Anteilen. In diesen Infektionsversuchen wurde jedoch festgestellt, dass auch auf der
Grundlage eines prinzipiell zur PrP>-Replikation befahigten zelluldren Hintergrundes die Expression
bzw. Uberexpression eines heterologen PrP-Konstruktes nicht zwangdéufig zum Infektionserfolg
fihrt. Das in den Zellen exprimierte PrP® der verschiedenen Spezies ist in vivo zwar durch bestimmte
TSE-Erreger konvertierbar (z. B. bovines PrP© durch BSE, ovines PrP€ durch Scrapie, murines PrP®
durch RML), in den Z€linfektionsexperimenten war alerdings die Mehrzahl der transgenen Zelllinien
nicht empfanglich fir eine TSE-Infektion und insbesondere nicht fir eine Infektion mit TSE-
Feldisolaten. Die Ergebnisse der Infektionsversuche mit dem mauspassagierten Scrapie-Stamm RML
illustrieren diese Effekte. Wéhrend die Inokulation von RK13Mushp-Zellen mit RML zu einer
Infektion dieser Zellen fihrte, waren Hpl3-4Mushp-Zelen, die das gleiche chimae Protein
exprimierten, gegen eine Infektion mit RML resistent. Fir sich betrachtet kann hier davon
ausgegangen werden, dass das Mushp-PrPS-Konstrukt vom RML-Stamm umgefaltet werden konnte.
Des Waelteren unterstiitzten die zelluldren Faktoren der RK13-Zdllinie offensichtlich auch eine
persistente Infektion, wahrend die zelluldren Faktoren der Hpl3-4-Zélllinie dagegen fur eine Infektion
mit RML ungeeignet zu sein schienen. Allerdings konnten murines Prion-Protein exprimierende Hpl 3-
AMu-Zdlen wiederum erfolgreich mit RML infiziert werden. Demzufolge war aso auch das zellulére
Repertoir der Hpl3-4-Z€llinie prinzipiell geeignet, eine Infektion mit RML zu unterstiitzen. Auch in
den Hpl3-4Mu-Zellen war diese TSE-Empfanglichkeit jedoch nicht universdl, sondern
stammspezifisch. Gegen eine Infektion mit dem mausadaptierten Scrapie-Stamm ME7 erwiesen sich
die Zdlen resistent.

Diese Daten zeigten, dass das murine PrP-Konstrukt und das chimére Konstrukt (Mushp) ebenso wie
die RK13-Zdlllinie und die Hpl3-4-Z€lllinie im Hinblick auf eine Infektion prinzipiell zu RML passen.
Aulerdem verflgte das verwendete Inokulat Uber einen genigend hohen Erregergehalt, um eine
Zdllinie infizieren zu kénnen. Offensichtlich waren aber weder die Beschaffenheit des PrP® noch der
zeluldre Hintergrund alein, sondern die Kombination dieser beiden Parameter fur die

Empfanglichkeit der Zdllinie fir einen spezifischen Erregerstamm verantwortlich.
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Maoglicherweise ist diese Kombination entscheidend fir den Konversionsprozess selbst, bspw. durch
die gemeinsame Aushildung einer raumlichen Struktur, die dem Schllissel-Schloss-Prinzip folgend nur
mit bestimten TSE-Erregern korrespondiert. Denkbar ist auch ein indirekter, die Struktur von PrP¢
bestimmender Einfluss zelluléarer Faktoren, bspw. durch die Determinierung des Glykoprofils.
Ebenfals moglich ist, dass die egentliche Konversionsreaktion vom zeluldren Hintergrund
unabhangig stattfindet, zelluldre Faktoren jedoch die Akkumulation des Konversionsproduktes
bestimmen. Diese Einflussnahme kann sowohl in der Anwesenheit as auch in der Abwesenheit
zelluldrer Faktoren bestehen, bspw. durch eine stabilisierende oder destabilisierende Wirkung auf
unterschiedlich stabile Konversionsprodukte.

5.4 Was kann aus dieser Arbeit geschlossen werden?

Durch die Optimierung von Kulturbedingungen und Infektionsprotokollen kann eine gegentiber Prion-
Erregern resistente Zdlllinie nicht in eine empfangliche Zelllinie verwandelt werden. Nichtsdestotrotz
kénnen optimierte Bedingungen dazu flhren, eine schwache Empfénglichkeit Uber einen kritischen
Grenzwert zu heben und so einen Infektionserfolg zu erreichen. Die vielfachen nicht erfolgreichen
Infektionsversuche mit den verschiedensten eukaryotischen und auch transgenen Zelllinien und den
unterschiedlichen TSE-Stammen und -Isolaten deuten darauf hin, dass fur eine Zellinfektion weitere
zelluldre Komponenten eine Rolle spielen und dass nur die richtige Kombination aus dem von der
Zelle exprimierten PrP®, dem zelluléren Hintergrund und dem jeweiligen TSE-Erregerstamm zu einer
persistenten Infektion der Zellen fuhrt. Ob die zelluldren Komponenten den Konversionsprozess selbst
oder nur die effiziente Akkumulation des PrP> beeinflussen, ist aber noch nicht endgiiltig geklért.
Esist nicht ausgeschlossen, dass ein Teil der in den Infektionsstudien scheinbar resistenten Zelllinien
nicht doch infiziert war, diese Infektion aber aufgrund eines die Akkumulation von PrP™
Uberwiegenden Abbaus, einer nicht erfolgreichen Erregerausbreitung oder infolge einer gesteigerten
bzw. verminderten Expression bestimmter essentieller zelluldrer Faktoren wieder verloren hat.

Durch die Infektion der Rinderzelllinie Bovs ist es erstmalig gelungen, eine nicht transgene Zélllinie
mit einem natUrlichen TSE-Feldisolat zu infizieren. Die Vorteile der bisher existierenden murinen
TSE-Zdlkultursysteme (kurze Generationszyklen innerhalb eines ,in-vivo“-Systems, ethische und
finanzielle Gesichtspunkte) sind hinreichend bekannt. Weitere Studien mit empfénglichen bzw.
infizierten bovinen Zelllinien versprechen darlber hinaus einen genaueren Einblick in die
tatsachlichen Abléufe der TSE-Infektion beim Wiederkéuer. Die Bov5Sc-Zellen werden folglich nicht
nur einem besseren Verstandnis der Zellempféanglichkeit far TSE und der, einer Infektion zugrunde
liegenden, molekularen Mechanismen dienen, sondern konnten auch in der therapeutischen und,
dlerdings nur in Kombination mit weiteren TSE-empfanglichen Zelllinien, der diagnostischen
Forschung von Nutzen sein.
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Scrapie und die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) sind sets todlich verlaufende
transmissible spongiforme Enzephaopathien (TSE) bei kleinen Wiederkauern und Rindern. Nach der
.Prion-Theorie" ist die pathologische Isoform eines zelluldren Proteins, des Prion-Proteins, der
Hauptbestandteil, wenn nicht sogar die einzige Komponente der TSE-Erreger. Gemal3 dieser Theorie
lagert sich die pathologische Isoform, PrP*, an die zelulére Form, PrP®, an und filhrt so zu einer
Konformationsanderung von PrPC. Bisher lassen sich TSE-Erreger nur im Tierversuch sowie in
wenigen Uberwiegend von Nagetieren stammenden Zdllinien vermehren. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war deshab die Identifikation und Charakteriserung neuer TSE-empfanglicher Zelllinien,
wobel vor alem die Infektion oviner und boviner Zelllinien mit Scrapie- bzw. BSE-Feldisolaten im
Vordergrund stand. Hierzu wurde zundchst der Einfluss unterschiedlicher Kultur- und
Infektionsbedingungen (N&hrmedien, Umsetzraten, Temperatur, Herstellung der Inokulate,
Inokulationsprotokoll) auf den Infektionserfolg studiert. Basierend auf den dabei gewonnenen Daten
wurde ein Infektionsprotokoll erstellt, das im weiteren Verlauf fur ale in dieser Studie untersuchten
Zdllinien verwendet wurde.

Durch die Zdlbank des Friedrich-Loeffler-Ingtituts stand eine Vielzahl unterschiedlicher
eukaryotischer Zdllinien zur Verfiigung, von denen 53 aus geeigneten Organen und Geweben und
groftenteils vom Wiederkduer ssammende Zélllinien ausgewahit wurden. Anschlief3end wurden diese
Zelllinien kultiviert und wiederholt hinsichtlich ihrer PrP°-Expression analysiert. Dabel zeigte sich,
dass das PrP°-Expressionniveau fiir jede Zdllinie sehr individuell und weder spezies- noch gewebe-
spezifisch ist. 34 der 53 Zelllinien exprimierten PrP® in detektierbarer Menge und wurden in den
weiteren Infektionsstudien verwendet. Dabei wurden sie mit verschiedenen TSE-Stammen bzw.
-Isolaten (bovines BSE-Material, ovines und caprines Scrapie-Material, mausadaptierte BSE- und
Scrapie-Stdmme) inokuliert. Der Grofdeil dieser Zelllinien (30 von 34) zeigte sich gegen dle
eingesetzten Prion-Erreger resistent. Zwel Zelllinien konnten transient fir 10 (MGbov900) bzw. 32
(Bov1l) Passagen mit bovinem BSE-Materia infiziert werden. Damit war die prinzipielle Méglichkeit
einer BSE-Infektion dieser Zellen gezeigt. Aus bisher ungeklarten Grinden wurde die Prion-Infektion
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jedoch von beiden Zéelllinien wieder verloren und erneute Infektionsversuche blieben erfolglos. Zwei
weitere Zelllinien konnten persistent infiziert werden. Die Zdllinie N,a229, eine Sublinie der in der
Prion-Forschung weit verbreiteten Neuroblastomzelllinie N,a, war flr den mauspassagierten Scrapie-
Stamm RML empfanglich. Des Weiteren wurde eine bovine Zdlllinie (Bov5; 154PES) identifiziert, die
flr zwei ovine Scrapie-Feldisolate empfanglich war. Es handelt sich dabei um die erste nicht transgene
Zdllinie, die mit einem Scrapie-Feldisolat infiziert werden konnte. Die beiden verwendeten |solate
(S71/04 und 2V5/04) stammten von Schafen aus einem klassischen Scrapie-Ausbruch aus dem Jahr
2004. In den infizierten Bov5Sc-Zellen steigerte sich die initial schwache PrP*-Akkumulation tiber
mehrere Passagen zu einem starken Signal, das durch verschiedene Prion-spezif ische Antikorper im
Dot-Blot, im Western-Blot und mit dem ,, Zell-ELISA* nachgewiesen werden konnte. Die Infektion ist
bereits seit Uber 200 Passagen stabil. Sie war mit den besagten Scrapie-Isolaten mehrfach
wiederholbar und durch die Selektion von infizierten Einzelzellen konnten hochpositive Sublinien
erhalten werden. Infizierte BovSSc-Zellen fihrten nach Inokulation in transgene Rinder- oder Schaf-
PrP¢ Uberexprimierende Mé&use zu Scrapie-Erkrankungen und der Bildung von PrP> im Gehirn der
Mé&use. Die Infektion von Rinderzellen mit einem ovinen TSE-Isolat bedeutete die Uberwindung einer
Speziesbarriere. In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Adaptation des
Erregers an die Zellen stattgefunden hatte, welche sich z. B. in einem verdnderten Glykosylierungs-
profil darstellt. Verglichen mit zwei murinen TSE-infizierten Zellinien zeigten die Bov5Sc-Zellen
dhnliche Eigenschaften hinsichtlich ihrer Proteinase K-Resistenz, aber eine deutlich verlangerte
Reaktionszeit gegeniiber PrP>inhibierenden Substanzen.

Neben den Infektionsstudien an den ,, Zellbank-Zelllinien® wurden transgene Zelllinien hergestellt, die
auf der Basis von RK13-Zellen (Nierenzellen aus dem Kaninchen) und Hpl3-4-Zellen (neuronale Zelle
aus PrP-defizientenrMéausen) das PrP® von Maus, Schaf, Nerz, Hund sowie zwei chiméren
Konstrukten aus Maus/Rind/Maus bzw. Maus/Schaf/Maus exprimierten. Ein Grofdell dieser
transgenen Zelllinien war gegeniber einer Infektion und insbesondere einer Infektion mit TSE-
Feldisolaten resistent. Durch Infektionsstudien mit dem mausadaptierten murinen Scrapie-Stamm
RML konnten jedoch interessante Einblicke in die Hintergriinde der zelluldren TSE-Empfanglichkeit
gewonnen werden. So zeigte sich, dass die Expression eines chiméren PrP-K onstruktes aus Maus und
Schaf (Mushp) nur in RK13-Zellen, nicht aber in Hpl3-4-Zellen zu einer fir den Scrapie-Stamm RML
empfanglichen Zdllinie filhrte. Dagegen konnten murines PrP¢ exprimierende Hpl3-4-Zellen
erfolgreich mit RML, nicht aber mit dem Stamm Me7 infiziert werden. Diese Versuche unterstiitzen
die Annahme, dass fur eine Zelinfektion weitere zelluldre Komponenten eine Rolle spielen und
zeigen, dass nur die richtige Kombination aus exprimiertem PrP® und zellul&rem Hintergrund die
Empfanglichkeit einer Zelllinie fir einen speziellen TSE-Erreger bestimmen kann.

Weitere Studien mit empfanglichen bzw. infizierten bovinen Zelllinien werden zu einem besseren
Verstdndnis der zelluldren Pathogenese bei BSE und Scrapie filhren, woraus sich moglicherweise auch

ein therapeutischer und diagnostischer Nutzen ziehen lasst.
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Scrapie and the Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) are always fatal transmissible spongiform
encephalopathies that affect smal ruminants and cattle. According to the “prion hypothesis’ a
pathological isoform (PrP™) of the cellular prion-protein (PrP°) is the mgjor if not the only component
of the infectious agent and the attachment of PrP> to PrP® initiates a conformational change of the
latter into the pathologica form. Until today TSE agents can only be replicated by animal experiments
and in afew, predominantly rodent derived, cell lines. Therefore, the aim of this study was to identify
and to characterize new cell lines that are susceptible to a TSE infection and primarily to an infection
with BSE or Scrapie field isolates. For this purpose, it was initially analyzed to what extend a
successful infection is determined by the application of certain experimenta parameters (cell culture
conditions, preparation of the inocula, noculation protocol). Based on this data, a general infection
protocol was established and was subsequently used for al cell lines during the infection studies.

A multitude of different eukaryotic cell lines were available at the cell depository of the Riedrich
L oeffler-Ingtitut. Out of these, 53 cell lines mainly of ruminant origin were selected, that were derived
from suitable PrP-expressing organs and tissues. These selected cell lines were cultured and repeatedly
analyzed regarding their PrP°-expression. It became obvious that the expression level of PrP° is quite
individua for each cell line and is neither species specific nor tissue dependent. Out of 53 cell lines,
34 expressed detectable levels of PrP® and were selected for inoculation experiments. In the course of
these experiments they were inoculated with different TSE-strains and -isolates (bovine BSE materid,
ovine und caprine scrapie material, mouse adapted BSE and mouse adapted scrapie strains). The
majority of the inoculated cell lines (30 out of 34) did not show any susceptibility to the applied
inocula. Two cell lines propagated BSE prions for up to 10 (MGbov900) and 32 (Bov1l) passages.
This infection success demonstrated the genera possibility to infect these cell lines with BSE.
However, for unknown reasons the prion infection was lost in both cell lines and a repetition of the
infection was unsuccessful. Two further cell lines could be persistently infected. N,a229 cells— a sub-
line of the murine neuroblastoma cell line N»a, which is widely used in TSE research — were found to
be susceptible to the mouse adapted scrapie strain RML. Furthermore a bovine cdl line (Bovb;
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154PES) was successfully infected with two ovine scrapie field isolates. Notably, the bovine cell line
is the first non transgenic cell line that could be infected with a scrapie field isolate. The two ovine
inocula (S71/04, S95/04) that were used for the infection emanated from an outbreak of classical

scrapie in 2004. In the infected Bov5Sc cells, an initial rather wesk accumulation of PrP™ increased
over several passages to a strong signa that could be detected by different prion specific antibodies in
dot-blot, western-blot and with the “Cel-ELISA”. The infection is stable since more than 200
passages and could e repeated several times. A selection of infected single cells produced highly

positive sub-clones. The inoculation of infected Bov5Sc cells into mice expressing bovine and ovine
PrP® induced clinical signs of scrapie and an accumulation of PrP* in the brains of these mice. The
infection of a bovine cdl line with an ovine TSE-isolate represented the succumbing of a species
barrier and further analysis revealed an adaptation of the agent to the cells, as demonstrated for

example by an atered glycosylation profile. The comparison of Bov5Sc cells with two murine TSE-
infected cell lines revealed similar features concerning their resistance to PK, but a heavily prolonged
reaction time to PrP> inhibiting substances. Besides the infection studies with the ,, cell depository cell
lines*, transgenic cell lines were established which express the PrP of mice, sheep, mink, dog as well
as two chimeric constructs of mice/cattle/mice and mice/sheep/mice on the basis of RK13 (rabit
kidney cells) and Hpl3-4 cells (neural PrP deficient cells). The majority of the cell lines proved to be
resstant to an infection with TSE and especidly to an infection with TSE field isolates. However,

infection studies with the mouse adapted scrapie strain RML provided interesting insights nto the
backgrounds of the cellular TSE susceptibility. The expression of the chimeric PrP-construct of mouse
and sheep (Mushp) resulted only in RK13 cdlls, but not in Hpl3-4 cells in a cell line which was
susceptible to an infection with the mouse adapted scrapie strain RML. In contrast, Hpl3-4 cells that
expressed murine PrP° were successfully infected with the RML strain but were resistant to the mouse
adapted scrapie strain ME7. These experiments supported the presumption that additional cellular
components must be important for a successful cell infection and showed that only the correct
combination of expressed PrP® and cellular background can result in the susceptibility of acell lineto
a specific TSE-agent.

Further studies with susceptible or infected bovine cdll lines will provide a better insight into the
cellular pathology of a BSE infection and will potentially serve the therapeutic and diagnostic

research.
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