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I Einleitung 

 

Transmissible spongioforme Encephalopathien (TSEs) sind eine Gruppe fataler, neu-

rodegenerativer Krankheiten, die entweder spontan auftreten, genetische Ursachen 

haben oder infektiösen Ursprungs sind. TSE- Erkrankungen betreffen sowohl Men-

schen als auch Tiere, was ihre Erforschung und möglichst frühe Diagnose aus volks-

wirtschaftlicher und medizinischer Sicht außerordentlich wichtig macht. Kennzei-

chen dieser Krankheiten sind Vakuolisierung im Gehirn, Astrogliose, neuronale De-

generation und die Akkumulation eines fehlgefalteten, teilweise Protease- resistenten 

wirtskodierten Proteins, weshalb diese Krankheiten auch Prion- Krankheiten ge-

nannt werden. Ebenfalls ein Kennzeichen dieser Krankheitsgruppe ist die monate- 

bis jahrelange symptomfreie Inkubationszeit, in der keinerlei körpereigene Abwehr-

reaktionen stattfinden. Vom Ausbruch der Krankheit bis zum Tod des Opfers verge-

hen dann meist nur einige Monate. 

 

 

1.1) TSE bei Tieren 

Die älteste tierische spongioforme Encephalopathie ist Scrapie, die bei Schafen und 

Ziegen vorkommt. Sie wurde bereits Mitte des 18. Jahrhunderts beschrieben. 1937 

trat eine Scrapie- Epidemie bei einer Herde schottischer Schafe auf, nachdem sie mit 

einem Formalin- behandelten Impfstoff, der aus dem Gehirn eines an Scrapie er-

krankten Schafes gewonnen wurde, geimpft wurden (Aguzzi, 2006). Die Übertrag-

barkeit von Scrapie auf gesunde Schafe und Ziegen wurde 1939 von Cuille und Chel-

le experimentell bewiesen. 

Von 1986 bis 1992 breitete sich BSE (bovine spongioforme Encephalopathie) epide-

misch in Großbritannien aus und wurde von Wells et al. (1987) erstmalig als Krank-

heitsbild charakterisiert. Erst Anfang der Neunziger Jahre konnte unzureichend ste-

rilisiertes Tiermehl als Quelle identifiziert werden (Wells et al., 1991). Kontaminiertes 

Tierfutter gilt ebenfalls als Ursache für die feline spongioforme Encephalopathie 

(FSE) (Wyatt et al., 1991), für die exotische Huftier- Enzephalopathie (EUE, exotic 
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ungulate encephalopathy) von Antilopenarten (Prusiner, 1998; Mabbot und Mac-

Pherson, 2006) und für die transmissible Nerz- Enzephalopathie (TME, transmissible 

mink encephalopathy) (Marsh et al., 1973). 

Des Weiteren ist bei Hirschen die Chronisch Zehrende Hirschkrankheit (CWD, chro-

nic wasting disease) bekannt, deren Ursprung und Verbreitung allerdings unklar ist 

(Detwiler et al., 1996).  

 

 

1.2) TSE beim Menschen 

Beim Menschen sind fünf transmissible spongioforme Encephalopathien bekannt. Es 

sind dies die Creutzfeld- Jakob- Krankheit (CJD), das Gerstmann- Sträußler- Schein-

ker- Syndrom (GSS), die fatale familiäre Insomnie (FFI) und Kuru. 

Die Creutzfeld- Jakob- Krankheit (CJD) wurde erstmalig von Creutzfeld (1920) und 

von Jakob (1921 a und b) beschrieben. CJD tritt in einer sporadischen (sCJD) Form, 

einer familiären (fCJD) Form, einer iatrogenen (iCJD) Form und in einer so genann-

ten neuen Variante (nvCJD) auf.  

Eine epidemische TSE ist die auf Papua, Neu Guinea in den 50er- und 60er- Jahren 

des 20. Jahrhunderts aufgetretene Kuru. Diese Krankheit wurde horizontal durch ri-

tuellen Kannibalismus verbreitet und wurde nicht mehr beobachtet, nachdem Kan-

nibalismus verboten wurde (Gajdusek, 1977). Sie könnte durch den Verzehr der Ü-

berreste eines CJD- Patienten entstanden sein (Martins, 1999). 

Die familiären Formen der humanen TSE (fCJD, GSS und FFI) werden autosomal 

dominant vererbt. Sie sind immer mit Mutationen in PRNP, dem Gen, das für das 

Prionprotein kodiert, verbunden (Hsiao et al., 1989; Prusiner, 1998).  

Bei Patienten mit Gerstmann- Sträußler- Scheinker- Syndrom (GSS) wurden Mutati-

onen in den Codons 102 (Pro– Leu), 117 (Ala- Val), 198 (Phe- Ser) und 217 (Gln- Arg) 

(Martins, 1999) gefunden. Bei Patienten mit fataler familiärer Insomnie (FFI) wurden 

dagegen Mutationen in den Codons 178 (Asp- Asn), 200 (Glu- Lys), 208 (Arg- His) 

und 210 (Val- Ile) gefunden.  

Die meisten CJD- Fälle sind der sporadischen Form zuzuordnen. Bei Patienten mit 

sCJD oder fataler spontaner Insomnie (FSI) sind keine Mutationen des PRNP zu fin-

den. Bisher konnten keine krankheitsauslösenden Faktoren für sCJD und FSI be-
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nannt werden. Diese Krankheiten scheinen durch die spontane Konversion von PrPC 

zu PrPSc zu entstehen (Prusiner, 1998). 

Ein Polymorphismus an Codon 129 scheint die Anfälligkeit für iatrogene CJD (Mar-

tins, 1999) und auch die Anfälligkeit für nvCJD (Aguzzi, 2006) zu verstärken. Dar-

über hinaus scheint die Proteinase- Spaltstelle in PrPSc hier beeinflusst zu werden 

(Parchi et al, 2000). Es wird vermutet, dass durch Mutationen in PRNP Proteine ge-

bildet werden, die eine erhöhte Anfälligkeit besitzen, ihre Konformation zu ändern 

(Prusiner, 1993). 

In den letzten Jahrzehnten wurde von mehreren hundert Fällen von iCJD berichtet. 

Die meisten Fälle wurden durch Transplantationen von Geweben oder durch die 

Gabe von Hypophysen- Hormonen aus Leichen, die an nicht erkannten TSEs litten, 

verursacht. Zu einem geringeren Anteil wurde iCJD durch kontaminierte chirurgi-

sche Instrumente verursacht. Kontaminierte Hormone als Ursache der iCJD wurden 

durch den Austausch von natürlichen Hormonen gegen rekombinante Hormone 

verhindert (Aguzzi, 2006). 

Die wesentlichen Charakteristika der nvCJD sind das jugendliche Manifestitionsalter 

(Durchschnittsalter: 30 Jahre), was bei der sCJD eine außerordentliche Rarität dar-

stellt (Alter bei Erkrankung: 50 bis 70 Jahre), Abweichungen im anfänglichen Krank-

heitsverlauf und deutliche Unterschiede in der Neuropathologie (Kretzschmar, 

2001). Es gibt biochemische und histopathologische Beweise dafür, dass nvCJD 

durch die Übertragung von BSE auf den Menschen entstanden ist (Lasmezas et al., 

2001; Scott et al., 1999). 

 

 

1.3) Geschichte der TSE- Forschung  

Scrapie bei Schafen ist die am längsten bekannte TSE, deren Übertragbarkeit auf Zie-

gen im Tierversuch bereits 1939 von Cuille und Chelle bewiesen werden konnte. In 

den folgenden Jahren gelang es, Scrapie auch auf andere Tiere zu übertragen 

(Chandler, 1961). In den 50er Jahren wurde Kuru auf Papua, Neu Guinea erstmals 

beschrieben, und Gajdusek und Zigas (1957) führten den Beweis, dass Kuru eine 

TSE- Erkrankung ist. Erste Versuche, Kuru auf Primaten zu übertragen, schlugen 

durch die lange Inkubationszeit der Krankheit fehl. Erst nachdem die Ähnlichkeiten 
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der Pathogenese von Kuru und Scrapie (Hadlow, 1959) festgestellt wurde, gelang es 

sieben Jahre später, Primaten mit Kuru zu infizieren (Gajdusek et al., 1966). Im Zu-

sammenhang mit diesen Erkenntnissen wurde 1959 auch die Ähnlichkeit der Patho-

genese von Kuru und CJD von Klatzko et al. (Klatzo et al., 1959) dokumentiert. 

 

Alper et al. (1966) publizierten in dem Jahr, in dem die Übertragung von Kuru auf 

Primaten gelang, die ungewöhnliche Resistenz des Scrapie- Erregers gegenüber UV- 

Strahlung. Schon 1946 wurde die ungewöhnliche Resistenz des Erregers von Scrapie 

gegen die Behandlung mit Formalin und Hitze dokumentiert (Gordon, 1946: zu-

sammengefasst von Prusiner 1998). Nur ein Jahr nach der Publikation von Alpers 

formulierte Griffith (1967) zum ersten Mal die „Protein- only“- Theorie. 1980 ent-

deckte Prusiner im Gehirn mit Scrapie infizierter Hamster ein proteaseresistentes, 

unlösliches, hydrophobes Protein, das bei seiner Aufreinigung mit Infektiosität kor-

relierte.  

1982 definierte Prusiner das infektiöse Agens als proteinaequs infectious particle, 

kurz Prion, nachdem sich reproduzierbare Daten häuften, die besagten, dass sich die 

Infektiosität von Scrapie durch proteinverändernde Prozeduren senken ließ, nicht 

aber durch Methoden, die Nukleinsäuren zerstören.  

1985 konnte das Prionprotein kodierende Gen (PRNP) isoliert werden (Oesch et al., 

1985), und bereits ein Jahr später wurde gezeigt, dass PrPC und PrPSc von demselben 

Wirtsgen kodiert wurden (Basler et al., 1986). 1993 konnten Büeler et al. und Sailer et 

al. zeigen, dass PrP0/0– Mäuse nicht an einer Prion- Infektion erkranken. Pan et al. 

zeigten im selben Jahr, dass PrP in zwei alternativen Formen existieren kann, in der 

normalen, zellulären Form (PrPC) und in der pathologischen Isoform (PrPSc). Zwi-

schen beiden Isoformen wurden keine Unterschiede in der Aminosäuresequenz ge-

funden. Die Konversion der zellulären Form in die pathologische Form schließt einen 

konformationellen Wechsel ein, durch den der α- helikale Anteil des normalen Prote-

ins schwindet und der β- Faltblatt- Anteil steigt. Mit diesem konformationellen 

Wechsel gehen einige Veränderungen in den biochemischen Eigenschaften (Protease- 

Resistenz, Löslichkeit, Aggregat- Bildung) einher. Bereits 1994 gelang die zellfreie 

Konversion von PrPC zu PrPSc (Kocisko et al., 1994).  

Wickner weitete 1994 (Wickner, 1994) das Prion- Konzept aus, um die ungewöhnli-

che, nicht Mendel- gebundene Übertragung zweier genetischer Elemente der Hefe zu 
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erklären. Später wurden in Hefe und anderen Pilzen einige andere Proteine gefun-

den, die sich wie Prionen verhalten (Uptain und Lindquist, 2002; Soto und Castilla, 

2004).  

 

 

1.4) Modelle zum Mechanismus der PrPSc- induzierten Bil-

dung von PrPSc 

Bis heute ist der exakte Mechanismus der Konversion von PrPC zu PrPSc nicht be-

kannt. Es konnte weder eine TSE- Erreger- spezifische Nukleinsäure identifiziert 

werden (Oesch et al., 1985), noch konnte die „Protein- only“- Theorie von Prusiner 

(Prusiner, 1982) endgültig bewiesen werden. Es wurden verschiedene Modelle der 

Konversion von PrPC zu PrPSc entworfen, die im Folgenden kurz dargestellt werden. 

 

1.4.1) Hetero- Dimer- Modell: 

Das PrPSc kann zwischen einem monomeren und einem dimeren Zustand wechseln. 

Ein PrPSc –Monomer bindet ein PrPC- Molekül zu einem heterodimeren Komplex. In 

diesem heterodimeren Komplex wird, eventuell unter Beteiligung eines weiteren 

Proteins (Protein X) oder durch intermolekulare Prionprotein- Interaktionen, PrPC 

ebenfalls zu PrPSc umgefaltet. (Prusiner, 1991; Mulchay und Bessen, 2004). Das ent-

standene PrPSc- Dimer kann sich nun wieder in zwei PrPSc- Monomere teilen und die 

Reaktion kann von neuem beginnen. 
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Abbildung 1: Hetero- Dimer- Modell der Prionreplikation. 
PrPC wird als Teil des normalen Metabolismus synthetisiert und degradiert. PrP* ist 
ein Intermediat der PrPSc- Bildung, das entweder wieder zu PrPC werden kann, oder 
an PrPSc bindet und dabei selbst zu PrPSc konvertiert wird. 
 

1.4.2) Kristallisationskeim- Polymerisierungs- Modell: 

PrPC ist in einem Equilibrium mit einer PrPSc- artigen Zwischenform, wobei PrPC der 

bevorzugte Zustand ist. Mehrere PrPSc- artige Moleküle können aggregieren und so 

einen Kern aus n PrPSc- artigen Molekülen bilden. Sobald sich ein solcher Kern gebil-

det hat, ist das Aggregatwachstum höher als die Dissoziation und ein ständig wach-

sendes Aggregat wird geformt. In diesem Modell entspricht der erste stabile Kern ei-

nem funktionalen PrPSc. Bruchstücke solcher PrPSc- Polymere fungieren als weitere 

Kristallisationskeime. (Lansbury et al., 1993). 

 

 

Abbildung 2: Lansbury- Modell der Prionreplikation 
Diese Abbildung stammt von Riesner, D. (2004): Transmissible Spongioform En-
cephalopathies: The Prion Theory- Background and Basic Information. Aus: Prions. 
A Challenge for Science, Medicine and the Public Health System, H.F. Rabenau, J. 
Cinatl, H.W. Doerr, eds. (Basel, Switzerland: Karger), pp. 1- 13. 
Entscheidend für die Bildung von PrPSc ist das Überschreiten einer kritischen Keim-
größe. 
 

PrPC 

Homodimer 

PrPSC PrPSC 

Heterodimer 

PrPSC 

PrPSC exogen 
(Infektion) 

Dissoziation 
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Beide Modelle unterscheiden sich vor allem in ihrer thermodynamischen Logik. Das 

von Prusiner postulierte Modell ist eine lineare Autokatalyse, bei der PrPSc die ther-

modynamisch bevorzugte Form ist, die nur aufgrund der hohen Aktivierungsenergie 

nicht gebildet wird. Nach Lansbury ist PrPC stabiler als monomeres PrPSc. Eine ge-

naue Berechnung der Kinetik beider Modelle zeigte, dass das Heterodimer- Modell 

nicht an realistische Geschwindigkeitskonstanten angepasst werden kann (Eigen, 

1996). Eigen postulierte deshalb das kooperative Prusiner- Modell, bei dem mehrere 

PrPSc- Moleküle zusammenwirken müssen, um ein PrPC- Molekül umzuwandeln. 

 

1.4.3) Virus- oder Virion- Theorie: 

Die Bindung eines noch nicht identifizierten Virus oder Virions an PrPC führt zu des-

sen Konformationsänderung und damit zur Entstehung von PrPSc (Czub et al., 1988). 

Varianten dieser Theorie gehen von Virionen (Dickinson & Outram, 1988; Manueli-

dis et al., 2007) oder Viroiden (Diener et al., 1982) aus.  

Eine weitere diskutierte Alternative ist, dass die Immunantwort des Wirts auf ein Vi-

rion eine Reihe molekularer Reaktionen auslöst, die in der Spätfolge zur Bildung von 

PrPSc führen (Manuelidis et al., 2007). 

 

 

1.5) Struktur des Prionproteins 

1.5.1) Primärstruktur: 

Das PRNP Gen ist durch die Evolution hoch konserviert. Das humane PRNP Gen ist 

auf dem kurzen Arm des Chromosoms 20 lokalisiert (Liao et al., 1986). Der komplette 

offene Leserahmen liegt bei allen bekannten Säugetier- und Vogel- PrP- Genen auf 

einem einzelnen Exon (Prusiner, 1998; Wopfner et al., 1999). Die Expression des Pro-

teins erfolgt in den meisten Geweben, die höchsten Expressionsraten sind im Gehirn 

zu finden. 

Die Promotor- Sequenz des Priongens ähnelt anderen ständig exprimierten Genen, 

sie ist GC- reich und hat scheinbar keine TATA- Box (Basler et al., 1986). Es sind kei-
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ne Unterschiede in der PRNP Expression zwischen nicht- infiziertem und infiziertem 

Gewebe festzustellen (Chesebro et al., 1985). 

Das entstehende Prionmolekül ist etwa 250 AS lang (Abb. 3 A). Es hat eine amino-

terminale Signalsequenz (Basler et al., 1986) und eine hydrophobe carboxyterminale 

Domäne zur Anheftung an Membranen über einen Glycosylphosphatidylinositol 

(GPI)- Anker (Stahl et al., 1987). Es scheint außerdem noch eine weitere C- terminale 

Signalsequenz in der globulären Domäne des Proteins zu geben, die für den Trans-

port des Proteins ins Endoplasmatische Retikulum (ER) notwendig ist (Heske et al., 

2004). Im N- terminalen Bereich des Proteins gibt es mehrere Octapeptid- Wiederho-

lungen, an denen Kupfer- Ionen gebunden werden können (Prusiner, 1998). In der 

Sequenz des Prionproteins gibt es nur zwei Cysteinmoleküle (Positionen 179 und 

214, die Zählung basiert auf der humanen Sequenz), zwischen denen eine Disul-

fidbrücke ausgebildet wird. An den Asparaginresten 182 und 198 sind zwei N- Gly-

kosylierungsstellen, an denen verzweigte Zuckerketten angehängt sind. Man findet 

dabei sowohl unglykosylierte, als auch mono- und diglykosylierte Formen des Prote-

ins. 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Prionprotein- Moleküls 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Bereich AS 113– AS 135 ist sehr hydrophob und scheint in manchen PrP Isofor-

men als Transmembrandomäne fungieren (Hedge et al., 1999; Hölscher et al., 2001).  

AS 231- 254 
(mu) Signalpep-
tid für GPI- An-
ker 
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S-S AS 1- 22 Signal-
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Octapeptid repeats Transmembran- 
domäne 

Disulfid- 
Brücke 

Glykosylierungs- 
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B: PrP 23- 231 

C: PrP 27-30 
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Das Prionprotein wird in drei topologischen Formen (Abb. 4) an der Membran des 

ER synthetisiert: PrPC oder SecPrP (wird vollständig transloziert und ist über den GPI- 

Anker in der Membran verbunden) und zwei Formen, die über die Transmembran-

domäne in entgegengesetzten Orientierungen in der Membran des ER verankert 

sind, das NtmPrP (der N- Terminus zeigt ins ER- Lumen) und das  CtmPrP (der C- 

Terminus zeigt ins ER- Lumen) (Hölscher et al., 2001). 
CtmPrP verursacht Neurodegradation, unabhängig von PrPSc- Akkumulation, Ge-

hirnhomogenat (HH) von CtmPrP- erkrankten Mäusen ist nicht infektiös (Hedge et al., 

1999). 

In manchen Zellkulturen (humane Neuroblastomzellen und CHO) interagiert CtmPrP 

mit Zytokinen und stört die Zytokinese und die Karyogenese durch cis- und trans- 

abhängige Faktoren (Gu et al., 2006). 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der drei topologischen Formen des Pri-
onproteins an der ER Membran 
 
  

 

 

 

 

 

Aus: Hölscher et al., 2001 

 

Das reife Prionprotein umfasst die AS 23– 231 (Abb. 3 B). Die N- terminale Signalse-

quenz für die posttranslationellen Modifikationen im ER und die C- terminale Sig-

nalsequenz für die Anheftung des GPI- Ankers sind abgespalten. 

Der Protease- resistente Bereich, der nach Proteinase K- Behandlung von PrPSc übrig 

bleibt, wird PrP 27–30 genannt (Abb. 3 C), da dieses N- terminal verkürzte Protein 

im Western blot eine Größe von 27 bis 30 kDa hat. 
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1.5.2) Sekundärstruktur: 

Durch die Aufreinigung von PrPC und PrPSc unter denaturierenden Bedingungen 

konnten die Sekundärstrukturen der beiden Isoformen studiert werden (Pan et al., 

1993). Es stellte sich heraus, dass PrPC  etwa zu 42% aus α- Helixes besteht und kaum 

β- Faltblattstrukturen aufweist (3%). PrPSc dagegen wies ungefähr 43% β- Faltblatt-

strukturen auf und deutlich weniger α- helikale Bereiche (32%). PrP 27-30 besteht aus 

47% β- Faltblattstukturen und aus nur 17% α- Helixes (Caughey et al., 1991).  

Unterschiede zwischen PrPC und PrPSc sind nur in den physikalischen Eigenschaften 

der beiden Isoformen zu finden. PrPC ist in milden Detergentien löslich, sensitiv ge-

gen Proteinase K- Verdau und zeigt eine hauptsächlich α- helikale Sekundärstruktur. 

PrPSc ist in milden Detergentien unlöslich, liegt also aggregiert vor, ist teilweise PK- 

resistent und hat eine überwiegend β- Faltblatt- reiche Sekundärstruktur (Pan et al., 

1993). 

Die Einlagerung von PrPC in Liposomen verursachte weitere Änderungen in der 

Struktur des Proteins. Liposomen- verpacktes PrPC hatte zu 34% β- Faltblatt- Struk-

tur, 20% α- Helixes, und die restlichen 46% sind unstrukturiert. In Liposomen einge-

lagertes PrP 27-30 enthielt gar keine α- Helixes mehr. Die Insertion von PrP 27–30 in 

Membranen führt zur Unterbrechung der Membranintegrität, wahrscheinlich durch 

das teilweise Eindringen in die Lipiddoppelschicht (Baron et al., 2002). Diese PrP– 

Membran- Interaktionen sind wichtig, berücksichtigt man die scheinbar notwendige 

Membranfusion bei der PrPSc– Synthese (Baron et al., 2002). 

Veränderungen in den Bereichen, die den hochstrukturierten Bereich der Disul-

fidbrücke im C- Terminus umgeben, können zu thermodynamischer Instabilität und 

Strukturverlust führen. (Cappai und Collins, 2004). 

Der Polymorphismus an Codon 129 beeinflusst die Protease- Spaltstelle im AS- Be-

reich 74- 102 und das Ausmaß an β- Faltblattstrukturen in PrPSc (Parchi et al., 2000). 

Zusätzlich beeinflusst dieser Polymorphismus die Anfälligkeit bzw. Resistenz für 

nvCJD (Aguzzi, 2006) und scheint beim Menschen einen Einfluss auf die Ausbildung 

des Langzeitgedächtnisses zu haben (Papassotiropoulus et al., 2005). 
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1.5.3) Tertiärstruktur von PrPC: 

Die Tertiärstruktur von PrPC konnte durch NMR- Studien von rekombinanten Pri-

onproteinen aus E. coli aufgeklärt werden. Bakteriell exprimiertes rekombinantes PrP 

ist weder glykosyliert noch besitzt es einen GPI- Anker, ist löslich und hat eine α- he-

likale Struktur, weshalb es als PrPC- ähnlich angesehen wird. Die NMR- Strukturen 

einer Reihe rekombinanter Prionproteine aus verschiedenen Säugetieren sind inzwi-

schen bekannt (Maus: Riek et al., 1996; Hamster: James et al., 1997; Donne et al., 

1997). Diese Studien ergaben, dass PrPC einen unstrukturierten N- terminalen Be-

reich (Maus: AS 23- 119) und eine globuläre C- terminale Domäne hat (Abb. 5 A, un-

ten). Die C- terminale Domäne besteht aus drei α- helikalen Bereichen (Maus: Helix 1 

AS 143- 153, Helix 2 AS 171- 192 und Helix 3 AS 199- 226) und zwei kurzen, antipa-

rallel orientierten β- Faltblatt- Strukturen (Maus: S1 AS 128- 130, S2 AS 160- 162). Bei 

allen bislang untersuchten Prionproteinen verschiedener Spezies ist diese Struktur 

bis auf geringe Differenzen (beispielsweise Länge der α- helikalen Bereiche) gleich 

(Norstrom und Mastrianni, 2006). Aktuellere Studien deuten darauf hin, dass Helix 1 

eine wichtige Rolle bei der Konformationsänderung von PrPC zu PrPSc spielt 

(Norstrom und Mastrianni, 2006). Helix 1 ist ungewöhnlich hydrophil (Abb. 5 A, o-

ben) und nicht sehr stark mit dem restlichen Molekül verbunden. Es ist auffällig, 

dass die meisten geladenen Bereiche von Helix 1 auf der dem globulären Bereich ab-

gewandten Seite liegen. Helix 2 und 3 dagegen sind hydrophob und über die Disul-

fidbrücke miteinander verknüpft (Abb. 5 A, unten).  
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A 

                                        

Abbildung 5: Struktur des Prionproteins 
A: Helix 1 und ihre geladenen AS (blau: basisch; orange: sauer) in Kontext mit dem 
gesamten Molekül PrPC (nach Norstrom und Mastrianni, 2006) B: Modell der Tertiär-
struktur von humanem PrPSc (Huang et al., 1996). 
 

Bei der abnormen Isoform des PrP beschränken sich die Strukturanalysen auf Ergeb-

nisse der Sekundärstrukturanalyse. Die Tertiärstruktur von PrPSc (Abb. 5 B) kann nur 

vermutet werden. Neuere Untersuchungen, die sich auf elektronenmikroskopische 

Untersuchungen stützen, ergaben, dass PrP 27-30 eventuell keine antiparallelen β- 

Faltblätter, sondern parallele β- Faltblätter im Bereich AS 90 bis 170 ausbildet (Wille 

et al., 2002). Das gezeigte Modell beruht auf Computer- gestützten Vorhersagen und 

Berechnungen aus den vorhandenen genetischen und molekularbiologischen Daten 

mit antiparallelen β- Faltblättern. (Huang et al., 1996).  

 

1.6) Prion- Stämme und Speziesbarrieren 

Die Existenz zweier verschiedener Scrapiestämme („nervous“ und „scratching“) in 

mit Scrapie infizierten Ziegen wurde 1961 erstmals von Pattison und Millson be-

schrieben (Pattison, 1972). Verschiedene Scrapie- „Stämme“ haben ihren Ursprung in 

verschiedenen Feld- Isolaten, die fortlaufend in verschiedenen Mausinzuchtlinien 

passagiert wurden (Pattisson, 1972). Sie lassen sich klinisch durch ihre unterschiedli-

chen Inkubationszeiten und durch ihre verschiedenen Läsions- Muster in betroffenen 

Geweben nachweisen. Auch biochemisch kann man die verschiedenen Stämme 

durch ihre verschiedenen elektrophoretischen Laufmuster, durch die unterschiedli-

B  
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chen Protease- Schnittstellen und durch ihre unterschiedlichen Glykosylierungen 

voneinander unterscheiden. Die beiden transmissiblen Nerz- Enzephalopathie- 

Stämme hyper (HY) und drowsy (DY) können in Hamstern und im zellfreien System 

(Mulchay und Bessen, 2004) passagiert werden und behalten dabei ihre unterschied-

lichen Eigenschaften (DY PrPSc ist beispielsweise sensitiver für Protease- Verdau als 

HY PrPSc). Diese Eigenschaften bleiben auch nach seriellen Passagen in der Maus (A-

sante et al., 2002; Tremblay et al., 2004) und in persistent infizierten Zellkulturen er-

halten (Birkett et al., 2001). Bislang gibt es keinen Beweis dafür, ob die Unterschiede 

in der Konformation von PrPSc der Grund oder nur eine Manifestation des Phäno-

menens der Prion- Stämme sind (Tanaka et al., 2004; Tanaka et al., 2006). 

Versucht man, eine Spezies mit PrPSc einer anderen Art zu infizieren (oder in zell-

freien Systemen zu konvertieren), so ist eine Speziesbarriere zu beobachten. Der 

Empfängerorganismus (das Empfänger- PrPC) ist entweder komplett resistent gegen 

eine PrPSc- Infektion oder die Inkubationszeit bis zum Auftreten der Krankheitssym-

ptome ist deutlich verlängert, die Übertragung von PrPSc innerhalb einer Spezies ist 

dagegen hocheffizient. Passagiert man PrPSc dann in der Empfänger- Spezies weiter, 

so verkürzen sich die Inkubationszeiten wieder (Kocisko et al., 1995). 

Vertreter der Virus- oder Virinotheorie versuchen das Auftreten dieser Speziesbar-

rieren mit einem Agens mit mutierbarem DNA- oder RNA- Genom zu erklären. 

Weissman (1991) postulierte, dass zwar das Prionprotein für die Infektiosität not-

wendig ist, aber die Stamm- Spezifität durch kleine Nukleinsäuren festgelegt wird. 

Bislang konnte keine spezifische Nukleinsäure identifiziert werden, die mit infektiö-

sen Präparationen von PrPSc  konsistent in Zusammenhang steht, aber RNA könnte 

dabei helfen, die Konversion von PrPC zu PrPRES (PrPRES ist partiell proteaseresistent, 

muß aber nicht zwangsläufig infektiös sein) in vitro zu katalysieren (Deleault et al., 

2003). Der endgültige Beweis für die „Protein- only“- Theorie, die de novo Generation 

von PrPSc (proteaseresistentes und infektöses PrP) in vitro, konnte ebenfalls noch 

nicht erbracht werden. 2001 wurde ein neues in vitro Konversionssystem publiziert 

(Saborio et al., 2001), das einen essentiellen Teil der „Protein- only“- Theorie bestä-

tigt. Die Konversion von zellulärem Prionprotein in seine infektiöse Isoform ist ein 

zyklischer Prozess, bei dem PrPSc die weitere Fehlfaltung von Prionprotein auslöst 

und so zu Neubildung von PrPRES (Bieschke et al., 2004) oder PrPSc führt (Castilla et 

al., 2005). 
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1.7) Physiologische Funktion des Prionproteins 

Die genaue Funktion des zellulären Prionproteins bleibt unklar. Es wurde mit der 

Überlebensfähigkeit der Zellen in Verbindung gebracht, mit dem Auswachsen von 

Neuronen, mit dem Modulieren synaptischer Interaktionen und mit dem Kupfer-

haushalt (Cappai und Collins, 2004).  

Potentielle prionbindende Proteine sind die Zelladhäsionsproteine N-CAMs, der 

Laminirezeptor, das Streß- induzierte Protein 1, Synapsin Ib und Grb2. Wenn diese 

bindenden Proteine PrP- Liganden sind, könnte das PrP als ein Zell- Oberflächenre-

zeptor fungieren, der bei der Signaltransduktion beim Überleben der Zelle eine Rolle 

spielt (Cappai und Collins, 2004). 

Mallucci et al. (2002) zeigten, dass der post- natale Knockout des Prionproteins in 

Mäusen keine Schäden verursacht. Sie postulierten eine Rolle des Prionproteins bei 

der Anregung von Nerven, da eine signifikante Verlangsamung der AHPs in hippo-

campalen CA1- Zellen nach dem Knockout festzustellen war.  

Das Prionprotein kann Kupfer binden. Cerebrale Zellen, denen PrPC fehlt, sind anfäl-

liger für oxidativen Streß als wildtypische Zellen. Verbindet man den N- Terminus 

des Proteins zusätzlich zum GPI- Anker mit der Membran, so sind humane Neu-

roblastom- Zellen, die diese PrP- Mutante exprimieren, anfälliger für oxidativen 

Stress und weniger lebensfähig als Zellen, die gar kein zelluläres PrP exprimieren. 

Der N- terminale Bereich könnte daher als mobiles Signalmolekül fungieren (Zeng et 

al., 2003). Es wurde vermutet, dass zelluläres PrP als Shuttle für Kupferionen, die 

Enzyme gegen oxidativen Stress binden sollen, fungiert (Martins, 1999). 

Die Generierung von PrP0/0- Mäusen lies keine eindeutigen Rückschlüsse auf die 

physiologische Funktion des Prionproteins zu. Es wurden verschiedene PrP0/0- 

Mauslinien generiert (zusammengefasst von Weissmann und Aguzzi, 1999). Bei zwei 

der PrP0/0- Mauslinien wurde nur die PrP kodierende Sequenz unterbrochen. Diese 

Mäuse verhielten und entwickelten sich im Großen und Ganzen normal. Bei später 

generierten PrP0/0- Mäusen wurden zusätzlich Bereiche hinter dem PrP ORF dele-

tiert. Diese Mäuse zeigten im Alter von 70 Wochen einen abnormen Gang und Koor-

dinationsstörungen. Histologische Untersuchungen ergaben einen ausgedehnten 

Verlust von Purkinje- Zellen im Kleinhirn dieser Mäuse (Sakaguchi et al., 1996). Die 

genauere Untersuchung dieser PrP0/0- Mauslinien führte zu der Entdeckung eines 
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paralogen Proteins von PrP, dem Doppelprotein (Moore et al., 1999). Doppel (Dpl) 

wird in den Gehirnen solcher PrP0/0- Mäuse überexprimiert und induziert dort apop-

toseartige Veränderungen (Anderson et al., 2004). Durch Zuführung von PrP kann 

dieser Effekt aufgehoben werden (Moore et al., 2001). PrP und Dpl sind in ihrer AS- 

Sequenz und Struktur ähnlich. Beide Proteine sind über einen GPI- Anker membran-

verankert und können Kupfer- Ionen binden, jedoch ist die physiologische Bedeu-

tung noch unklar (Qin et al., 2006). Trotz dieser strukturellen Ähnlichkeiten scheinen 

die beiden Proteine antagonistische Wirkungen zu haben. Dpl aktiviert Caspase- 10- 

vermittelte Apoptose in transgenen Mäusen und Zellkulturen (Qin et al., 2006), wo-

bei PrP0/0- Zelllinien anfälliger als PrP exprimierende Zelllinien waren (Kuwahara et 

al., 1999). Entweder ist PrP ein spezifischer Antagonist von Dpl, oder PrP hat eine 

allgemein anti- apoptotische Funktion. 

Für die anti- apoptotische Wirkung von zellulärem Prionprotein spricht ebenfalls, 

dass die Region der Octapeptid- Wiederholungen im N- Terminus des Proteins eine 

limitierte Strukturhomologie zu der BH2- Domäne der Bcl-2 Proteine hat (Bounhar et 

al., 2001). Bcl-2 Proteine sind zentral an der Regulation der Apoptose beteiligt. Die 

BH2- Domäne ist essentiell für die anti- apoptotische Wirkung des Proteins und für 

seine Wechselwirkung mit Bax- Protein. Bounhar et al. (2001) zeigten, dass PrP Zel-

len genauso effizient vor der Bax- gesteuerten Apoptose schützen kann, wie die Bcl-2 

Proteine. Eliminiert man die Region der Octapeptid- Wiederholungen des Prionpro-

teins, geht dieser schützende Effekt verloren, wohingegen der GPI- Anker nicht be-

nötigt wird. 

Zelluläres Prionprotein wird vor allem im Zentralen Nervensystem (ZNS) expri-

miert, aber auch in nicht- neuronalen Geweben. In den Epithelzellen der bovinen 

Milchdrüse wird das Protein selektiv exprimiert, in besonders starken Leveln an der 

basolateralen Oberfläche dieser Zellen, wenn sie funktional aktiv sind (Didier et al, 

2006). Das Protein scheint eine Rolle im interzellulären Kalzium- Gleichgewicht zu 

spielen und bewirkt eventuell dadurch einen erhöhten Schutz der Laktozyten wäh-

rend der Milchsekretion. 

Papassotiropoulus et al. (2005) wiesen PrPC eine Rolle beim humanen Langzeitge-

dächtnis zu. Sie postulierten, dass der Polymorphismus M129V nicht nur für erhöhte 

Anfälligkeit für die β- Faltblatt- Bildung des PrP verantwortlich ist (Parchi et al., 

2000), sondern zu einem besseren Langzeitgedächtnis führt. 
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1.8) Verschiedene PrP- Expressionssysteme 

Der definitive Beweis der „Prion- only“- Theorie wäre entweder die in vitro- Genera-

tion von infektiösem PrPSc, mit dem man Wildtyp- Mäuse infizieren kann, die dann 

eine TSE Erkrankung bekämen, oder infektiöses Prionprotein wieder in die zelluläre, 

nicht- infektiöse Form zu renaturieren (Prusiner, 1998). Bis heute konnte weder die-

ses Ziel erreicht, noch die genaue physiologische Funktion von zellulärem Prionpro-

tein geklärt werden, obwohl in zahlreichen verschiedenen Systemen an Prionprotein 

und seinen Eigenschaften geforscht wurde. Einige dieser Systeme sollen hier kurz 

dargestellt werden: 

 

1.8.1) Tiermodelle: 

Transgene Mäuse werden in der TSE- Forschung überaus häufig eingesetzt und ha-

ben zu einem besseren Verständnis der Pathogenese, der Erregerreplikation, der 

Speziesbarriere und der pathogenetischen Bedeutung bestimmter Mutationen im 

Prnp Gen beigetragen. 

Die von Büeler et al. (1992) publizierten PrP0/0- Mäuse lieferten beispielsweise den 

Beweis, dass PrPC essentiell für die Infektion mit PrPSc ist, da diese Mäuse vollstän-

dig resistent gegenüber einer TSE- Infektion sind. 

Es ist allerdings recht aufwendig und zeitintensiv, transgene Tiere herzustellen und 

zu züchten.  

 

1.8.2) Zellkultur: 

Zellkulturen sind als in vitro –Modell für die Vermehrung von PrPSc optimal, da sie 

nah an die in vivo- Bedingungen von Eukaryoten heranreichen und relativ einfach zu 

handhaben sind. Allerdings sind die Unterschiede in der Expression und der Glyko-

sylierung des Prionproteins von Zelllinie zu Zelllinie beträchtlich (Monnet et al., 

2003) und nur manche Zelllinien sind mit PrPSc infizierbar (Butler et al., 1988; Mon-

net et al., 2003; Béranger et al., 2001).  
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1.8.3) Bakterien: 

Die Expression von Prionprotein in Bakterien ist vor allem deswegen von Nachteil, 

weil die posttranslationalen Modifikationen, die in eukaryotischen Zellen stattfinden, 

in einem prokaryotischen System nicht stattfinden können und das Prionprotein au-

ßergewöhnlich viele posttranslationale Modifikationen erfährt. Der Vorteil ist die re-

lativ schnelle Verfügbarkeit und hohe Ausbeute an rekombinantem Protein.  

Da die Glykosylierungen des PrPC und der GPI- Anker nicht für die Konversion in 

PrPRes benötigt werden (Kocisko et al.,1995), kann man reifes Prionprotein ohne die 

N- terminale Signalsequenz AS 1- 22 und ohne die C- terminale Signalsequenz zur 

Anheftung des GPI- Ankers AS 231- 254 (die AS- Angaben beziehen sich auf das Pri-

onprotein der Maus) in E. coli produzieren lassen und die Disulfidbrücke des Prote-

ins reoxidieren (Bocharova et al., 2005; Jackson et al., 1999; Kirby et al., 2003). 

Es konnte gezeigt werden, dass auch bakteriell produziertes Prionprotein in vitro in 

eine Proteinase- resistente Isoform konvertiert werden kann (Bocharova et al., 2005; 

Kirby et al, 2003).  

Es wurden bereits Prionproteine mehrerer Spezies (Rind: Negro et al., 1997; Schaf: 

Baron et al., 1999; Mensch: Jackson et al., 1999; Maus: Kirby et al., 2003, Bocharova et 

al., 2005; Hamster: Weiss et al., 1995) in Bakterien exprimiert. 

 

1.8.4) Baculo- System: 

Das Baculo- Virus- System hat gegenüber der bakteriellen Expression den Vorteil, 

dass es ein eukaryotisches System darstellt, in dem posttranslationale Modifikatio-

nen eukaryotischer Proteine stattfinden können. Das Baculovirus infiziert natürli-

cherweise Insektenzellen. Arbeitet man mit rekombinantem Virus (in das man ein 

Ziel- Gen kloniert hat) kann man ähnlich hohe Ausbeuten wie bei bakteriellen Ex-

pressionssystemen erhalten. In vitro werden Sf (Spodoptera frugiperda) – Zellkulturen 

zur Infektion mit dem rekombinanten Virus verwendet. 

1995 wurde zum ersten Mal Hamster- PrP in Baculovirus- infizierten Insektenzellen 

exprimiert (Weiss et al., 1995). Auch die Konversion von rekombinantem und 

Stamm- spezifischen Prionprotein (Iniguez et al., 2000; Zhang et al., 2002) aus diesem 

System war bereits erfolgreich. 
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1.8.5) In vitro- Konversionssysteme: 

Die in vitro- Konversion von Prionprotein ermöglicht exakte Aussagen über die Be-

dingungen, die gewählt wurden, um eine Konversion von PrPC zu PrPRES zu errei-

chen. Auf diese Weise können die verschiedensten Faktoren direkt auf ihre Notwen-

digkeit für die Konversion überprüft werden. Kocisko et al. (1994) publizierten das 

erste zell- freie System zur Konversion von PrPC in PrPSc. Dieses System wird bis 

heute mit verschiedenen Abweichungen angewandt, um rekombinante Prionprotei-

ne aller Art (Chimären, Fusionsproteine, Deletionsmutanten) in die -Proteinase resis-

tente- Isoform zu überführen (Horiuchi et al., 1999; Jackson et al., 1999; Kim et al., 

2005). 

Bislang ist kein in vitro generiertes PrPRes infektiös (Hill et al., 1999). 

Sehr vielversprechend zur in vitro Generierung von infektiösem PrPRES ist die von 

Saborio et al. (2001) entwickelte Methode, die PMCA (protein misfolding cyclic 

amplification) genannt wurde. Bei dieser Methode dient Gehirnhomogenat von ge-

sunden Tieren als Quelle für PrPC und wird durch die Zugabe geringer Mengen in-

fektiösen Gehirnhomogenats und wiederholten Inkubations- Beschallungszyklen in 

die Proteinase K- resistente Isoform überführt. Castilla et al. (2005) wiesen die Infek-

tiosität des mit dieser Methode neugebildeten PrPRes nach. 

Seit Publikation dieser neuartigen in vitro Konversionsmethode wurden zahlreiche 

Modifikationen der Methode publiziert (Lucassen et al., 2003; Kim et al., 2005). 

Allerdings ist die Methode in ihrer bisherigen Form nicht geeignet, den endgültigen 

Beweis für die „Protein- only“- Theorie zu erbringen, weil erstens durch den anfäng-

lichen Einsatz von PrPSc nicht mehr von einer de novo Generierung von PrPSc gespro-

chen werden kann, und zweitens in den verwendeten Gehirnhomogenaten essentiel-

le Cofaktoren für die Generierung von infektiösem PrPRES vorhanden sein können.
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II Ergebnisse 

 

 

Das Prionprotein ist durch seine Eigenschaft, in bestimmten Konformationen bei 

Mensch und Tier neurodegenerative Krankheiten zu verursachen bzw. als ein Cha-

rakteristikum von TSE- Erkrankungen im Gehirn zu akkumulieren, zum Gegenstand 

intensiver Forschung geworden. 

Es ist ein durch die Evolution hoch konserviertes, mit einem GPI (Glykophosphati-

dylinositol)– Anker an die Plasmamembran gebundenes Protein, das in verschiede-

nen Konformationen unterschiedliche biochemische Eigenschaften (Löslichkeit, Se-

kundärstruktur, Proteinase K- Resistenz) hat. Trotz der seit Jahrzehnten andauern-

den, intensiven Forschung an der Prion- Thematik sind einige der grundlegenden 

Fragen, die das Prionprotein betreffen, bis heute nicht geklärt. So konnten beispiels-

weise weder die physiologische Funktion noch die Mechanismen der Prionprotein- 

Konversion eindeutig geklärt werden.  

Um einige der noch offenen Fragen leichter beantworten zu können, war das Ziel der 

vorliegenden Arbeit die Generierung eines konvertierbaren, mit einem Reporterpro-

tein fusionierten Prionproteins. 

 

 

1.)  Herstellung von PrP- Reportergen- Konstrukten 

Zur Herstellung von infektiösem markierten Prionprotein sollten in einem ersten 

Schritt Expressionskassetten für Prion- Reportergen- Fusionsproteine hergestellt 

werden. 

Reportergene, die fluoreszieren oder biolumineszieren, sind eine billige Alternative 

um Echtzeitanalysen von Genexpressionen in Tiermodellen (Nagetiere) zu bewerk-

stelligen. Bei fluoreszierenden Proteinen wie GFP wird eine externe Lichtquelle be-

nötigt, biolumineszierende Reporterproteine können dagegen Licht mit Hilfe von ge-

eigneten Ko- Substraten produzieren. Durch die Entwicklung und Verbesserung von 

hoch sensiblen Kameras (CCD- Kameras) kann man auch geringe Mengen an emit-

tiertem Licht aus inneren Organen von Nagetieren detektieren. Die Verwendung von 



Ergebnisse 

 20 

Luciferase oder EGFP als Reportergen / -protein ermöglicht so die nicht- invasive 

Detektion von Fusionsproteinen am lebenden Modelltier (Bhaumik und Gambhir, 

2002).  

Als Reportergene wurden das Gen des enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) 

und das Luciferase- Gen verwendet. Die Fusion des PRNP mit EGFP ermöglicht den 

Nachweis des Fusionsproteins durch Fluoreszenz- Mikroskopie bzw. über Western 

blot Analyse mit Reporterprotein- spezifischen Antikörpern. Durch die Fusion von 

PRNP mit dem Gen der Luciferase können entsprechende Fusionsproteine durch die 

von Luciferase katalysierte Reaktion (nach Zugabe von Luciferin als Substrat) über 

einen Luciferase- Assay bzw. ebenfalls über Western blot Analyse mit Reporterprote-

in- spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden. 

Das durch PCR- Mutagenese in die Mausprionsequenz eingeführte 3F4- Epitop 

(Punktmutationen L108M und V111M) des Hamsterprionproteins ermöglicht es, alle 

rekombinanten Prion- Reporter- Fusionsproteine über den monoklonalen 3F4- Anti-

körper (Kascsak et al., 1987) von endogenem murinem Prionprotein zu unterschei-

den. 

Zur Markierung des Prionproteins wurden zuerst Konstrukte erstellt, die das EGFP- 

oder Luciferasegen als C- terminale Fusion (AS Position 230) vor der Signalsequenz 

für den GPI- Anker des Prionproteins enthalten. Des Weiteren wurden Konstrukte 

erstellt, die die Markerproteine als N- terminale Fusion (AS Position 22 bzw. nur Lu-

ciferase nach AS Position 32) in verschiedenen Bereichen des Prionproteins enthal-

ten. Das Gen für das EGFP wurde zusätzlich an AS Position 93 eingeführt, da durch 

verschiedene Arbeiten (Mella, 2000, Fischer et al., 1996 und Flechsig et al., 2000) kein 

negativer Einfluss nach Insertion in diesen Bereichen auf die Konversion in die pa-

thologische Isoform des Prionproteins nachgewiesen werden konnte. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der über PCR erstellten Prion- Reporter- 
Gen- Expressionskassetten  

 

 

 

Alle Fusionskonstrukte wurden mittels PCR hergestellt. Die entsprechenden Primer 

wurden so gewählt, dass sie über die Fusionsstelle beider Gene reichen. Die schema-

tische Darstellung des Konstruktzusammenbaus ist am Beispiel von Konstrukt 

230egfp in Abb. 7 dargestellt. 

Wie in Abb. 7 gezeigt, wurde in der ersten PCR- Runde das rekombinante murine 

PRNP in zwei Ansätzen mit jeweils einem Primer- Paar amplifiziert. In einem der 

beiden Ansätze wurde der 5`gelegene Abschnitt des ORF bis zu der Stelle, an der das 

Reportergen fusioniert werden sollte, mit den Primern A-1 und dem reversen Primer 

mit dem entsprechenden Überhang vervielfältigt. In dem zweiten Ansatz wurde der 

3`gelegene Abschnitt des ORF mit den Primern A-2 und dem entsprechenden seq- 

Überhangs- Primer amplifiziert. Zusätzlich wurde das gewünschte Reportergen e-

benfalls mit Primern mit den entsprechenden 5`- und 3`- Überhängen amplifiziert. 

Alle erhaltenen PCR- Produkte wurden in einem 1% -igen Agarosegel auf die richti-

ge Größe hin überprüft und mit dem Nucleospin Extract II Kit (Machery Nagel) auf-

gereinigt.  

In der nächsten PCR- Runde wurden zuerst zwei gereinigte PCR- Produkte als Mat-

rize eingesetzt und mit den randständigen Primern amplifiziert und mit diesem 

PCR- Produkt und dem dritten PCR- Produkt aus Runde eins als Matrize wurde 

wiederum mit den randständigen Primern das Fusionskonstrukt amplifiziert. Nach 

der Überprüfung der Größe des PCR- Produkts und seiner Reinigung wurde das 
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PCR- Produkt mit den Restriktionsenzymen BamHI und XhoI geschnitten und in den 

mit BamHI und XhoI geschnittenen Vektor pcDNA3 kloniert. 

Der Erfolg der Klonierung wurde durch Restriktionsverdau mit BamHI und XhoI ü-

berprüft.  

Konstrukte, deren Restriktionsmuster korrekt war, wurden anschließend durch Se-

quenzierung überprüft. 
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Abbildung 7: Prinzip des Konstruktzusammenbaus mit Überhang- Primern in der 
PCR am Beispiel 230egfp 
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1.1)  Expressionsanalyse der erstellten Fusionsproteine 

a) Expression in humanen oder murinen Zellkulturen 

Für Untersuchungen, durch die die verwendeten Fusionsproteine sowie deren 

Exprimierbarkeit und Expressionsmuster näher charakterisiert werden sollten, war 

es erforderlich, die Fusionsproteine für die entsprechenden posttranslationalen Pro-

teinmodifikationen (u.a. Glykosylierung, Disulfidbrückenbildung und Anhängen des 

GPI- Ankers) in einem eukaryotischen System zu exprimieren.  

In dem Plasmid pcDNA3 ist den Fusionskonstrukten der starke, konstitutive CMV 

(Cytomegalievirus)- Promotor vorgeschaltet, mit dessen Hilfe eine dauerhafte, hohe 

Expression der Fusionsproteine gewährleistet wird. Um zu überprüfen, ob die Fusi-

onsproteine in eukaryotischen Zellen dasselbe Expressionsmuster zeigen, wie das 

Prionprotein, wurden humane 293- Zellkulturen bzw. murine N2a- Zellkulturen 

transient mit Prion- EGFP- oder mit Prion- Luciferase- Fusionskonstrukten transfi-

ziert. Nach einer Inkubationszeit von 72 Std. konnten die transfizierten Zellen hin-

sichtlich Transfektionseffizienz und Expressionsmuster der Fusionsproteine ausge-

wertet werden. 

Die Zellen hatten zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz von etwa 40– 50%. 

Die besten Transfektionsergebnisse wurden mit dem Reagenz Effectene® des Her-

stellers Qiagen für Zellkulturschalen von 3 cm Durchmesser erzielt.  

In beide Zelllinien wurden die Expressionsplasmide 230egfp-pcDNA3, 93egfp- 

pcDNA3, 22egfp- pcDNA3, 230Luc- pcDNA3, 32Luc- pcDNA3, 22Luc- pcDNA3, so-

wie als Kontrolle für die Transfektionseffizienz und die Fluoreszenz des EGFP das 

Expressionsplasmid pEGFP-N3 und als Kontrolle für die Aktivität der Luciferase das 

Expressionsplasmid Luciferase- pcDNA3 transfiziert. In beiden Kontrollplasmiden 

stehen die Reportergene ebenfalls unter Kontrolle des CMV- Promotors. 

 

b) Nachweis von PrP- EGFP- Fusionsproteinen im Fluoreszenz- Mikro-

skop 

Die mit EGFP markierten Fusionsproteine konnten nach der Transfektion der ent-

sprechenden DNA in Zellen und der anschließend benötigten Inkubationszeit für die 

Proteinbiosynthese ohne weitere Bearbeitung direkt unter einem Fluoreszenz- Mik-
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roskop ausgewertet werden (Abb. 8). EGFP ist eine Variante des grün fluoreszieren-

den Proteins (GFP) aus der Qualle Aequrea victoria, bei dem die Löslichkeit verbessert 

wurde. Das Protein ist außerordentlich stabil, benötigt keine Cofaktoren für die Fluo-

reszenz und kann sowohl N- terminal als auch C- terminal mit anderen Proteinen fu-

sioniert werden, ohne dass die Fluoreszenz verloren geht (Chalfie, 1995). Das Emis-

sionsmaximum liegt bei 509 nm. Die Inkubationszeit der transfizierten Zellkulturen 

wurde auf 72 Std. festgesetzt, da sich diese Inkubationszeit in einer Kinetik als opti-

mal herausstellte. 

Die Fusionierung des EGFP- Gens mit der Sequenz für den GPI- Anker (Daten nicht 

gezeigt) ergab, dass die Fluoreszenz des EGFP durch die Membranverankerung des 

GPI- Ankers nicht beeinträchtigt wird.  

Um den Einfluss des GPI- Ankers auf die Lokalisation der Fusionsproteine zu über-

prüfen, wurden EGFP- markierte Fusionskonstrukte ohne Signalsequenz für den 

GPI- Anker erstellt und ebenfalls in 293- und N2a- Zellen transfiziert (Abb. 8 B).  

Man sieht einen deutlichen Unterschied zwischen den membranverankerten Fusi-

onskonstrukten mit GPI- Anker (Abb. 8 A) und den Fusionskonstrukten ohne GPI- 

Anker (Abb. 8 B), die cytosolisch exprimiert werden.  

Die Insertion des EGFP an verschiedenen Stellen des Prionproteins bewirkt keine 

Unterschiede in der Expression der verschiedenen Fusionsproteine. 
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Abbildung 8: Fluoreszenz- Mikroskopie von in N2a- Zellen exprimierten 
Prion- EGFP- Fusionskonstrukten mit und ohne GPI- Anker 
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A: Expression von Prionprotein- EGFP- Fusionsproteinen mit GPI- Anker. 
Die membranständige Expression der Fusionsproteine ist deutlich zu erkennen.  
B: Expression von Prionprotein- EGFP- Fusionsproteinen ohne GPI- Anker, die erwartungs-
gemäß cytosolisch exprimiert werden. 
 

 

c)  Nachweis der PrP- Luciferase- Fusionsproteine mit dem Luciferase- 

Assay 

Luciferasen sind eine Gruppe von Photo- Proteinen, die aus verschiedenen Organis-

men (Insekten, marine Organismen, Prokaryoten) isoliert werden können. Alle Luci-

ferase- Proteine katalysieren eine exogene Reaktion, bei der Sauerstoff mit Luciferase 

und dem Substrat Luciferin zu einem Luciferase- gebundenem Intermediat reagiert, 

dass Photonen im Bereich des sichtbaren Lichts (400- 620 nm) emittiert. 

B 
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Die Funktionalität der Prion- Luciferase- Fusionsproteine wurde nach Transfektion 

in 293- oder N2a- Zellen über einen enzymatischen Nachweis der Luciferase über-

prüft. Es wurde hierzu das Luciferase Assay Kit (Promega) verwendet. Die Aktivität 

von Luciferase kann äußerst empfindlich durch Lumineszenz- Methoden gemessen 

werden. Der Zellextrakt, der das Luciferase- Prion- Fusionsprotein enthält, wird mit 

ATP und Luciferin im Luminometer versetzt. Die Reaktion führt zu einer schlagarti-

gen Freisetzung von Photonen, die von Photomultiplyer- Detektoren gemessen wer-

den. Dadurch sind relative quantitative Messungen der Luciferase- Aktivität gut 

durchführbar. Die Messwerte werden in RLU (relative light units) angegeben. 

Für das Fusionskonstrukt 230Luc konnte ein erfolgreicher Luciferase- Aktivitätstest 

durchgeführt werden, die Messwerte (Abb. 9) sind beinahe genauso hoch wie bei der 

Luciferase- Positivkontrolle (Luciferase- pcDNA3). Für das Konstrukt 32Luc ist die 

Luciferase- Aktivität etwas geringer und bei dem Konstrukt 22Luc ist die Aktivität 

der Luciferase auffällig niedrig.   

Diese Ergebnisse sprechen für eine sterische Hemmung des Luciferase- Bereichs, 

wenn der im N- terminalen Bereich des PrPs fusioniert ist, es wurde allerdings keine 

Normierung hinsichtlich der Transfektionseffizienz der einzelnen Konstrukte durch-

geführt. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Transfektioneffizienz 

der Fusionskonstrukte 32Luc und 22Luc geringer war, als die Transfektioneffizienz 

der Positivkontrolle und von 230Luc. 

Nicht transfizierte Zellen zeigen keine Reaktion in dem Luciferase- Assay. 

Abbildung 9: Darstellung der Luciferase- Aktivität in den einzelnen Kon-
strukten 
 

PKLuc 230Luc 32Luc 22Luc N2a 

++ ++ + - - - 

 

d)  Nachweis der Fusionsproteine in der Western blot Analyse 

Nach Transfektion der murinen N2a- Zellen mit den PrP- EGFP- oder PrP- Lucifera-

se- Fusionskonstrukten und anschließender Aufarbeitung der rekombinanten Fusi-

onsproteine aus den Zellen wurden die Fusionsproteine in eine SDS- PAGE mit an-

schließendem Western blot eingesetzt. 
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Um rekombinante Fusionsproteine aus eukaryotischen Zellen im Western blot 

nachweisen zu können, musste so viel Zelllysat aufgetragen werden, dass die hohe 

Gesamtproteinmenge starken Hintergrund verursachte. Abb. 10 zeigt exemplarisch 

die rekombinanten Proteine 3F4PrP (Spur 1) und 230Luc (Spur 2) nach Expression in 

N2a- Zellen, die Negativkontrolle ist nicht gezeigt. In beiden Spuren ist der Hinter-

grund sehr hoch und die Menge an rekombinantem Protein (Pfeile) vergleichsweise 

gering. 

Auch eine vor dem Western blot durchgeführte Immunaffinitätschromatographie 

mit ProteinG- Sepharose konnte die Nachweisbarkeit von rekombinantem Protein 

nicht nenneswert erhöhen. Aus diesem Grund wurden die Versuche, aus eukaryoti-

schen, transfizierten Zellen genügend rekombinantes Protein für Konversionsversu-

che zu erhalten, eingestellt.  

Abbildung 10: Nachweis von Fusionsproteinen aus transfizierten N2a- Zel-
len in der Western blot Analyse am Beispiel von 3F4PrP und 230Luc 
 

                          
 
In Spur 1 ist rekombinantes 3F4PrP, das aus transfizierten murinen N2a Zellen aufgereinigt 
wurde, zu sehen (Pfeil unten). Das Protein ist etwa 30 kDa groß. 
In Spur 2 ist rekombinantes 230Luc aus transfizierten N2a Zellen zu sehen (Pfeil oben). Die-
ses Protein ist etwa 90 kDa groß.  
 

e) In vitro Transkription und Translation 

Zur in vitro Transkription der Fusionskonstrukte mit dem Rabbit Reticulolysate Sys-

tem (Amersham Biosciences) mussten die in pcDNA3 vorliegenden Konstrukte von 

DNA in RNA umgeschrieben werden. Im pcDNA3 Vektor ist 5`der multiplen Klo-
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nierungsstelle (MCS) der Promotor für die DNA- abhängige RNA- T7 Polymerase 

vorgeschaltet. Diese Polymerase erkennt keine Terminationssequenzen, weshalb die 

Plasmide zuerst 3`der Fusionskonstrukte mit XhoI linearisiert wurden.  Die lineari-

sierte DNA wurde mit Phenol- Chloroform- Fällung gereinigt und in die T7- RNA- 

Reaktion eingesetzt. Die erhaltene RNA wurde nochmals mit Phenol- Chloroform 

gereinigt und in einem denaturierenden Agarosegel überprüft. 

Die getestete RNA der Fusionskonstrukte war im Gel deutlich als eine Bande zu er-

kennen und nicht degradiert. Dieses Material wurde dann für die in vitro- Translati-

on der Fusionsproteine eingesetzt.  

Die in vitro- Translation der Fusionsproteine erfolgte in Gegenwart von [35S]- Methi-

onin mit dem Rabbit Reticulolysate System® (Amersham Biosciences), so dass die 

gebildeten Proteine radioaktiv markiert waren und nach Immunpräzipitation mittels 

Autoradiographie nachgewiesen werden konnten.  

Zur Analyse der in vitro translatierten Fusionsproteine wurde 1/10 des 50 µl großen 

Gesamtansatzes  direkt für die Analyse vorbereitet und bei -20°C aufbewahrt. Der 

restliche Ansatz wurde entweder in eine Konversionsreaktion oder in eine Im-

munpräzipitation (RIP) eingesetzt. 

Es wurde 3F4PrP wie beschrieben in vitro transkribiert und translatiert. Das so gene-

rierte rekombinante 3F4PrP ist etwa 28 kDa groß (Abb. 11). Mit dem Rabbit Reticulo-

lysate System® können Proteine nicht posttranslational modifiziert werden, daraus 

erklärt sich die etwas geringere Größe des in vitro transkribierten und translatierten 

3F4PrP Proteins. Es ist nur eine Bande, die der unglykosylierten Form des Proteins 

entspricht, zu sehen. 

In Abb. 11, Spur 2 ist 1/10 eines in vitro Translationsansatzes direkt aufgetragen. Der 

restliche Ansatz wurde mit MAK 3F4 immunpräzipitiert. Die Ausbeute an gebunde-

nem Protein mit MAK 3F4 war nach der Immunpräzipitation gering (Abb. 11, Spur 

1). 
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Abbildung 11: Radioimmunpräzipitation mit in vitro generiertem 3F4PrP 
 

 

                
 

In vitro translatiertes 3F4PrP (Pfeil) nach Radioimmunpräzipitation.  
Spur 1: ½ Ansatz mit ProteinG- Sepharose und MAK 3F4 radioimmunpräzipitiert. 
Spur 2: 1/10 des Gesamtansatzes der in vitro- Translation direkt aufgetragen.  
 

In vitro translatierte PrP- EGFP- Fusionsproteine sind ungefähr 58 kDa (Abb. 12 A 

und Abb. 13, Spur 1: 22egfp, Abb. 12 B: 93egfp und Abb. 12 C: 230egfp, Pfeile) groß 

und in vitro translatierte PrP- Luc- Fusionsproteine sind etwa 88 kDa groß (Abb. 13, 

Spuren 2 und 3: 22Luc und Abb.13, Spuren 4 und 5: 230Luc). 

In Abb. 12 A ist 1/10 eines in vitro Translationsansatzes von 22egfp ohne vorausge-

gangene Immunpräzipitation aufgetragen, in Abb. 13, Spur 1 ist ein gesamter Trans-

lationsansatz von 22egfp mit MAK 3F4 immunpräzipitiert worden. Abb. 12 B zeigt 

einen gesamten Translationsansatz von 93egfp, der mit MAK 3F4 immunpräzipitiert 

wurde und in Abb. 12 C ist ein Translationsansatz von 230egfp mit MAK 3F4 im-

munpräzipitiert worden. Abb. 13 zeigt die in vitro translatierten Fusionsproteine 

22egfp (Abb. 13, Spur 1), 22Luc (Abb. 13, Spuren 2 und 3) und 230Luc (Abb. 13, Spu-

ren 4 und 5). In Spur 1 ist der mit MAK 3F4 immunpräzipitierte Gestamtansatz der in 

vitro Translation von 22egfp in die SDS- PAGE eingesetzt worden, in Spur 2 ist 1/10 

des Translationsansatzes von 22Luc in die SDS- PAGE eingesetzt worden und in 

Spur 4 ist 1/10 des Translationsansatzes von 230Luc aufgetragen. In Spur 3 ist der 

restliche Translationsansatz von 22Luc mit MAK 3F4 immunpräzipitiert worden, in 

Spur 5 ist der restliche Translationsansatz von 230Luc mit MAK 3F4 immunpräzipi-

tiert worden. Die spezifischen Proteinbanden in Abb. 13, scheinen von der Menge 

30 kDa 

66 kDa 

 2 1 



Ergebnisse 

 31 

her annähernd gleich zu sein, aber die unspezifischen Hintergrundbanden in den 

Spuren 1, 3 und 5 sind deutlich geringer als in den Spuren 2 und 4.  
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Abbildung 12: In vitro generierte PrP- EGFP- Fusionsproteine nach Radioim-
munpräzipitation 
 
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
A: In vitro generiertes 22egfp. 1/10 des Gesamtansatzes pur aufgetragen. B: In vitro generier-
tes 93egfp nach Radioimmunpräzipitation. C: In vitro translatiertes 230egfp nach Radioim-
munpräzipitation. 
 

Abbildung 13: In vitro generierte PrP- Luciferase- Fusionsproteine nach Ra-
dioimmunpräzipitation 
 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Spur 1 ist das Fusionsprotein 22egfp nach RIP mit MAK 3F4 aufgetragen. Spuren 2 und 
3: 22Luc. In Spur 2 ist 1/10 der Translationsreaktion direkt aufgetragen, der restliche in vitro 
Translationsansatz wurde mit MAK 3F4 immunpräzipitiert (Spur 3). Spuren 4 und 5: 
230Luc. In Spur 4 ist 1/10 der Reaktion direkt aufgetragen, der restliche in vitro Translation-
sansatz wurde mit MAK 3F4 immunpräzipitiert (Spur 5). 

B C 
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2.) Umklonierung der Expressionskassetten aus pcDNA3 in 

pQE-51  

Die bakterielle Expression von Proteinen ermöglicht es, große Mengen des ge-

wünschten Proteins zu generieren. Zur bakteriellen Expression der Prionfusi-

onskonstrukte wurde das QIAexpress System (Qiagen) verwendet. Die Expressions-

kassetten der Konstrukte wurden bei der Umklonierung aus pcDNA3 in pQE-51 mit 

einer C- terminalen 6x Histidin- Sequenz versehen (Abb. 14). Mit Poly- Histidin mar-

kierte Proteine können nach der Expression über Ni2+- NTA Metall- Affinitätschro-

matographie aufgereinigt werden.  

Das Gen des Prionproteins besitzt eine aminoterminale Signalsequenz von 22 AS, die 

der Translokation des Proteins in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums 

dient und dort abgespalten wird (Basler et al., 1986). Die C- terminalen 23 AS (bei 

murinem PrP) werden im Endoplasmatischen Retikulum durch einen GPI- Anker er-

setzt (Stahl et al., 1987). Diese beiden Signalsequenzen des Prion- Gens für die post- 

translationalen Modifikationen im Endoplasmatischen Retikulum wurden für die 

bakterielle Expression der Prion- Fusionsproteine entfernt. Der Vektor pQE-51 ent-

hält strangaufwärts der BamHI Restriktionsschnittstelle ein ATG als Startcodon und 

strangabwärts der SalI Restriktionsschnittstelle ein Stopcodon im Leseraster. Zur 

Umklonierung der Fusionskonstrukte aus pcDNA3 in pQE-51 (Abb. 14) wurden die 

Expressionskassetten mittels PCR amplifiziert. Mit den verwendeten Primern wur-

den die Restriktionsschnittstellen für BamHI bzw. SalI an den neuen 5’- bzw. 3’-

Enden der Expressionskassetten eingeführt und gleichzeitig die aminoterminale und 

die caboxyterminale Signalsequenz des Prionproteingens deletiert (Abb. 14). Der Re-

verse- Primer führt 3´der Konstrukte noch eine 6x- Histidin Marker- Sequenz ein 

(Abb. 14). Anschließend wurden die über ein Agarose- Gel gereinigten PCR- Produk-

te und der Vektor pQE-51 mit den Restriktionsenzymen BamHI und SalI verdaut und 

ligiert. Die so erhaltenen Plasmide wurden in den E. coli Stamm XL-1 transformiert, 

über Restriktionsverdau mit BamHI und SalI überprüft und sequenziert. Zur an-

schließenden Expression der Fusionsproteine wurden die überprüften Plasmide in 

den E. coli Stamm M15 transformiert. 
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Umklonierung der Expressi-
onskassetten aus pcDNA3 in pQE-51 zur bakteriellen Expression am Bei-
spiel von 230egfp 
 
 
 
 
Konstrukt 230egfp in pcDNA3 
 
 
PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR- Produkt 230ecoli 
 
 
 
 
 
 
 
 
Restriktionsverdau von 230ecoli und pQE-51 mit den Restriktionsenzymen  
 BamHI und SalI 
 
 
 
 
 
Ligation von pQE-51BamHI/SalI und 230ecoliBamHI/SalI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
230ecoli in pQE-51 
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2.1) Expressionsanalyse der erstellten Fusionsproteine 

a)  Bakterielle Expression 

Zur bakteriellen Expression der verifizierten PrP- EGFP- Fusionskonstrukte wurden 

die Expressionsplasmide in den E. coli Stamm M15 transformiert. In dem Gesamtzell-

lysat der mit IPTG induzierten Kultur konnte man im Gegensatz zur nicht induzier-

ten Kultur nach Coomassie- Färbung des PAA- Gels eine deutliche Expression des 

rekombinanten Proteins feststellen.  

Um rekombinantes Protein aus den bakteriellen Einschlusskörperchen (inclusion bo-

dies) isolieren zu können, musste vor der Affinitätschromatographie über eine Ni2+- 

NTA- Säule (Qiagen) eine denaturierende Aufreinigung gemacht werden.  

Die Zellen wurden hierfür pelletiert, in Puffer resuspendiert und eine Stunde auf 

dem Taumler inkubiert. Das Bakterienlysat wurde anschließend 3x 30 Sek. beschallt, 

wärmebehandelt und abzentrifugiert. Der Überstand wurde nachfolgend für die Af-

finitätschromatographie eingesetzt. Die erhaltenen Fraktionen wurden im Western 

blot auf ihre Reinheit geprüft (Daten nicht gezeigt). Proteinhaltige Fraktionen wur-

den bei 4 °C gegen PBS dialysiert. 

 

b) Nachweis in der Western blot Analyse 

Die bakteriell exprimierten und aufgereinigten PrP- EGFP- Fusionsproteine (22ecoli, 

93ecoli und 230ecoli) ließen sich alle im Western blot nach diskontinuierlicher SDS- 

PAGE mit dem monoklonalen Antikörper 3F4 (Abb. 15), sowie mit den monoklona-

len Antikörpern α- HIS (Daten nicht gezeigt) und α- EGFP (Daten nicht gezeigt) bei 

einer Größe von 60 kDa nachweisen. Das rekombinante Protein PrP3F4coli wurde 

mit den monoklonalen Antikörpern 3F4 (Abb. 15) und α- HIS (Daten nicht gezeigt) 

bei einer Größe von etwa 30 kDa nachgewiesen. 

Als Positivkontrolle wurden murine Scrapie Assoziierte Fibrillen (SAF), die aus dem 

Gehirn einer an Scrapie terminal erkrankten Maus isoliert wurden, mit auf die SDS- 

PAGE aufgetragen und mit MAK W226 detektiert (Abb.15, Spur 1). Anhand dieser 

Probe ist ein Größenvergleich zwischen dem Proteinase- resistenten Kern des muri-

nen Prionproteins und dem bakteriell exprimierten 3F4coli- Protein möglich (Abb. 

15, Spuren 2 und 3).  
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Abbildung 15: Bakteriell exprimierte Fusionsproteine in der Western blot 
Analyse 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bakteriell exprimierte PrP- EGFP- Fusionsproteine. In Spur 1 sind murine, Proteinase K- 
verdaute SAFs aufgetragen. Spur 2: 3F4coli Zelllysat (Pfeil). Spur 3: 3F4coli aufgereinigt. 
Spur 4: 22ecoli Zelllysat (Pfeil). Spur 5: 22ecoli aufgereinigt. Spur 6: 93ecoli Zelllysat 
(Pfeil). Spur 7: 93ecoli aufgereinigt. Spur 8: 230ecoli Zelllysat (Pfeil). Spur 9: 230ecoli auf-
gereinigt. Spuren 2- 10 wurden mit MAK 3F4 detektiert.  
 

 

Murines, Proteinase- resistentes Prionprotein ist im Western blot bei 27- 30 kDa loka-

lisiert, bakteriell exprimiertes 3F4coli- Protein dagegen bei knapp 30 kDa. Da bakteri-

ell exprimiertes Protein einen C- terminalen 6xHIS- Anker hat (siehe Abb. 14), aber 

nicht glykosyliert werden kann und keinen GPI- Anker hat, entspricht diese Beo-

bachtung den theoretischen Erwartungen.  

Die mit EGFP fusionierten Prionproteine 22ecoli (Abb. 15, Spuren 4 und 5), 93ecoli 

(Abb. 15, Spuren 6 und 7) und 230ecoli (Abb. 15, Spuren 8 und 9) lassen sich alle mit 

MAK 3F4 bei einer Größe von etwa 60 kDa nachweisen. EGFP ist 30 kDa groß, die 

Größe der Fusionsproteine entspricht den Berechnungen. Alle bakteriell exprimier-

ten Proteine sind im Western blot als einzelne Bande zu erkennen, liegen also wie 

erwartet unglykosyliert vor. In Abb. 15, Spuren 3, 5, 7 und 9 sind die aufgereinigten 

Proteine zu sehen. In diesen Spuren sind nur die spezifischen (Fusions-) Proteine 

nachweisbar. In den Spuren 2, 4, 6 und 8 sind Zelllysate aufgetragen, wodurch sich 

der hohe Anteil an unspezifischem Hintergrund erklärt.  

  1           2    3          4    5         6    7          8    9 
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3.) Umklonierung der Expressionskassetten aus pcDNA3 in 

pENTR4 

Um die Fusionsproteine in dem Baculo- Expressionssystem viral exprimieren zu 

können, das Gateway- System von Invitrogen verwendet. 

Die Expressionskassetten der rekombinanten Fusionsproteine wurden in den 

pENTR4- Vektor des Gateway- Systems einkloniert. Die Expressionskassetten wur-

den mittels PCR aus pcDNA3 amplifiziert, wobei durch die verwendeten Primer die 

Restriktionsschnittstelle für SalI bzw. NotI an den 5’– bzw. 3’- Enden der Expressi-

onskassetten eingeführt wurde (Abb. 16). Die erhaltenen PCR- Produkte wurden 

aufgereinigt und, nach Restriktionsverdau der PCR- Produkte und des Vektors 

pENTR4 mit SalI und NotI, ligiert (Abb. 16). 

Zur Kontrolle, ob die eingebauten Fusionsproteinkassetten die richtige Größe besit-

zen, wurden die über präparative Aufreinigung gewonnenen pENTR4- Plasmide mit 

Sal I und Not I verdaut und in einem 1% -igen Agarosegel aufgetrennt. Konstrukte, 

deren Laufmuster im Gel den errechneten Fragmentgrößen entsprachen, wurden 

mittels DNA- Sequenzierung überprüft. 
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Umklonierung der Expressionskas-
setten aus pcDNA3 in pENTR4 
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3.1) Expressionsanalyse der erstellten Fusionsproteine 

a) Virale Expression in Sf9- Insektenzellen 

Das Baculo- Expressionssystem ermöglicht die Herstellung rekombinanter Baculovi-

ren, mit denen anschließend Sf9- Insektenzellen infiziert werden können, was zur 

Expression der im Virus inserierten Fremdgene in den Sf9- Zellen führt. Bei den In-

sektenzellen handelt es sich um Zellen von Spodoptera frugiperda. Diese Sf9- Zelllinie 

ist ein Isolat von IPLBSF21-AE (O’Reilly et al., 1992). 

 

In diesem Expressionssystem sind posttranslationale Modifikationen von Proteinen 

möglich, und die inserierten Gene stehen in den rekombinanten Baculoviren unter 

Kontrolle des starken Polyhedrin- Promotors, wodurch besonders hohe Expressions-

raten erzielt werden (Abb. 16). Deshalb schien dieses Expressionssystem zur eukary-

otischen Expression der Fusionsproteine besser geeignet als die Expression in Säuge-

tier- Zelllinien. 

Nach der LR- Reaktion wurde die DNA des rekombinanten Expressionsvirus über 

Liposomen- vermittelte Transfektion unter „Katalyse“ von Cellfectin® in Sf9- Zellen 

eingebracht. Nach einer Inkubationszeit von 168 Std. wurde der Zellkulturüberstand 

abgenommen und ein Teil auf frische Zellen gegeben, um den Virustiter zu erhöhen. 

 

Die Expression der Fusionskonstrukte in Sf9- Zellen mit dem Baculo- Expressions-

system wurde als Thema einer Diplomarbeit (Fuchs, 2004) im Rahmen dieser Dok-

torarbeit behandelt. 

 

b) Nachweis der PrP- EGFP- Fusionsproteine mittels Fluoreszenz- 

 Mikroskop 

Um das Expressionsmuster der EGFP- Fusionsproteine in Sf9- Zellen zu überprüfen, 

wurden Sf9- Zellen in Six Well- Schalen mit rekombinantem Virus nach Angaben des 

Herstellers infiziert und für 72 Std. inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das 

Medium abgezogen und die Zellen unter einem Fluoreszenz- Mikroskop ausgewer-

tet. 
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Die Fusionskonstrukte 230egfp und 93egfp wurden beide funktional in Sf9- Zellen 

exprimiert (Abb. 17).  

Nicht transfizierte Zellen zeigten keinerlei Fluoreszenz. 

 

Abbildung 17: Fluoreszenz- mikroskopische Aufnahmen von mit rekombinantem 
Baculovirus infizierten Sf9- Zellen 
 

 
Fluoreszenz- mikroskopische Aufnahmen. A: Mit rekombinantem Baculovirus Bac230egfp 
infizierte Sf9- Zellen. B: Mit rekombinantem Baculovirus Bac93egfp infizierte Sf9- Zellen. 
 
 

c) Nachweis der Fusionsproteine in der Western blot Analyse 

Die in Sf9- Insektenzellen viral exprimierten Prionprotein- EGFP- Fusionsproteine 

mussten vor ihrer Weiterverwendung aus den Zellen isoliert werden. Da die Fusi-

onsproteine einen 6x- Histidin- Marker an ihrem C- terminalen Ende angehängt hat-

ten, konnten sie, wie die bakteriell exprimierten Fusionsproteine, über Ni2+- NTA- 

Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Die hierfür nötige Lyse der Zellen 

konnte unter nicht- denaturierenden Bedingungen durchgeführt werden. Aus die-

sem Grund wurden die infizierten Zellen nach 168 Std. Inkubationszeit lysiert, be-

schallt und abzentrifugiert. Der resultierende Überstand wurde direkt für die Affini-

tätschromatographie eingesetzt, das aus der Zentrifugation resultierende Pellet wur-

de mit 2% n-Octyl-β-D-Glucopyranosid resuspendiert, nochmals zentrifugiert und 

der Überstand anschließend ebenfalls für die Affinitätschromatographie eingesetzt. 

N-Octyl-β-D-Glucopyranosid ist ein Detergenz, das die funktionelle Isolierung von 

Proteinen aus der Membran ermöglicht. Bei jedem Schritt der Aufreinigung wurde 

eine Probe entnommen, die anschließend im Western blot auf ihre Reinheit und ih-
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ren Proteingehalt überprüft wurden (Daten nicht gezeigt). Nach der Elution des Fu-

sionsproteins mittels Imidazol von der Säule, die in drei Schritten erfolgte, wurden 

diese Fraktionen über Nacht bei 4 °C gegen PBS dialysiert. Anschließend wurden 

auch die Eluate im Western blot auf ihren Proteingehalt, ihre Reinheit und die richti-

ge Größe hin überprüft. Verwendet wurden die Antikörper 3F4, α- EGFP und α- HIS 

(Abb. 18).  

 

Abbildung 18: Western blot Analyse zum Nachweis der viral exprimierten PrP- 
EGFP- Fusionsproteine 
 
 
 

        
 
Western blot Analyse zum Nachweis der viral exprimierten PrP- EGFP- Fusionsproteine 
Bac230egfp (in Spur 1) und Bac93egfp (in Spur 2). A: detektiert mit MAK 3F4, B: detektiert 
mit MAK α- GFP, C: detektiert mit MAK α- HIS. D: Western blot mit Bac3F4PrP. Spur 1: 
Detektion mit MAK α- HIS. Spur 2: Detektion mit MAK 3F4. 
 

Für die mit rekombinantem Baculovirus- 230egfp und rekombinantem Baculovirus- 

93egfp infizierten Sf9- Zellen konnte, wie erwartet, ein spezifisches ca. 60 kDa großes 

Prionprotein- EGFP- Fusionsprotein mit allen drei spezifischen Antikörpern detek-

tiert werden (Abb. 18 A, B, C, Spuren 1 und 2). 

Das rekombinante Baculovirus 3F4PrP ließ sich mit den spezifischen Antikörpern 

3F4 (Abb. 18 D, Spur 2) und α- His (Abb. 18 D, Spur 1) bei etwa 30 kDa im Western 

blot nachweisen. 

   A    B  C            D 

34 kDa 

55 kDa 

    1      2 
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4.) Konversionsversuche 

Das Ziel dieser Arbeit war die Generierung rekombinanter Prionprotein- EGFP- oder 

Luciferase- Fusionsproteine, die in die pathologische Isoform des Prionproteins kon-

vertierbar sind. Nachdem die rekombinanten Prionproteine in verschiedenen Ex-

pressionssystemen auf ihre Exprimierbarkeit hin analysiert wurden, mussten die 

Proteine anschließend in die pathologische Isoform des Prionproteins konvertiert 

werden.  

Eine hervorstechende Eigenschaft der pathologischen Isoform des Prionproteins ist 

seine partielle Resistenz gegen den Abbau durch Proteinase K, obwohl inzwischen 

einige Publikationen belegen, dass der Erwerb teilweiser Protease- Resistenz bei re-

kombinanten Prionproteinen nicht zwangsläufig zu Infektiosität führt (Hill et al., 

1999; Bieschke et al., 2004). Die erworbene Infektiosität von rekombinantem Pri-

onprotein kann nur im Tierversuch endgültig nachgewiesen werden. Es sollte des-

halb zuerst der Nachweis erbracht werden, ob die erstellten rekombinanten Pri-

onprotein- Fusionsproteine in vitro zumindest in eine Proteinase K- resistente Form 

(PrPRES) konvertiert werden können. 

 

 

 4.1)  Vorversuche zu den Konversionsversuchen 

Alle Konversionsreaktionen mit den beschriebenen Fusionsproteinen wurden mit in-

fektösem, murinem 10% -igen Gehirnhomogenat (PrPSc) durchgeführt. Die eingesetz-

ten Materialien wurden hinsichtlich ihrer Resistenz gegen Proteinase K- Verdau und 

auf ihre Reaktivität mit verschiedenen Antikörpern untersucht. 

Zur Herstellung von Gehirnhomogenaten (HH) wurde murines Gehirn 1:10 (w/v) 

mit PBS nach Protokoll homogenisiert (Castilla et al., 2004). Es wurde jeweils Ge-

hirnhomogenat aus einem ganzen Gehirn hergestellt. Das Gehirnhomogenat wurde 

anschließend für 10 Sek. bei 2000g zentrifugiert und der Überstand wurde bei Bedarf 

mit den Komponenten für den Konversionspuffer versetzt. Die Gehirnhomogenate 

wurden aliquotiert und bei – 70 °C gelagert. 

Die Gehirne von transgenen PrP0/0- Mäusen wurden in einer 1:4 Verdünnung homo-

genisiert und als 25% -iges Gehirnhomogenat in Konversionspuffer hergestellt. 
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Um aus vorhandenen infektiösen Gehirnhomogenaten PrPSc- Fibrillen (Scrapie Asso-

ziierte Fibrillen, SAF) aufzureinigen, wurde eine modifizierte Version des Protokolls 

von Hilmert und Diringer (1984) verwendet.  

 

a) Proteinase K- Resistenznachweis von infektiösen, murinen  Gehirn-

 homogenaten 

Die infektiösen Gehirne stammten von Balb/c- Mäusen, die intrazerebral mit dem 

RML PrPSc- Stamm infiziert worden waren und zum Zeitpunkt des Todes terminal 

krank waren. 

Nach Herstellung von 10% -igem Gehirnhomogenat in PBS wurden je 15 µl der Ho-

mogenate mit Proteinase K für 30 Min. bei 37 °C verdaut (Abb.19, Spuren 1 und 3). 

Die Konzentration des Enzyms im Gesamtansatz betrug 14,7 µg/ml. Zur Kontrolle 

wurde die gleiche Menge an Gehirnhomogenat ohne Zugabe von Proteinase K inku-

biert (Abb. 19, Spuren 2 und 4). 

Alle Proben wurden anschließend mit 4x PP versetzt, 10 Min. bei 95 °C inkubiert und 

im Western blot mit den Antikörpern 12F10 oder W226 analysiert. 

Die drei Glykosylierungsformen des Prionproteins (unglykosyliert, monoglykosy-

liert und diglykosyliert) mit einer Größe von 28 – 33 kDa im unverdauten Zustand 

(Abb. 19, Spuren 2 und 4) und 27 – 30 kDa nach Proteinase K- Verdau (Abb. 19, Spu-

ren 1 und 3) sind jeweils deutlich zu erkennen. Das Gehirnhomogenat von nicht infi-

zierten Tieren wurde durch die Behandlung mit dieser Konzentration an Proteinase 

K erwartungsgemäß vollständig abgedaut (Abb. 20 B, Spur 1). 
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Abbildung 19: Proteinase K- Verdau von Gehirnhomogenaten zum Nachweis von 

PrPSc 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Detektion erfolgte mit MAK W226. 
In den Spuren 1 und 2 und 3 und 4 sind Gehirnhomogenate von verschiedenen terminal kran-
ken Mäusen aufgetragen, jeweils einmal ohne Proteinase K- Behandlung (Spuren 2 und 4) 
und einmal nach Proteinase K- Verdau (Spuren 1 und 3).  
 
 

b) PMCA- Methode mit murinen Gehirnhomogenaten 

Die PMCA (protein misfolding cyclic amplification) wurde 2001 von Castilla und So-

to publiziert. Sie beruht auf der Annahme, dass infektiöses, fehlgefaltetes Prionpro-

tein (PrPSc) in der Lage ist, in einem autokatalytischen Prozess zelluläres Prionpro-

tein (PrPC) in seine abnorme Isoform (PrPSc oder PrPRES) zu konvertieren. In vitro 

wird dieser in vivo sehr lange dauernde Prozess durch stündliche Beschallung be-

schleunigt. Für diese in vitro Konversionsmethode wird Gehirnhomogenat von ge-

sunden Tieren in Konversionspuffer mit einem geringen Anteil an Gehirnhomogenat 

von terminal kranken Tieren in Konversionspuffer bei 37 °C unter Schütteln inku-

biert und währenddessen stündlich beschallt. 

Veröffentlicht wurde diese Methode mit Gehirnmaterial von Hamstern. Es ist be-

kannt, dass aus Hamstern generiertes PrPSc bei Verdau mit Proteinase K stringentere 

Bedingungen als murines PrP verträgt (Legname et al., 2004), und dass die PMCA- 

Methode für die verschiedenen Spezies hinsichtlich Mischungsverhältnis von PrPSc 

zu PrPC, Länge der Inkubationszeiten und Intensität der Beschallungsschritte jeweils 

angepasst werden muß (Castilla et al., 2004).  

1    2     3    4 
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Aus diesem Grund wurde diese Methode zuerst an die Bedingungen, die für muri-

nes Material optimal sind, adaptiert. 

Es wurden verschiedene Verhältnisse von infektiösem Gehirnhomogenat (HHSc) zu 

gesundem Gehirnhomogenat (HHC) (1:10, 1:100 und 1:1000), sowie der Einfluss, den 

Beschallen auf die Reaktion hat, getestet (Abb.20 A und B). Während der 24 -

stündigen Reaktionszeit bei 37 °C und schütteln, wurde jeweils ein Reaktionsansatz 

insgesamt 6-mal mit einer Intensität von 20 Watt (nach 3, 6, 21, 22, 23 und 24 Std.) be-

schallt und je ein Reaktionsansatz nicht. Anschließend wurden 15% der jeweiligen 

Ansätze Proteinase K verdaut (Endkonzentration des Enzyms: 14,7 µl/ml für 30 Min. 

bei 37 °C). Danach wurden die Proben im Western blot analysiert, wobei jeder 

PMCA- Ansatz einmal ohne (Abb. 20 A, Spuren 2, 4, 6, 7 und 8; B, Spuren 3, 5 und 7) 

und einmal nach (Abb. 20 A, Spuren 1, 3 und 5; B, Spuren 1, 2, 4, 6 und 8) Proteinase 

K- Verdau aufgetragen wurde. Als Antikörper wurde 12F10 verwendet. 

In allen PMCA- Ansätzen ohne vorherigen Proteinase K– Verdau konnte PrP bei 28- 

33 kDa nachgewiesen werden, in den mit Proteinase K behandelten Proben, in denen 

PrPRES detektierbar war (Abb. 20 A, Spur 1; B, Spuren 2, 4, 6 und 8), war das Protein 

bei 27- 30 kDa zu sehen. Bei den nicht beschallten Ansätzen (Abb. 20 A) konnte nur 

in dem 1:10 (HHSc zu HHC) verdünnten Material nach Proteinase K- Verdau PrPSc 

nachgewiesen werden (Abb. 20 A, Spur 1). Das nachweisbare PrP ist vermutlich das 

in die Reaktion eingesetzte PrPSc, das durch seine geringe Verdünnung nachzuwei-

sen war. In den nicht beschallten Ansätzen, in denen HHSc 1:100 (Abb. 20 A, Spur 3) 

und 1:1000 (Abb. 20 A, Spur 5) verdünnt war, konnte nach Proteinase K- Verdau kein 

PrPRES nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu konnte bei allen Reaktionsansät-

zen, die während der Inkubationszeit beschallt wurden, nach Proteinase K- Verdau 

PrPRES mit einer Größe von 27- 30 kDa nachgewiesen werden (Abb. 20 B, Spur 4 

(1:10), Spur 6 (1:100) und Spur 8 (1:1000)). Eine Neubildung von PrPRES hat also statt-

gefunden und wird durch die Beschallungsschritte während der Inkubation maßgeb-

lich beeinflusst. Zur Kontrolle wurden die eingesetzten Gehirnhomogenate HHC und 

HHSc ebenfalls sowohl ohne Proteinase K- Behandlung (HHC: Abb. 20 A, Spur 8; 

HHSc: Abb. 20 A, Spur 7), als auch nach Proteinase K- Verdau (HHC: Abb. 20 B, Spur 

1; HHSc: Abb. 20 B, Spur 2) aufgetragen. In beiden Gehirnhomogenaten konnte PrP 

bei 28 - 33 kDa nachgewiesen werden. Das nicht infektiöse Material (HHC: Abb. 20 B, 

Spur 1) war nach Proteinase K- Verdau im Western blot nicht mehr nachweisbar, bei 
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dem infektiösen Material (HHSc: Abb. 20 B, Spur 2) blieb der Proteinase K- resistente 

Teil des PrPSc deutlich nachweisbar. 

Abbildung 20: Etablierung der PMCA- Methode mit murinen Gehirnhomogenaten 

 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Western blot Analyse mit MAK 12F10. A. PMCA- Ansätze, die während der 24 -stündigen 
Inkubation (37 °C, 550 rpm) nicht beschallt wurden. Spuren 1 und 2: 1:10 HHSc:HHC, Spu-
ren 3 und 4: 1:100 HHSc:HHC, Spuren 5 und 6: 1:1000 HHSc:HHC Spur 7: HHSc, Spur 8: 
HHC. Die Spuren 1, 3 und 5 sind PMCA- Ansätze nach PK- Verdau, die Spuren 2,4,6,7 und 
8 sind PMCA- Ansätze ohne PK- Verdau. B. PMCA- Ansätze mit Beschallungsschritten wäh-
rend der Inkubation. Spur 1: HHC, Spur 2: HHSc, Spuren 3 und 4: 1:10 HHSc : HHC, Spuren 
5 und 6: 1:100 HHSc : HHC, Spuren7 und 8: 1:1000 HHSc : HHC. Die Spuren 1, 2, 4, 6 und 8 
sind PMCA- Ansätze nach PK- Verdau, die Spuren 3, 5 und 7 sind PMCA- Ansätze ohne 
PK- Verdau. 
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c) Bestimmung der benötigten Proteinase K Konzentration für PMCA- 

 Versuche mit rekombinantem Protein 

Für die PMCA- Methode scheinen bestimmte Faktoren aus den Gehirnhomogenaten 

essentiell zu sein und der Anteil an HHC sollte zwischen 85 und 99% des Gesamtan-

satzes betragen (Castilla et al., 2004). Um dieses System mit rekombinanten Fusions-

proteinen simulieren zu können, wurden die rekombinanten Fusionsproteine mit 

Gehirnhomogenat von transgenen PrP0/0- Mäusen (HH0/0) gemischt und in dieser 

Form in PMCA- Reaktionen eingesetzt. Gehirnhomogenat von PrP0/0- Mäusen wur-

de verwendet, da davon auszugehen war, dass bevorzugt murines PrPC in der 

PMCA- Reaktion konvertiert würde, falls Gehirnhomogenat von gesunden Wild-

typmäusen (HHC) verwendet worden wäre. Man kann davon ausgehen, dass bei der 

Konversion von rekombinantem PrP- Fusionsprotein durch wildtypisches Prionpro-

tein ähnliche Schwierigkeiten auftreten wie bei der Konversion von Prionprotein 

verschiedener Spezies. Deshalb sollte die Gesamtreaktionszeit und die Anzahl der 

Beschallungen, die für die PMCA- Reaktion mit murinen Gehirnhomogenaten ver-

wendet wurde, erhöht werden. Die Konzentration an Proteinase K wurde für alle 

PMCA- Versuche neu austitriert, da die Anzahl der Beschallungszyklen einen Ein-

fluss auf die Struktur der Proteine und damit auf die Zugänglichkeit der Proteinase 

K haben kann.  

Für alle PMCA- Reaktionen mit rekombinanten Fusionsproteinen wurde die Kon-

zentration der Proteinase K auf 29 µg/ml heraufgesetzt.  
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4.2) Konversionsversuche mit den rekombinanten Fusionsproteinen aus 

den verschiedenen Expressionssystemen  

Konversionsversuche wurden mit den in Tab. 1 aufgelisteten rekombinanten Protei-

nen durchgeführt. 

 

 Konstrukt Viral exprimiert Bakteriell expri-

miert 

In vitro 

translatiert 

230egfp Ja Ja Ja 

93egfp Ja Ja Ja 

22egfp Nein Ja Ja 

230Luc Nein --- Ja 

32Luc Nein --- Ja 

22Luc Nein --- Ja 

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der insgesamt erstellten rekombinanten Pro-
teine und mit welchen Konversionsversuche durchgeführt wurden 
 

a) Konversionsversuche mit in vitro translatierten Fusionsproteinen 

Für die Konversionsversuche von in vitro translatierten Fusionsproteinen wurden 
9/10 des nicht aufgereinigten in vitro Ansatzes (Gesamtansatz: 50 µl) mit 1 µl 10% 

muHHSc versetzt und mit Konversionspuffer auf 100 µl aufgefüllt. Die Konversions-

ansätze wurden für 24 Std. bei 37 °C im Thermomixer geschüttelt und sowohl mit als 

auch ohne Beschallen inkubiert (Abb. 21 zeigt Konversionsversuche, die ohne Be-

schallung durchgeführt wurden). Nach der Inkubation wurden 15 µl der Reaktion 

mit Proteinase K (14,7 µl/ml) für 30 Min. bei 37° C verdaut. Die Proteinase K- Reak-

tion wurde durch Zugabe von 4x PP und 10 Min. Inkubieren bei 95 °C gestoppt. Der 

restliche Konversionsansatz von 85 µl wurde mit Aceton gefällt, in 20 µl 4x PP re-

suspendiert und 10 Min. bei 95 °C inkubiert. Alle Reaktionsansätze wurden mittels 

SDS- PAGE der Größe nach aufgetrennt und über Autoradiographie untersucht 

(Abb. 21, Spuren 4- 6: 22Luc; Spuren 7- 9: 230Luc). Immer 10% eines in vitro Transla-

tionsansatzes wurde pur (Abb. 21, Spur 4: 22Luc; Spur 7: 230Luc), 85% eines Konver-

sionsansatzes wurden ohne PK- Verdau (Abb. 21, Spur 5: 22Luc; Spur 8: 230Luc) und 
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15% eines Konversionsansatzes wurden nach PK- Verdau (Abb. 21, Spur 6: 22Luc; 

Spur 9: 230Luc) aufgetragen. Da der Nachweis von radioaktiv markierten Proteinen 

mittels Autoradiographie besonders sensitiv ist und durch die Inkubation von Trans-

lationsansätzen mit Gehirnhomogenat ein störender Hintergrund entsteht, wurde 

nur ein geringer Anteil der Konversionsreaktion Proteinase K verdaut. So sollte aus-

geschlossen werden, dass das eingesetzte PrPSc nach Proteinase K – Verdau in der 

Autoradiographie nachgewiesen wird. 

Als Negativkontrolle (NK) für die Konversionsreaktion wurde in einem weiteren 

Ansatz Reticulozytenlysat ohne RNA inkubiert (Abb. 21, Spur 1) und anschließend 

wie die in vitro generierten Fusionsproteine behandelt (Abb. 21, Spur 2: - PK ; Spur 3: 

+ PK). Mit dieser Kontrolle sollte überprüft werden, ob das eingesetzte HHSc wäh-

rend der Konversionsreaktion von in vitro generiertem Fusionsprotein mit dem Reti-

culozytenlysat reagiert und dadurch störenden Hintergrund in der Autoradiogra-

phie verursacht.  

Die Inkubation von HHSc mit Reticulozytenlysat bewirkt eine radioaktive Markie-

rung von Bestandteilen des Gehirnhomogenates, die in der Autoradiographie sicht-

bar wird (Abb. 21, Spur 2). Vergleicht man den Hintergrund, den reines Reticulozy-

tenlysat in der Autoradiographie verursacht (Abb. 21, Spur 1), mit Spur 2, in der das 

reine Reticulozytenlysat mit HHSc inkubiert wurde, so ist erstens generell mehr Hin-

tergrund zu sehen und zweitens auf der Höhe des zellulären Prionproteins eine 

deutliche Proteinbande vorhanden. Radioimmunpräzipitation nach Proteinase K- 

Verdau bzw. direkt nach der Inkubation des Konversionsansatzes erbrachte keine 

Verbesserung der Ergebnisse bezüglich dieses Hintergrundes. Nach Proteinase K– 

Verdau der Negativkontrolle (Abb. 21, Spur 3) ist kein Protein mehr detektierbar. 

Um im Falle einer erfolgreichen Konversionsreaktion von in vitro translatierten Fusi-

onsproteinen ausschließen zu können, dass die vorhandene teilweise Proteinase- re-

sistente Proteinbande von dem eingesetzten Gehirnhomogenat stammt, wurde die 

Konzentration der Proteinase K (14, 7 µg/ml) für die Konversionsversuche mit in 

vitro translatierten Fusionsproteinen beibehalten. 

Die Konversion von in vitro generiertem Fusionsprotein hat nicht funktioniert (Abb. 

21), obwohl in Abb. 21, Spur 6 nach Proteinase K – Verdau und anschließender Auto-

radiographie des Konversionsansatzes von 22Luc noch eine Proteinbande bei 25 kDa 

zu sehen ist. Da nach Proteinase K- Verdau des Reaktionsansatzes mit 230Luc (Abb. 
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21, Spur 9) kein Protein mehr detektierbar war, ist die Proteinbande in Abb. 21, Spur 

6 vermutlich durch ein Problem mit der Proteinase K in diesem Ansatz zu erklären. 

Eventuell war die Konzentration an Gesamtprotein in diesem Versuch zufällig etwas 

höher als üblich, so dass unter diesen Bedingungen kein vollständiger Proteinverdau 

möglich war. Dieses Ergebnis war einmalig und nicht reproduzierbar, es muß des-

halb von einem zufälligen Produkt ausgegangen werden und nicht von einer erfolg-

reichen Konversion von in vitro translatiertem Fusionsprotein 22Luc durch Inkubati-

on mit HHSc. 

 

Abbildung 21: Konversion von in vitro translatierten Fusionsproteinen  
 

 

           
 

Autoradiographie. Spur 1: Negativkontrolle. Spur 2: Negativkontrolle mit HHSc (Pfeil). Spur 
3: Der Ansatz aus Spur 2 nach Proteinase K- Verdau. Spur 4: In vitro translatiertes 22Luc 
(Pfeil). Spur 5: Konversionsreaktion mit 22Luc. Spur 6: Der Ansatz aus Spur 5 nach Protei-
nase K- Verdau. Bei 25 kDa ist eine Bande zu sehen, deren Herkunft unklar ist (Pfeil). Spur 
7: In vitro translatiertes 230Luc (Pfeil). Spur 8: Konversionsreaktion mit 230Luc. Spur 9: 
Der Ansatz aus Spur 8 nach Proteinase K- Verdau.  
 

b) Konversionsversuche mit bakteriell exprimierten Fusionsproteinen 

Die Konversion von bakteriell exprimierten Fusionsproteinen wurde mit der PMCA- 

Methode, wie sie für viral generierte Proteine beschrieben ist, versucht. 

Die Aufreinigung der bakteriell exprimierten PrP- EGFP- Fusionsproteine erfolgte 

denaturierend. Die Disulfid- Brücke des rekombinanten Proteins wurde in Gegen-

wart von 1 µM CuSO4 reoxidiert und anschließend gegen Natriumacetat (pH = 5,5) 

Vakuum- dialysiert (Jackson et al., 1999). 
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In den Proteinen konnten mit dem Ellman`s Reagenz (DTNB, 5,5'-Dithiobis-(2-

nitrobenzoesäure)) keine freien Schwefelgruppen nachgewiesen werden. Hierfür 

wurde eine Verdünnungsreihe der Probe und einer Eichlösung (1,4-Dithio-DL-

threitol) erstellt. Vorhandene Thiole regieren mit dem Reagenz zu gemischten Disul-

fiden, wobei eine dem Thiol äquivalente Menge an 5-Thio-2-Nitrobenzoat entsteht. 

Diese Substanz ist intensiv gelb gefärbt und hat ein Absorptionsmaximum bei 412 

nm. Nach der Dialyse wurde das rekombinante Protein in Coli- Konversionspuffer 

aufgenommen.  

Abbildung 22: Konversionsversuch mit bakteriell exprimierten Fusionsproteinen 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
PMCA- Methode mit bakteriell exprimiertem Fusionsprotein.  
Spur 1: Bakteriell exprimiertes 93ecoli- Fusionsprotein pur (Pfeil).  
Spur 2: 1/3 einer PMCA- Reaktion mit 93ecoli ohne PK- Verdau. 
Spur 3: 2/3 der PMCA- Reaktion mit 93ecoli nach Proteinase K- Verdau. 
 
 
Der Versuch, bakteriell exprimiertes Protein in der modifizierten PMCA- Methode 

zu konvertieren, schlug unter den gewählten Bedingungen fehl. In Abb. 22 ist exem-

plarisch eine PMCA- Reaktion mit bakteriell exprimiertem 93ecoli zu sehen. Spur 1 

zeigt das Fusionsprotein, das sich bei etwa 60 kDa (Pfeil) nachweisen lies. In Spur 2 

ist 1/3 der PMCA- Reaktion ohne Proteinase K- Behandlung aufgetragen, in Spur 3 

sind die restlichen 2/3 des PMCA- Ansatzes nach Proteinase K- Behandlung aufge-

tragen worden. Die bakteriell exprimierten Fusionsproteine konnten in keinem Ver-

such in eine teilweise Proteinase K- resistente Isoform konvertiert (Abb. 22, Spur 3: 

93ecoli) werden.  
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c) Konversionsversuche mit viral exprimierten rekombinanten Proteinen 

Zur Konversion der im Baculo- Expressionssystem exprimierten Fusionsproteine 

wurde aufgereinigtes rekombinantes Fusionsprotein in Konversionspuffer aufge-

nommen und mit 25% -igem murinem Gehirnhomogenat von PrP0/0- Mäusen, sowie 

mit 10% -igem murinem PrPSc- Gehirnhomogenat versetzt. Die Endkonzentration 

von PrP0/0- Gehirnhomogenat entsprach 90% 10% -igem Gehirnhomogenat im Ge-

samtansatz, infektiöses Gehirnhomogenat wurde im Verhältnis 1:100 zum Gesamt-

ansatz (immer 150 µl) zugegeben. Beide Gehirnhomogenate sowie die rekombinan-

ten Fusionsproteine lagen in Konversionspuffer vor.  

Die Menge an eingesetztem Baculo- Fusionsprotein schwankte zwischen 15 und 90 

µl. Es sollte so ein optimales Verhältnis von rekombinantem Protein zu HHSc gefun-

den werden. 

Als Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz ohne PrPSc mitinkubiert. 

Die Reaktionszeit der Konversionsansätze variierte zwischen 25 bis 29 Std. mit unter-

schiedlichen häufigen Beschallungsschritten für je 2x 1 Sek. mit 20 Watt. Generell 

wird angenommen, dass mehr PrP27-30 konvertieren kann, je länger die Gesamtreak-

tionszeit ist (Castilla et al., 2005; Bieschke et al., 2004; Saborio et al., 2001). Bei der hier 

verwendeten Modifikation des PMCA- Protokolls muß beachtet werden, dass zum 

einen weniger rekombinantes Fusionsprotein in einem Ansatz vorhanden ist, als 

PrPC in einem „Standard“- PMCA- Ansatz wäre und zum anderen die rekombinan-

ten Fusionsproteine wahrscheinlich weniger stabil als endogenes PrPC sind. Durch 

längere Gesamtreaktionszeiten könnte das vorhandene rekombinante Material de-

gradiert werden, so dass es in der Western blot Analyse nicht mehr nachweisbar ist. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 µl der Proben (1/3 des Gesamtansatzes) 

mit Aceton über Nacht bei -20 °C gefällt, die restlichen 100 µl (2/3) wurden Proteina-

se K verdaut. Die Endkonzentration des Enzyms betrug 29 µg/ml. Inkubiert wurde 

der Proteinverdau für 30 Min. bei 37 °C.  

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 Vol. eiskaltem Aceton unterbrochen und 

anschließend über Nacht bei -20 °C gefällt. 

Nach der Acetonfällung wurden die Proben in 4x PP resuspendiert, für 10 Min. bei 

95 °C inkubiert und im Western blot mit MAK 3F4 analysiert. 
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In Abb. 23 ist eine PMCA- Reaktion mit viral exprimiertem Bac230egfp Fusionsprote-

in (Spuren 3 und 4) und eine PMCA- Reaktion mit bakteriell exprimiertem 230ecoli 

Fusionsprotein (Spuren 5 und 6) zu sehen. Als Positivkontrolle für MAK 3F4 wurde 

in Spur 1 Gehirnhomogenat eines Hamsters aufgetragen. Die spezifischen PrP- Ban-

den sind zwischen 30 und 34 kDa nachweisbar. Der in dieser Spur zu sehende Prote-

inschmier bei 49 – 65 kDa ist unspezifisch und resultiert aus der großen Material-

menge und der notwendig starken Belichtung des Western blotes, um die Protein-

bande in Spur 4 nachweisen zu können. In Spur 2 ist bakteriell exprimiertes 93ecoli 

Fusionsprotein aufgetragen und bei einer Größe von 60 kDa zu sehen.  

Abbildung 23: PMCA- Reaktionen mit viral (Bac230egfp) und bakteriell (230ecoli) 
exprimierten Fusionsproteinen   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Western blot Analyse mit MAK 3F4. Spur 1: Positivkontrolle. Spur 2: Bakteriell exprimier-
tes Fusionsprotein 93ecoli mit einer Größe von 60 kDa. Spur 3: PMCA- Reaktion mit 
Bac230egfp. Spur 4: PMCA- Reaktion mit Bac230egfp nach Proteinase K- Verdau. Spur 5: 
PMCA- Reaktion mit 230ecoli. Spur 6: PMCA- Reaktion mit 230ecoli nach Proteinase K- 
Verdau. 
 

Beide PMCA- Reaktionen wurden 25 Std. bei 37 °C unter ständigem Schütteln inku-

biert, und insgesamt 8-mal beschallt (nach 3, 19, 20, 21, 22, 23, 24 und 25 Std.). Nach 

Ablauf der Reaktionszeit wurden die Proben wie oben beschrieben bearbeitet und 

nach SDS- PAGE im Western blot analysiert.  

Es sieht so aus, als ob die PMCA- Reaktion mit dem viral exprimierten Fusionsprote-

in Bac230egfp in diesem Versuch (Abb. 23, Spuren 3 und 4) erfolgreich war, es könn-

te aber auch zu viel Gesamtprotein in dem PMCA- Ansatz gewesen sein, das nicht 
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vollständig abgebaut werden konnte. Das eingesetzte Fusionsprotein ist in der nicht 

PK- verdauten Probe (Spur 3) bei 60 kDa nicht als Proteinbande zu erkennen, da der 

Einsatz von Gehirnhomogenat zu einer unspezifischen Kreuzreaktion führt, die den 

Bereich von 45 – 65 kDa vollständig überdeckt. Nach PK- Verdau der PMCA- Reak-

tion mit Bac230egfp (Spur 4) ist bei etwa 29 kDa eine schwache Bande, die dem Pro-

teinase- resistenten Kern des rekombinanten Fusionsproteins entsprechen könnte, zu 

sehen. In diesem Fall würde der EGFP- Anteil des Proteins durch die Behandlung 

mit Proteinase K abgebaut, so dass der Proteinase K- resistente Kern des konvertier-

ten rekombinanten Proteins genauso groß wie der Proteinase K- resistente Kern von 

murinem PrPSc ist. Vergleicht man Abb. 23, Spur 1 und Spur 4, so ist ein 5– 6 kDa 

großer Shift, wie er für PrP27-30 charakteristisch ist, zwischen nicht PK- behandeltem 

PrP (Spur 1) und der Proteinbande in Spur 4 deutlich zu erkennen. Da außerdem das 

gesamte Protein des PMCA- Reaktionsansatzes mit 230ecoli Fusionsprotein (Abb. 23, 

Spur 6) unter den gewählten Bedingungen des Proteinase K– Verdaus vollständig 

abgebaut wird und murines PrP nicht von 3F4 erkannt wird, kann angenommen 

werden, dass die in Abb. 23, Spur 4 zu sehende Bande von frisch konvertiertem, 

teilweise Proteinase K- resistentem, rekombinantem Fusionsprotein stammt.  

Die PMCA- Reaktion mit bakteriell exprimiertem 230ecoli Fusionsprotein (Abb. 23, 

Spuren 5 und 6) war nicht erfolgreich. In Spur 5 ist der nicht mit Proteinase K behan-

delte Teil der Reaktion aufgetragen. Auch hier ist die 60 kDa Proteinbande von 

230ecoli durch unspezifische Kreuzreaktionen überdeckt. Nach Proteinase K- Be-

handlung (Spur 6) ist kein Protein mehr nachweisbar. 

Der Nachweis einer Proteinase K- resistenten Bande in der modifizierten PMCA mit 

25 Std. Reaktionszeit und 8-mal Beschallen gelang nur einmal mit Bac230e (Abb. 23, 

Spuren 3 und 4).  

Um deshalb die Effizienz der Konversion zu erhöhen, wurde die Inkubationszeit auf 

29 Std. und die Anzahl der Beschallungen auf insgesamt 11-mal (nach 3, 6, 9, 22, 23, 

24, 25, 26, 27, 28 und 29 Std.) erhöht (Abb. 24). Diese Steigerung der PMCA- Zyklen 

erbrachte eine Verstärkung der Proteinbande in der Proteinase K behandelten 

PMCA- Reaktion mit Bac230egfp (Abb. 24, Spur 9). Allerdings war nach Proteinase 

K- Verdau in der Negativkontrolle eine Proteinase K- resistente Bande zu sehen. Die-

se Bande (Abb. 24, Spur 7) ist etwas kleiner (ca. 22 kDa) und vergleichsweise schwä-

cher, als die Proteinbanden in den Spuren mit Proteinase K– resistentem und mögli-
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cherweise rekombinantem Protein (Abb. 23, Spur 4 und Abb. 24, Spur 9). Abb. 24, 

Spur 1 zeigt die Menge an HH0/0, die in 1/3 einer PMCA- Reaktion enthalten ist. Der 

Proteinschmier bei 23 – 25 kDa und bei 47 – 65 kDa resultiert aus unspezifischen 

Kreuzreaktionen mit dem verwendeten Sekundärantikörper. In Spur 2 ist als Nega-

tivkontrolle für 3F4 murines, infektiöses Gehirnhomogenat (muHHSc) aufgetragen. 

Es sind im Bereich von 49 kDa und von 62 kDa unspezifische Banden zu sehen, aber 

in dem für PrP relevanten Bereich von 28 – 35 kDa ist kein Protein nachweisbar. Als 

Positivkontrolle für MAK 3F4 wurde Gehirnhomogenat eines Hamsters (haHH) auf-

getragen (Abb. 24, Spur 3). PrP ist im Bereich 28 – 33 kDa zu sehen (Pfeil). Viral 

exprimiertes Bac230egfp (Abb. 24, Spur 5, Pfeil) ist 60 kDa groß. In der nicht mit Pro-

teinase K behandelten PMCA- Reaktion mit Bac230egfp (Abb. 24, Spur 6) kann das 

rekombinante Protein nicht als einzelne Proteinbande nachgewiesen werden, da die 

Kreuzreaktionen der eingesetzten Gehirnhomogenate zu stark sind (vgl. Spuren 1 

und 2). Nach Proteinase K- Verdau der PMCA- Reaktion ist bei 29 kDa eine PK- re-

sistente Proteinbande zu sehen, die etwa 5 kDa kleiner ist, als die Proteinbande des 

unverdauten haPrP aus Spur 3 und somit den Proteinase K- resistenten Kern von 

Bac230egfp darstellen kann. Als Negativkontrolle wurde ein PMCA- Ansatz ohne 

muHHSc verwendet. In Abb. 24, Spur 8 ist 1/3 dieser Reaktion ohne PK- Behandlung 

aufgetragen, in Spur 7 sind 2/3 der Reaktion nach Proteinase K- Verdau aufgetragen 

worden. Die zu sehende Proteinbande bei etwa 22 kDa scheint eine Folge der länge-

ren Reaktionszeit mit häufigeren Beschallungsschritten der PMCA- Reaktion zu sein 

und war auch nach Inkubation und PK- Verdau von HH0/0 alleine nachweisbar, es 

handelt sich also nicht um eine Prionprotein- spezifische Bande. 
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Abbildung 24: PMCA- Reaktion mit 29 Std. Reaktionszeit 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Western blot Analyse mit MAK 3F4. Spur 1: HH0/0. Spur 2: murinen HHSc. Spur 3: Positiv-
kontrolle für MAK 3F4. Spur 4: leer. Spur 5: Viral exprimiertes Fusionsprotein Bac230egfp. 
Spur 6: PMCA- Reaktion mit Bac230egfp ohne Proteinase K- Verdau. Spur 7: Negativkon-
trolle nach Proteinase K- Verdau. Spur 8: Negativkontrolle ohne Proteinase K- Verdau. Spur 
9: PMCA- Reaktion mit Bac230egfp mit Proteinase K- Verdau. 
 

Ein möglicherweise Proteinase K- resistenter Kern von Bac230egfp konnte nur in 

zwei Experimenten mit Protein aus derselben Aufreinigung (Abb. 23 und 24) nach-

gewiesen werden. In allen anderen Versuchen mit viral exprimiertem Protein war 

nach Proteinase K– Verdau keine Proteinbande nachweisbar. Die Fusionierung von 

PrP mit EGFP verändert unter Umständen die Eigenschaften des Fusionsproteins so, 

dass der Nachweis von konvertiertem Fusionsprotein nicht über erworbene partielle 

Proteinase K- Resistenz möglich ist. Konvertierte Fusionsproteine könnten entweder 

gar nicht oder nur in geringerem Ausmaß als wildtypisches Prionprotein Proteinase 

K- Resistenz erwerben. Um die Konvertierbarkeit der generierten Fusionsproteine 

eindeutig überprüfen zu können, müssen deshalb Bedingungen geschaffen werden, 

die ohne den Nachweis der erworbenen Proteinase K- Resistenz auskommen. 
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5) Zusammenfassung 

Ziel dieser Arbeit war die Generierung von in vitro konvertierbaren Prionprotein- 

Reporterprotein- Fusionskonstrukten zur weiteren Erforschung des Prionproteins 

und seiner Rolle bei TSE- Erkrankungen. 

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden verschiedene Prionprotein- EGFP- und Pri-

onprotein- Luciferase- Fusionskonstrukte erstellt und in verschiedenen Expressions-

systemen exprimiert und analysiert. 

Die transiente Transfektion eukaryotischer Zellkulturen war für diese Ziele nicht ge-

eignet, da die Transfektionseffizienz schwankte und die Expressionsraten der re-

kombinanten Proteine sehr niedrig waren. Ähnliche Probleme traten bei der in vitro 

Transkription und Translation der Proteine auf, da die Menge an generierten Protei-

nen für weiterführende Analysen zu gering war.  

Große Mengen an rekombinantem Protein konnten durch bakterielle Expression er-

halten werden, aber die Aufreinigung der Proteine musste denaturierend erfolgen, 

was im Anschluss recht aufwendige Renaturierungsschritte derselben erforderte. 

Durch die virale Expression der rekombinanten Proteine in Insektenzellen wurden 

ausreichende Mengen an rekombinantem Protein erhalten. Die Aufreinigung der 

Proteine konnte nativ erfolgen und erforderte keine Renaturierung. 

Die Expression der Fusionskonstrukte in Sf9- Zellen mit dem Baculoexpressions-

system wurde als Thema einer Diplomarbeit von C. Fuchs (2004) im Rahmen dieser 

Doktorarbeit bearbeitet. 

Aus diesen Gründen wurden Konversionsversuche vor allem mit Fusionsproteinen 

aus Baculo- infizierten Insektenzellen durchgeführt. 

Die Analyse von Prion- EGFP- und von Prion- Luciferase- Fusionsproteinen ergab 

für die mit Luciferase markierten Fusionsproteine eine mögliche sterische Hemmung 

bei N- terminaler Fusionierung des Enzyms mit dem Prionprotein. Bei Prionprotein- 

EGFP- Fusionskonstrukten wurden bis zu den Konversionsversuchen keine Beobach-

tungen dieser Art gefunden, weshalb die Konversionsversuche auf die mit EGFP 

markierten Fusionsproteine gerichtet waren. 

Die Konversion der Fusionsproteine wurde mit einer modifizierten PMCA unter-

sucht. Für Bac230egfp gab es in zwei Experimenten Hinweise auf eine Konversion 

des rekombinanten Proteins in eine Proteinase K- resistente Form. Dieses Ergebnis ist 



Ergebnisse 

 58 

als vorläufig zu betrachten und muß bezüglich der Konversionsbedingungen und 

Nachweismethoden optimiert werden. 

 

Abstract 

The Goals of this thesis were the generation of in vitro convertible prion- reporter- fu-

sionproteins for further research of prion protein and its role in TSE diseases. 

In order to achieve this goal different prion – EGFP- and prion- luciferase- fusioncon-

structs were developed and expressed and analysed in different expression systems. 

Transient transfection of eukaryotic cells did not qualify to achieve these goals as the 

efficiency of transfection varied and expression rates of the recombinant proteins 

were low. Similar problems emerged by in vitro transcription and translation of the 

recombinant proteins because the amount of generated proteins were too low for 

continuative work. 

High yields of recombinant proteins were given by bacterial expression but purifica-

tion of proteins had to be done under denaturing conditions. Subsequently complex 

renaturation of the protein was required. 

It was found that viral expression of recombinant proteins in insect cells obtained 

sufficient amounts of proteins. Purification of these proteins could be done under na-

tive conditions and required no renaturation. 

Within this thesis the expression of fusionconstructs in Sf9- cells with Baculo- expres-

sion system were an issue of a diploma thesis of C. Fuchs (2004). 

For these reasons the conversion experiments were mainly carried out with fusion-

proteins of Baculo- infected cells. 

The analysis of prion- luciferase- fusionproteins showed a possible steric hindrance 

by n- terminal fusion of the prion protein with the enzyme. This observation was 

made with both viral expressed and mammalian expressed prion- luciferase- fusion-

proteins. No observations like this were found for the prion- EGFP- fusionproteins 

and for this reason the conversion experiments were aimed at the EGFP- tagged 

prion proteins.  

Conversion of recombinant proteins were analysed with an in vitro PrPSc amplifica-

tion technique adapted from protein misfolding cyclic amplification. For Bac230e 

there were in two experiments references to a conversion of the recombinant protein 
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in a proteinase K- resistant form. This result is to be regarded as temporary and must 

be optimised with regard to the conversion terms and proof methods. 
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III Diskussion 
 

1.) Herstellung der Prion- Reporter- Fusionsproteine  

Ziel dieser Arbeit war die Generierung markierter Prionproteine, die in vitro in die 

Proteinase K- resistente Form des Prionproteins konvertierbar sein und die Eigen-

schaften des Prionproteins weitgehend beibehalten sollten.  

Um dies zu bewerkstelligen, wurden als Reportergene das Gen des EGFP und das 

Gen der Luciferase verwendet. Die Fusion des PRNP mit EGFP ermöglicht den 

Nachweis des Fusionsproteins durch Fluoreszenz- Mikroskopie bzw. über Western 

blot Analyse mit Reporterprotein- spezifischen Antikörpern. Durch die Fusion von 

PRNP mit dem Gen der Luciferase können entsprechende Fusionsproteine durch die 

von Luciferase katalysierte Reaktion (nach Zugabe von Luciferin als Substrat) über 

einen Luciferase- Assay bzw. ebenfalls über Western blot Analyse mit Reporterprote-

in- spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden. Mit beiden Reporterproteinen 

ist der nicht invasive Nachweis des Fusionsproteins auch im lebenden Tier möglich 

(Bhaumik und Gambhir, 2002). Mit diesen Prion- Reportergen- Kassetten sollen in 

weiteren Arbeiten transgene Mäuse vor PrP0/0- Hintergrund erstellt werden. Mit Hil-

fe solcher transgener Tiere, die nur Prion- Reporter- Fusionsproteine exprimieren, 

wäre es beispielsweise möglich, den Verlauf einer Prioninfektion im lebenden Tier 

zu untersuchen. 

Das durch PCR- Mutagenese in die Mausprionsequenz eingeführte 3F4- Epitop 

(L108M und V111M) des Hamsterprionproteins ermöglicht es, alle rekombinanten 

Prion- Reporter- Fusionsproteine über den monoklonalen 3F4- Antikörper (Kascsak 

et al., 1987) von endogenem murinem Prionprotein zu unterscheiden. 

Beide Reportergene wurden an verschiedenen Stellen in die Sequenz des murinen 

Prionproteins inseriert. Beide Reportergene wurden jeweils C- und N- terminal der 

Sequenz des reifen Prionproteins inseriert, das heißt hinter die aminoterminale Gen-

sequenz der ersten 22 AS (22egfp und 22Luc), die der Translokation des Proteins in 

das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums dient und dort abgespalten wird 

(Basler et al., 1986), und vor die C- terminale Gensequenz (230egfp und 230Luc) zur 

Anheftung eines Glycosylphosphatidyinositol- Ankers (Stahl et al., 1987). Lee et al. 
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(2001) konnten zeigen, dass ein Fusionsprotein, bei dem das EGFP- Gen hinter die 

aminoterminale Signalsequenz des Prionprotein- Gens fusioniert ist, sich in Zellkul-

turen ähnlich wie endogenes Prionprotein verhält. Ivanova et al. (2001) publizierten 

ein ebenfalls in Zellkulturen korrekt prozessiertes und lokalisiertes PrP- EGFP- Fusi-

onsprotein, bei dem das EGFP hinter AS 223 des Prionproteins fusioniert ist.  

Ein Fusionskonstrukt mit Luciferase wurde so generiert, dass die Fusion des Repor-

terproteins hinter AS 32 des Prionproteins (32Luc) lag. Durch Vorarbeiten von Mella 

(2000) war bekannt, dass Insertionen an dieser Stelle des Prionproteins keinen 

Einfluß auf die Konvertierbarkeit des Prionproteins haben. Der N- terminale Bereich 

des PrP ist hochflexibel und wenig strukturiert (Riek et al., 1996; Norstrom und 

Mastrianni, 2006). In diesem Bereich des Prionproteins befinden sich mehrere Wie-

derholungen von Octapeptiden, die in ihrer Sequenz, aber nicht in ihrer Anzahl hoch 

konserviert sind (5 in murinem PrP), an denen Kupfer gebunden werden kann (Cox 

et al., 2006). In diesem Fusionskonstrukt sind zusätzlich zwei Restriktionsschnittstel-

len so eingefügt, dass die Octapeptid- Region deletiert werden kann. Lorenz et al. 

(2002) publizierten ein PrP- EGFP- Fusionsprotein, bei dem EGFP hinter AS 39 des 

Prionproteins fusioniert ist und das sich in Zellkultur wie Wildtyp- Prionprotein 

verhält. Zusätzlich wurde das Gen für das EGFP einmal an AS Position 93 (93egfp) 

eingeführt, da durch Arbeiten von Mella, 2000, Fischer et al., 1996 und Flechsig et al., 

2000 kein negativer Einfluss nach Insertion in diesem Bereich auf die Konversion in 

die pathologische Isoform des Prionproteins nachgewiesen werden konnte. 

Alle hier genannten publizierten Fusionsproteine enthielten „Spacer“- Aminosäuren 

N- und C- terminal des EGFPs. Um möglichst wenig Fremdsequenz in den Fusions-

proteinen zu haben, die eventuell einen störenden Einfluß auf die Konvertierbarkeit 

der rekombinanten Proteine haben könnten (Supattapone et al., 2001), wurde bei den 

hier generierten Fusionsproteinen auf Spacersequenzen verzichtet. 
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2.) Expression der Prion- Reporter- Fusionsproteine in 

 verschiedenen Expressionssystemen 

Für die Expression der verschiedenen Fusionskonstrukte wurden mehrere Expressi-

onssysteme verwendet, um ein möglichst breites Spektrum für die Expression der 

Fusionsproteine nutzen zu können.  

Alle Fusionsproteine ließen sich in verschiedenen Expressionssystemen exprimieren, 

wobei zwischen den einzelnen Expressionssystemen und den verschiedenen Kon-

strukten große Unterschiede in der Expressionsstärke festzustellen waren. 

 

2.1) Transiente Expression der Prion- Reporter-  Fusionspro-

 teine in eukaryotischen Zellkulturen 

Das Prionprotein wird stark posttranlational modifiziert. Die Exprimierbarkeit und 

das Expressionsmuster der hier verwendeten Fusionsproteine sollten deshalb in ei-

nem eukaryotischen Expressionssystem, das Proteine posttranslational modifizieren 

kann, analysiert werden. Eukaryotische Zellkulturen sind daher als in vitro– Modell 

für die Vermehrung von PrP optimal, da sie nah an die in vivo- Bedingungen von Eu-

karyoten heranreichen und relativ einfach zu handhaben sind. Nachteile sind die ge-

ringe Ausbeute an exprimiertem Protein und die Tatsache, dass die Expression und 

die Glykosylierung des Prionproteins von Zelllinie zu Zelllinie sehr stark variieren 

(Butler et al., 1988; Béranger et al., 2001; Monnet et al., 2003).  

 

Nach der Transfektion konnten Fusionsproteine aus N2a- oder 293- Zellen im Wes-

tern blot nicht gut nachgewiesen werden, die Expressionsrate der Fusionsproteine 

war dafür zu gering. Für die Aufarbeitung von rekombinantem Prionprotein aus 

Zellkulturen mussten große Mengen an Zellen verwendet werden, was zu enormem 

Hintergrund im Western blot führte. 

 

2.1.1) Expression von Prion- EGFP- Fusionsproteinen  

Die Transfektion der Fusionsproteine in murinen N2a- Zellen oder in humanen 293- 

Zellen ermöglichte ohne weitere Bearbeitung die Analyse der Prion- EGFP- Fusions-
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proteine mittels Fluoreszenz- Mikroskop. Als Positivkontrolle wurde EGFP unter 

Kontrolle desselben Promotors (CMV) transfiziert. Im Vergleich der Fusionproteine 

mit der Positivkontrolle schien die Transfektionseffizienz der Fusionsproteine etwas 

geringer zu sein. 

Die Expression von Prionprotein- EGFP- Fusionskonstrukten mit und ohne den GPI- 

Anker des Prionproteins ergab, dass sie einen funktionalen GPI- Anker hatten, der 

die Fusionsproteine membranständig verankerte. Fusionskonstrukte, die ohne Sig-

nalsequenz für den GPI- Anker erstellt und transfiziert wurden, wurden erwar-

tungsgemäß im Cytoplasma angereichert. Die Insertion des EGFP an verschiedenen 

Stellen des Prionproteins bewirkt keine Unterschiede in der Funktionalität des EGFP, 

in der Expressionsstärke oder der Lokalisation der rekombinanten Fusionsproteine.  

 

2.1.2) Expression von Prion- Luciferase- Fusionsproteinen 

Zur Analyse von Prion- Luciferase- Fusionsproteinen aus N2a- oder 293- Zellen 

wurde ein Luciferase- Assay mit Zelllysat durchgeführt. Die quantitative Messung 

der Luciferase- Aktivität in den Fusionsproteinen im Vergleich zu der bei der Trans-

fektion eingesetzten Positivkontrolle ergab eine stetig abnehmende Aktivität der Lu-

ciferase abhängig von der Fusionierungstelle des Luciferase- Gens im Gen des Pri-

onproteins. Die C- terminale Fusionierung des Luciferase- Gens mit dem Prionpro-

tein (230Luc) ergab ähnlich hohe Messwerte der Luciferase- Aktivität wie in der Posi-

tivkontrolle.  

Bei den Fusionskonstrukten, bei denen das Luciferase- Gen im N- terminalen Bereich 

des Prion- Gens fusioniert wurde (hinter Aminosäure 32 des PRNP (32Luc) bzw. hin-

ter der N- terminalen Signalsequenz des PRNP (22Luc), war die Aktivität der Lucife-

rase im Luciferase- Assay deutlich geringer als bei der Positivkontrolle und als bei 

230Luc. Zwischen den Fusionsproteinen 32Luc und 22Luc war nochmals ein großer 

Unterschied in der Aktivität der Luciferase festzustellen. Entweder war die Transfek-

tionseffizienz der Fusionskonstrukte mit aminoterminaler Fusionierung der Lucife-

rase deutlich geringer als die der Positivkontrolle und von 230Luc, oder die Lucifera-

se scheint sterisch gehemmt zu werden, wenn sie in der aminoterminalen Region des 

Prionproteins fusioniert ist. Dies könnte an der Struktur des Prionproteins liegen, da 

von dem N- terminalen Bereich bekannt ist, dass er wenig strukturiert ist und wahr-
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scheinlich eine stabilisierende Funktion für den C- terminalen Bereich des Prionpro-

teins inne hat (Yao et al., 2003; Norstrom und Mastrianni, 2006). Eventuell wird die 

Interaktion des N- terminalen Bereichs mit der C- terminalen globulären Domäne 

des Prionproteins gestört, wenn die Luciferase in diesem Bereich fusioniert ist. Es 

könnte sein, dass durch die Größe der Luciferase die miteinander interagierenden 

Bereiche des Prionproteins so weit voneinander entfernt werden, dass sie statt mit-

einander zu interagieren, stattdessen die Funktionalität der Luciferase beeinflussen. 

 

2.2) In vitro- Transkription und In vitro- Translation der Fu-

 sionsproteine 

Allen in pcDNA3 vorliegenden Konstrukten war der Promotor für die T7- DNA- ab-

hängige RNA- Polymerase vorgeschaltet, mittels dem eine in vitro Transkription der 

Fusionskonstrukte erfolgen konnte. Die in vitro- Transkription und Translation der 

Proteine wurde durch die DNA- abhängige RNA- Polymerase und das Rabbit Reti-

culolysate System® in Gegenwart von [35S]- markiertem Methionin bewerkstelligt. 

Alle so translatierten Proteine konnten in der Autoradiographie nachgewiesen wer-

den. Die Translation des kleinsten Proteins (3F4PrP) verlief mit der höchsten Effi-

zienz, die PrP- EGFP- und PrP- Luciferase- Fusionsproteine wurden eher schwach 

translatiert. Pro Translationsreaktion wurde generell nur wenig Fusionsprotein gene-

riert, und durch die Aufreinigung der gebildeten Proteine mittels Immunpräzipitati-

on war die Ausbeute an Proteinmaterial noch geringer. Das in vitro exprimierte 

3F4PrP ist kleiner als zelluläres PrP und hat eine Größe von 28 kDa. Da Proteine mit 

dem verwendeten in vitro Expressionssystem nicht posttranslational modifiziert 

werden können, erklärt sich daraus die geringere Größe des in vitro exprimierten 

Proteins. Proteine können in diesem Expressionssystem nicht glykosyliert werden, 

weshalb alle in vitro translatierten Fusionsproteine nach Immunpräzipitation in der 

Autoradiographie als einzelne Bande zu sehen waren. Prion- EGFP- Fusionsproteine 

haben entsprechend eine Größe von 58 kDa und Prion- Luciferase- Fusionsproteine 

eine Größe von 88 kDa.  
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2.3) Bakterielle Expression der Fusionskonstrukte 

Die bakterielle Expression von Proteinen ermöglicht es, große Mengen rekombinan-

ter Proteine zu generieren. Da in prokaryotischen Systemen keine posttranslationalen 

Modifikationen von Proteinen möglich sind, mussten die amino- und carboxytermi-

nalen Signalsequenzen der Fusionskonstrukte bei der Umklonierung in einen geeig-

neten Vektor deletiert werden. Zusätzlich wurde am C- Terminus der Fusionskon-

strukte eine Polyhistidin- Sequenz (6x HIS) eingeführt, die die Aufreinigung der re-

kombinanten Fusionsproteine über Ni2+- NTA- Affinitätschromatographie ermög-

lichte. Das verwendete bakterielle Expressionsystem ist ein mit IPTG induzierbares 

System. Die bakteriell exprimierten rekombinanten Proteine mussten unter stark de-

naturierenden Bedingungen aus Einschlusskörperchen aufgereinigt werden, weshalb 

die aufgereinigten Proteine nach der Aufarbeitung durch Dialyse gegen PBS renatu-

riert werden mussten. Aufgrund der stark hydrophoben Natur des Prionproteins 

neigt das Protein dazu, Aggregate in wässrigen Lösungen zu bilden, was die Renatu-

rierung erschwert. Die Fusionsproteine 3F4PrP ohne Marker (3F4PrPcoli) und die 

PrP- EGFP- Fusionskonstrukte (22ecoli, 93ecoli und 230ecoli) konnten alle in großen 

Mengen bakteriell exprimiert werden. In der Western blot- Analyse ließen sich alle 

bakteriell generierten rekombinanten Proteine (3F4PrPcoli, 22ecoli, 93ecoli und 

230ecoli) mit den Antikörpern 3F4 und α - HIS nachweisen, die Fusionsproteine 

22ecoli, 93ecoli und 230ecoli konnten zudem mit α- EGFP nachgewiesen werden. 

Bakteriell exprimiertes 3F4PrP hat in der SDS- PAGE eine apparente Größe von 

knapp 30 kDa, PrP- EGFP- Fusionsproteine haben eine apparente Größe von knapp 

60 kDa. Escherichia coli kann keine Proteine glykosylieren, weshalb alle bakteriell 

exprimierten Proteine in der Western blot Analyse als einzelne Bande zu sehen wa-

ren. 

 

2.4) Virale Expression der Prion- Fusionsproteine 

Die virale Expression der Prion- Fusionsproteine erfolgte in Sf9- Insektenzellen mit 

dem Baculo- Expressionssystem. In diesem Expressionssystem sind posttranslationa-

le Modifikationen von Proteinen möglich, und in den Baculoviren stehen die inse-

rierten Gene unter Kontrolle des starken Polyhedrin- Promotors, was hohe Expressi-
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onsraten der rekombinanten Proteine ermöglicht. Die Fusionskonstrukte wurden 

hierfür in einen geeigneten Vektor umkloniert, mit dem dann mittels linearisierter 

Baculo- DNA rekombinante Baculoviren generiert werden konnten, die die inserier-

ten Gene mit C- terminaler Polyhistidinsequenz (6x HIS) exprimierten. Mit diesen 

rekombinanten Baculoviren wurden anschließend Sf9- Insektenzellen infiziert und 

hochtitrige Virusstöcke erstellt.  

Beide in diesem System exprimierten PrP- EGFP- Fusionsproteine (Bac93egfp und 

Bac230egfp) waren in der Fluoreszenzmikroskopie nachweisbar. Die Expression in 

diesem System war deutlich höher als die Expression derselben Fusionsproteine 

nach Transfektion in N2a- oder 293- Zellen.  

Im Fluoreszenzmikroskop waren die Fusionsproteine im Cytoplasma der infizierten 

Zellen nachweisbar. Eine weitergehende Untersuchung zur Lokalisation der Fusi-

onsproteine erfolgte nicht, aber für eine andere Insektenzell- Linie (Trichoplusia ni 

High 5 –H5, Invitrogen) wurde beschrieben, dass die Synthese des GPI- Ankers nach 

Transfektion mit rekombinanten und mit Wildtyp- Baculoviren im Verlauf der Infek-

tion blockiert wird (Azzouz et al., 2000).  

Die Aufarbeitung der rekombinanten Fusionsproteine aus infizierten Sf9- Zellen er-

folgte unter nativen Bedingungen mittels Ni2+- NTA- Affinitätschromatographie, ei-

ne Renaturierung dieser Proteine entfiel somit.  

Alle in diesem System exprimierten rekombinanten Proteine ließen sich mit spezifi-

schen Antikörpern für den Prionproteinanteil (3F4), mit α- HIS und mit spezifischen 

Antikörpern für den EGFP- Anteil (α- EGFP) der Fusionsproteine nachweisen. Die 

Expression und Konversion von radioaktivem rekombinantem Hamster- PrP (ohne 

GPI- Anker) in diesem System wurde bereits beschrieben (Iniguez et al., 2000). Bac-

HaPrP wurde in dieser Publikation in der Western blot- Analyse vor allem in der 

unglykosylierten Form bei 27 kDa nachgewiesen, deutlich weniger Protein war in 

den glykosylierten Formen bei 28– 30 kDa nachzuweisen. Diese Ergebnisse ähneln 

den hier dargestellten Ergebnissen: wenn Baculo- generiertes Prion- (Fusions-) Prote-

in glykosyliert ist, dann in deutlich geringerer Form, als aus Gehirnmaterial stam-

mendes Prionprotein. Das hier beschriebene Bac3F4PrP ist allerdings etwas größer 

(30- 33 kDa) und es sind keine getrennten Banden zu erkennen. Der Größenunter-

schied ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass in der beschriebenen Publika-

tion mit rekombinantem Hamsterprionprotein ohne GPI- Anker gearbeitet wurde, 
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während das hier generierte murine 3F4PrP mit GPI- Anker synthetisiert wurde. 

Außerdem wurden zwei verschiedene Zell- Linien von Spodoptera frugiperda (bei Ini-

guez et al. Sf21, hier Sf9) verwendet. Die heterologe Expression von PrP wurde be-

reits für verschiedene Säugetier- Zellkulturen beschrieben (Monnet et al., 2003), e-

ventuell tritt dieses Phänomenen auch bei der viralen Expression von rekombinanten 

Prionproteinen in verschiedenen Insektenzelllinien auf. PrP- EGFP- Fusionsproteine 

waren in einer Höhe von 60- 63 kDa zu lokalisieren. 

 

3.) Konversion der rekombinanten Prion- Reporter- Fusi-

 onsproteine 

Die erfolgreiche Konversion rekombinanter Fusionsproteine in eine partiell Proteina-

se K- resistente Isoform gelang nur mit einer modifizierten PMCA- Version. Die 

PMCA (protein misfolding cyclic amplification)- Methode wurde zur Konversion 

von zellulärem Prionprotein aus gesunden Hamster- Gehirnhomogenaten etabliert 

(Saborio et al., 2001) und besteht aus Zyklen beschleunigter PrPRES- Vermehrung. Um 

dies zu erreichen, wird Gehirnhomogenat eines gesunden Hamsters mit einem ge-

ringen Anteil von Gehirnhomogenat eines zum Zeitpunkt des Todes terminal kran-

ken Hamsters gemischt und in einem ersten Schritt inkubiert, um das Wachstum von 

PrPRES- Polymeren zu induzieren. In der zweiten Phase wird die Probe beschallt, um 

die entstandenen PrPRES- Polymere in kleinere Polymere aufzubrechen, die dann 

wiederum als neue „Kerne“ zur weiteren Bildung von PrPRES- Polymeren dienen. 

Diese Zyklen können beliebig häufig wiederholt werden, um die gewünschte Menge 

an PrPRES zu erhalten. Da andere Faktoren aus dem Gehirnhomogenat, das in der O-

riginalmethode als Quelle für PrPC dient, unter Umständen wichtig für die Konver-

sion sein könnten (Saborio et al., 2001), wurde in der hier adaptierten Version der 

PMCA- Methode zur Konversion der rekombinanten Fusionsproteine Gehirnhomo-

genat von PrP0/0- Mäusen mit rekombinantem Prionprotein und murinem infektiö-

sem Gehirnhomogenat gemischt. 

Als erstes wurde die PMCA- Methode für Arbeiten mit murinem Material angepasst, 

da generell die Bedingungen des Proteinase K- Verdaus für PrPRES verschiedener 

Spezies variieren (Legname et al., 2004) und bei der PMCA- Methode das Verhältnis 
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von PrPSc:PrPC, die Länge der Inkubationszeiten und die Intensität und Häufigkeit 

der Beschallungsschritte für Arbeiten mit Prionprotein verschiedener Spezies adap-

tiert werden muß (Castilla et al., 2004).  

Die Beschallungsschritte während der Inkubationszeit erwiesen sich als essentiell für 

die Neubildung von PrPRES. Nur bei einem Verhältnis von 1:10 (PrPSc:PrPC) konnte 

ohne Beschallung der Proben nach Proteinase K- Verdau PrPRES nachgewiesen wer-

den. Es handelte sich hierbei vermutlich um das eingesetzte PrPSc, das durch die ge-

ringe Verdünnung nachweisbar war. Nachdem anfangs verschiedene Mischungs-

verhältnisse von PrPSc:PrPC getestet wurden, wurden in alle weiteren PMCA- Versu-

che PrPSc in einer 1:100 Verdünnung eingesetzt. Eine 1:1000 Verdünnung von PrPSc 

erschien als zu hoch für die Konversion rekombinanter Fusionsproteine, da für die 

erfolgreiche Konversion von PrPC zu PrPSc auch die Menge des eingesetzten infektiö-

sen Materials eine Rolle spielt (Legname et al., 2005). 

 

3.1) Konversion von Fusionsproteinen aus eukaryotischen 

 Zellkulturen 

Die Proteinausbeute aus transient transfizierten eukaryotischen Zellkulturen war so 

gering, dass nicht versucht wurde, diese rekombinanten Proteine zu konvertieren. Es 

war davon auszugehen, dass wenn schon die Aufreinigung der exprimierten Protei-

ne so wenig Ausbeute erbrachte, die Aufreinigung bzw. die Detektion von Proteina-

se K- resistenten Formen der rekombinanten Proteine nicht möglich sein würde. 

 

3.2) Konversion von in vitro translatierten Fusionsproteinen 

In vitro translatierte rekombinante Prionproteine wurden in eine modifizierte PMCA- 

Methode ohne Gehirnhomogenat von PrP0/0- Mäusen eingesetzt. Es wurde mit und 

ohne Beschallung der Proben während der Inkubationszeit versucht, in vitro transla-

tierte Fusionsproteine zu konvertieren. Das zur Konversion eingesetzte infektiöse 

Gehirnhomogenat reagiert mit dem Reticulocytenlysat und dem [35S]- Methionin 

während der Inkubationszeit und verursacht dadurch Hintergrund auf dem Rönt-

genfilm. Aus diesem Grund wurde auf die Zugabe von HH0/0 verzichtet und der 
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größere Anteil dieser Konversionsansätze wurde ohne Proteinase K – Behandlung 

analysiert. Durch den Proteinase K – Verdau eines geringen Anteils der Reaktion 

sollte ausgeschlossen werden, dass Proteinase K – resistente Banden von eingesetz-

tem infektiösen HHSc in der Autoradiographie nachweisbar sind, da PrPSc durch sei-

ne Unlöslichkeit in Detergentien (Meyer et al., 1986) während einer Immunpräzipita-

tion unspezifisch gefällt wird und in der Autoradiographie nachweisbar bleibt. Mit 

in vitro translatierten Fusionsproteinen konnte unter diesen Bedingungen der Nach-

weis einer erfolgreichen Konversion der rekombinanten Proteine nicht eindeutig er-

bracht werden. 

 

3.3) Konversion mit bakteriell exprimierten Fusionsprotei-

 nen 

Bakteriell exprimierte rekombinante PrP- Fusionsproteine wurden in die modifizier-

te PMCA- Analyse eingesetzt.  

Zur Ausbildung der Disulfidbrücke des Prionproteins, deren intakter Zustand für 

die Konversion notwendig ist (Jackson et al., 1999), wurde die Konzentration der 

Proteine herabgesetzt, mit Kupfersulfat (CuSO4) in Gegenwart von atmosphärischem 

Sauerstoff inkubiert und anschließend gegen Natriumacetat in saurem Milieu dialy-

siert. Die Absenkung der Proteinkonzentration vor der Oxidation der Proteine war 

notwendig, um die Bildung von unlöslichen Aggregaten durch die reduzierten Pro-

teine zu verhindern (Jackson et al., 1999). 

Die bakteriell exprimierten Fusionsproteine ließen sich nicht in eine Proteinase K- re-

sistente Form konvertieren. Bakteriell exprimiertes PrP kann verschiedene Konfor-

mationen annehmen, die vom pH, von den gewählten Redox- Bedingungen und von 

der Detergenz- Konzentration abhängig sind (Jackson et al. 1999). Mit DTNB konnten 

keine freien Thiol- Gruppen in den bakteriell exprimierten und aufgereinigten Fusi-

onsproteinen nachgewiesen werden. Da bei der Dialyse dieser Proteine gegen Natri-

umacetat (pH= 5,5) Aggregatbildung zu beobachten war, ist anzunehmen, dass ein 

Teil der rekombinanten Proteine während der Reoxidation intermolekulare Disul-

fidbrücken gebildet hat. Eine intakte Disulfidbrücke ist für die Konversion des Pri-

onproteins essentiell (Lucassen et al., 2003; Kirby et al., 2003; Jackson et al., 1999). Es 
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ist noch unklar, ob die Disulfidbrücke des Prionproteins während der Konformation-

sänderung zu PrPSc aufgebrochen wird oder nicht, aber die Blockade freier Schwefel-

gruppen inhibiert die PrPSc Amplifikation in vitro (Lucassen et al., 2003). 

 

3.4) Konversion viral exprimierter Fusionsproteine 

Viral exprimierte rekombinante Prion- EGFP- Fusionsproteine (Bac230egfp und 

Bac93egfp) aus Insektenzellen wurden mit der modifizierten PMCA- Methode zu 

konvertieren versucht. Bei zwei unabhängigen Versuchen mit unterschiedlichen Pro-

tokollen konnte in PMCA- Ansätzen mit Bac230egfp eine Proteinase K- resistente 

Bande in der Western blot Analyse nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis war nicht 

reproduzierbar und auch mit Bac93egfp konnte ein ähnliches Ergebnis nicht erzielt 

werden. Das Proteinase K- resistente, rekombinante Protein war im Western blot in 

der gleichen Höhe wie aus Gehirn stammendes, Proteinase K- resistentes Prionpro-

tein zu detektieren (bei etwa 28- 29 kDa). Dieses Ergebnis legt nahe, dass der EGFP- 

Anteil von Bac230egfp durch den Proteinase K– Verdau degradiert wurde. 

Dieses Ergebnis ist mit der Publikation von Bian et al. (2006) übereinstimmend, die 

22egfp mit eingeführtem 3F4 Epitop in chronisch infizierte SMB- Zellen transfiziert 

haben. Nach Aufarbeitung der Zellextrakte und Proteinase K- Verdau, konnte Prote-

inase K- resistentes Prionprotein mit dem monoklonalen 3F4 Antikörper auf der Hö-

he von PrP 27-30 detektiert werden. 

Eine Proteinase K- resistente Bande konnte nur in zwei Fällen mit rekombinantem 

Protein Bac230egfp aus derselben Aufreinigung detektiert werden. Diese geringe 

Reproduzierbarkeit könnte mit der Dauer der Inkubations- Beschallungszyklen, die 

manuell durchgeführt wurden, und mit den verwendeten biologischen Materialien 

zusammenhängen. Die PMCA- Methode ist eine junge Methode, die noch für die 

verschiedenen Prionprotein- Quellen optimiert werden muß (Castilla et al., 2004). 

Die in dieser Arbeit beschriebene Modifikation wurde eigens für die Konversions-

versuche der rekombinanten Prionproteine entwickelt. Bislang gibt es noch keine 

Publikation von PMCA- Anwendungen mit murinem Material.  

Es muß weiterhin davon ausgegangen werden, dass das Verhältnis von PrP0/0- Ge-

hirnhomogenat, PrPSc- Gehirnhomogenat und rekombinantem Prionprotein nur in 

einem sehr engen Feld variabel ist, um eine Konversion des rekombinanten Proteins 
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zu erreichen, da auch in der normalen PMCA- Methode die Menge an gesundem 

Gehirnhomogenat eine wichtige Rolle spielt (Castilla et al., 2004).  

 

3.5) Zusammenfassung der Konversionsversuche 

Die in dieser Arbeit entwickelte Variante der PMCA- Methode zur Konversion re-

kombinanter Fusionsproteine ist für den Fall, dass tatsächlich zusätzliche Faktoren 

aus Gehirnhomogenat eine Rolle bei der Konversion und dem Erwerb von Infektiosi-

tät eine Rolle spielen, vielversprechend. Es scheint mit der PMCA- Methode die de 

novo Generation von infektiösem Prionprotein gelungen zu sein (Castilla et al., 2005). 

 

In den hier dargestellten Versuchen konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, ob 

die erstellten Prion- Reporter- Fusionsproteine in eine pathologische Isoform konver-

tierbar sind. Es gelang in zwei Fällen in PMCA- Versuchen mit viral exprimiertem 

Bac230egfp nach Proteinase K- Verdau in der Western blot Analyse eine Proteinase 

K- resistente Proteinbande mit einer Größe von 29 kDa zu detektieren. In einem 

Konversionsversuch mit in vitro translatiertem 22Luc war nach Proteinase K- Verdau 

eine Proteinbande in der Autoradiographie bei etwa 25 kDa nachweisbar. Bei allen 

anderen Fusionsproteinen konnte nach Konversionsversuchen kein Proteinase K- re-

sistentes Protein nachgewiesen werden. 

Die Proteinase K- resistenten Proteinbanden könnten durch unvollständigen Prote-

inabbau der jeweiligen Reaktionen erklärt werden, da durch die Verwendung von 

Gehirnhomogenaten in den Konversionsreaktionen Schwankungen in der Gesamt-

proteinmenge nicht auszuschließen sind. Da jedoch bei den PMCA- Reaktionen mit 

Bac230egfp in beiden Fällen nach Proteinase K- Verdau eine einzelne Proteinbande 

von 29 kDa zu sehen ist und bei einer unvollständigen Proteinase K- Reaktion meh-

rere Proteinfragmente geringer Größe zu erwarten wären, ist diese Annahme un-

wahrscheinlich. Um die Proteinbande herum, die nach Proteinase K- Verdau einer 

Konversionsreaktion mit in vitro translatiertem 22Luc bei 25 kDa detektiert wurde, 

sind mehrere schwache Proteinbanden sichtbar. Es ist daher möglich, dass in dieser 

Reaktion tatsächlich der Proteinabbau nicht vollständig erfolgen konnte. Allerdings 

wurde in einem in vitro- Modell der Speziesbarriere eine gesteigerte Menge an PrPRes 

mit anderer Konformation und anderen PK- Spaltstellen detektiert (Lawson et al., 
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2004). Dies könnte ein Teil des Inter- Spezies- Adaptionsprozesses des Prionproteins 

sein. Der monoklonale Antikörper 3F4 kann diese verkürzten PrPRes- Formen nicht 

detektieren (Lawson et al., 2004). Da die in vitro translatierten Fusionsproteine mittels 

Autoradiographie analysiert wurden, könnten die zu sehenden Proteinbanden in 

dieser Reaktion auch durch unterschiedliche Konformationen und andere Proteinase 

K- Spaltstellen des Fusionsproteins zustande gekommen sein.  

 

Die 93egfp- Fusionskonstrukte konnten weder nach in vitro Translation noch nach 

bakterieller oder viraler Expression in eine Proteinase K- resistente Form konvertiert 

werden. Eventuell stört die Fusion von EGFP an AS 93 des Prionproteins die Bin-

dung von PrPSc an den Prionproteinanteil des Fusionsproteins. Der N- Terminus des 

Prionproteins ist relativ unstrukturiert, Modifikationen in diesem Bereich können 

starke Veränderungen in der Proteinfaltung verursachen (Yao et al., 2003) und einen 

Einfluß auf die Bildung von PrPRes in vitro haben (Lawson et al., 2004). Hill et al. 

(1999) produzierten ein chimäres Prionprotein (MH2M PrPC), bei dem in der muri-

nen PRNP- Sequenz die den AS 94– 188 entsprechenden Codons durch die Sequenz 

des Hamster Prionproteins ersetzt worden waren. Diese Chimäre kann durch Ha- 

PrPSc in eine auch für Wildtyp- Mäuse infektiöse Form konvertiert werden, was für 

die wichtige Funktion dieses Bereichs des Prionproteins bei Konversionsreaktionen 

spricht. Die Fusion von EGFP in diesem Bereich könnte für die Konversion des Pri-

onproteins benötigte Strukturbereiche unzugänglich machen, oder intermolekulare 

Interaktionen zwischen rekPrP und PrPSc blockieren. 

Legname et al. publizierten 2005 Versuche mit synthetischen Prionstämmen, die für 

bestimmte transgene Mäuse infektiös und dabei Proteinase K- sensitiv sind. Da die 

Fusionierung eines Reporterporteins mit dem Prionprotein einen Einfluß auf die 

strukturellen Eigenschaften des Fusionsproteins haben kann, könnte es sein, dass die 

hier vorgestellten Fusionsproteine durchaus in eine pathologische, aber nicht Protei-

nase K- resistente Isoform konvertierbar sind. Unter Umständen sind die generierten 

Fusionsproteine deutlich weniger resistent gegen Proteinase K als murines Prionpro-

tein. Da in den hier vorgestellten Versuchen die Konzentration der Proteinase K an-

hand der für murines Prionprotein nötigen Konzentration bestimmt wurde, könnten 

diese Konzentrationen für partiell Proteinase K- resistente Fusionsproteine zu hoch 

gewesen sein. Es muß deshalb eine andere Nachweismethode für die Konversion 
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von Fusionsproteinen gefunden werden, als der Erwerb partieller Proteinase K- Re-

sistenz nach Konversion. 

Mit einem solchen Nachweis sollten auch die Fusionsproteine, bei denen in keinem 

Versuch eine Proteinase K- resistente Proteinbande nachgewiesen werden konnte, 

nochmals überprüft werden. 
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IV Material und Methoden 

1.) MATERIAL 

 
1.1) Bakterienstämme 

E.coli XL 1-Blue     Stratagene 

E.coli M15      Qiagen 

 

1.1.1) Bakterienmedien 

LB- Medium      10g Bacto Trypton 
       5g Bacto Hefeextrakt 
       5g NaCl 
       ad 1l 
 

LB- Agar      LB- Medium + 1,5% Agar 
 
Selektion:      50 µg/ml Kanamycin (Stock: 25  
       mg/ml) 
       oder  

       100 µg/ml Ampicillin (Stock: 100 
       mg/ml) 
 

1.2) Zelllinien 

293       humane Nierenzellinie  
       (ATCC: CRL-1573) 

N2a       murine Neuroblastom- Zellinie  
       (ATCC: CCL-131) 

Sf9 Zelllinie von Spodoptera frugiperda aus 
Puppen- Ovarien (ATCC: CRL-1711) 

 

1.2.1) Zellkulturmedien 

RPMI- Medium:     RPMI 1640- Medium mit L- Glutamin 

       und NaHCO3 (PAA) 
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SF900 II SFM:     serumfreies Medium 

 

Dulbeccos- MEM (BFA 34):   Dulbeccos- MEM  13,4 g 
       NaHCO3    2,2 g  
       ad 1,0 l. 
 
Trypsin (BFA 40):     0,125% Trypsin 
       0,025% EDTA 
       0,4% NaCl 
       0,01% KCl 
       0,01% KH2PO4 
       0,057% Na2HPO4. 
 

Fötales bovines Serum (FBS): 

Steril- filtriertes, Endotoxin- getestetes fötales bovines Serum (PAA) wurde zur 
Komplementinaktivierung vor Gebrauch 30 Min. bei 56 °C inaktiviert. 
 

Penicillin/Streptomycin- Stammlösung:  1 Mio I.E. Penicillin  
       1 g Streptomycin  
       in 10 ml AqDEST lösen, steril filtrieren 
       und bei 4 °C lagern. 
 
Alle Kulturmedien wurden im Verhältnis 1:1000 mit der Penicillin/Streptomycin- 
Stammlösung versetzt. 
 

Glutamin- Stammlösung:    1,462 g Glutamin  
       in 100 ml AqDEST lösen, steril filtrieren 
       und bei –20 °C lagern. 
 
MEM Medien wurden im Verhältnis 1:100 mit der Glutamin- Stammlösung versetzt  
(entspricht 1mM Glutamin). 
 

 

1.3) Mäusegehirne 

Infektiöses Gehirn- Material von Balb/c Mäusen, infiziert mit RML PrPSc, terminal 

krank 

Nicht- infektiöses Gehirn von Balb/c Mäusen 

Nicht- infektiöses Gehirn von PrP0/0- Mäusen (Bueler et al. 1993) 

Nicht- infektiöses Gehirn von Syrischen Hamstern 

Infektiöses Gehirn von Syrischen Hamstern, infiziert mit Sc237 PrPSc, terminal krank 
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Sämtliche Tiere stammen aus der Kleintierzucht des Friedrich- Loeffler- Instituts, 

Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit, Institut für Immunologie, Standort 

Tübingen. 

 

1.4) Plasmide und Nukleinsäuren 

1.4.1) Plasmide 

pcDNA3      Invitrogen 

pQE-51      Qiagen 

pENTR4      Invitrogen 

pBi-L       Clontech 

pEGFP-N3      Clontech 

 

Folgende Konstrukte wurden von Dr. Daniel Wienhold übernommen: 

pcDNA3-mu3F4PrP 

pcDNA3-230egfp 

 

1.4.2) Nukleinsäuren 

DNA 1 kb Größenmarker   New England Biolads, Bio-Rad 

    

 

1.5) Oligonukleotide 

 

Bezeichnung 

 

A-1 

A-2 

A-3 

A-4 

A-5 

A-6 

Nukleotidsequenz 5´ → 3´ 

 

ttttttggatccATGGCGAACCTTGGCTACTGG 

aaaaaactcgagTCATCCCACGATCAGGAAGATG 

CTATTACGACGGGAGAAGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 

AGCTCCTCGCCCTTGCTCACGGATCTTCTCCCGTCGTAATAG 

GGCATGGACGAGCTGTACAAGAGCAGCACCGTGCTTTTCTCC 

GGAGAAAAGCACGGTGCTGCTCTTGATCAGCTCGTCCATGCC 
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A-7 

 

A-8 

 

A-9 

A-10 

A-11 

A-12 

A-13 

A-14 

A-15 

A-16 

A-17 

A-18 

A-19 

A-20 

A-21 

 

A-22 

A-23 

A-24 

Vkor.seq 

Vkor.rev 

Bsiwi.seq 

Bsiwi.rev 

Pac.seq 

Pac.rev 

Rettung1 

Rettung2 

22egfp.seq 

22egfp.rev 

CTATTACGACGGGAGAAGATCCGAAGACGCCAAAAACATAAA 

GAAAG 

CTTTCTTTATGTTTTTGGCGTCTTCGGATCTTCTCCCGTCGT 

AATAG 

GAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGAGCAGCACCGTGCTTTTCTCC 

GGAGAAAAGCACGGTGCTGCTCAATTTGGACTTTCCGCCCTTC 

GGGCCAAGGAGGGGGTACCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 

AGCTCCTCGCCCTTGCTCACGGATCCCCCTCCTTGGCCC 

GGCATGGACGAGCTGTACAAGCATAATCAGTGGAACAAGCCCA 

TGGGCTTGTTCCACTGATTATGCTTGTACAGCTCGTCAATGCC 

GCCTGGAGGGTGGAACACCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 

AGCTCCTCGCCCTTGCTCACGGTGTTCCACCCTCCAGGC 

GGCATGGACGAGCTGTACAAGgctagcGGTGGAAGCCGGTATCCCG 

CGGGATACCGGCTTCCACCgctagcCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

CGGTGGATGGGGCCAAGGAgctagcGGGGGTACCCATAATCAGTGG 

CCACTGATTATGGGTACCCCCgctagcTCCTTGGCCCCATCCACCG 

GCCTGGAGGGTGGAACACCGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAA

G 

CTTTCTTTATGTTTTTGGCGTCTTCGGTGTTCCACCCTCCAGGC 

GAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGgctagcGGTGGAAGCCGGTATCCG 

CGGGATACCGGCTTCCACCgctagcCAATTTGGACTTTCCGCCCTTC 

GAGCGCCGTGAGCAGGCC 

GGCCTGCTCACGGCGCTC 

GAACATCACGTACGCGGAATAC 

GTATTCCGCGTACGTGATGTTC 

GAAGTCTTTAATTAAATACAAAGGATA 

TATCCTTTGTATTTAATTAAAGACTTC 

GTGAGCAAGGGCGAGGAGC 

TGTACAGCTCGTCCATGCCG 

GGACTGATGTCGGCCTCTGCGTGAGCAAGGGCGAGGAGC 

GCTCCTCGCCCTTGCTCACGCAGAGGCCGACATCAGTCC 
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egfp23.seq 

egfp23.rev 

22luc.seq 

22luc.rev 

luc23.seq 

luc23.rev 

Luci.seq 

Luci.rev 

1L 

Mprpcoli.seq 

Egfpcoli.seq 

Prpcoli.rev 

Egfpcoli.rev 

BacSeq 

BacRev 

BacRev1 

EGFP1.seq 

EGFP1.rev 

 

GGCATGGACGAGCTGTACAAGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGA 

TCCAGGCTTTGGCCGCTTTTTCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

GGACTGATGTCGGCCTCTGCGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAA 

TTTCTTTATGTTTTTGGCGTCTTCGCAGAGGCCGACATCAGTCC 

GAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGA 

TCCAGGCTTTGGCCGCTTTTTCAATTTGGACTTTCCGCCCTTC 

GATATAggattcATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG 

GATCAActcgagTTACAATTTGGACTTTCCGCCCT 

ATGGCGAACCTTGGCTACTGG 

ttttttggatcctAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGA 

ttttttggatcctGTGAGCAAGGGCGAGGAGC 

ttttttgtcgacatggtgatggtgatggtgGGATCTTCTCCCGTCGTAATA 

ttttttgtcgacatggtgatggtgatggtgCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

ttttttgtcgacATGGCGAACCTTGGCTACTGG 

aaaaaagcggccgcacTCCCACGATCAGGAAGATGAG 

aaaaaagcggccgcacGGATCTTCTCCCGTCGTAATAG 

TGCACCACCGGCAAGCTGC 

GCAGCTTGCCGGTGGTGCA 

 

Großbuchstaben kennzeichnen authentische Nukleotidsequenzen, Kleinbuchstaben 

eingeführte Nukleotide und fett geschriebene Kleinbuchstaben kennzeichnen einge-

führte Schnittstellen. 

Für Sequenzreaktionen wurden entsprechende, sequenz- und plasmidspezifische 

Primer eingesetzt.  

Alle Primer wurden von Invitrogen bezogen.
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Position der Primer - Schemazeichnung 
 

 

 

 

 

 

 

A-6 

EGFP AS 1-230 PRP sigGPI 

A-4 A-2 

A-5 A-3 

(zur Klonierung in pcDNA3) 
BacRev (zur Klonierung in 
pENTR) 

A-1 
(zur Klonierung in 
pcDNA3) 
BacSeq 
(zur Klonierung in 
pENTR) 

sigGPI EGFP 
AS 86-230 

PRP 
NheI                                      NheI 
      AS 33- 85 PRP AS 1-32 PRP 

A-15 A-1 A-17 A-19 

A-16     A-18 A-20 A-2 

Luciferase AS 1-230 PRP sigGPI 

A-1 A-7 A-9 

A-8 A-10 A-2 

AS 94-230 PRP sigGPI EGFP AS 1-93 PRP 

A-1 A-11 A-13 

A-12 A-14 A-2 
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Bei den bakteriell exprimierten PrP- EGFP – Konstrukten fehlen beide 
Signalsequenzen des Prionproteins (AS 1-22 und sigGPI). Zur Klonie-
rung der Konstrukte in pQE-51 wurden die Primer Mprpcoli.seq und 
entweder Prpcoli.rev oder Egfpcoli.rev verwendet. 
 

A-22 A-24 A-20 A-2 

A-23 A-19 A-21 A-1 

AS 1- 32 PRP Luciferase 
AS 33-85 

PRP 
AS 86-230 

PRP 
NheI 

sigGPI 
NheI 

sigGPI EGFP AS 23- 230 PRP AS 1- 22 PRP 

A-1 22egfp.seq egfp23.seq 

22egfp.rev egfp23.rev A-2 

luc23.seq 

Luciferase AS 23- 230 PRP  AS 1- 22 PRP sigGPI 

A-1 22luc.seq 

22luc.rev luc23.rev A-2 
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Pac.rev (bp 1340- 1314) 

Pac.seq (bp 1314 – 1340) 

Bsiwi.rev (bp 168-146) 

Bsiwi.seq (bp 146-168) 

Luciferase- Gen, Gesamtlänge 1653 bp 

EGFP-Gen, Gesamtlänge 720 bp 

EGFP1.seq 
(bp 145 – 163) 

egfp.seq 
(bp601-619) 

Rettung2  
(bp 715-696) 

Rettung1 
(bp 4 – 23) 

EGFP.rev (bp 163- 145) 

Murines PRP cDNA, Gesamtlänge 764 bp 

vkor.seq (bp 388-406) 

vkor.rev (bp 406-388) 
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1.6) Enzyme und Kits 

1.6.1) Enzyme 

Alkalische Phosphatase (CIP)   Roche 

AMV Reverse Transkriptase   Promega 

DNA Polymerase I, Klenow Fragment  New England Biolabs 

DNase I      Roche 

Luciferase Assay System    Promega 

TripelMaster™ PCR System   Eppendorf 

Proteinase K      QIAGEN 

Restriktionsenzyme     New England Biolabs, AGS 

RNase A      Roche 

RNAsin      Promega 

Rabbit Reticulocyte Lysate System®  Amersham Biosciences 

T4 DNA Ligase     New England Biolabs 

T7 RNA- Polymerase    Roche 

 

Für Reaktionen mit diesen Enzymen wurden die vom jeweiligen Enzymhersteller 

mitgelieferten Puffer eingesetzt.  

 

1.6.2) Kits 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle    AB Applied Biosystems 
Sequencing Kit  

NucleoBond® PC 100 Midi-Prep   NucleoBond® 

NucleoSpin Extract II    Macherey- Nagel 

Ready-to-goTM PCR Beads    Amersham Pharmacia   

 

1.7) Antikörper 

Monoklonal Maus anti-3F4 (1: 5000)  DAKO 

Monoklonal Maus anti-GFP (B-2) –HRP  
(1:4000)      Santa Cruz Biotechnology 

Monoklonal Maus anti-His-probe  
(H-3) –HRP (1:500)     Santa Cruz Biotechnology 
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Monoklonal Maus W226 (1:4000)   Benjamin Petsch, unveröffentlicht 

Ziege-anti-Maus IgG-HRP (1:1000)  Santa Cruz Biotechnology 

Monoklonal Maus anti-Pom I (1:7500)  BFAV-Tübingen AG Stitz 

Polyklonal Kaninchen anti- EGFP (FL)  Santa Cruz Biotechnology 

 

1.8) Chemikalien und Reagenzien 

Acrylamid- Stammlösungen   AppliChem, Roth 

Agar       Difco 

Agarose für Gelelektrophorese   Gibco BRL 

Ammoniumpersulfat    Serva 

Ampicillin      Boehringer Mannheim 

Bacto Hefeextrakt     Difco 

Bacto Trypton     Difco 

Bromphenolblau     Serva 

BSA (Rinderserumalbumin)   Sigma 

Cäsiumchlorid     Sigma 

Coomassie Brillant Blue G250   Serva 

DMSO      Merck 

EDTA, Dinatriumsalz     Serva 

Ethidiumbromid     Serva 

FCS (fötales Kälberserum)    PAA 

Formamid, deionisiert    Gibco BRL 

Kanamycin      Sigma 

Ni2+- NTA- Agarose    Qiagen 

Nukleosidtriphosphate    Roche 

Tris- gesättigtes Phenol für DNA- Extraktion AppliChem, Roth 

H2O- gesättigtes Phenol für RNA- Extraktion AppliChem, Roth 

Complete Mini, EDTA- free   Roche  

Prestained Protein Marker, broad range  Bio-Rad, New England Biolabs 

Cruz Marker Molecular Weight Standards Santa Cruz Biotechnology 

TEMED      Sigma 

Triton X-100      Sigma 
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Tween-20      Sigma   

Xylencyanol      Fluka 

Zusätze für Zellkultur: 

FBS (fötales Kälberserum)    PAA 

Gentamycin      PAA 

Penicillin G      Grünenthal 

Streptomycin     Hefa Pharma 

Wasserstoffperoxid     Merck 

 

Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Merck, 

Roth, Sigma oder Scharlau bezogen. 

 

1.9) Radiochemikalien 

[35S] Methionin     MP Biomedicals 

[14C] Methylated proteins    Amersham Biosciences 

 

1.10) Verbrauchsmaterial 

Chromatographiepapier 3 mm   Whatman 

Dialysierschläuche     Serva, Roth 

HyperfilmTM ECL     Amersham Biosciences 

Immun-Blot™ PVDF Membran   Bio-Rad 

Kanülen und Plastikspritzen   Bachhofer, Braun, Terumo 

Lysing Matrix D     BIO 101 Systems 

Mikroreaktionsgefäße    Eppendorf 

Nitrozellulose     Schleicher & Schuell 

Röhren / Tubes     Sarstedt 

Pipettenspitzen     Greiner 

Röntgenfilme BioMax MR    Kodak 

Zellkulturplastikwaren    Greiner 

Zentrifugenröhrchen    Beckman Instruments 

Mikrotiterplatten, Rundboden   Greiner 

Mikrotiterplatten, Flachboden   Greiner 
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1.11) Geräte und Laborhilfsmittel 

ABI-PRISM 377 DNA Sequencer   Perkin Elmer  

Begasungsbrutschrank    Heraeus 

Entwicklermaschine Sakura QX60  Sakura 

Fast PrepTM FP120      BIO 101 Savant 

Filmkassetten     Agfa-Gevaert 

Fluoreszenz- Mikroskop, Axioskop  Zeiss 

Geldokumentationssystem   LFT 

Geltrockner 1125B     Bio-Rad 

Gene PulserTM     Bio-Rad 

Heißluftofen      Heraeus 

Heizblock      Liebisch 

Horizontal- Elektrophoresekammern  BFAV  

Inkubationsschüttler    New Brunswick Scienitific 

Lumat LB 9501     Berthold 

Magnetrührer      Heidolph 

Mikroprozessor pH- Meter   Schott 

Mikroskop Labovert    Leitz 

Mikrowellengerät HMG 760/62.B  Bosch 

Minigel- Elektrophoreseapparatur  Hoefer, Bio-Rad 

Power Supplies     Pharmacia, LKB, Bio-Rad 

Reaktionsgefäßmixer 5432    Eppendorf 

Slab Gel Dryer     Bachofer 

Spektrophotometer Ultrospec 2100 pro  Amersham Pharmacia biotech 

Speed Vac Concentrator    Bachofer 

Sterilbank LaminAir    Heraeus 

T3 Thermocycler     Biometra 

Taumler Reax 2     Heidolph 

Thermostat 5320     Eppendorf 

Trans-Blot SD Transfer Cell   Bio-Rad 

Trio- Thermoblock     Biometra 

Ultraschall; Sonifier B12 und B 15  Branson 
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Vertikal- Elektrophoresekammern  BFAV  

Vortex Genie 2      Scientific Industries 

Wasserbäder      Köttermann/Julabo 

 

1.11.1) Zentrifugen 

Biofuge A      Heraeus 

Biofuge 13      Heraeus 

Biofuge pico      Heraeus 

Eppendorf Tischzentrifuge 5415   Bachofer 

Omnifuge 2.0 RS     Heraeus 

Ultrazentrifuge Centrikon T-1055  Kontron Instruments 

Zentrifuge J2-21     Beckman Instruments 

 

1.11.2) Rotoren 

TFT 65.13      Kontron Instruments 

JA-10, -14, -17     Beckman Instruments 

 

1.11.3) Software 

Die Analyse und der Vergleich der Nukleotid- und Aminosäuresequenzen wurde 

mit Hilfe der University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG) Software 

(Devereux, 1984) durchgeführt.  
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2.) METHODEN 

2.1) Prokaryotische Zellkultur 

2.1.1) Kultivierung und Kryokonservierung von Escherichia coli 

Der verwendete E. coli Stamm wurde in LB- Medium angezogen oder auf LB- A-

garplatten kultiviert, wobei die Selektion über die Zugabe von Ampicillin oder Am-

picillin und Kanamycin erfolgte. Die Inkubation erfolgte bei 37°C über Nacht. Sus-

pensionskulturen wurden bei 200 rpm geschüttelt. Für eine Kryokonservierung 

wurden 300 µl Kultur mit 150 µl Glycerin versetzt, in flüssigem Stickstoff schockge-

froren und bei -70 °C gelagert.  

 

2.1.2) Herstellung Transformations- kompetenter E.coli  

Zur Herstellung transformationskompetenter E.coli wurde LB- Medium mit einer 

E.coli Übernachtkultur (145ml LB- Medium + 5ml Übernachtkultur) angeimpft und 

bei 37 °C bis zu einer OD550 von etwa 0,4- 0,5 geschüttelt. Nach Abkühlen auf Eis 

wurden die Bakterien pelletiert (4000 rpm, 10 Min., 4 °C), in 0,5 Volumen eiskalter 50 

mM CaCl2- Lösung aufgenommen und 30 Min. auf Eis inkubiert. Nach erneuter 

Zentrifugation (4000 rpm, 2 Min., 4 °C) wurde das Bakterienpellet in 0,05 Volumen 

eiskalter 50mM CaCl2- Lösung vorsichtig resuspendiert. Die kompetenten Bakterien 

wurden daraufhin entweder direkt zur Transformation eingesetzt oder nach Zugabe 

von 15% Glycerin zu je 200 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -70 °C bis zur Verwendung gelagert.  

 

2.1.3) Transformation  

Für die Transformation wurde 0,1- 1 ng Plasmid- DNA oder 5 µl Ligationsansatz zu 

je 100 µl kompetenten Bakterien gegeben. Der Ansatz wurde für 30 Min. auf Eis in-

kubiert. Nach einem 2- minütigen Hitzeschock bei 42 °C und 2 Min. auf Eis erfolgte 

die Zugabe von 1 ml antibiotikafreiem LB- Medium und eine anschließende Inkuba-

tion des Ansatzes für 1 Std. bei 37 °C. Nach kurzer Zentrifugation (4000 rpm, 5 Min.) 

wurde das Pellet in 100- 200 µl antibiotikafreiem LB- Medium resuspendiert, auf LB- 
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Selektionsagar ausplattiert oder direkt in 1– 2 ml LB- Medium mit Selektionsantibio-

tikum überführt (Re-Transformation aus Plasmid- DNA) und über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. 

 

2.2) Eukaryotische Zellkultur 

2.2.1) Arbeiten mit humanen und murinen Zelllinien 

2.2.1.1) Kultivierung und Kryokonservierung  

Die Kultivierung der adhärent wachsenden Zellen erfolgte standardmäßig in einem 

Zellkulturbrutschrank bei 37 °C in feuchter Atmosphäre und mit 5% CO2. 293- Zellen 

wurden hierbei in MEM, N2a- Zellen in RPMI 1640 kultiviert. Die Medien wurden 

jeweils mit 1mM Glutamin, 10% FBS und Penicillin G/Streptomycin komplementiert. 

Bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 95% wurden die Kulturen im Verhältnis 1:4 

bis 1:5 subkultiviert. 293- und N2a- Zellen wurden durch Inkubation mittels Trypsin- 

Lösung bei 37 °C abgelöst. 

Für die Kryokonservierung wurden die Zellen abgelöst, abzentrifugiert (1000 rpm, 5 

Min.), 2x mit PBS gewaschen und in Aliquots von 5x106 bis 1x107 Zellen in 1 ml 90% 

FCS/10% DMSO bei –70 °C langsam eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte in 

flüssigem Stickstoff. Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C bis zum 

Gefrierpunkt aufgetaut und mit 10- 20 ml Medium in T75- Zellkulturflaschen gege-

ben. Nach 12- 24 Std. wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zur Kon-

fluenz kultiviert. 

 

2.2.1.2) Transfektion eukaryotischer Zellen 

Bestimmung der Transfektionseffizienz:  

Zur Bestimmung der Transfizierbarkeit verschiedener Zelllinien oder um die Trans-

fektionseffizienz einzelner Methoden zu prüfen wurden Zellen mit dem EGFP- Ex-

pressionsplasmid pEGFP-N3 transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurde das 

Medium abgenommen und die Zellen ohne weitere Fixierung unter einem Fluores-

zenzmikroskop analysiert. Das Verhältnis von fluoreszierenden zu nicht fluoreszie-

renden Zellen und damit die Transfektionseffizienz wurde optisch abgeschätzt.  
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Transfektionsmethoden: 

Für transiente Transfektionen von Plasmid- DNA wurde nach Abschätzung der 

Transfektionseffizienz hauptsächlich die Liposomen- vermittelte Transfektion mittels 

Effectene angewandt. 

 

 Elektroporation:  

2x106 Zellen wurden pelletiert (1000 rpm, 5 Min.), 2x in PBS gewaschen und in 100 µl 

PBS aufgenommen. Nach Zugabe der zu transfizierenden DNA wurde die vorsich-

tig, jedoch gut gemischte Zellsuspension in eine Elektroporationsküvette überführt. 

Die Elektroporation erfolgte im Gene Pulser der Firma Bio-Rad für 293- Zellen bei 25 

µF und 800 V. Anschließend wurden die Zellen in Kulturschalen überführt (∅=3,5 

cm) und in entsprechendem Medium kultiviert. 

 

Kalziumphosphat- Transfektion:  

Kalziumphosphat- Transfektionen wurden mit dem Mammalian Transfection Kit® 

(Stratagene) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Standardmäßig wurden auf 

„6-well“- Platten (6 Zellkulturschalen mit 3,5 cm Durchmesser auf einer Platte) aus-

gesäte Zellen transfiziert. 

 

Liposomen- vermittelte Transfektion: 

Für die Liposomen- vermittelte Transfektion wurde das Effectene® Transfektions-

reagenz (Qiagen) wie im Protokoll des Herstellers angegeben, verwendet.  

 

2.2.1.3) Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen 

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurden 10 µl einer Zellsuspension mit 

90 µl Trypanblau- Lösung (0,2% in 0,15 M NaCl) verdünnt. Ungefärbte lebende Zel-

len wurden in einer Neubauer- Zählkammer unter dem Mikroskop ausgezählt. Die 

Zellzahl pro ml Zellsuspension ergab sich aus der Zellzahl in 4 Großquadraten (Z), 

dem Kammerfaktor (KF=104) und dem Verdünnungsfaktor (V; hier: 10) wie folgt: 

T (Zellen/ml) = KF x Z x V 
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2.3) Allgemeine Arbeiten mit Nukleinsäuren 

2.3.1) Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsäuren in wässriger Lösung wurde pho-

tometrisch bestimmt. Hierzu wurden UV- Absorptionsspektren im Wellenlängenbe-

reich von λ=320- 220 nm aufgenommen. Die Konzentration der Nukleinsäuren er-

rechnet sich aus der Extinktion bei λ=260 nm (OD260). Eine OD260 von 1,0 entspricht 

dabei einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA, 33 µg/ml ein-

zelsträngiger DNA bzw. 40 µg/ml RNA. Aus dem Verhältnis der Absorptionswerte 

bei 260 nm und 280 nm (OD260/OD280) lässt sich der Reinheitsgrad der Nukleinsäure 

ableiten. Für reine DNA liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 2,0, für reine RNA 

zwischen 1,9 und 2,1. 

 

2.3.2) Phenol/Chloroform- Extraktion 

Zur Entfernung von Proteinen wurden wässrige Nukleinsäure- Lösungen nachein-

ander mit je einem Volumen Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform aus-

geschüttelt. Für die Extraktion von DNA wurde eine Tris- gesättigte Phenollösung 

(pH 7,6), für RNA eine H2O- gesättigte Phenollösung verwendet (pH 4,0). Um die 

Trennung der Phasen zu beschleunigen und die Abnahme der wässrigen Oberphase 

zu erleichtern, wurden die ausgeschüttelten Fraktionen jeweils kurz zentrifugiert (1 

Min., 12000 rpm). Nach den Extraktionsschritten wurde die in der wässrigen Phase 

gelösten Nukleinsäuren mit Ethanol präzipitiert.  

 

2.3.4) Ethanolpräzipitation  

Für die Fällung von DNA wurde die wässrige Nukleinsäurelösung mit 1/10 Volu-

men 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 100% -igem Ethanol versetzt und 

5 Min. bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (10 Min., 14000 rpm) wurde das Pellet 

mit 70% -igem Ethanol gewaschen, getrocknet und je nach Verwendungszweck in 

H2O oder Puffer aufgenommen. Die Präzipitation von RNA erfolgte mit 1/10 Volu-

men 4 M Lithiumchlorid und 3 Volumen kaltem 100% -igem Ethanol. Nach Inkuba-

tion für 30 Min. bei –70 °C oder 2 Std. bei –20 °C wurde die gefällte RNA bei 4 °C ab-
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zenrifugiert (15 Min., 12000 rpm) und mit kaltem 70% -igen Ethanol gewaschen. Das 

bei RT getrocknete Pellet wurde anschließend in RNase freiem H2O aufgenommen.  

 

2.4) Präparation, Analyse und Modifikation von DNA 

2.4.1) Agarosegelelektrophorese 

Für die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurden je nach Größe der zu 

trennenden Moleküle 0,7-2 % -ige horizontale Agarosegele mit 1x E- Puffer als Gel- 

und Elektrophoresepuffer eingesetzt (Sambrook, 1989). Nach Versetzen der Proben 

mit DNA- Probenpuffer erfolgte die Auftrennung bei einer konstanten Spannung 

von 5 V/cm. Nach der Elektrophorese wurden die Gele für 10 Min. in Ethidiumbro-

mid- Lösung (0,5 µg/ml) gefärbt. Die Detektion von DNA- Fragmenten, die aus dem 

Gel isoliert und weiterführend verwendet wurden, erfolgte auf einer Leuchtplatte 

mit langwelligem UV- Licht (λ=366 nm). Für photographische Aufnahmen wurde ein 

digitales Geldokumentationssystem eingesetzt, bei welchem die Gele bei kurzwelli-

gem UV- Licht (λ=312 nm) analysiert wurden. 

 

20 x E- Puffer: 800 mM Tris 
 400 mM Natriumacetat  
 40 mM EDTA 
 mit Eisessig auf pH 8,3 eingestellt. 
 
10x DNA- Probenpuffer: 20 mM EDTA, pH 8,0 
 50% Glycerin 
 0,2% OrangeG 
 0,2% Xylencyanol 
 0,1% Bromphenolblau. 
 

2.4.2) Isolierung von DNA aus Agarose- Gelen 

Nach Auftrennung in einem präparativen Agarosegel und Färbung mit Ethidi-

umbromid wurden gewünschte DNA- Fragmente unter langwelligem UV- Licht 

(λ=366 nm) ausgeschnitten und mittels des NucleoSpin Extract II (Machery Nagel) 

nach Angaben des Herstellers aus dem Gel isoliert.  
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2.4.3) Restriktionsverdau von DNA 

Für die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen wurde für einen analytischen 

Ansatz 0,5- 1 µg DNA in 20 µl, für einen präparativen Ansatz 5 µg DNA in 100 µl Re-

aktionsvolumen für 1- 6 Stunden bei entsprechender Temperatur im Wasserbad in-

kubiert. Pro µg DNA wurden 1- 3 U Enzym eingesetzt. Die Reaktions- und Inkubati-

onsbedingungen wurden entsprechend den Angaben des Enzymherstellers gewählt. 

Die Überprüfung der DNA- Spaltungen erfolgte auf analytischen Agarosegelen.  

 

2.4.4) Dephosphorylierung von DNA 

Um die Religation von linearisierten Vektorfragmenten bei Klonierungen zu verhin-

dern wurden die 5`terminalen Phosphatgruppen der DNA- Moleküle mit der Alkali-

schen Phosphatase aus Kalberdarm (CIP) entfernt. Der Reaktionsansatz wurde für 

eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 

Reaktionsansatz: 1- 5 µg linearisierte Plasmid- DNA 
   5 µl 10x Phosphatasepuffer 
   1 U CIP 
   ad 50 µl AqDEST 
 
Inaktivierung erfolgte durch 20 Min. Inkubation bei 75 °C. 

 

2.4.5) Ligation von DNA 

Für die Ligation von Vektor- und Insert- DNA wurde die T4-DNA- Ligase verwen-

det. Eingesetzt wurden jeweils ca. 200 ng Vektor- DNA und ein äquimolares Ver-

hältnis an Insert- DNA. Die Ligation erfolgte mit 200 U T4-DNA- Ligase in 1x T4-

DNA- Ligase- Puffer und einem Gesamtvolumen von 20 µl. Bei glatten Enden der 

DNA- Moleküle („blunt/blunt“-Ligation) wie auch bei der Ligation von kohäsiven 

Enden („sticky/sticky“) wurde die Reaktion über Nacht bei 13 °C oder für 3 Tage bei 4 

°C durchgeführt.  
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2.4.6) Amplifikation von DNA- Fragmenten über PCR 

Die Polymerase- Kettenreaktionen (PCR) wurden in Thermocyclern mit beheizbaren 

Deckeln durchgeführt. Ein Überschichten der Reaktionsansätze mit Mineralöl war 

aus diesem Grund nicht nötig.  

 

2.4.6.1) Präparative PCR- Ansätze 

Amplifizierte DNA- Fragmente, die nachfolgend für Klonierungen in Plasmid- Vek-

toren eingesetzt wurden, wurden mittels des TripelMasterTM PCR Systems (Eppen-

dorf) hergestellt. Der in diesem System eingesetzte Enzymmix aus einer Taq und ei-

ner Pfu DNA- Polymerase resultiert in einer extrem niedrigen Fehlerrate der amplifi-

zierten Sequenz. Reaktionsansätze, -bedingungen und PCR- Zyklen wurden nach 

den Angaben des Herstellers gewählt. Die Annealing- Temperatur (Ta) für die 

Hybridisierung der Primer an die Matrizen- DNA wurde in Abhängigkeit des GC- 

Gehaltes der Primersequenz entsprechend der „4+2“- Regel (Ta= Tm-2°C; Tm=4°C 

(G+C) + 2°C (A+T)) bestimmt. Nach Reaktionsende wurde 1/10 des PCR- Ansatzes 

gelelektrophoretisch analysiert, die für Klonierungen gewünschten Fragmente wur-

den aus präparativen Agarosegelen isoliert und gereinigt  

 

Standardprotokoll für Amplifikate mit weniger als 500 bp Länge: 

MM1:       MM2:   

150 ng Template     4 µl Hifi- Puffer   
1 µl Primer (c= 20 pmol/µl)   0,4 µl dNTPs (je 10 mM)  
       0,3 µl Polymerase  
AqDEST ad 12,5 µl      AqDEST ad 12,5 ml 
 

 

PCR- Programm: 

Schritt 1  95 °C  5 Min.  1x 

Schritt 2  96 °C  15 Sek. 
   Ta  20 Sek. 
   73 °C  35 Sek. 35x 

Schritt 3  73 °C  10 Min.  1x 

Schritt 4  4 °C  ∞  1x 
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Standardprotokoll für Amplifikate mit mehr als 500 bp Länge: 

MM1:       MM2: 

150 ng Template     2,5 µl Hifi- Puffer 
1 µl Primer (c= 20 pmol/µl)   0,4 µl dNTPs (je 10 mM) 
       0,4 µl Polymerase 
AqDEST ad 12,5 µl     AqDEST ad 12,5 µl 
 

 

PCR- Programm: 

Schritt 1  95 °C  5 Min.  1x 

Schritt 2  96 °C  15 Sek. 
   Ta  20 Sek. 
   73 °C  45 Sek. 35x 

Schritt 3  73 °C  10 Min.  1x 

Schritt 4  4 °C  ∞  1x 
 

2.4.6.2) Analytische PCR- Ansätze 

Für die Analyse isolierter Gene hinsichtlich der Größe des Zielgens wurden PCRs 

mit „Ready-to go“® PCR Beads (Amersham Pharmacia) durchgeführt. Diese lyophy-

lisierten Reaktions“kugeln“ enthalten alle benötigten Reaktionssubstanzen mit Aus-

nahme der jeweils eingesetzten DNA- Matrize sowie des entsprechenden Primerpaa-

res. Nach Zugabe dieser fehlenden Komponenten wurde der Reaktionsansatz mit 

AqDEST auf 25 µl aufgefüllt und die lyophylisierten „PCR- Kugeln“ darin gelöst.  

Reaktionsansatz für die Analyse isolierter Gene : 

   0,4 µl Plasmid DNA  
   + je 25 pmol seq/rev Primer 
 
 
PCR- Programm: 
Schritt 1  94 °C  1 Min.  1x 

Schritt 2  70 °C  30 Sek. 
    Ta  1 Min. 
   72 °C  1 Min.  30x 

Schritt 3  4 °C  ∞  1x 

 
Je 1/10 der PCR- Ansätze wurde anschließend gelelektrophoretisch analysiert. 
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2.4.7) Präparation von Plasmid- DNA 

2.4.7.1) Analytische Isolierung von Plasmid- DNA 

„Schnellminipräparation“ bakterieller Plasmid- DNA (LeGouill et al., 1991) 

Für eine schnelle Überprüfung von transformierten Bakterienklonen auf das Vor-

handensein rekombinanter Plasmide kann mit dieser Schnellmethode Plasmid- DNA 

direkt aus Bakterienkolonien, die entweder auf einer Agarplatte oder in Flüssigkul-

turen angezogen wurden, isoliert werden. Die Bakterienklone werden hierbei mit ei-

ner Pipettenspitze direkt von der Agarplatte gepickt oder es werden 50 µl Flüssigkul-

tur abzenrifugiert und in einem Eppendorfgefäß in 16 µl Lysepuffer resuspendiert. 

Nach Zugabe von 3 µl Lösung 2 wird für 4 Min. bei 14000 rpm zentrifugiert und der 

gesamte nukleinsäurehaltige Überstand in einem Agarosegel aufgetrennt. 

 

Lysepuffer:   9 Vol. 10x Auftragspuffer 
    11 Vol. H2O  

 40 Vol. 0,2 N NaOH/1% SDS. 
 

10x Auftragspuffer:  0,25% Xylencyanol 
    0,25% Bromphenolblau  

 25% Ficoll 400. 
 

Lösung 2:   3 M Kaliumacetat 
    1,8 M Ameisensäure. 
 

Plasmid- Schnellpräparation (Birnboim et al., 1979) 

3 ml LB- Medium, komplettiert mit dem entsprechenden Antibiotikum, wurden hier-

für mit einer transformierten Einzelkolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C kul-

tiviert. Je 1,5 ml dieser Übernachtkultur wurden kurz abzentrifugiert (5 Min., 13000 

rpm) das Pellet in 100 µl Lösung A resuspendiert und 5 Min. bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgte anschließend durch die Zugabe von 

100 µl Lösung B und nach kurzem, vorsichtigen Mischen und erneuter Inkubation 

von 5 Min. bei Raumtemperatur und durch die Zugabe von 150 µl Lösung C. Protei-

ne und chromosomale DNA wurden hierbei präzipitiert und nach Inkubation der 

Proben für 20 Min. auf Eis abzentrifugiert (10 Min., 14000 rpm). Die Plasmid- DNA 

im Überstand wurde für 10 Min. bei Raumtemperatur mit 3 Vol. 100% -igem Ethanol 

gefällt, nach Zentrifugation (10 Min., 14000 rpm) mit 70% -igem Ethanol gewaschen, 
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unter Vakuum getrocknet und in 50 µl TE- Puffer mit 10 µg/ml RNase A aufgenom-

men. Nach Abdau der RNA bei 37 °C für 30 Min. wurden je 3 µl der Proben im Aga-

rosegel analysiert. 

 

Lösung A:  50 mM Glucose 
  25 mM Tris/Cl pH 8,0   

10 mM EDTA 
2 mg/ml Lysozym. 
 

Lösung B: 0,1 N NaOH 
  1% SDS. 
 
Lösung C: 3 M Na- Acetat pH 4,8  
 
TE-Puffer: 10 mM Tris- HCl, pH 7,6 
  1 mM EDTA. 
 

2.4.7.2) Präparative Isolierung von Plasmid- DNA 

Midi- Plasmidpräparation  

Zur Isolierung größerer Mengen reiner Plasmid- DNA, wie sie für Klonierungen, Se-

quenzierungen oder Transfektionen benötigt wurden, erfolgte die Präparation mit 

dem NucleoBond® PC 100– Kit nach Anleitung des Herstellers.  

 

Maxipräparation 

18 l einer Übernachtkultur wurden abzentrifugiert (5000 rpm, 5 Min., Rotor JA 10), 

das Bakterienpellet in 1 l Lösung A resuspendiert und 20 Min. bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Zugabe von 1 l Lösung B wurde kurz durchmischt, anschließend 1,4 

l kalte Lösung C zupipettiert und wieder geschüttelt. Es folgte eine Inkubation für 

20- 30 Min. auf Eis. Die dadurch ausgefällte hochmolekulare DNA sowie Protein 

wurden abzentrifugiert (10000 rpm, 25 Min., 4 C, Rotor JA 10), die im Überstand 

enthaltene Plasmid- DNA mit 0.6 Volumen Isopropanol bei Raumtemperatur für 30 

Min. gefällt und anschließend pelletiert (8000 rpm, 20 Min., 4 C, Rotor JA 10). Das 

Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet, in 150 ml AqDEST aufgenommen und drei-

mal mit Phenol/Chloroform extrahiert (1 Vol. Phenol, je 0.5 Vol. Phenol u. Chl., 1 

Vol. Chl.; 3000 rpm, 5 Min., Minifuge T). Der letzte Überstand wurde mit 3 Volumen 

Ethanol versetzt, die DNA eine Stunde bei -70 C gefällt und mit 70% -igem Ethanol 
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gewaschen. Nach Zentrifugation (12000 rpm, 20 Min., 4 C, Rotor JA 14) wurde das 

DNA- Pellet an der Luft getrocknet, in 9 ml CsCl in 20 mM Tris/Cl pH 7.5 aufge-

nommen und in Quick-Seal-Tubes (5/8x3 inch, 16x76 mm) gefüllt. Es wurden 400 µl 

Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben, die Tubes mit Paraffin austariert und ver-

schweißt. Durch die anschließende Dichtegradientenzentrifugation (50000 rpm, 20 

Std., 20 C, Rotor TFT 65.13) erfolgte eine Trennung der Plasmid- DNA von chromo-

somaler DNA und RNA. Unter UV wurde die Plasmid- DNA- Bande abgezogen und 

einer zweiten Dichtegradientenzentrifugation unterzogen (Tubes: 1/2x2 inch; 60000 

rpm, 4 Std., 20 C, Rotor VTi 65.2). Eine nochmalige Zugabe von Ethidiumbromid 

war nicht nötig. Die Plasmidbande wurde erneut abgezogen und das Ethidiumbro-

mid durch mehrmaliges Ausschütteln mit CsCl gesättigtem Isopropanol vollständig 

entfernt. Um das CsCl zu entfernen, wurde die DNA gegen 5 mM Tris/Cl pH 7.5 di-

alysiert. Die Konzentration der Plasmid- DNA wurde photometrisch bei 260 nm be-

stimmt. 

 

Lösung A:  50 mM Glukose 
   25 mM Tris/Cl pH 8.0 
   10 mM EDTA  
   2 mg/ml Lysozym vor Gebrauch zugeben 
 

Lösung B:  0.1 N NaOH 
   1    % SDS 
 

Lösung C:  3 M Na- Acetat pH 4.8 in 2 M Essigsäure 

 

2.4.8) Sequenzierung von DNA 

Für Sequenzierungen von DNA wurde der Applied Biosystems Big Dye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit verwendet. Die Cycle Sequencing PCR (Sequenzreaktion) 

wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. DNA aus analytischen Präpara-

tionen wurde zuvor nochmals mit Ethanol präzipitiert, während DNA aus präpara-

tiven Isolierungen direkt in die PCR eingesetzt wurde.  
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Reaktionsansatz:  1 µg DNA 
    1,5- 3 pmol Primer 
    2 µl Big Dye reaction mix 
    ad 10 µl H2O 
 
Cycle Sequencing PCR: 30 Sek., 96 °C 
    15 Sek., 50 °C 
    4 Min., 60 °C 
    24 Zyklen 
 
Der Reaktionsansatz wurde anschließend mit 56 µl 100% -igem Ethanol und 26 µl 

H2O 15 Min. bei Raumtemperatur gefällt und 45 Min. bei 13000 rpm zentrifugiert. 

Die pelletierte DNA wurde mit 100 µl 70% -igem Ethanol gewaschen, 5 Min. bei 

Raumtemperatur inkubiert, 10 Min. bei 13000 rpm zentrifugiert, getrocknet und bis 

zum weiteren Gebrauch bei 4 °C gelagert. Für die Analyse der Sequenzreaktion auf 

einem denaturienden DNA- Sequenzgel wurde die Probe in 2,3 µl Probenpuffer 

(Perkin Elmer) resuspendiert und 2 Min. bei 95 °C denaturiert. Auf das Gel aufgetra-

gen wurden jeweils 2 µl der Probe. 

Die gelelektrophoretische Analyse der Sequenzreaktionen erfolgte mit dem ABI 

PRISM 377 DNA Sequencer der Firma Perkin Elmer. Für die benötigten 48 cm langen, 

4,75% -igen denaturierenden Gele wurden 5,7 ml 30% -ige Acrylamidstammlösung, 

6 ml 10x TBE und 21,6 g Harnstoff und 31,5 ml H2O gemischt, über ein 0,2 µm Zellu-

losefilter filtriert und entgast. Nach Zugabe von 300 µl 10% APS und 42 µl TEMED 

wurde die Lösung mit Hilfe einer Spritze in die zum System gehörende Gelkammer 

gedrückt. Nach zweistündiger Polymerisation des Gels erfolgte der Einbau in die Se-

quencer Apparatur, mit 1x TBE als Laufpuffer. Sobald beim Vorlauf (50 W) eine kon-

stante Geltemperatur von 51°C erreicht war, wurden die Proben aufgetragen und der 

Hauptlauf gestartet (2700 V, 12 Std.). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte au-

tomatisch mittels der zum System gehörenden Software (DNA Sequencing Analysis 

Software, Version 2.1.1).  

 

10x TBE:  108 g Tris  
  55 g Borsäure  
  ad 900 ml AqDEST 
  40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
  ad 1 l  
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2.5) Präparation und Analyse von RNA 

Für Arbeiten mit RNA wurden fabrikverpackte Chemikalien und Verbrauchs-

materialien benutzt. Zur Inaktivierung möglicher RNasen wurden Elektrophorese-

kammern mit H2O2 oder aktivem DEPC- H2O behandelt, Glaswaren und Eppendorf-

reaktionsgefäße wurden für 3 Tage bei 100°C gebacken. H2O und Lösungen, die kei-

ne Amine enthielten, wurden mit 0,1% DEPC versetzt und über Nacht gerührt. Das 

DEPC wurde anschließend durch Autoklavieren inaktiviert. 

2.5.1) Isolierung von RNA aus Eukaryoten- Zellen 

Die Präparation von Gesamtzell- RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte mittels des 

peqGold TriFast- Reagenz (Peqlab) nach Angaben des Herstellers. (Chomczynski und 

Sacchi, 1987). 

 

2.5.2) RNA- Agarosegelelektrophorese (Kroczek und Siebert, 1990) 

Einzelsträngige RNA- Moleküle bilden im nativen Zustand Sekundärstrukturen aus, 

die das Laufverhalten der RNA während der Elektrophorese beeinträchtigen. Daher 

erfolgt zum einen die Vorbereitung der Proben für den Gelauftrag wie auch die e-

lektrophoretische Auftrennung der RNA unter denaturierenden Bedingungen. Für 

die Denaturierung der RNA vor der Elektrophorese wurde die RNA mit einem For-

maldehyd/Formamid- haltigen Probenpuffer im Verhältnis 5:1 gemischt, 15 Min. bei 

65 °C erhitzt und auf Eis abgeschreckt. Die anschließende Auftrennung der RNA er-

folgte in 1,3% -igen, formaldehydhaltigen Agarosegelen. Hierzu wurden 1,3 g Aga-

rose in 80 ml DEPC- behandeltem H2O aufgekocht. Nach Abkühlen der Agarose auf 

etwa 60 °C wurden 10 ml 10x MOPS/EDTA und 3 ml Formaldehyd zugegeben. 

Nach einem 30- minütigen Vorlauf bei 50 V wurden die Proben aufgetragen und bei 

80 V über 3- 4 Stunden aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x MOPS/EDTA.  

 

10x MOPS/EDTA:  0,2 M MOPS 
  10 mM Natriumacetat 
  10 mM EDTA pH 7,0 (eingestellt mit Eisessig). 
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RNA- Probenpuffer: 200 µl 10x MOPS/EDTA 
  1 ml Formamid (deionisiert) 
  345 µl Formaldehyd (37%) 
  5 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
  100 µl Formamid- Dye. 
 
Formamid- Dye:  0,1% Bromphenolblau 
    0,1% Xylenxyanol 
    10 mM EDTA. 
 

2.5.3) In vitro Transkription 

Die Herstellung der Transkripte für die in vitro Translation erfolgte über in vitro 

Transkriptionsreaktionen mit T7 RNA- Polymerase (Roche). Die zu transkribierende 

Plasmid- DNA („Transkriptions- Matrize“) wurde zuvor mit einem entsprechenden 

Restriktionsenzym linearisiert, mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol prä-

zipitiert und für 10 Min. bei 67 °C inkubiert. Die Vollständigkeit der Linearisierung 

wurde in der Gelelektrophorese überprüft. 

Reaktionsansatz: 1 µg DNA 
   2 µl 10x Transkriptionspuffer (Roche)  
   2 µl 10 mM rNTPs 
   1 µl RNase Inhibitor, 20 U/µl 
   2 µl T7 RNA- Polymerase, 20 U/µl (Roche) 
   ad 20 µl H2O, DEPC- behandelt 

Die Reaktion wurde für 2 Std. bei 37 °C inkubiert.  

Die Analyse der Transkripte erfolgte in denaturierenden RNA- Agarosegelen.  

 

2.5.4) In vitro Translation 

Zur in vitro Synthese der gewünschten Proteine wurde das Rabbit Reticulocyte Lysa-

te System (Amersham Biosciences) verwendet. Der Reaktionsansatz von 50 µl wurde 

nach Angaben des Herstellers erstellt und 60 – 90 Min. bei 30 °C inkubiert. Als mar-

kierte Aminosäure wurde [35S]- Methionin (Amersham Biosciences) verwendet. 
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2.6) Protein- analytische Methoden 

2.6.1) Konzentrationsbestimmung  

Proteinbestimmungen wurden nach der Methode von Bradford (1976) mit dem Pro-

teinassay- Farbreagenz von Bio-Rad nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Zu 

800 µl Probenvolumen (≤ 25 µg Protein) wurden je 200 µl Farbreagenz zugegeben 

und sorgfältig vermischt. Nach 10 Min. wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen 

und die Proteinkonzentration der Probe durch Vergleich mit zuvor durchgeführten 

BSA- Standardreihen bestimmt. 

 

2.6.2) Proteinfällung mit Aceton 

Zu 1 Volumen Proteinlösung wurden 4 Volumen eiskaltes Aceton zugegeben und 

gut gemischt. Der Ansatz wurde mindestens 90 Min. bei -20 °C inkubiert, bei wenig 

Protein im Ansatz, wurde über Nacht bei -20 °C gefällt. 

Anschließend wurde der Ansatz in einer Tischzentrifuge bei max. Geschwindigkeit 

15 Min. bei 4 °C abzenrifugiert, dann wurde der Überstand vorsichtig abgenommen 

und die Proben unter Vakuum 15 Min. getrocknet. Für eine nachfolgende SDS- 

PAGE wurden die Proben in der gewünschten Menge 4x PP resuspendiert. 

 

2.6.3) Immunpräzipitation 

Pro Probe wurden 10 mg ProteinG- Sepharose 30 Min. in 2 ml AqDEST bei 37 °C inku-

biert und anschließend 4x in je 100 µl 1% -igem Tritonpuffer gewaschen. Die Prote-

inG- Sepharose wurde dann in 250 µl 1% -igem Tritonpuffer aufgenommen und mit 

1 (polyklonaler α- GFP- AK) oder 10 (MAK 3F4) µl Antikörper versetzt. Nach 1 Std. 

Inkubation bei 4 °C (Taumler) wurde der Antikörper(AK) Sepharosekomplex 4x mit 

je 1 ml 1% -igem Tritonpuffer gewaschen und 45 µl Translationsansatz zugegeben. 

Zur Ausbildung des Protein- AK- Komplexes wurde mindestens 1 Std. bei RT oder 

bei 4 °C über Nacht getaumelt. Die Suspension wurde für 10 Min. bei 13000 rpm in 

einer Tischzentrifuge abzentrifugiert, das Pellet anschließend 3x mit je 500 µl 0,2% -

igem Tritonpuffer gewaschen und in 30 µl 4x Probenpuffer resuspendiert. Zur Ab-

trennung der ProteinG- Sepharose wurde 10 Min. auf 95 °C erhitzt und die Probe auf 
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ein SDS- Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Marker wurden 7 µl [14C] Methylated 

Proteins (Amersham Biosciences) mit aufgetragen. 

Nach abgeschlossener SDS- PAGE wurde das Gel entweder für 2 Std. bei RT oder 

über Nacht bei 4 °C in 7% Essigsäure (Schüttler) und danach ebenfalls entweder für 2 

Std. bei RT oder über Nacht bei 4 °C in 20% Methanol und 3% Glycerol inkubiert. 

Anschließend wurde das Gel getrocknet und auf einem Röntgenfilm bei RT expo-

niert. Die Dauer der Exposition richtete sich nach der Stärke des Signals und konnte 

bis zu 7 Tagen betragen. 

 

RIP- Grundpuffer:  20 mM Tris- HCl 
    100 mM NaCl 
    1 mM EDTA 
    2 mg/ ml BSA (frisch einwiegen) 
 
1% Tritonpuffer:  1% Triton X-100  
    0,5% DOC 
    0,1% SDS 
    aufgefüllt mit RIP- Grundpuffer 
 
0,2% Tritonpuffer:  0,2% Triton X-100 
    auffüllen mit RIP- Grundpuffer 
 

2.6.4) Diskontinuierliche SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS 

PAGE) 

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte durch eine diskontinuierli-

che SDS- PAGE nach Laemmli (1970). Soweit im Text nicht anders vermerkt wurden 

Trenngele mit einer Konzentration von 12,5% Acrylamid und Sammelgele mit 5% 

Acrylamid verwendet. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 0,25 Volumen 4x 

SDS- Probenpuffer (4x PP) versetzt und durch 10- minütiges Kochen bei 95 °C dena-

turiert. Die Elektrophorese erfolgte in Tris- Glycin- Puffer bei einer konstanten 

Stromstärke von 35 mA in einer Minigelapparatur.  
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 Trenngel (15ml) 

12,5% 

Sammelgel (5ml) 

5% 

Acrylamid- Bis (30%) 6,3ml 5ml 

1M Tris- HCl pH 8,8 5,6ml - 

1M Tris- HCl pH 6,8 - 1,25ml 

H2O 3ml 2,84ml 

SDS 20% 75µl 25µl 

10% Ammoniumpersulfat (APS) 150µl 50µl 

TEMED 15µl 5µl 

 

4x SDS- Probenpuffer (4x PP):  8% SDS 
20% ß-Mercaptoethanol 
20% Glycerin 
0,004% Bromphenolblau 
250 mM Tris- HCl, pH 6,8. 

 
Tris- Glycin- Puffer:    192 mM Glycin 

25 mM Tris- OH 
0,1% SDS. 

 

2.6.5) Coomassie- Färbung von Proteinen  

Die durch SDS- PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Färben des SDS- Gels 

mit Coomassie Brillant Blue sichtbar. Hierfür wurde das Gel 1 bis 2 Std. in Coomassie- 

Färbelösung geschwenkt und anschließend in Fixierlösung so lange entfärbt, bis der 

Hintergrund klar und die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.  

Coomassie- Färbelösung: 0,1% Coomassie Brillant Blue 
10% Essigsäure   
30% Ethanol. 

Fixierlösung   10% Essigsäure 
     30% Ethanol. 

 

2.6.6) Detektion [35S]- markierter Proteine 

Die Detektion von [35S]- markierten Proteinen, die in der SDS- PAGE aufgetrennt 

wurden, erfolgte über Autoradiographie. Die Gele wurden getrocknet und auf einen 

Röntgenfilm aufgelegt. Die Dauer der Exposition betrug zwischen 3 und 7 Tagen bei 

RT. 
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2.6.7) Western blot Analyse mit ECL- Färbung 

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf die Immun- Blot™ 

PVDF Membran oder auf Nitrocellulose erfolgte nach dem „semi-dry“- Verfahren 

mit der Trans-Blot SD- Apparatur der Firma Bio-Rad. Entsprechend den Angaben des 

Herstellers wurden Minigele für 30 Min. bei 10 V geblottet. Anschließend wurde die 

PVDF- Membran zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für 1 Std. in Blo-

cking- Puffer geschwenkt.  

Die Inkubation mit dem ersten Antikörper (Verdünnung in Blocking- Puffer) erfolgte 

über Nacht bei 4 °C oder für mindestens 1 Std. bei Raumtemperatur. Nach dem Wa-

schen der Membran für 3x 10 Min. in Waschpuffer wurde der zweite Antikörper 

(Verdünnung in Blocking- Puffer) zugegeben und mindestens 45 Min. bei Raumtem-

peratur oder über Nacht inkubiert. Die Membran wurde danach erneut 3x für je 10 

Min. in Waschpuffer gewaschen und anschließend gefärbt. 

Die Detektion erfolgte mit Hilfe der verstärkten Chemilumineszenz (ECL). Die Fär-

bereaktion erfolgte für 1 Min. in 10 ml Färbelösung (Lsg 1 + Lsg 2), wobei die Chemi-

lumineszenz- Signale der markierten Proteine mittels ECL Hyperfilm (Amersham) 

detektiert wurden. 

 

Blocking- Puffer:  5% Magermilch- Puffer 
    0,1% Tween20 
    in PBS ansetzen. 
 
Waschpuffer  NaCl   40g 
   KCl   1g 
   Na2HPO4  14,5g 
   KH2PO4  1g 
   TWEEN 20  5ml 
   Ad 5 l. 
 

Lösung 1 Lösung 2 

4,4ml H2O 4,5ml H2O 
0,5ml 1M Tris- HCl pH 8,8 0,5ml 1M Tris- HCl pH 8,8 
50µl Luminol 
(250mM Luminol, in DMSO ge-
löst, in –20°C lagern) 

3µl H2O2 

(30%, bei 4°C lagern) 

ECL- Färbelösung 

22µl Cumarsäure 
(90mM p-Cumarsäure in 
DMSO, bei –20°C lagern) 
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2.6.8) Eukaryotische Expression rekombinanter Prion- Reporter- Fusi-

onsproteine 

Zur Expression wurden die in pcDNA3 vorliegenden Fusionskonstrukte in N2a- o-

der 293- Zellen transfiziert und 72 Std. bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die anschlie-

ßende Aufarbeitung der rekombinanten Proteine wurden die Zellen mit Waschpuffer 

(Monnet et al., 2003) abgespült und 5 Min. bei maximaler Geschwindigkeit in einer 

Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 37,5 µl TNE- Puffer 

(Lorenz et al., 2001) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 2x 30 Sek. lang be-

schallt und 30 Min. lang abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde 4x PP aufge-

nommen, 10 Min. bei 95 °C inkubiert und in eine SDS- PAGE mit anschließender 

Western blot Analyse eingesetzt. 

 

Waschpuffer: 

20 mM  Tris- HCl, pH 7,5 
150 mM  NaCl. 
 

TNE- Puffer: 

150 mM  NaCl 
5 mM     EDTA 
50 mM    Tris- HCl, pH 7,5 
0,2% (w/v)  Sarkosyl. 
 

 

2.6.9) Bakterielle Expression rekombinanter Prion- EGFP- Fusionsprote-

ine 

Zur Expression wurden die rekombinanten pQE-51- Vektoren in E.coli M15 trans-

formiert. Die High- level Expression in E. coli mit pQE- Vektoren basiert auf dem T5- 

Promotor Transkriptions- Translationssystem. 

Das Promotor- Operator- Element besteht aus dem Promotor des Phagen T5, der von 

der E. coli RNA Polymerase erkannt wird und zwei lac Operon Sequenzen, die die 

Bindung des lac Repressors verstärken und die effiziente Repression des T5 Promo-

tors garantieren. Alle pQE- Plasmide enthalten das β- lactamase Gen (bla), das Ampi-

cillin- Resistenz verleiht. Zusätzlich wird in diesem System das pREP4 Plasmid benö-

tigt. pREP4 verleiht Kanamycin Resistenz und exprimiert konstitutiv das lac Repres-
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sorprotein, welches von dem lac I Gen kodiert wird. In den verwendeten Wirtszellen 

liegt pREP4 in genügend Kopien vor, um eine ausreichende Menge an lac Repres-

sorprotein zur vollständigen Blockade des Operons zur Verfügung zu haben. 

Die Expression des rekombinanten Proteins lässt sich in diesem System durch Zuga-

be von Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG) induzieren, da IPTG an das lac Repres-

sorprotein bindet und es inaktiviert. Ist der Repressor inaktiv, kann die E. coli RNA 

Polymerase die Sequenz strangabwärts des Promotors ablesen (Stüber et al., 1990). 

Der für die Transformation dieser Plasmide verwendete E. coli- Stamm M15[pREP4] 

enthält das pREP4 Plasmid bereits. 

Transformierte E.coli (M15) Bakterien wurden unter Ampicillin- (100 µg/ml) und 

Kanamycinselektion (25 µg/ml) über Nacht bei 37 oC in 100 ml geschüttelt. Am 

nächsten Tag erfolgte die 1:4 Verdünnung der Übernachtkultur mit antibiotikahalti-

gem, 37 °C- warmem LB- Medium und die Fortsetzung der Inkubation für 45 Min. 

bei 37 °C. Zur Induktion der Synthese des gewünschten Proteins wurde IPTG bis zu 

einer Endkonzentration von 0,8mM zugegeben und weitere 3- 4 Std. bei 37 oC inku-

biert.  

Nach dieser Zeit wurden je 1,5 ml beider Kulturen pelletiert, in 100 µl 4x PP aufge-

nommen, 3x 30 Sek. beschallt, 10 Min. bei 95 °C inkubiert und gelelektrophoretisch in 

einem 12,5% -igen PAA- Gel aufgetrennt. Von überprüften Bakterienkulturen wur-

den Dauerkulturen mit 30% Glycerolanteil hergestellt, die bei –70 °C gelagert wur-

den. 

Zur Aufreinigung von bakteriell exprimiertem Protein wurde das Kulturvolumen 

um den Faktor 100 vergrößert und wie oben beschrieben kultiviert. 

 

2.6.10) Virale Expression rekombinanter Prion- EGFP- Fusionsproteine 

Mit Hoch- Titer Virusstock infizierteSf9- Zellen wurden 168 Std. nach Infektion in 5 

ml/ Vertiefung Lysepuffer aufgenommen und 10 Min. bei 14 000 rpm in einer Tisch-

zentrifuge abzentrifugiert. Nach 30 Min. Inkubation auf Eis wurde der Ansatz 6x 30 

Sek. auf Eis beschallt und anschließend 30 Min. bei 15000 rpm (JA-17 Rotor) zentrifu-

giert. Der resultierende Überstand wurde direkt für die Affinitätschromatographie 

eingesetzt, das Pellet wurde in 2% n-Octyl-β-D-Glucopyranoside resuspendiert, 
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nochmals 10 Min. bei 15000 rpm (JA-17 Rotor) zentrifugiert und ebenfalls für die Af-

finitätschromatographie eingesetzt. 

 

Die Ni2+- NTA- Säule wurde nach Angaben des Hersteller (Qiagen) mit 2 ml einer 

50% -igen Ni2+- NTA- Agarose- Suspension gepackt. Nach Äquilibrieren der Säule 

mit Lysepuffer wurde das oben beschriebene Zelllysat auf die Säule aufgetragen. Die 

Säule wurde nachfolgend mit 10 ml Waschpuffer gewaschen. Die Durchfluss- und 

Waschfraktionen wurden getrennt aufgefangen und für die gelelektrophoretische 

Analyse bei 4 °C aufbewahrt. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte mit Eluti-

onspuffer. Die einzelnen Fraktionen wurden in einer SDS- PAGE auf ihre Reinheit 

und ihren Proteingehalt überprüft. Produkthaltige Fraktionen wurden bei 4 °C gegen 

PBS dialysiert.  

 

Lysepuffer:    50 mM NaH2PO4 
   300 mM NaCl 
       2 mM Imidazol 
     pH = 8,3. 

Waschpuffer:   50 mM NaH2PO4 
   300 mM  NaCl 
     30 mM Imidazol 
     pH = 8,3. 

Elutionspuffer:   50 mM NaH2PO4 

   300 mM  NaCl 
   350 mM Imidazol 
     pH = 8,4. 
 

2.6.11)  Denaturierende Aufreinigung rekombinanter Fusionsproteine ü-

ber Ni2+- NTA- Agarose 

Die mittels pQE-51- System bakteriell exprimierten Fusionsproteine wurden nachfol-

gend denaturierend über Ni2+- NTA- Agarose affinitätschromatographisch gereinigt. 

Transformierte E. coli M15 wurden 3 Std. nach Induktion pelletiert (5000 rpm, 10 

Min., 4 °C), der Überstand verworfen und das Pellet in 20 ml Puffer A resuspendiert. 

Nach Inkubation im Taumler für 1 Std. bei Raumtemperatur (Crowe & Henco, 1992) 

wurde das Bakterienlysat 3x 3 Min. beschallt, anschließend für 20 Min. gekocht und 

danach für 15 Min. bei 14 000 rpm und 4 °C (JA-17 Rotor) zentrifugiert. Der lösliche 
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Überstand wurde nachfolgend für die Affinitätschromatographie eingesetzt. Die 

Ni2+- NTA- Säule wurde nach Angaben des Hersteller (Qiagen) mit 2 ml einer 50% -

igen Ni2+- NTA- Agarose- Suspension gepackt. Nach Äquilibrieren der Säule mit 

Puffer A wurde der zuvor mit Puffer A 1:1 verdünnte Überstand auf die Säule aufge-

tragen. Die Säule wurde nachfolgend mit 10 ml Waschpuffer gewaschen. Die Durch-

fluß- und Waschfraktionen wurden getrennt aufgefangen und für die gelelektropho-

retische Analyse bei 4 °C aufbewahrt. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte in 3 

Schritten mit je 700 µl Elutionspuffer B, C, D. Die erhaltenen Fraktionen wurden bei 4 

°C gegen PBS dialysiert und in einer SDS- PAGE auf ihre Reinheit und ihren Protein-

gehalt überprüft.  

 

PBS:      8    g  NaCl 
0,2    g  KCl 
1,12  g  Na2PO4 
0,2    g  KH2PO4   
0,1    g  CaCl2  
0,1    g  MgCl2 x 6 H2O  
ad 1l AqDEST. 

Puffer A:        8   M  Harnstoff 
  0,1   M  NaH2PO4  

0,01 M  Tris pH 8. 

Waschpuffer :   8    M  Harnstoff 
0,1   M  NaH2PO4  
0,01 M  Tris pH 6,3. 

Elutionspuffer B:    8   M  Harnstoff 
0,1   M   NaH2PO4  
0,01 M  Tris pH 5,9. 

Elutionspuffer C:    8   M  Harnstoff  
0,1   M  NaH2PO4  
0,01 M  Tris pH 4,5. 

Elutionspuffer D:    6   M  GuHCl 
    0,2   M  HAc. 

Auftrag SDS- PAGE: Bakterienlysat: 8 µl 
    Überstand: 12 µl 
    Durchfluß- / Wasch- / Elutionsfraktionen: je 20 µl 
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2.6.12) Luciferaseaktivitätstest 

Eine 10 cm2 Zellkulturschale der zu untersuchenden Zellen wurde vorsichtig mit 2 

ml PBS gewaschen und mit 400 µl Lysepuffer (Cell Culture Lysis Reagent, 5x) abge-

löst. Das Lysat wurde daraufhin 2 Min. bei 13000 rpm (Tischzentrifuge) zentrifugiert 

und der Überstand entweder sofort für den Test verwendet oder bei –20 °C zum spä-

teren Gebrauch gelagert. 

Für den Test wurden 20 µl Lysat in ein Luminometer Probenröhrchen gefüllt, die In-

jektion von 100 µl Luciferinsubstrat (Luciferase Assay Reagent verdünnt mit AqDEST 

1:7) und die damit verbundene Messung von 10 Sek. erfolgte nach einer Negativrefe-

renzmessung von 2 Sek. im Luminometer automatisch. 

Die dargestellten Werte sind in relativen Lichteinheiten (RLU) angegeben. Vor jeder 

Messung erfolgte eine zusätzliche Negativreferenzmessung mit AqDEST. 

 

2.6.13) Nachweis freier Sulfhydryl (SH)- Gruppen in Proteinen 

Der Nachweis freier SH- Gruppen in Proteinen wurde mit Hilfe von 5,5'-Dithiobis-(2-

nitrobenzoesäure) erbracht. Das Reagenz wird als DTNB abgekürzt und häufig auch 

Ellman- Reagenz (G.L. Ellman, 1959) genannt und ermöglicht den quantitativen 

Nachweis freier Sulfhydryl- Gruppen. 

Das nachzuweisende Thiol reagiert mit dem Reagenz zu einem gemischten Disulfid. 

Dabei wird eine dem Thiol äquivalente Menge an 5-Thio-2-nitrobenzoat freigesetzt. 

Diese Verbindung ist intensiv gelb gefärbt und hat ein Absorptionsmaximum bei 412 

nm. DTNB spaltet keine Disulfidbrücken und ist nicht in der Lage, Proteine zu dena-

turieren. 

 

Benötigte Lösungen: 

Phosphatpuffer (0,1 M, pH 8) 1,42 g Na2HPO4 Anhydrat 
ad 100 ml AqDEST, pH 8 (mit Phosphorsäure  

  einstellen).  
DTNB- Lösung (10 mM)  39,6 mg DTNB 
     10 ml Phosphatpuffer pH 8. 

Eichlösung    0,5 mM 1,4- Dithio-DL-threitol (DTT). 

Meßansatz    Verdünnungsreihe Probe oder Eichlösung 
     + 5 µl DTNB- Lösung 
     ad 150 µl Phosphatpuffer, pH 8. 
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2.7) Virologische Methoden 

Das Gateway- System basiert auf der spezifischen Rekombination des Phagen 

Lambda und ermöglicht so den Transfer von DNA zwischen verschiedenen Vekto-

ren, ohne dass dabei die Orientierung des Gensegments oder der Leserahmen verän-

dert werden. Der Integrationsbereich des Phagen Lambda wird attP genannt, in E. co-

li heißt die Integrationsstelle attB. Die beiden att Bereiche enthalten die Erkennungs-

sequenz für die Proteine, die die Rekombination steuern (Integrase und Wirtsintegra-

tionsfaktor). Findet eine solche Integration statt, entstehen dabei zwei neue att Berei-

che, attL und attR. Diese Bereiche flankieren den Prophagen, wobei die DNA voll-

ständig erhalten bleibt. Das Gateway- System nutzt diese att- Bereiche, indem das 

gewünschte Gen in einen „Entry- Clone“ (pENTR4), der 5` und 3`der Klonie-

rungsstelle die att Bereiche attL1 und attL2 enthält. Linearisierte Baculo- DNA (Bacu-

loDirectTM C- term Linear DNA) enthält alle Sequenzinformationen, die für die Ex-

pression in Sf9- Insektenzellen benötigt werden, nämlich den starken Polyhedrin 

Promotor, die attR Stellen, das TK- Gen für negative Selektion mit Ganciclovir und 

ein C- terminales 6x- Histidin (6x HIS) Epitop. 

 

2.7.1) LR- Reaktion 

Die rekombinanten Viren wurden über spezifische Rekombination des pENTR4-

Vektors des Gateway- Systems und linearisierter Baculo- DNA generiert. Die Re-

kombinationsreaktion wird über einen Mix aus λ- Phagen und E.coli– Enzymen (Clo-

nase™- Mix) vermittelt und erfolgt zwischen spezifischen Sequenzen (att- Sequen-

zen) in der Vektor- und Baculo- DNA (Ptashne, 1992).  

Die Rekombination erfolgt in einem 15bp umfassenden homologen Kernbereich der 

att- Sequenz. Zusätzlich sind die umliegenden Sequenzen notwendig, da sie die Bin-

dungsstellen für die Rekombinationsproteine beinhalten (Landy et al., 1989). 

 

Zur Integration der Expressionskassette in die linearisierte Baculo- DNA mittels Clo-

nase- Reaktion wurde eine LR- Reaktion wie folgt nach den Angaben des Herstellers 

durchgeführt: 

Zu 100 – 300 ng pENTR® mit der gewünschten Expressionskasette und 300 ng Bacu-

loDirect™ Linear DNA wurden 4 µl Clonase™ zugesetzt und vorsichtig gemischt. 
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Die LR- Ansätze wurden über Nacht bei 25 °C inkubiert. Um die LR- Reaktion zu 

stoppen, wurden anschließend der Reaktion 2 µl Proteinase K /Ansatz zugesetzt und 

10 Min. bei 37 °C inkubiert. Die Ansätze wurden daraufhin entweder direkt für die 

Transfektion eingesetzt oder bei 4 °C gelagert. 

 

2.7.2) Transfektion in Sf9- Zellen 

Für die Transfektion von Plasmid- DNA wurde die Liposomen- vermittelte Transfek-

tion mit Cellfectin® angewandt. 

Zu 10 µl des LR- Ansatzes wurden 100 µl unsupplementiertes Medium (UM; Medi-

um ohne Zusatz von Hefelysat, Lactalbumin- Hydrolysat, FBS, Antibiotika) gegeben. 

In einem zweiten Reaktionsgefäß wurden 100 µl UM und 6 µl Cellfectin® gemischt. 

Beide Reaktionsansätze wurden gemischt, 45 Min. bei Raumtemperatur inkubiert 

und anschließend 800 µl UM zugegeben. 

1,5x106 Sf9- Zellen wurden pro Well eingesetzt und 1- 3 Std. zum Absetzen der Zel-

len inkubiert. Die Zellen wurden 2x mit je 2 ml UM vorsichtig gewaschen und an-

schließend mit dem Transfektions- Mix tropfenweise überschichtet.  

Nach 5 Std. Inkubation bei 27 °C und feuchter Atmosphäre wurde der Transfektions- 

Mix von den Zellen abgezogen, die Zellen wurden anschließend mit frischem Medi-

um (2 ml /Well) überschichtet, wobei zur Selektion noch 100 µM Ganciclovir einge-

setzt wurde. 

 

2.7.3) Herstellung eines Hoch- Titer Virus- Stockes 

Die erhaltenen rekombinanten Viren wurden über mehrere Passagen auf Sf9- Zellen 

unter Selektionsdruck mit Ganciclovir zu einem hochtitrigen Virusstock vermehrt.  

 

2.8) Konversionstest 

2.8.1) Herstellung von Gehirnhomogenaten 

Infektiöses Gehirnhomogenat wurde für alle Konversionstests als Quelle für PrPSc 

verwendet. In den PMCA- Versuchen (siehe 2.8.5) wurde sowohl infektiöses Gehirn-

homogenat als Quelle für PrPSc benötigt, als auch normales Gehirnhomogenat (von 

nicht- infizierten Tieren). Das normale Gehirnhomogenat dient in der PMCA als Sub-
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strat für die zyklische Amplifikation von PrPSc aus PrPC. Für die modifizierte PMCA, 

mit der rekombinantes PrP- Fusionsprotein konvertiert werden sollte, wurde Ge-

hirnhomogenat von gesunden PrP0/0- Mäusen verwendet. 

Frisch entnommenes Gehirn wurde einmal mit 4°C kaltem PBS gewaschen und ge-

wogen. 

Für Konversionsversuche wurde Gehirn in PBS zu 10% (w/v) in einem Fast Prep tu-

be (BIO 101) homogensisiert (bei Speed 4,5 1x 40 Sek.). 

Für PMCA- Versuche wurde Gehirn in Lösung 4 (s. 2.8.5) homogensiert. 

 

2.8.2) Aufreinigung von abnormen Fibrillen (SAF) 

Eine modifizierte Version des Protokolls von Hilmert und Diringer (1984) wird für 

ovines, bovines, murines und Hamster- Gehirnmaterial verwendet. 

Alle Zentrifugationsschritte wurden in einer Beckman TL100 benchtop Ultrazentri-

fuge mit einem 100.3 fixed angle Rotor und dickwandigen Polycarbonat- Zentrifu-

genröhrchen (Beckman quick seal ½ x 1- ¼ in.) durchgeführt. 

 

Benötigte Lösungen: 

Lösung A   10 g N-Lauroylsarcosin, Natriumsalz 
(Homogenisierung)  in 100 ml AqDEST 
    pH auf 7,4 mit 1 M NaH2PO4 einstellen. 
    Lagerung bei 4°C. 

Lösung B   10 g NaCl 
(Hochsalz- Lösung)  1 g N-Lauroylsarcosin, Natriumsalz 
    in 100 ml AqDEST 

    pH auf 7,2 mit 1 M NaH2PO4 oder mit 0,1 M NaOH  
    einstellen. 
    Lagerung bei 4°C. 

Lösung C   1 mg Proteinase K 
(Proteinase K)  in 100 ml 0,01 M TrisHCl   
    Lagerung in 1,5 ml Portionen bei –70°C. 

 

1 g Gehirn wurde entweder mit einem Mörser in einem Glasgefäß in 2,5 ml Lösung 

A homogenisiert, oder es wurde bereits homogenisiertes Gehirn (in PBS) verwendet. 

Das Homogenat wurde 30 Min. bei RT inkubiert, dann bei 22 000g (20 000 rpm) und 

4°C für 10 Min. zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Zentrifugenröhr-
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chen gegeben, mit Lösung A aufgefüllt und vorsichtig gemischt. Es wurde für 20 

Min. bei 540 000g (100 000 rpm) und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 

2,5 ml Lösung B resuspendiert und für 25 Min. bei 540 000g (100 000 rpm) und 4 °C 

zentrifugiert. Das Pellet wurde jetzt in 1,5 ml Lösung C resuspendiert und 1 Std. bei 

37 °C mit einem Teflon beschichteten Magnetrührer inkubiert. Anschließend wurde 

die Lösung 10 Min. bei 22 000g (20 000 rpm) und 4 °C in einem Eppendorf- Reakti-

onsgefäß abzentrifugiert. Es gibt Adaptoren für diese Gefäße für den Beckman 100.3 

Rotor. Das erhaltene Pellet wurde in 50 µl AqDEST resuspendiert. 

 

2.8.3) In vitro- Konversion 

Um die Konvertierbarkeit des bakteriell exprimierten, rekombinanten Prionproteins 

unter zellfreien Bedingungen zu testen, wurden zuerst die Disulfidbrücken (Jackson 

et al., 1999) des unter denaturierenden Bedingungen über Ni2+- NTA- Agarose aufge-

reinigten, rekombinanten Prionproteins mit 1 µM CuSO4 in Gegenwart von gelöstem, 

atmosphärischem Sauerstoff reoxidiert, indem der Ansatz 16 Std. bei RT stark ge-

schüttelt wurde. Anschließend wurde eine Vakuum- Dialyse gegen Natriumacetat, 

pH 5,5, über Nacht durchgeführt. Das so behandelte Protein wurde in Konversion-

puffer resuspendiert. 

Die eigentliche Konversionsreaktion erfolgte nach Protokoll der modifizierten PMCA 

(siehe 2.8.5). 

 

 

2.8.4) Proteinase K- Verdau 

Der zu testende Teil des Ansatzes wurde mit der gleichen Menge an 2x PK- Puffer 

versetzt. Die eine Hälfte des Ansatzes wurde mit Proteinase K mit einer Endkonzent-

ration 80 µg/ml (Verdau von Hamsterprionprotein) bzw. 14,6 µg/ml (Verdau von 

Mausprionprotein) versetzt und verdaut. Der anderen Hälfte wurde als Kontrolle 

anstelle von Proteinase K die gleiche Menge von 10 mM Tris/HCl pH 7,4 beigefügt. 

Die Ansätze wurden entsprechend der Probe für 30 (Verdau von Mausprionprotein) 

bzw. 60 Min. (Verdau von Hamsterprionprotein) bei 37 °C inkubiert und anschlie-

ßend für die Western blot Analyse weiterverarbeitet. 
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Modifizierte PMCA- Ansätze wurden teils mit 29 µg/ml Proteinase K für 30 / 45 Min. 

bei 37 °C verdaut. 

 

2.8.5) In vitro Konversion mit modifizierter PMCA 

Saborio et al. publizierten 2001 eine Methode zur schnellen und effizienten Konver-

sion von PrPC in PrPSc, die sie PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification) 

nannten: Man nimmt 10% -iges Gehirnhomogenat eines an Scrapie erkrankten 

Hamsters (HHSc) und gibt einen Überschuß 10% -iges Gehirnhomogenat eines ge-

sunden Hamsters (HHC) hinzu. Nach einer Stunde Inkubationszeit (37 °C, 450 rpm 

im Thermomixer) wird die Suspension beschallt. Durch das Beschallen sollen die neu 

gewachsenen PrPSc- Aggregate in kleinere Einheiten zerbrochen werden, die dann 

wiederum im nächsten PMCA- Zyklus weiteres PrPSc- Wachstum initiieren können. 

Das HHSc  dient als Template für die Konversion, HHC ist das Substrat und unbe-

kannte Faktoren im Gehirnhomogenat katalysieren vermutlich die Reaktion. 

Diese Methode wurde zur Konversion der rekombinanten Fusionsproteine wie folgt 

modifiziert: 

da als Substrat das rekombinante Fusionsprotein dienen sollte, aber die nicht be-

kannten Katalyse- Faktoren aus Gehirnhomogenat mit im Ansatz sein sollten, wurde 

25% -iges HH von Prp0/0- Mäusen verwendet. Das 25% -ige HH0/0 wurde im Ansatz 

auf eine Endkonzentration von 10% verdünnt, muHHSc wurde in einer Endkonzent-

ration von 1:100 als Template zugegeben, variable Mengen an rekombinantem Fusi-

onsprotein und Konversionspuffer. 

 

Standardansatz:    60 µl 25% HH0/0 
   1,5 µl 10% HHSc 
   40– 88,5 µl rekombinantes Prionprotein 
   ad 150 µl Konversionspuffer. 

 
Nach 3 Std. Inkubation bei 37 °C und 550 rpm im Thermomixer wurde der Ansatz 

zum ersten Mal für 2x 1 Sek. mit 20W/Sek. beschallt. An Tag 1 folgten zwei weitere 3 

stündige Inkubations- Schall- Zyklen, dann wurde über Nacht im Thermomixer in-

kubiert und am nächsten Tag stündlich bis zu 8x beschallt. Um die Amplifikation 

von rekombinanten Prionprotein weiter voran zutreiben, wurden 10 – 20 µl ent-
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nommen und in einen frischen PMCA- Ansatz ohne infektiöses Gehirnhomogenat 

gegeben. Ein solcher PMCA- 2 Ansatz wurde wie oben beschrieben behandelt. 

Anschließend wurde 1/3 des Ansatzes direkt mit Aceton gefällt, die restlichen 2/3 

wurden mit 29 µg/ml Proteinase K für 30 Min. bei 37 °C verdaut und dann mit Ace-

ton über Nacht gefällt.  

Die so behandelten Proben wurden anschließend auf ein SDS- PAGE aufgetragen 

und je nach Herkunft des rekombinanten Prionproteins wurde entweder ein Western 

blot oder eine Radioimmunpräzipitation durchgeführt. 

 

Lösung 1: Phosphate buffered saline (PBS) 

NaCl  8 g 
KCl  0,2 g 
Na2HPO4 1,44 g 
KH2PO4 0,24 g 
AqDEST  900 ml 
pH auf 7,4 einstellen 
Mit AqDEST auf 1 l auffüllen. 

Lösung 2: NaCl 5 M 

NaCl   58,44 g 
Mit AqDEST auf 200 ml auffüllen. 

Lösung 3: Complete Protease Inhibitor Cocktail 

1 Tablette Complete Protease Inhibitor Cocktail 
in 1 ml AqDEST lösen. 
Lagerung bei -20°C. 

Lösung 4: Konversionspuffer     1 ml: 

PBS 1x (Lsg.1)        952 µl 
NaCl 5 M (Lsg.2)        30 µl 
Triton X-100         10 µl 
EDTA 0,5 M (pH= 8,0)       8 µl 
Complete Protease Inhibitor Cocktail      20 µl /Stock 
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