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1 Einleitung  

 

1.1 Proteinfehlfaltungskrankheiten 

 

Im Allgemeinen bezeichnet man den Untergang von Nervengewebe, speziell von Neuronen, als 

Neurodegeneration. Bei neurodegenerativen Erkrankungen ist dieser Prozess pathologisch 

beschleunigt. Eine Vielzahl von ätiologisch unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen 

sind mit amyloiden Proteinablagerungen im zentralen Nervensystem verbunden (Paulson, 1999; 

Tolnay et al., 1999). Der Begriff „Amyloid“ wurde vom deutschen Wissenschaftler und Arzt 

Rudolph Virchow 1854 geprägt. Amyloid bedeutet „stärkeähnlicher Stoff“ (aus dem Griech.: 

amylum = Stärke oder Zucker). Noch im selben Jahr erkannte der Chemiker Kekulé, dass es sich 

um eine eiweißhaltige Substanz handelt. In den weiteren Jahren bezeichnet man mit „Amyloid“ 

extrazelluläre fibrilläre Proteinaggregate, die häufig mit einer Krankheit assoziiert sind (Glenner, 

1980). Heute werden amyloide Aggregate durch drei Konsensuseigenschaften definiert (Glenner, 

1980; Glenner et al., 1974): (i) Spezifische Kongorotbindung: Kongorot gehört zur Gruppe der 

Azofarbstoffe und ist ein chemischer pH-Indikator. Kongorot wird als spezifischer Marker für 

fibrilläre Proteinstrukturen verwendet. Im polarisierten Licht sind amyloide Fibrillen, nach 

Kongorotbindung, an der gold-grünen Doppelbrechung (optische Anisotropie) erkennbar 

(Puchtler et al., 1962). (ii) Fibrilläre Struktur der amyloiden Aggregate: Die 

elektronenmikroskopisch sichtbaren amyloide Fibrillen weisen einen Durchmesser von 5 bis 15 

nm auf, sind starr und unverzweigt (siehe Kapitel 1.2.1). (iii) Erhöhter Anteil an -

Faltblattstruktur: -Faltblattstruktur konnte bei allen Protein-Untereinheiten von amyloiden 

Ablagerungen nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass die Proteinfaltung zu -

Faltblattstrukturen eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielt. 

Da sich bei diesen Erkrankungen ein Protein in eine pathologische Struktur umfaltet, die dann 

zur Aggregation führt, spricht man auch von Proteinfehlfaltungskrankheiten (Tab. 1). 
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Tabelle 1: Übersicht einiger Proteinfehlfaltungskrankheiten 

Krankheit Ursache klinische Symptome betroffener 

Hirnbereich 

Amyloidbild-

endes Protein 

Alzheimer sporadisch 

(95%)  genetisch 

(5%) 

progressive Demenz Hippocampus Amyloid β und 

Tau 

Morbus 

Parkinson 

meist sporadisch 

selten genetisch 

Bewegungsstörungen Hypothalamus 

und Substantia 

Nigra 

a-Synuclein 

Chorea 

Huntington 

genetische 

Prädisposition 

(autosomal 

dominante 

Vererbung) 

Demenz, motorische 

und psychische 

Störungen 

zerebraler Cortex Huntingtin 

Creutzfeld 

Jakob 

Krankheit 

sporadisch 

(90%) genetisch 

(8%) 

übertragbar 

(2%) 

Demenz, Probleme, 

psychische 

Schlaflosigkeit 

verschiedene 

Hirnregionen 

Prion-Protein 

 

1.2 Proteinfehlfaltung 

 

Proteine falten sich weitestgehend selbstständig (z. T. mit Hilfe von Chaperonen) und spontan in 

ihre funktionelle native dreidimensionale Struktur. Allerdings ist die funktionelle Isoform nicht 

die einzig mögliche Struktur, in die sich ein Protein falten kann. So ist bekannt, dass sich 

Proteine in verschiedene Intermediate und Aggregationsformen falten können (Abb. 1.1). Die 

verschiedenen thermodynamischen Energiezustände (Gibbssche freie Energie) sind als  

„Faltungstrichter“ dargestellt. Dabei faltet sich das Protein zu einem stabilen funktionellen 

Monomer. Dieser Zustand stellt das Energieminimum dar und ist somit thermodynamisch stabil. 

Neben dem Energieminimum für eine bestimmte Polypeptidkette gibt es verschiedene lokale 

Energieminima und bei Wechselwirkungen mit anderen Monomeren sogar gänzlich 

unterschiedliche Aggregationsformen, die ebenfalls lokale Energieminima aufweisen. Somit ist 

das Faltungs-Trichter-Modell nicht auf einen minimalen Energiepunkt zulaufend (funktionelles 

Monomer), sondern äußerst komplex mit vielen Energieminimas (siehe Abbildung 1.1). 

Der Faltungsprozess als solcher ist noch relativ wenig erforscht, allerdings kann man ein 

„random-search“ Mechanismus ausschließen bei dem alle möglichen Protein-Konformationen 
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durchlaufen werden. Dieser Prozess würde außerhalb der Lebensdauer von biologischen 

Organismen stattfinden (Levinthal, 1968). Daher wird meist ein kooperativer Mechanismus 

angenommen, bei dem Aminosäurenseitenketten durch kooperative Wechselwirkungen die 

Sekundär- und Tertiärstruktur ausbilden (A.R. Dinner, 2000). Die Theorie eines kooperativen 

Mechanismus mit verschiedenen Faltungs- und Zwischenstadien führte zur Beschreibung von 

„energy-landscapes“ (auch Faltungstrichter) für verschiedene Polypeptide (siehe Abbildung 1.1) 

(P.G. Wolynes, 1995), (Dill et al., 1997). Für die stabilen Intermediate wird das Modell des 

„molden-globule“ Stadium angeführt (Arai et al., 2000). Beim „molten-globule“ Intermediat sind 

bereits alle Sekundärstruktur-Elemente ausgebildet, das Protein hat aber noch nicht die 

endgültige Tertiärstruktur eingenommen. 

 

Abbildung 1.1: Faltungstrichter für Proteinfaltung und Aggregation 

(a) Illustration des Faltungstrichters, bei dem verschiedene Faltungsstadien und Aggregatszustände für 

Polypeptidketten aufgezeigt sind. Die hellgrauen Faltungsstadien zeigen den vereinfachten 

Proteinfaltungs-Trichter, die für die Faltung einer einzelnen Polypeptidkette zu einem funktionierenden 

Monomer steht. In dunklerem Grau ist der komplexere Faltungstrichter gezeigt der entsteht, wenn 

intermolekulare Wechselwirkungen berücksichtigt werden. (b) Mögliche Interaktionen: Als Pfeile sind 

die jeweils möglichen Übergänge von einer Protein- bzw. Aggregatisoform (Faltungsstadium) zu einer 

anderen dargestellt (Jahn et al., 2008). 
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Während bei Monomeren der Faltungstrichter noch eine vereinfachte Darstellung aller 

Faltungsmöglichkeiten ermöglicht, ist der Komplexitätsgrad in der Zelle aufgrund von 

intermolekularen Wechselwirkungen (u.a. mit den Monomeren der gleichen Proteinspezies) 

erheblich (Clark, 2004; Gsponer et al., 2006; Jahn et al., 2005). Diese Wechselwirkungen 

resultieren in einer erhöhten Komplexität des Faltungstrichters (dunkelgrauen Teil in Abbildung 

1.1) erkennbar ist. Somit wären amyloide Fibrillen thermodynamisch stabiler als die native Form 

(funktionelles Monomer). Obwohl die äußeren Bedingungen (z. B. Puffer) nicht verändert 

werden, können sich verschiedene Fibrillenmorphologien ausbilden (Jimenez et al., 2002; Kad et 

al., 2003).  

Im vorgestellten Modell der Proteinfaltung ist vorgesehen, dass jegliches Protein bei den 

entsprechenden Bedingungen amyloide Fibrillen bilden kann. So wird angenommen, dass die 

Fibrillenkonformation einem Minimum der freien Energie bei allen Polypeptidketten entspricht 

(Guijarro et al., 1998). 

 

1.2.1 Amyloide Fibrillen 

 

Der Proteinaggregationsprozess ist ein Übergang vom löslichen Ausgangszustand des Proteins 

hin zu unlöslichen Aggregaten, wie z. B. amyloiden Fibrillen. In vitro kann die 

Proteinaggregation durch eine Destabilisierung der nativen Proteinkonformation u.a. mittels pH-

Wechsel, Mutationen oder denaturierender Agenzien initiiert werden, um eine 

Proteinaggregation in messbaren Zeiträumen untersuchen zu können (Chiti et al., 1999; Colon et 

al., 1992; McParland et al., 2000). Dadurch werden die Möglichkeiten zu 

aggregationsspezifischen intermolekularen Interaktionen erhöht. Die Destabilisierung der 

Proteinstruktur führt zu spezifischen Intermediaten, welche bei der Bildung von amyloiden 

Fibrillen eine entscheidende Rolle spielen (Apetri et al., 2004; Jahn et al., 2006; Uversky et al., 

2001). Aus diesen Vorstufen können sich Nukleationskeime bilden, an denen die 

Proteinmonomere konvertiert werden und sich amyloide Fibrillen bilden (Harper et al., 1997). 

In Abbildung 1.2 sind verschiedene Wege über unterschiedliche Nukleationskeime zur Bildung 

von Fibrillen dargestellt. Die Nukleationskeime können sich mittels „domain-swapping“ (ds), 

„strand-association“ (sa) „edge-edge-association“ (ee) oder „-strand-stacking“ (bs) ausbilden. 
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Die Nukleationskeime entstehen meist direkt aus dem intermediären Stadium. Allerdings 

beschreiben einige experimentelle Daten auch die Möglichkeit, dass sich die Fibrillenvorstufe 

aus einer Umlagerung von amorphen Aggregaten bilden können (Cerda-Costa et al., 2007). 

Nachdem der Geschwindigkeits-limitierende Schritt der Keimbildung stattgefunden hat, schreitet 

das Aggregatwachstum schnell durch die Anlagerung weiterer Monomere voran. Dies hängt 

damit zusammen, dass die Bildung des Nukleationskeims thermodynamisch nicht begünstigt 

wird. Das Fibrillenwachstum ist nach der Bildung des Aggregationskeims thermodynamisch 

begünstigt (Gosal et al., 2005; Modler et al., 2003; Smith et al., 2006).  

 

Abbildung 1.2: Mechanismen der Fibrillenbildung 

Die Bildung von amyloiden Fibrillen erfolgt zumeist über teilweise denaturierte Intermediate. Diese 

Intermediate entstehen über partielle Denaturierung der nativen Struktur oder über die Bildung von 

ungefalteten amorphen Aggregaten. Nukleationskeime können sich über verschiedene Mechanismen wie 

domain swapping (ds), strand association (sa), edge-edge-association (ee) oder -strand stacking (bs) 

bilden. Aus den Nukleationskeime bilden sich durch Rekrutierung von Monomeren zu amyloiden 

Fibrillen (Jahn et al., 2008). 

 

In vitro wurden verschiedene Intermediate während der Fibrillenbildung identifiziert, z.B. 

Oligomere und Protofibrillen (Lashuel et al., 2002; Walsh et al., 1997). Allerdings konnte bisher 

weder geklärt werden, welche von diesen Strukturen „on-pathway“ (auf dem Weg zu amyloiden 

Fibrillen) oder „off-pathway“ (nicht auf dem zu amyloiden Fibrillen) liegen, bzw. welche toxisch 

sind. Aufgrund der Relevanz bei verschiedenen Krankheiten ist die Frage nach der toxischen 

Spezies eine der meist diskutierten auf diesem Gebiet (Caughey et al., 2003; Kodali et al., 2007). 

Es gibt Studien, die amyloide Fibrillen als toxische Spezies beschreiben (Novitskaya et al., 

2006). Allerdings mehren sich in den letzten Jahren die Argumente dafür, dass die verschiedenen 
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Vorstufen (Oligomere, Protofibrillen) die toxische Spezies sind (Glabe et al., 2006; Walsh et al., 

2004). 

 

1.2.1.1 Struktur der amyloiden Fibrillen 

 

Als Proteinstruktur in Amyloiden wurde bereits vor über 40 Jahren die „cross-beta“-Struktur 

beschrieben (Eanes et al., 1968). Seit dieser Erstbeschreibung liegt die Aufklärung der 

Proteinstruktur, welche in amyloiden Fibrillen vorliegt, immer noch an der Grenze des 

methodisch Möglichen, obwohl in den letzten Jahrzehnten die Fortschritte auf diesem Gebiet 

enorm waren (Makin et al., 2005; Nelson et al., 2005).  

Die Definition für „Amyloid“ basiert auf empirischen Studien und vereint Daten aus 

verschiedenen Forschungsgebieten wie Röntgenbeugung, Elektronenmikroskopie (EM), 

Rasterkraftmikroskop (AFM) und Färbung mittels spezifischer Farbstoffe (siehe Kapitel 8.9 und 

8.8) (Sipe et al., 2000; Westermark et al., 2005). Die für amyloide Strukturen charakteristischen 

Röntgenbeugungssignale werden als Reflektion bei 4.7 Å und einer diffusen Reflektion bei 10 Å 

beschrieben (Blake et al., 1996). (Blake et al., 1996). EM und AFM  Studien zeigten, dass 

amyloide Fibrillen länglich und unverzweigt sind und einen Durchmesser von 7 bis 12 nm (70-

120 Å) haben (Gosal et al., 2006). In den letzten Jahren sind Methoden wie z.B. Festkörper-

NMR (ssNMR, ss: solid state) entwickelt worden, die einen detaillierten Einblick in die 

strukturellen Charakteristika von Fibrillen erlauben (Heise, 2008).  
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Abbildung 1.3: Strukturen amyloider Fibrillen 

(a-c) Strukturmodelle von Protofilamenten: (a) Senkrechte Sicht auf die Fibrillenachse. Dargestellt sind 

-sheet Wasserstoffbrücken. (b) Vereinfachte Darstellung der mittels ssNMR ermittelten Struktur eines -

Stranges. (c) Atommodell bei gleicher Sicht wie in b. (d-g) Oberflächenstruktur von Insulinfibrillen 

ermittelt mittels cryoEM mit jeweils zwei (d) vier (e) oder sechs (f, g) Protofilamente. (h) Mögliches -

Strang Modell für Insulinfibrillen bestehend aus vier Protofilamenten (abgeändert aus (Ferguson et al., 

2006; Jimenez et al., 2002)). 

 

Ferguson und Mitarbeitern gelang es eine detaillierte Struktur der amyloiden Fibrillen zu 

bestimmen, die auch für A(1-40) vorgeschlagen wird (siehe Abbildung 1.3 a-c). Die -Stränge 

der Protofilamente sind parallel und „in-register“ (Verzahnung der Aminosaürereste) entlang der 

Fibrillenachse angeordnet (siehe Abbildung 1.3 a). Dreidimensionale Strukturen von Fibrillen 

konnten aufgeklärt werden: Insulin, SH3-Proteindomäne und Prion-Protein (PrP) (Jimenez et al., 

1999; Jimenez et al., 2002; Tattum et al., 2006). Beispielhaft ist in Abbildung 1.3 d-g die 

Morphologie verschiedener Protofibrillen von Insulin abgebildet. Darauf aufbauend ist unter 

Abbildung 1.3 h ein Modell gezeigt, welches eine linkshändig gewundene Fibrille aus 4 

Protofibrillensträngen mit relativ flachen beta-Faltblättern zeigt. 
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1.3 Transmissible spongiforme Enzephalopathien 

 

Eine besondere Stellung unter den neurodegenerativen Erkrankungen, die mit amyloiden 

Ablagerungen einhergehen können, nehmen die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien 

(TSE) ein. Darunter werden neurodegenerative Erkrankungen zusammengefasst, die sich neben 

der schwammartigen Veränderung des Hirngewebes besonders durch ihre Übertragbarkeit 

auszeichnen. Die erste beschriebene Krankheit, die heute zu den TSEs gezählt wird, ist die 

Traberkrankheit (Scrapie) bei Schafen. Scrapie ist bereits seit dem 18. Jahrhundert bekannt und 

wurde früh als ansteckend beschrieben. Der experimentelle Nachweis wurde 1936 erbracht, 

indem gesunde Schafe mit Hirn- bzw. Rückenmarksgewebe erkrankter Schafe infiziert wurden 

(Cuillè J., 1936). Zu einer molekularen Charakterisierung des Scrapie-Erregers kam es jedoch 

erst, nachdem die Übertragung von Scrapie auf die Maus als Modellsystem gelang  (Chandler, 

1961). Im Jahr 1966 wurde von Alper beobachtet, dass der Erreger gegenüber ionisierender und 

ultravioletter Strahlung resistent ist. Da durch diese Strahlung besonders Nukleinsäuren 

biologisch inaktiviert werden, wurde schon damals ein Fehlen von Nukleinsäuren angenommen 

(Alper et al., 1966). Diese Beobachtung und das Fehlen jeglicher klassischer Immunantwort 

sprechen gegen einen viralen Erreger und führten zu den ersten Vermutungen hinsichtlich eines 

Proteins als möglichen Erreger (Alper et al., 1967). Diese Arbeiten wurden von Stanley B. 

Prusiner fortgesetzt, dessen Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass der Einsatz von 

nukleinsäuremodifizierenden oder -zerstörenden Verfahren keinen Einfluss auf die Infektiosität 

ausübt. Durch proteinzerstörende oder -modifizierende Reagenzien, kam es jedoch zu einem 

Verlust an Infektiosität (Prusiner, 1982; Prusiner et al., 1981). Bei der Aufreinigung des 

infektiösen Agens aus Hirngeweben infizierter Tiere, durch limitierten Proteinase K (PK) 

Proteolyse, stellte sich heraus, dass die Hauptkomponente des Erregers ein Protein war (Bolton et 

al., 1982)). Dies führte 1982 zur Prägung des Begriffs ‘Prion‘ (proteinaceous infectious particle) 

durch Prusiner. Seit dem Auftreten der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) Epidemie 

in den 80iger Jahren in Großbritannien besitzen TSEs eine große Aktualität. Als Ursache für das 

Auftreten von BSE gilt die Verfütterung von Scrapie-kontaminiertem Tiermehl an Rinder. Es 

wird angenommen, dass dadurch die Artenbarriere zwischen Schaf und Rind überwunden 

werden konnte. Es ist noch eine Vielzahl von weiteren TSEs bei Tieren bekannt. Beim Menschen 

wurden TSEs erstmals 1920 von Hans Gerhard Creutzfeldt und Alfons Jakob beschrieben 

(Creutzfeldt, 1920). Die frühen Fälle der Creutzfeldt-Jakob- Krankheit (CJD) wurden nicht mit 
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Scrapie oder anderen tierischen TSEs in eine systematische Gruppe eingeordnet. Erstmals fielen 

(Hadlow, 1959) Ähnlichkeiten zwischen Kuru, übertragen durch rituellen Kannibalismus in Neu 

Guinea, und Scrapie auf. Der experimentelle Nachweis einer Übertragbarkeit von Kuru gelang 

erstmals (Gajdusek, 1966), indem Kuru auf Primaten übertragen wurde. Später wurde die 

Übertragbarkeit auch für andere Prion-Krankheiten nachgewiesen. Der erste Fall einer 

Übertragung von Prionkrankheiten des Tieres auf den Menschen wurde im Rahmen des 

Auftretens einer neuen Variante von CJD im Zusammenhang mit der BSE-Epidemie 1996 in 

Großbritannien diskutiert (Collinge et al., 1996). 

 

1.4 Das Prion-Protein 

 

Nachdem Hinweise auf einen proteinartigen Erreger als pathogene Spezies von Prionkrankheiten 

gefunden wurden, folgte die Suche nach dem infektiösen Protein. Die Gruppen von Prusiner und 

Weissmann entdeckten 1985, dass es sich um ein wirtseigenes Protein handelt (Oesch et al., 

1985), welches sowohl im gesunden wie auch im kranken Organismus vorkommt. Dieses bis 

dato unbekannte Protein wurde Prion-Protein genannt.  

Die Primärstruktur des zellulären Prion-Proteins (PrP
C
, C für cellular) besteht aus 253 

Aminosäuren, wobei die N- und die C-terminalen Regionen je nach Spezies aus 27 bzw. 22/23 

Aminosäuren langen Signalsequenzen bestehen (siehe Abbildung 1.4). Während der 

Prozessierung erfährt das Prion-Protein mehrere posttranslationale Veränderungen. Die N-

terminale Signalsequenz wird im endoplasmatisches Retikulum (ER) abgespalten. Dort wird 

auch eine Disulfidbrücke und N-Glykosylierungen ausgebildet. An das Prion-Protein wird nach 

Abspaltung der C-terminalen Signalsequenz ein Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-

Anker) C-terminal verknüpft. Die Sekundärstuktur des zellulären Prion-Proteins besteht aus einer 

kurzen antiparallelen -Faltblattstruktur und drei -Helices (Riek et al., 1996). 
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Abbildung 1.4: Modell des PrP
C
  

Zelluläres Prion-Protein des Syrian Goldhamsters (Schema verändert nach (Dumpitak, 2003). -helikale 

Struktur AS 145-153, 166-168, 200-226 (grün markiert);  -Faltblatt Struktur: AS 129-133, AS 163-160 

(rot markiert); fünf Oktarepeats: AS 51-91; Disulfidbrücke: AS 179-214; N-Glykosylierungen: AS 181, 

197; GPI-Anker: AS 231; Aminosäurefarbcode: negativ geladene AS = rot, positiv geladene AS = blau, 

neutral hydrophile AS = violett, hydrophobe AS = braun. Sekundärstrukturelemente nach (Donne et al., 

1997; James et al., 1997); Oligosaccharidkomposition nach (Endo et al., 1989; Rudd et al., 1999) GPI-

Ankerkomposition nach (Stahl et al., 1992). 

 

Das zelluläre Prion-Protein ist auf der Plasmamembran von u.a. Neuronen des ZNS lokalisiert. 

Daneben findet es sich auch auf Oligodendrozyten und Mikroglia-Zellen (Moser et al., 1995). 

Innerhalb der Säugetiere, aber auch in anderen Tierklassen, ist es sehr weit verbreitet und hoch 

konserviert (Westaway et al., 2002). Obwohl diese Eigenschaften auf eine fundamentale 

Funktion von PrP schließen lassen, ist die genaue Funktion von PrP nicht bekannt. PrP „knock-

out“ Mäuse (PrP
0/0

) entwickeln sich weitestgehend normal und zeigen keine klinischen 

Symptome (Bueler et al., 1992).  
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Es ist anzunehmen, dass die Prion-Krankheiten nicht auf einen Verlust der biologischen Funktion 

von PrP
C
 (C für cellular) sondern vielmehr auf die Akkumulation von fehlgefaltetem PrP

Sc
 

(infektiöse, fehlgefaltete Form; Sc für Scrapie) zurückzuführen sind. Des Weiteren stellte sich 

heraus, dass bei PrP
0/0

-Mäusen eine Infektion nicht möglich ist (Bueler et al., 1993), was 

bedeutet, dass PrP
C
 essentiell für eine Infektion durch Prionen ist. 

Durch biochemische Untersuchungen wurde eine Vielzahl von Bindungspartnern von PrP
C
 

identifiziert. PrP bindet über die Histidin-Reste der hochkonservierten Oktarepeat-Region 

(PHGGGWGQ) und über die Histidine der Aminosäure-Positionen 96 und 111 sehr selektiv 

Kupferionen (Jackson et al., 2001). Darüber hinaus wird für das zelluläre Prion-Protein eine 

Rolle als Signalmolekül angenommen (Malaga-Trillo et al., 2009a). Auch eine Rolle in der 

Embryonalentwicklung wird für PrP
C
 postuliert. So wird, dass PrP

C
 als Signalmolekül in der 

frühen Embryonalentwicklung bei der Zell-Zell-Kommunikation fungiert (Malaga-Trillo et al., 

2009b). In diesem Zusammenhang wurde eine Studie von Lauren et al. (Lauren et al., 2009) 

veröffentlicht. Die Studie war darauf ausgelegt Bindungspartner für Abeta-Oligomere, die als 

toxische Spezies bei der Alzheimerischen Krankheit gelten, zu isolieren. Als Bindungspartner 

wurde PrP
C
 gefunden, welches eine Rolle im Internieren der Abeta-Oligomere zu haben scheint 

(Lauren et al., 2009). So wurde für PrP
C
 eine Funktion bei der Pathogenese von 

Proteinfahltungskrankheiten vorgeschlagen. 

 

1.5 Biochemische und biophysikalische Eigenschaften von PrP
Sc

 und PrP
C
  

 

Die zelluläre Form (PrP
C
) und die infektiöse Form (PrP

Sc
) des Prion-Proteins besitzen identische 

Aminosäurensequenzen (Oesch et al., 1985). Jedoch musste sich die infektiöse Form PrP
Sc 

gegenüber PrP
C
 in den krankheitsassoziierten Eigenschaften unterscheiden. Als erstes 

Unterscheidungskriterium wurde die Stabilität gegen Proteinase K (PK) Proteolyse von PrP
Sc

 im 

Gegensatz zu der Sensitivität von PrP
C
 beschrieben (Hay et al., 1987). Bei PrP

Sc
 kommt es zur 

Abspaltung der 68 N-terminalen Aminosäuren. Es stellte sich heraus, dass das Proteinase K-

resistente Fragment (Aminosäurensequenz 90-231) von PrP
Sc

 amyloide Fibrillen bildet, die ihre 

Infektiosität beibehalten (PrP 27-30, prion rods) (Meyer et al., 1986). 
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Tabelle 2: Vergleich der Eigenschaften von PrP
C
 und PrP

Sc
 Formen 

Eigenschaft  PrP
C
 PrP

SC
 

Infektiosität Nicht infektiös Infektiös 

Sekundärstruktur β-Faltblatt: 3 % 

α-Helix: 42 % 

random coil: 23 % 

β-turn: 32 % 

β-Faltblatt: 54 % 

α-Helix: 21 % 

random coil: 16 % 

β-turn: 9 % 

Verdauung durch 

Proteinase K 

Vollständige Degradation C-terminal resistent 

Löslichkeit Löslich in milden Detergenzien Unlöslich 

Aggregationszustand Monomer Oligomer/Aggregat 

 

Die Bildung von PrP
Sc

 geht einher mit der Umfaltung des PrP
C
-Monomers. Dabei konvertiert das 

überwiegend -helikale monomere PrP
C
 zu PrP

Sc
, welches eine -Faltblatt-reichen 

Sekundärstruktur aufweist, und aggregiert. PrP
Sc

 besitzt einen α-helikalen Anteil von ca. 21 % 

und einen β-Faltblatt Anteil von 54 % ((Pan et al., 1993); vgl. Tabelle 2). Studien mit dem Ziel 

diese Umfaltung wieder umzukehren, zeigten, dass mit verminderter β-Struktur und gesteigerter 

Löslichkeit auch die Infektiosität zurückging (Riesner et al., 1996). 
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Abbildung 1.5: Strukturmodell von PrP
Sc

 

A: Strukturmodell der monomeren Protein-Untereinheit des PrP27-30 Moleküls B: Trimer des PrP27-30 

Moleküls. Stapelung der Trimere führen zur Fibrillenbildung. C: Modell der amyloiden Fibrillen (Prion-

rods) (Abbildungen nach Govaerts et al. 2004.) 

 

Die Strukturaufklärung des PrP
Sc

s wird durch die Unlöslichkeit besonders erschwert. Ein Modell 

von PrP
Sc

 basiert auf computergestützter Auswertung von elektronenmikrospischen Daten 

(Govaerts et al., 2004) (Wille et al., 2002). Das rekonstruierte Strukturmodell, welches die von 

PrP27-30 gewonnenen Daten der Kristallaufnahmen zusammenfasst, ist unter Abbildung 1.5 

gezeigt. So besteht eine Fibrillen-Untereinheit aus einem PrP
Sc

-Trimer, welches nach innen 

geneigt ist. Die PrP
Sc

-Einheiten besitzen eine linksgängige -Helix, (Abbildung 1.5 A/B). Die 

Trimere bilden die Untereinheit der amyloiden Fibrillen (Abbildung 1.5 C). Allerdings wurde 

noch nicht abschließend geklärt, ob diese Formen des PrP der infektiösen und/oder toxischen 

Form des PrP entsprechen. Desweiteren sind bei infektiösen PrP
Sc

-Aufreinigungen noch nicht-

proteinöse Sekundärfaktoren enthalten, wie z.B. das Prion-Scaffold (ein dem Glykogen ähnliches 

Polysaccharid) oder Lipiden (Dumpitak et al., 2005). Auch kovalent gebundene Saccharide 

(Advanced Glycation Endproducts) sind u.a. mit infektiösen PrP
Sc

-Aufreinigungen assoziiert 

(siehe Veröffentlichung 5). 
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1.6 Modelle zur Replikation 

 

Trotz der experimentellen Daten, welche die „protein-only“-Hypothese unterstützen (Legname et 

al., 2004; Saborio et al., 2001), bleibt der Amplifikationsmechanismus unklar. Besonders 

erschwerend ist die multivalente Charakteristik der Prion-Protein-Replikation. Ein etwaiges 

Modell muss sowohl beantworten, wie sich ein nur aus Protein bestehender Krankheitserreger in 

Abwesenheit von codierender Nukleinsäure replizieren kann, und darüber hinaus das Auftreten 

sporadischer, familiärer und infektiöser Formen der Krankheit erklären können (siehe Kapitel 

1.3).  

Um die „protein-only“-Hypothese zu erklären, werden drei Modelle diskutiert: Das 

„Heterodimer-Modell“ (Cohen et al., 1994), das „kooperative Prusiner-Modell“ (Eigen, 1996) 

sowie das Modell der „keiminduzierten Aggregation“ (Come et al., 1993; Jarrett et al., 1993). 

Die Grundlage aller Modelle ist die Fähigkeit des PrP
Sc

, die Umwandlung von zellulären PrP
C
 in 

PrP
Sc

 zu katalysieren (Prusiner et al., 1990). Das von Cohen und Prusiner postulierte 

Heterodimermodell (Abbildung 1.6 A) geht von einem Gleichgewicht zwischen PrP
C 

und einer 

leicht destabilisierten Form PrP* aus, welches auf Seiten des PrP
C 

liegt (Cohen et al., 1994). Nur 

PrP* kann mit PrP
Sc 

interagieren, wodurch ein heterodimerer Zwischenzustand entsteht. Daran 

schließt sich die Umwandlung von PrP* in PrP
Sc 

an. Aus dem Heterodimer wird so ein PrP
Sc

-

Homodimer, welches nach Dissoziation weitere Umwandlungen katalysieren kann. Bei diesem 

Modell handelt es sich um eine lineare Autokatalyse, die zu einer exponentiell ansteigenden 

Bildung von PrP
Sc 

führt. Das Gleichgewicht zwischen PrP
C 

und PrP
Sc 

muss auf der Seite von 

PrP
Sc 

liegen, da sonst keine treibende Kraft für den katalytischen Umsatz vorhanden wäre. 

Darauf aufbauend formulierte Eigen das kooperative Prusiner Modell. Als Grundlage dienten 

Berechnungen, wodurch die spontane Umwandlung von PrP
C
 zu PrP

Sc 
extrem langsam verlaufen 

muss, da ansonsten der katalytische Effekt für ein PrP
Sc

-Molekül zu hoch wäre und der PrP
Sc

-

Gehalt auch ohne Infektion schnell ansteigen würde (Eigen, 1996). Mehrere PrP
Sc

-Moleküle 

müssen kooperativ zusammenwirken, um PrP
C 

umzuwandeln. Damit ist der katalytische Effekt 

eines einzelnen PrP
Sc

-Moleküls geringer als im Heterodimer-Modell. Das Gleichgewicht 

zwischen PrP
C 

und PrP
Sc 

liegt wieder auf der Seite von PrP
Sc

, aber die nicht-katalytische Bildung 

von PrP
Sc 

ist so langsam, dass PrP
Sc 

schneller abgebaut als spontan gebildet wird. Das dritte 

Modell ist die  keiminduzierte Aggregation von Lansbury (in Abbildung 1.6 B). Im Gegensatz zu 

den ersten beiden Modellen liegt hier das Gleichgewicht auf der Seite des zellulären PrPs
 
(Come 
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et al., 1993; Jarrett et al., 1993). Diesem Modell nach muss zunächst ein Nukleationskeim 

gebildet werden oder exogen z.B. durch eine Infektion zugegeben werden, damit die 

Umwandlung von zellulärem PrP in PrP
Sc

 thermodynamisch begünstig wird. Es kommt zu einem 

schnellen Wachstum der Aggregate. Für eine Ausbreitung der Infektion ist ein anschließender 

Zerfall der entstandenen Aggregate nötig, wodurch neue Keime entstehen. 

 

Abbildung 1.6: Konversionsmodelle 

A: Heterodimermodell: PrP
Sc

 bindet an eine destabilisierte Form von PrP
C
 (PrP*). Dadurch bildet sich 

Heterodimer. Die Umwandlung von PrP* zu PrP
Sc

 wird induziert, und es entsteht ein Homodimer. Nach 

Dissoziation stehen zwei PrP
Sc

-Monomere zur Katalyse weiterer Umwandlungen bereit (verändert nach 

(Cohen et al., 1994). B: Keiminduzierte Aggregation: Dieses Modell setzt die Bildung eines 

Nukleationskeimes voraus. Hiernach wird die Umwandlung in PrP
Sc

 thermodynamisch begünstig. (Come 

et al., 1993; Jarrett et al., 1993). 

Aufbauend auf diesen Modellen stellte Eigen im Jahr 2001 ein Modell zur Replikation von 

Prionen in Folge einer Infektion vor (Eigen, 2001). Nach diesem Modell replizieren sich die 

vorhandenen infektiösen PrP
Sc

-Einheiten in zwei aufeinander folgenden Schritten (Abbildung 

1.7). Wenn die PrP
Sc

-Ketten eine bestimmte kritische Größe aufweisen, binden PrP
C
-Moleküle 

an die Enden dieser Ketten. Durch diese Wechselwirkung wird gebundenes PrP
C
 in die 

pathogene Form umgewandelt. Dadurch kommt es im ersten Schritt zu einem Kettenwachstum. 

Im zweiten Schritt werden die Aggregate fragmentiert. Der Kettenbruch in Kombination mit 
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nachfolgender erneuter Anlagerung von PrP
C 

führt zu einer exponentiellen Vermehrung der 

infektiösen PrP
Sc

-Einheiten. 

 

Abbildung 1.7: Modell der Prion Amplifikation 

Die Vermehrung von PrP
Sc

 erfolgt in zwei Schritten: 1. Wachstum der PrP
Sc

-Ketten durch Anlagerung 

von PrP
C
 und Umwandlung in die pathogene Form. 2. Spaltung der gewachsenen Aggregate gefolgt von 

erneutem Kettenwachstum (verändert nach (Eigen, 2001)). 

 

Dieses Modell bildet auch die Grundlage zur Prionreplikation in vitro mittels PMCA (protein 

misfolding cyclic amplification) (Saborio et al., 2001). Das Prinzip, auf dem PMCA beruht, ist 

das gleiche wie das in Abbildung 1.7 gezeigte und beruht auf dem Prinzip der keiminduzierten 

Aggregation (siehe oben). In diesem System werden die PrP
Sc

-Keime durch Hirnhomogenat 

infizierter Tiere eingebracht (Abbildung 1.7). Mit der Zugabe von Hirnhomogenat gesunder 

Tiere wird dann PrP
C
, als Substrat, zugeführt. In Anwesenheit von Detergenzien kommt es zu 

einer Konversion von PrP
C 

und damit zu dem von Eigen postuliertem Aggregatwachstum. Die 

Spaltung der Aggregate wird im Anschluss daran mittels Ultraschallbehandlung der Proben 

herbeigeführt. Durch die Einführung von Inkubations-/Ultraschallzyklen kommt es immer wieder 

abwechselnd zur Aggregatspaltung gefolgt von erneuter Anlagerung von PrP
C 

und 

Aggregatwachstum, und damit zu der von Eigen beschriebenen exponentiellen Amplifikation 

von PrP
Sc

. Der Nachweis der Konversion erfolgt anhand der partiellen proteolytischen Resistenz 
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von PrP
Sc 

in Kombination mit immunologischem Nachweis. Es konnte gezeigt werden, dass ohne 

die Ultraschallbehandlung zwar auch eine Amplifikation von PrP
Sc 

stattfindet, diese jedoch bald 

zum Erliegen kommt, da hier deutlich geringere Mengen an neugebildetem PrP (27-30) detektiert 

wurden (Lucassen et al., 2003). Parallel zu diesen Arbeiten wurde in unserer Arbeitsgruppe ein 

ähnliches Amplifikationssystem entwickelt (Stohr et al., 2008). Allerdings wurde es dahingehend 

verbessert, dass anstatt das gesamte Hirnhomogenat zu benutzen nur minimale Komponenten 

eingesetzt wurden. So wurde im SDS-vermittelten Konversionssystem die Amplifikation auf 

aufgereinigtes PrP
Sc

 und rekombinantes PrP reduziert (siehe Kapitel 1.7). 

 

1.7 In vitro Konversion des Prion-Proteins 

 

Zur Verifizierung der „protein-only“ Hypothese müsste Infektiosität nur mit PrP in vitro 

rekonstruiert werden können. Ein Ansatz zur de novo-Generierung von Infektiosität ist die 

spontane Konversion von zellulären oder rekombinanten PrP zu infektiösen PrP
Sc

. Der andere 

wäre die keiminduzierte Konversion mit einem PrP
Sc

-Keim. Dabei stellt der erste Ansatz ein 

Modell für die spontane Ätiologie von Prion-Krankheiten da, und der zweite Ansatz den Fall der 

Infektion. 

Es sind einige Konversionssysteme entwickelt worden, die zum einen die spontane Konversion 

und zum anderen die keiminduzierte Konversion nachstellen. Bei der spontanen Konversion von 

PrP haben die ersten Modellsysteme einige aber nicht alle Charakteristika von PrP
Sc

 nachbilden 

können (Jackson et al., 1999; Lee et al., 2003; Post et al., 1998; Swietnicki et al., 2000). Jedoch 

zeigte bisher erst ein einziges spontanes Konversionssystem die de novo-Bildung von 

Infektiosität. Dabei wurde rekombinantes murines PrP (89-231) mittels Harnstoff und 

Guanidiniumhydrochlorid (GdnHCl) in eine fibrilläre Form konvertiert. Die amyloiden Fibrillen 

zeigten in transgenen Mäusen, die das PrP-Fragment der Sequenz 89-231 überexprimierten, 

einen geringen Infektionstiter (Legname et al., 2004; Legname et al., 2005). In der zweiten 

Passage entfaltet sich jedoch der gleiche Titer, welcher auch bei natürlichen Prionen auftritt. 

Somit konnte erstmals eine Korrelation zwischen amyloiden Fibrillen und Infektiosität gezeigt 

werden. Allerdings konnten mittels dieses Ansatzes keine Wildtyp Mäuse infiziert werden. 
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Andere Konversionssysteme verfolgen die Strategie, de novo-Infektiosität mittels PrP
Sc

 als 

katalytischen Keim zu generieren. Anfangs konnte nur die Resistenz gegen PK-Proteolyse der 

neu gebildeten PrP-Isoform, nicht aber deren Infektiosität nachgewiesen werden (Caughey et al., 

1995). Eine Weiterentwicklung stellten die Arbeiten von Soto dar, der die sogenannte „protein 

misfolding cyclic amplification“ (PMCA) entwickelte (Saborio et al., 2001). Dabei wird PrP
Sc

-

enthaltendes Hirnhomogenat infizierter Tiere mit Hirnhomogenaten gesunder Tiere verdünnt und 

PrP
Sc

 amplifiziert. Serielle Amplifikations- und Verdünnungszyklen wurden angewandt, um eine 

hohe Amplifikationseffizienz erzielen zu können und um rechnerisch ausschließen zu können, 

dass im letzten Zyklus noch infektiöses Startmaterial vorhanden ist (Castilla et al., 2005b). 

Tierversuche mit diesen Proben zeigten, dass de novo-Infektiosität generiert wurde (Castilla et 

al., 2005a). Allerdings wird bei dieser Methode nicht nur PrP verwendet, so dass alle Faktoren, 

die im Hirngewebe vorhanden sind, bei der de novo Generierung von Infektiosität eine Rolle 

spielen könnten. 

Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte PrP-Konversionssystem basiert auf dem anionischen 

Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) (Post et al., 1998; Riesner et al., 1996). SDS verändert in 

geringen Konzentrationen die Konformation des Prion-Proteins (Post et al., 1998). Andere 

Arbeitsgruppen benutzen ebenfalls SDS, um eine Konformationsveränderung bei Proteinen zu 

induzieren (Stefani, 2003; Xiong et al., 2001). Bei Variation der SDS-Konzentration zwischen 

0,2 % und 0,005 % zeigt rekombinantes Syrian Hamster PrP verschiedene reversible 

Konformationsübergänge (siehe Abbildung 1.8). Die aggregierte Form von rek SHaPrP(AS: 90-

231) zeigte aber weder amyloide Fibrillen noch Infektiosität. Die so entstandenen PrP-Aggregate 

wiesen amorphe Charakteristika auf. Das SDS-Konversionssystem führt erst durch die Zugabe 

von Natriumchlorid (NaCl) zu amyloiden Fibrillen (Leffers et al., 2005; Panza et al., 2008; Stohr 

et al., 2008). 
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Abbildung 1.8: In vitro SDS-Konversion 

Durch die Verdünnung von SDS wird eine Änderung der Sekundärstruktur von -helikal zu einem -

sheet dominierten Struktur erreicht. Dies geht einher mit einer gesteigerten Unlöslichkeit und Aggregation 

von PrP. Durch die Zugabe von NaCl in das in vitro Konversionssystem wird die Bildung von amyloiden 

Fibrillen induziert. Zur keiminduzierten Konversion kann zusätzlich noch ein exogener Keim 

hinzugegeben werden, der die Fibrillenbildung katalysiert, und somit von einigen Wochen auf nur einige 

Stunden reduziert. 

 

1.8 Spezies-Barriere 

 

1.8.1 Molekulare Mechanismen der Spezies-Barriere 

 

Es ist bekannt, dass sich Prionkrankheiten nicht nur innerhalb einer Spezies ausbreiten, sondern, 

dass es zur Transmission zwischen verschiedenen Spezies kommen kann (Interspezies). So 

wurden verschiedene Interspezies Transmissionen, die aus der Natur bekannt sind, experimentell 

nachgewiesen. Demgegenüber kann auch eine Spezies-Barriere der Transmission 

entgegenstehen, wie z.B. bei Syrian Hamster Scrapie auf Mäuse (zur Übersicht siehe (Beringue 

et al., 2008)). Ein besonderes Augenmerk bei der Interspezies-Transmission wird auf die 

molekulare Konformation von PrP
Sc

 gelegt. 
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In zellfreien Konversionsassays wurden mittels verschiedener Ansätzen versucht, die 

Eigenschaften der Spezies-Barriere in vitro nachzustellen. Aufbauend auf Erkenntnissen aus der 

in vitro Konversion wird dazu ein Zwei-Stufen-Mechanismus abgeleitet (DebBurman et al., 

1997) (Horiuchi et al., 1999). Der erste Schritt ist die sequenzspezifische Bindung von PrP
C
 an 

PrP
Sc

 (DebBurman et al., 1997) (Rigter et al., 2005). Der zweite Schritt ist die 

geschwindigkeitsbestimmende Konversion der PrP
C
- zur PrP

Sc
-Isoform. (Callahan et al., 2001), 

(DebBurman et al., 1997), (Horiuchi et al., 1999), (Rigter et al., 2005). Darauf aufbauend könnte 

die Spezies-Barriere auf einer Limitierung dieses Prozesses basieren. So könnte bei einer 

Spezies-Barriere die Bindung von PrP
C
 an PrP

Sc
 aufgrund von 

Aminosäurensequenzunterschieden zwischen den Spezies auf molekularer Ebene verhindert 

werden. Eine weitere Hypothese wäre, dass die Bindung zwar stattfindet, die Konversion jedoch 

verhindert wird. 

 

1.8.2 Keiminduzierte PrP-Aggregationsstudien 

 

Die Systeme, die am besten geeignet sind die molekularen Mechanismen der keiminduzierten 

PrP-Aggregation zu untersuchen, sind sogenannte Seeding-Assays mit definierten Komponenten. 

Als Substrat wird meist rekombinant exprimiertes PrP eingesetzt und als Keim z.B. amyloide 

Fibrillen aus rekombinantem PrP (rekPrP). Diese auf Fibrillenbildung basierende Systeme 

werden in der Literatur als „nucleation-dependent-nucleation-process“ beschrieben (Baskakov et 

al., 2007), (Noinville et al., 2008), (Surewicz et al., 2006). Surewiecz und Kollegen adaptierten 

dieses System für rekPrP der Aminosäurensequenz 23 bis 144 und stellten auf dieser Grundlage 

verschiedene Prion Varianten mittels verschiedener Fibrillenmorphologien nach. Die durch 

Fibrillenkeime entstandenen neuen Fibrillen nahmen die Morphologien der als Keim 

eingesetzten Fibrillen an. Die neu entstandenen Fibrillen besitzen somit die Eigenschaft der 

Keime (aus rekPrP einer anderen Spezies), obwohl beide unterschiedliche 

Amisnosäurensequenzen haben. Somit entsprechen sie nicht mehr den spontan generierten 

Fibrillen der Spezies (Jones et al., 2005). Diese Studie wurde dahingehend erweitert, dass Punkt-

Mutationen an Position 138 und 139 eingefügt wurden und das PrP somit durch die veränderte 

Aminosäurensequenz einer anderen Spezies ähnelt. So wurde beim Hamster PrP eine 

Punktmutation eingefügt, so dass diese Aminosäureposition die der humanen PrP-Sequenz 
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entspricht. Wird dieses Konstrukt als Substrat eingesetzt, so verhält es sich zu verschiedenen 

Keimen nicht mehr wie Syrian Hamster PrP, sondern wie humanes PrP, was die Bedeutung von 

einzelnen Sequenzpositionen bei Spezies-Barrieren unterstreicht.  

Das molekulare Artenbarriere-Konzept (siehe Abbildung 1.9) basiert darauf, dass ein Protein 

multiple Aggregatmorphologien aufgrund von Missfaltung und anschließender Aggregation 

einnehmen kann. Eine Punktmutation würde hiernach das Spektrum der möglichen 

Konformationen verändern. Demnach wäre eine Spezies-Barriere darin begründet, dass es 

aufgrund der Sequenzunterschiede des PrP zwischen den Spezies und der darin begründeten 

möglichen PrP
Sc

-Morphologien keine Möglichkeit zur Rekrutierung von PrP
C
 der anderen 

Spezies gibt (Abbildung 1.9). 
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Abbildung 1.9: : Molekulares Model der Spezies-Barriere auf Proteinebene 

(A) Konformationsmöglichkeiten von PrP
Sc

 der Spezies A, B oder C und mögliche Überlappungen. Eine 

Krankheitsübertragung von Spezies B zu Spezies A wäre demnach möglich, da Spezies A 

Konformationsvarianten mit Spezies B teilt. Das Gegenteil wäre der Fall, wenn Spezies C mit Spezies A 

oder B interagieren sollte, da dort keine gemeinsamen Konformationsvarianten auftreten können. Eine 

Spezies-Barriere wäre liegt vor. (B) Stamm Phänotyp ändert sich durch die Replikation eines geringen 

Anteils der PrP
Sc

-Konformation im Organismus, dadurch Selektion der für den jeweiligen Organismus 

kompatiblen Konformation. (C) Neue Generierung eines Stamms durch molekulare Interaktion zwischen 

PrP
Sc

 und PrP
C
 zweier Spezies. Dadurch können neue Eigenschaften entstehen die vorher weder im PrP

Sc
 

von Spezies A oder B möglich waren (nach (Beringue et al., 2008)). 

 

Wenn die PrP
Sc

-Konformation dem Spektrum der PrP
C
-Konformationsmöglichkeiten entspricht 

resultiert dies in einer geringen Spezies-Barriere, da PrP
C
 und PrP

Sc
 interagieren können und 

PrP
C
 zur PrP

Sc-
Konformation umfaltet. Es können anfänglich auch verschiedene PrP

Sc
-
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Konformationen nebeneinander vorhanden sein, welche aber aufgrund einer geringeren 

Amplifikationsrate oder einer erhöhten Instabilität für die Übertragung nicht relevant sind 

(Collinge et al., 2007), (Beringue et al., 2008), (Kimberlin et al., 1978). Der Vollständigkeit 

halber muss erwähnt werden, dass obwohl eine Vielzahl der Charakteristika von Prionen mittels 

Proteineigenschaften erklärt werden können, auch zelluläre Faktoren eine Rolle bei der PrP-

Konversion spielen könnten. So ist z.B. die Degradierungsrate des PrP
Sc

 für die Ausbreitung 

wichtig (Yedidia et al., 2001). Darüber hinaus können Chaperone als wichtiger zellulärer Faktor 

in diesen Prozess involviert sein (DebBurman et al., 1997; Wong et al., 2001). 

 

1.8.3 Einfluss der PrP-Aminosäurensequenz auf die Spezies-Barriere 

 

Verschiedene Spezies besitzen verschiedene Anfälligkeit für Prion-Krankheiten. Auch in der 

gleichen Spezies findet man aufgrund von Polymorphismen des Prion-Gens verschiedene 

Anfälligkeiten. Für die Spezies Schaf ist bekannt, dass die Aminosäurepositionen 136, 154, 171 

(Goldmann, 2008; Goldmann et al., 1990) einen entscheidenden Einfluss auf die Suszeptibilität 

für Prion-Krankheiten haben. So sind Tiere, welche in der Prionsequenz an Positionen 

136/154/171 die Aminosäuren A/R/Q oder V/R/Q aufweisen sehr anfällig, wohingegen die, 

welche die Kombination A/R/R ausweisen weniger anfällig sind (Belt et al., 1995; Elsen et al., 

1999; Groschup et al., 2007). Diese Beobachtung konnte durch Zellkulturstudien und zellfreie 

Assays bestätigte werden (Bossers et al., 1997; Sabuncu et al., 2003). Ein Polymorphismus der 

Prionproteinsequenz ist auch beim Menschen bekannt und manifestiert sich an Position 129 mit 

dem Polymorphismus M/V (Hasnain et al., 2001). 

Bei der Spezies-Barriere wurde die Bedeutung der speziesspezifischen PrP-Sequenz von der 

Arbeitsgruppe von Scott mit Hamster und Maus untersucht (Scott et al., 1989). Wildtyp-Mäuse 

können nicht mit Hamster-Scrapie infiziert werden. Diese Speziesbarriere konnte dadurch 

überwunden werden, dass in transgenen Mäusen das Hamster PrP exprimiert wurde (Kimberlin 

et al., 1978). So wurden die Mäuse durch die jeweilige PrP-Expression infizierbar für 

Prionkrankheiten von Schaf Scrapie (Crozet et al., 2001; Vilotte et al., 2001; Westaway et al., 

1994), Rind (Beringue et al., 2006; Buschmann et al., 2006; Buschmann et al., 2005; Scott et al., 

1999), Mensch (Asante et al., 2002; Telling et al., 1995), Cervide (Bueler et al., 1993; Green et 

al., 2008; LaFauci et al., 2006) und Nerz (Windl et al., 2005). Dies ist ein starkes Indiz dafür, 
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dass speziesspezifische zelluläre Faktoren, bei der Spezies Barriere eine untergeordnete Rolle 

spielen. 
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1.9 Fragestellung 

 

Der Konversion von zellulärem Prion-Protein (PrP
C
) zu mit der Prion-Krankheit assoziierten, 

fehlgefalteten Isoform (PrP
Sc

) wird eine entscheidende Rolle bei der Prion-Krankheit 

zugesprochen. Die PrP-Fehlfaltung kann ohne exogenen Keim vonstattengehen (spontane oder 

genetische Ätiologie), oder durch einen exogenen PrP
Sc

-Keim beschleunigt werden (infektiöse 

Ätiologie). Um die Konversion von PrP nachzustellen wurde in unserer Arbeitsgruppe ein in 

vitro-Konversionssystem etabliert, in welchem ausschließlich aufgereinigtes rekombinant 

exprimiertes PrP in einem Sodiumdodecylsulfat (SDS)-haltigen Puffer eingesetzt wird (siehe 

Kapitel 1.7). Durch die Verdünnung des denaturierenden Detergenz SDS von 0,2 % auf 0,01 % 

wird die Faltung von monomeren und strukturell -helikal dominierten rekPrP in eine faltblatt 

reiche und aggregierte Isoform begünstigt (Jansen et al., 2001). Durch die Zugabe von 250 mM 

NaCl ist es möglich die Übergangsstrukturen so zu stabilisieren, dass amyloide Fibrillen 

ausgebildet werden. Amyloide Fibrillen gelten als die Morphologie, die der infektiösen und 

pathologischen Isoform am ähnlichsten ist (siehe Kapitel 1.6). Nach einer Inkubationszeit von 

mehreren Wochen (bei 37°C und schütteln) ist es somit möglich, dass rek-PrP Monomere 

spontan zu amyloiden Fibrillen konvertieren. Diese in vitro-Aggregation ist ein Modellsystem für 

die spontane Ätiologie von Prionkrankheiten. Durch die Zugabe von NaPTA-gefälltem PrP
Sc

 

(siehe Kapitel 8.3) wird die infektiöse Ätiologie nachgestellt, da hier die Konversion mittels 

eines exogenen PrP
Sc

-Keim beschleunigt wird (Veröffentlichung 1: „Mechanismus of prion 

protein assembly into amyloid“). 

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag darauf, dass in unserem Institut von Jan Stöhr und Nicole 

Weinmann etablierte spontane und keimabhängige Konversionssystem, welches für die Spezies 

Hamster untersucht wurde, auf weitere Spezies, wie Rind (Veröffentlichung 2: „Spontaneous and 

BSE-prion seeded amyloid formation of full length recombinant bovine prion protein“), Schaf 

und Maus zu erweitern. Mittels Kombinationen von PrP
Sc

-Keim (Donor) und rekPrP-Substrat 

(Host) sollte darüber hinaus ermittelt werden, ob zwischen verschiedenen Spezies die 

Nachstellung von Interspezies-Transmission und Interspezies-Barriere ausschließlich mit 

proteinösen Komponenten auf molekularer Ebene möglich ist (Veröffentlichung 3: „Molecular 

interactions between prions as seeds and recombinant prion-proteins as substrates resemble the 

biological interspecies barrier in vitro“). Zusätzlich sollte der Einfluss von verschiedenen nicht-
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Protein-Faktoren auf die rekPrP-Konversion untersucht werden. Es sollte das 

Aggregationsverhalten von rekPrP in Anwesenheit von Glykogen (als Modell für das Prion-

Scaffold) (Veröffentlichung 4: „Aggregation and Amyloid Fibril Formation of the Prion Protein 

is Accelerated in the Presence of Glycogen“) und von Advanced-Glycation-Endproducts 

untersucht werden (Veröffentlichung 5: „Influence of the Maillard reaction to prion protein 

misfolding and aggregation“). 
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2 Ergebnisse 

 

2.1 Mechanismus zur Amyloidbildung des Syrian Hamster Prion-Proteins 

 

 

 

Basierend auf dem SDS-Konversionssystem für monomeres PrP (Jansen et al., 2001) (Post et al., 

1998) wurde in der im Anhang angefügten Arbeit (siehe Veröffentlichung 1) für rekombinantes 

Syrian Hamster Prion Protein der Aminosäurensequenz 90-231 (SHaPrP) die spontane und die 

keiminduzierte Konversion etabliert. Die spontane Fibrillogenese erfolgte ohne exogenen Keim 

im Konversionspuffer (10 mM NaPi pH 7,4, 0,03% SDS und 250 mM NaCl) bei konstantem 

Schütteln (37°C) über einen Zeitraum von 6 Wochen. In der maßgeblich von Jan Stöhr und 

Nicole Weinmann durchgeführten Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Ausgangszustand des 

PrPs (pre-amyloid state), der zu amyloiden Fibrillen führt, eine alpha-helikal dominierte 

Sekundärstuktur mit random-coil Anteil besitzt. Eine weitere Analyse des pre-amyloid-Zustandes 

mittels analytischer Ultrazentrifugation zeigte ein Gleichgewicht zwischen PrP-Monomeren und 

-Dimeren (33% zu 66%) (Veröffentlichung 1; Fig. 1 A/B). Nach 6 Wochen Inkubationszeit 

wurden Fibrillen, welche die typischen unverzweigten „twisted“ Strukturen aufwiesen, durch 

elektronenmikroskopische Aufnahmen verifiziert (Veröffentlichung 1; Abb. 1 A/B). Eine 

weitergehende Untersuchung der fibrillären Strukturen durch den amyloidspezifischen Farbstoff 

ThT (siehe Kapitel 8.9.1.) zeigte den amyloiden Charakter der Fibrillen (siehe Veröffentlichung 

1 Abb. 2 B).  

Veröffentlichung 1: Mechanisms of prion protein assembly into amyloid 

Jan Stöhr, Nicole Weinmann, Holger Wille, Tina Kaimann, Luitgard Nagel-Steger, Eva 

Birkmann, Giannantonio Panza, Stanley B. Prusiner, Manfred Eigen and Detlev Riesner 

Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 105; no. 7; s. 2409-2414 
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Eine Erweiterung des spontanen PrP-Konversionssystem (Arbeiten durchgeführt von Nicole 

Weinmann) stellt die Einführung eines exogenen Keimes (PrP
Sc

) dar. Durch die Anwesenheit 

eines Aggregationskeimes verkürzt sich die Konversionszeit von mehreren Wochen auf einige 

Stunden (siehe Veröffentlichung 1 Abb. 3 A). Als Keim wurde NaPTA-gefälltes PrP
Sc

, isoliert 

aus Hirngewebe Scrapie infizierten Syrian Hamster eingesetzt (Positiv) (siehe Kapitel 8.3). Als 

Kontrolle diente Hirngewebe nicht erkrankter Hamster, welches einer analogen NaPTA-Fällung 

unterzogen wurde (Negativkontrolle). In Abbildung 3 A (Veröffentlichung 1) ist die Kinetik der 

keiminduzierten Amyloidbildung gezeigt, welche mittels amyloidspezifischer ThT-

Fluoreszenzerhöhung verfolgt wurde. In der Negativkontrolle findet im Untersuchungszeitraum 

keine Amyloidbildung statt. Die spezifische Wechselwirkung zwischen SHaPrP
Sc

-Keim und 

SHaPrP-Substrat wurde mittels elektronenmikroskopischen Aufnahmen validiert 

(Veröffentlichung 1; Fig. 3 C/D). 

 

2.2 Spontane Amyloidbildung von bovinem, ovinem und murinem PrP  

 

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag darauf die spontane und keiminduzierte Amyloidbildung auf 

verschiedene Spezies zu übertragen. 

In Veröffentlichung 2 sind die Ergebnisse der spontanen und der keiminduzierten 

Amyloidbildung von rekombinantem bovinen PrP(25-241) (BovPrP) beschrieben. 

Veröffentlichung 2: Spontaneous and BSE-prion seeded amyloid formation of 

full length recombinant bovine prion protein 

Giannantonio Panza, Jan Stöhr, Christian Dumpitak, Dimitrios Papathanassiou, Jürgen 

Weiß, Detlev Riesner, Dieter Willbold, Eva Birkmann 

Biochemical and Biophysical Research Communications; vol. 373; no. 4; s. 493-497 
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In Veröffentlichung 3 sind die die Ergebnisse zur spontanen und Keiminduzierten 

Amyloidbildung von rekombinantem ovinen PrP(25-233) (OvPrP) und murinem PrP(89-231) 

(MuPrP) beschrieben. 

 

2.2.1 Amyloidbildungsbedingungen 

 

Aufgrund der BSE-Epidemie in Großbritannien in den 1980-90 Jahren ist die Charakterisierung 

der Bildung von amyloiden Fibrillen von bovinem PrP von besonderem Interesse. Ein kritischer 

Punkt bei der Adaption des SDS-basierten Konversionssystems ist die Etablierung der SDS-

Konzentration, in dem das rekPrP spontan Fibrillen bildet. Um die geeignete SDS-Konzentration 

zu bestimmen, bei der rekPrP amyloide Fibrillen bildet, wurde im Konversionspuffer (10 mM 

NaPi pH 7,4, 250 mM NaCl) die SDS-Konzentration zwischen 0,01 und 0,05% SDS variiert und 

rekPrP der verschiedenen Spezies unter konstantem Schütteln (650 rpm) bei 37°C über mehrere 

Wochen inkubiert. Die Amyloidbildung wurde mittels der amyloidspezifischen ThT-

Fluoreszenzerhöhung verfolgt (siehe Kapitel 8.9.1). Für BovPrP wurde nach 1 Woche Inkubation 

bei einer SDS-Konzentration von 0,02% Amyloidbildung detektiert (siehe Veröffentlichung 2; 

Abb. 2 A). Sowohl bei höheren als auch bei niedrigeren SDS-Konzentrationen kam es nicht zu 

einer Fluoreszenzerhöhung, was gegen eine Bildung von amyloiden Fibrillen im 

Untersuchungszeitraum von 7 Wochen spricht.  

Die Verifizierung des amyloiden Charakters der gebildeten Strukturen erfolgte zusätzlich durch 

den amyloidspezifischen Farbstoff Kongorot (siehe Kapitel 8.9.3). Als Kontrolle wurden 

amorphe rekPrP-Aggregate herangezogen. Die für Amyloide charakteristische Doppelbrechung 

Veröffentlichung 3: Molecular interactions between prions as seeds and 

recombinant prion-proteins as substrates resemble the biological interspecies 

barrier in vitro 

Giannantonio Panza, Lars Lueers, Jürgen Weiß, Detlev Riesner, Dieter Willbold and Eva 

Birkmann 

Manuskript eingereicht. 
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unter polarisiertem Licht trat bei BovPrP nur in den Proben auf, die auch eine erhöhte ThT-

Fluoreszenz aufwiesen. Der fibrilläre Charakter wurde analog zum SHaPrP des vorherigen 

Kapitels mittels Elektronenmikroskopie bestimmt (siehe Veröffentlichung 2; Abb. 2 B/C). Auch 

hier sind die charakteristischen unverzweigten amyloiden Fibrillen sichtbar. 

Analog zur Volllänge-BovPrP bildeten sich bei OvPrP bei 0,02% SDS amyloide Strukturen nach 

3 Wochen. In niedrigeren bzw. höheren SDS-Konzentrationen konnte im Untersuchungszeitraum 

von 4 Wochen keine amyloidspezifische Fluoreszenzerhöhung von Thioflavin T nachgewiesen 

werden (siehe Veröffentlichung 3 Abb. 1). Die Verifizierung der Fibrillenstruktur erfolgte durch 

elektronenmikroskopische Aufnahmen (siehe Veröffentlichung 3, Abb. 1). Bei MuPrP wurde 

Amyloidbildung in einem Konzentrationsbereich von 0,02 bis 0,04 %  SDS beobachtet. Bereits 

nach 1 Woche war ein erhöhtes ThT-Fluoreszenzsignal von MuPrP messbar. Der höchste 

Amyloidanteil konnte bei 0,04 % SDS nachgewiesen werden. Für die weiteren Versuche mit 

MuPrP wurde im Folgenden die SDS-Konzentration von 0,04 % SDS gewählt (siehe 

Veröffentlichung 3). 

 

2.2.2 Analyse der pre-amyloiden PrP-Struktur 

 

Zur Ermittlung welche pre-amyloide PrP-Ausgangsstruktur die Konversion zu amyloiden 

Fibrillen begünstigt, wurde die Sekundärstruktur des PrPs im pre-amyloiden Stadium mittels 

Circular-Dichroismus (CD) (Kapitel 8.6) ermittelt. Das Molekulargewicht und damit der 

Oligomerisierungsgrad wurde mittels analytischer Ultrazentrifugation (AUZ) (Kapitel 8.7.1) 

bestimmt. Ein Vergleich der Sekundärstruktur von BovPrP bei verschiedenen SDS-

Konzentrationen ist in Abbildung 1 (Veröffentlichung 2) dargestellt. In 0,01% und 0,02% SDS 

liegt eine -helikal/-Faltblatt-dominierte Sekundärstruktur vor, wohingegen bei höheren SDS-

Konzentrationen eine -helikal/random-coil dominierte Sekundärstruktur erkennbar ist. 

Ausschließlich die Inkubation von BovPrP in 0,02 % SDS führte zu amyloiden Fibrillen. Diese 

pre-amyloide Struktur wurde mit anderen pre-amyloiden Sekundärstrukturen verschiedener PrP-

Spezies verglichen (siehe Veröffentlichung 2 Abbildung 1). Das N-terminal verkürzte 

BovPrP(102-241) und die Volllänge-SHaPrP(23-231) zeigten eine -helikal/random-coil 
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dominierte Sekundärstruktur, wie sie schon für SHaPrP(90-231) beschrieben wurde 

(Veröffentlichung 1 Fig. 1 B). 

Die Sekundärstrukturanalyse des pre-amyloiden Stadiums von OvPrP und MuPrP zeigten -

helikal/random-coil dominierte Sekundärstrukturen. Die Sekundärstruktur von OvPrP und 

MuPrP weist im Vergleich zu SHaPrP höhere random-coil Anteile auf. 

 

 

Abbildung 2.1: Analyse der Sekundärstruktur 

CD-Spektren wurden direkt nach dem Einstellen der SDS Konzentration gemessen, die endgültige 

Proteinkonzentration betrug 150 ng/µl in 10 mM NaPi pH 7.4 und 250 mM NaCl. A Pre-amyloid state 

von BovPrP in 0,02 % SDS. B Pre-amyloid state von OvPrP in 0,02 % SDS C Pre-amyloid state von 

MuPrP in 0,04% SDS.  

 

Die weitergehende Untersuchung der pre-amyloiden PrP-Ausgangsstruktur erfolgte mit der 

Methode der analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) (siehe Kapitel 8.7.1). Durch die 

Bestimmung des Molekulargewichts des pre-amyloiden Stadiums von BovPrP und OvPrP, 

konnte jeweils eine Zwei-Komponenten-Verteilung bestimmt werden. Analog zu SHaPrP(90-

231) besteht ein Monomer-Dimer Gleichgewicht von 33% Monomer und 66% Dimer.  
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Abbildung 2.2: Oligomerisierungsgrad des pre-amyloid Stadiums von OvPrP und BovPrP 

A/B 40 ng/µl OvPrP nach 5 tägiger Inkubation und (C/D) BovPrP nach 2 tägiger Inkubation bei 37°C 

(650 rpm) in 0,02 % SDS, 10 mM NaPi; 250 mM NaCl wurden mittels AUZ analysiert. A/C 

Verschiedene Konzentrationsprofile der Messläufe bei gegebenen Drehzahlen nach Einstellung des 

jeweiligen Gleichgewichtes zwischen Diffusion und Sedimentation. B/D Abweichungen der gefitteten 

Werte zu den ermittelten Daten. 

 

2.3 Keiminduzierte Fibrillogenese 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PrP
Sc

-Keiminduzierte Fibrillogenese von rekPrP auf die 

Spezies Rind, Maus und Schaf adaptiert. Durch Zugabe von, mittels NaPTA-Fällung aus 

Hirngewebe voraufgereinigtem PrP
Sc

 als Keim (sieh Kapitel 8.3), findet eine Beschleunigung der 

rekPrP-Amyloidbildung im Vergleich zum nicht keiminduzierten Fall statt. Als Kontrolle wurde 
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Hirngewebe gesunder Tiere analog behandelt und als Keim eingesetzt. In diesem Fall wurde die 

Amyloidbildung nicht beschleunigt (siehe Veröffentlichung 1). 

Nachdem die Bedingungen für die spontanen Amyloidbildung von rekPrP der verschiedenen 

Spezies durch Einstellen der SDS-Konzentrationen etabliert werden konnten, wurden analog zur 

keiminduzierten Amyloidbildung von SHaPrP (Veröffentlichung 1) die keiminduzierten 

Amyloidbildungen mit rekPrP der anderen Spezies durchgeführt (siehe Kapitel 8.9.2). Im Fall 

von BovPrP kam es analog zur spontanen Amyloidbildung nur in 0,02 % SDS zu einer 

beschleunigten ThT-vermittelten Fluoreszenzerhöhung nach PrP
Sc

-Keimzugabe (Abbildung 2.3 

A). Die Lag-Phase ist von mehreren Wochen auf wenige Stunden verkürzt. Die Amyloidbildung 

ist spezifisch für BovPrP
Sc

 da diese bei der Negativkontrolle (PTA-gefälltem Keim aufgereinigt 

aus gesundem bovinem Hirngewebe) nur minimal ist (Veröffentlichung 2).  

Um den eingesetzten BovPrP
Sc

-Keim in Bezug auf die Stabilität gegenüber Proteolyse mit 

Proteinase K (PK) zu charakterisieren, wurde das NaPTA-Präzipitat aus Hirngewebe von BSE-

infizierten Rindern und gesunden Kontrolltieren eine Proteolyse mit PK unterzogen. 

Anschließend wurden die Proben mittels Western Blot und immunologischem Nachweis 

untersucht (siehe Veröffentlichung 2). In vielen Studien wurde gezeigt, dass die infektiöse und 

pathologische PrP
Sc

-Isoform PK-resistent ist und daher nicht vollständig durch PK abgebaut 

werden kann (siehe Kapitel 11). Die Western Blot Analyse zeigt, dass das hier verwendete  

BovPrP
Sc

 nur einen geringen Anteil an PK-resistentem BovPrP
Sc

 aufweist. Dies weist darauf hin, 

dass das in der keiminduzierten Amyloidbildung eingesetzte PrP
Sc

 zum überwiegenden Teil aus 

PK-sensitiven PrP
Sc

 besteht.  

Die Struktur des pre-amyloiden Stadiums von BovPrP ist, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, SDS-

konzentrationsabhängig. In Abbildung 2.3 B ist die keiminduzierte Amyloidbildung bei 

verschiedenen SDS-Konzentrationen, und somit bei verschiedenen BovPrP Ausgangsstrukturen, 

dargestellt (siehe Kapitel 8.9.2). An der für die spontane Amyloidbildung optimalen SDS-

Konzentration von 0,02 % SDS ist eine PrP
Sc

 vermittelte Amyloidbildung des BovPrP erkennbar 

(ThT-Fluoreszenzerhöhung). Diese bleibt bei der Negativkontrolle aus. Bei den SDS-

Konzentrationen von 0,03 bis 0,05 % SDS ist keine amyloidvermittelte ThT 

Fluoreszenzerhöhung auszumachen (pos. und neg.). Die niedrigere SDS Konzentration von 0,01 

zeigt ebenfalls keine PrP
Sc

 spezifische Amyloidbildung. Hier ist in beiden Ansätzen eine ähnlich 

hohe Fluoreszenz sichtbar, was auf einen unspezifischen Effekt schließen lässt. Daher hängt die 

optimale keiminduzierte Amyloidbildung unter anderem von der BovPrP-Ausgangsstruktur ab. 
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Die keiminduzierte Konversion mittels PrP
Sc

-Keim wurde analog zur Spezies Rind auf die 

Spezies Maus und Schaf übertragen. Aus den Versuchen mit BovPrP war bekannt, dass die 

Pufferbedingungen, die zur spontanen Amyloidbildung führen, auch für die keiminduzierte 

Amyloidbildung geeignet waren. In Abbildung 2.3 C, D ist analog zur BovPrP die 

keiminduzierte Amyloidbildung (ThT-Fluoreszenzerhöhung) von OvPrP und MuPrP dargestellt. 

Als Kontrolle wurde auch hier NaPTA-gefällter Keim aus Hirngewebe gesunder Kontrolltiere 

eingesetzt (neg.). 

 

Abbildung 2.3: Intraspezies PrP
Sc

-keiminduzierte Amyloidbildung von BovPrP, OvPrP und MuPrP 

A Amyloidbildung von BovPrP (80 ng/µl) detektiert mittels ThT-Fluoreszenz-Assay mit BovPrP
Sc

 als 

Keim (10 mM NaPi pH 7,4; 250 mM NaCl bei 37°C). Messung alle 30 min. (MW von 495-505 nm der 

Emission bei einer Excitation von 445 nm). B. Die verschiedenen Relativen Fluoreszenz Einheiten (RFU) 

sind für die verschiedenen SDS-Konzentrationen bei BovPrP und BovPrP
Sc

 aufgetragen (MW von 495-

505 nm der Emission bei einer Excitation von 445 nm). C Amyloidbildung von OvPrP (40 ng/µl) OvPrP
Sc

 

als Keim in 0,02 % SDS. Messung jede Stunde durchgeführt. D Amyloidbildung von MuPrP (30 ng/µl) 

mit MuPrP
Sc

 als Keim (0,04 % SDS). (Polynomische Ausgleichskurve durch die Datenpunkte berechnet). 
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Abbildung 2.3 C zeigt die OvPrP
Sc

 spezifische Amyloidbildung (rote Linie) von OvPrP. Die 

einzelnen Datenpunkte entsprechen einer Fluoreszenzmessung zu einem definierten Zeitpunkt. 

Durch Polynomische Regression wurde eine Ausgleichskurve berechnet (siehe Kapitel 8.11). Im 

Vergleich zur Amyloidbildung mittels PrP
Sc

-Keim zeigt die Kontrolle keine Amyloidbildung 

(blaue Linie). Die Pufferbedingungen sind analog zur spontanen amyloiden Fibrillogenese auf 

0,02% SDS eingestellt. Die OvPrP-Konzentration erwies sich bei 40 ng/µl (ca. 1,8 mM) als ideal. 

Bei der MuPrP
Sc

-vermittelten Amyloidbildung von MuPrP (Abbildung 2.3 B) liegt die SDS-

Konzentration, auch hier eingestellt nach der spontanen amyloiden Fibrillogenese, bei 0,04 % 

SDS. Die Konzentration wurde bei MuPrP auf 30 ng/µl eingestellt, was analog zu OvPrP ca. 1,8 

mM entspricht. Auch hier zeigt die Kontrolle keine Amyloidbildung (blaue Linie). 

 

2.4 Molekulare Spezies-Barriere 

 

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Transmission, bzw. die Barriere einer 

Transmission, zwischen verschiedenen Spezies auf molekularer Ebene nachzustellen und zu 

untersuchen. Dazu wurde die keiminduzierte Amyloidbildung von rekPrP genutzt (Kap. 2.3). In 

diesem System wurde rekPrP-Substrat und PrP
Sc

-Keim verschiedener Spezies kombiniert. Dies 

stellt den Fall der Übertragung von Prionkrankheiten zwischen verschiedenen Spezies dar. Es 

wurden verschiedene, experimentell verifizierte Interspezies Transmissionen/Barrieren 

untersucht. Dazu wurden die Pufferbedingungen gemäß den Resultaten aus Kapitel 2.3 auf die 

Substrat(rekPrP)–Konversionsbedingungen eingestellt, bei denen zuvor eine keiminduzierte 

Beschleunigung der Amyloidbildung für die entsprechende Spezies gezeigt werden konnte.  

Die keiminduzierte Amyloidbildung wurde, wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, 

gemessen. Allerdings wurden zur besseren Übersicht die Fluoreszenz-Werte der Plateau-Phase 

(24-48 Std.) in einem Balkendiagramm aufsummiert (Abbildung 2.4 A und Veröffentlichung 5). 

Exemplarisch ist die zugrundeliegende Kinetik der Interspezies-Transmission für SHaPrP
Sc

-

Keim und für OvPrP-Substrat gezeigt (Abbildung 2.4 B). Analog zur keiminduzierten 

Amyloidbildung innerhalb einer Spezies (Intraspezies) (siehe Kapitel 2.3) zeigt die in vitro 

Nachstellung der Transmission zwischen unterschiedlichen Spezies, für die bekannt ist, dass in 

vivo eine Übertragung möglich ist, einen ähnlichen Kurvenverlauf der keiminduzierten 
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Amyloidbildung auf (vgl. Abbildung 2.3 und Abbildung 2.4 B). Untersucht wurden die 

Kombination von OvPrP
Sc

 und SHaPrP, OvPrP
Sc

 und BovPrP, SHaPrP
Sc

 und OvPrP, SHaPrP
Sc

 

und BovPrP und abschließend BovPrP
Sc

 und OvPrP. Für diese Interspezies Transmission ist 

bekannt, dass es in vivo zu einer Übertragung von Prionkrankheiten zwischen diesen Spezies 

kommen kann. Darunter ist auch die für den Ausbruch der Bovinen Prion-Krankheit 

verantwortlich gemachte Übertragung von Schaf Scrapie auf Rinder (siehe Kapitel 1.8). Bei allen 

fünf in vitro-Ansätzen ist die ThT-Fluoreszenzzunahme in Anwesenheit von PrP
Sc

 im Vergleich 

zur Kontrolle stark erhöht. Die absolute Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Spezies-

Kombinationen wird dadurch limitiert, dass die Substratkonzentrationen und die SDS-

Konzentrationen jeweils den Amyloidbedingungen angepasst wurden, welche optimal für die 

Amyloidbildungen sind (siehe Kapitel 2.3). Im Gegensatz zu den Spezies-Kombinationen, bei 

denen eine in vivo Übertragbarkeit beschrieben wurde, bleibt eine keiminduzierte 

Amyloidbildung für die Kombinationen BovPrP
Sc

/SHaPrP und SHaPrP
Sc

/MuPrP, aus. MuPrP 

zeigt nach Zugabe von SHaPrP
Sc

 über einen Zeitraum von 48 h keine Erhöhung des 

Amyloidanteils (Abbildung 2.4 C). In vivo Studien zeigten, dass es nicht möglich ist Mäuse mit 

Scrapie aus Syrian Hamster zu infizieren (Kimberlin et al., 1978). Somit konnte sowohl die 

Interspezies-Transmission als auch die Interspezies-Barriere auf molekularer Ebene 

ausschließlich mit aufgereinigten proteinösen Komponenten nachgestellt werden. 
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Abbildung 2.4: Nachstellung der Interspezies-Transmission und -Barriere in vitro 

A Die Amyloidbildung von rekPrP wurde mittels Thioflavin T Fluoreszenzmessung über 48 Std. verfolgt, 

indem alle 60 min die Mittelwerte der Fluoreszenz (em von 495-505 nm bei ex 445 nm) analysiert 

wurden. Die Fluoreszenzwerte des Zeitraums von 24 bis 48 Std (Plateauphase) wurden summiert. Der 

Puffer und die rekPrP Konzentration entsprechen denen der Keiminduzierten Intraspezies 

Amyloidbildung. Die Spezies von Substrat und Keim sind im Diagramm ausgewiesen. B Kinetik der 

keiminduzierten Amyloidbildung von OvPrP, welches mit SHaPrP
Sc

 versetzt wurde als Beispiel der 

Interspezies Transmission. C Kinetik keiminduzierten Amyloidbildung MuPrP welches mit  SHaPrP
Sc

 

versetzt wurde, als Beispiel für eine Spezies-Barriere. 
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2.5 Einfluss von Sekundärfaktoren auf die PrP-Aggregation 

 

2.5.1 Amyloidbildung von rekPrP in Gegenwart von Glykogen 

 

Mit Hilfe des SDS-basierten in vitro Konversionssystems für rekPrP sollte der Einfluss von 

Sekundärfaktoren auf die Amyloidbildung analysiert werden. Als Sekundärfaktor wurde das 

Polysacharid (Glykogen) untersucht, da Polysacharide in natürlichen Prionen detektiert wurden 

und daher von besonderem Interesse sind (Dumpitak et al., 2005). Die Ergebnisse dieser 

Analysen sind in Veröffentlichung 4 dargestellt. Beide Proben wurden bei 37 °C im 

Konversionspuffer über ca. 20 h gemessen. Über den gemessenen Zeitverlauf zeigte die Probe 

mit dem spontanen rekPrP Ansatz ohne Glykogen keinerlei ThT spezifische Fluoreszenzerhöung. 

Im Gegensatz dazu zeigt die Probe mit Glykogen eine Fluoreszenzerhöhung nach ca. 5 h, was 

einer Beschleunigung der Amyloidbildung des rekPrP in Gegenwart von Glykogen entspricht. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Glykogen die spontane Amyloidbildung von 

SHaPrP der Vollängensequenz wie auch der N-terminal verkürzten Form beschleunigt (Abb. 1 

G, Veröffentlichung 4). 

 

Veröffentlichung 4: Aggregation and Amyloid Fibril Formation of the Prion Protein 

is Accelerated in the Presence of Glycogen 

Giannantonio Panza, Jan Stöhr, Eva Birkmann, Detlev Riesner, Dieter Willbold, Otto Baba, 

Tatsuo Terashima and Christian Dumpitak 

Rejuvination Research; vol. 11; no. 2; s. 365-369 
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2.5.2  Einfluss von Advanced Glycation Endproducts auf die rekPrP Aggregation 

 

 

 

 

 

„Advanced glycation endproducts“ (AGE) entstehen durch die Maillard-Reaktion, eine Reaktion 

zwischen freien Aminogruppen von Proteinen und reduzierenden Zuckern und stellen somit 

kovalent gebundene Proteinmodifikationen dar. In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss von 

AGEs auf das Aggregationsverhalten von SHaPrP(29-231) untersucht. Dazu wurde SHaPrP in 

vitro AGE-modifiziert. AGE-modifiziertes sowie nicht modifiziertes PrP wurde im SDS-

basierten Konversionssystem untersucht. Die AGEs beeinflussen SHaPrP dahingehend, dass die 

Amyloidbildung verhindert wird, aber keine gesteigerte Unlöslichkeit im Vergleich zum nicht 

AGE-modifizierten Versuchsansatz auftritt (siehe Veröffentlichung 5 Abb. 1 D/E).  

Zusammenfassend beeinflusst die Aggregation von Proteinen sowohl Sekundärfaktoren, die nicht 

kovalent gebunden werden, als auch Proteinmodifikationen die nicht enzymatisch, über einer 

längeren Lebensdauer, kovalent ans Protein gebunden werden. 

  

Veröffentlichung 5: Influence of the Maillard reaction to prion protein misfolding and 

aggregation 

Giannantonio Panza, Christian Dumpitak and Eva Birkmann 

Rejuvenation Researcht ID: REJ-2009-0954 (Manuskript “in press”) 
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3 Diskussion 

 

3.1 Rolle des pre-amlyoiden Struktur bei der Amyloidbildung von rekPrP 

 

Neurodegenerative Erkrankungen, die mit Protein-Fehlfaltung einhergehen, haben als molekulare 

Besonderheit die Konversion eines zellulären Proteins in eine pathologische Isoform (siehe 

Kapitel 1.1). Bei Prionerkrankungen ist die Konversion von zellulären PrP zur 

krankheitsassoziierten Isoform PrP
Sc

 das essentielle molekulare Ereignis. Das besondere bei 

Prionkrankheiten ist die Übertragbarkeit auch zwischen verschiedenen Spezies. Bei einer 

Infektion von PrP
Sc

 wird PrP
C
 mittels struktureller Konversion in die PrP

Sc
-Konformation 

überführt (siehe Kapitel 1.6). 

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Grundlagen der PrP-Konversion und 

insbesondere der PrP
Sc

-Keimvermittelten Konversion von PrP
C
 untersucht. Die Prion-vermittelte 

Konversion von zellulären PrP, wurde mittels aufgereinigter Einzelkomponten nachgestellt. Die 

Amyloidbildung von rekPrP wurde durch keiminduzierte Amplifikation mit aufgereinigtem PrP
Sc

 

beschleunigt. Dies ist ein Model für den Infektionsfall. Die Sekundärstruktur des löslichen pre-

amyloiden Stadiums von rekPrP von verschiedenen Spezies wurde vergleichend untersucht 

(siehe). Bei Hamster, Maus und Schaf wies die Struktur des pre-amyloiden Stadiums von rekPrP 

eine -helikal/random coil dominierte Sekundärstruktur auf (siehe Veröffentlichung 1, 4). Im 

Gegensatz dazu weist die Sekundärstruktur des pre-amyloid-Stadiums von BovPrP eine -

Faltblatt-dominierte Struktur auf. Die N-terminal verkürzte Form des BovPrP(102-241) zeigte 

wiederum ein -helikal/random coil dominierte Sekundärstruktur. Dieser Vergleich zeigte, dass 

der Strukturunterschied sowohl auf die Vollängensequenz des Prion-Proteins als auch auf die 

Aminosäureunterschiede zwischen den Spezies zurückführbar ist (siehe Veröffentlichung 2). Für 

alle mittels AUZ analysierten Spezies konnte ein Monomer-Dimer Gleichgewicht für den pre-

amyloiden Zustand von rekPrP gezeigt werden (siehe Veröffentlichung 1) (siehe Kapitel 2.2.2). 

Der „pre-amyloid-state“ ist auch für die keimabhängige Amyloidbildung von rekPrP von 

entscheidender Bedeutung. Mittels Variation der SDS-Konzentration bei der keimabhängigen 

Amyloidbildung von BovPrP (siehe Veröffentlichung 2) konnte gezeigt werden, dass die Bildung 
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von amyloiden Fibrillen nur dann stattfindet, wenn der zuvor beschriebene „pre-amyloid-state“ 

vorlag. Lag dieser nicht vor, konnte keine beschleunigte keiminduzierte Amyloidbildung erreicht 

werden. 

 

3.2 Ausbildung der Spezies-Barriere ist auf molekularer Protein-Ebene möglich 

 

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der Spezies-Barriere auf 

molekularer Ebene. Dazu wurde die keimvermittelte Amyloidbildung dahingehend variiert, dass 

PrP-Substrat und PrP
Sc

-Keim von verschiedenen Spezies kombiniert wurden. In vivo sind sowohl 

Transmissionen als auch Übertragungsbarrieren der Prionkrankheit zwischen verschiedenen 

Spezies bekannt. Die Möglichkeit dass die Ausbildung einer Transmission bzw. einer Barriere 

auf molekularer Ebene vermittelt wird, ist Thema verschiedener Untersuchungen gewesen. 

Darunter sind neben PMCA (Soto et al., 2002), welches allerdings mit unaufgereinigtem 

Hirnhomogenat arbeitet, besonders die Arbeiten von Surewicz und Kollegen zu nennen 

(Surewicz et al., 2006). Dabei gelang es die Vermittlung der Übertragungsbarriere in vitro 

zwischen amyloiden Fibrillen aus rekPrP hergestellt, und Monomeren (nur kleinere 

Aminosäurenabschnitte (23-144) der PrP-Volllänge) verschiedener Spezies nachzustellen. 

Einschränkend muss man anmerken, dass diese Daten mit Volllänge-PrP nicht reproduziert 

werden konnten, wobei der experimentelle Ansatz unverändert blieb (Makarava et al., 2007).  

Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz beruht ebenfalls auf der molekularen Interaktion von 

proteinösen Keim und rekPrP-Substrat. Allerdings ist der Keim aus dem Hirn erkrankter Tiere 

mittels NaPTA-Fällung aufgereinigt. Somit ist ein Vorteil dieses in vitro-Systems dass der 

Aggregationskeim natürlichem PrP
Sc

 sehr nahe kommt (siehe Kapitel 8.3). Die Konversion fand, 

wie schon oben erläutert, nur unter definierten Pufferbedingungen statt, wobei besonders die 

SDS-Konzentration als entscheidender Faktor für die keiminduzierte Konversion zu nennen ist. 

 



Diskussion 

42 

Tabelle 3: Interspezies-Transmission und -Barriere 

Intraspezies Transmission: + // Interspezies Transmission + // Interspezies Barriere - // Interspezies 

Transmission mit Transgenen Tieren (+) 

 

 

In der Tabelle 3 A sind die in vivo bestätigten Spezies-Barrieren und -Transmissionen von 

Prionkrankheiten zusammengefasst. Die Transmission von Maus und Syrian Hamster Scrapie auf 

Rinder und Schafe sind allerdings nur mit transgenen Mäusen als Wirt etabliert (siehe Kapitel 

1.8.3). Besonders beachtenswert sind die Spezies-Barrieren von BSE auf Syrian Hamster und 

von Hamster-Scrapie auf Mäuse. Die verschiedenen Transmissionen bzw. Barrieren konnte im in 

vitro Konversionssystem nachgestellt werden (siehe Tabelle 3 B). Somit ist es gelungen die 

Übertragung und die Übertragungsbarriere, mittels des für die Prionkrankheit verantwortlichen 

Faktors (PrP
Sc

), und durch Konversion von rekPrP auf molekularer Ebene nachzustellen. Die 

keiminduzierte Amyloidbildung konnte somit auf dem „nucleation-dependent nucleation 

process“ zurückgeführt werden (Kapitel 1.6). Aus diesen Experimenten kann man nun 

verschiedene Rückschlüsse auf die Prion-Eigenschaften ziehen: (i) die Fähigkeit als 

Aggregationskeim zu agieren ist von der PrP
Sc

 Konformation abhängig, (ii) die Interaktion von 

Seed und PrP-Monomeren hängt von den möglichen Übergangsstrukturen des momoneren PrPs 

sowie der Keim-Konformation ab, (iii) ist eine Interaktion von Seed und PrP-Monomer möglich, 

hängt die mögliche Amplifikation des Keims durch PrP Konversion davon ab, ob das PrP die 

Keim-Konformation annehmen kann oder nicht. Diese Fähigkeit bestimmt, ob eine 
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Konversionsbarriere entsteht, oder eine Transmission möglich ist. Im Rahmen dieser Arbeit, 

konnte das Phänomen der Spezies-Barriere oder der Interspezies-Transmission auf eine 

molekulare Ebene eingeschränkt werden. Dies schließt nicht aus, dass zelluläre Prozesse die 

Artenbarriere unterstützen oder einschränken können, aber essentiell scheint die reine PrP
C
 

PrP
Sc

-Interaktion zu sein. Dies steht im Einklang mit der „Protein-only-Hypothese“ (Prusiner et 

al., 1980). Diese Ergebnisse werden durch Beobachtungen einer Protein-

konformationvermittelten Ausbreitung bzw. Barriere auch vom Feld der „Hefe-Prionen“ bestärkt 

(Chien et al., 2004). 

 

3.3 Einfluss von nicht-Protein Faktoren auf die Amyloidbildung 

 

Nach der Protein-only Hypothese besteht der Erreger der Prionkrankheit ausschließlich aus 

proteinösen Bestandteilen. Spätestens seitdem Infektiosität mittels ausschließlich rekombinantem 

MuPrP erreicht wurde (Legname et al., 2004), scheint diese Hypothese bewiesen zu sein. Bei 

dieser Studie konnte allerdings der Infektions-Titer von natürlichem Prionerreger nicht erreicht 

werden. Durch die Addition einzelner Faktoren zu rekPrP gelang es Supattapone RNAs 

bestimmter Größe als wichtigen Kofaktor für die Infektiosität zu bestimmen (Geoghegan et al., 

2007). Da verschiedene Sekundärfaktoren zur Ausbildung der Prionkrankheit nicht unabdingbar 

zu sein scheinen (Legname et al., 2004) aber als Verstärker auftreten könnten (Geoghegan et al., 

2007) wurde in Veröffentlichung 4 und in Veröffentlichung 5 der Einfluss von nicht-Protein-

Faktoren auf das Aggregationsverhalten von rekPrP untersucht. So beschleunigt Glykogen, als 

ein Modell für das bei der Aufreinigung von Prionen koaufgereinigte Prion-Scaffold, die 

Amyloidbildung des rekPrP (siehe Veröffentlichung 4). Eine mögliche Erklärung dafür wäre, 

dass Glykogen als Aggreagtionskeim die Konversion von PrP fördert. Im Gegensatz dazu 

scheinen kovalent gebundene AGEs (advanced glycation endproducts) die PrP-Amyloidbildung 

zu verhindern (siehe Veröffentlichung 5). Dies steht im Einklang damit, dass in Prionpräpationen 

weniger AGE-Modifikationen nachgewiesen wurden als in PrP
C
-Präparationen. Zudem wurde 

kürzlich über die desinfizierende Wirkung der Maillard-Reaktion auf Prioninfektiosität berichtet 

(Suyama et al., 2007). 
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3.4 Keiminduzierte Amyloidbildung zur Diagnose von Proteinfehlfaltungs-

Krankheiten: Ein Ausblick 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte die spontan und die keiminduziert beschleunigte 

Amyloidbildung von Syrian Hamster PrP auf die Spezies; Schaf, Rind und Maus übertragen 

werden. Darüber hinaus konnte auf molekularer Ebene die Bedeutung der keiminduzierten 

Konversion auf die Interspezies Barriere untersucht werden. Neben den bereits in dieser Arbeit 

untersuchten Spezies sind die Übertragungen des Systems auf humanem PrP von besonderem 

Interesse, um zu untersuchen von welcher Spezies ein Gefahrenpotential für Menschen ausgeht. 

Eine aktuelle Gefahrenquelle stellt z.B. die mögliche Übertragung von CWD (chronic wasting 

disease) durch Verzehr von kontaminiertem Material dar. In weitergehenden Arbeiten könnte 

man durch die Wahl von cervidem PrP
Sc

 und HuPrP als Substrat diese wichtige Interspezies 

Wechselwirkung auf molekularer Ebene untersuchen. Durch die Möglichkeit die 

Untersuchungen auf verschiedene Spezies auszuweiten, könnte man darüber hinaus mögliche 

Zwischenwirte identifizieren. 

Neben dem Ansatz die keiminduzierte Amyloidbildung von PrP zur Untersuchung der 

molekularen Faktoren der Interspezies Barriere einzusetzen, ist als weiteres Einsatzgebiet die 

Diagnose von Prionerkrankungen und von Proteinfehlfaltungskrankheiten im Allgemeinen 

denkbar. Dabei könnte die beschleunigte Amyloidbildung von rekPrP in Anwesenheit von PrP
Sc

 

als diagnostischer Marker herangezogen werden. Detektiert wird die Bildung von amyloiden 

Fibrillen spezifisch mittels Thioflavin T. Der Vorteil dieser Detektion ist das Thioflavin T in 

Abwesenheit von amyloiden Strukturen eine sehr geringe Fluoreszenz hat, nur in Anwesenheit 

von amyloiden Strukturen ist eine Fluoreszenzerhöhung detektierbar. Dieses Prinzip wurde in 

abgewandelter Form bereits zum Nachweis von A-Aggregaten angewandt (Pitschke et al., 

1998) und sollte somit zur Diagnostik der Alzheimerischen Demenz dienen. Vorarbeiten zu einer 

Detektion von Aggregaten durch keiminduzierte Amyloidbildung, wurden mittels FCS 

(Fluoreszenz Korrelation Spektroskopie) mit Insulin in amyloider Form durchgeführt. Eine 

Übertragung dieses Prinzips auf PrP
Sc

 und rekPrP als Substrat ist in naher Zukunft geplant. 

Theoretisch ist dieses System für jegliche Krankheit anwendbar bei der Proteinaggregation eine 

entscheidende Rolle spielt. 
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4 Zusammenfassung 

 

Prionen sind Erreger von Prionkrankheiten, von denen Menschen und Tieren betroffen sein 

können. Prionkrankheiten sind fatale neurodegenerative Erkrankungen, die eine infektiöse, 

spontane oder genetische Ätiologie aufweisen können. Der Hauptbestandteil von Prionen ist die 

krankheitsassoziierte Isoform des Prion-Proteins (PrP
Sc

). Das Prion-Protein ist ein wirtseigenes 

Protein, welches auch im gesunden Organismus exprimiert wird (PrP
C
). Das zentrale molekulare 

Ereignis bei Prionkrankheiten ist die Konversion des überwiegend -helikalen, PK-sensitiven, 

monomeren und nicht infektiösen PrP
C
 zum -Faltblatt-dominierten, teilweise PK-resistenten, 

aggregierte und infektiösen PrP
Sc

. Diese strukturelle Konversion kann anhand eines auf 

Natriumdodecylsulfat (SDS) und NaCl basierten in vitro-Konversionssystem mittels 

rekombinanten PrPs simuliert werden. Nach mehrwöchiger Inkubationszeit bilden sich fibrilläre 

PrP-Aggregate, die in vielen Eigenschaften PrP
Sc

 ähneln. Diese spontane Fibrillenbildung ist ein 

Modellsystem für die spontane Krankheits-Ätiologie. Bei Zugabe eines externen PrP
Sc

-Keimes 

erfolgt die Fibrillenbildung innerhalb weniger Stunden. Dies ist ein Modellsystem für die 

infektiöse Ätiologie. 

Ziel dieser Arbeit war es, das in vitro-Konversionssystem sowohl für die spontane als auch für 

die keiminduzierte Fibrillogenese auf verschiedene PrP-Sequenzen verschiedener Spezies zu 

übertragen. Darüber hinaus sollte, durch Kombination von PrP
Sc

-Keim und rekombinanten PrP 

mit der Sequenz verschiedener Spezies das Phänomen der Spezies-Barriere bzw. der Interspezies 

Transmission von Prionkrankheiten auf molekularer Ebene analysiert werden. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das in vitro-Konversionssystem auf die homogenen 

Systeme Rind, Schaf und Maus anwendbar ist. Die Eigenschaften des „pre-amyloid-state“ von 

rekPrP der verschiedenen Spezies wurden mittels Circular-Dichroismus und analytischer 

Ultrazentrifugation untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass nur bestimmte Intermediate (bei 

definierten SDS-Konzentrationen) zu amyloiden Fibrillen führen. Die amyloide Charakter der 

Aggregate wurde mit den amyloidspezifischen Farbstoffen Thioflavin T (ThT) und Kongorot 

nachgewiesen und die fibrilläre Morphologie mittels elektronenmikroskopischen Aufnahmen 

verifiziert. Durch Variation von PrP
Sc

-Keimen und rekPrP-Substrat aus verschiedenen Spezies 

konnte die Interspezies-Barriere bzw. Transmission auf molekularer Ebene nachgestellt werden. 
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Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die Spezies Barriere bzw. Transmission auf molekularer 

Ebene von den Protein-Konformationen abhängt. 

5 Summary 

 

Prions are the causative agents of prion diseases that affect humans and animals. Prion diseases 

are fatal neurodegenerative diseases with an infectious, spontaneous or genetic etiology. The 

main component of prions is the disease-associated isoform of the prion-protein (PrP
Sc

). The 

prion-protein is a host encoded cellular protein (PrP
C
). The molecular key event in prion diseases 

is the conversion of the predominantly -helical, PK-sensitive, monomeric and non-infectious 

PrP
C
 to -sheet dominated, partially proteinase K-resistant, aggregated and infectious PrP

Sc
. The 

konformational conversion of PrP can be simulated in a sodium dodecyl sulfate (SDS) and NaCl-

based in vitro conversion system using recombinant PrP. After several weeks of incubation 

fibrillar PrP aggregates are formed, which are in many properties similar to PrP
Sc

. This 

spontaneous fibril formation is a model system for the spontaneous disease etiology. With the 

addition of an external PrP
Sc

-seed the amyloid fibrils formation is accelerated to hours, which is a 

model system for infectious etiology.  

The aim of this study was to transfer the in vitro conversion system for both the spontaneous as 

well as for the seed-induced amyloid formation to different PrP sequences of different species. 

Moreover, the phenomena of species barrier and interspecies transmission of prion diseases 

should be analyzed at the molecular level by a combination of PrP
Sc

-seed and recombinant PrP 

from a different species.  

In this study it was shown that the in vitro conversion system is applicable to the homogenous 

species systems of cattle, sheep and mouse. The properties of the pre-amyloid state of recPrP of 

the different species were examined using circular dichroism and analytical ultracentrifugation. It 

was shown that only a particular intermediate state (within defined concentrations of SDS) 

results to amyloid fibrils. The amyloid character of the aggregates was verified with the amyloid-

specific dyes Thioflavin T (ThT) and Congo red, and fibrilar morphology was verified using 

electron microscoscopy. By variation of PrP
Sc

-seed and recPrP-substrate from different species, 

the interspecies transmission or barrier could be simulated on the molecular level for the first 

time. Therefore the primary recognition of PrP
Sc 

and PrP
C 

is a direct molecular interaction; 



Summary  

47 

cellular factors might help, but only in increasing the pre-existing interaction This leads to the 

conclusion that the species barrier and/or species transmission depends on the protein 

conformation. 
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Alle verwendeten Chemikalien wurden bei Herstellern für Laborchemikalien bezogen und 

entsprechen, wenn nicht anders angegeben, dem Reinheitsgrad „pro analysi“. Zum Ansetzen von 

Lösungen wurde hochreines „Milli-Q-Wasser“, im Folgenden als H2Odeion. bezeichnet, 

verwendet. Dieses wurde von der Hausanlage mit nachgeschaltetem Wasseraufarbeitungssystem 

(EPA Est. 41237- MA-1; Millipore GmbH, Neu Isenburg) gefiltert. Alle angesetzten Lösungen 

wurden durch 0,2 μm bzw. 0,45 μm oder für die elektronenmikroskopisch genutzten Lösungen 

0,1 μm Membranfilter (Schleicher und Schuell, Dassel) steril filtriert. 

 

8.1 Verwendete Puffer 

 

Puffer 1: Lösungen für E. coli Expression ................................................................................... 8-7 

Puffer 2: Lösungen für SEC-Chromatographie ............................................................................ 8-7 

Puffer 3: Lyophilisat Aufarbeitungs-Puffer ................................................................................. 8-7 

Puffer 4: Micro BCA-Test Lösungen ........................................................................................... 8-9 

Puffer 5: Mercaptoethanol-Auftragspuffer ................................................................................ 8-10 

Puffer 6: TBST-Puffer ................................................................................................................ 8-11 

Puffer 7: Gelelektrophorese ....................................................................................................... 8-12 

Puffer 8: SDS-Laemmli-Gelelektrophoresepuffer ..................................................................... 8-12 

Puffer 9: Proteinstandard ............................................................................................................ 8-13 

Puffer 10: Lösungen für Elektronenmikroskopie ....................................................................... 8-19 
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Puffer 11: Kongorot Lösungen ................................................................................................... 8-24 

 

8.2 Prion-Proteine 

 

Das in dieser Arbeit verwendete Prion-Protein ist, wenn nicht anders deklariert, in unserer 

Arbeitsgruppe, in E.coli exprimiert und wie unter 1.2.1 beschreiben aufgereinigt worden.  

Folgende rekombinante Prion-Proteine (rekPrP) wurden in dieser Arbeit verwendet:  

Tabelle 4: Prion-Protein-Sequenzen mit verwendeten Abkürzungen 

Rekombinantes Prion-Protein Abkürzung 

rek Syrian Hamster PrP (90-231) SHaPrP 

rek Bovines PrP (25-241) BovPrP 

rek Ovines PrP (25-233) OvPrP 

rek Murines PrP (89-231)  

(erworben bei Allprion, CH-8952 Schlieren) 

MuPrP 

 

8.2.1 Expression und Aufreinigung verschiedener rekombinanter Prion-Proteine 

 

Für die Expression von rekombinanten Prion-Proteinen wurde der Escherichia Coli Stamm 

Rosetta BL21 verwendet, der das Prion-Protein der gewünschten Sequenz exprimiert. Die 

entsprechende Prion-Proteinsequenz wurde in das Plasmid pET 11a kloniert und in E.coli 

transformiert. Das Plasmid erhält eine Ampicillin Resistenz zur selektiven Aufzucht in einem 

Ampicillinhaltigen LB-Medium. Da die Expression des Prion-Proteins unter der Kontrolle eines 

Lac-Operons steht, kann sie mit Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert werden. 

Eine Vorkultur der E.-coli Zellen, wurde bei 37°C in 50 ml LB-Medium über Nacht inkubiert. 

Mit der Vorkultur wurde die Hauptkultur (1l LB-Medium) angeimpft und weiterhin bei 37°C 

inkubiert. Es wurden im Abstand von einer Stunde Absorptionsmessungen durchgeführt bis die 

E. coli Zellen eine optische Dichte von 0,6-0,8 bei einer Absorption von 600 nm erreichten. Die 
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Expression wurde mit 5 ml IPTG-Stammlösung pro 500 ml induziert (1 mM Endkonzentration), 

und abermals ü.N. bei 30°C inkubiert. Das exprimierte rekPrP befindet sich in inclusion bodies 

innerhalb der E .coli Zellen. Die Präparation der inclusion bodies erfolgte nach einem 

veränderten Protokoll von Hornemann (Hornemann et al., 1997). Zuerst erfolgte eine Trennung 

der Zellen vom Medium durch Zentrifugation bei 3500 rpm (Untertischzentrifuge, Beckmann). 

Die pelletierten Zellen wurden mit 25 ml TE-Puffer und 100 µg/ml Lysozym für 15 Min. bei 37 

°C lysiert und anschließend mit 10 µg/ml DNAse 1 (Sigma) und 15 mM MgCl2 für 30 min 

inkubiert um DNA zu degradieren. Die frei in Lösung befindlichen inclusion bodies wurden bei 

4°C und 14.500 rpm 1 h in der präperativen Ultrazentrifuge (Beckmann J2-21)  mit dem JA-14 

Rotor abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Resuspendieren erfolgte in 25 mM TE-

Puffer. Durch anschließende Zentrifugation bei 30.000 x g (Beckmann, JA-14-Rotor) für 60 min. 

lag das rekPrP nun wieder als Pellet vor. Dieser Waschschritt kann mehrmals wiederholt werden. 

Zur Auflösung der inclusion bodies wurden sowohl reduzierende als auch denaturierende 

Bedingungen eingestellt. Das geschieht mit einer Kombination aus 8 M Guanidinium 

Hydrochlorid (GdnHCl) und dem Reduktionsmittel Dithiothreitol (100 mM). Somit kann nach 

dieser Solubilisierung und einer weiteren Zentrifugation bei 30.000 x g (Beckmann, JA-14-

Rotor) für 30 min gewährleistet werden, dass die gelösten Proteine im Überstand als Monomere 

vorlagen. Des Weiteren kann so sichergestellt werden, dass keine intra- und intermolekularen 

Disulfidbrücken vorliegen (Lagerung bei -70°C möglich). 
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Abbildung 8.1: Fließdiagramm E. coli Präparation 

 

Die weitere Aufreinigung erfolgte über chromatographische Schritte. Als erstes werden die 

Proteine mittels einer Größenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography; SEC) 

nach Molekülgröße getrennt. Die dafür verwendete SEC-Säule (Amersham Bioscience, XK26/60 

„Prep-Grade“; Säulenmaterial Superdex 200) wurde an eine FPLC (fast performance liquid 

chromatography) angeschlossen (Amersham Bioscience, „Äkta-Prime“) und für die 

Proteinauftrennung bei einer Flussrate von ca. 2,2 ml/min betrieben.  
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Abbildung 8.2: Fließdiagramm der SEC-Chromatographie 

 

Die inclusion body Präparation wurde mittels SEC aufgetrennt und die gesammelten Fraktionen 

mittels SDS-Page und anschließender Coomassie-Färbung bzw. Western-Blot analysiert. Die 

Fraktionen, in denen sich rekPrP befand, wurden vereinigt und mittels RP-HPLC (Reverse Phase 

high performance liquid chromatography) weiter aufgereinigt. 

Da die Proteine vollkommen reduziert vorlagen, d.h. ohne intakte Disulfidbrücke, wurden die 

Proteine 24 h in 1 mM Gluthathiol inkubiert. Für die Aufreinigung mittels RP-HPLC nutzt man 
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die verschiedenen Hydrophobizitäten der zu trennenden Substanzen, wobei bei der reversed-

phase-chromatographie die mobile Phase (Laufpuffer) polarer als die stationäre Phase (hier: C4-

Säulenmaterial) ist. Die unpolare C4-Säule (Knauer, Berlin) besitzt ein Kohlenstoffgehalt von 2 

% und ist speziell für die Trennung von hydrophoben Biomolekülen, wie z. B. 

Membranproteinen entwickelt worden. Als mobile Phase wird ein Gradient zwischen Acetonitril 

(ACN) und H2Odeion. eingesetzt. Den Anfang des Gradienten bildet zunächst 100 % H2Odeion. mit 

einer Polarität von >1,11 [E0,å0]. Nach 10 min. wird mit ACN ein Gradient aufgebaut. ACN 

besitzt eine Polarität von 0,65 [E0, ε0]. So wird durch einen steigenden ACN-Anteil eine 

sinkende Polarität verursacht. Dadurch werden die in der aufgetragenen Probe enthaltenden 

Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Hydrophobizitäten aufgetrennt. Typischerweise eluiert 

rekPrP in zwei Peaks (oxidierte Form des rekPrP und danach reduzierte Form des rekPrP). Nur 

rekPrP in der oxidierten Form wird weiter verwendet und wird in lyophilisierter Form bei -70°C 

gelagert werden. 

Um eine vergleichbare PrP-Ausgangsstruktur zu gewährleisten, wurde das aufgereinigte rekPrP 

denaturiert und wieder renaturiert. Das Aufreinigungsprotokoll entspricht einer Modifizierung 

des Protokolls von Mehlhorn und Kollegen  (Mehlhorn et al., 1996). 1 mg des Lyophilisats 

wurde in 200 μl H2Odeion. gelöst. Um die Konzentration zu bestimmen, wurde eine 1:100-

Verdünnung in H2Odeion. hergestellt und die Absorption bei 280 nm gemessen. Nachfolgend 

wurde die Proteinlösung auf 5 mg/ml eingestellt. Zur vollständigen Denaturierung des Proteins 

wurde das Vierfache Volumen 8 M GdnHCl (Endkonzentration 6 M) zugegeben und 30 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Renaturierung erfolgte durch schnelles Verdünnen der 

Lösung mit 25 mM Tris, 5 mM EDTA pH 8 zu einer 1:10-Verdünnung.  

Die Proteinlösung wurde in Centricon-Zentrifugen-Filtereinheiten mit einem Ausschlussvolumen 

von 10 kDa (Amicon Inc., Beverly, USA) aufkonzentriert. Das Aufkonzentrieren erfolgte durch 

Zentrifugation bei 7500 x g im GA10 Rotor (Beckman, Palo Alto, USA). Die Lösung in den 

Centricon-Filtereinheiten wurde so lange zentrifugiert, bis die Proteinlösung auf ein Volumen 

von ca. 50 μl (Endpunkt-Volumen der Filtereinheit) eingeengt war. Dann erfolgte ein 

Pufferwechsel, indem man das Konzentrat dreimal mit 2 ml NaAc pH 4,0 verdünnte und jeweils 

bis zum Endpunktvolumen aufkonzentrierte. Die Konzentration wurde bestimmt (s. Kap. 8.4) 

und das aufgereinigte rekPrP anschließend aliquotiert bei –70° C gelagert. 
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 LB Medium (1 l):  Bacto-tryptone 10 g pH7.4  

Bacto yeast extract 5 g  

NaCl 10 g  

 25 mM Tris (1,51 g), 5 mM EDTA (0,93 g), pH 8 (500 ml) 

 8 M Guanidinhydrochlorid (76 g), 12,5 mM Tris (0,15 g), 100 mM DTT (1,54 g)( 100 ml) 

 TET-Puffer: 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 1% Triton  

 6M Guanidinhydrochlorid (1,15 kg), 12,5 mM Triz (3,03g), pH8 (2 l)  

 10 mM NaPi pH 7,2 (2 l)  

 20% Ethanol (2 l)  

 H20 (1 l)  

 100 mM Natriumacetat (pH4) 

 Refoldingpuffer pH 8 

 25 mM Tris/HCl 

 5 mM EDTA 

Puffer 1: Lösungen für E. coli Expression 

Puffer 2: Lösungen für SEC-Chromatographie 

 

 

 

Puffer 3: Lyophilisat Aufarbeitungs-Puffer 

 

 

 

 

8.3 PrP
Sc

-Aufreinigung mittels Phosphorwolframat 

 

Die Isolation von PrP
Sc 

erfolgte aus Hirngewebe der jeweiligen Spezies. Sämtliche Schritte der 

Herstellung von Hirnhomogenat wurden auf Eis durchgeführt und die Puffer auf 4 °C vorgekühlt. 

4 ml PBS mit Proteinase-Inhibitor-Mix (complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets, Roche, Mannheim) wurden auf ein Gramm Hirngewebe gegeben und 30 Sekunden 

mittels Homogenisator (PowerGen 125, Fisher Scientific) auf der niedrigsten Leistungsstufe und 

anschließend noch zweimal 30 Sekunden auf der höchsten Leistungsstufe homogenisiert. 

Anschließend wurden 5 ml PBS mit 4 % Sarkosyl auf das Homogenat gegeben und weitere drei 
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Mal für 30 Sekunden auf der niedrigsten Leistungsstufe homogenisiert, so dass ein 5 %iges 

Hirnhomogenat (w/v) in PBS mit 2 % Sarkosyl resultierte. Das Homogenat wurde eine Minute 

bei 5.000 x g zentrifugiert, um grobe Gewebefragmente abzutrennen. Der Überstand wurde als 

Hirnhomogenat eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte mittels NaPTA-Fällung in modifizierter 

Weise nach dem von Safar publizierten Protokoll für Hamster und für Schaf (Safar et al., 1998) 

und für Rind nach (Birkmann et al., 2006). Für die NaPTA-Fällung wurden 500 μl 

Hirnhomogenat (5% w/v) auf 50 U/ml Benzonase (Merck, Darmstadt) und 1 mM MgCl2 

eingestellt und für 45 min bei 37 °C geschüttelt. Anschließend wurde das Homogenat auf 0,25 % 

NaPTA (Phosphotungtic acid sodium salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 10,6 

mM MgCl2 eingestellt und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Der Fällungsansatz wurde 

anschließend für 30 min bei 14.000 x g zentrifugiert und Überstand und Pellet getrennt. Das 

Pellet wurde mit 200 μl PBS 250 mM EDTA pH 8 bei 37°C für 30 min geschüttelt und 

anschließend bei 14.000 x g für 30 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Im 

Anschluss erfolgte ein Waschschritt mit 250 μl des Puffers, in welchem die Experimente 

durchgeführt werden sollten. Das resultierende Pellet wurde in 100 μl des entsprechenden Puffers 

aufgenommen. und dreimal 2 s mittels einer Nadelsonde bei 30 % Leistung mit Ultraschall 

behandelt (Bandelin HD 2070, Bandelin Electronic, Berlin).  
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Albuminstandart 

 2 mg/ml Rinderserumalbumin 

in 0,9 % NaCl und 0,05 % Natriumazid 

Reaktionslösung:  

 25 Teile Micro BCA Reagenz A 

 24 Teile Micro BCA Reagenz B 

 1 Teil Micro BCA Reagenz C 

8.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Micro BCA-Test 

 

Zur Bestimmung der Konzentration verschiedener Proteinlösung wurde die quantitativ 

photometrische Methode des Micro BCA (Bicinchoninacid)-Testes (Pierce, Rockford, USA) 

eingesetzt. Bei dieser Methode werden Cu
2+

-Ionen durch Proteine zu Cu
1+

-Ionen reduziert. Zwei 

Bicinchoninacid-Moleküle (BCA) bilden mit den reduzierten Cu
1+

-Ionen purpurrote Chelat 

Komplexe. Diese Komplexe absorbieren bei einer Wellenlänge von 562 nm. Die 

Konzentrationsbestimmung erfolgte über eine Rinderserumalbumin (BSA) Eichgerade in 

Konzentrationen von 0,5 bis 40 µg/ml. PrP wurde in einer Doppelbestimmung jeweils in einer 

1:500 und 1:1000 Verdünnung eingesetzt und 1:1 mit der Reaktionslösung versetzt. Die 

Proteinlösungen wurden für eine Stunde bei 60 °C inkubiert, und anschließend auf 

Raumtemperatur abgekühlt. Die Absorptionsmessung erfolgte im Spektralphotometer DU640 

(Beckmann, Palo Alto, USA) und die Konzentration der unbekannten Proteinlösung wurde an 

der BSA-Eichgeraden abgelesen.  

Puffer 4: Micro BCA-Test Lösungen 

 

 

 

 

 



Anhang: Material und Methoden  

8-10 

 140 mM Tris/HCL, pH 6,8 

 10% 2-Mercaptoethanol 

 4% SDS (10%) 

 10% Glycerin (87%) 

Der Mercaptoethanol-Auftragspuffer wurde in H2Odeion. angesetzt und eine Spatel-Spitze 

Bromphenolblau hinzugegeben. 

 

8.5 Immunologischer Proteinnachweis 

 

8.5.1 Differenzielle Ultrazentrifugation 

 

Um die Löslichkeit eines Proteins zu bestimmen, wurden die Proben mittels differentieller 

Ultrazentrifugation aufgetrennt. Dafür wurden mindestens 20 µl Probenvolumen mittels 

Beckmann Optima TM TL Ultrazentrifuge (Beckmann, Palo Alto, USA) bei 25 °C und 100.000 

x g zentrifugiert. Der Überstand, in dem sich die löslichen Proteinanteil befinden, wurden unter 

Verwendung von Auftragsspitze vorsichtig vom Pellet getrennt, indem sich die unlöslichen 

Komponenten befinden (Hjelmeland et al., 1984). Das Pellet wurde anschließend im gleichen 

Puffer und im gleichen Volumen wie der Überstand aufgenommen. Überstand und Pellet wurden 

in Auftragspuffer bei 95° C für 5-10 min. denaturiert. Die weitere Analyse erfolgte mittels Dot-

Blot (siehe Kapitel 8.5.2) und der Proteinnachweis mittels spezifischer Antikörper. 

Puffer 5: Mercaptoethanol-Auftragspuffer 

 

8.5.2 Dot-Blot 

 

Beim Dot-Blot wird die Proteinprobe auf eine PVDF- (Polyvinylidenfluorit-) Membran 

aufgetragen. Hierzu wird die Dot-Blot Apparatur Minifold I (Schleicher & Schuell, Dassel) mit 

96 Probenlöchern verwendet. Die Membran wird mit Ethanol aktiviert, und zusammen mit einem 

Chromatographiepapier in TBST (Tris Buffer Saline Tween)-Puffer geschwenkt. Die Dot-Blot 
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TBST (Tris Buffer Saline Tween) 

 10 mM Tris/HCL pH 8,0 

 150 mM HCL 

 0.01% Tween 

Apparatur besteht aus der unteren Auffangkammer, dem Chromatographiepapier und der PVDF-

Membran. Nachdem die Apparatur mit der oberen 96-Loch Platte zusammengebaut wurde, 

konnten die Proben aufgetragen werden. Dazu wurden 150 μl Puffer in die Wells vorgelegt und 

anschließend die zu analysierenden Proben zugegeben. An die Apparatur wurde nun Vakuum 

angelegt und die Proben auf die Membran gesogen. Anschließend konnten die verschiedenen 

Proteine mittels spezifischer Antikörper detektiert werden (siehe Tabelle 1). 

 

8.5.3 Diskontinuierlich Gelelektrophorese und Western-Blot 

 

Mittels SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) können Proteine 

nach ihrem Molekulargewicht getrennt werden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach 

(Sambrock, 1989) mittels diskontinuierlicher und denaturierender Gelelektrophorese. Zur 

besseren Auftrennung der Proteinlösung wurde über dem Trenngel, nach dessen Polymerisation, 

zusätzlich ein Sammelgel überschichtet. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel 

denaturiert. Hierzu wurden die Proben mit einem Volumen Mercaptoethanol-Auftragspuffer 

gemischt und für 5-10 min auf 95°C erhitzt. Als Molekulagewichtsstandard wurde Rainbow 

Marker (Amersham) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 250 V. Nachdem die Proteine 

im Gel aufgetrennt wurden, konnten sie auf die PVDF-Membran mittels Western-Blot überführt 

werden. Dazu wurde die PVDF Membran, nachdem sie mit Ethanol aktiviert wurde, mit sechs 

Lagen Chromatographie-Papier in TBST (siehe Puffer 6) geschwenkt. Nach drei 

Chromatographie-Papieren wurde die PVDF-Membran, anschließend das Gel und dann weitere 3 

Chromatographie-Papiere auf die Western-Blot Apparatur aufgelegt. Der Transfer der Proteine 

auf die Membran erfolgte bei ca. 2 mA pro cm
2
-Gelfläche für 45 min. 

Puffer 6: TBST-Puffer 
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Trenngel 

 380 mM Tris/HCL, pH 8,8 

 12-16% Polyacrylamid-Stammlösung 

 1 % SDS 

 0,1 % TEMED 

0,1 % APS 

 250 mM Tris 

 1,9 M Glycin 

 0,1% SDS 

Sammelgel 

 125 mM Tris/HCL, pH 8,8 

 3-6% Polyacrylamid-Stammlösung 

 1 % SDS 

 0,1 % TEMED 

 0,1 % APS 

 

Puffer 7: Gelelektrophorese 

 

 

 

 

 

 

 

 

Puffer 8: SDS-Laemmli-Gelelektrophoresepuffer 
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Puffer 9: Proteinstandard 

Es wurde der Rainbow
TM 

Molekulargewichtsmarker von Amersham Pharmacia Biotech 

verwendet.  

Molekulargewicht [kDa]        gefärbte Proteine  

14,3  Lysozym  

20,1  Trypsin-Inhibitor  

30,0  Carboanhydrase  

45,0  Ovalbumin  

66,0  Rinderserumalbumin  

97,0  Phosphorylase b  

220,0  Myosin (H-chain)  

 

8.5.4 Proteinnachweiß mittels spezifischer Antikörper 

 

Die mit der Probe versetzte PVDF-Membran (siehe Kapitel 8.5.3) wird durch Schwenken in 5% 

Milchpulver (Frema-Reform, DE-VAU-GE, Lüneburg) in TBST abgesättigt. Dies erfolgte für 

mindestens 1 Stunde bei RT oder optional über Nacht bei 4°C. Anschließend wurde die 

Membran mit TBST kurz gewaschen, um die Milchpulver Rückstände zu beseitigen. Für den 

spezifischen PrP-Nachweis wurden spezifische Antikörper benutzt (Kap xx). Die Membran 

wurde zwei Stunden (optional ü.N.) mit dem Erstantikörper in einer 1:10.000 Verdünnung in 

TBST geschwenkt. Nach Waschen mit TBST wurde der entsprechende Zweitantikörper in einer 

1:5000 Verdünnung in TBST hinzugegeben. Die Detektion erfolgte durch Chemolumineszenz. 

Hierfür wurde ECL (elektrochemische Lumineszenz) oder ECL-Plus-Reagenz (beide Amersham, 

Buckinhamshire, GB) nach Herstellerangaben verwendet. Hierbei nutzt man eine Peroxidase 

katalysierte Oxidation von Luminol im alkalischen Medium. Luminol zeigt bei alkalischer 

Oxidation starke Lumineszenz. Danach wurde die Lumineszenz nach einer Expositionszeit von 

wenigen Sekunden bis über Nacht detektiert. Dazu wurde der Röntgenfilm Kodak-X-Omat von 

Sigma 
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8.6 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie 

 

Bei der Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie macht man sich die optischen Eigenschaften 

von chiralen Molekülen zu nutzten. Asymmetrische Moleküle weisen unterschiedliche 

Extinktionskoeffizienten für links- und rechtscircular polarisiertes Licht auf. Messgröße ist dabei 

die Differenz der Extinktionskoeffizienten Δε = εL- εR. Der Unterschied wird in Form der 

Elliptizität angegeben. Dabei besteht folgender Zusammenhang: 

𝜃 𝜆 = ln 10 ∗  
180

2𝜋
∗  (𝜀𝐿 −  𝜖𝑅) ∗ 𝑐 ∗ 𝑑 

𝜃 = Elliptizität 

d: Schichtdicke 

c: Konzentration 

εL: Extinktionskoeffizient der linkszirkularpolarisierten Komponente 

εR : Extinktionskoeffizient der rechtszirkularpolarisierten Komponente 

Formel 8.1: Molare Elliptizität 

 

Bei Proteinen wird der CD-Effekt durch die Asymmetrie der Sekundärstrukturelemente wie. α-

Helix und β-Faltblatt, verursacht. Diese zeigen jeweils unterschiedliche CD-Spektren im fernen 

UV-Bereich (170-260 nm, siehe Abbildung 8.3). Mittels Messung des CD-Spektrums lässt sich 

daher durch den Vergleich mit Proteinen oder Modellpeptiden bekannter Struktur auf die 

relativen Sekundärstrukturanteile zurückschließen. 
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Abbildung 8.3: CD-Spektren typischer Sekundärstrukturen 

α-helikale-, β-Faltblatt und „random-coil“- Beispielsspektren, nach (Greenfield, 1969). 

 

Die Aufnahmen der CD-Spektren wurden mit einem Spektralpolarimeter J-715 (Jasco
®
 Labor- 

und Datentechnik GmbH, Groß-Umstadt) durchgeführt, welches zu Beginn jeder Messreihe mit 

Ammonium-d-Campher-10-Sulfat geeicht wurde. Es wurden Mikroküvetten (Helma, Müllheim) 

für ein Probenvolumen von 200 μl verwendet. Zur Messung musste eine Proteinkonzentration 

von mindestens 150 ng/μl eingesetzt werden. Die Spektren wurden mit einer Geschwindigkeit 

von 50 nm/min und einer Auflösung von 1 nm bei Raumtemperatur im Bereich von 200–260 nm 

aufgenommen. Die Spektren waren bis einer Wellenlänge von 200 nm auswertbar, da bei 

geringeren Wellenlängen die optische Dichte durch NaCl zu hoch war. Es wurden jeweils 10 

Spektren pro Probe aufgenommen und gemittelt. Jede Messung wurde gegen das entsprechende 

Pufferspektrum korrigiert. Während der Messungen wurde die Probekammer mit 12 l Stickstoff 

gespült, um Ozonbildung zu vermindern. 
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8.7 Ultrazentrifugation 

 

8.7.1 Analytische Ultrazentrifugation 

 

Die analytische Ultrazentrifugation (AUZ) ermöglicht eine genauere Aussage über 

Oligomerisierungsgrade von Proteinen. Die AUZ besitzt ein empfindliches optisches System zur 

Probenanalyse, womit die Probenkonzentration/-Verteilung während der Zentrifugation verfolgt 

werden kann. Über das Sedimentaionsprofil im Zentrifugalfeld können nicht nur der 

Sedimentationskoeffizient, sondern auch der Diffusionskoeffizient, das Molekulargewicht, sowie 

Informationen über die räumliche Gestalt des Moleküls bestimmt werden. 

In dieser Arbeit wurde die Sedimentation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation 

(Sedimentation Equilibrium; kurz SE-oder M-Lauf) durchgeführt. Eine Probe wird zentrifugiert, 

bis sich ein Gleichgewicht von Sedimentation und Diffusion einstellt (siehe Abbildung 8.4). Aus 

dem entsprechenden Konzentrationsprofil kann das Molekulargewicht des Moleküls bestimmt 

werden. Dabei fließt der Formfaktor nicht in die Berechnung des Sedimentations- und 

Diffusionsverhalten ein (siehe Gleichung 8.1). Daher kann in dieser Methode das 

Molekulargewicht eines Proteins oder Proteinkomplexes sehr genau bestimmt werden. 

 

Abbildung 8.4: Sedimentation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation 
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Die Sedimentation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation nutzt die Tatsache aus, dass 

Moleküle bei der Zentrifugation nicht nur der Sedimentation unterliegen, sondern auch der 

Diffusion (siehe Abbildung 8.4). Wird die beschleunigende Kraft klein genug, stellt sich nach 

einer Zeit ein Gleichgewicht aus Sedimentation und Diffusion ein. Durch Kombination der 

Svedberg-Gleichung mit dem ersten Fick’schen Gesetz der Diffusion wird ein mathematischer 

Zusammenhang zwischen Sedimentation und Diffusion geschaffen. Daraus ergibt sich, dass der 

Gleichgewichtszustand eine Funktion der Molekülmasse m ist: 

 

𝑚 =
2𝑅𝑇

(1 − 𝜌𝜗)𝜔2
∗  

𝑑(ln 𝑐)

𝑑 𝑟2
 

 m = Molekülmasse 

 R = Gaskonstante 

 T = Temperatur 

 c = Konzentration 

 r = Radius 

 𝜔 = Winkelgeschwindigkeit 

 𝜗 = partielles spezifisches Volumen 

 𝜌 = Dichte des Lösungsmittels 

Gleichung 8.1: Gleichgewichtszustand als Funktion der Molekülmasse 

Diese Gleichung beinhaltet, dass im Zustand des Gleichgewichtes für 𝑟2 die Konzentration 𝑐(𝑟) 

eine e-Funktion ist:  𝑐 𝑟 = 𝑐0𝑒
𝑚𝛼 (𝑟2−𝑟0)

2  

 

 𝑐 = Konzentration 

 r = Radius 

 m = Masse des Moleküls 

wobei definiert ist als:    =  
(1−𝜌𝜗 )𝜔2

2𝑅𝑇
∗ 𝑚 
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  = Steigung nach Linearisierung 

 𝜗 = partielles spezifisches Volumen 

 𝜌 = Dichte des Lösungsmittels 

 𝜔 = Winkelgeschwindigkeit 

m = Molekülmasse 

 R = Gaskonstante 

 T = Temperatur 

Gleichung 8.2: Konz. Profil in Abhängigkeit von Molekülmasse/Winkelgeschwindigkeit 

 

Über die Lösung dieser Gleichung kann im Gleichgewichtszustand zwischen Sedimentation und 

Diffusion, durch eine lineare Auftragung des natürlichen Logarithmus der Konzentration gegen 

den Radius, über die Steigung das Molekulargewicht m berechnet werden. Die in einem M-Lauf 

unter verschiedenen Geschwindigkeiten ermittelten Konzentrationsprofile werden mittels der 

Software „Ultrascan“ (Demeler et al., 1998) ausgewertet. 

Die Proben wurden auf 10 mM NaPi, 250 mM NaCl und eine PrP-Konzentration von 40 ng/µl 

eingestellt und vor der Messung 2-5 Tage bei 37°C inkubiert. Die SDS-Konzentration wurde der 

Fragestellung angepasst, im überwiegenden Fall wurde sie auf 0,02% SDS eingestellt. 

 

8.8 Transmissions-Elektronenmikroskopie 

 

Um die Morphologie verschiedener Proteinaggregate zu untersuchen, wurde Transmissions-

Elektronenmikroskopie (TEM) am Zeiss EM 910 durchgeführt.  

Zur Elektronenmikroskopie wurden Nickel-Netze (200 Mesh, Nickelnetze mit Formvar und 

Kohle beschichtet, PLANO GmbH, Wetzlar) benutzt. Die zu untersuchenden Proteinaggregate, 

bestehen hauptsächlich aus Atomen mit einer geringen Elektronendichte. Dadurch würde der 

vom TEM emittierte Elektronenstrahl fast ungehindert durch das Protein treten und es würde zu 
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 0,1 M Ammonium Acetat 

 0,01 M Ammmonium Acetat 

 2 % (w/w) Ammoniummolybdat in H2Odeion. 

 

fast keiner Abbildung kommen. Diesem Problem begegnet man mittels der 

Negativkontrastierung. Dabei lagern sich Schwermetallionen an die Proteinaggregate an, 

wodurch die direkte Umgebung des Aggregats durch hohen Kontrast gekennzeichnet wird.  

Die Nickelnetze müssen vor ihrem Gebrauch, zur besseren Probenadhäsion, behandelt werden. 

Die kolloidale Kohleschicht ist hydrophob, was dass Aufbringung der Probe erschwert. Die 

Adsorbtionseffizienz und die Qualität der Färbung können verbessert werden, indem die 

Netzoberfläche an Hydrophilität gewinnt. Daher werden die Nickel-Netze vor der 

Probenauftragung einer Glimmentladung ausgesetzt.  Dabei wird in einer Vakuumkammer bei 

einem Partialdruck von ca. 0,01 mBar zwischen zwei Elektroden eine Wechselspannung angelegt 

(60 sec.). Dadurch werden die Moleküle in der Kammer ionisiert. Diese Radikale induzieren in 

der oberen Kohleschicht eine Ladung, welche die Oberfläche an der Luft hydrophil werden lässt. 

So behandelte Netze sollten möglichst bald (innerhalb einer Stunde) verwendet werden, da die 

Ladung exponentiell abnimmt. Zur Probenauftragung werden 5-10 μl einer Probe auf ein Netz 

getropft und 1-2 Minuten zur Adsorption inkubiert. Die Flüssigkeit wird anschließend mit 0,1 M 

Ammoniumacetat (NH3Ac) und 0,01 M NH3Ac gewaschen, um mögliche Wechselwirkungen des 

Probenpuffers mit dem Kontrastmittel zu vermeiden. Danach wird  Ammoniummolybdat (2 % 

w/v jeweils frisch steril filtriert) zugegeben. Anschließend musste die noch verbleibende 

Flüssigkeit mit einem Filterpapier abgezogen werden, um den Färbeprozess zu stoppen. 

Puffer 10: Lösungen für Elektronenmikroskopie 
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8.9 Nachweis amyloider Strukturen mittels spezifischer Farbstoffe 

 

Die amyloiden Strukturen in den Proben wurden mit Farbstoffen untersucht, die spezifisch und 

ausschließlich amyloide Strukturen erkennen. Die verwendeten Farbstoffe Thioflavin-T und 

Kongorot finden sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der Diagnose eine weite 

Verbreitung. Beide Farbstoffe sind sich chemisch ähnlich. Die Wechselwirkung mit amyloiden 

Fibrillen basiert auf ähnlichen Prinzipien (siehe Kapitel 8.9.1 und Kapitel 8.9.3). Mittels beider 

Farbstoffe kann der amyloide Charakter von Fibrillen verifiziert werden. 

 

8.9.1 Thioflavin-T (ThT) 

 

Thioflavin-T (ThT) ist ein 3,6-dimethyl-2(4-dimethylaminophenyl-)benzothiaz, welches 

spezifisch mit Fibrillen interagiert (LeVine, 1993; Naiki et al., 1989), (Naiki et al., 1990). ThT 

besteht aus einer Benzothiazol Untereinheit und einer Benzoamin Untereinheit, welche an den 

kovalenten Bindungen drehbar ist (siehe Abbildung 8.5). Somit ist das Molekül nicht ganz 

planar. Im Grundzustand ist die Benzotiazol- zur Benzoamin-Untereinheit an der δ-Bindung um 

δ=30° verdreht. Bei einer Anregung des ThT durch ein Photon vom S0 zum S1 Singlettzustand 

kann eine Desaktivierung der Energie durch innere Konversion erfolgen. Dabei wird nur eine 

geringe Strahlungsmenge abgegeben, und die Winkel bei Abbildung 8.5 A auf δ=90° gedreht 

(Voropai, 2003). Wenn jedoch die innere Konversion (nach Anregung mit Photonen) verhindert 

wird, kommt es zu einer starken Fluoreszenz, denn die Desaktivierung von S1 kann dann nur 

erfolgen wenn ein Lichtquant emittiert wird. Die innere Konversion von ThT kann durch die 

Wahl verschiedener Lösungsmittel beeinflusst werden die sich in ihrer Viskosität und Polarität 

unterscheiden. So kann die Rotation des Thioflavin eingeschränkt sein und somit auch die 

Möglichkeit zur Desaktivierung von S1 über innere Konversion, was eine Erhöhung der 

Fluoreszenz zur Folge hat (Voropai, 2003). Chemisch ThT Ähnlichkeit mit dem Farbstoff 

Kongorot der ebenfalls mit amyloiden Fibrillen interagiert (Klunk et al., 1989) (siehe Kapitel 

8.9.3). Die Interaktion zwischen ThT und amyloiden Fibrillen (siehe Abbildung 8.5) setzt ß-

Faltblatt Strukturen der Fibrillen voraus (Biancalana et al., 2009) (Krebs et al., 2005). Durch die 
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Aneinanderlagerung mehrerer ß-Faltblätter in Fibrillen bilden die -Faltblatt-Seitenketten Kanäle 

die rechtwinklig zum Rückgrat der Faltblätter stehen (Pauling, 1998) (Salemme, 1983). Die 

Breite dieser Kanäle (siehe Abbildung 8.5) beträgt 6,5-6,96 Å (Salemme, 1983). ThT ist 6,1 +/- 

0.1 Å lang, jedoch nur 4,3 +/- 0,1 Å dick (siehe 2.6). Demnach könnte ThT nach einem Modell 

von (Biancalana et al., 2009) im rechten Winkel zur -Faltblatt-Achse in den Kanälen binden. 

Das ThT wäre dann von den Seitenketten des -Faltblatts umgeben, wodurch es zu sterischen 

Interaktionen zwischen den Seitenketten und dem ThT Molekül kommt (siehe Abbildung 8.5). 

 

Abbildung 8.5: Modell der Thioflavin-T Bindung an -strands 

A Thioflavin-T. B Bindungsmodell von ThT an -strands. Die Purpurnen Kurven entsprechen der ThT 

Bindungslage in einer -strand reichen Struktur. C Ansicht vom C- zum N-terminus des Aggregat-

Rückgrads (links). Längsachsenansicht der ThT-Bindung an -strand reichen Strukturen (rechts). 

(Biancalana et al., 2009) D Fluoreszenzspektrum von freiem bzw. (E) an amyloiden Strukturen 

gebundenem ThT. 
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Diese Interaktion mit den Seitenketten führt dazu, dass ThT in einer flachen Konformation bleibt, 

auch wenn es durch ein Photon angeregt wird. Dadurch dass die innere Konversion des ThTs 

verhindert wird (s.o.), kann der Übergang vom S1 Zustand durch Emission eines Lichtquants in 

den S0 Zustand erfolgen. Diese spezifische Interaktion erlaubt es Thioflavin T zur Determination 

von amyloiden Fibrillen zu nutzen (LeVine, 1993) (Naiki et al., 1989). Da alle ß-Faltblätter 

Kanäle enthalten, in denen sich ThT einlagern kann, könnten auch sie zu ThT-positiven 

Fluoreszenz Signalen führen. Die Beimischung von ThT zu einem nativen -Faltblatt-reichem 

Protein führt nur zu einem leicht erhöhten Fluoreszenz Signal (LeVine, 1999). Native ß -Faltblatt 

Strukturen haben nicht die geordnete Wiederholung der Reste wie dies bei amyloiden Fibrillen 

der Fall ist (Krebs et al., 2005). Eine native ß-Faltblatt Struktur benötigt zumindest fünf Stränge 

(Länge: 18.8 Å) (Pauling, 1998) (Biancalana et al., 2009) damit es länger als ein Thioflavin-T 

Molekül ist (Länge: 15.2 Å). Dies wird auch als die Mindestanzahl von repetitiven Elementen 

gesehen um eine amyloid spezifische Fluoreszenzerhöhung zu erhalten. 

 

8.9.2 Fluoreszenzmessung im Tecan Safire Multidetektionsgerät 

 

Die Thioflavin-T Fluoreszenzmessungen wurden im Monochromator-Reader Tecan Safire 

(Boston, MA/USA) durchgeführt. Das Safire ist ein Multidetektionsgerät mit dem die Messung 

von Absorption und Fluoreszenzintensität in Mikroplatten durchgeführt werden kann. Die 

Messungen erfolgten in schwarzen 96-Well (Nunc, Langenselbold, Germany) Platten im Top-

Reading-Modus. Für Versuche mit Fibrillen wurde eine Z-Position von ca. 4000 μm gewählt. 

Eine weitere Einstellmöglichkeit bietet die Funktion des Gains. Es ist ein Verstärkungsfaktor, der 

zwischen 1 und 255 eingestellt werden kann. Jedoch nur der Bereich bis 150 ist linear. Bei der 

Messung wurde als Excitationswellenlänge 445 nm gewählt und der Emissionsbereich zwischen 

470 und 630 nm aufgenommen.  

Zur Kinetikmessung wurde, wenn nicht anders beschrieben, 80 ng/µl Protein und 5 µM ThT in 

150 µl Gesamtvolumen eingestellt (10 mM NaPi pH 7,4; 0,02-0,03 % SDS; 250 mM NaCl). Die 

Ansätze wurden 30 min bei 37°C inkubiert, und nach 30 Sek. Schütteln jeweils eine 

Fluoreszenzmessung durchgeführt. Sowohl die Inkubation als auch die Messung erfolgten 

innerhalb des Tecan. Der Mittelwert der Relativen Fluoreszenz Intensität (RFU) vom 
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Wellenlängenbereich 495-505 nm wurde anschließend gegen die Zeit aufgetragen. Zur besseren 

Übersichtlichkeit wurden die einzelnen Messpunkte über 65 Stunden addiert bzw. bei Studien zur 

Interspezies Barriere für das Zeitintervall von 24-48 h addiert und als Histogramm dargestellt. 

 

8.9.3 Kongorot 

 

Kongorot ist ein Sodium-Salz von benzidinediazo-bis-1-naphtylamine-4-sulfonic säure (siehe 

Abbildung 8.6). Es wurde ursprünglich 1883 von Paul Bottiger  als pH-Indikator synthetisiert 

und später an AGFA verkauft, welche dieses Produkt unter den noch heute gängigen Namen 

Kongorot vermarkteten (Steensma, 2001). Erst 1922 wurde die Eigenschaft erkannt, dass 

Kongorot spezifisch an amyloiden Strukturen bindet, und noch später die besondere apfelgrüne 

Doppelbrechung bei Anlagerung an amyloiden Strukturen (Steensma, 2001). 

 

Abbildung 8.6: Kongorot 

Kongorot (Molekülformel: C32H22N6Na2O6S2; Molekulargewicht: 696.66 g/mol) 

 

Bei der Anfärbung von amyloiden Aggregaten wurden ausschließlich Aliquots der Proben 

verwendet die zuvor ein Thioflavin-T positives Signal gezeigt haben (siehe Kapitel 8.9.1). Es 

wurden jeweils 10 µl Probe auf Objektträger überführt, und bei 37°C eintrocknen lassen. 

Anschließend wurde das doppelte Volumen der Kongorot Färbelösung aufgetropft und für ca. 

drei Minuten inkubiert (wobei sie nicht austrocknen darf). Die Kongorot Färbelösung wurde 

anschließend mit 1 ml 90% Ethanol und anschließend 95% Ethanol gewaschen. Dabei ist darauf 
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 0,2 g Kongorot       

 in 100 ml Kochsalzlösung    

 in 80% Ethanol 

 90% Ethanol 

95% Ethanol 

zu achten das die angetrocknete Probe wenn möglich nicht aufgewirbelt wird. Die Probe wurde 

anschließend getrocknet und mit einem Tropfen Einschlußharz (Entellan, Merck, Darmstadt) und 

einem Deckgläschen versiegelt. 

 

Puffer 11: Kongorot Lösungen 

 

 

 

 

8.10 Polarisationsmikroskopie 

 

Die mittels Kongorot präparierten Proben wurden anschließend am Polarisationsmikroskop 

(Polarisationsmikroskop III Carl Zeiss, Oberkochen) analysiert. Die sichtbaren Aggregate 

wurden auf gold-grünen-Doppelbrechung untersucht, um amyloide Strukturen zu bestätigen oder 

auszuschließen. Durch diese Doppelbestimmung der Aggregateigenschaft mittels ThT-

Fluoreszenz und gold-grünen-Doppelbrechung von Kongorot konnte bestimmt werden, ob es 

sich um amyloide Strukturen handelte. (siehe Kapitel 1.1) 

 

8.11 Mathematische Ausgleichskurven 

 

Bei der Verwendung von kinetischen Messungen, wie bei der keiminduzierten Amyloidbildung, 

wurden die Datenpunkte mittels einer Trendlinie vereinfacht dargestellt. Dazu wurde die 

„Trendlinie“ Funktion von „Excel 2007“ benutzt, und jeweils eine polynomische 

Regressionsgerade eingefügt. Das mathematische Modell welches dieser Berechnung 

zugrundeliegt ist dass bestimmte y-Werte und x-Werte verwendet werden um Polynomen der 
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Ordnung 1-6 zu bestimmen. So wird bei einer kubischen (Polynom der Ordnung 3) Annäherung 

folgende Formel benutzt:  

 

y = m1*x + m2*x^2 + m3*x^3 + b 

Formel 8.2: Polynom der Ordnung 3 

 

Um Polynome einer anderen Ordnung zu berechnen wird diese Formel angepasst. 
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