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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren
fur den Nachweis oder zur Isolierung von Prionprote-
inen unter Verwendung von spezifisch an diese Pro-
teine bindenden Chaperonen. Die Erfindung betrifft
aullerdem ein Verfahren zur in-vitro-Diagnose einer
Ubertragbaren spongiformen Encephalopathie und
Arzneimittel vorzugsweise fur die Pravention oder die
Behandlung dieser Erkrankung.

[0002] Ubertragbare spongiforme Encephalopathi-
en (TSEs) sind neurodegenerative Erkrankungen,
wie Scrapie bei Schafen, bovine spongiforme Ence-
phalopathie (BSE) bei Rindern und die Creutz-
feldt-Jakob Krankheit (CJD) beim Menschen (34).
Aus infizierten Gehirnen stammende infektidse Pra-
parationen sind sowohl gegen ultravioletter und ioni-
sierender Bestrahlung, als auch gegentber anderen,
Nukleinsauren inaktivierenden Verfahren resistent,
was darauf hindeutet, dass Nukleinsauren fir die In-
fektiositat nicht erforderlich sein moégen. Die Reini-
gung von infektidsen Gehirnpraparationen zeigte die
Anwesenheit eines fir die Infektiositat bendtigten
Proteins (36). Diese experimentellen Beobachtungen
fuhrten zur ,nur Protein" Hypothese, die vorschlagt,
dass proteinartige infektiose Partikel (,Prionen") fur
die Ubertragung von TSEs verantwortlich sind (3, 4,
36). Prionen bestehen hauptsachlich aus einem als
PrPs° (Prionprotein, ,Sc" fur Scrapie) bezeichneten,
Protease resistenten Protein, einer posttranslational
modifizierten Form des Proteinase K-sensitiven, vom
Wirt codierten PrP° (,c" fiir cellular) (8, 9, 11, 34). Bei-
de Isoformen teilen die gleiche Aminosauresequenz,
aber unterscheiden sich in ihrer Sekundarstruktur
(31, 42). Kreisformige Zweifarben (CD)- und Fourier
Infrarot-Umwandlungs (FTIR)-Spektroskopie zeigten
einen signifikant héheren B-Faltblatt Gehalt fiir PrPS°
im Vergleich zu einem hohen a-Helix Gehalt in PrP°
(17, 31, 38). Strukturvorhersagen von PrP° fiihrten zu
einem Modell, dass vier Doméanen zwischen den
Aminosaureresten 109 bis 122, 129 bis 141, 178 bis
191 und 202 bis 218 a-Helices bilden (24). Es wurde
angenommen, dass die Prionvermehrung die Um-
wandlung der a-helikalen Doméanen in PrP¢ in 3-Falt-
blatter in PrPS¢ umfasst (26, 30, 31). Die in vitro Um-
wandlung von PrP®in PrPS® wurde unter Verwendung
einer Proteinase K-Resistenz-Untersuchung gezeigt
(28). Kirzlich wurde ein modifiziertes Modell vorge-
schlagen, demzufolge PrP° teilweise entfaltet und der
Flhrung eines oligomeren PrP%® Keimes in PrPS°
rickgefaltet werden muss (29). Dieses Modell liefert
Erklarungen fir die Spezies-Barrieren bei Scrapie
(27) und die Stamme-spezifischen Eigenschaften von
Prionen (7). AulRerdem flhrten Experimente unter
der Verwendung von transgenen Mausen zu dem
Vorschlag, dass die Prionvermehrung ein Spezi-
es-spezifisches, als ,Protein X" bezeichnetes Makro-
molekul erfordert (43).

[0003] Bisher existiert kein beschriebenes Verfah-
ren, das den einfachen Nachweis oder die Isolierung

von naturlichen Prionproteinen ermdglicht. Die auf
dem Fachgebiet beschriebene Isolierung von PrP°
(31) ist zeitaufwendig, nicht wirkungsvoll und liefert
nur minimale Proteinmengen. Die auf dem Fachge-
biet beschriebene Isolierung von PrP¢ (31, 35, 64} ist
ebenfalls zeitaufwendig und ineffektiv und die Rein-
heit von PrP*¢ ist spekulativ. AuRerdem ist es bislang
nicht moglich, zwischen der cellularen Isoform PrP°
und der Isoform PrP%¢ oder PrP27-30 zu unterschei-
den, was eine Vorbedingung fur die Entwicklung ei-
ner einfachen und verlasslichen Untersuchung fiir die
Diagnose einer Ubertragbaren spongiformen Ence-
phalopathie ist.
[0004] Tatzelt et al., PNAS USA 92 (1995),
2944-2984, untersucht Proteine, die bei der Um-
wandlung des celluldren Prionproteins (PrP°) in die
Scrapie-Isoform (PrP%°) bezeichnend sein kdnnten.
Es wurde gefunden, dass in Scrapie-infizierten N2a
Zellen die Expression und die subcellulare Translo-
kation von spezifischen Hitze-Schock-Proteinen ver-
andert waren. Das Dokument offenbart jedoch nicht,
dass Chaperone, wie die Hitze-Schock-Proteine,
spezifisch an Prionproteine binden und deshalb ver-
wendet werden kénnen, um Prionproteine nachzu-
weisen oder zu isolieren.
[0005] Das der vorliegenden Erfindung zugrunde
liegende technische Problem ist deshalb ein einfa-
ches Verfahren fir die effektive Isolierung von Prion-
proteinen und den Nachweis dieser Proteine bereit
zu stellen, vorzugsweise in einer An und Weise, die
eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Isofor-
men von PrP erlaubt.
[0006] Die Loésung dieses technischen Problems
wird durch die Bereitstellung der in den Anspriichen
beschriebenen Ausfuhrungsformen erreicht.
[0007] Die vorliegende Erfindung betrifft deshalb ein
Verfahren zum Nachweis eines Prionproteins, umfas-
send die Schritte:

a) Inkontaktbringen einer Probe, die vermutlich

ein Prionprotein enthalt, mit einem Chaperon, das

ein Prionprotein spezifisch binden kann; und

b) Bestimmen, ob ein Prionprotein an das Chape-

ron bindet.

[0008] AufRerdem betrifft die vorliegende Erfindung
ein Verfahren zur Isolierung eines Prionproteins, um-
fassend die Schritte:
a) Inkontaktbringen einer Probe, die ein Prionpro-
tein enthalt, mit einem Chaperon, das ein Prion-
protein spezifisch binden kann; und
b) Isolieren des an das Chaperon gebundenen
Proteins von dem Chaperon.

[0009] Bei der Durchfiihrung von Experimenten, um
Proteine zu identifizieren, die fahig sind mit PrP° zu
interagieren, wurde Uberraschend gefunden, dass
Chaperone fahig sind, spezifisch an Prionproteine zu
binden. Die Spezifitit der beobachteten in vivo
Wechselwirkungen wurde durch in vitro-Bindungs-
studien unter der Verwendung von rekombinanten
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Prionproteinen bestétigt. Die Kartierung der Stelle
der Wechselwirkung zwischen den molekularen Cha-
perone und PrP° wurde unter der Verwendung von re-
kombinaten Prion-GST-Fusionspeptiden durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse zeigen, dass ein GST-PrP°®Fu-
sionsprotein spezifisch an Hsp60 sowohl in einer S.
cerevisiae Umgebung, als auch in vitro bindet. Die
Hsp60 Familie ist eine der am besten charakterisier-
ten Mitglieder der molekularen Chaperone, die das
ATP-abhangige Falten von Polypeptid-Ketten vermit-
teln (13, 18, 22, 23) und die unter Prokaryonten und
Saugetieren weit verbreitet und konserviert sind.
Vom menschlichen Hsp60 (544 Aminosauren) wird
vorgeschlagen, dass es tetradekamere Komplexe in
vivo bildet, wie sich in der kristallinen Struktur des
prokaryotischen homologen Teils GroEL zeigt (10).
Die durch eine zwei-Hybrid-Uberpriifung in S. cerevi-
siae isolierten cDNAs (15, 19, 21), codieren N-termi-
nal verkirzte Proteine von 399, 317 und 246 Amino-
sauren Lange, die mindestens zum Teil die apikale
Domane des Hsp60 Monomers umfassen. Diese api-
kale Domane enthalt mehrere Aminosaurereste, die
spezifisch im Fall von GroEL die Peptidbindung ver-
mitteln (14). Die Spezifitdt der PrP°/Hsp60-Wechsel-
wirkung in vivo wurde sowohl durch die Verwendung
der ,falschen Lockmittel (bait)" LexA-Bicoid und Le-
xA-NFI/CTF2, als auch durch authentisches LexA
und LexA-GST bekraftigt. Die Wechselwirkung wurde
in vitro sowohl durch die Verwendung von rekombi-
nantem GST-PrP° und rekombinantem Hsp60 voller
Lange, als auch GroEL bekraftigt. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die PrP°/Hsp60-Wechselwirkung keine
zusatzlichen Faktoren einbezieht und dass daher
Chaperone fur den Nachweis und die Isolierung von
Prionproteinen verwendet werden kénnen. Das re-
kombinante rPrP27-30 (47) stellt die Proteinase
K-sensitive Isoform des Proteinase K-resistenten,
aus  Scrapie-Praparationen  isolierten, Kerns
PrP27-30 dar. Die Ergebnisse der in vitro Wechsel-
wirkung zwischen rPrP27-30 und Hsp60 enthdillen,
dass die Kernregion von PrP (Aminosauren 90 bis
231) ausreichend fir die Bindung an Hsp60 ist.

[0010] Die Identifizierung der Stelle der Wechselwir-
kung zwischen Aminosaure 180 und Aminosaure 210
durch die Kartierung von PrP°-Peptiden zeigte, dass
die Bindung von Hsp60 an PrP° sich innerhalb eines
hoch konservierten Bereichs des Prionproteins, der
die Aminosauren 180, 198, 200 und 210 enthalt, er-
eignet. Mutationen dieser Reste mendeln mit ererb-
ten Prionerkrankungen im Menschen (33). AuBer-
dem enthadlt das Chaperon-bindende Fragment
GST::P180-210 zumindest teilweise die zwei mut-
mallichen a-helikalen Domanen H3 (Aminosauren
178 bis 191) und H4 (Aminosauren 202 bis 218) (24).
Die Umwandlung von a-helikalen Bereichen in B-Falt-
blatter von PrP wurde als verantwortlich fur die
PrP°-Bildung erachtet. Es gibt mehrere Méglichkei-
ten, die auf eine mogliche physiologische Bedeutung
der Hsp60/PrP-Wechselwirkung schlief3en lassen. (i)
Hsp60 kénnte an der Verbreitung von PrP%° beteiligt

sein, wie fur die Wechselwirkung des Prion-ahnli-
chem Faktors [psi*] von Hefe mit dem molekularen
Chaperan Hsp104 gezeigt werden ist (12, 50). Basie-
rend auf Untersuchungen mit transgenen Mausen
wurde kirzlich vermutet, dass ein Spezies-spezifi-
sches, als ,Protein X" bezeichnetes Makromolekil an
der Prionbildung beteiligt ist (43). Von Protein X wur-
de vorgeschlagen, als ein molekulares Chaperon zu
fungieren, das die Umwandlung von PrP-Isoformen
erleichtert. Dieser unbekannte Faktor X" kénnte tat-
sachlich Hsp60 sein. (ii) Alternativ kdnnte Hsp60 die
Anh&ufung von PrP° zu PrPS°-Amyloiden z. B. durch
das Abfangen von falsch gefalteten Formen von PrP°
verhindern.

[0011] Neuere Daten legen nahe, dass sogenannte
»chemische Chaperone" wie Glyzerin, Trimethylamin
N-Oxid (TMAO) und Dimethylsulfoxid (DMSO) die
PrP%¢-Bildung durch Stabilisierung der a-helikalen
Umwandlung von PrP° beeintrachtigen (67).

[0012] Der Nachweis oder die Isolierung von Prion-
proteinen durch die Verfahren der Erfindung betrifft
rekombinant hergestellte Prionproteine oder Prion-
proteine aus natlrlichen Quellen. Prionproteine kén-
nen aus natlrlichen Quellen z. B. durch das in (31,
64) beschriebene Verfahren extrahiert werden; an-
fassend das Suspendieren von Gewebe in Sukrose,
das Homogenisieren und die Klarung durch Zentrifu-
gation.

[0013] Das Inkontaktbringen einer Probe, die ver-
mutlich ein Prionprotein enthalt, mit einem Chaperon,
das ein Prionprotein spezifisch binden kann, kann
nach bekannten Verfahren durchgefihrt werden, z.
B. mit dem in L&sung befindlichen oder z. B. auf einer
Matrix wie einem Gel oder einem Chromatogra-
phie-Harz, immobilisierten Chaperon (66).

[0014] Das Inkontaktbringen der Probe mit dem
Chaperon, das ein Prionprotein spezifisch binden
kann, kann auch wie in den nachstehenden Beispie-
len beschrieben durchgefiihrt werden.

[0015] Geeignete Chaperone, die spezifisch an Pri-
onproteine binden, kénnen unter anderem durch den
Fachmann durch die Untersuchung der Bindung ei-
nes besonderen Chaperons an Prionproteine, wie in
den nachstehend Beispielen beschrieben, bestimmt
werden.

[0016] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des
Verfahrens der Erfindung, wir ein Fragment, Analog
oder Derivat dieses Chaperons verwendet, dass
noch fahig ist, an das Prionprotein zu binden.

[0017] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Begriff
,Derivat" auf solche Abkémmlinge, die von den funk-
tionellen Gruppen, die an Seitenketten an den Res-
ten oder den N- oder C-terminalen Gruppen vorkam-
men, durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren
hergestellt werden kénnen.

[0018] Der Begriff ,Fragment" betrifft jedes Frag-
ment des Chaperons, das noch die Fahigkeit besitzt,
mit dem Prionprotein Wechselzuwirken und solch ein
Fragment kann durch den Fachmann durch bekannte
Techniken hergestellt werden.
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[0019] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungs-
form der Erfindung, ist das in dem Verfahren zum
Nachweis und/oder der Isolierung eines Prionprote-
ins verwendete Chaperon Hsp60 oder GroEL.

[0020] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungs-
form ist das Chaperon ein rekombinates Protein, d. h.
das Chaperon wird durch rekombinante DNA-Tech-
nologie hergestellt, namlich durch die Expression ei-
ner clonierten DNA-Sequenz.

[0021] In einer noch weiter bevorzugten Ausfih-
rungsform ist das Chaperon Teil eines Fusionsprote-
ins, das neben dem Chaperon ein Protein oder vor-
zugsweise eine Proteindomane beinhaltet, die dem
Fusionsprotein eine spezifische Bindungskapazitat
verleiht. Das rekombinante Chaperon wird bevorzugt
mit Glutathion-S-Transferase fusioniert.

[0022] Jedes Prionprotein, Isoform, Fragment oder
Derivat eines solchen Prionproteins oder Gemische
von diesen Substanzen kdnnen durch das Verfahren
der Erfindung nachgewiesen oder isoliert werden, so-
lange es fahig ist, durch das Chaperon gebunden zu
werden. In einer bevorzugten Ausflihrungsform ist
das nachzuweisende oder zu isolierende Prionprote-
in das Prionprotein PrP°® und/oder eine Isoform von
PrP°. Die Prionprotein Isoform ist bevorzugt die Iso-
form PrPS® oder ein Fragment oder Derivat davon.
[0023] In einer weiter bevorzugten Ausfiihrungs-
form ist das Prionprotein die prozessierte Form
PrP°23-231, die die Aminosauren 23 bis 231 von
PrPS° enthalt und/oder die Isoform PrPS° ist das N-ter-
minal verkiirzte Derivat PrP27-30 oder ein Fragment
davon.

[0024] Wie bereits vorstehend dargestellt, kann sich
das Chaperon fiir die Bestimmung, ob ein Prionpro-
tein an ein Chaperon gebunden wurde, in Ldsung be-
finden oder mit einer festen Phase verbunden sein.
[0025] Nach Inkubation beider Teilnehmer in L6-
sung, kann die Wechselwirkung durch Co-Immuno-
prazipitation (51), gefolgt von einem Western-Blot
(44) unter Verwendung eines PrP spezifischen Anti-
korpers, wie z. B. in (20) beschrieben, einem Chape-
ron-spezifischen Antikdrper oder einem Antikorper,
der gegen eine der Markierungen gerichtet ist, d. h.
GST-Antikérper, FLAG-Antikorper, BTag-Antikorper,
Antikoérper gerichtet gegen das Calmodulin bindende
Protein, das S-Peptid, das Maltose-bindende Protein,
Oligohistidin und das grine Fluoreszenzprotein
(GFP). AuRerdem kann die Wechselwirkung z. B.
durch (i) die Verwendung von kreuzvernetzenden
Reagenzien wie Dimethylsuberimidat nachgewiesen
werden (52), (ii) durch Affinitdtschromatographie (66)
durch Zugabe des immobilisierten, gegen eine der
Markierungen gerichteten Liganden, der mit einem
der beiden Partner fusioniert ist (kreuzweise Wech-
selwirkungen); oder (iii) durch die Analyse des Kom-
plexes durch ein nicht denaturierendes Polyacryla-
mid-Gel (53) oder durch GréRen-Ausschluf3-Chroma-
tographie, meist HPLC/FPLC (54).

[0026] In einer bevorzugten Aufihrungsform, liegt
das Chaperon in Lésung vor und ist nachweisbar

markiert. Der Fachmann wird geeignete Markierun-
gen kennen oder wird in der Lage sein, solche Mar-
kierungen unter der Verwendung von Routineexperi-
menten zu ermitteln. Vorzugsweise ist die nachweis-
bare Markierung aus einem Radioisotop, einer fluo-
reszierenden Verbindung, einem kolloidalen Metall,
einer Chemolumineszenzverbindung, einer Biolumi-
neszenzverbindung, einer phosphoresierenden Ver-
bindung oder einem Enzym ausgewahlt.

[0027] Alternativ ist das Chaperon flir den Nachweis
und/oder die Isolierung eines Prionproteins an eine
feste Phase gebunden. Geeignete Stoffe sind dem
Fachmann bekannt und schlieRen z. B. ein Gel oder
ein Harz (Sepharose, Agarose, Nitrocellulose, Dyna-
beads, Polystyrol etc.) ein.

[0028] In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die
feste Phase eine Glutathion enthaltende Matrix, wie
Glutathion-Sepharose. Die Proteindomane, die fir
das Binden des Chaperons an eine Matrix verwendet
wird, kann auch ein Oligohistidin (55), Calmodulin
bindendes Peptid (CBP) (56), S-Peptid (Ribonukle-
ase A) (57), FLAG (58), grun fluoreszierendes Prote-
in (GFP; 65), BTag (59) oder Maltose-bindendes-Pro-
tein (MBP; 61) sein. Das markierte Chaperon kann an
Glutathion, IMAC-Ni?*, Calmodulin, S-Protein 104 As
(57), Anti-FLAG-Antikérper, Anti GFP-Antikorper,
BTag-Antikorper (59) oder Maltose (60) immobilisiert
werden.

[0029] Alterativ kann das Koppeln des Chaperons
selbst durch ein Fusionsprotein mittels Thiol-Grup-
pen nicht oxidierter Cysteine oder, im anderen Falle
mittels freiem Lysin oder a-Aminogruppen an Cyan-
bromid-Agarose oder a-Hydroxy-Succinimid aktivier-
ter Agarose durchgefiihrt werden (63).

[0030] Hinsichtlich der Wechselwirkung des Prion-
proteins mit Chaperonen, wobei eine der Verbindun-
gen immobilisiert ist, kann die Wechselwirkung durch
IASYS (FISONS) bestimmt werden. Protein-Prote-
in-Wechselwirkungen konnen durch Biosensoren
nachgewiesen und gemessen werden, die den ver-
schwindenden Bereich von biomolekularer Masse
der Probe und Konzentration nahe der Probenober-
flache verwenden. Alternativ kann solch eine Wech-
selwirkung durch Western-Blot/Affinitats Blot (62) be-
stimmt werden: das Prionprotein, entweder markiert,
oder nicht markiert, wird auf eine Membran wie Nitro-
cellulose oder PVDF ubertragen. Der andere Wech-
selwirkungspartner, entweder das markierte/nicht
markierte Prionprotein oder das markierte/nicht mar-
kierte Chaperon in L6sung, wird mit der Protein-asso-
ziierten Membran inkubiert. Die Wechselwirkung wird
durch Zugabe eines gegen das Protein selbst in Lo-
sung oder gegen das mit dem Protein fusionierten
Marker gerichteten Antikdrpers bekraftigt (62).
[0031] In einer noch weiter bevorzugten Ausfih-
rungsform des Verfahrens der Erfindung fiir die Iso-
lierung von Prionproteinen, ist das Chaperon Teil ei-
ner Matrix, die innerhalb einer Affinitdtschromatogra-
phie-Saule (63, 66) und Schritts (b) enthalten istin ei-
ner Weise modifiziert ist, dass
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i) die Probe, die vermutlich das Prionprotein ent-
halt durch die Saule geleitet wird,

ii) das Prionprotein nach dem Waschen von der
Saule wahlweise durch eine Anderung des
pH-Wertes oder der lonenstarke eluiert und ge-
sammelt wird; und

iii) das gesammelte Prionprotein wahlweise weiter
gereinigt wird.

[0032] Durch diese Art der Affinitatschromatogra-
phie, die z. B. in (55, 63, 66) beschrieben ist, werden
in der Prionprotein-Pragaration enthaltene Unreinhei-
ten durch die Saule geleitet. Das (die) Prionprotein(e)
wird durch das Chaperon an die Saule gebunden
werden. Geeignete Bedingungen, die das spezifi-
sche Binden des Prionproteins an die Saule erlauben
und flr das Eluieren des Prionproteins von dem Gel
kdnnen durch den Fachmann bestimmt werden und
werden z. B. in (47, 48) beschrieben.

[0033] In einer alternativen Ausfiihrungsform wird
die Isolierung des Prionproteins als Mengenverfah-
ren gemal Standardverfahren oder z. B. unter Ver-
wendung einer modifizierten Version des in den Bei-
spielen nachstehend beschriebenen Verfahrens
durchgefiihrt, worin statt des Prionproteins das Cha-
peron an Glutathion-Sepharose Beads befestigt ist,
z. B. Glutathion-Sepharose 4B Beads.

[0034] Gemal dem Verfahren der Erfindung isolier-
te und gereinigte Prionproteine kénnen z. B. als Im-
munogen zur Hervorrufung von Antikdrpern, als akti-
ver Bestandteil von Arzneimitteln oder fir die Ent-
wicklung von diagnostischen Tests, wie ELISA ver-
wendet werden.

[0035] Die Probe kann aus verschiedenen Organen
erhalten werden, vorzugsweise aus Gewebe, z. B.
Gehirn, Darm, GroBhirnrinde, Dura mater, Purkin-
je-Zellen, Lymphknoten, Nervenzeilen, Milz, Man-
deln, Muskelzellen, Plazenta, Pankreas-Augen, Ri-
ckenmark oder Peyersche Plaques oder aus einer
Koérperflissigkeit, vorzugsweise aus Blut, Spinalflis-
sigleit, Samen oder Milch.

[0036] Wie aus den Ergebnissen, die in Beispiel 6
vorgelegt werden offensichtlich ist, ist die Bindung
des Chaperons GroEl an rPr27-30 starker, verglichen
zu PrP° (vgl. Spur 3 von Fig. 2B versus Spur 2 von
Fig. 2C). Diese Ergebnisse wurden durch weitere Tit-
rationsversuche mit GroEl und Hsp60 (Daten nicht
gezeigt) bekraftigt. Daher erlaubt die Bestimmung
der Bindungsstarke eines Chaperons mit dem Prion-
protein in einer Prabe durch deren Vergleich mit der
Bindungsstarke des gleichen Chaperons mit PrPS°
(oder rPrP27-30) und PrP°-Standards die Ermittlung,
ob ein Prionprotein, das auf eine Gbertragbare spon-
giforme Enzephalopathie (TSE) hinweist, in einer
Probe enthalten ist.

[0037] Folglich betrifft eine weitere bevorzugte Aus-
fuhrungsform der Erfindung ein Verfahren fur die
in-vitro-Diagnostik einer Ubertragbaren spongiformen
Enzephalopathie, worin Schritt (b) in einer Art und
Weise modifiziert ist, dass die Unterschiede in der

Bindung des Chaperons an PrP° und an die Isoform
von PrP°, beziehungsweise bevorzugt PrPS® verwen-
det werden, um zu bestimmen, ob eine Isoform von
PrP¢ in der Probe vorliegt oder nicht.

[0038] Die vorliegende Erfindung stellt dariiber hin-
aus einen Komplex des Chaperons und eines Prion-
proteis bereit.

[0039] Seit von z. B. Chaperonen, wie Hsp60 ange-
nommen wurde, dass sie fahig sind, die Aggregation
von PrP° an PrP%¢ zu verhindern, kdnnte es méglich
sein, die Umwandlung von der Isoform PrP€in die Pri-
on-assoziierte Isoform PrP°¢ durch die Verabreichung
solcher Chaperone, die spezifisch Prionproteine bin-
den, zu blockieren und so eine Ubertragbare spongi-
forme Enzephalopathie zu verhindern oder zu behan-
deln.

[0040] Andererseits konnte es moglich sein, dass
Chaperons an der Umwandlung von PrP°in PrP* be-
teiligt sind. Deshalb kénnte die Blockierung solch ei-
ner Umwandlung durch die Verabreichung von Agen-
zien, die spezifisch solche Chaperons inaktivieren,
die spezifisch mit Prionproteinen Wechselwirken,
ebenfalls hilfreich fir die Behandlung oder die Pra-
vention von Ubertragbaren spongiformen Enzephalo-
pathien sein. Solche Substanzen kénnen vom Fach-
mann durch Routine-Experimente ausgewahlt wer-
den und schlief3en Liganden ein, die an das Chape-
ron binden und somit die Wechselwirkung des Cha-
perons mit dem Prionprotein verhindern. Beispiele
solcher Liganden sind Antikérper, bevorzugt mono-
clonale Antikérper oder ein Fragment eines Proteins
mit einer Domane, die fiir die Bindung an das Chape-
ron verantwortlich ist, z. B. eine Fragment von PrP¢,
das die Aminosduren 180 bis 210 enthalt.

[0041] Folglich betrifft die vorliegende Erfindung die
Verwendung eines Chaperons, wie oben definiert,
oder einer Substanz, die dieses Chaperon inaktiviert,
bevorzugt einen Antikérper, wobei ein monoclonaler
Antikdrper sogar mehr bevorzugt wird, fir die Prapa-
ration eines Medikamentes fur die Pravention oder
die Behandlung von Ubertragbarer spongiformer En-
zephalopathie.

[0042] In einer bevorzugten Anwendung handelt es
sich bei dieser Ubertragbaren spongiformen Enze-
phalopathie um Scrapie, bovine spongiforme Enze-
phalopathie (BSE), Creutzfeldt-Jacob-Erkrankung
(CJD), Gerstmann-Strauf3ler-Scheinker-Syndrom
(GSS), Kuru, fatale familiare Insomnie (FFI) oder
Ubertragbare Mink-Encephalopatie (TME).

Fig. 1: Identifizierung der PrP°23-231/Hsp64-Wech-
selwirkung unter Verwendung des zwei-Hybrid-Sys-
tems.

[0043] Zwei verschiedene Phanotypen bekraftigen
diese Wechselwirkung. Hefezellen, die das Repor-
ter-Plasmid pSH18-34 enthalten, wurden mit dem
das pJG4-5 Plasmid tragenden, Hsp60 (Aminosau-
ren 146-544) codierenden c-DNA-Clon und den Ko6-
der-Plasmiden pSH2-1 (Reihe 1), pSH2-1-GST (Rei-
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he 2), pSH2-1-GST-PrP° (Reihe 3),
pSH2-1-NFI/CTF2 (Reihe 4) (49), pEG202-Bicoid
(Reihe 5) (21) und pSH2-1-PrP°-GST (Reihe 6) co-
transformiert. Je fiinf Transformanten wurden in TE
resuspendiert, auf Galaktoseplatten, denen entweder
X-Gal (A) zugesetzt war oder die Leucin-defizent wa-
ren (B) und bei 30°C fir 5 Tage inkubiert.

Fig. 2: Immunoblot-Analyse von ,pull-down"-Unter-
suchungen, um die in vitro Wechselwirkung von
Hsp60 und GroEL in der Anwesenheit von mit GST
fusioniertem PrP zu zeigen.

[0044] Die Zahlen auf der linken Seite geben die
Grole in kDa an. (A) rekombinantes GST (1 mg), so-
wohl GST-rPrP27-30 (2 mg), als auch GST-PrP° (2
mg), an Glutathion-Sepharose immobilisiert, wurden
mit 10 mg Hsp60 inkubiert. Nach Zentrifugation wur-
den die Beads gewaschen und in Probenpuffer re-
suspendiert. Je 4 ml GST-PrP°® (Spur 2), sowohl
GST-rPrP27-30 (Spur 3) und GST (Spur 4), als auch
200 ng Hsp60 als Kontrolle (Spur 1) wurden mittels
SDS-PAGE (12,5%) und Immunoblot (PVDF) unter
Verwendung eines monoclonalen Maus anti-Hsp60
Antikoérpers und Nachweis durch Chemolumineszenz
(B) analysiert. Sowohl rekombinantes GST (1 mg)
und GST-PrP° (2 mg), an Glutathion-Sepharose im-
mobilisiert, als auch Glutathion-Sepharose allein
wurden mit 25 mg GroEL inkubiert. Nach dem Wa-
schen, wurden die Beads in Probenpuffer resuspen-
diert, je 4 ml einer 1 : 1 Aufschlammung von Beads
(Spur 2), sowohl GST-PrP® (Spur 3) und GST (Spur
4), als auch 2 mg GroEL als Kontrolle (Spur 1) auf ei-
nem 12,5% SDS-Gel analysiert und auf eine
NC-Membran Ubertragen. Der Proteinnachweis wur-
de unter Verwendung eines anti-GroEL Antikorpers
und Chemolumineszenz durchgefuhrt. (C) Sowohl
rekombinantes GST (1 mg), als auch, an Glutathi-
on-Sepharose immobilisiertes GST-rPrP27-30 (2 mg)
wurden mit 25 mg GroEL inkubiert. Nach dem Wa-
schen wurden die Beads in Probenpuffer resuspen-
diert. Je 4 ml sowohl GST-rPrP27-30 (Spur 2) und
GST (Spur 3), als auch 1 mg GroEL als Kontrolle
(Spur 1) wurden durch SDS-PAGE und Immmunoblot
unter Verwendung eines anti-GroEL Antikdrpers und
Chemolumineszenz analysiert.

Fig. 3: Kartierung der Stelle der PrP®/GroEL-Wech-
selwirkung unter Verwendung von PrP¢ als Fusionen
mit GST.

[0045] Es wurden sechs Fragmente von PrP° auf
der Basis von biochemischen Vorhersagen, wie Hy-
drophilizitdt, Antigenizitat, und Sekundarstrukturen,
entworfen; sie stellen die Aminosauren 23 bis 52, die
Aminosauren 53 bis 93, die Aminosauren 90 bis 109,
die Aminosauren 129 bis 175, die Aminosauren 180
bis 210 und die Aminosauren 218 bis 231 (48) dar.
(B) Kartierungsanalyse der Stelle der
PrP/Hsp60-Wechselwirkung unter der Verwendung

der sechs GST fusionierten PrP Fragmente. Je 2 mg
der Fragmente, gebunden an Glutathion-Sepharose
wurden mit 10 mg Hsp60 inkubiert. Die Beads wur-
den gewaschen und in Probenpuffer resuspendiert.
Je 4 ml jedes Fragmentes GST::P23-52 (Spur 1),
GST::P53-93 (Spur 2), GST::P90-109 (Spur 3),
GST::P129-175 (Spur 4), GST::P218-231 (Spur 5}
und GST::P180-210 (Spur 6) wurden auf einem,
12,5% SDS-Gel analysiert und auf eine PVDF-Mem-
bran ubertragen, gefolgt von einer Entwicklung unter
Verwendung eines anti-Hsp60 Antikorpers und Che-
molumineszenz. (C) Kartierungsanalyse der Stelle
der PrP/GroEL-Wechselwirkung. 2 mg jeden an
Glutathion-Sepharose gebundenen Fragmentes wur-
den mit 10 mg GroEL inkubiert. Die Beads wurden
gewaschen und in Probenpuffer resuspendiert. 4 ml
jeden  Fragmentes GST:P23-52 (Spur 1),
GST::P53-93 (Spur 2), GST::P90-109 (Spur 3),
GST::P129-175 (Spur 4), GST::P218-231 (Spur 5)
und GST::P180-210 (Spur 6) wurden auf einem
12,5% SDS-Gel analysiert und tbertragen (PVDF),
GroEL wurde durch Chemolumineszenz unter Ver-
wendung eines anti-GroEL Antikdrpers nachgewie-
sen.

Fig. 4: Co-Expression von PLAG-markierten Hsp60
und GST-markierten Prionproteinen vom syrischen
Goldhamster im Baculovirus System

[0046] Zell-Lysate wurden auf einem 12,5% SDS
Gel analysiert. Eine Western-Blot-Analyse unter Ver-
wendung eines anti-Hsp60 Antikorpers (Sigma Kata-
log # H 4149) zeigt verminderte Spiegel von
FLAG::Hsp60 bei Co-Expression mit
GST::haPrP°23-231 (Spur 3) und GST::haPrp90-231
(Spur 4) verglichen mit FLAG::Hsp60 Expression
(Spur 1) und Co-Expression von GST-Kontrolle (Spur
2).

[0047] Die folgenden Beispiele veranschaulichen
die Erfindung:

Beispiel 1: Konstruktion von Vektoren

[0048] Konstruktion von Hefevektoren. Die Clonie-
rungsverfahren wurden wie vorher beschrieben
durchgefiihrt, es sei denn, es ist anderweitig angege-
ben (40). Die Shuttle-Vektoren pSH2-1 und pEG202,
die die Synthese von verschiedenen LexA-Hybriden
(Aminosauren 1-87 und Aminosauren 1-202) (19,
21) lenken, wurden verwendet, um die LexA Fusi-
ons-,Kdder" zu konstruieren.
i) Konstruktion von pSH2-1/pEG202-GST. Ein 666
Bp DNA-Fragment, das die Glutathion S-Transfe-
rase (GST) codiert, wurde durch PCR (39) vom
cDNA-Clon pAcSG2T::PrP°23-231 amplifiziert
(48). Das Fragment wurde in die Plasmide
pSH2-1 und pEG202 unter Verwendung der Eco-
RI/BamHI-Restriktionsstellen subcloniert und er-
gab die Vektoren pSH2-1/pEG202-GST.
i) Konstruktion von pSH2-1/pEG202-PrP°. Ein
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646 Bp DNA-Fragment, das die die Aminosauren
23 bis 231 des PrP° des syrischen Goldhamsters
codierenden Nukleotide enthalt, wurde durch
PCR von dem c-DNA-Clon pAcSG2T::PrP°23-231
amplifiziert. Die PrP°-Kassette wurde Uber Eco-
RI/BamHI-Restriktionsstellen in die Vektoren
pSH2-1 und pEG202 cloniert und lieferte
pSH2-1/pEG202-PrP°.

iii) Konstruktion von pSH-1/pEG202-GST-PrP°.
Ein 646 Bp DNA-Fragment, das die Aminosauren
23 bis 231 des PrP°-Proteins codiert, wurde durch
PCR von dem c-DNA-Clon pAcG2T::PrP°23-231
amplifiziert. Das PrP°-Fragment wurde iber Bam-
Hl/Sall-Restriktionsstellen  in  den  Vektor
pSH2-1-GST cloniert und ergab
pSH2-1-GST-PrP°. Die GST-PrP°®-Kassette wurde
aus diesem Vektor unter der Verwendung von
EcoRI- und Sall-Restriktionsstellen ausgeschnit-
ten und in pEG202 cloniert und ergab
pEG202-GST-PrP°.

iv) Konstruktion von pSH2-1-PrP°-GST. Die
PrP°23-231-Kassette wurde durch PCR von
pAcSG2T::PrP°23-231  amplifiziert und in
pSH2-1-GST Uber die EcoRI-Restriktionsstelle
cloniert und ergab pSH2-1-PrP°-GST.

Die korrekte Orientierung, Leserahmen und Se-
quenz der PCR-amplifizierten Fragmente wurde
durch Didesoxy-Sequenzierung bekraftigt. (41).

Beispiel 2: Expression des ,Koder (bait)"-Proteins Le-
xA-GST-PrP°im S. cerevisiae Stamm EGY48.

[0049] Fir ,zwei-Hybrid"-Uberpriifungen wurde ein
-Koder (bait)"-Fusionsprotein, das aus der bakteriel-
len Repressor-LexA-Bindungsdoméane (19, 21) und
dem Prionprotein PrP°23-231 (As = Aminosauren 23
bis 231, als PrP° bezeichnet) (5) des syrischen Gold-
hamsters, fusioniert mit Glutathion-S-Transferase
(GST), getestet. Wie kiirzlich berichtet, erhéht die Fu-
sion mit GST signifikant die Loslichkeit und die Stabi-
litdt von rekombinantem PrP° (47, 48). Zellen des He-
festammes EGY48 wurden mit dem Reporterplasmid
pSH18-34 und den Kdderplasmiden cotransformiert
und auf ihre innere Fahigkeit Gberprft, das Reporter-
system zu aktivieren. Das pSH-GST-PrP°®-Konstrukt
zeigte einen niedrigen Spiegel innerer Aktivierung.
Die Expression des LexA-GST-PrP°-Fusionsproteins
in S. cerevisiae wurde durch Immunoblot unter Ver-
wendung eines polyclonalen, gegen die As 95 bis 110
gerichteten anti-PrP-Antikorpers (20) bekraftigt (Da-
ten nicht gezeigt).

Beispiel 3: Identifizierung von PrP¢/Hsp60-Wechsel-
wirkung durch die zwei-Hybrid-Uberprifung.

[0050] Detaillierte Verfahren fir die Verwendung
des Hefe zwei-Hybrid-Systems wurden friher be-
schrieben (1, 6, 19, 21). Als Empfangerwirt wurde der
S cerevisiae Stamm EGY48 (MATa ura3 his3 trp1
LEUZ2::LexAop6-LEUZ2), der eine chromosomale In-

sertion von LexA-Bindungsstellen stromaufwarts des
LEU2-Genes tragt, verwendet (19, 21). Kurz gesagt
wurde der Hefestamm EGY48 mit dem Reporterplas-
mid pSH18-34, das ein LexA kontrolliertes lacZ-Gen
als zweiten Reporter enthalt, transformiert. S. cerevi-
siae Zellen wurden mit dem ,Koder (bait)"-Plasmid
und pJG-5, die eine HeLa cDNA-Bibliothek, fusioniert
an die saure B42 Transaktivierungsdoméne enthal-
ten, cotransformiert (19, 21). Die cDNA-Insertion des
pJG4-5 Plasmids wird durch einen Galaktose-indu-
zierbaren Promotor kontrolliert. Deshalb ereignet
sich die Wechselwirkung zwischen den zwei Hybri-
den nur in Anwesenheit von Galaktose. 2000 Koloni-
en, die in Abwesenheit von Leucin wachsen konnten
(erstes Reporter-Gen) wurden auf Galaktoseplatten,
denen 5-Bromo-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galaktopyra-
nosid (X-Gal) zugesetzt war, tGbertragen und auf ihre
b-Galaktosidase-Produktion Uberprift (blaue Far-
bung, zweites Reportergen).

[0051] cDNAs von 55 positiven Clonen wurden aus
5 ml S. cerevisiae Zellkulturen gewonnen. Die Zellen
wurden bei 30°C flir 2 Tage inkubiert, durch Zentrifu-
gation (3000 UpM, 10 Min. und 4°C) geerntet und ge-
waschen (1 M Sorbit, 0,1 M EDTA, pH 8,0). Nach Re-
suspension in SCE (1 M Sorbit, 0,1 M Natriumcitrat,
pH 5,8, 10 mM EDTA, 0,1 M b-Mercaptoethanol) wur-
den die Zellen mit 40 ml Lyticase (5 U/ml, Sigma) fur
1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation wur-
den die Zellen in TE-Lyse-Puffer (50 mM/HCI, pH 7,4,
1% SDS e, 20 mM EDTA, 1% SDS enthaltend) resus-
pendiert und fuir 30 Min. bei 65°C inkubiert. Das Lysat
wurde mit Phenol extrahiert, die DNA mit Ethanol pra-
zipitiert und in TE resuspendiert. Die DNA wurde in
den E. coli Stamm KC8 transformiert, der die Selekti-
on von pJG4-5 Plasmiden durch Ampizillin-Resistenz
und Komplementation seiner Tryptophan-Auxotro-
phizitat (19, 21) ermdglicht. Als Kontrollexperimente
wurden die Plasmide in EGY48 rucktransformiert und
die Transformanten auf ihre b-Galaktosidase-Pro-
duktion und ihnen Leu*-Phanotyp Uberpriift. Finf
Transformanten wurden auf entsprechende Platten
Ubertragen, fiir 5 Tage bei 30°C inkubiert und schlief3-
lich sequenziert. C-DNA-Insertionen wurden mit
dem, auf der Didesoxy-Methode basierenden T7-Se-
quenzeer-Kit (Pharmacia) sequenziert (41). Die Su-
che nach Homologien fiir die cDNA-Sequenzen wur-
den am National Center for Biotechnology Informati-
on unter Verwendung des BLAST Netzwerkservice
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Recipon/bs_seq.html)
durchgefihrt. Anndhernd 20% (entsprechend 9 cD-
NAs) codierten das Hitzeschock-Protein 60 (Hsp60).
Die isolierten Hsp60 cDNAs codieren fiir drei N-termi-
nal verkirzte Proteine verschiedener Langen, begin-
nend an Position As 146, beziehungsweise As 228
und As 298 (EMBL M34664). Alle von ihnen enthal-
ten Teile der mutmallichen Bindungsdoméane von
Hsp60 (14).
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Beispiel 4: Test auf Spezifitat der PrP¢/Hsp60-Wech-
selwirkung.

[0052] Die Spezifitat der in vivo beobachteten
Wechselwirkung zwischen PrP¢ und Hsp60 (Fig. 1,
Reihe 3) wurde durch mehrere Rickclonierungs-Ex-
perimente gezeigt. Insbesondere wurde gezeigt,
dass sowohl die inverse Fusion PrP®::GST (Fig. 1,
Reihe 6), als auch authentisches PrP°, dem GST fehlt
(Daten nicht gezeigt) stark mit Hsp60 Wechselwir-
ken. Im Gegensatz dazu zeigten sowohl LexA-GST
(Fig. 1, Reihe 2), authentisches LexA (Fig. 1, Reihe
1), als auch die zwei ,falschen Koder (bait)" Le-
xA-NFI/CTF2 (47) (Fig. 1, Reihe 4) und LexA-Bicoid
(Fig. 1, Reihe 5) keine Wechselwirkung mit Hsp60.

Beispiel 5: Rekombinantes Hsp60 bindet spezifisch
an PrP°23-231 und rPrP27-30 in vitro.

[0053] PrP°23-231 stellt die reife Form des zellula-
ren Prionproteins dar. Scrapie-Prionisolate bestehen
hauptsachlich aus dem Protease-resistenten Kern,
der 27 30 kDa grof} ist (bezeichnet als PrP27-30) (35,
42) und die Aminosauren 90 bis 231 enthalt. Wir ver-
wendeten rekombinantes GST-Fusionsprotein, ge-
bunden an Glutathion-Sepharose-Beads, um die
Wechselwirkung in vitro mit rekombinanten Hsp60
voller Lange zu bekraftigen. Sowohl GST, als auch
PrP°23-231 und rPrP27-30 fusioniert mit GST (47,
48) wurden immobilisiert und mit Hsp60 inkubiert.
Hsp60 wurde in Anwesenheit von GST-PrP°
(Fig. 2A, Spur 2) und GST-rPrP27-30 (Fig. 2A, Spur
3) nachgewiesen, jedoch nicht mit GST allein
(Fig. 2A, Spur 4). Ein anderes menschliches Chape-
ron, Hsp70 interagierte mit keinem dieser Proteine
(Daten nicht gezeigt), was veranschaulicht, dass die
Wechselwirkung von PrP° mit Hsp60 hoch spezifisch
ist.

[0054] Proteine und Antikorper. Sowohl GST, GST::
PrP°23-231, als auch die GST:: PrP°Fragmente
GST::P23-52, GST::P53-93, GST::P90-109,
GST::P129-175, GST::P180-210 und GST::P218-231
wurden wie beschrieben hergestellt  (48).
GST::pPrP27-30 (As 90 bis 231 des Prionproteins
des syrischen Goldhamsters} wurden in E. coli und
dem Baculovirus-Expressionssystem expremiert und
daraus gereinigt (47). Sowohl GroEL und anti-Kanin-
chen-lgG-POD, als auch anti-Mais-lgG-POD wurden
von Boehringer Mannheim erworben. Rekombinan-
tes Hsp60 wurde von StressGen bereitgestellt und
das monoclonale anti-Maus-Hsp60 wurde von Sigma
erworben.

[0055] SDS PAGE und Immnunoblot. Proteinproben
wurden auf 12,5% SDS-Phastgelen (Pharmacia} wie
vorher beschrieben (48) analysiert. Als GréRenstan-
dard wurde ein Regenbogen-Marker (RPN 756,
Amersham) verwendet. Nach Elektrophorese, wur-
den die Gele auf Nitrocellulose (NC, Schleicher &
Schuell) oder Polyvinyldifluorid-Membranen (PVDF,
Minipore) (40 Min. bei 70°C) Ubertragen. Die Blots

wurden mit einem polyclonalen anti-GroEL oder an-
ti-PrP-Antikérper bei Verdinnungen von 1 : 800/1 :
400 inkubiert. Die Inkubationsschritte wurden wie
vorher beschrieben durchgefiihrt (44). Der Antikor-
pernachweis wurde durch Chemolumineszenz
(ECL-System, Amersham) oder in Anwesenheit von
DAB (Sigma} durchgeflhrt.

Beispiel 6: Bindung des bakteriellen GroEL an
PrP°23-231 und rPr27-30 in vitro

[0056] Um zu untersuchen, ob GroEL, das pokaryo-
tische Homolog der Hsp60 Familie ebenso fahig ist,
an PrP¢, zu binden, wurden rekombinantes GroEL in
entsprechenden in vitro-Bindungsstudien verwendet.
~Pull-down"-(Affinitats-)Untersuchungen wurden
durch das Equilibrieren von, mit GST oder dem
GST-Fusionsprotein beladenen Glutathion-Sepharo-
se-4B-Beads (Pharmacia) in 0,5% Triton-X-100 ent-
haltendem Ruickfaltungs-Puffer (RF) (32) durchge-
fuhrt. Die equilibrierten Beads wurden mit einem bis
zu 10 fachem molaren Uberschuss an GroEL oder
Hsp60 (Monomer) bei Raumtemperatur in Anwesen-
heit von RF, der 0,5% Triton-X-100 enthalt, inkubiert.
Nach Zentrifugation (2500 UpM, 10 Minuten} wurden
die Beads mit RF gewaschen und auf einem 12,5%
SDS Phastgel analysiert, einem Blot unterzogen und
auf die Anwesenheit von GroEL oder Hap60 gepriift.
[0057] Fur GroEL wurde gefunden, dass es in der
Wechselwirkung mit PrP¢ (Fig. 2B, Spur 3) und
rPrP27-30 (Fig. 2C, Spur 2), fusioniert mit GST Spe-
zifitat zeigte, wohingegen sich keine Bindung in der
Anwesenheit von GST allein ereignete (Fig. 2B, Spur
4 und Fig. 2C, Spur 3). Die Bindung ist jedoch fur
rPr27-30 starker verglichen mit PrP°.

Beispiel 7: Kartierung der Stelle der Wechselwirkung
fur Hsp60 und GroEL innerhalb PrP.

[0058] Um eine umfassende Karte der mit PrP°-Bin-
dungsstelle auf den molekularen Chaperons zu er-
halten, wurden sechs mit GST fusionierte Fragmente
von PrP verwendet und ihre Fahigkeit an Hsp60 und
GroEL zu binden wurde geprift. Diese Peptide wur-
den auf der Basis von biochemischen Vorhersagen
bezlglich Hydrophilizitat, Antigenizitdt und Sekun-
darstruktur (48) entworfen und stellen die As 23 bis
52, As 53 bis 93, die As 90 bis 109, die As 129 bis
175, die As 180 bis 210 und die As 218 bis 231
(Fig. 3A) dar. Die immobilisierten Peptide wurden mit
Hsp60 beziehungsweise GroEL inkubiert. Die Kartie-
rungs-Analyse identifizierte Hsp60 (Fig. 3B, Spur 6)
und GroEL (Fig. 3C, Spur 6) nur in Anwesenheit von
GST::P180-210, was zeigt, dass es nur der PrP-Be-
reich ist, der durch die Aminosauren 180 bis 210 dar-
gestellt wird, der mit dem molekularen Chaperon in-
teragiert.
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Beispiel 8: Herunterregulierung von Hsp60 in Anwe-
senheit von Hamster PrP°23-231 in Fusion mit GST.

[0059] FLAG markiertes Hsp60 wurde als ein 61
kDa Protein im Baculovirussystem (Fig. 4, Spur 1)
synthetisiert.  Co-Expression von  GST:rPrP°
(rPrP23-231) (Spur 3) und GST:rPrP27-30
(rPr90-231) (Spur 4) reguliert die FLAG::Hsp60-Ex-
pression herunter, wohingegen die Co-Expression
von GST die Expression von FLAG::Hsp60 (Spur 2}
nicht beeintrachtigt.

[0060] Es wurde eine Co-Infektion gefolgt von einer
Western-Blot-Analyse durchgefuhrt. Von mit dem Ba-
cuiovirus infizierten Insektenzellen wurde Gesamt-
protein durch Standardverfahren geerntet und durch
SDS-PAGE analysiert. Fir die folgende Wes-
tern-Blot-Analyse wurde ein anti-Hsp60-Antikorper
(Sigma # 4149) verwendet.

[0061] Das Herunterregulieren von Hsp60 in der An-
wesenheit von mit PrP°¢ kann sich entweder auf der
Transkriptions- oder der Translations-Ebene ereig-
nen. Alternativ kdnnte PrP den proteolytischen Ab-
bau von Hsp60 ausldésen. Schliel3lich kénnte PrP°¢ zu
einem erhohten Sekretions-Prozess von Hsp60 fuh-
ren. Die Anwesenheit von Hsp60 im Kulturmedium
wirde diese Hypothese beweisen. Das Herunterre-
gulieren von Hsp60 in Anwesenheit von PrP kann
eine direkte PrP/Hsp60-Wechselwirkung begriinden,
die zu einer erhohten Heruntenegulation von Hsp60
fuhrt. Die Anwendung von PrP-Peptiden, die Teile
des Prionproteins umspannen kann den Bereich des
Prionproteins identifizieren, der fir das Herunterre-
gulieren der Hsp60-Expression verantwortlich ist.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis eines Prionproteins
umfassend die folgenden Schritte:
(a) Inkontaktbringen einer Probe, die vermutlich ein
Prionprotein enthalt, mit einem Chaperon, das ein
Prionprotein spezifisch binden kann; und
(b) Bestimmen, ob ein Prionprotein an das Chaperon
bindet.

2. Verfahren zum Isolieren eines Prionproteins
umfassend die folgenden Schritte:
(a) Inkontaktbringen einer Probe, die ein Prionprotein
enthalt, mit einem Chaperon, das ein Prionprotein
spezifisch binden kann; und
(b) Isolieren des an das Chaperon gebundenen Pro-
teins von dem Chaperon.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei ein
Fragment, Analog oder Derivat des Chaperon, das
ein Prionprotein spezifisch binden kann, verwendet
wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
wobei das Chaperon Hsp60 oder GroEL ist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Chape-
ron Teil eines Fusionsproteins ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das Chape-
ron Teil eines Fusionsproteins mit Glutathi-
on-S-Transferase, FLAG, Oligohistidin, GFP, CBP,
MBP, BTag oder S-Peptid ist.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
wobei das Prionprotein PrP° und/oder eine Isoform
von PrP¢ ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Prion-
proteinisoform die Isoform PrP*¢ oder ein Fragment,
Analog oder Derivat davon ist.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei das
Prionprotein die prozessierte Form PrP°®23-231
und/oder die Isoform PrP*¢ das Derivat PrP27-30
oder ein Fragment davon ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
wobei das Chaperon eine nachweisbare Markierung
hat.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9,
wobei das Chaperon an eine feste Phase gebunden
ist.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die feste
Phase Glutathion-Sepharose, ein Anti-FLAG-Antikor-
per, IMAC-Ni?*, ein Anti-GFP-Antikorper, ein An-
ti-BTag-Antikdrper, Calmodulin, S-Protein 104 aa
oder Maltose ist.
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13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei
das Chaperon Teil einer Matrix ist, die in einer Affini-
tatschromatographiesaule enthalten ist und wobei
Schritt (b) in einer Weise modifiziert ist, dass
(i) die Probe, die vermutlich ein Prionprotein enthalt,
durch die Saule lauft,

(i) das Prionprotein nach dem Waschen von der Sau-
le gegebenenfalls durch eine Anderung des
pH-Werts oder der lonenstarke eluiert und gesam-
melt wird; und

(iii) gegebenenfalls das gesammelte Prionprotein
weiter gereinigt wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13
fur die in-vitro-Diagnose einer Ubertragbaren spongi-
formen Encephalopatie, wobei Schritt (b) in einer
Weise modifiziert ist, dass die Unterschiede der Bin-
destarken des Chaperons an PrP° bzw. eine Isoform
von PrP¢ vorzugsweise PrP*, verwendet werden,
um zu bestimmen, ob eine Isoform von PrP¢ in der
Probe vorhanden ist oder nicht.

15. Komplex aus einem Chaperon und einem wie
in einem der Anspriche 1 bis 14 definierten Prionpro-
tein.

16. Verwendung eines wie in einem der Anspru-
che 1 bis 6 definierten Chaperons oder eines Stoffes,
der ein wie in einem der Ansprliche 1 bis 6 definiertes
Chaperon inaktiviert, fir die Herstellung eines Medi-
kaments zur Pravention oder Behandlung einer Uber-
tragbaren spongiformen Encephalopatie.

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei der
Stoff ein Antikdrper, vorzugsweise ein monoclonaler
Antikorper ist.

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder 17, wo-
bei die Ubertragbare spongiforme Encephalopatie
Scrapie, bovine spongiforme Encephalopatie (BSE),
Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD), Gerst-
mann-Strauller-Scheinker-Syndrom (GSS), Kuru,
fatale familiare Insomnie (FFI) oder Ubertragbare
Mink-Encephalopatie (TME).

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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