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Prion-Terminologie:

PrP: Prion-Protein
PrP€: Zellulire, nichtinfektidse Variante des PrP.
PrP*¢: Scrapie-Isoform des PrP, welche die Hauptkomponente von Prionen ist.

rec PrP: Allg. Abkiirzung fiir rekombinantes PrP aus E. coli, dem auf Basis des bakteriellen
Expressionssystemes die N-Glykosylierungen und der GPI-Anker fehlen.

SHa-PrP€: PrP¢ des syrischen Goldhamsters (Carassius auratus) (s. auch Abb. 1.6, S. 18)

rec SHaPrP(29-231): rec PrP das der Aminosduresequenz 29-231 des syrischen
Goldhamsters (Carassius auratus) entspricht (Mehlhorn et al. 1996). Wird haufig als Modell
fiir SHa-PrP¢ verwendet.

rec SHaPrP(90-231): rec PrP das der Aminosiuresequenz 90-231 des syrischen
Goldhamsters (Carassius auratus) entspricht (Mehlhorn et al. 1996). Wird héufig als
nichtinfektidses Pendant zum N-terminal verkiirzten PrP 27-30 verwendet.

CHO-PrP¢: Rekombinantes PrP¢ aus iiberexprimierenden CHO-Zellkulturen. CHO-PrP¢
entspricht der Aminosdure 23-231 des syrischen Goldhamsters (Carassius auratus), es besitzt
einen GPI-Anker, seine N-Glykosylierungen sind im Vergleich zu SHa-PrP¢ jedoch
hyperglykosyliert (Blochberger et al. 1997).

sol PrP 27-30 elu: Nichtinfektiose PrP-Variante, die mittels Solubilisierung und Gelelution
aus PrP 27-30 gewonnen wird. Die biophysikalischen Eigenschaften entsprechen eher denen
von PrP¢ (Leffers 1999).

Prion-Scaffold: Ein nach Lipid-Extraktion und intensiver PK-Verdauung von Prionrods
verbleibendes, unlosliches Glucose-Polysaccharid, das 5-15 % des Erregers ausmacht
(Dumpitak 1998, Appel 1999).

PrP 33-35: PrP* aus infizierten syrischen Goldhamstern.

PrP 27-30: Hauptkomponente von Prionrods, die aus infizierten syrischen Goldhamstern
gewonnen wird. Aufgrund der limitierten Proteinase K-Verdauung ist PrP 27-30 N-terminal
um die Aminosduren 23-89 verkiirzt (Bolton et al. 1982).

Prionrods: Amyloide Fibrillen von Prionen, die durch eine spezielle Priparation inklusive
limitiertem Proteinase-K-Verdauungsschritt entstehen (Bolton ef al. 1982).

Prionen: Proteindse, infektiose Partikel, die Erreger der transmissiblen spongiformen
Enzephalopathien bzw. der Prionkrankheiten sind (Prusiner 1982).

ScN2a: Scrapie-infizierte Neuroblastoma-(N2a-)Zellen der Maus. Das ScN2a-Zelllysat ist
infektios (Butler ez al. 1988).

Prion-Plaques: Histopathologisch beschriebene Ablagerungsform von PrP* im Hirn
infizierter Organismen.

Prion-Stimme: Verschiedene natiirliche Scrapie-Isolate, die in genetisch identischen
Versuchstieren Prionerkrankungen induzieren, die unterschiedliche Inkubationszeiten und
Lasionsmuster aufweisen. Zu ihnen gehoren die Maus-adaptierten Scrapie-Stimme ME-7 und
RML sowie der Hamster-adaptierte Scrapie-Stamm 263 K.
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1. Einleitung

Neurodegenerative Erkrankungen zeichnen sich durch die Beteiligung und das Zusammen-
spiel einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse aus. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich
mit Prionkrankheiten, insbesondere der Beteiligung von Polysacchariden und alterungsassozi-
ierten Proteinmodifikationen an den pathogenen Prozessen. Die hiermit zusammenhéngenden
Mechanismen haben eines gemein - sie treten auch in Assoziation mit der natiirlichen
Alterung auf und werden als deren Grundlage diskutiert. Daher werden im Folgenden, nach
einer kurzen Einleitung zum biologischen Phidnomen der Alterung, zunichst drei molekulare
Mechanismen des Alterns vorgestellt, die in engem Bezug zueinander und zu den unter-
suchten Phdnomenen stehen: Oxidativer Stress, Carbonylstress und Proteinaggregation. Die
nachfolgende Einfiihrung zu Prionen und Prionkrankheiten wird schlieBlich spezifisch auf die

Fragestellung dieser Arbeit hinleiten.

1.1 Alterung und altersassoziierte Krankheiten

Altern ist ein ,,Prozess, der in Abhédngigkeit von der Zeit zu charakteristischen Zustandsveran-
derungen fiihrt [...]*; ein ,,universaler, multifaktoriell bedingter, irreversibler Vorgang, dem
Belebtes und Unbelebtes unterliegen [...]* (s. Stichwort Altern, Weiss & Winkenbach 2002).
In der Biologie gibt es momentan keine universale Theorie des Alterns, die alle bekannten
Phanomene umfasst. Die iiber 300 existierenden Theorien erkldren jeweils nur Teilbereiche
der Alterung. Unstrittig ist jedoch, dass die sich im Verlauf der Entwicklung von Geburt bis
Tod anreichernden, altersbedingten Verdnderungen alle Ebenen eines Organismus umfassen:
Korper, Organe, Gewebe, Zellen und sogar einzelne Biomolekiile altern. Mit zunehmendem
Lebensalter fiihrt dies einerseits zu einem Zuwachs an Individualitit, andererseits schrinkt es
Funktionen ein, verlangsamt Prozesse und begrenzt die Lebensspanne. Beim Menschen wird
angenommen, dass unter optimalen Lebensbedingungen die durchschnittliche Lebenserwar-
tung bei Geburt auf rund 85 Jahre und die duBerste Lebensspanne auf etwa 120 Jahre limitiert
sind (Olshansky et al. 1990).

Viele Ursachen und Mechanismen des Alterns stehen miteinander in Verbindung oder
bedingen sich wechselseitig. Genetische Faktoren, Krankheitsvorgeschichte und Umwelt-
einfliisse scheinen ebenso wichtige Rollen zu spielen wie Abnutzungserscheinungen, oxidativ
bedingte Schiaden und/oder dadurch bedingte Anreicherungen von Stoffwechselendprodukten
und enzymresistenten Metaboliten. Daher wird Alterung auch als ,,Akkumulation verschie-
dener schidlicher Verdnderungen in Zellen und Geweben mit zunehmendem Alter, die das
Risiko von Krankheit und Tod erhohen* definiert (Harman 2001). Die Erhéhung des

Todesrisikos betrifft dabei alle Individuen einer Population gleichermallen, die Erh6hung des



2 1.1 Alterung und altersassoziierte Krankheiten

Risikos der Erkrankung an bestimmten altersassoziierten Krankheiten beschrénkt sich jedoch
auf einzelne Subpopulationen. Neben diesen altersassoziierten pathologischen Zustinden gibt
es eine ganze Reihe von Erkrankungen, bei denen Alterungsprozesse beschleunigt sind oder
verstiarkt in Erscheinung treten. Damit verbundene pathogene Prozesse haben insbesondere
dann fatale Folgen, wenn sie Gewebe betreffen, die sich nicht oder nur teilweise regenerieren
kénnen wie z.B. das Nervensystem hoherer Wirbeltiere. (Zur Ubersicht zum Thema Alterung
siche: Harman 1994; Wisniewski & Fragione 1996; Johnson et al. 1999; Harman 2001).

1.2 Molekulare Mechanismen der Alterung

1.2.1 Freie Radikale und oxidativer Stress

Eine Reihe von Stoffwechselprozessen und Umwelteinfliissen fiihren in biologischen Sys-
temen zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS = engl. reactive oxygen species) wie
Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale oder Peroxynitrit. Ihre Bildung ist
einerseits essentiell, da sie funktionelle Bedeutung als Regulatoren bei der Zellproliferation
(Finkel 1998), als sekundire Botenstoffe bei Signaltransduktionswegen (Nishikawa et al.
2000; Nemoto et al. 2000) und als Funktionstriager in der Immunabwehr (Murray et al. 1979;
Adams et al. 1981) haben. In Situationen, in denen jedoch antioxidativ fungierende Zellbe-
standteile nicht ausreichen, um eine ROS-Uberproduktion oder exogene ROS auszubalancie-
ren, entsteht andererseits “oxidativer Stress“. Hierbei konnen ROS in hohen Konzentrationen
Funktionen als Sekundirbotenstoffe in Signalwegen des programmierten Zelltodes (Apopto-
se) iibernehmen und - bei Uberwiegen pro-apoptotischer Signale - diesen einleiten. Abbildung
1.1 auf der folgenden Seite gibt einen Uberblick iiber die Entstehung und Funktionen der
ROS. Die Hauptfolge oxidativen Stresses ist jedoch die Schadigung von Lipiden, Nukle-
insduren und Proteinen (Finkel & Holbrook 2000; Stadtman 2001). In diesem Zusammenhang
wurde die ,,Freie Radikal-Theorie® der Alterung (Harman 1956) formuliert. Diese besagt,
dass die durch den Metabolismus erzeugten ROS {iber die Lebenszeit akkumulierende
Schéden verursachen, welche die Grundlage altersbedingter Verianderungen sind. Belege
hierfiir finden sich beispielsweise in der Akkumulation oxidativ bedingter Mutationen in
genomischer und mitochondrialer DNA (Richter et al. 1988; Ames 1989; Wiseman &
Halliwell 1996), der Verkiirzung protektiver Chromosomenenden (Telomeren), bei welcher
oxidative Schadigung Hauptursache zu sein scheint (von Zglinicki 2000) und der altersab-
hiangigen Akkumulation oxidativ modifizierter Proteine und Proteinaggregate (Berlett &
Stadtman 1997). Da alle Schidigungen zufillig auftreten, gibt es eine groe Zahl beschriebe-
ner Oxidationsprodukte. Bei Proteinen beispielsweise konnen sowohl Peptidriickgrat, als auch
Seitenketten betroffen sein und in Proteinquervernetzungen, dem Bruch der Aminosiurekette
oder in Modifikationen wie Hydroxylierungen, Nitrierungen oder Carbonylierungen resultie-

ren (Butterfield & Kanski 2001). Diese Modifikationen kénnen zu Funktionsverlusten,
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antioxidative Faktoren: oxidative Faktoren:
anyme: M Endogene: Exogene:
SOD, CAT, GPx, Vitamin A, E, C, Mitochondrien, Ultraviolette und
GST, MSR, RSH-Px Glutathion, Bilirubin, Peroxisomen, lonisierende Strahlung,
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Abb. 1.1: Quellen reaktiver Sauerstoffspezies und zellulére Reaktionen (nach Finkel &
Holbrook 2000; Stadman 2001):

Die Stabilitat des zellularen Wachstums und Metabolismus (Homéostase) setzt eine Balance zwi-
schen antioxidativ und oxidativ wirkenden Faktoren voraus. Werden zu wenig reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) gebildet, kann die zellulére Proliferation und Verteidigung gestért werden. Steigt die
ROS-Konzentration zu stark an, kénnen Zellschaden, Beschleunigung der Alterung, altersbezogene
Krankheiten und Zelltod die Folge sein. (CAT = Catalase, SOD = Superoxid-Dismutase, GPx =
Glutathionperoxidase, GST = Glutathiontransferase, MSR = Methionin-Sulfoxid-Reduktase, RSHPx
= Thiolspezifische Peroxidase, NADPH = Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat)

Konformationsdnderungen und Aggregation der Proteine (Gafni 1997; Squier 2001) fiihren
(vgl. Abs. 1.3). Vor allem im Alter ist dies problematisch, da der Proteinumsatz mit zuneh-
mendem Lebensalter abzunehmen scheint (Goto ef al. 2001; Ryazanov & Nefsky 2002).

Bei Sdugern und damit auch beim Menschen sind die Skelettmuskulatur, das Herz und
das Gehirn besonders anfillig gegeniiber der schidigenden Wirkung hoher ROS-Konzentra-
tionen. Bei vielen degenerativen Krankheiten, die diese Gewebe betreffen, wird oxidativer
Stress als Ursache oder zumindest als verstiarkender Faktor diskutiert, wobei die ROS durch
ihre molekiilschiadigende und ggf. Apoptose auslosende Wirkung zu ausgedehnten Gewebe-
schiden fiihren sollen (zur Ubersicht zum Thema ROS siehe Johnson et al. 1999; Finkel &
Holbrook 2000; Stadtman 2001; Squier 2001; Goyns 2002).



4 1.2 Molekulare Mechanismen der Alterung

1.2.2 Advanced Glycation Endproducts und Carbonylstress

Ein weiteres molekulares Phianomen, welches ebenfalls im Zusammenhang mit altersassozi-
ierten Verdanderungen und Krankheiten diskutiert wird und in engem Zusammenhang mit den
ROS steht, sind die sog. Advanced Glycation Endproducts (AGEs). AGEs sind eine hochhete-
rogene Gruppe von Endprodukten nicht-enzymatischer Reaktionen von Zuckern oder o-
Dicarbonylverbindungen mit Biomolekiilen. Im klassischen Fall entstehen sie durch die
Reaktionen reduzierender Zucker mit freien Aminogruppen eines Proteins, dargestellt in Abb.
1.2 auf der ndchsten Seite. Dabei lagert sich zundchst die durch Additionsreaktion des
Zuckers mit der Aminogruppe gebildete Schiff’sche Base zum Amadoriprodukt um, das tliber
verschiedene Oxidationen oder Dehydrierungen zu einer Reihe reaktiver a-Dicarbonyl-
verbindungen umgewandelt werden kann. Sowohl die Amadoriprodukte, als auch die aus
thnen folgenden a-Dicarbonyle konnen nun mit sich selbst, oder mit Biomolekiilen wie
Nukleinsduren, Lipiden oder Proteinen zu einer Vielzahl chemisch heterogener Endprodukte,
den AGEs reagieren. Im Fall der nicht-enzymatischen Glykierung von Proteinen sind sowohl
Adduktmodifikationen als auch quervernetzende (crosslink)-Strukturen bekannt. Einige von
thnen, z.B. Pyrralin, entstehen nur auf nicht-oxidativem, andere, wie Pentosidin oder N°-
Carboxymethyllysin (CML) nur auf oxidativem Weg. Ist die Glykierung mit Oxidationen
verbunden, wird dies auch als ,,Glykoxidation* bezeichnet. Deren Produkte werden auch als
Marker fiir oxidativen Stress genutzt. Angesichts der Vielzahl moéglicher AGEs konnten
bislang nur wenige sowohl strukturell aufgeklart, als auch in vivo nachgewiesen werden.
Dennoch wurde eine ganze Reihe weiterer AGEs bereits in vitro belegt und als in vivo
relevant diskutiert (zur Ubersicht siehe Ledl & Schleicher 1990; Ulrich & Cerami 2001).

Die grundlegende Chemie der zu den AGEs fiihrenden Reaktionen wurde bereits 1912
beschrieben (Maillard 1912) und wird nach ihrem Entdecker hdufig auch Maillard-Reaktion
genannt. Lange Zeit nur als Grundlage der Briaunung und Aromaentwicklung von Speisen
beim Erhitzen angesehen, fand sie hauptsdchlich Anwendung in der Nahrungsmittelindustrie,
z.B. bei der Herstellung von Colas, Sojasaucen und Brauereiprodukten. Seit den 70er Jahren
fanden sich, zunédchst hauptsidchlich in der Diabetesforschung, vermehrt Hinweise auf eine
biologische Relevanz der Maillard-Reaktion. Insbesondere die Erforschung der nicht-enzy-
matischen Glykierung von Collagen, die bei Diabetes-Patienten signifikant verstirkt ist,
zeigte, dass auch in den Vergleichsgruppen AGE-Modifikationen des Collagens mit dem
Alter zunahmen (Tanzer et al. 1972; Robins & Bailey 1972; Dyer ef al. 1993). Viele Ergeb-
nisse wiesen auf eine ursdchliche Beteiligung der AGEs bei diabetischen Komplikationen,
aber auch bei normalen, altersbedingten Verdanderungen hin. Letzteres fiihrte zur zunachst auf
langlebige Proteine beschrinkten ,,Maillard-Hypothese der Alterung®, die in den folgenden
Jahren jedoch allgemein erweitert wurde (Monnier & Cerami 1981; Cerami 1985; Monnier
1989). Nach wie vor ist die Frage, ob der Zusammenhang zwischen AGEs und biologischer

Alterung korrelativ oder kausativ ist, Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion. Insbeson-
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Abb. 1.2: Bildung von Advanced Glycation Endproducts (AGEs) bei Proteinen

In einem ersten, reversiblen Reaktionsschritt entsteht durch Addition der Aldehyd- oder Ketogrup-
pe eines Zuckers an eine freie Aminogruppe eine Schiff'sche Base. Diese wird in einem zweiten,
ebenfalls reversiblen Schritt zum sog. Amadoriprodukt (bei Aldosen) oder Heynsprodukt (bei
Ketosen) umgelagert. Dieses frihe Glykierungsprodukt kann Uber verschiedene irreversible und
z.T. radikalische Oxidationen oder Hydrolysen in verschiedene reaktive a-Dicarbonylverbindungen
Ubergehen. Sowohl die a-Dicarbonyle als auch die Amadoriprodukte selbst kénnen nun Gber ein
breites Reaktionsspektrum mit freien Aminogruppen von Proteinen zu einer Gruppe heterogener

Endprodukte reagieren, den AGEs.



6 1.2 Molekulare Mechanismen der Alterung

dere die Akkumulation von AGE-Modifikationen bei langlebigen Proteinen scheint zu den
normalen Alterserscheinungen zu gehoren. Bei iiberméBiger Bildung von AGEs konnen diese
jedoch auch pathogene Wirkung entfalten. Beispielsweise scheint die AGE-Modifikation
vaskuldren Collagens zur Entstehung von Arteriosklerose, Herzkrankheiten und Nieren-
schdden beizutragen. Die AGE-Modifikation von Proteinen der Augenlinse kann dagegen zu
Grauem Star fiihren (zur Ubersicht siehe Ulrich & Cerami 2001; Baynes 2001). Auch bei der
Alterung des zentralen Nervensystems (ZNS) und verschiedenen neurodegenerativen Erkran-
kungen, insbesondere solchen, die mit der Aggregation von Proteinen (vgl. 1.2.3) einher-
gehen, scheinen AGEs eine wichtige Rolle zu spielen. So wurde eine altersbedingte Akkumu-
lation von AGEs in Neuronen des ZNS beschrieben (Li et al. 1995; Kimura et al. 1996). Auch
die mit zunehmendem Alter vermehrt zu beobachtenden Einschlussstrukturen im mensch-
lichen Gehirn wie Corpora Amylacea (Hirnsand) oder Lipofuscingranulae enthalten vielfach
AGE-modifizierte Proteine (Kimura et al. 1998). Bei der Parkinsonschen und der diffusen
Lewy-Body-Krankheit wurden AGEs in betroffenen Hirnregionen und damit verbundenen
Proteindepositionen (Castellani et al. 1996) nachgewiesen. Bei der Alzheimerschen Krankheit
(AD) finden sich gleich eine ganze Reihe von Hinweisen auf eine zentrale Beteiligung von
AGEs am Krankheitsprozess (zur Ubersicht s. Miinch et al. 2002a; Bir et al. 2003; Kikuchi et
al. 2003): Beispielsweise sind die beiden hauptsdchlichen Proteinablagerungen (senile
Plaques und Neurofibrillary tangles) bei AD mit AGEs modifiziert (Smith et al. 1994), die
Konzentration AGE-modifizierter Proteine in der Riickenmarksfliissigkeit bei AD erhoht
(Shuvaev et al. 2001) und akkumulieren AGEs bei einer genetisch bedingten AD-Variante in
pyramidalen Neuronen (Miinch et al. 2002b). In-vitro-Glykierungsstudien zeigten dariiber
hinaus u.a., dass die AGE-Modifikation von AP und t die Aggregation dieser AD-assoziierten
Proteine beschleunigt (Vitek et al. 1994; Ledesma et al. 1994; 1998).

Ahnlich den ROS im Falle oxidativen Stresses (s. 1.2.1) nehmen die reaktiven o-
Dicarbonyle durch ihre molekiilschddigende Wirkung bei der Bildung von AGEs eine
Schliisselposition ein. Analog spricht man bei einer schidlichen Uberproduktion reaktiver o.-
Dicarbonyle und Amadori-Folgeprodukte von ,,Carbonylstress®, der eine Reihe von Konse-
quenzen hat. Proteine nehmen durch AGE-Modifikationen oftmals eine gelbbraunliche Far-
bung an, entwickeln Fluoreszenzeigenschaften, und die Wahrscheinlichkeit von Funktions-
verlusten und Fehlkonformationen nimmt zu. Die Querverkniipfung von Proteinen durch
AGEs kann Unléslichkeit sowie verstarkte Resistenz gegeniiber proteolytischem Abbau zur
Folge haben (vgl. Abs. 1.2.3) (zur Ubersicht siche Colaco & Harrington 1994). Dariiber
hinaus sind glykierte Proteine oftmals zytotoxisch (Loske et al. 1998; Cohen et al. 2001;
Gasic-Milenkovic et al. 2001), was damit zusammenhéngt, dass AGEs auf verschiedene
Weise oxidativen Stress modulieren konnen: 1.) Bei der nicht-enzymatischen Glykierung von
Proteinen entstehen hohe Mengen an ROS (Mullarkey et al. 1990). 2.) Indem einige AGEs

wie CML Ubergangsmetallionen wie Cu®>" und Fe* in aktiver Form binden, katalysieren und
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amplifizieren sie die Bildung von ROS und/oder AGEs. (Qian et al. 1998; Saxena et al.
1999). AuBlerdem sind sie Kandidaten fiir die Katalyse der Lipoxidation ungesittigter Fett-
sduren in Lipoproteinen, die wiederum zur Bildung reaktiver a-Dicarbonyle und so zu
verstirktem Carbonylstress fithren kann (Fu ef al. 1996). 3.) AGEs konnen mit einer Reihe
zelluldrer Rezeptoren wechselwirken und iiber verschiedene Signalkaskaden die Freisetzung
von Cytokinen wie TNF-a oder die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-x-B
stimulieren. Dies kann direkt oder iiber Aktivierung von Makrophagen oder Mikrogliazellen
des Immunsystems zur Apoptose und Entstehung von weiteren ROS fiihren. Hervorzuheben
sind hierbei die Makrophagen-Scavenger-Rezeptoren I, II, Galectin-3 und der Rezeptor fiir
Advanced Glycation Endproducts (RAGE-Rezeptor), zu dessen Liganden auch amyloide
Fibrillen (vgl. 1.2.3) gehoren (zur Ubersicht s. Schmidt et al. 2000; Singh et al. 2001).

Die Bildung von AGEs und ROS kann sich also in mehrfacher Hinsicht wechselseitig
bedingen und verstdrken. Dariiber hinaus konnen Enzyme, die zum Abbau von oxidativem
Stress und/oder Carbonylstress bendtigt werden, wie Superoxid-Dismutase (SOD), Gluta-
thionperoxidase oder Aldehydreductase, selbst AGE-modifiziert und dadurch inaktiviert
werden (Arai et al. 1987; Takahadshi ef al. 1994; Niwa & Tsukushi 2001). Der selbstpoten-
zierende autokatalytische ROS/AGE-Zyklus steht auerdem noch im Wechselspiel mit der
Bildung und Wirkung von Proteinaggregaten, auf die im nichsten Abschnitt ausfiihrlich ein-
gegangen wird. Alle drei Phanomene scheinen eng mit altersassoziierten Verdnderungen und
Krankheiten verkniipft zu sein, insbesondere wenn sie das ZNS betreffen. Zur Ubersicht zum
Thema AGEs siche: Monnier 1990; Singh et al. 2001; Baynes 2001; Ulrich & Cerami 2001.

1.2.3 Proteinaggregation und amyloide Erkrankungen

Wie Abb. 1.3 auf der folgenden Seite verdeutlicht, ist die native Proteinstruktur zwar die
unter physiologischen Bedingungen thermodynamisch stabilste Konformation eines Proteins,
dennoch konnen durch Falsch- oder Umfaltung andere Konformationen angenommen werden,
die kinetisch stabil sind. Bei entsprechenden Umgebungsverdnderungen oder Aggregation
konnen Fehlkonformationen sogar thermodynamisch stabiler sein als die native Struktur.
Alterungsbedingte Schiadigung wie sie z.B. durch Oxidation (s. 1.2.1) oder nicht-enzyma-
tische Glykierung (s. 1.2.2) hervorgerufen werden, konnen die Entstehung solcher Fehlkon-
formationen ebenso begiinstigen, wie Fehler bei der Transkription oder Translation. Falsch-
gefaltete Proteine haben im giinstigeren Fall verminderte biologische Funktionalitit, im
schlechteren Fall entwickeln sie pathogene Funktionen und/oder aggregieren. Daher sorgt auf
zelluldrer Ebene eine ganze “Kontrollmaschinerie* dafiir, dass die Qualitit von Transkription
und Translation gesichert ist, dass Chaperone etwa 15-30 % der frisch gebildeten Proteine bei
der richtigen Faltung unterstiitzen, und dass etwa 20-30 % aller neu synthetisierten Proteine
selektiert und im Proteasom degradiert werden (zur Ubersicht siehe Ellgaard L. et al. 1999;
Wickner S. et al. 1999; Turner & Varshavsky 2000; Schubert et al. 2000). Sowohl durch
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Abb. 1.3: Energielandschaft der Proteinfaltung (Dill & Chan 1997, modifiziert)

Die dreidimensionale Energieprojektion einer Proteinfaltung éhnelt oftmals einem Trichter: Faltung
folgt dabei nicht einer einzelnen Route, sondern kann in einem Trichter abnehmender Energie
viele verschiedene Wege zur nativen energiedarmsten Struktur (N) beschreiten. Je nach Form der
Landschaft kénnen dabei diskrete Faltungsintermediate (I) als Ubergangsstrukturen, aber auch als
signifikante kinetische Fallen auftreten, die das Protein in einem falschgefalteten Zustand
einfangen.

sinkende Syntheserate als auch verminderte Qualititskontrolle und Degradation der Proteine
nimmt mit zunehmendem Alter der Proteingesamtumsatz ab (Goto et al. 2001; Chen &
Fernandez 2001). In diesem Zusammenhang sah die ,,Fehlerkatastrophentheorie® (Orgel
1963; 1970) in der Proteinbiosynthese die Grundlage altersbedingter Verdnderungen und
postulierte, dass translations- und transkriptionsbedingte Fehler - insbesondere bei den Enzy-
men der Proteinbiosynthese - eine positive Riickkopplung hervorrufen wiirden, die letztlich in
der ,,Katastrophe* von Alterung und Tod miindeten. Eine aktuelle Hypothese, die Theorie der
,Protein-Schadens-Katastrophe* (Ryazanov & Nefsky 2002) erweitert dieses Szenario um die
zuvor beschriebenen Phanomene der Falschfaltung und molekularen Schidigungen und setzt
sie in den Kontext des abnehmenden Proteinumsatzes.

Unabhéngig von der Ursachendiskussion altersbedingter Verdnderungen ist es un-
strittig, dass mit zunehmendem Alter unlosliche, nicht- oder schwer degradierbare Proteine
anzutreffen sind, die zum Teil molekulare Schiden oder Modifikationen aufweisen. Diese
finden sich beispielsweise im menschlichen Gehirn in Form lichtmikroskopisch sichtbarer
Uberstrukturen oder Abkapselungsprodukte. Zu solchen Strukturen oder Hirneinschliissen
gehoren Lipofuscin-Granulae, senile Plaques, Corpora Amylacea, Hirano-Kd&rperchen,
Neurofibrillary Tangles oder Ubiquitin-positive granuldre Strukturen. Viele dieser Hirnein-
schliisse treten gehduft bei neurodegenerativen Krankheiten auf. Alle sind jedoch auch im
scheinbar gesunden, gealterten menschlichen Gehirn beschrieben und enthalten Proteinaggre-
gate bzw. bestehen aus ihnen (zur Ubersicht siche: Anderton 1997; Kimura ef al. 1998). Den
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Abb. 1.4: Mégliche Zustandsformen von Proteinen (nach Dobson 2002)

Fibrillen Prafibrillare

Zusténde

Idealerweise faltet sich das ungefaltene Protein (U) Uber verschiedene teildenaturierte Intermedia-
te (I) in die native Form (N), die ggf. durch nachfolgende Oligomerisierung ihre volle biologische
Funktion austben kann. Unter bestimmten Bedingungen kénnen sich jedoch auch ungefaltete
oder teildenaturierte Proteine, evtl. nach Degradierung, zu ungeordneten (amorphen) Aggregaten
zusammenlagern. Ebenso kénnen sich Degradationsprodukte oder teildenaturierte Proteine ggf.
Uber préfibrillére Zusténde zu amyloiden Fibrillen zusammenlagern.

Ablagerungen scheint dariiber hinaus ein dhnlicher Mechanismus zu Grunde zu liegen:
Teildenaturierte oder fehlgefaltete Proteine lagern sich zusammen und aggregieren, ggf. iiber
verschiedene oligomere Zwischenstufen zu groBen fibrilldren Strukturen oder amorphen
Aggregaten, die schlieBlich zu den lichtmikroskopisch erkennbaren ,,Uberstrukturen* fiihren.
Abb. 1.4 gibt einen Uberblick iiber mégliche Strukturzustinde, die wahrscheinlich jedes
Protein unter geeigneten Bedingungen annehmen kann. Von besonderer Bedeutung sind hier
die hochgeordneten amyloiden Aggregate, da ihr Auftreten mit vielen gewebedegenerativen
Krankheiten assoziiert ist. Eine Ubersicht iiber diese Erkrankungen gibt Tab. 1.1 auf der
nichsten Seite. Der Begriff Amyloid wurde urspriinglich von Virchow geprigt, nachdem er
eine von ihm im menschlichen Riickenmark und Gehirn aufgefundene Substanz, aufgrund

threr Reaktivitdit mit Iod und Schwefelsdure, fiir eine kohlenhydrathaltige Substanz hielt
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(Virchow 1854). Dies wurde jedoch spéter durch eine Elementaranalyse widerlegt, welche
den proteindsen Charakter eindeutig belegte (Friedreich & Kékul¢ 1859). Heute werden unter
dem Begriff ,,Amyloid* hochstrukturierte Proteinaggregate zusammengefasst, die elektronen-
mikroskopisch eine faserartige Form aufweisen. Sie sind ferner dadurch charakterisiert, dass
sie sich mit den Farbstoffen Thioflavin T und Kongorot anfiarben lassen. Letzteres geht mit

einer Verschiebung des Absorptionsspektrums zu langeren Wellenldngen (Bathochromie) und

Tab. 1.1: Krankheiten, die mit amyloiden Proteinaggregaten einhergehen.

ALS= Amyotrophe Laterale Sclerose, ANP= Atriales natriuretisches Peptid, Apo= Apolipoprotein,
BB= Bunina-Kérperchen, CACNA1A= Calciumkanaluntereinheit, DRPLA= Dentatorrubale-pallido-
lysiale Atrophie, GIn= Glutamin, HCA = Hereditére cerebrale Amyloidose, IAPP= Inselamyloid-
Polypeptid, Ig= Immunglobulin, LB= Lewy-Kérperchen, MSA= Multiple systemische Atrophie, PrP=
Prion-Protein, PSP= Progressive supranucleére Paralyse, SAA= Serum Amyloid A, SAF= Scrapie-
assoziierte Fibrillen, SCA= Spinocerebellére Ataxie, SOD= Superoxid-Dismutase, ZNS= Zentrales
Nervensystem. (Nach Anderton 1997; Saeger & Récken 1998; Trojanowski & Lee 1999; 2001;

Merlini et al. 2001; Taylor et al. 2002; Zerovnik 2002; Soto 2003)

Krankheit Protein/Inklusion  Lokalisation betroffenes Organ
Adenohypophysenamyloidose Prolactin vorw. extracellulér Hypophyse
ALS SOD-1/BB cytoplasmisch Gehirn
Ateriosklerose-assoziierte Amyloidose  Apo A-1 vorw. extracellulér systemisch
Diabetes mellitus Typ 11 IAPP vorw. extracellulér Pankreas
Hiimodialyseassoziierte Amyloidose B-Microglobulin vorw. extracellulér systemisch
HCA (Island-Typ) Cystatin vorw. extracellulér Gehirn
HCA-Angiopathie Gelsolin vorw. extracellulér systemisch
Hereditiire renale Amyloidose Fibrinogen vorw. extracelluldr Niere
Insulin-Amyloidose Insulin vorw. extracellulér Subkutan
Lysozym-Amyloidose Lysozym vorw. extracellulér systemisch
Medullires Schilddriisenkarzinom Calcitonin vorw. extracellulér Schilddriise
Poly-Gin-Krankheiten:
Chorea Huntington Huntingtin intranucledr Gehirn
SCA1,2,3,7 Ataxine 1,2,3,7 intranucleédr Gehirn
SCA 6 CACNAITA intranucleér Gehirn
DRPLA
Friedreichsche Ataxie Frataxin intranucleér Gehirn
Primiire systemische Amyloidose Ig-y-, Ig-k-Kette vorw. extracellulér systemisch
Prion-Krankeiten (vgl. Abs. 1.3) PrP/Plaques, SAF extracellulir & ZNS, z.T. periphere
cytoplasmisch Organe
Sekundiire systemische Amyloidose SAA vorw. extracellulér systemisch
Senile systemische Amyloidose Transthyretin vorw. extracellulér systemisch
Synucleinopathien:
Diffuse LB-Demenz o,B,y-Synuclein/LB | cytoplasmisch Gehirn
Morbus Parkinson o.,B,y-Synuclein/LB  cytoplasmisch Gehirn
Tauophatien:
Morbus Alzheimer AB/SPs extracellular Gehirn
©/NFTs cytoplasmisch
Down-Syndrom APB/SPs extracelluldr Gehirn
tau/NFTs cytoplasmisch
a-Synuclein /LB cytoplasmisch
Picksche Atrophie 1/Pick-Korperchen  cytoplasmisch Gehirn
PSP T/NFTs cytoplasmisch Gehirn
MSA 1/gliale Inclusionen  cytoplasmisch Gehirn
Vorhof-Amyloidose ANP vorw. extracellulér Herz
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einer gold-griinen Doppelbrechung im polarisierten Licht einher. Eine Gemeinsamkeit amy-
loider Aggregate aber auch vieler amorpher Aggregate ist, dass die beteiligten Proteine
unabhéngig von ihrer nativen Konformation in einer -Faltblattreichen Struktur aggregieren
(zur Ubersicht sieche Dobson 2001; Zerovnik 2002). Einzige Ausnahme bilden bislang
Aggregate des hyperphosphorylierten t-Proteins, die vorwiegend a-helikale Strukturanteile
aufweisen (Sadqui ef al. 2002).

Viele der in Tab. 1.1 aufgefiihrten Krankheiten sind neurodegenerative Erkrankungen,
die mit Gedéchtnisverlust (Demenz) oder Bewegungsstorungen (Dysmetrie) einhergehen.
Vielfach treten sie sporadisch im hoheren Lebensalter oder erblich bedingt auf. Aufgrund der
Haufigkeit distinkter Ablagerungen, die je nach Erkrankung in spezifischen Hirnregionen
auftreten, wird oft ein kausaler Zusammenhang vermutet zwischen Proteinaggregation und
Untergang der Neuronen. Dies wird insbesondere dadurch gestiitzt, dass bei familidren For-
men dieser Krankheiten verschiedene Mutationen in den Genen gefunden werden, welche fiir
die Proteinkomponenten der fibrilliren Aggregate kodieren. Diese Mutationen fiihren, ver-
glichen mit sporadischen Erkrankungsformen, zum Einsetzen der Krankheit in fritheren
Lebensaltern, einem verscharften Krankheitsbild und einer erhdhten Zahl von Proteinaggre-
gaten (zur Ubersicht s. Hardy & Gwinn-Hardy 1998). Unabhiingig von der Atiologie der
Krankheiten werden zur Zeit drei Thesen zum kausalen Zusammenhang zwischen Protein-
aggregation und Neurodegeneration diskutiert (zur Ubersicht siehe Soto 2003):

Die “loss-of-function““-Hypothese besagt, dass der Verlust der normalen Proteinaktivitit
zu einer Fehlfunktion in der Zelle fiihrt, die schlussendlich in der Neurodegeneration miindet.
Dies scheint bei der Huntington-Krankheit plausibel zu sein, da Knock-out-Mause, bei denen
das Huntingtin-Gen ausgeschaltet wurde, in einem frithen Embryonalstadium sterben. Dies
wird zusammenhingend mit der Funktion von Huntingtin als Caspase-Substrat wiahrend der
Apoptose diskutiert (zur Ubersicht siehe Cattaneo et al. 2001). Bei anderen Erkrankungen
dagegen, wie z.B. der Amyotrophen Lateralen Sklerose (ALS), bei der ein Funktionsausfall
einer Superoxid-Dismutase zu erhohtem Radikalstress fithren sollte, zeigen Knock-out-Miuse
jedoch eine normale Entwicklung (Reaume et al. 1996). Auch bei anderen Krankheiten gibt
es solche Widerspriichlichkeiten, daher ist es weiterhin strittig, ob der Funktionsverlust
grundlegende Ursache spezifischer Neurodegeneration ist.

Der “brain-inflammation®“-Hypothese zufolge wirken die Proteinaggregate als irritieren-
des Agenz, das eine chronische Entziindung im Hirn hervorruft, die wiederum zu synapti-
schen Veranderungen und schlieBlich neuralem Tod fiihrt. Fiir diese These spricht z.B. die
auffillige Astrozytose und Mikroglia-Aktivierung, die bei vielen der obigen Krankheiten in
der Nidhe von Proteinaggregaten beschrieben ist. Auflerdem wurden inflammatorisch
wirkende Proteine als zusitzliche Begleitsubstanzen in fast allen amyloiden Aggregaten
nachgewiesen (zur Ubersicht s. McGeer & McGeer 1995; Wyss-Coray & Muckle 2002).
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Die “gain-of-toxicity“-Hypothese besagt, dass die Missfaltung und Aggregation der
Proteine zu einer neurotoxischen Funktion fiihrt. Belege fiir diese Hypothese finden sich in
zahlreichen in-vitro-Studien, die zeigen, dass viele dieser Aggregate zur Apoptose von Neu-
ronen fiihren. Dariiber hinaus konnen amyloide Aggregate z.B. mit dem RAGE-Rezeptor (s.
1.2.2) wechselwirken, dessen Stimulation seinerseits wieder zu oxidativem Stress und so zu
neurotoxischen Effekten fithren kann (zur Ubersicht s. Soto 2003). In letzter Zeit mehren sich
die Hinweise, dass kleinere Vorstufen amyloider Fibrillen weitaus toxischer sind als die amy-
loiden Fibrillen selbst (Bucciantini et al. 2002). Daher wird diskutiert, ob die Bildung der
amyloiden Fibrillen nicht letztendlich ein Mechanismus der Detoxifizierung ist. Hierfiir
spricht auch, dass solche Aggregate zumindest im Fall zytoplasmatischer Ablagerungen nicht
zufillig in der Zelle auftreten, sondern Resultat eines aktiven retrograden Transportes iiber
Mikrotubuli sind (zur Ubersicht siehe: Kopito 2000).

Ein groBes Problem bei der Erforschung amyloider Erkrankungen ist, dass diese ent-
weder spontan oder familidr bedingt auftreten. Daher sind Modelle, die einen definierten,
induzierbaren Beginn der pathogenen Prozesse aufweisen, sehr wichtig fiir die Erforschung
molekularer Ursachen und deren Pathogenese. In diesem Zusammenhang sind Prionkrank-
heiten, die im folgenden Abschnitt vorgestellt werden, aufgrund ihrer Infektiositit ein ex-
zellentes Modell fiir die Erforschung amyloider Erkrankungen. Zur Ubersicht zum Thema
Proteinaggregation und amyloide Erkrankungen siehe: Dobson 1999; Kopito 2000; Merlini et
al. 2001; Soto 2003.

1.3 Prionen

1.3.1 Prionkrankheiten und ihre Atiologie
Von allen Krankheiten, die mit der Ablagerung amyloider Aggregate einhergehen, nehmen
die Prionkrankheiten bzw. transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSEs) eine Son-
derstellung ein. Diese in Tabelle 1.2 auf der ndchsten Seite aufgefiihrte Gruppe neurodegene-
rativer Krankheiten bei Siugern zeichnet sich dadurch aus, dass sie in Threr Atiologie sowohl
sporadischen, familidren aber auch infektiosen Ursprungs sein kann. Infektiositit wird zwar
auch bei einigen anderen amyloiden Erkrankungen diskutiert, dennoch konnte hier bislang
keine wirkliche Erregernatur nachgewiesen werden. In seltenen Fillen scheinbarer Ubertra-
gung war stets ein zusétzlicher inflammatorischer Stimulus wie z.B. gleichzeitige Gabe von
Silbernitrat nétig (zu Ubersicht siehe Sigurdsson et al. 2002). Im Falle der Prionkrankheiten
vermehrt sich in den erkrankten Individuen jedoch ein nachweisbarer Erreger, der unabhéngig
von der urspriinglichen Atiologie in jedem Fall infektids ist.

Gemeinsames Charakteristikum aller Prionkrankheiten ist eine langsame Degeneration
des Gehirns, die sich nach auflen in Verhaltensianderungen, Dysmetrien, oftmals Sensibilitéts-

storungen und beim Menschen in Demenz manifestiert. Dabei ist im betroffenen Individuum
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Tabelle 1.2: Prion-Krankheiten (Veréndert nach Prusiner et al. 1998)

Krankheit Wirt Pathogenititsmechanismus

Kuru Mensch Infektion durch rituellen
Kannibalismus

iatrogene Creutzfeld-Jakob Krankheit (iCJD) Mensch Infektion durch kontaminierte
Wachstumshormone,
Transplantate, Operationsbestecke
etc.

neue Variante der Creutzfeld-Jakob Krankheit (vCJD) Mensch Infektion durch kontaminierte
Rinderprodukte?

spontane Creutzfeld-Jakob-Krankheit (sCJD) Mensch Somatische Mutation oder
spontane Konversion von PrP¢ >
PrP**

familidre Creutzfeld-Jakob Krankheit (fCJD) Mensch Keimbahnmutation im PrP-Gen

Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) Mensch Keimbahnmutation im PrP-Gen

Fatale familidre Insomnie (FFI) Mensch Keimbahnmutation im PrP-Gen

Fatale sporadische Insomnie (FSI) Mensch Somatische Mutation oder
spontane Konversion von PrP¢ >
PrP**

Scrapie Schaf, Moufflon Infektion in (genetisch bedingt)

und Ziege anfilligen Schafen
Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) Rinder Infektion durch kontaminiertes

Fleisch- und Knochenmehl oder
somatische Mutation

Transmissible Nerz Enzephalopathie (TME) Nerz Infektion iiber Schaf oder Rind

Chronische Auszehrungs Krankheit (CWD) Hirsche und Elch unbekannt

Feline spongiforme Enzephalopathie (FSE) Hauskatzen und  Infektion {iber kontaminierte
Wildkatzen Rinderprodukte?

Exotische Huftier Enzephalopathie Antilopen Infektion iiber kontaminiertes

Fleisch- und Knochenmehl

keine spezifische Immunreaktion auf den Erreger beobachtbar, da er nicht als kdrperfremd
erkannt wird (s. 1.3.3). TSEn enden immer tddlich, wobei vom Beginn der ersten Symptome
bis zum Tod mehrere Monate bis zu 1-2 Jahre vergehen. Zur Zeit existiert keine Therapie
oder Impfung und eine gesicherte Diagnose ist - mit Ausnahme risikoreicher Hirnbiopsien -
erst post-mortem moglich. Histopathologische Befunde sind Astrogliose (abnormale Vermeh-
rung der Astrozyten), spongiforme (schwammartige) Lasionen im Bereich der grauen Hirn-
substanz und oftmals eine Anreicherung diffuser Proteinablagerungen des Prionproteins (PrP)
z.T. in Form amyloider Plaques oder Fibrillen in oder in der Ndhe von Neuronen. Die hochste
Infektiositdt findet man im fortgeschrittenen Krankheitsstadium im ZNS. Jedoch konnte
Infektiositdt in Abhingigkeit von der jeweiligen TSE und betroffenen Spezies auch in einigen
anderen Organen nachgewiesen werden. Sofern die Atiologie infektids ist, konnen Inkuba-
tionszeiten in Abhéngigkeit von der Infektionsroute zwischen mehreren Monaten bis meh-
reren Jahrzehnten variieren (zur Ubersicht s. Belay 1999; Hornlimann 2001; Knight & Collins
2001; Dormont 2002).

Alteste bekannte Prionerkrankung ist die Traberkrankheit (engl. Scrapie) bei Schafen
und Ziegen. Bereits 1759 von Leopoldt beschrieben, wurde ihr infektioser Charakter erst

1936 nachgewiesen, indem gesunde Schafe an Scrapie erkrankten, nachdem man ihnen Hirn-
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material von Scrapie-erkrankten Schafen intraokular injiziert hatte (Cuillé & Chelle 1936). 25
Jahre danach wurde die Ubertragbarkeit von Scrapie iiber Artengrenzen hinweg demonstriert,
indem Scrapie auf Méause mittels intracerebraler Inokulation iibertragen wurde (Chandler
1961). Der natiirliche Ubertragungsweg der Scrapie scheint jedoch die orale Aufnahme
infizierten Plazentamaterials durch gesunde Schafe zu sein (Pattison & Millson 1961; Pattison
et al. 1972; Onodera et al. 1993).

Der infektiose Charakter menschlicher Prionkrankheiten wurde erstmalig fiir die Kuru-
Krankheit beschrieben (Gajdusek et al. 1966). Kuru trat vor allem bei den Frauen des Fore-
Stammes in Papua-Neuguinea auf, die sich bei der rituellen Praparation und dem Verzehr von
u.a. Hirnen verstorbener Angehoriger infizierten. Seit Einstellung der kannibalistischen Riten
zwischen 1950 und 1960 wurden keine weiteren Neuifenktionen bekannt (Gajdusek 1977).
Die hiufigste humane Prionerkrankung ist jedoch die Creutzfeld-Jakob-Krankheit (CJD). Mit
rund 85 % aller Félle ist die sporadische CJD (sCJD) die haufigste (Palmer & Collinge 1993).
Sie tritt spontan, d.h. ohne erkennbare Infektion oder Keimbahnmutation, mit einer Inzidenz
von | Fall pro 1 Million Einwohner und Jahr auf. Als Ursache werden entweder somatische
Mutationen oder spontane Strukturdnderungen des Prionproteins angenommen (s. 1.3.2). Das
Durchschnittsalter bei Beginn der Erkrankung betrdgt etwa 60 Jahre. Die familidre CJD
(fCJD) macht etwa 5-15 % aller CJD-Fille aus. Hierbei wird in einem autosomal-dominanten
Erbgang eine genetische Pradisposition fiir diese Krankheit an die néchste Generation weiter-
gegeben (zur Ubersicht siehe: Brown 1992; Knight & Collins 2001). Verschiedene Mutatio-
nen des krankheitsassoziierten Prionproteins (PrP) sind bekannt, die mit der Manifestation der
fCJD einhergehen. Die wenigsten CJD-Félle (< 1 %) sind infektioser Natur. Zu diesen gehort
die iatrogene CJD (iCJD) und die variante Form der CJD (vCJD), die spiter behandelt wird.
Die iCJD ist auf medizinische Unfille zuriickzufiihren, die ihre Ursache in der Nutzung unzu-
reichend dekontaminierter Operationsbestecke, der Verwendung kontaminierter Dura-mater-
oder Korneatransplantate oder kontaminierter Wachstumshormonpriparate fand. Bedingt
durch die langen Inkubationszeiten der iCJD konnen auch heute noch Fille auftreten, die vor
Jahrzehnten durch Unkenntnis der Erregerstabilitit (s. 1.3.3) verursacht wurden.

Aufsehen erregte in den vergangenen Jahren jedoch eine andere Prionkrankheit, die
bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE), im Volksmund auch ,,Rinderwahnsinn® genannt.
1986 begann im Vereinigten Kdnigreich (UK) eine Epidemie dieser bis dato unbekannten
Krankheit bei Rindern (Wells et al. 1987), die ihren Hohepunkt 1992/1993 fand. Als Ur-
sprung von BSE wird einerseits der Scrapieerreger (Wilesmith & Wells 1991), andererseits
eine spontane Mutation bei wenigen Rindern (Phillips et al. 2000) diskutiert. Unabhingig
vom Ursprung gilt als Verbreitungsweg der Rinderepidemie die Verfiitterung von Fleisch-
und Knochenmehl (engl. meat and bonemeal - MBM) an Rinder als wahrscheinlich. Ende der
70er Jahre wurden die Temperaturen beim Herstellungsprozess von MBM aus 6konomischen

Gesichtspunkten gesenkt, unwissentlich, dass auf diese Weise der Erreger nicht mehr
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ausreichend inaktiviert werden konnte (Prusiner 1997). Mittlerweile werden in vielen
Landern Europas aufgrund breit angelegter Tests BSE-Félle zumeist vor Ausbruch der
Krankheit aufgedeckt. Allein in Deutschland wurden seit Einfiihrung der Tests im Dezember
2000 bislang 248 BSE-Fille bestitigt (Quelle: Bundesministerium fiir Verbraucherschutz,
Erndhrung und Landwirtschaft, www.verbraucherministerium.de, Stand: 03. Juni 2003).

Die Beschreibung einer varianten CJD-Form (vCJD) im UK sorgte 1996 fiir Aufsehen,
da sie auf einen Zusammenhang mit der BSE-Epidemie und dem Verzehr von infiziertem
Rinderprodukten hinwies (Will et al. 1996). Erhértet wurde diese These durch eine ganze
Reihe von Befunden. So gleicht das neuropathologische Erscheinungsbild von mit BSE-
infizierten Makakken demjenigen von vCJD-Erkrankten (Lasmezas et al. 1996). Nach
Ubertragung von BSE und vCJD auf Miuse konnten identische Inkubationszeiten, neuro-
logische Symptome und histopathologische Verdnderungen beobachtet werden (Hill et al.
1997; Bruce et al. 1997; Scott et al. 1999a). AuBlerdem stimmen die Glykosylierungsmuster
des Erregers von vCJD eher mit denen von BSE als mit denen von sCJD iiberein (Collinge &
Rossor 1996). Im Vergleich zur ,klassischen* sCJD ist das Durchschnittsalter der vCJD-
Patienten mit 28 Jahren im Vergleich zu 60 Jahren weitaus niedriger. Allein im UK starben
bisher 131 Menschen an vCJD (Quelle: UK Creutzfeldt-Jakob Disease Surveillance Unit,
www.cjd.ed.ac.uk, Stand: 29. Mai 2003), auBlerdem gab es sechs vCJD-Fille in Frankreich
und jeweils einen in Irland, Italien, Kanada und den USA (Quelle: World Health Organi-
zation, www.who.int, Stand: November 2002). Zur Zeit ist unklar, ob das Maximum der zu
erwartenden vCJD-Fille bereits tiberschritten ist, oder ob die bisherigen Zahlen den Beginn
einer groferen Epidemie markieren. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen erscheint eine realis-
tische Prognose schwierig. Aktuelle Schéitzungen beziffern szenarienabhéngig die noch zu
erwartenden vCJD-Fille auf 50 bis zu einigen Tausend (Fergusson et al. 2002).

Eine Einfiihrung in das Thema Prionen und Prionkrankheiten geben folgende
Monographien: Prusiner (Ed.) 1999; Hornlimann et al. (Eds.) 2001.; Caughey (Ed.) 2001a.

1.3.2 Zur Natur des Scrapie-Erregers

Die Natur des TSE-Erregers, insbesondere der Scrapie gab lange Zeit Rétsel auf und ist auch
heute noch nicht géinzlich unumstritten (zur Ubersicht siehe: Prusiner 1996; Brown & Bradley
1998; Hornlimann 2001; Riesner 2001a; 2001b). Nach dem Beweis von Infektiositét durch
Ubertragung (Cuillé & Chelle 1936) und aufgrund der Eigenschaften des Erregermaterials
wurde die Idee eines ,,Filter-passierenden Virus® (Wilson et al. 1950) allgemein angenommen
und die Krankheit als ,,slow virus disease* klassifiziert (Sigurdsson 1954). Dies dnderte sich
1967 als Alper et al. verdffentlichten, dass der Scrapieerreger resistent gegeniiber UV- und
ionisierender Strahlung sei und sich der Erreger ggf. ohne Hilfe von Nukleinsduren repliziere.
Eine Vielzahl von Hypothesen beziiglich der Natur des Erregers wurde darauthin

verdffentlicht. Unter anderem sollte es ein selbstreplizierendes Protein sein (Griffith 1967;
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Pattison & Jones 1967), ein selbstreplizierendes Oligo- oder Polysaccharid (Field 1967), eine
durch Verianderung der exponierten Zuckerseitenketten verursachte pathogene Anordnung der
Membran (Gibbons & Hunter 1967) oder ein durch eine iibertragene Substanz aktivierter
DNA-Subvirus (Adams & Field 1968). Andere Hypothesen sahen den Scrapieerreger als
Viroid (Diener 1972), als Virino (Dickinson & Outram 1988) oder einfach weiterhin als
Virus, nur eben ein ,,unkonventionelles* (Gajdusek 1977).

Anfang der 80er Jahre zeigten Prusiner und Mitarbeiter, dass sich keine nennenswerten
Verdnderungen der Infektiositit ergaben, wenn man den Scrapieerreger nukleinsduremodi-
fizierenden oder zerstorenden Behandlungen unterzog. Behandelte man ihn aber mit protein-
modifizierenden oder -zerstérenden Methoden, so ging dies mit einem Verlust der Infektiosi-
tat einher (Prusiner ef al. 1981a; 1981b; Diener et al. 1982; Bellinger-Kawahara et al. 1987).
Prusiner formulierte daraufhin 1982 die These, der Erreger der Scrapie sei ein proteinartiges
infektioses Partikel und nannte ihn ,,Prion®, abgeleitet aus dem engl. “proteinaceous infec-
tious particel (Prusiner 1982). Mit der Entwicklung neuer Aufreinigungsmethoden, welche
u.a. eine limitierte Proteinase-K-Verdauung beinhalteten (Prusiner et al. 1980; 1982; 1983),
konnte als Hauptkomponente des Erregers das sog. Prion-Protein (PrP) mit einem Molekular-
gewicht von 27-30 kDa (PrP 27-30) isoliert werden. (Eine Erldauterung der Prionterminologie
findet sich auf Seite VII am Anfang dieser Arbeit.) Diese auch ,,Prion rods* genannte Prépa-
ration gilt bis heute als die sauberste Aufreinigung des Erregers. Der Name stammt daher,
dass ultrastrukturell fibrilldre Strukturen erkennbar sind, die alle Charakteristika amyloider
Fibrillen (s. 1.2.3) erfiillen (Bolton et al. 1982). Die Aminosduresequenzierung ergab, dass es
sich bei PrP um ein Protein handelt, welches durch ein wirtseigenes Gen codiert wird (Oesch
et al. 1985; Basler ef al. 1986). Zwischen der natiirlichen, zelluliren Variante (PrP¢) und der
im Scrapieerreger gefundenen Variante (PrP%°) gibt es jedoch biophysikalische Unterschiede,
die in Abs. 1.3.3 ausfiihrlich beschrieben werden. Diese lassen sich dadurch erkldren, dass es
sich bei PrP¢ und PrP% um zwei unterschiedliche Konformationen desselben Proteins handelt.
In seiner einfachsten Form, der sog. ,,Prion-Protein-only-Hypothese®, besagt das Prion-
Modell, dass PrP* das infektiose Agenz sei, welches in einem autokatalytischen Zyklus PrP¢
in PrP% umzuwandeln vermag und so Prionerkrankungen auslésen kann. Dies ist in Abbil-
dung 1.5 auf der folgenden Seite dargestellt.

Obwohl die Prion-Hypothese, fiir die Prusiner 1997 den Nobel-Preis bekam, heute die
meiste Akzeptanz findet, wird vereinzelt nach wie vor die Virus-Hypothese diskutiert. Threr
aktuellen Version zufolge ist PrP% lediglich das Resultat einer Virus-Infektion und wird zu-
sammen mit dem ,,Scrapie-Virus* aufgereinigt (zur Ubersicht s. Diringer 2001; Narang 2002).
Dennoch konnte bis heute keine Scrapie-spezifische Nukleinsidure aufgereinigt werden. Viel-

mehr wurde nachgewiesen, dass auf eine infektiose Einheit des Scrapie-Erregers Nukleinsiu-
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Abb. 1.5 : Prion-Modell - Schema der Prionprotein-Only-Hypothese

Das Prnp-Gen wird transkribiert, translatiert und schlieBlich als zelluléres Prionprotein PrP¢ auf der
Zellmembran exprimiert und spéter innerhalb der Zelle degradiert. PrP¢ kann spontan, oder im
Infektionsfall durch exogenes PrP*, in seine pathogene Isoform umgewandelt werden, wobei der
Ort der PrP*-Bildung noch unklar ist. Dieses neugebildete PrP* kann nun in einem autokata-
lytischen Kreislauf andere PrP-Molekile in PrP* Gberfihren.

ren ldnger als 50-80 Nukleotide (nt) und somit Viren kodierender Kapazitit (i.A. >3.000 nt)
oder Viroide (~300 nt) ausgeschlossen angesehen werden konnen (Meyer et al. 1991;
Kellings et al. 1992; Kellings 1995).

1.3.3 Zelluldre Biologie des Prion-Proteins und Molekularbiologie der Prionen

PrP€ ist ein zellulires Protein, das auf der Zellmembran von Neuronen und Gliazellen des
ZNS und zu geringeren Konzentrationen in vielen anderen Geweben exprimiert wird. Das
einzelne PrP-kodierende Gen (Prnp) setzt sich je nach Spezies aus zwei oder 3 Exons zusam-
men und besitzt nur einen open reading frame, der fiir etwa 250 Aminosduren kodiert. Prnp ist
bei Sdugern hochkonserviert und mittlerweile auch fiir verschiedene Arten aus allen Chorda-
klassen beschrieben (zur Ubersicht siche Schitzl 2001).

Das Genprodukt PrP¢ wird in das raue endoplasmatische Retikulum (ER) translatiert
und dort prozessiert. Das PrP¢ des Syrischen Goldhamsters (SHa-PrP®), welches in Abbildung
1.6 auf der ndchsten Seite dargestellt ist, hat als Primédrtranskript eine Lénge von 254 Amino-
sduren (AS). N-terminal kodiert eine 22 AS umfassende Sequenz fiir die Prozessierung im
rauen ER, C-terminal eine 23 AS-Sequenz fiir die Addition eines Glykophosphatidylinositol-
(GPI)-Ankers. Beide Signalpeptide fehlen im maturierten PrP. Nach der Translation wird im
ER der GPI-Anker an AS-Position 231 (Ser) angehéngt, eine Disulfidbriicke zwischen den
Aminoséduren 179 und 214 ausgebildet und die Positionen 181 und 197 (beide Asn) mit N-
Oligosaccharidseitenketten vom ,,High-Mannosetyp* ausgestattet. Die beiden Glykosylie-

rungsstellen sind im maturierten PrP nicht immer besetzt, so dass hier ein heterogenes
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Abbildung 1.6: Zelluldres Prionprotein des Syrischen Goldhamsters (Schema)

o-helikale Struktur: AS 145-153, 166-168, 172-194, 200-226 (griner Kasten); B-Faltblatt-
Struktur: AS 129-133, AS 163-160; funf Octapeptide: AS 51-91; Disulfidbricke: AS 179-214; N-
Glykosylierungen: AS 181, 197; GPl-Anker: AS 231; Aminosdurefarbcode: negativ geladene
(saure) AS = rot, positiv geladene (basische) AS = blau, neutral hydrophile AS = violett, hydro-
phobe AS = braun (bei pH 7). Sekundarstrukturelemente 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.

Glykosylierungsmuster entsteht. Nach weiterer Prozessierung im Golgiapparat, bei der die N-
Glykosylierungen und wahrscheinlich auch der GPI-Anker sialiert werden, wird das fertige
PrP¢ mit einem Molekulargewicht von 33-35 kDa an die Zelloberfldche transportiert und in
caveolae-dhnlichen Dominen verankert (zur Ubersicht siehe: Prusiner ef al. 1999a; Lehmann
et al. 1999; Harris 2001; Fournier 2001). Aus Zellkulturstudien ging hervor, dass der gesamte
Biosynthese- und Expressionsvorgang nicht mehr als 1 h benétigt, bei einer durchschnitt-
lichen Halbwertszeit des PrP¢ auf der Zelloberflache von 3-6 h (Caughey et al. 1989; Borchelt
et al. 1990). Weitere Studien zeigten, dass etwa 10 % der PrP“-Molekiile posttranslational

weiter prozessiert werden. Dies kann auf zwei Arten geschehen: Einerseits kann im GPI-
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Anker geschnitten werden, was PrP¢ ins extrazellulire Medium entlésst, andererseits kann
proteolytisch in der konservierten hydrophoben Region (AS 113-128) geschnitten werden
(Tagliavini et al. 1992; Borchelt et al. 1993; Harris et al. 1993). Die physiologische Bedeu-
tung dieser posttranslationalen Prozessierungen ist bislang unbekannt. Anscheinend finden
diese Prozessierungen in einer cholesterinreichen Doméne der Plasmamembran (Taraboulos
et al. 1995), bzw. einem daraus entstechenden endozytotischen Kompartiment (Harris 1999)
statt. Zwischen diesem Kompartiment und der Zellmembran zykliert PrP innerhalb von ca.
60 min, wobei etwa 1-5% des PrP¢ im GPI-Anker geschnitten und dann exozytotisch
entlassen werden (Shyng et al. 1993).

Auch die eigentliche biologische Funktion von PrP¢ ist noch nicht geklart. Der hohe

°_Msiuse ent-

Konservierungsgrad des Prnp ldsst eine wichtige Funktion vermuten. Prnp
wickeln sich jedoch normal und sind nicht anféllig gegeniiber einer Infektion mit Prionen.
Lediglich leichte circadiane Rhythmusstorungen sind zu beobachten (Biieler et al. 1992;
Manson et al 1994). Die Octarepeatsequenz des PrP (SHa-PrP: AS 51-91) bindet unter
physiologischen Bedingungen fiinf bis sechs Cu**-lonen (Brown et al. 1997; Miura et al.
1999), weswegen PrP¢ eine wichtige Funktion bei der Kupferhomeostase von Neuronen
zugesprochen wird (zur Ubersicht siehe: Herms & Kretzschmar 2001). In diesem Zusammen-
hang wurde auch eine, der SOD ihnliche, radikalabbauende Wirkung von PrP¢ beschrieben
(Brown et al. 1999; Wong et al. 2000), die z. Zt. aber noch strittig ist (Waggoner et al. 2000).
Ergebnisse verschiedener Wechselwirkungsstudien deuten dariiber hinaus auf eine Funktion
von PrP¢ bei Zelladhisionsprozessen (Schmitt-Ulms er al. 2001) bzw. bei verschiedenen
Signaltransduktionswegen hin (Mouillet-Richard et al. 2000; Hundt ef al. 2001; Gaucynszki
et al. 2001; Zanata ef al. 2002; Martins et al. 2002).

Unabhingig von seiner Funktion konnten in Bezug auf die chemische Zusammen-
setzung PrP¢ bislang keine Unterschiede zum PrP%, der Hauptkomponente von Prionen
aufgedeckt werden. Sowohl die Aminosdurekomposition als auch die Zusammensetzung der
N-Glykosylierungen sind identisch (Stahl et al. 1993; Rudd et al. 1999; 2001). Da allerdings
etwa 10° PrP*-Molekiile eine infektiose Einheit ausmachen (Prusiner 1996), kann nicht aus-
geschlossen werden, dass einige wenige Molekiile eine andere Chemie aufweisen. Nachweis-
bare Unterschiede zwischen PrP% und PrP¢ finden sich in Bezug auf ihre biogenen und
physikalisch-chemischen Eigenschaften (zur Ubersicht siehe Riesner 2001c). So sind Prionen
pathogen, neurotoxisch und infektids. Diese Eigenschaften sind mit PrP%, nicht jedoch mit
PrP€ korrelierbar. Beide Isomere unterscheiden sich in ihrer Sekundirstruktur. So betrigt der
a-helikale Anteil von PrP¢ etwa 42 % bei einem B-Faltblattanteil von rund 3 %, withrend bei
PrP3¢ der a-helikale Anteil knapp 30 % ausmacht bei einem B-Strukturanteil von ca. 43 %
(Pan et al. 1993; Safar et al. 1993). Die PrP®-Struktur wurde mittels NMR-Spektroskopie
anhand rekombinant hergestellten PrPs (rec PrP) aufgeklart. Wie in Abbildung 1.7.A auf der
nichsten Seite dargestellt ist, weisen rec SHaPrP(90-231) und rec SHaPrP(29-231) einen
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Abbildung 1.7: Zellulares Prionprotein und Scrapie-Isoform

A: NMR-Struktur des rekombinanten SHaPrP(90-231) (Liu et al. 1999, modifiziert), die als Modell
for die PrPC-Struktur gilt. AS 125-231 bilden den Kernstrukturbereich, AS 90-124 bilden einen
flexiblen Schwanz. B: Auf Grundlage elektronenmikroskopischer Daten gewonnenes Modell des
SHa-PrP*. Das gezeigte Monomer ist Teil eines Trimers aus Dimeren. €, und C; zeigen die Seiten-
ansicht und die Aufsicht auf das Modell dieses SHa-PrP*-Hexamers (Wille et al. 2002, modifiziert).

flexiblen, scheinbar unstrukturierten Schwanz (AS 29-125), drei a-Helices (AS 145-153, 172-
194 und 200-226), eine kurze a-helikale Doméne (AS 166-168) sowie zwei gepaarte [3-
Faltblattdoménen (AS 129-133 und 160-163) auf (James et al. 1997; Donne et al. 1997, Liu
et al. 1999). Diese Molekiilarchitektur geht im wesentlichen mit der NMR-Struktur einher,
die von Wiithrich und Mitarbeitern zuvor fiir das rekombinant hergestellte PrP der Maus be-
schrieben wurde (Riek er al. 1996; 1997). Fiir PrP gibt es bislang keine hochauflosende
Struktur. Die Abbildungen 1.7.B, C, und C, zeigen ein Modell, dass auf Basis elektronenmi-
kroskopischer Daten aus 2D-Kristallen von PrP 27-30 aufgestellt wurde. Hierbei sollen sechs
PrP%-Monomere mit B-helikaler Struktur ein Trimer aus Dimeren bilden, welches einem 2D-
Kristall entspricht (Wille et al. 2002). Ferner zeigen PrP® und PrP* auch beziiglich Loslich-
keit ein unterschiedliches Verhalten. So ist PrP¢ bei saurem pH bzw. in milden Detergenzien
16slich, wihrend PrP* unter diesen Bedingungen unléslich ist. PrP€ tritt monomer auf,
wihrend PrP% in Aggregaten polymer vorliegt. Auch gegeniiber proteolytischen Enzymen
zeigen beide Isoformen unterschiedliches Verhalten: In Gegenwart niedriger Konzentrationen
proteolytischer Enzyme wie Proteinase K (PK) wird PrP¢ rasch abgebaut, wiahrend PrP* unter
diesen Bedingungen stabil bleibt. Es wird lediglich von PrP 33-35 N-terminal zu PrP 27-30
verkiirzt, behilt aber alle vorgenannten Eigenschaften (McKinley ef al. 1991).
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Trotz dieser Unterschiede lassen sich allein auf Basis von PrP* nicht alle Eigenschaften
von Prionen und Prionkrankheiten erkliren (zur Ubersicht sieche Aguzzi & Weissmann 1997).
So zeigte sich bei Versuchen CJD auf Miuse zu libertragen, dass es zwischen verschiedenen
Spezies Barrieren bei der Ubertragung gibt, die nicht ohne weiteres iibersprungen werden
konnen (Telling ef al. 1994). In diesem Zusammenhang wird ein artspezifischer ,,Faktor-X*
diskutiert, der als chaperonartiger Interaktionspartner bei der Umfaltung von PrP¢ zu PrP*
eine wichtige Rolle zu spielen scheint (zur Ubersicht siche Scott et al. 1999b, Prusiner et al.
1999; Safar e al. 2001). Dabei soll die Qualitit der Bindung zwischen Faktor X und PrP¢
speziesspezifisch sein. Dariiber hinaus zeichnen sich einige Scrapie-Isolate unterschiedlicher
Herkunft dadurch aus, dass sie in genetisch identischen Wirten unterschiedliche Inkubations-
zeiten und Verteilungsmuster von Lésionen und Proteinablagerungen im Hirn bewirken. Man
spricht daher von ,,Scrapie-Stimmen*. Die Existenz dieser Stimme dient auch heute oftmals
noch als Argument fiir die Virus-Hypothese, obwohl mittlerweile gezeigt wurde, dass jeder
Erreger dieser Stimme PrP% mit spezifisch anderer Konformation enthélt (Caughey et al.
1998; Safar et al. 1998; Clarke et al. 2001). Eine spezifische, transferierbare PrP-Konforma-
tion bzw. ein weiterer sog. ,,Faktor Y* werden als Erkldrung fiir das Phdnomen der Scrapie-
Staimme diskutiert. ,,Faktor Y* soll in diesem Zusammenhang die spezifische PrP%-Ablage-

rung und zumindest teilweise die neuronale Vakuolisierung kontrollieren (Prusiner 1996).

1.3.4 Das Prion-Modell und nicht-PrP-Komponenten von Prionen

Ein Beweis der ,,Prion-Protein-only-Hypothese* wire auf zwei Arten denkbar. Eine Mdoglich-
keit bestiinde darin den Erreger in Losung zu bringen und auszudiinnen. Nach Fraktionierung
wire eine infektidse Losung, die einzig PrP* als Bestandteil hat, Beweis der Hypothese.
Versuche hierzu (Riesner et al. 1996) zeigten, dass sich PrP 27-30 aus Prionrods mittels
niedriger Konzentrationen des Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) bei gleichzeitiger
Ultrabeschallung in 16sliche Oligomere iiberfiihren lie. Diese 16slichen Oligomere zeigten
jedoch eine PrP-dhnliche a-helikale Sekundarstruktur und beinhalteten nur noch eine kleine
Menge Infektiositit. Diese Restinfektiositdt wurde jedoch auf verbliebene PrP*-Aggregate im
Solubilisat zuriickgefiihrt, da nach Aufkonzentrierung und Gelelution des solubilisierten PrP
27-30 (sol PrP 27-30 elu) keine Infektiositit mehr detektierbar war (Leffers 1999). Eine
alternative Beweisstrategie bestiinde darin, nichtinfektioses PrP durch spezielle Behandlungs-
methoden in infektioses PrP% umzuwandeln. Dies wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen
mit rekombinant hergestelltem PrP, mit PrP¢, mit verschiedenen PrP-Peptidfragmenten und
auch mit solubilisiertem PrP 27-30 versucht (Kocisko et al. 1994; Caughey et al. 1995; 1997,
Kaneko et al. 1995; 1997; Post 1998; Hill et al. 1999, Post et al. 2000). Obwohl vielfach
Charakteristika von PrP* wie Aggregation, Bildung amyloider Fibrillen, Unldslichkeit, PK-
Resistenz, erhohter B-Strukturanteil und sogar Neurotoxizitit erreicht wurden, zeigte bislang

keiner dieser Ansédtze in vitro generierte Infektiositdt. Im Rahmen zahlreicher Studien wurde
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belegt, dass mit Ausnahme des erhohten P-Faltblattanteils die vorgenannten Eigenschaften
von Prionen nicht unbedingt mit Infektiositit korrelieren miissen (zur Ubersicht sieche Shaked
et al. 1999; Wille et al. 2000). Die Erkldrung, dass bisherige Versuchsbedingungen einfach
nicht zur infektiosen PrP-Konformation gefiihrt haben, scheint daher naheliegend. Dennoch
konnten die ausgebliebenen Erfolge auch damit erkldrt werden, dass in vitro generierte
Infektiositit unterhalb der Detektionsgrenzen lag, dass sie zu schnell vom Ort der Injektion
entfernt und ausgediinnt wurde (sog. Clearance-Rate), oder auch, dass die Prion-Hypothese
generell falsch ist. Da fiir letztere zu viele Argumente sprechen, bestiinde auch die
Moglichkeit, dass ihre einfachste Interpretation, die ,,Prionprotein-only-Hypothese* inkorrekt
ist, und eine essentielle Komponente von Prionen fehlt.

In diesem Zusammenhang wurde bereits erwihnt, dass Nukleinsduren >50-80 nt als
Bestandteil einer infektiosen Einheit von Prionen ausgeschlossen wurden (s. Abs. 1.3.2).
Andere Proteine als PrP wurden jedoch beschrieben. So wiesen massenspektrometrische
Untersuchungen und Sequenzierungen darauf hin, dass niedrige Mengen von Actin, und
einem unbekannten Protein mit Ahnlichkeit zum Drosophilaprotein ,,daughterless* in Prion-
Priaparationen vorhanden sind (Stahl et al. 1993, Baldwin 2001). Dariiber hinaus wurden
immunohistochemisch sowohl die Co-Lokalisation von Proteinen des Komplementsystems
(Ishii et al. 1984) als auch die von Apolipoprotein-E (Apo-E) (Nakamura et al. 2000) mit
PrP%¢-Ablagerungen nachgewiesen. Fiir erstere wurde eine Beteiligung bei der Ausbreitung
des Erregers im erkrankten Individuum beschrieben (Klein et al. 2001; Mabbot et al. 2001).
Fiir letzteres wird diskutiert, ob es sich dabei um Faktor X handeln konne (Wisniewski et al.
1998), was jedoch strittig ist (Chapman er al. 1998). Lipide wurden ebenfalls als Prion-
bestandteil beschrieben. Hierbei wurden Cholesterol, Galactosylceramid und Sphingomyelin
in PrP 27-30-Aufreinigungen mittels Diinnschichtchromatographie und Massenspektrometrie
bestimmt, allerdings enthielten Prionpréparate hoherer Infektiositdt weniger Lipide als solche
niedriger Infektiositit (Klein et al. 1998; Appel 1999). Eine essentielle Bedeutung fiir die
Infektiositdt von Prionen wurde als unwahrscheinlich angesehen, allerdings wurde kiirzlich
eine Sphingolipid-Bindungsdoméne in PrP fiir AS 179-214 beschrieben, die auf eine Funktion
der Lipide hindeutet (Mahfoud et al. 2002). Als weitere Bestandteile von Prionen wurden
sulfatierte Glykosaminoglykane (GAG) nachgewiesen (Snow et al. 1989; Schumacher et al.
1991; McBride et al. 1998). Mittlerweile ist die direkte Bindung von verschiedenen GAGs an
PrP¢ vielfiltig belegt (Gabizon et al. 1993; Shyng et al. 1995; Gonzalez-Iglesias et al. 2002;
Pan et al. 2002), und es ist bekannt, dass PrP mehrere unabhéngige Bindedominen fiir GAGs
(AS 23-52, 53-93 und 110-128) enthilt (Warner et al. 2002). Dies wird jedoch hauptsichlich
in Zusammenhang mit einer putativen zelluliren Funktion von PrP¢ als GAG-Rezeptor mit
Signaltransduktionsfunktion diskutiert (vgl. Abs. 1.3.3).
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Andere Saccharidkomponenten als die der N-Glykosylierungen und des GPI-Ankers
von PrP spielten in der neueren Literatur keine Rolle, auch wenn sich Hinweise auf eine
solche Prionkomponente in dlteren Veroffentlichungen finden lieBen. So wurden Prionrods
nach Hydrolyse mit Trifluoressigsdure (TFA) fiir 4 h bei 100 °C mittels HPLC u.a. auf
Kohlenhydrate untersucht. Dabei wurden Fucose, Galactosamin, Glucosamin, Galactose,
Mannose, Sialinsdure und Glucose in unterschiedlichen Anteilen gefunden. Mit einer Aus-
nahme lassen sich alle diese Zucker durch die Zuckerkomposition der Oligosaccharidseiten-
ketten (Endo et al. 1989, Rudd et al. 1999; 2001; 2002) und des GPI-Ankers (Stahl et al.
1992) erkldren. Glucose jedoch, die im molaren Verhéltnis von 1 pro mol PrP 27-30 gefunden
wurde, ist kein Bestandteil dieser kovalenten PrP-Modifikationen (Safar et al. 1990). In einer
weiteren Arbeit wurden Prionrods mit 3-(Trifluormethyl)-3-(m-iodophenyl)diazirin (TID)
behandelt, einem Marker fiir hydrophobe organische Strukturen. Nach diskontinuierlicher
SDS-PAGE wurde ein Hauptprodukt der TID-Markierung identifiziert, welches zwischen
Sammel- und Trenngel verblieb und sich von PrP 27-30 unterschied. Diese TID-X genannte
Substanz war resistent gegeniiber der Behandlung mit PK, aber partiell empfindlich gegen-
iiber Behandlungen mit NaOH, alkalischen Hydroxylaminen und Salpetersdure. Gelfiltration
nach Denaturierung mit Guanidiniumhydrochlorid (GdnHCI) deutete auf eine Molmasse von
mehr als 10° Da hin. Dagegen zeigten Chromatographien in einem Puffer mit GdnHCI und
dem Detergenz Nonidet P-40 (NP-40) eine Molmasse von knapp 60 kDa an. Daher wurde
TID-X als eine aggregierte Substanz gedeutet, die mit einem GdnHCI/NP-40-Puffer rever-
sibel dissoziiert werden kann. TID-X war anfarbbar mit Silberfiarbung. Mittels Aminoséure-
analytik konnten nur noch Spuren von Aminoséuren in TID-X nachgewiesen werden (Stahl ez
al. 1993). Eine dritte Arbeit zeigt, dass in Prionrods die iiber ldngere Zeit mit hohen Konzen-
trationen an PK verdaut werden, die Menge an PrP um zwei Zehnerpotenzen sinkt, wobei die
Infektiositdt um etwa 10° abnimmt. Dennoch bleibt die ultrastrukturelle Stibchenform
erhalten (McKinley 1986). In diesem Zusammenhang wurde diskutiert, dass die auch ,,ghost-
rods® genannten Strukturen eine ,,Gertiistsubstanz* der Prionrods enthalten, die gegeniiber der
PK-Behandlung resistent sei. Alle drei Arbeiten konnen als Hinweise auf eine polymere
Kohlenhydratsubstanz gewertet werden.

Im Verlauf einer Doktorarbeit am Institut fiir Physikalische Biologie der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf wurden weitere Hinweise auf eine solche Kohlenhydratkompo-
nente gefunden (Appel 1999), die schlieBlich im Rahmen einer Diplomarbeit nach Etablie-
rung und Weiterentwicklung entsprechender glykoanalytischer Methoden (Dumpitak 1998)
analysiert werden konnte. Es zeigte sich, dass Prionrods zu etwa 5-15 % ein Glucosehomo-
polymer enthielten, dessen Monomere zum Hauptteil 1,4 verkniipft waren. Daneben fanden
sich Anteile 1,6- und 1,4,6-verkniipfter Glucose. Da es sich bei diesem Polysaccharid um eine
Substanz handelt, welche die Erhaltung der Ultrastruktur von Prionrods bei proteolytischer

Verdauung erkliren kann, wird sie im Folgenden auch ,,Prion-Scaffold genannt.
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Die meisten der zuvor beschriebenen nicht-PrP-Komponenten von Prionen sind als
assoziierte Komponenten vieler amyloider Ablagerungen (s. 1.2.3) bekannt (zur Ubersicht s.
Saeger & Rocken, 1998), weswegen Amyloide auch manchmal als ,,Miillhalde des Zelltods
bezeichnet werden. Ein Polysaccharid dhnlich dem Prion-Scaffold wurde jedoch bislang noch

nicht beschrieben.

1.3.5 Fragestellung

Ein nicht-proteindser Bestandteil wie das Prion-Scaffold konnte als generelle Komponente
von Prionen grole Bedeutung fiir die Pathogenese von Prionkrankheiten haben. In diesem
Zusammenhang treten mehrere Fragestellungen auf:

1.) Die bisherigen strukturellen Daten wurden mit Prion-Scaffold aus Prionrods
gewonnen und umfassten die Analyse der Zuckerkomponenten sowie deren Verkniipfung.
Neben diesen Parametern bestimmt die Stereochemie der glykosidischen Bindungen in erheb-
lichem MaBe die physikalischen Eigenschaften und die Struktur eines Polysaccharides. Eine
Analyse der Stereochemie des Prion-Scaffold, sowie eine Ausweitung der Analysen auf
Prionmaterialien unterschiedlicher Herkunft bzw. auf Prionmaterialien, welche mittels unter-
schiedlichen Praparationsprotokollen gewonnen wurden, konnte daher Hinweise iiber das
generelle Vorkommen, die Herkunft und ggf. die Funktion des Prion-Scaffolds geben. Daher
sollten diese Analysen auf Basis enzymatischer, chemischer, gaschromatographischer und
massenspektrometrischer Methoden durchgefiihrt werden.

2.) Ein Polysaccharid wie das Prion-Scaffold konnte einen starken Einfluss auf die
Strukturumwandlung und Aggregation von PrP ausiliben. Dariiber hinaus ist es wichtig flir
Rekonstitutionsexperimente sicherzustellen, dass in vitro Koaggregate von Polysacchariden
und PrP erzeugt werden konnen. Hierzu sollte das in unserem Institut zur Umfaltung von PrP
entwickelte in-vitro-Konversionssystem von Post et al. (1998) adaptiert und um die Verwen-
dung von Polysacchariden erweitert werden. Fiir die biophysikalische Charakterisierungen
standen Methoden wie Circular-Dichroismus-Spektroskopie, differentielle Ultrazentrifugation
und Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie zur Verfiigung.

3.) Eine zentrale Frage im Zusammenhang mit Nicht-PrP-Komponenten von Prionen
ist, ob diese mit der Prioninfektiositit zusammenhédngen. Bislang wurden keine Experimente
zur de-novo-Generation von Prionen und Polysacchariden beschrieben. Daher sollten Rekon-
stitutionsexperimente mit Polysacchariden bzw. dem Prion-Scaffold und verschiedenen PrP-
Spezies durchgefiihrt werden.

4.) Auf Basis des in 1.2. dargestellten Zusammenspiels von oxidativem Stress, AGEs
und Proteinaggregation erscheint eine Beteiligung von AGEs bei den pathogenen Prozessen
von Prionkrankheiten moglich. Daher sollte das Vorkommen von AGEs bei Prionen mit
spezifischen Antikorpern analysiert und der mogliche Einfluss von AGEs auf die PrP-

Strukturumwandlung durch in-vitro-AGEing untersucht werden.
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2. Materialien und Gerdte

2.1 Chemikalien und Gase

Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Gase entsprachen dem hochsten, kommerziell er-
werbbaren Reinheitsgrad (zumeist p. 4. - pro Analysi) und sind unter ,,9. Chemikalienver-
zeichnis®™ mit Bezugsquelle aufgefiihrt. Losungen wurden mit hochreinem ,,Milli-Q-Wasser*,
welches durch ein hauseigenes Wasseraufreinigungssystem gefiltert wurde, angesetzt und ggf.
20 min bei 121 °C sterilisiert oder durch 0.2 pum Membranfilter steril filtriert.

2.2 Prion-Prdaparate
Sofern nicht anders erwdhnt, wurden Prionpriparationen freundlicherweise von Prof. Dr. S.
B. Prusiner und Mitarbeitern (University of California, San Fransisco, USA) zur Verfligung

gestellt.

2.2.1 Prionrods (PrP 27-30) vom Scrapiestamm 263K

Prionrods, deren Hauptkomponente aufreinigungsbedingt das N-terminal verkiirzte PrP 27-30
ist, wurden als Saccharosegradientenfraktion (ca. 50 % w/v Saccharose) bzw. von Prof. H.
Diringer, Dr. Michael Beekes und Mitarbeitern (Robert-Koch-Institut, Berlin, D) als aufge-
reinigte Festsubstanz zur Verfligung gestellt. Praparationen erfolgten gemil standardisierten
Protokollen (Prusiner et al. 1983 bzw. Diringer et al. 1998) aus Hirnen syrischer Gold-

hamster, die mit dem Scrapiestamm 263K infiziert wurden.

2.2.2 PrP* (PrP 33-35) vom Scrapiestamm 263K

Prionaufreinigungen, deren Hauptkomponente PrP*¢ (PrP 33-35) ist, wurden als Suspension in
50 mM TrisHCI, 5 mM EDTA, pH 7.4 zur Verfiigung gestellt. Die Priparation erfolgte
gemél standardisiertem Protokoll (Turk ef al. 1988) aus Hirnen syrischer Goldhamster, die

mit dem Scrapiestamm 263K infiziert wurden.

2.2.3 Prionisolat vom Scrapiestamm RML

Ein Prionisolat des Scrapiestammes RML wurde als Festsubstanz zur Verfiigung gestellt. Die
Aufarbeitung erfolgte aus Hirnen syrischer Goldhamster, die mit dem Scrapiestamm RML
infiziert wurden (Scott et al. 1997).

2.2.4 Prionisolat vom Scrapiestamm ME7

Ein Prionisolat des Scrapiestammes ME7 wurde als Festsubstanz zur Verfiigung gestellt. Die
Aufarbeitung erfolgte aus Hirnen syrischer Goldhamster, die mit dem Scrapiestamm ME7
infiziert wurden (Scott et al. 1997).
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2.2.5 ScN2a-Zelllysate

Prion-Priparate aus Scrapie-infizierten Neuroblastoma- (ScN2a-)zellen der Maus (Butler et
al. 1988) wurden freundlicherweise als aufgearbeitetes Zelllysat von Dr. Jorg Tatzelt und
Mitarbeitern (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried, D) zur Verfiigung gestellt.
Zellkultur, Lyse und Aufarbeitung erfolgte nach Winkelhofer & Tatzelt (2000).

2.3 Prion-Proteine

Sofern nicht anders erwihnt, wurden PrP-Préparate freundlicherweise von Prof. Dr. S. B.
Prusiner und Mitarbeitern (University of California, San Fransisco, USA) zur Verfiigung

gestellt.

2.3.1 rec SHaPrP(90-231) und rec SHaPrP(29-231)

Rekombinantes SHaPrP(90-231), das der Aminosduresequenz von PrP 27-30 und rekom-
binantes SHaPrP(29-231), das anndhernd der Volllingensequenz (23-231) entspricht, wurden
als HPLC-aufgereinigtes Lyophilisat aus E. coli-Zellkulturen gestellt. Die Klonierung und
Aufarbeitung erfolgte geméf standardisierten Protokollen (Mehlhorn et al., 1996).

2.3.2 SHa-PrP¢
Zelluldres Prionprotein (PrP®) wurde in gelster Form zur Verfligung gestellt. Die Aufreini-

gung erfolgte aus den Hirnen gesunder syrischer Goldhamster nach dem Protokoll von Pan et
al. (1992).

2.3.3 CHO-PrP¢

Die Aufarbeitung von rekombinantem PrP¢ aus Zellkulturen chinesischer Hamster-Ovarien
(Blochberger et al. 1997) wurde in unserer Arbeitsgruppe nach einem Protokoll der Arbeits-
gruppe Prof. Dr. S. B. Prusiner (University of California, San Fransisco, USA) etabliert
(Elfrink 2001; Schell 2001). Priparationen von CHO-PrP¢ wurden freundlicherweise von
Kerstin Elfrink und Ilka Ostermann zur Verfligung gestellt.

2.4 Antikérper

Maus anti PrP (3F4)

Der PrP-spezifische Maus-Antikorper 3F4 wurde freundlicherweise vom der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. S. B. Prusiner zur Verfiigung gestellt. Die Herstellung und Aufarbeitung erfolgte
nach Kascak et al. (1987).

Maus anti CML (4G9)

Der fiir das Advanced Glycation Endproduct (AGE) N°-(Carboxymethyl-)lysin (CML) spezi-
fische monoklonale Maus-Antikdrper 4G9 (Mellinghoff et al. 1997) wurde freundlicherweise
von der Firma Roche Diagnostics GmbH (Penzberg, D) zur Verfligung gestellt.
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Maus anti Pyrralin (H-12)
Der fiir das AGE Pyrralin spezifische monoklonale Maus-IgG;-Antikorper H-12 wurde von
der Firma GERBU Biotechnik GmbH (Gaiberg, D) bezogen.

Maus anti Pentosidin (PEN-12)
Der fiir das AGE Pentosidin spezifische monoklonale Maus-IgG,-Antikérper PEN-12 wurde
von der Firma GERBU Biotechnik GmbH (Gaiberg, D) bezogen.

Maus anti Glykogen

Ein fiir Glykogen und Stirke spezifischer monoklonaler Maus-IgM-Antikorper (Baba 1993;
Garcia-Rocha et al. 2001) wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Otto Baba (University of
Texas, Houston, USA) und Dr. Garcia-Rocha (Universitat de Barcelona, Barcelona, E) zur

Verfiigung gestellt.

Schaf anti Maus Peroxidase-markiert (SaM-PO)
Der mit Meerrettich-Peroxidase markierte Schaf anti Maus-IgG-Antikérper (SaM-PO) wurde

von der Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg, D) bezogen.

Ziege anti Maus Cy™-2-markiert (GaM-Cy2)
Der mit FluoroLink™ Cy™?2 markierte Ziege anti Maus IgG-Antikorper (GaM-Cy2) wurde

von der Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg, D) bezogen.

2.5 Weitere Biomaterialien und Enzyme

Kontrollpréparationen aus gesunden Hamstern

Kontrollpréparationen aus Hirnen gesunder syrischer Goldhamster wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. H. Diringer und Mitarbeitern (Robert-Koch-Institut, Berlin, D) als Festsubstanz
zur Verfligung gestellt. Die Praparation erfolgte nach dem gleichen standardisierten Protokoll
wie die PrP 27-30-Priparation (Diringer et al. 1998).

Kontrollpréparation N2a

Kontrollprdparate aus gesunden Neuroblastoma- (N2a-)zellen der Maus wurden freund-
licherweise als aufgearbeitetes Zelllysat von Dr. Jorg Tatzelt und Mitarbeitern (Max-Planck-
Institut fiir Biochemie, Martinsried, D) zur Verfiigung gestellt. Die Aufarbeitung erfolgte
nach Winkelhofer & Tatzelt (2000).

Hirne gesunder Hamster

Hirne gesunder syrischer Goldhamster wurden in gefrorenem Zustand freundlicherweise von
Dr. M. Beekes (Robert-Koch-Institut, Berlin, D) zur Verfligung gestellt.

Humanes Hirngewebe

Formalinfixiertes humanes Hirngewebe wurde freundlicherweise von PD Dr. E. Neuen-Jacob

(Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf, D) zur Verfiigung gestellt.
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Enzyme

Proteinase K wurde von der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim, D), a-Glucosidase aus
Saccharomyces cerevisiae, P-Glucosidase aus Prunus dulcis var. amara, Cellulase aus
Trichoderma reesei und Amyloglucosidase aus Aspergillus niger wurden von der Firma
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D) bezogen.

Molekulargewichtsstandards
Als vorgefarbte Proteinstandards wurden der 14.2-200 kDa HMW-Standard von der Firma

Gibco BRL (Paisley, GB), der 4-250 kDa SeeBlue®-Standard von der Firma Invitrogen
(Groningen, NL) und der 14.3-220 kDa High-Range Rainbow'™-Standard von der Firma
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg, D) bezogen.

Keyhole-Limpet-Hamocyanin-CML
CML-modifiziertes humanes Keyhole-Limpet-Himocyanin (KLH) Protein, welches das
Antigen fiir den 4G9-Antikorper ist, wurde freundlicherweise von der Firma Roche

Diagnostics GmbH (Penzberg, D) zur Verfligung gestellt.

Rinder-Serum-Albumin
Rinder-Serum-Albumin (BSA) Fraktion V wurde von der Firma Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, D) bezogen.

Polysaccharide

Glykogen aus Rinderleber wurde von der Firma Fluka (Buchs, CH), Azurblau-markiertes
Glykogen aus Rinderleber, Heparansulfat aus Rindernieren, Amylose (Fraktion III) aus
Kartoffeln und Cellulose (20 micron Partikel) wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, D) bezogen.

Lektine
Mit AlexaFluor™ 633 markiertes Concanavalin A wurde von der Firma Molecular Probes
Inc. (Eugene, USA), mit FITC bzw. Meerrettichperoxidase markiertes Concanavalin A wurde

von der Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D) bezogen.

2.6 GefaBe und Verbrauchsmaterialien

Verwendete Gefdlle und Verbrauchsmaterialien sind im folgenden mit Hersteller oder
Bezugsquelle angegeben:

Centricon®-Filterrdhrchen Millipore, Bedford, USA
Chambered Coverglasses Nalge Nunc, Naperville, USA
Chromatographiepapier (3MM) Whatman, Maidstone, GB
Formvar®/Kohle-Kupfernetzchen (600 mesh) Plano, Wetzlar, D

GC-Sédule Optima® 1 (25 m/ 0,25 mm iD) Macherey und Nagel, Diiren, D

GC-Séule Optima® 1 (25 m/ 0,32 mm iD) Macherey und Nagel, Diiren, D
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GC-Sédule Optima® 1 (30 m / 0,25 mm iD)
Konische Probengefiaie (3 ml) mit Schraubdeckel
Membranfilter (0,2 um)

Mikroschraubgefdf3e mit Teflon-Silikondichtung
Mikrozentrifugengefiafe (1,5 ml)

NAP® 5 Séulen

Objekttrager und Deckglidschen
Polyvinylidenfluoridmembran (0,45 pm)
Rontgenfilm (X-Omat™ AR)
Schraubdeckel-Probengefilie (1,5 ml)
Slide-A-Lyzer Dialyse Kassetten

SpieBampullen (Fiolax, 5 ml)
Teflon-Dichtungsscheiben fiir Conical vials
Zentrifugenrdhrchen (15 und 50 ml)

2.7 Gerdte
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Macherey und Nagel, Diiren, D
Macherey und Nagel, Diiren, D
Schleicher & Schuell, Dassel, D
Macherey und Nagel, Diiren, D
Beckmann, Miinchen, D
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, S
Menzel-Gléser, Braunschweig, D
Millipore, Bedford, GB

Kodak, Rochester, USA

Sarstedt, Niimbrecht, D

Pierce, Rockford, USA

Welabo, Diisseldorf, D
Anfertigung in hauseigener Werkstatt
Josef Peske, Aindling-Pichl, D

Die verwendeten Gerite sind im folgenden mit Herstellern angegeben.

Auftischzentrifuge EBA 12
Dot-Blotkammer Minifold I
Einstrahl-FCS Confocor®
GC/MS-System Varian® 1700/CH7A
GC/MS-System HP5890 11/ HP5972
GC/MS-System SSQ 7000-MS
GC/MS-System Varian® 3400/ Incos™ 50
Gelelektrophoresekammer SE 600
Heatblock Dri-Block DB2A

Hybrid-MS API QStar™ Pulsar i
Konfokales Laserscanning Mikroskop TCS NT
Polarisationsphotomikroskop I11
Semi-Dry-Blot-Apparatur Trans-Blot SD
Sonifikator Labsonic U
Spektralphotometer DU-640
Spektralpolarimeter J715
Spektrofluorometer SFM 23
Transmissions-EM Tecnai G* F20
Ultrazentrifuge L-8-55

Ultrazentrifuge Optima TL
Wasseraufreinigungsanlage EPA 41237-MA-1
Untertischzentrifuge GS 6KR
Zweistrahl-FCS Olympus®

Hettich, Tuttlingen, D
Schleicher & Schuell, Dassel, D
Carl Zeiss, Jena, D/Evotec, Hamburg, D
Varian MAT, Bremen, D
Hewlett-Packard, Boblingen, D
Finnigan MAT, Austin, USA
Finnigan MAT, Austin, USA
Hoefer Pharmacia, San Fransisco, USA
Thermo-Dux, Wertheim, D
MDS Sciex, Toronto, CAN
Leica Microsystems, Wetzlar, D
Carl Zeiss, Oberkochen, D
Bio-Rad, Brussels, B

Braun Dissel, Melsungen, D
Beckman, Palo Alto, USA
Jasco, Grof3-Umstadt, D
Kontron, Ziirich, CH
FEI/Phillips, Hillsboro, USA
Beckmann, Palo Alto, USA
Beckmann, Palo Alto, USA
Millipore, Neu Isenburg, D
Beckmann, Palo Alto, USA
Evotec OAI, Hamburg, D
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3. Experimentelle Grundlagen und Methoden

3.1 Umgang mit Gefahrstoffen und infektiosem Material

Bei chemischen Arbeitsschritten wurde unter einem Abzug gearbeitet und entsprechende
Schutzkleidung verwendet. Handschuhe wurden bei allen Arbeitsschritten benutzt, um orga-
nische Losungsmittel frei von Fettsdureverschmutzungen im Spurenbereich zu halten. Arbei-
ten mit Butyllithium (reagiert stark exotherm mit Wasser unter Butanbildung) und Methyl-
iodid (potentes Mutagen, reagiert mit Wasser zu Methanol und Iod) wurden in einer Schutz-
gasatmosphére durchgefiihrt, um Einfliisse von Luftfeuchtigkeit zu verhindern. Alle Arbeiten
mit infektiosem Material wurden im S2-Labor unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2
und unter Verwendung entsprechender Schutzbekleidung durchgefiihrt. Fiir eine detaillierte
Beschreibung siehe Post (1998). Fiir Pipettierschritte wurden ,,safe seal*“-PCR-Pipettenspitzen
und gestopfte Einmalpipetten benutzt. Festabfall wurde zur Dekontamination in doppelten
Lagen Polyamid-Vernichtungsbeutel fiir 4 h bei 134 °C autoklaviert. Fliissigabfall wurde zur
Dekontamination auf 2 N NaOH eingestellt, mindestens 24 h bei RT inkubiert und an-
schlieBend mit HCI neutralisiert oder unter den oben genannten Bedingungen autoklaviert.

Gefalle wurden ebenfalls autoklaviert oder fiir mindestens 1 h in 2 N NaOH eingelegt.

3.2 Aufarbeitungen, Praparationen und Synthesen

3.2.1 Aufarbeitung von PrP 27-30-Préiparationen

Die als Sucrosegradientenfraktionen (s. 2.2.1) gelieferten PrP 27-30-Praparationen wurden
mit mindestens dem gleichen Volumen an sterilem H>Ogeion, auf 20 bis 25 % Saccharose einge-
stellt und auf Polycarbonatgefifle (38 ml) verteilt. AnschlieBend wurde in der L-8-55-Ultra-
zentrifuge mit SW-28-Rotor fiir 15 h bei 4 °C mit 24.000 rpm (100.000 x g) zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden verworfen, die Pellets in 1 ml HyOgeion. resuspendiert und in Mikrozentri-
fugengefifle liberfithrt. Danach wurde in der TL 100-Ultrazentrifuge mit TLA-45-Rotor fiir
1 h bei 4 °C mit 42.000 rpm (100.000 x g) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen
und die Pellets mit jeweils 600 pl sterilem H,Ogcion. resuspendiert und wie zuvor zentrifugiert.
Nach Wiederholung des letzten Waschschrittes wurden die Pellets bei —70 °C bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.

3.2.2 Préiparation des Prion-Scaffold (PS)

Préaparationen des PS aus Prionen erfolgten z.T. modifiziert in mehreren Schritten (zur
Ubersicht s. Abb. 3.1, nichste S.) nach dem Protokoll von Dumpitak (1998). Nach jedem Pri-
parationsschritt wurden ggf. mehrere Proben a 1 pug PrP* (bezogen auf die Ausgangsmenge)

fiir weitere Untersuchungen aus der laufenden Praparation genommen.



3. Experimentelle Grundlagen und Methoden 31

Prionaggregate

Lipid-Extraktion: 3 x n-Butanol
/- Lipide

Sonifikation: 1 min, 60 W

Eiskaltes Methanol,
30 min x 100.000g,

Uberstand verwerfen

Denaturierung: l 4,5 M GdnSCN
Prezipitation: l

2-4 x!
Sonifikation: l 15s, 60 W :
1
1
. Proteinase K, 100mg/I; -
Verdauvung: l 24 h, RT/60-62° C, unter Schutteln i
Zentrifugation: 1h x 100.000g
}%f%é PK-Uberstand
"
Waschen ’

3 xH,0, 1Th x 100.000g,
Uberstand verwerfen

B

Polysaccharidgerist

Abb. 3.1: Préaparation des Polysaccharidgeristes aus Prionen (Prion-Scaffold)

Ubersicht Uber die einzelnen Préparationsschritte. Dunkelgrauer Text bezeichnet Schritte, die
wdhrend der Optimierung eingefUhrt wurden.
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Fiir die Lipidextraktion wurden Prionproben zunichst mit H>Ogeion. auf eine Konzen-
tration von ca. 0,5 pug PrP%/ul gebracht, resuspendiert und anschlieBend mit dem Sonifikator
Labsonic U mittels Bechersonde fiir 1 min mit 50-70 W, bei 25-35 °C sonifiziert. Dann wur-
den die Proben in Mikrozentrifugengefden mit der Ultrazentrifuge TL im TLA-45-Rotor fiir
1 h bei 4 °C bei 42.000 rpm (100.000 x g) zentrifugiert und die Uberstiinde verworfen. Die
Pellets wurden in je 100 ul n-Butanol resuspendiert. Nach 15 min Aquilibrierung bei RT
wurde filir 2 min in der Auftischzentrifuge EBA 12 bei 14.000 rpm (20.000 x g) zentrifugiert.
Die Uberstande wurden abgenommen und die Lipidextraktion der Pellets noch zweimal
wiederholt, wobei die Proben nach jeder Extraktion in neue Probengefdfe tiberfiihrt wurden,
da n-Butanol die Gefdfle angriff. AnschlieBend wurde das Pellet bis zur volligen Trocknung
evaporiert und optional bei —70 °C bis zur PK-Verdauung eingefroren.

Direkt vor der proteolytischen Verdauung wurden die Proben in 10 mM NaPi, pH 7,2
auf eine Konzentration von ca. 100 ng/ul PrP* eingestellt, in 15 ml-Zentrifugenréhrchen
iiberfithrt und anschliefend mit dem Sonifikator Labsonic U mittels Bechersonde fiir 1 min
mit 50-70 W, bei 25-35 °C sonifiziert. Dann wurden die Proben mit Proteinase K (PK) auf
eine Konzentration von 100 ng PK/ul eingestellt, durchmischt und bei RT inkubiert. Nach
24 h wurde erneut mit PK auf eine Endkonzentration der (neu zugegebenen) PK von ca.
100 ng /ul eingestellt, intensiv durchmischt und fiir weitere 24 h bei RT inkubiert. Ab-
schlieBend wurden die Proben in der TL 100 mit TLA-45-Rotor fiir 1 h bei 4 °C mit
42.000 rpm (100,000 x g) zentrifugiert. Der proteolytische Uberstand wurde fiir weitere
Untersuchungen bei —70 °C eingefroren, die das PS enthaltenden Pellets mit 700 pl H>Ogeion.
resuspendiert, wie zuvor zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt
wurde wiederholt und das resultierende Pellet bis zur weiteren Verwendung bei —70 °C aufbe-
wahrt. Sofern das PS fiir Aggregationsansétze verwendet werden sollte, wurde es ggf. noch
mit PMSF zur Inaktivierung evtl. verbliebener PK behandelt. Bei anfanglichen Préparationen

wurde im Fall sehr resistenter Prionmaterialien die PK-Verdauung wie oben wiederholt.

Optimierung der Préparation:

Im Verlauf der Praparationen wurde bei Sonifikationen die Bechersonde durch eine Nadel-
sonde ersetzt. Bei spéteren Préparationen wurde kurz vor jeder Zugabe von PK fiir 15 s mit
der Nadelsonde sonifiziert und die PK-Verdauung bei 60-62 °C unter Schiitteln durchgefiihrt.
Bei den letzten Préparationen wurde vor der PK-Verdauung ein Denaturierungsschritt ein-
gefiihrt. Hierzu wurden die Proben in einer 4,5 M wissrigen Guanidiniumthiocyanat-
(GdnSCN-) Losung auf eine Konzentration von 1 pg/ul PrP% gebracht, mit dem Sonifikator
Labsonic U mittels Nadelsonde fiir 1 min mit 50-70 W, bei 25-35 °C sonifiziert und fiir
15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit dem doppelten Volumen an
eiskaltem Ethanol (EtOH) versetzt ii.N. bei =70 °C zur Féllung inkubiert. Am nichsten Tag
wurden die Proben 30 min mit der Ultrazentrifuge TL im TLA-45-Rotor fiir 30 min bei 4 °C
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und 42.000 rpm (100.000 x g) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden abgenommen und die
Pellets getrocknet. Danach wurden die Pellets zum Waschen auf 0,5 pg/ul PrP* mit 10 mM
Natriumphosphatpuffer (NaPi), pH 7,2 (s.u.) eingestellt und mit der Ultrazentrifuge TL im
TLA-45-Rotor fiir 1 h bei 25 °C bei 42.000 rpm (100.000 x g) zentrifugiert. Uberstéinde wur-

den verworfen und die Pellets optional {i.N. bis zur PK-Verdauung bei —70 °C eingefroren.

Natrium-Phosphatpuffer (NaPi)-Stammlésung:

100 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

100 mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy)

wurden in HyOgeion. auf einen pH-Werte von 6,8, 7,2, 7,7 bzw. 8,4 eingestellt, und ggf. unter
Zusatz von SDS auf die gewlinschte Molaritit verdiinnt.

3.2.3 Aufarbeitung von rec SHaPrP-Lyophilisaten

Die mit Acetonitril und TFA verunreinigten HPLC-Lyophilisate der rekombinanten Prionpro-
teine (s. 2.3.1) mussten zundchst aufgearbeitet werden. Die hiermit verbundene De-, Renatu-
rierung und Aufkonzentrierung erfolgten in modifizierter Form nach dem von Jansen 1998
und Birkmann 2000 optimierten Protokoll der Arbeitsgruppe Prusiner (Mehlhorn et al. 1996).
Hierbei wurde 1-2 mg rec PrP-Lyophilisat in 200 pl HxOgeion. gelost. Nach Bestimmung der
Konzentration via Absorptionsmessung bei 280 nm (s. 3.3.1) wurde die Probe auf etwa
5 mg/ml Protein eingestellt. AnschlieBend wurde das geloste Protein durch Zugabe des vier-
fachen Volumens 8 M GdnHCI-Losung (Endkonzentration 6,4 M) vollstindig denaturiert.
Nach 30 min Inkubation bei RT wurde 1:10 mit Refoldingbuffer (s.u.) verdiinnt. Die Losun-
gen wurden dann in Centricon®-Rohrchen mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa in der
Untertischzentrifuge GS 6KR mit den GA10-Rotor fiir ca. 4 h bei 4.600 rpm (3.000 x g) auf
wenige hundert pl eingeengt. Da rec SHaPrP nur im sauren pH oder unter Zusatz von
Detergenzien langzeitloslich ist, wurden je nach Fragestellung die Préparation auf zwei
unterschiedlichen Wegen fortgesetzt. Zur Préparation von rec SHa PrP in 10 mM NaAc, pH 4
wurde das Konzentrat zum Umpuffern dreimal mit 10 mM NaAc, pH 4 auf 2 ml aufgefiillt,
aufkonzentriert und der Uberstand anschlieBend abgenommen, die PrP-Konzentration mittels
Mikro-BCA-Test (s. 3.4.2) bestimmt, aliquotiert und bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung
eingefroren. Zur Préparation von rec SHaPrP in 10 mM NaPi, pH 7,2, 0,2 % SDS wurde das
Konzentrat zum Umpuffern zundchst zweimal mit 1 mM NaAc, pH 4 wie oben behandelt,
anschlieend einmal mit 10 mM NaPi, pH 7,2 auf 2 ml aufgefiillt, aufkonzentriert und dann
der Uberstand abgenommen. Da rec SHaPrP unter diesen Bedingungen ohne SDS grofBtenteils
ausfillt, wurden die Centricon®-Rohrchen (ggf. auch aus der NaAc-Préparation) mehrfach mit
kleinen Volumina 10 mM NaPi, pH 7,2, 0,2 % SDS versetzt und unter gelegentlichem Vor-
texen flr 1-5 h dquilibriert und die Losungen getrennt gesammelt. AnschlieBend wurde auch
der erste abgenommene Uberstand auf 0,2 % SDS eingestellt und in allen Fraktionen die PrP-
Konzentration mittels Mikro-BCA-Test bestimmt. AnschlieBend wurden die Proben

aliquotiert und bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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Refoldingbuffer:
25 mM Tris /HCI
5 mM EDTA

wurden in HyOueion. auf pH 8,0 eingestellt.

Natrium-Acetatpuffer (NaAc) Stammlésung:

100 mM Natriumacetat

wurde in H>Ogeion. mit Eisessig auf pH 4 oder 5 eingestellt und auf die gewiinschte Molaritat
verdiinnt.

3.2.4 Fluoreszenzmarkierung von PrP

Rekombinantes SHa PrP(29-231) wurde mit den hydrophilen Fluoreszenzfarbstoffen Alexa
Fluor® 633 oder 488 markiert. Dies erfolgte {iber kovalente Bindung der Farbstoff-Succinimi-
dylestergruppe an freie Aminogruppen der PrP-Molekiile. Farbstoffe und Methode sind
dahingehend optimiert, dass der Farbstoff keine Aggregation des markierten Proteins indu-
ziert und dass im Schnitt weniger als ein Farbstoffmolekiil pro PrP-Molekiil bindet (Schifer
2002). Zur Markierung wurden Reaktionsansdtze 1 h bei RT im Dunkeln unter wiederholter
Durchmischung inkubiert. Die Abtrennung des freien Farbstoffs erfolgte mittels Grofenaus-
schluB-Chromatographie {iber NAP® 5-Sdulen. Die Sdulen wurden zundchst mit dem vier-
fachen Eigenvolumen an Elutionspuffer dquilibriert, dann wurde der Reaktionsansatz auf die
Sdule gegeben und mit Elutionspuffer eluiert. Die Fraktionierung erfolgte dabei in 100 ul Ali-
quots. Durch Absorptionsmessung wurde die Fraktion bestimmt, welche markiertes Protein
enthielt. Markierte Proteine wurden bei 4 °C oder —20 °C gelagert.

Markierungsansatz:

10 pg rec SHa PrP(29-231)
Sug Alexa 633

0,2 % SDS

ad 50 pl NaPi, pH 8,4

Elutionspuffer:

150 mM NaCl

0,2 % SDS

wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 angesetzt.

3.2.5 Synthese von Protein-Advanced Glycation Endproducts (AGEs)

Anfanglich erfolgte die Darstellung von Protein-AGEs abgewandelt nach Eble et al. (1983)
und Gasic-Milenkovic ef al. (2001). Hierzu wurden Proteinldsungen mit 1 M Glucose (Glc) in
10 mM NaPi, pH 7,2 iiber 6 Wochen bei 50 °C in Schraubdeckel-Probengefalen inkubiert.
Ggf. wurde wochentlich die Absorption aller Proben bei 400 nm gemessen und die Fluores-
zenz bei einer Excitationswellenldnge von 370 nm und einer Emmissionswellenldnge von
440 nm bestimmt. Als Referenz diente hierbei eine korrespondierende Probe ohne Protein.
Als Proteine wurden entweder 1 mM BSA mit einem Gesamtvolumen von 1 ml oder 80 ng/ul

rec SHaPrP(29-231) mit einem Gesamtvolumen von 250 pl eingesetzt. Die PrP-Proben lagen



3. Experimentelle Grundlagen und Methoden 35

entweder als Aggregate der in-vitro-Konversion (s. 3.8.1) vor, oder wurden mit Ansetzen der
Proben auf die gewiinschte SDS-Konzentrationen eingestellt. Zur Uberpriifung, ob AGE-
Modifikationen auch durch Glykogen vermittelt werden konnen, wurden Proben angesetzt,
die anstelle von 1 M Glucose 50 mg/ml bzw. 10 mg/ml Glykogen enthielten. Auflerdem wur-
den Proben angesetzt um zu priifen, ob das zur Priontherapie eingesetzte Medikament Quina-
crin evtl. einen Einfluss auf die Prozesse der AGE-Bildung hat. Hierzu wurden den AGE-
Proben in einem ersten Versuch zu Beginn 1 pM, bei spiteren Versuchen wochentlich 10 uM
Quinacrin zugesetzt. PrP-Proben wurden anschlieBend differentiell ultrazentrifugiert (s.
3.8.4), BSA-Proben in Slide-A-Lyzer Dialyse Kassetten mit einem Ausschlussvolumen von
10.000 Da gegen 10 mM NaPi, pH 7,2 dialysiert. Diese Arbeiten wurden z.T. mit freundlicher
Unterstiitzung von Katrin Lecher im Rahmen ihres Fortgeschrittenenpraktikums durchgefiihrt.
Alternativ wurden PrP-AGEs abgewandelt nach Westwood & Thornalley (1995) und
Thornalley et al. (2000) synthetisiert. Hierzu wurden 180 ng/ul rec SHaPrP(29-231) in
200 mM NaPi, pH 7,5, 1 mM Glyoxal, | mM Methylglyoxal fiir 24-72 h bei 45 °C unter
Schiitteln inkubiert. Die PrP-Proben lagen als Aggregate der in-vitro-Konversion (s. 3.8.1)
oder wurden mit Ansetzen der Proben auf die gewiinschten SDS-Konzentrationen eingestellt.
AbschlieBend erfolgte differentielle Ultrazentrifugation (s. 3.8.4).

In allen Fallen erfolgten weiterfiihrende Untersuchungen mittels Dot-Blot (s. 3.5.4) oder
PAGE (s. 3.5.1) mit nachfolgender Silberfarbung (s. 3.5.2) oder Westernblot (s. 3.5.3).

3.2.6 Préiparation von Corpora Amylacea (CA)

Préaparationen von CA aus formalinfixiertem humanem Hirngewebe bzw. aus Hirnen gesun-
der Goldhamster erfolgten nach dem Protokoll von Sakai et al. (1969). Die so gewonnenen
Prédparationen wurden mittels PAS-Féarbung und Lichtmikroskopie untersucht. Sofern die CA-
Prédparationen noch mit Lymphozyten verunreinigt waren, wurden die Praparate mit CsCl auf
eine Dichte von etwa 1,5 — 1,7 g/ml eingestellt. Danach wurde so lange verdiinnt, bis erste
Bestandteile der flotierenden Préparation sedimentierten (~1,4 g/ml). AnschlieBend wurde mit
der Untertischzentrifuge bei 1.300% g fiir 20 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet noch zweimal mit H,O gewaschen. Diese Arbeiten wurden mit freundlicher Unter-

stiitzung von Nicole Weinmann im Rahmen ihres Fortgeschrittenenpraktikums durchgefiihrt.

3.2.7 Synthese des Lithium-Methylsulfinylmethanid-Anions

Das fiir die Methylierungsreaktion notwendige Methylsulfinylmethanid-Anion wurde in
einem abgewandelten Reaktionsansatz nach Carpita & Shea (1989) prépariert. Eine ausfiihr-
liche Beschreibung inkl. der verwendeten Schutzgasapparatur findet sich in Dumpitak 1998.
Zur Synthese wurde DMSO zunichst mit Argon geséttigt und anschliefend in einer Argon-
Atmosphire unter Riihren tropfenweise mit Hexan-gelostem Butyllithium (BuLi) versetzt.

Unter stidndiger Argonsittigung des Reaktionsgemisches wurde auf 40 °C erwédrmt und die
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Reaktion flir etwa 2 h fortgesetzt. Nach Evaporation des verbliebenen Hexans wurde das
gewonnene Methylsulfinylmethanid-Anion unter Argon in Ampullen aliquotiert, einge-

schmolzen und bei —70 °C bis zur Verwendung aufbewahrt.

3.3 Konzentrationsbestimmungen

3.3.1 Konzentrationsbestimmung von rec PrP mittels Absorptionsmessung

Zur Konzentrationsbestimmung von rec SHaPrP wurde die Absorption von Tryptophan und
Tyrosin genutzt. Die Losungen wurden im Spektralphotometer DU640 bei 280 nm gemessen.
Die Konzentrationen wurden dann iiber die Extinktionskoeffizienten von & nm(mg/ml) =
2,4724 fiir rec SHaPrP(90-231) und &0 mm(mg/ml) = 2,4925 fiir rec SHaPrP(23-231)
(Mehlhorn et al., 1996) mittels des Lambert-Beerschen-Gesetzes bestimmt.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels Micro-BCA™-Test

Fiir jede Messreihe wurde eine Eichreihe mit BSA in Konzentrationen von 0,5-40 pg/ml
angesetzt. Als Referenz diente der verwendete Puffer. Die Konzentrationsbestimmungen mit
Hilfe des Micro-BCA™ Protein-Assay-Reagent Kit wurden nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Hierzu wurde eine 1:1 Mischung aus Proteinlésung und ,,Working Reagent* fiir
eine Stunde bei 60 °C inkubiert. Nach Abkiihlen auf RT wurde die Absorption im Spektral-
photometer DU640 bei 562 nm gemessen und die Konzentration der Proben mittels Eichgrade
der BSA-Reihe bestimmt.

3.3.3 Konzentrationsbestimmung von SDS

SDS-Konzentrationen wurden nach einer modifizierten Methode von Reynolds & Tanford
1970 (Kaimann 2002) bestimmt. Fiir jede Messreihe wurde eine SDS-Eichreihe im jeweiligen
Probenpuffer von 0,005 — 0,06 % SDS angesetzt. Als Referenz diente ein entsprechendes
Volumen des verwendeten Puffers. Dann wurden jeweils 10-50 ul der zu bestimmenden
Probe mit 1 ml wéssriger Methylenblauldsung (24 mg/ml) gemischt. Nach Zugabe von 4 ml
Chloroform wurde der entstehende Methylenblau-SDS-Komplex extrahiert. Danach wurde
die Absorption der Chloroformphase bei 655 nm im Spektralphotometer DU 640 bestimmt

und die Konzentration mit Hilfe der Eichgraden ermittelt.

3.3.4 Bestimmung der kritischen micellaren Konzentration (cmc)

Die cmc von SDS-Losungen ggf. in Gegenwart von Glykogen wurde mit Hilfe der Fluores-
zenzerhohung von 1-Anilinonaphthalen-8-sulfonsdure (ANS) bestimmt (De Vendittis et al.
1981; Jansen 1998). Verwendet wurden jeweils Losungen mit 200 pM ANS-Losung in
10 mM NaPi, pH 7,2 bei verschiedenen SDS-Konzentrationen ggf. mit 10 mg/ml Glykogen.
Die Fluoreszenz wurde bei einer Excitationswellenlinge von 395 nm und einer Emmissions-

wellenldnge von 510 nm im Spektrofluorometer SFM 23 bestimmt.
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3.3.5 Konzentrationsbestimmung des Methanid-Anions

Hierzu wurden 100 pl Methylsulfinylmethanid-Anion (s. 3.2.7) in 50 ml H2Ogeion. gegeben und
die Verdnderung des pH-Wertes elektropotentiometrisch verfolgt. Anschlieend wurde nach
York et al. (1985) mit 0,1 N HCI auf den Ausgangs-pH riicktitriert und der Verbrauch gemes-
sen. Da Lithium-Methylsulfinylmethanid-Anion dquimolar mit H,O zu LiOH und DMSO um-
gesetzt wird, wurde aus dem Verbrauch der HCIl die Konzentration des Methanid-Anions

ermittelt.

3.4 Bioassays zur Infektositatsbestimmung
Die fiir die Bestimmung von Infektiositit notwendigen Bioassayproben wurden sofort nach
Probennahme auf 1 ml mit PBS-Puffer (s.u.) aufgefiillt und in sterilisierten Mikroschraub-

gefdflen mit Teflon-Silikondichtungen in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

PBS-Puffer:

137 mM Natriumchlorid (NaCl)

2,7mM Kaliumchlorid (KCI)

4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO, x 2 H,O)
1,4 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

wurden in H>Ogeion. auf einen pH von ~7,3 eingestellt.

Die Bestimmung der Infektiositét erfolgte innerhalb verschiedener Kooperationen:

3.4.1 Tubingen

Durch Dr. M. Groschup und Mitarbeiter (Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der
Tiere, Tiibingen, D) wurden die Proben aufgetaut und gut resuspendiert. Pro Ansatz wurden 6
syrische Goldhamster mit 30 pl intracerebral inokuliert und iiber einen Zeitraum von 200 d
beobachtet. AnschlieBend oder bei Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums wurden die
Tiere getotet, das Hirn entnommen und bei —70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
Die Berechnung des Infektiositétstiters fiir Hamster erfolgte iiber die Inkubationszeit und

wurde iiber folgende Formel (Prusiner ef al. 1982) vorgenommen:
log IDs¢/ml = 26,66 — 12,99 log (T; - 40) - log D

Mit log IDsy/ml = Titer in log infektiosen Einheiten pro ml Originalprobe, Ti =
Inkubationszeit in d und log D = Verdiinnungsfaktor der Originalprobe im Inokulum. Anhand

der eingesetzten Proteinkonzentration wurde in log IDso/pug umgerechnet.
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3.4.2 Berlin

Durch Dr. M. Beekes und Mitarbeiter (Robert-Koch-Institut, Berlin, D) wurden die Proben
aufgetaut und 1x sonifiziert. Pro Ansatz wurden 5 syrische Goldhamster mit 50 pl intra-
cerebral inokuliert und iiber einen Zeitraum von 500 d beobachtet. AnschlieBend oder bei
Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums wurden die Tiere getotet, das Hirn entnommen

und bei —70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.4.3 San Francisco

In Kooperation mit K.-W. Leffers wurden Rekonstitutionsexperimente durchgefiihrt. Ein
Doppel-Ansatz enthielt 10 ng/pl sol PrP 27-30 elu mit Prion-Scaffold (entsprechend 19 ng/ul
PrP 27-30) und 2,3 ng/pl einer 1:1:1-Mischung aus Prionrodlipiden (Sphingomyelin, Galacto-
sylceramid und Cholesterol nach Klein et al. 1998). Ein weiterer Doppelansatz enthielt
~17 ng/ul SHa-PrP¢ mit Prion-Scaffold (entsprechend 33 ng/ul PrP 27-30) und 4 ng/ul der
Mischung aus Prionrodlipide. Die Ansdtze wurden in 10 mM Na-HEPES-Puffer mit 250 mM
NaCl und 0,01 % SDS tiber 35 d bei 37 °C inkubiert. Nach differentieller Ultrazentrifugation
wurde das Pellet in 50 pl HoOgeion. resuspendiert. Nach elektronenmikroskopischem bzw. Dot-
Blot-Nachweis von PrP-Aggregaten wurden 20 pl (~ 1 pg PrP) fiir Bioassays, wie oben be-
schrieben, vorbereitet. Infektiosititsstudien wurden in freundlicher Kooperation mit Prof. Dr.
S. B. Prusiner und Mitarbeiter (University of California, San Francisco, USA) durchgefiihrt.
Pro Ansatz wurden 5 TgSHaPrP 7BHOZ- (Tg7-)Maiuse, also transgene Méuse, die das SHa-
PrP iiberexprimieren, mit 30 pl Inokulum intracerebral gespritzt und 2 der jeweils 5 Tiere
iber einen Zeitraum von 250 d der Rest iiber 500 d beobachtet. AnschlieBend oder bei
Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums wurden die Tiere getotet, das Hirn entnommen
und bei —70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Die Berechnung des Infektiosi-

tatstiters fiir Tg7-Mause erfolgte nach folgender Formel (Prusiner et al. 1999b):
IDso/ml = 3680 x T; 6%

Mit IDso/ml = Titer in infektidsen Einheiten pro ml Inokulum und T; = Inkubationszeit in d.

AnschlieBend wurde um die Verdiinnung im Inokulum korrigiert.

3.5 Molekularbiologische und biochemische Methoden

3.5.1 PAGE

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde, wie bei Sambrook et al.
(1989), mittels denaturierender, diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Zur Herstellung vertikaler Plattengele (14
x 14 x 0,15 cm) wurde Trenngelldsung (s.u.) nach Einfiillen zwischen zwei Glasplatten mit

wassergesittigtem sekunddrem Butanol {iberschichtet. Nach Polymerisation und Entfernung
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des Butanols wurde Sammelgellosung dariibergeschichtet. Proben wurden in Mikroschraub-
gefdlen mit gleichem Volumen an Laemmli-Auftragspuffer (s.u.) versetzt und im Heatblock
fir 5 min bei 100 °C denaturiert. Nach Abkiihlen wurden sie, zusammen mit einem Moleku-
largewichtsstandard (s. 2.5), auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte, nach Fiillen
der Gelelektrophoresekammer mit Laemmlipuffer mit SDS (s.u.), fiir 30 min bei 180V,
danach fiir 2 h bei 200 V oder ii. N. bei 30V bis die gewiinschte Trennstrecke erreicht war.
Die Detektion erfolgte mittels Silberfarbung (s. 3.5.2) oder Westernblot (s. 3.5.3).

Polyacrylamid-Stammlésung (30:0,8):

0,8 % N, N‘-Methylenbisacrylamid

30 % Acrylamid

wurden in HxOgeion. fiir 30 min mit Amberlite MB3 (Ionenaustauscher) unter Riihren inkubiert
und nach Filtration bis zum Gebrauch gekiihlt aufbewahrt.

Trenngellésung:

380 mM Tris/HCI, pH 8,8

12-16 % Polyacrylamid-Stammldsung
1% SDS

0,1 % TEMED

0,1 % APS

wurden in H>Ougeion. angesetzt.

Sammelgellésung:

125 mM Tris/HCI, pH 6,8
3-6 % Polyacrylamid-Stammldsung
1 % SDS

0,1 % TEMED

0,1 % APS

wurden in H>Ogeion. angesetzt.
Auftragspuffer:

140 mM Tris/HCI, pH 6,8
10 % 2-Mercaptoethanol
4% SDS (10 %)

10 % Glycerin (87 %)

wurden in H>Ogeion. angesetzt und je 50 ml Losung 1 Spsp Bromphenolblau zugegeben.

Gelelektrophoresepuffer nach Laemmli (10X Stammlésung):

250 mM Tris
1,9M Glycin
(ggf. 0,1 % SDS)

wurden in H>Ougeion. angesetzt.

3.5.2 Silberférbung
Silberfarbungen von Gelen nach SDS-PAGE (s. 3.5.1) mit einer Nachweisgrenze von bis zu

1 ng Protein pro Bande (Heukeshoven & Dernick 1985) wurden wie folgt durchgefiihrt:
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Fixierung: 50 % Ethanol 20 min (optional {i. N.)
10 % Essigséure
SDS-Entfernung: 10 % Ethanol 10 min

5 % Essigsédure

Oxidation: 0,05 % Natriumcarbonat 10— 30 sec
0,15 % Kaliumhexacyanoferrat
0,3 % Natriumthiosulfat

Waschung: H>Oucion. 3 x 15 min
Fdarbung: 0,012 M Silbernitrat 20 min
Waschung: H>Oucion. 5 min
Entwicklung: 3 % Natriumcarbonat nach Bedarf

0,02 % Formaldehyd

Entwicklungsstop: 1 % Essigsaure mind. 15 min

3.5.3 Westernblot

Nach SDS-PAGE (s. 3.5.1) wurden Gele ggf. nach Abtrennen des Sammelgels fiir 15 min mit
6 Chromatographiepapieren und einer ethanolgetrinkten PVDF-Membran gleicher Grofe in
ca. 100 ml Laemmlipuffer ohne SDS (s. 3.5.1) geschwenkt. Das auf die PVDF-Membran auf-
gelegte Gel wurde zwischen je 3 Chromatographiepapieren in die Semi-Dry-Blot-Apparatur
gebracht. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte in Abhingigkeit von der Grofie
der Gele tiber 0,5-1 h bei 100-300 mA und max. 20 V. Anschlieend wurden Proteine mittels

immunologischen Proteinnachweis (s. 3.5.5) detektiert.

3.5.4 Dot-Blot

Fiir den Dot-Blot wurde die Dot-Blotkammer Minifold I benutzt. Zunichst wurde eine etha-
nolgetrankte Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran zusammen mit einem gleichgrof3en
Chromatographiepapier in TBST-Puffer (s.u.) geschwenkt. Das Papier wurde dann auf den
unteren Teil der Dot-Blot-Kammer gelegt und darauf die PVDF-Membran gebracht. Nach
Verschluss der Apparatur mit der oberen 96-Loch-Plexiglasplatte wurde Vakuum angelegt
und zundchst 200 pl TBST pro Loch durchgesogen. Nachfolgend wurden die vorbereiteten
Proben in Volumina von 40 — 100 pl unter schwicherem Vakuum durchgesogen. Nach der
Vakuumiibertragung der Probenproteine auf die PVDF-Membran erfolgten zwei weitere
Waschungen mit 200 pl TBST-Puffer pro Loch. Da der SHaPrP-spezifische Antikdrper 3F4
nur denaturiertes Protein erkennt, wurden bei seiner Verwendung entweder die Proben vor
dem Blotten in Auftragspuffer (s. 3.5.1) denaturiert, oder nach dem Blotten die PVDF-Mem-
bran 5 min in KOH-Ldsung (2 %) geschwenkt. In diesem Fall wurde die Membran vor dem

immunologischen Proteinnachweis (s. 3.5.5) noch zweimal fiir 5 min in TBST gewaschen.
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TBST-Puffer:

1 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,01 % Tween 20

wurden in H>Ogeion. angesetzt.

3.5.5 Immunologische Nachweise von Proteinen und AGEs

3.5.5.1 PrP-Detektion

Sofern PrP mit durchschnittlicher Empfindlichkeit nachgewiesen werden sollte, wurden nach
Dot- (s. 3.5.4) oder Westernblot (s. 3.5.3) die unspezifischen Proteinbindestellen der PVDF-
Membran fiir 2 h bei RT (optional {i. N. bei 4 °C) durch Schwenken in TBST (s. 3.5.4) mit
5 % Milchpulver geblockt. Danach wurde die Membran mit TBST abgespiilt und mit dem
Antikorper 3F4 (s. 2.4) in einer 1:10.000-Verdiinnung in TBST fiir 2 h bei RT (optional ii. N.
bei 4 °C) geschwenkt. Anschliefend erfolgte dreimaliges Waschen fiir jeweils 10 min in
TBST. Danach wurde fiir 2 h bei RT mit dem SaM-PO-Zweitantikorper (s. 2.4) in einer
1:5.000-Verdiinnung in TBST inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBST fiir
jeweils 10 min erfolgte die Chemilumineszenzdetektion. Hierzu wurde das Chemilumines-
zenzkit ECL oder ECL Plus nach Herstellerangaben verwendet, wonach die Lumineszenz
durch Exposition (5 s - 30 min) auf Rontgenfilm X-Omat® AR detektiert wurde.

3.5.5.2 PrP-Detektion mit hoher Sensitivitét

Hochempfindliche Westernblots zur Detektion von Rest-PrP in PS-Prédparationen (s.3.2.2)
wurden freundlicherweise von Dr. Michael Beekes und Mitarbeitern (Robert-Koch-Institut,
Berlin, D) nach dem dortigen Protokoll (Thomzig et al. 2003) durchgefiihrt. Hierbei wurde
zur Chemilumineszenzdetektion ein CDP-Star®-Kit verwendet. Die Nachweisgrenze flir PrP

lag bei 107 HA, was etwa 10 pg PrP entspricht.

3.5.5.3 Detektion von AGEs

Sofern AGEs nachgewiesen werden sollten, wurden unspezifischen Proteinbindestellen fiir
2 h bei RT (optional 1. N. bei 4 °C) durch Schwenken in 1x Rotiblock geblockt. Danach
wurde die Membran mit dem Antikorper 4G9, dem Antikorper H-12 oder dem Antikorper
PEN-12 (s. jeweils 2.4) in einer 1:2.000-Verdiinnung in 0,5% Rotiblock fiir 2 h bei RT (optio-
nal i.N. bei 4 °C) geschwenkt. Anschliefend erfolgte dreimaliges Waschen fiir jeweils
10 min in 0,5% Rotiblock. Danach wurde fiir 2 h bei RT mit dem SaM-PO-Zweitantikorper (s.
2.4) in einer 1:5.000-Verdiinnung in 0,5% Rotiblock inkubiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen in 0,5x Rotiblock fiir jeweils 10 min erfolgte die Chemilumineszenzdetektion. Hier-
zu wurde das Chemilumineszenzkit ECL oder ECL Plus nach Herstellerangaben verwendet,
wonach die Lumineszenz durch Expositionen (5 s - 30 min) auf Rontgenfilm X-Omat® AR
detektiert wurde.
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3.5.6 Blotstripping

Um auf einem Blot mit verschiedenen Antikdrpern immunologische Nachweise fiihren zu
konnen, mussten die Antikorper des ersten Nachweises zuvor abgelost (,,gestrippt™) werden.
Hierzu wurden Blots 5 min in H;Ogeion. geschwenkt. AnschlieBend wurde 5 min in 0,2 M
NaOH gestrippt. Nachfolgend wurde fiir 5 min in H>Ogeion. gewaschen und dann 2x fiir 10 min
in TBST-Puffer (s. 3.5.4) oder 0,5% Rotiblock geschwenkt, bevor der immunologische Nach-

weis mit dem néichsten Erstantikérper begann. Dies wurde bis zu fiinfmal durchgefiihrt.

3.5.7 PK-Resistenztest

Zum Nachweis der PK-Resistenz von PrP-Aggregaten wurden limitierte PK-Verdauungen
nach der von Eva Birkmann im Rahmen ihrer Promotion an unserem Institut etablierten Met-
hode durchgefiihrt. Hierzu wurde jede Probe der in-vitro-Konversion (s. 3.8.1) mit einer rec
SHaPrP-Konzentration von 70-100 ng/pl sofort nach Ansetzen a 20 pl fiir Zeitreihen
aliquotiert und i.d.R. fiir 3 d bei 37 °C inkubiert. Auf3er fiir die Nullproben wurden pro Ali-
quot anschlieBend 2,2 pl PK (200 ng/ul) in 10 mM NaPi, pH 7,2 auf eine Endkonzentration
von 20 ng/pul zugegeben und den Zeitreihen entsprechend fiir unterschiedliche Zeiten bei RT
inkubiert. Zum Stoppen wurden 22 pl 2% Auftragspuffer (s. 3.5.1) mit 0,1 M PMSF zuge-
geben und fiir 15 min im Heatblock bei 100 °C inkubiert.

3.5.8 Glykolytische Verdauungen

Zur Bestimmung der Stereochemie von Glucosepolysacchariden wurden Zucker in 10 mM
NaP1i, pH 6,8 (fiir a-Glucosidase), 10 mM NaAc, pH 5 (fiir B-Glucosidase) oder 1 mM NaAc,
pH 4,5 (fiir Amyloglucosidase) aufgenommen. Sofern es sich um Standards wie Stérke,
Glykogen oder Cellulose handelte, wurden 1 mg in 1 ml Puffer aufgenommen. Nach Zugabe
von 2-4 U Enzym wurden Proben fiir 3,5 h bei 37-55 °C unter Schiitteln inkubiert, wobei ggf.
Proben fiir Zeitreihen aus den Ansdtzen entnommen wurden. Zum Stoppen der Reaktion
wurde entweder ein halbes Volumen Eisessig hinzugegeben oder 3 min bei 95 °C im Heat-
block inkubiert. Beim Prion-Scaffold wurden Mengen, die 21,5 pg PrP 27-30 entsprechen,
auf 50 pl mit 1 mM NaAc, pH 4,5 aufgefiillt. Der zu verdauenden Probe wurden 4 U Amylo-
glucosidase zugegeben. Alle Proben wurden anschlieBend fiir 3,5 h bei 55 °C unter Schiitteln
inkubiert und wie oben beschrieben im Heatblock inkubiert. Die Proben wurden bis zur

massenspektrometrischen Untersuchung (s. 3.7.4) bei —20 °C eingefroren.

3.6 Chemische Glykoanalytik

3.6.1 Strategien der Glykoanalytik
Die strukturelle Studie von Polysacchariden bzw. Polysaccharidkomponenten von Glykopro-
teinen und Glykolipiden kann mittels Enzym-Assays, Massenspektrometrie (MS), Kernspin-

resonanz- (NMR-)spektroskopie oder colorimetrischen Methoden betrieben werden. Oftmals
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werden diese Methoden einander ergdnzend eingesetzt. Dabei ist es eine gingige Strategie,
zunichst die monomeren Komponenten des Polysaccharides und deren molare Verhéltnisse
zu bestimmen. Nachfolgend wird die Verkniipfung der Komponenten und ggf. die durch-
schnittliche Kettenldnge ermittelt. AbschlieBend erfolgt die Bestimmung der Stereochemie
der Monomerenbindungen. Die Bestimmung der Monomerenkomposition und der Verkniipf-
ung erfolgt oftmals mittels chemischer Derivatisierung und nachfolgender Analyse via Gas-
chromatographie mit gekoppelter Massenspektrometrie (GC/MS) (zur Ubersicht siche
Mischnick 1995a; 1995b; Biermann & McGinnis 1989; York ef al. 1985).

3.6.2 Prinzip der Komponentenanalyse mittels Alditolacetatmethode

Kohlenhydrate sind aufgrund ihrer polaren Seitengruppen nicht oder schwer fliichtig und
zersetzen sich bei hoheren Temperaturen. Um dennoch eine Analyse via GC oder GC/MS zu
ermdglichen, kann man sie z.B. mit der Alditolacetatmethode derivatisieren (zur Ubersicht s.
Fox et al. 1989). Diese Methode hat einerseits den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu anderen
Derivatisierungen bei der GC-Analyse nur ein Derivat und somit auch nur ein Signal pro
Zucker liefert. Andererseits sind Alditolacetate sehr stabil, was nachfolgende Aufreinigungs-
prozeduren erleichtert und eine Lagerung iiber lingere Zeitriume ermdglicht. Eine Ubersicht
iiber die chemischen Reaktionen der Alditolacetatmethode ist in Abb. 3.2 gezeigt. Das Poly-
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Abb. 3.2: Derivatisierungsschritte der Alditolacetat-Komponentenanalyse (Ubersicht):

Zundchst wird das zu untersuchende Polysaccharid durch Hydrolyse mit Trifluoressigséure in seine
Monomeren Uberfohrt. Danach werden die monomeren Saccharide durch Reduktion mit
Natriumbordeuterid in Alditole bzw. Ketitole UberfGhrt. AbschlieBend erfolgt die Acetylierung zu
Alditol- bzw. Ketitolacetaten.
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saccharid wird im ersten Schritt {iber Hydrolyse in Monosaccharide aufgespalten, wobei die
Hydrolysemethode je nach Art der untersuchten Spezies zu wihlen ist (Zur Ubersicht s.
White & Kennedy 1979, Hough et al. 1972). Die Monosaccharide werden im zweiten Schritt
mit Natriumborhydrid (NaBH4) zu Alditolen reduziert. Da jedoch korrespondierende Aldosen
und Ketosen in gleichen Alditolen resultieren (z.B. Glucose und Fructose resultieren beide in
Glucitol), ist die Verwendung von Natriumbordeuterid (NaBDs) vorzuziehen. Die Deuterie-
rung erfolgt spezifisch und ist bei den aus Aldosen und Ketosen resultierenden Alditolen an
anderer Stelle lokalisiert, was durch die nachfolgende MS nachgewiesen werden kann. Aul3er-
dem ist so ersichtlich, ob Alditole ggf. schon zuvor vorhanden waren, da diese nicht deuteriert
werden und dementsprechend ihre Masse um eins niedriger ist. Im letzten Schritt erfolgt die
Per-O-Acetylierung der freien OH-Gruppen, welche die Alditole stabil und leichter fliichtig
macht. Die Alditolacetate werden danach mittels GC und MS untersucht und identifiziert. Die
MS dient dabei der Unterscheidung von Triosen, Tetraosen, Pentosen, Hexosen, usw., sowie
der Differenzierung von z.B. Aminozuckern, sauren Zuckern oder Neutralzuckern. Auflerdem
ermoglicht sie, bei Verwendung von NaBD,, die Unterscheidung von Ketosen, Aldosen bzw.
zuvor vorhandenen Alditolen. Stereoisomere konnen mittels MS alleine jedoch nicht unter-
schieden werden, da sich die Spektren zu sehr dhneln. Bei Wahl einer geeigneten polaren
bzw. chiralen Saule erlaubt die GC jedoch eine Unterscheidung von Epimeren (unterschied-
liche Konfiguration an einem C-Atom) und Enantiomeren (optischen Isomeren) iiber ihre

unterschiedlichen Retentionszeiten.

3.6.3 Prinzip der Methylierungsanalyse (Verknipfungsanalyse)

Die Identifizierung der Verkniipfungspositionen von Monosacchariden in Polysacchariden
kann mittels Methylierungsanalyse erfolgen. (zur Ubersicht siehe Jay 1996, Carpita & Shea
1989). Die Derivatisierungen entsprechen der Alditolacetatmethode, nur wird ein zusétzlicher
Schritt, in Form einer Per-O-methylierung der freien Hydroxy-Gruppen im Polysaccharid vor
der Hydrolyse eingefiigt. Durch diese ,,Markierung® sind nach Hydrolyse und Reduktion
zuvor freie OH-Gruppen von denen zu unterscheiden, die aus glykosidischen Bindungen und
der Offnung des Ringschlusses resultieren. Abb. 3.3 auf der niichsten Seite zeigt die Reaktio-
nen der Methylierungsanalyse im Uberblick. Die resultierenden partiell methylierten Alditol-
acetate (PMAA) zeigen charakteristische Fragmentierungsmuster bei der EI-Massenspektro-
metrie und sind anhand von zahlreich beschriebenen Schliisselfragmenten zu identifizieren
(Bjorndal et al. 1967; 1970a; 1970b; Lindberg 1972; Lindberg & Lonngren 1978; Rauvala et
al. 1981; Waeghe et al. 1983). Epimere PMAA werden anhand ihrer Retentionszeiten in der
GC unterschieden.
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3.6.4 Durchfihrung und Préparation von GC-Standardsubstanzen

Konische Probengefifle (3 ml) und Teflondichtungen wurden vor Benutzung fiir mind. 48 h in
H,SO4 (95 — 97 %) eingelegt und anschlieBend zusammen mit neuen Schraubdeckeln dreimal
mit H,Ogeion. und Methanol (MeOH) nachgespiilt.

Im Fall der Methylierungsanalyse wurde die Methylierung und nachfolgende Aufarbei-
tung in abgewandelter Form nach Hounsell ez al. (1996), Blakeney & Stone (1985), Parente
et al. (1985) und Harris ef al. (1984) durchgefiihrt. Hierzu wurden Proben zunéchst mit 60-
100 ul DMSO in ein gereinigtes Probengefal iiberfiihrt, ggf. mit 10 pul myo-Inositol-Standard
(s.u.) versetzt, mit Argon iiberschichtet und nach Verschluss des Gefafles mindestens 1. N. bei
RT &aquilibriert. AnschlieBend wurde die Argonatmosphire erneuert, 200-300 ul frisch aufge-
tautes Methanid-Anion (s. 3.2.7) zugefiigt und nach Verschluss des GefaBBes fiir mindestens
1 h bei RT geriihrt. Danach wurden 120-180 ul Methyliodid (Mel) hinzugegeben, erneut mit
Argon tiiberschichtet, das Gefall verschlossen und fiir 24 h bei RT geriihrt. Zur Aufarbeitung
wurde die Probe mit 200 pl Dichlormethan (CH,Cl,), 100 pl MeOH und 500 pl Na,S,0s-
Losung (10 pg/ul) extrahiert. Die organische Phase wurde anschlieBend noch zweimal mit
200 pl HyOgeion, unter Verwurf der wissrigen Phasen extrahiert. Die organische Phase wurde
abschlieBend mit 200 pl 2,2-Dimethoxypropan (2,2-DMP) versetzt und mittels eines durch-

perlenden Argonstroms bei 40 °C bis zur volligen Trocknung evaporiert.

HOH,C o

HOH,C. o)
HO%O/J /_IH} © . %O
OH by O o Methylierung © X/A
HO oH \ ome o

MeO'
MeOH,C O\ MeOH,C O, & o
O% \
OMe (o] .
MeO edd Ohe % ©
Hydroly‘sy y med

MeOH,C o MeOH,C o HOH,C, o
MeO/J OH +2 HO oH + HO/J OH
OMe OMe OMe
MeO MeO MeO
Reduktion
° ° °
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
OMe OMe OMe
MeOr +2 Me + MeO
. OMe OH OH
Acetyllerung OH OH OH
[|) '|) [‘) / CH,OMe CH,OMe CH,OH
H—C—OAc H—C—OAc H—C—OAc
OMe OMe OMe
Me: +2 Me + Me o}
OMe OAc OAc Ac= r-Alch,
OAc OAc OAc
CH,OMe CH,OMe CH,OAc Me = R—CHs

Abb. 3.3: Derivatisierungsschritte der Methylierungsanalyse (Ubersicht):

Zundchst werden die freien OH-Gruppen im zu untersuchenden Polysaccharid methyliert. Durch
Hydrolyse mit Trifluoressigséure entstehen partiell methylierte Monosaccharide. Diese werden
durch Reduktion mit Natriumbordeuterid in ihre Alditolform UberfGhrt. Abschlieflend fUohrt die
Acetylierung der verbliebenen freien OH-Gruppen zu partiell methylierten Alditolacetaten zu
Alditolacetaten (PMAA).
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Die nachfolgenden Schritte der Methylierungsanalyse erfolgten analog zu denen der
Komponentenanalyse mittels Alditolacetatderivatisierung. Hierbei wurden Proben als Fest-
substanz oder Lyophilisat in ein gereinigtes Probengefdl3 iiberfiihrt. Die Hydrolyse erfolgte
modifiziert nach Albersheim et al. (1967). Hierzu wurde die Probe mit Argon {iberschichtet,
300 pl Trifluoressigsdure (2 M) hinzugegeben und, nach festem Verschluss des Gefal3es, fiir
2 h (Komponentenanalyse) oder 3 h (Methylierungsanalyse) im Trockenschrank bei 120 °C
hydrolysiert. Nach Abkiihlen wurde bei 40 °C mittels eines Argonstroms, der durch die
Losung perlte, bis zur volligen Trocknung der Probe evaporiert.

Die Reduktion erfolgte verdndert nach Harris et al. (1984). Hierzu wurde die Probe mit
Argon tiiberschichtet, mit 500 pl frisch angesetzter Reduktionslosung (s.u.) versetzt und bei
leicht gedffnetem Gefalldeckel (H»-Ausstrom!) fiir 60 min bei 60 °C reduziert. Die Reaktion
wurde durch tropfenweise Zugabe von Eisessig gestoppt, bis keine H,-Entwicklung mehr
festzustellen war. Nach Zugabe von 500 ul MeOH (alternativ 2,2-DMP) wurde mittels einem,
bei 40 °C durch die Losung perlenden, Argonstrom evaporiert. Die Zugabe von MeOH (alter-
nativ 2,2-DMP) wurde so oft wiederholt (in der Regel 3-6 mal) bis die Probe trocken war,
oder sich nur noch ein Restvolumen von < 20 pl im Probengefaf3 befand.

Die Acetylierung wurde modifiziert nach Blakeney et al. (1983) durchgefiihrt. Hierbei
wurde die Probe mit 100 pl 1-Methylimidazol und 1 ml Acetanhydrid versetzt und 15 min bei
RT acetyliert. Die Reaktion wurde gestoppt, indem das Reaktionsgemisch in 2 ml H>Ogeion.
(Vorlage in Birnenkolben) iiberfiihrt wurde. Das Reaktionsgefal wurde zweimal mit 1 ml
H,Oucion. ausgewaschen, das mit der Probenlosung vereinigt wurde. Nachfolgend wurde zwei-
mal mit 2 ml CH,Cl, extrahiert. Die organischen Phasen wurden dabei in einem anderen Ge-
fa} vereinigt und die wissrige Phase verworfen. Die vereinigten organischen Phasen wurden
dann 4% mit je 4 ml HxOgeion. unter Verwurf der wéssrigen Phasen gewaschen. Die organische
Phase wurde wieder in ein konisches Probengefal3 transferiert und bei 40 °C, mittels eines
durch die Losung perlenden Argonstroms, bis zur volligen Trocknung evaporiert. An-
schlieBend wurde die Probe bei —20 °C aufbewahrt. Vor der gaschromatographischen bzw.
massenspektrometrischen Messung wurde die Probe je nach Konzentration in 40 — 100 pl

MeOH aufgenommen.

myo-Inositol-Standard:

50 mg myo-Inositol
ad 10 ml DMSO
Reduktionslésung:

2M NH,OH

40 mg/ml NaBD;

wurde kurz vor Gebrauch in H,Ogeion. unter Argonatmosphire angesetzt.
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3.7 Gaschromatographische und massenspektrometrische Methoden

3.7.1 Prinzip der GC/MS
Die Gas-Chromatographie (GC) beruht auf der Trennung von Probengemischen, deren Kom-
ponenten unzersetzt verdampfbar sind. Dies geschieht einerseits aufgrund der dynamischen
Verteilung der Komponenten zwischen einer chemisch inerten, gasformigen Phase und einer
immobilisierten fliissigen Phase, andererseits aufgrund des Weitertransports der Komponen-
ten durch die mobile Gasphase (zur Ubersicht siehe Skoog & Leary 1996, Gottwald 1995,
Baars & Schaller 1994, Leibnitz & Struppe 1984).

Hauptfaktoren fiir die Trennleistung des GC-Systems, welches schematisch mit einem
MS als Detektor in Abb. 3.4 dargestellt ist, sind neben Art und Parametern der GC-Siule, das
verwendete Trigergas, dessen Flussgeschwindigkeit, die Siedepunkte der Analytkomponen-
ten sowie die Wahl der Temperaturen fiir Injektor und Sdule. Bei der GC wird die Probe nach
Einschleusen in einem heien Injektor schlagartig verdampft und dort als Dampfpfropfen auf
den Anfang der Séule gebracht. Je schmaler dieser Pfropfen ist, desto schérfer werden die
Peaks der Komponenten am Séulenende. Die Séule wird im Allgemeinen mit Heizraten von
einigen Grad Celsius pro Minute aufgeheizt, um eine komplette Trennung in vertretbarer Zeit
zu erreichen. Idealerweise verlassen die Komponenten des Probengemisches die Saule ortlich
getrennt mit unterschiedlichen Retentionszeiten und gelangen in den Detektor.

Ein Massenspektrometer als GC-Detektor bietet den Vorteil, dass es zusitzliche
Informationen iiber die detektierte Substanz beziiglich Struktur und atomarer Isotopenverhalt-

nisse geben kann. Bei Benutzung eines internen Standards konnen dariiber hinaus auch Aus-
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% BP

m/z
m' Injektor
=
GC-Ofen \
lonen- |—J Massen- |— Signal-
quelle analysator Detektor verar-
beitung
GC-Saule
Gaschromatograph Massenspektrometer

Abb. 3.4: Schematischer Aufbau eines GC/MS-Systemes:

Die Probe wird im Injektor verdampft und wéhrend des Laufes durch die GC-Séule in ihre
Bestandteile aufgetrennt, die zeitlich getrennt die Séule verlassen. Die Probenmolekile werden in
der lonenquelle ionisiert, Gber den Massenanalysator nach lhrem Masse/Ladungs- (m/z-) Ver-
haltnis aufgetrennt und detektiert. (I = Intensitét, t = Zeit, BP = Basispeak).
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sagen beziiglich der quantitativen und qualitativen Zusammensetzung der Probe getroffen
werden (zur Ubersicht siche Lehmann 1996, Skoog & Leary 1996, Budzikiewicz 1992,
Karasek & Clement 1988). Das Prinzip der MS beruht darauf, dass die in das Hochvakuum
des Massenspektrometers eingelassenen Probenmolekiile zunichst ionisiert werden. Der er-
zeugte Strom positiver bzw. negativer lonen wird dann zum Massenanalysator hin beschleu-
nigt, der die lonen nach Masse zu Ladungszahl (m/z) trennt. Klassische GC/MS-Systeme ver-
messen dabei in wenigen Sekunden einen Massenbereich von bis zu 2.000 m/z bei einer
Auflésung von 500-2.000. Die Detektion der durch den Massenanalysator gelangten lonen
liefert fiir jede Substanzprobe ein Massenspektrum, aus dem abgelesen werden kann, welche
Ionen in welchen relativen Mengen gebildet wurden. Da die Art der lonisation erheblichen
Einfluss auf das Erscheinungsbild der Massenspektren hat, werden die verwendeten Ionisa-

tionsarten im Folgenden vorgestellt.

ElektronenstoB3-lonisation (El)

Die EI wird oftmals fiir fliichtige organische Verbindungen genutzt. Bei dieser ,harten‘
Ionisation tritt ein Elektronenstrom mit einer Energie von etwa 70 eV mit den Probenmole-
kiilen in Wechselwirkung. Die Primédrreaktion eines Analytmolekiils M, welche das Radikal-

kation [M]™ mit gleicher Molekularmasse wie M erzeugt, lautet:
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Abb. 3.5: EI-Massenspekirum eines Tri-O-methyl-tri-O-acetyl-hexitols (M = 350 g/mol):

Aufgetragen sind Masse/Ladungs- (m/z)-Verhélinis (X-Achse) gegen die relative Signalstérke (Y-
Achse) in der héchsten Signalintensitét (Basispeak), in diesem Fall m/z = 43. Aufgrund der Sub-
stanzmasse wdére ein Molekilionenpeak bei m/z = 350 zu erwarten. Aufgrund der hohen Energie,
die bei der Elektronenstoflionisation Ubertragen wird, dominiert die Fragmentierung jedoch so
stark, dal kein Molektlion (M*°) mehr zu detektieren ist. Die Zahl rechts oben gibt die Gesamt-
zahl der detektierten lonen (Counts) an.
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M+e> [M]"+2¢

Durch die hiermit verbundene hohe Energicaufnahme erfolgt eine weitreichende Fragmentie-
rung des Molekiilions, und es entsteht eine grole Zahl positiv geladener Tochterionen mit
geringerer m/z als das Mutterion. Bei einigen Molekiilarten z.B. den PMAA aus der Methylie-
rungsanalyse kann es passieren, dass die Fragmentierung so sehr dominiert, dass kein Mole-
kiilion mehr detektiert werden kann. Dies ist in Abb. 3.5 auf der vorigen Seite gezeigt. Die aus
der EI resultierenden Massenspektren geben charakteristische Fragmentierungsbilder der

Analytmolekiile wieder, die meist eine zweifelsfreie Identifizierung ermdglichen.

Chemische lonisation (Cl)

Bei der CI wird die zu analysierende Substanz mit einem groBen Uberschuss eines Reaktand-
gases zusammengebracht, das zuvor durch Elektronenbeschuss ionisiert wurde. Bei Verwen-
dung von Ammoniak (NH;) als Reaktandgas dominiert das protonierte NHs" sowie dessen
Clusterionen, bei Verwendung von Methan (CH.) dagegen das protonierte CHs"™ sowie dessen
direktes Reaktionsprodukt C,Hs". Diese Reaktandgasionen konnen nun Analytmolekiile in der
Gasphase ionisieren. Dies kann einerseits durch Protonierung erfolgen, wenn die Protonen-
affinitdt der Analytmolekiile groBer ist als die der Reaktandionen. Andererseits kann eine
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Abb. 3.6: Cl-Massenspektrum eines Tri-O-methyl-tri-O-acetyl-hexitols (M = 350 g/mol):

Die chemische lonisierung mit NH; fUhrt i.d.R. zu einer Anlagerung des NH4+-lons an die
Analytmolekile und so zur Entstehung von [M + NH4]+, bzw. [M + 18]+-lonen, die das Massen-
spektrum dominieren. Aufgrund des Substanzmasse ist somit ein Molekilionenpeak bei m/z =
368 zu erwarten. Aufgetragen sind Masse/Ladungs- (m/z)-Verhdlinis (X-Achse) gegen die relative
Signalstérke (Y-Achse) in der héchsten Signalintensitéat (Basispeak), in diesem Fall m/z = 368. Die
Zahl rechts oben gibt die Gesamtzahl der detektierten lonen (Counts) an.
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Anlagerung der Reaktandionen an die Analytmolekiile erfolgen, was z.B. bei NH," haufig der
Fall ist. Diese Form der ,,weichen Ionisierung ist sehr viel schonender als die EI, da weniger
Anregungsenergie iibertragen wird. CI-Massenspektren weisen daher weniger Fragmentie-
rung auf als EI-Spektren und zeigen hohere relative Intensititen an intakten Analytmolekiil-
ionen. Die durch Protonierung entstechenden [M+H]'- bzw. [M+1]"-Ionen oder durch Anlage-
rung von beispielsweise NH," entstehenden [M+NH4]"-, bzw. [M+18]"-Ionen sind meist auch
Basispeaks der Spektren. Ein Beispiel fiir ein CI-Spektrum, in dem das ,,Quasi-Molekiilion*
durch eine NH4'-Anlagerung eine um 18 hohere Masse aufweist, ist in Abb. 3.6 auf der
nichsten Seite dargestellt. Der Vorteil der CI liegt also darin, dass die Molekiilmasse der
Analytsubstanz direkt ermittelt werden kann. Die massenspektrometrische Untersuchung
mittels CI ist insbesondere bei der Untersuchung von Substanzen, welche bei EI keine oder
nur geringe Intensititen des Molekiilions aufweisen, zur zweifelsfreien Identifizierung des
Analyten notig.

3.7.2 Durchfihrung von GC/MS-Untersuchungen

GC/MS-Messungen wurden mit den GC/MS-Systemen HP5890 11/ HP5972 (Einzel-
quadrupol-MS), SSQ® 7000-MS (Einzelquadrupol-MS), Varian® 1700/CH7A (Sektorfeld-
MS) oder Varian® 3400/ Incos™ 50 (Einzelquadrupol-MS) unter Verwendung nicht-polarer
Optima®-1-Saulen durchgefiihrt. Mit allen GC/MS-Systemen wurden EI-MS-Messungen, mit
dem Varian® 3400/ Incos™ 50 zusitzlich NH;-CI-MS- bzw. mit dem SSQ® 7000-MS zusitz-
lich CH4-CI-MS durchgefiihrt. Bei allen Messungen diente Helium als Trigergas. Injektor
und Transfer-Line wurden bei 280 °C gehalten. Bei Messungen von Alditolacetaten der Kom-
ponentenanalyse wurde die Temperatur des GC-Sédulenofens i.d.R. fiir 2,5 min bei 170 °C

gehalten, stieg dann mit 1 °C/min auf eine Endtemperatur von 190 °C, die fiir 15 min gehalten

Hochspannungsquelle

Abb. 3.7: Schema der Elekirosprayionisation im Positiv-Modus:

Zwischen dem Einlass des Massenspektrometers und einer metallbedampften Kapillare, in der sich
die Probe befindet, wird eine Spannung angelegt. Negative lonen der Probe werden entladen,
wdhrend sich positive lonen am Meniskus der Flussigkeit sammeln. Hierdurch wird ein feiner
Nebel aus Trépfchen entlassen, deren Volumen durch Verdunstung des Lésungsmittels abnimmit.
Durch die Zunahme der Ladungsdichte kommt es zu Coulombexplosionen, wodurch einzelne
lonen in der Gasphase entstehen, die in das Massenpektrometer gelangen.
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wurde. Bei Messungen von PMAA aus der Methylierungsanalyse wurde die Temperatur des
GC-Séulenofens i.d.R. fiir 1 min bei 120 °C gehalten, stieg dann mit 1 °C/min auf 190 °C und
danach mit 10 °C/min auf eine Endtemperatur von 280 °C, die fiir 15 min gehalten wurde.
Probenvolumina von 0,5-2 pl, wurden splitlos injiziert und 1 min nach Injektion wurde das
Splitventil (1:10) gedffnet. Die Scanbereiche der Massenspektrometer betrugen i.d.R 40 —
550 amu (atomare Masseneinheit) in ca. 1,5 s. Bei geringen Probenkonzentrationen wurde
ggf. auch durch selektives Scannen ausgewihlter Massenbereiche (engl. selective ion moni-
toring — SIM) die Empfindlichkeit verstirkt. Die Messungen wurden in freundlicher Koope-
ration mit Herrn Dr. U. Matthiesen (Heinrich-Heine-Universitéit, Diisseldorf, D) und mit
Herrn Dipl.-Ing. Fransiscus Susanto (Deutsches Diabetes Forschungsinstitut, Diisseldorf, D)
durchgefiihrt.

3.7.3 Prinzip der Elektrospray-lonisations-MS

Die Elektrospray-lonisation (ESI) ist ebenfalls eine ,,weiche Ionisation (zur Ubersicht s.
Meng et al. 1988; Fenn et al. 1989; Costello 1997), deren Prinzip in Abb. 3.7 auf der
vorherigen Seite dargestellt ist. Die Probe befindet sich hierbei in einer diinnen metallbe-
dampften Kapillare, zwischen der und dem Einlass des Massenspektrometers eine Spannung
angelegt wird. Im sog. Positiv-Modus dient die Kapillare als Anode, an der negative Ionen der
Probe entladen werden. Gleichzeitig sammeln sich positive lonen am Meniskus der Fliissig-
keit. Dadurch destabilisiert sich dieser und entldsst einen feinen Nebel aus Tropfchen, die
durch Verdunsten des Losungsmittels immer kleiner werden. Durch die damit verbundene

Zunahme der Ladungsdichte kommt es zu Coulombexplosionen, deren Resultat einzelne
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Abb. 3.8: Hybrid-Massenspektrometer APl QStar™ Pulsar i:

Schematischer Aufbau des ESI-QqTOF-Massenspekirometer: Das Gerdt hat drei Quadrupol-
Massenanalysatoren (Q1-3), die bei ESI-Einzel-MS-Messungen hauptséchlich der Fokussierung
und Stabilisierung des lonenstroms dienen. Die eigentliche Massenanalyse geschieht mit dem
Flugzeit- (TOF)-Analysator, der aus einem lonenbeschleuniger, einem lonenreflektor und dem
Detektor besteht. Fur ESI-MS/MS-Untersuchungen werden einzelne Vorlauferionen mit Hilfe des
Q1 aus dem lonenstrom selektiert. Diese kdnnen in der Kollisionszelle durch Zusammenstéf3e mit
N,-Molekilen fragmentieren und die Fragmentionen mit dem TOF-Analysator detektiert werden.
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Ionen in der Gasphase sind. Aufgrund dieses Prozesses werden zumeist mehrfach geladene
Analytionen erzeugt, was darin resultiert, dass sich ein Analytmolekiil auf mehrere Peaks

unterschiedlicher Ladung verteilt.

3.7.4 Durchfihrung von Nanospray-ESI-MS

Die Messungen wurden mit dem Hybrid-MS API QStar™ Pulsar I (ESI-QqTOF-MS) (s. Abb.
3.8, vorherige Seite) unter Verwendung von Nanospray-Nadeln (Probenvolumen ~1 pl)
durchgefiihrt. Gemessen wurden Positivionenspektren ggf. mit MS/MS-Analysen. Die Mes-
sungen wurden in freundlicher Kooperation mit Frau Dr. S. Metzger (Heinrich-Heine-Univer-
sitét, Diisseldorf, D) durchgefiihrt.

3.8 Biophysikalische Methoden

3.8.1 Aggregation von PrP in vitro

Prinzip des in-vitro-Konversionssystems

Fiir die Induktion der Aggregation von PrP in vitro wurde das von Post et al. (1998) etablierte
in-vitro-Konversionssystem genutzt, welches in Abbildung 3.9 dargestellt ist. Hierbei liegt
rec PrP in Gegenwart mittlerer SDS-Konzentrationen (~0,2 %) in iiberwiegend a-helikal
strukturierten Monomeren vor, die unstrukturierte Anteile (random coil) aufweisen. Die Ver-
ringerung der SDS-Konzentration flihrt iiber Dimere mit a-helikal dominierter Konformation
zu 16slichen B-strukturreichen Oligomeren, die schlieBlich bei SDS-Konzentrationen <0,01 %
SDS in Form unloslicher Aggregate ausfallen (Post ef al. 1998; Jansen et al. 2001; Birkmann
2000).

Prion-Scaffold,

Glykogen ____
0.2% SDS
- TGN
@ - IR R
rec PrP oder PrP* SDS SDS SDS

Abb. 3.9: Schema des in-vitro-Konversionssystem nach Post et al. (1998)

rec PrP oder PrPC ist in Anwesenheit von 0.2 % SDS Iéslich und weist eine a-helikal dominierte
Struktur mit Random-Coil-Anteilen auf. Bei Ausdinnen des SDS auf Konzentrationen < 0.01 % SDS
weist PrP eine B-Faltblatt-dominierte Struktur auf, wird unléslich und aggregiert. Durch Zugabe von
Polysacchariden z. B. dem Prion-Scaffold zu diesem Prozess sollen Co-Aggregate von PrP und den
zugegebenen Polysacchariden entstehen.
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DurchfGhrung:

Abhingig von nachfolgenden Untersuchungen wurden verschiedene Konzentrationen unter-
schiedlicher PrP-Spezies in 10 mM NaP; mit 0,05 — 0,2 % SDS vorgelegt und mit 10 mM
NaP; auf die gewiinschten SDS-Konzentrationen ausgediinnt. Der Einfluss von Polysaccha-
riden wurde entweder durch Zugabe der Komponenten vor oder mit dem Ausdiinnen des SDS
untersucht. I.d.R. wurden die Proben fiir die gewiinschten Zeiten bei 37 °C inkubiert. Als

Kontrollen wurden auch andere Proteine als PrP eingesetzt.

3.8.2 Circulardichroismus-Spektroskopie

Prinzip des Circulardichroismus (CD)

Asymmetrische Molekiile haben verschiedene Absorptionskoeffizienten fiir rechts- und
linkszirkular polarisiertes Licht, deren Differenz durch die CD-Spektroskopie bestimmt wird.
Bei Proteinen wird der CD-Effekt durch ihre asymmetrische Sekundérstruktur verursacht.
Daher zeigen Sekundérstrukturelemente wie o-Helix oder B-Faltblatt jeweils unterschiedliche
CD-Spektren im fernen UV-Bereich (170 — 260 nm, s Abb. 3.10). Anhand von CD-Spektren
lassen sich so Riickschliisse auf relative Anteile einzelner Sekundirstrukturelemente im

Protein ziehen.

CD-Messungen
Messungen von CD-Spektren wurden mit dem Spektralpolarimeter J715 durchgefiihrt, wel-
ches zu Beginn jeder Messreihe mit Ammonium-d-Campher-10-Sulfat geeicht wurde. Sofern

Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 mm genutzt wurden, betrug das Messvolumen 180-

randome-coil
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T
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Abb. 3.10: CD-Spektren typischer Sekundérstrukturelemente von Proteinen

Aufgetragen ist die molare Elliptizitdt (Y-Achse) gegen die Wellenlénge (X-Achse). Nach Greenfield
& Fasman (1969).
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200 pl bei einer Proteinkonzentration von 50-200 ng/ul. Bei Verwendung von Mikrokiivetten
mit 1 cm Schichtdicke betrug das Messvolumen ~75 pl bei einer Proteinkonzentration von 5-
20 ng/ul. Spektren wurden i.d.R. mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min, einer Auflésung
von 1 nm, einer Responsezeit von 1-4 s, bei RT von 185-260 nm (200-260 nm bei Mikro-
kiivetten) aufgenommen. Dabei wurden je Probe 10-20 Spektren akkumuliert, gemittelt und
gegen das entsprechende Pufferspektrum korrigiert. Wéhrend der Messungen wurde die

Probenkammer mit Stickstoff gespiilt.

3.8.3 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Prinzip der FCS

Das Prinzip der FCS basiert auf der Messung von Signalfluktuationen welche entstehen, wenn
einzelne Molekiile durch ein sehr kleines Messvolumen (~1 fl) hindurch diffundieren. Hierzu
missen die zu untersuchenden Probenbestandteile fluoreszent und 16slich sein. Aus den Sig-
nalfluktuationen konnen dann mittels der Korrelationsfunktion die Diffusionszeiten der den
Messfokus passierenden Probenbestandteile ermittelt werden. Hieraus wiederum lésst sich
auch deren Molekulargewicht abschitzen. Die spezifische Helligkeit von Probenbestandteilen
ist ein weiterer Parameter, der sich mit der Fluoreszenz-Intensitdts-Distributions-Analyse
(FIDA) ermitteln ldsst. Dies kann zur Untersuchung von Aggregationskinetiken herangezogen
werden. Insbesondere das Auffinden von gréeren, mehrfach fluoreszenzmarkierten Aggre-
gaten mittels FCS/FIDA lésst sich durch aktives Scannen der Probe verbessern. Die Wechsel-
wirkung zweier verschiedener Spezies kann dariiber hinaus mit der Zweifarbenanalyse unter-
sucht werden. Hierzu miissen die zu untersuchenden Molekiilspezies mit unterschiedlichen
Fluorophoren markiert sein, deren Emmisionspektren sich moglichst nicht {iberlagern. Binden
nun Trager unterschiedlicher Fluorophore aneinander oder an einen gemeinsamen Inter-
aktionspartner, so ergibt sich eine Koinzidenz, welche mittels 2D-FIDA untersucht werden
kann. (Zur Einfithrung in FCS, FIDA und Zweifarbenanalyse s. Eigen & Rigler 1994; Volcker
et al. 1996; Schéfer 2002)

Messungen

Messungen erfolgten am Einstrahl-FCS Confocor® und am Zweistrahl-FCS Olympus®. Ver-
messen wurden Proben der in-vitro-Konversion (s. 3.8.1), wobei die Ansétze zusédtzlich fluo-
reszenzmarkiertes rec PrP (s. 3.2.4) in optimierter Verdiinnung enthielten. Sofern Polysac-
charide mittels Zweifarbenanalyse ebenfalls detektiert werden sollten, wurde fluoreszenzmar-

kiertes ConA (s.2.5.13) zu den Ansdtzen gegeben.
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3.8.4 Differentielle Ulirazentrifugation (Léslichkeitsspin)

Die Loslichkeit von Proteinen wurde mittels differentieller Ultrazentrifugation bestimmt.
Hierbei gelten Partikel, die sich nach Zentrifugation fiir eine Stunde bei 100.000x g im Uber-
stand befanden, als 16slich (Hjelmeland & Chrambach 1984). Proben wurden in Mikrozentri-
fugengefiflen fiir 1 h mit 42.000 rpm (100.000x g) im TLA-45-Rotor bei 25 °C mit der
Optima TL Ultrazentrifuge zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstéinde vorsichtig ab-
genommen und in Schraubdeckel-Probengefille iiberfiihrt. Im Falle von PrP-Ansétzen aus der
in-vitro-Konversion (s. 3.8.1) wurde oftmals anschlie8end die relative Loslichkeitsverteilung
mittels Dot-Blot (s. 3.5.4) oder SDS-PAGE (s. 3.5.1) und anschlieBender Silberfiarbung (s.
3.5.2) oder Westernblot (s. 3.5.3) bestimmt. Hierzu wurden nach der Zentrifugation die Uber-
stinde auf 0,2 % SDS eingestellt und die Pellets in 10 mM NaPi, pH 7,2 mit 0,2 % SDS

resuspendiert.

3.9 Mikroskopische Methoden

3.9.1 Lichtmikroskopie

Um lichtmikroskopisch erkennbare PrP-Aggregate aus der in-vitro-Konversion (s. 3.8.1) zu
erhalten wurden PrP-Konzentrationen von ~100 ng/ul bei < 0,01 % SDS pro Ansatz verwen-
det. Nach 24 h Inkubation bei RT wurde ein Teil der Probe nach Resuspension auf einen Ob-
jekttrager gebracht. Nach Auflegen eines Deckglases wurde dieses mit Nagellack versiegelt,
und die Probe mit dem Polarisationsphotomikroskop III phasenkontrastmikroskopisch ggf.

iiber ldngere Zeitintervalle betrachtet.

3.9.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fiir Fluoreszenzmikroskopie mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie wurden rec PrP-
Konzentrationen von ~100 ng/ul unter Zusatz verschiedener Mengen fluoreszenzmarkierten
rec PrPs (s. 3.2.4) und ggf. 10 mg/ml Glykogen bei < 0,01 % SDS in vitro aggregiert (vgl.
3.9.1). Nach 36 h Inkubation bei 37 °C im Dunkeln wurde anti-Glykogen-Antikdrper (s. 2.4)
in einer Verdiinnung von 1:25 zugegeben und weitere 3 h bei 37 °C im Dunkeln geschiittelt.
Anschliefend wurde GaM-Cy2-Antikorper (s. 2.4) in einer Gesamtverdiinnung von 1:2.500
zugegeben und nochmals 2 h unter Schiitteln bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden Teile
der Proben nach sorgfaltiger Resuspension auf einen Objekttriger gebracht. Nach Auflegen
eines Deckglases, wurde dieses mit Nagellack versiegelt und die Probe mit dem konfokalen
Laserscanning Mikroskop TCS NT betrachtet. Diese Messungen wurden in freundlicher
Kooperation mit Herrn Dr. Olaf Bossinger (Heinrich-Heine-Universitéit, Diisseldorf, D)
durchgefiihrt.
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3.9.3 Elektronenmikroskopie

Vorbereitend fiir die Elektronenmikroskopie wurden Formvar®/Kohle-Kupfernetzchen
(600 mesh) zundchst beglimmt. Dann wurden Probenvolumina von 5 pl fiir 30 s an die Netz-
chen adsorbiert und anschlieend fiir einige Sekunden mit frisch sterilfiltrierter Ammonium-
molybdatlosung (2 % w/v) negativ gefdarbt. Die Féarbelosung wurde vorsichtig mit einem
Filterpapier entfernt und die getrockneten Proben wurden abschliefend im Transmissions-EM
Tecnai G* F20 bei 80 kV und Standard-VergroBerungen von 25.000 oder 40.000 betrachtet.
Die Elektronenmikroskopische Untersuchung und Photodokumentation wurde freundlicher-
weise von K.-W.-Leffers in Kooperation mit Prof. Dr. H. Wille an der University of
California, San Fransisco, USA durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

In den folgenden Abschnitten werden zunéchst die Ergebnisse der Glykoanalysen des Prion-
Scaffold (Komponenten-, Verkniipfungs- und Stereochemieanalysen) dargestellt, gefolgt von
denen zur Optimierung der Préparation des Prion-Scaffold. Hiernach werden die Resultate der
Untersuchungen zum Einfluss von Polysacchariden auf die in-vitro-Konversion von PrP
beziiglich Sekundarstruktur, Loslichkeit und Aggregationsverhalten sowie der Charakterisie-
rung der Aggregatstrukturen vorgestellt. AnschlieBend erfolgt eine vorlaufige Auswertung der
noch bis Mérz 2004 laufenden Infektiositdtsstudien zur de-novo-Generation von Prionen.
Abschliefend werden die Ergebnisse der PrP-Analysen beziiglich Modifikationen mit Advan-
ced Glycation Endproducts (AGEs) sowie der Untersuchungen zum Einfluss von AGEs auf

die in-vitro-Konversion von PrP vorgestellt.

4.1 Glykoanalysen des Prion-Scaffold

Die bisherigen Informationen zum Prion-Scaffold (s. 1.3.4) beschrinkten sich auf Material,
das aus Prionrods (s. 1.3.2) gewonnen wurde (Dumpitak, 1998). Prionrods, deren Hauptkom-
ponenten das N-terminal verkiirzte PrP 27-30 ist, resultieren aus speziellen Aufreinigungspro-
zeduren des Scrapie-Erregers (Prusiner et al. 1983, Diringer et al. 1998). Daher war nicht aus-
zuschlieBen, dass es sich bei dem gefundenen Polysaccharidgeriist um ein préparations-
bedingtes Aufreinigungsartefakt handelte. Um weitere Informationen iiber das Vorkommen
und die Struktur des Prion-Scaffolds zu erhalten, wurden Komponentenanalysen und Ver-
kniipfungsanalysen mit Pridparationen des Prion-Scaffold aus verschiedenen Prion- und
Vergleichspriaparationen durchgefiihrt. Zum Abschluss der glykoanalytischen Untersuchun-

gen wurde die Stereochemie der glykosidischen Bindungen des Prion-Scaffolds analysiert.

4.1.1 Komponentenanalysen
Die Auswertung der GC/MS-Untersuchungen der Komponentenanalysen wird in 4.1.1.1
exemplarisch durchgefiihrt und die Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten tabel-

larisch zusammengefasst.

4.1.1.1 Komponentenanalyse des PK-Uberstandes von PrP 27-30

Der nach der Prédparation des Prion-Scaffold aus 465 pg PrP 27-30 (prépariert nach Prusiner
et al. 1983) verbleibende Uberstand der PK-Verdauung (s. 3.2.2) wurde mit einem Rotations-
verdampfer aufkonzentriert und auf seine Zuckerbestandteile hin untersucht. Die GC/MS-
Untersuchung der mittels Alditolacetatmethode (s. 3.6.2 und 3.6.4) derivatisierten Probe
ergab das in Abb. 4.1 auf der niichsten Seite gezeigte Chromatogramm. Uber die gesamte Zeit

des Chromatographielaufes wurden Elektronenstof3-lonisations- (EI-) Massenspektren (Scans)
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Abb. 4.1: GC/MS-Chromatogramm zur Komponentenanalyse

Chromatogramm der GC/EI-MS-Analyse des 16slichen Uberstandes einer intensiven PK-Verdauung
von 465 ug PrP 27-30 nach Derivatisierung mittels Alditolacetatmethode zur Bestimmung der Sac-
charidkomponenten. Die Reduktion wurde mit NaBD, durchgefihrt. Den Retentionszeiten sind

massenspekirometrische Scans in aufsteigender Nummerierung zugeordnet (X-Achse). Die
Signalintensitat des stdrksten Signals wird gleich 100 % gesetzt (Y-Achse). Die Zahl rechts oben ist
ein Maf fir den gemessenen Gesamtionenstrom (Counts).

(s. 3.7.1) aufgenommen. Solche EI-Massenspektren, die Substanzpeaks zuzuordnen waren,
wurden entweder mittels computergestiitzter Spektrenbibliotheksrecherche, Vergleich mit
Literaturspektren oder den Spektren selbstsynthetisierter Standardsubstanzen (s. 3.6.4) iden-
tifiziert. Abb. 4.2.A auf der folgenden Seite zeigt ein EI-Massenspektrum des Chromato-
gramms aus Abb. 4.1, das zum Substanzpeak bei Scan-Nr. 378 (Retentionszeit: 18:54 min:s)
gehort. Der Vergleich mit dem EI-MS-Spektrum einer Standardsubstanz, die mittels Alditol-
acetat-Derivatisierung aus N-Acetylglucosamin gewonnen wurde, zeigt ein anndhernd iden-
tisches Fragmentierungs- und Intensititsverteilungsmuster (s. Abb. 4.2.B). Da im EI-MS-
Spektrum kein Molekiilion detektierbar war (vgl. 3.7.4), wurde das Molekulargewicht beider
Substanzen mittels chemischer lonisations-(CI-) Massenspektrometrie (s. 3.7.1) bestimmt.
Dabei wurde fiir beide Substanzen ein identisches Molekulargewicht von 434 g/mol ermittelt.
Auf Basis der MS-Daten kann die Substanz somit als 1,3,4,5,6-Penta-O-acetyl-(1-deuterio)-
(2-N-methylacetamid)-hexitol identifiziert werden. Um Stereoisomere zu unterscheiden,
wurden ferner die Retentionszeiten der zu identifizierenden Substanzen mit denen selbst-
synthetisierter Standards (s. 3.6.4) verglichen. Auch diese stimmten fiir beide Substanzen
iiberein. In diesem Fall konnte also auf Grundlage von drei Parametern — Fragmentierungs-
muster, Molekulargewicht und Retentionszeit — die Substanz zweifelsfrei als 1,3,4,5,6-Penta-
O-acetyl-(1-deuterio)-(2-N-methylacetamid)-glucitol identifiziert werden, das durch die Aldi-
tolacetat-Derivatisierung aus N-Acetylglucosamin entsteht (s. Abb. 4.3, nichste Seite). I.d.R.
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Abb. 4.2: ElI-Massenspekiren

A: El-Massenspektrum zum Substanzpeak bei Scan-Nr. 378 (Retentionszeit: 18:54 min:s) des
Chromatogramms in Abb. 4.1. Die Fragmentionen sind nach ihrer Masse/Ladung (X-Achse) gegen
ihre relative Intensitdt (Y-Achse) aufgetragen. Aufgrund der geringen Signalintensitét wurde fur
diese Abbildung Uber die Scans 377-380 summiert (Retentionszeiten 18:51-19:00 min:s) und fur
eine bessere Auflésung der Signale niedrigerer Intensitat das Signal der zweithéchsten Intensitat
(m/z=85) zum Basispeak (100 % Intensitét) erhoht. B: El-Massenspektrum von N-Acetylglucosa-
min nach Alditolacetatderivatisierung mit NaBD ,-Reduktion.

sind bei der Komponentenanalyse jedoch auch nur die beiden Parameter Retentionszeit und
Molekulargewicht zur Identifizierung ausreichend. In die durchgefiihrten Auswertungen gin-
gen im weiteren nur solche Substanzpeaks ein, die im Vergleich zu den Referenzen zusitzlich
vorkamen und die oberhalb der massenspektrometrischen Nachweisgrenze lagen (zumeist
Peakfldchen >1,5 %). Auf diese Weise wurden die in Tab. 4.1 aufgefiihrten Substanzen als

Bestandteile des PK-Uberstandes (s. 3.2.2) bestimmt, welcher bei der Priparation des Prion-
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Abb. 4.3: Alditolacetatderivatisierung von N-Acetylglucosamin

N-Acetylglucosamin wird durch Hydrolyse, Reduktion mit NaBD, und anschlieBender Acetylierung
in 1,3,4,5,6-Penta-O-acetyl-(1-deuterio)-(2-N-methylacetamid)-glucitol GberfGhrt.

Scaffold aus PrP 27-30 verblieb. Mit Ausnahme von Sialinsdure, die mit der genutzten
Methode nicht nachgewiesen werden kann (Fox et al. 1989), wurden alle Hauptkomponenten
der N-Glykosylierungen und des GPI-Ankers von PrP detektiert (i.E. Mannose, Galactose,
Fucose, N-Acetylglucosamin). Dariiber hinaus wurde Glucose als dominierende Zuckerkom-
ponente detektiert. Dies konnte darauf zurlickgefiihrt werden, dass Anteile des Prion-Scaffold
wihrend der PK-Verdauung der Prionrods freigesetzt wurden und in Losung gingen. Auch
wire es moglich, dass die detektierte Glucose in der 15slichen Fraktion des PK-Uberstandes
auf Saccharose zurilickzufiihren ist, die von Saccharosegradientenzentrifugationen bei der
Prionrod-Préiparation herriihrt. Da die verwendeten Prionrods vor der Préparation des Prion-
Scaffolds jedoch mehrfach mit H,Ogeion. gewaschen wurden (s. 3.2.1), erscheint es hochst

unwahrscheinlich, dass Saccharose-Verunreinigungen in den Praparaten verblieben waren.

Tab. 4.1: Ergebnisse der Komponentenanalyse des PK-Uberstandes von PrP 27-30:
Relative Verhdltnisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-EI-MS-Laufes normiert auf Glucose.
Die Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und EI-MS-Identifizierung.
Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiltnis
6:00 377 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-(1- Fucose 0,8
deuterio)-(6-deoxy)-hexitol

12:18 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Mannose 0,6
hexitol

12:39 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose 1
hexitol

12:57 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Galactose 0,5
hexitol

18:54 434 1,3,4,5,6-Penta-O-acetyl-(1- N-Acetylglucosamin 0,4

deuterio)-(2-N-methylacetamid)-

hexitol

Weitere detektierte Substanzen [Retentionszeit in min:s]: Palmitinsdure [8:36], Stearinsdure [15:36]
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Tab. 4.2: Ergebnisse der Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 27-30 (AG
Prusiner).

Die Zuordnung beruht auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und EI-MS-Identifizierung.
Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung
[min:s] (nach CI-MYS)
12:39 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose
hexitol

Weitere detektierte Substanzen [Retentionszeit in min:s]:
Inositol [12:15] (wurde der Priparation als externer Standard zugegeben)

4.1.1.2 Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 27-30

Bislang lagen nur Komponentenanalysen des Prion-Scaffold aus PrP 27-30 vor, das mit der
Préaparationsmethode nach Prusiner et al. (1983) gewonnen wurde. Zum Vergleich wurde
Prion-Scaffold aus 84,5 ug PrP 27-30 (nach Prusiner ef al. 1983) und aus 4 Hirndquivalenten
(HA) PrP 27-30 (nach Diringer et al. 1998) gewonnen und mittels Komponentenanalyse auf
seine Zuckerbestandteile untersucht. Dabei entspricht 1 HA etwa 100 pg PrP 27-30 (Thomzig
et al. 2003). Die Ergebnisse dieser Analysen sind in den Tabellen 4.2 (Material der AG
Prusiner) und 4.3 (Material der AG Diringer) aufgelistet. Einziger Zuckerbestandteil des aus
PrP 27-30 der AG Prusiner gewonnenem Prion-Scaffold war Glucose, womit die Ergebnisse
von Dumpitak (1998) reproduziert werden konnten. Die Préaparation des Prion-Scaffold aus
PrP 27-30 der AG Diringer zeigte dariiber hinaus Mannose, Galactose, Fucose und N-Acetyl-
glucosamin als Zuckerbestandteile. Da in dieser Priparation mittels Westernblot Reste von
PrP detektierbar waren (s. 4.2.1) sind die detektierten Zucker auf N-Glykosylierungen und
GPI-Anker des verbliebenen PrP zuriickzufiihren.

Tab. 4.3: Ergebnisse der Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 27-30 (AG
Diringer):

Relative Verhdltnisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-EI-MS-Laufes normiert auf Glucose.
Die Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und El-MS-Identifizierung.
Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiiltnis
6:21 377 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-(1- Fucose 0,2
deuterio)-(6-deoxy)-hexitol

12:48 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Mannose 0,4
hexitol

13:09 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose 1
hexitol

13:27 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Galactose 0,4
hexitol

18:45 434 1,3,4,5,6-Penta-O-acetyl-(1- N-Acetylglucosamin <0,1

deuterio)-(2-N-methylacetamid)-

hexitol

Weitere detektierte Substanzen [Retentionszeit in min:s]: Methylpalmitat [8:03], Methylstearat [14:27],
Inositol [12:45] (wurde der Priparation als externer Standard zugegeben)
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Tab. 4.4: Ergebnisse der Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 33-35:

Relative Verhélinisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-CI-SIM-MS-Laufes (Range 450-460),
normiert auf Glucose. Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und,
soweit méglich, EI-MS-Identifizierung. Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit ~ Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiltnis

12:29 435 nicht moglich Mannose 0,2

12:54 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose 1
hexitol

13:13 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Galactose 0,5
hexitol

19:22 434 nicht moglich N-Acetylglucosamin <0,1

4.1.1.3 Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 33-35 (PrP*)

Die Priparation von PrP* (Turk et al. 1988) liefert das Volllingen-Protein PrP 33-35 (PrP*°).
Zum Vergleich mit dem aus PrP 27-30 gewonnenem, wurde Prion-Scaffold aus 240 ug PrP
33-35 (s. 2.2.2) prépariert und mittels Komponentenanalyse auf seine Zuckerbestandteile hin
untersucht. Die Signale der Zuckerderivate waren bei der EI-MS-Messung sehr niedrig und
aufgrund dessen z.T. eine Identifizierung iiber die Fragmentierungsmuster nicht moglich.
Daher wurde zusitzlich eine CI-MS-Messung mit selektiver lonendetektion (SIM) iiber die
Massen 450-460 durchgefiihrt, um die Signale der Derivate von Neutralhexosen und N-
Acetylhexosaminen zu verstirken. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.4 zusammengefasst. Glucose
- als Marker fiir das Prion-Scaffold — wurde als Haupt-Zuckerkomponente detektiert. Dariiber
hinaus wurden Galactose, Mannose und N-Acetylglucosamin gefunden, was darauf hinweist,
dass auch hier Rest-PrP in der Priparation vorhanden war. Aufgrund der durchgefiihrten
Untersuchungen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Probe zusétzlich geringe

Mengen anderer Zucker, wie z.B. Fucose, enthielt.

4.1.1.4 Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus ME7- und RML-Prionisolaten

Als weitere Prion-Préparation wurden Prionisolaten des ME7- und RML-Scrapiestammes (s.
2.2.3 und 2.2.4) untersucht. Aus jeweils 100 pg Prionisolat wurde Prion-Scaffold gewonnen
und mittels Komponentenanalyse analysiert. Hierbei waren in beiden Proben mittels EI-MS
keine Signale von Zuckerderivaten detektierbar. Daher wurden die Proben durch Ver-

dampfung des Losungsmittels aufkonzentriert und anschlieBend CI-SIM-MS-Messungen

Tab. 4.5: Ergebnisse der Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus ME7-Prionen:
Relative Verhélinisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-CI-SIM-MS-Laufes (Range 450-460),
normiert auf Glucose. Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit und Molekulargewicht (Mw).
Verwendete GC-Sdule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiiltnis
12:26 435 nicht moglich Mannose 0,2
12:45 435 nicht moglich Glucose 1

13:07 435 nicht moglich Galactose 0,3
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tiber die Massen 450-460 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4.5 (ME7-Prion-
isolat) und 4.6 (RML-Prionisolat) aufgefiihrt. Bei beiden Proben waren Signalintensititen
sehr gering, was auf einen sehr geringen Gehalt an Sacchariden insgesamt hinwies. Dennoch
wurde in beiden Fillen Glucose als hauptsdchlicher Zuckerkomponente detektiert. Dariiber
hinaus wurde in beiden Priparationen Galactose und Mannose detektiert, die auch hier als
Hinweis auf verbliebenes PrP gewertet wurden. Aufgrund der durchgefiihrten Untersuch-
ungen kann auch hier nicht ausgeschlossen werden, dass die Probe zusétzlich geringe Mengen
anderer Zucker, wie z.B. Fucose, enthielt.

Tab. 4.6: Ergebnisse der Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus RML-Prionen:
Relative Verhdltnisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-CI-SIM-MS-Laufes (Range 450-460),
normiert auf Glucose. Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit und Molekulargewicht (Mw).
Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiltnis
12:26 435 nicht moglich Mannose 0,4
12:46 435 nicht mdglich Glucose 1
13:07 435 nicht mdglich Galactose 0,3

4.1.1.5 Komponentenanalyse des PK-Pellets aus gesundem Hamsterhirn

Als Vergleichspriparation wurde eine Pridparation nach Diringer et al. (1998) aus Hirnen
gesunder Hamster (s. 2.5) herangezogen. Hierzu wurde aus 4 HA gesunder Hamsterhirne
mittels Prion-Scaffold-Priparation ein PK-resistentes Pellet gewonnen und auf seine Zucker-
bestandteile hin untersucht. Die Ergebnisse dieser Komponentenanalyse sind in Tab 4.7
aufgelistet. Auch hier ist Glucose die Hauptkomponente der detektierten Zucker. Nur Galac-
tose wurde als weitere Zuckerkomponente detektiert. Da unbekannt ist, welche Proteine
mittels der Prionrod-Prédparation aus gesunden Hirnen aufgereinigt werden, ist eine Zuord-
nung der detektierten Zucker nicht moglich. Aufgrund dieser Ergebnisse alleine kann nicht
ausgeschlossen werden, dass das Polysaccharid des Prion-Scaffold ein Bestandteil gesunder

Hirne ist.

Tab. 4.7: Ergebnisse der Komponentenanalyse einer Vergleichspréparation aus
gesunden Hamsterhirnen:

Relative Verhdltnisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-EI-MS-Laufes normiert auf Glucose.
Zuordnungen beruhend auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und El-MS-ldentifizierung.
Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MYS) Verhiltnis
12:54 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose 1
hexitol
13:12 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Galactose 0,6
hexitol

Weitere detektierte Substanzen [Retentionszeit in min]: Methylpalmitat [7:45], Methylstearat [14:15],
Inositol [12:30] (wurde der Priparation als externer Standard zugegeben)
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Tab. 4.8: Ergebnisse der Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus ScN2a-Zelllysaten:
Relative Verhélinisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-CI-SIM-MS-Laufes (Range 450-460),
normiert auf Glucose. Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und,
soweit méglich, EI-MS-Identifizierung. Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit ~ Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiltnis
12:29 435 nicht moglich Mannose 0,2
12:48 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose 1
hexitol
13:09 435 nicht moglich Galactose 0,3
19:19 434 nicht moglich N-Acetylglucosamin 0,1

Weitere detektierte Substanzen [Retentionszeit in min:s]: Fettsdurederivat (Methylpalmitat?) [8:39],
Fettsdurederivat (Methylstearat?) [14:21]

4.1.1.6 Komponentenanalyse des Prion-Scaffold aus ScN2a-Zelllysaten

Prionen konnen auch aus den Zellen Scrapie-infizierter Neuroblastoma-(ScN2a-) Zellen pri-
pariert werden. Zur Analyse ob das Prion-Scaffold auch in diesem Prionmaterial nachweisbar
ist, wurde Zelllysat von zwei Zellkulturansdtzen ScN2a-Zellen (s. 2.2.5) mittels der Prion-
Scaffold-Praparation prozessiert und dann via Komponentenanalyse auf seine Zuckerbestand-
teile hin analysiert. Bei EI-MS-Messungen zeigten sich die Signale derivatisierter Zucker als
sehr niedrig, weshalb eine Identifizierung {iber die Fragmentierungsmuster nicht immer
moglich war. Aus diesem Grund wurden auch mit dieser Probe CI-SIM-MS-Messungen {iber
die Massen 450-460 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.8 aufgelistet. Die Analyse
zeigte auch hier, dass Glucose als Marker fiir das Prion-Scaffold die Hauptkomponente der
detektierten Zucker stellte. Dariiber hinaus wurden geringe Mengen an Galactose, Mannose
und N-Acetylglucosamin detektiert. Aulerdem kann auch hier nicht ausgeschlossen werden,

dass die Probe zusitzlich geringe Mengen anderer Zucker wie z.B. Fucose enthielt.

Tab. 4.9: Ergebnisse der Komponentenanalyse einer Kontrollpréparation aus N2a-
Zelllysaten:

Relative Verhélinisse auf Grundlage der Peakfléchen des GC-CI-SIM-MS-Laufes (Range 450-460),
normiert auf Glucose. Zuordnungen beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und,
soweit méglich, EI-MS-Identifizierung. Verwendete GC-Séule: Optima® 1 (25 m / 0,32 mm iD).

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiiltnis

12:30 435 nicht moglich Mannose 0,1

12:53 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Glucose 1
hexitol

13:11 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- Galactose 0,3
hexitol

19:16 434 nicht moglich N-Acetylglucosamin 0,2

Weitere detektierte Substanzen [Retentionszeit in min:s]: Fettsdurederivat (Methylpalmitat?) [8:44],
Fettsdurederivat (Methylstearat?) [14:25]
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4.1.1.7 Komponentenanalyse des PK-Pellets aus N2a-Zelllysaten

Als Vergleichspriparation zu den ScN2a-Zellkulturen wurde das PK-resistente Pellet aus dem
Zelllysat von zwei Zellkulturansitzen N2a-Zellen (s. 2.5) prapariert und auf seine Zuckerbe-
standteile hin analysiert. Auch hier waren die Signale bei der EI-MS-Messung sehr niedrig
und daher nicht immer eine Identifizierung {iber die Fragmentierungsmuster moglich. Daher
wurde auch hier eine CI-SIM-MS-Messung wie zuvor durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Tab. 4.9 auf der vorherigen Seite zusammengefasst. Die Préparation aus N2a-Zellen zeigt
anndhernd die gleichen Ergebnisse, wie die aus ScN2a-Zellen und auch hier konnte nicht aus-

geschlossen werden, dass geringe Mengen anderer Zucker vorhanden waren.

4.1.1.8 Zusammenfassung der Komponentenanalysen

Eine zusammenfassende Ubersicht aller, inklusive der in anderen Arbeiten (Dumpitak 1998;
Weinmann 2001) durchgefiihrten Komponentenanalysen gibt Tabelle 4.10. Die Ergebnisse
der Komponentenanalysen des Prion-Scaffold von Dumpitak (1998) konnten mit PrP 27-30
der AG Prusiner eindeutig reproduziert werden. Somit ist Glukose als einziger Bestandteil des

unldslichen Prion-Scaffolds auszumachen. Dariiber hinaus wurde durch die Komponen-

Tab. 4.10: Zusammenfassung der Komponentenanalysen: )
Relative Verhéltnisse normiert auf Glucose. HA = Hirnédquivalente (1 HA = 100 ug PrP 27-30); Glc
= Glucose; Man = Mannose; Gal = Galactose; GlcNAc = N-Acetylglucosamin; Fuc = Fucose.

Probe Ausgangsmaterial Relative Verhiiltnisse detektierter Zucker
(Menge) Glc Man Gal GilcNAc Fuc

PK-Uberstand von PrP 27-30 465 ug 1 0,6 0,5 0,4 0,8
Prion-Scaffold aus PrP 27-30 " ~200 pg 1 - - ? ?
Prion-Scaffold aus PrP 27-30 84,5 ug 1 - - - -
(AG Prusiner)
Prion-Scaffold aus PrP 27-30 4 HA 1 0,4 0,4 <0.1 0,2
(AG Diringer)
Prion-Scaffold aus PrP 33-35 240 pg 1 0,2% 0,5 <0,1 223
Prion-Scaffold aus ME7- 100 pg 1? 04 03?2 223 223
Prionisolat
Prion-Scaffold aus RML- 100 pg 1? 04?2 03?2 223 223
Prionisolat
Prion-Scaffold aus ScN2a- 2 Kulturlysate 12 022 03?2 0,12 293
Zelllysat
PK-Pellet aus gesunden 4 HA 1 - 0,6 - -
Hamsterhirnen ¥
PK-Pellet aus gesunden 5.6 HA 1 0,6 0,1 ? ?
Hamsterhirnen ¥
PK-Pellet aus gesunden Hirnen 2.5 HA 1 1 0,2 ? ?

junger Hamster ¥

PK-Pellet aus gesunden Hirnen 3 HA 1 0,9 0,6 ? ?
alter Hamster 7
PK-Pellet aus N2a-Zelllysat 2 Kulturlysate 1 0,12 0,3 0,22 223

" aus Dumpitak (1998), Fuc und GIcNAc wurden nicht untersucht; ? unterhalb der EI-MS-
Nachweisgrenze; * geringe Mengen aufgrund CI-SIM-MS-Messung nicht ausschlieBbar; * Material
stammt von Tieren gemischter Altersklassen; ® aus Weinmann (2001) Fuc und GlcNAc wurden nicht
untersucht; ¢ Alter: 150 d; 7 Alter: 246 d
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tenanalyse des PK-Uberstandes von PrP 27-30 klar gezeigt, dass das Scaffold von den Zu-
ckern der N-Glykosylierungen und des GPI-Ankers von PrP zu unterscheiden ist. Die Zucker-
komponenten dieser kovalenten PrP-Modifikationen wurden 15slich im Uberstand der PK-
Verdauung nachgewiesen. Auch in allen anderen untersuchten Prionmaterialien stellte Glu-
cose den Hauptanteil detektierter Zucker in Pridparationen des Prion-Scaffold. Hier waren
jedoch auch oftmals Zucker zu detektieren, die Bestandteil der N-Glykosylierungen und des
GPI-Ankers sind. In Zusammenhang mit den unter 4.2.1 dargestellten Ergebnissen zur Opti-
mierung der Prion-Scaffoldpréiparation, ist es wahrscheinlich, dass diese auf Riickstinde von
PrP in den jeweiligen Praparationen des Prion-Scaffold zuriickzufiihren sind. Auf Basis der
Komponentenanalysen von Vergleichspriparationen aus gesunden Hirnen bzw. N2a-Zellen
kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch in diesen Priparaten ein dem Prion-Scaffold
dhnliches Polysaccharid vorlag. Allerdings wurden neben Glucose auch hohe Mengen anderer
Zucker detektiert. Die Vergleichsmaterialien wurden vor der Analyse ebenfalls einer ,,Prion-
Scaffold-Praparation unterzogen. Daher miissen die hier detektierten Zucker zuvor entweder
unldslich gewesen sein, oder an unlosliche Komponenten gebunden haben. Im

Zusammenhang mit den Ergebnissen der Verkniipfungsanalysen wird dies in 5.1.3 diskutiert.

D
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Ac = RJl—CH3

Me = R—CHs
Abb. 4.4: Partiell methylierte Alditolacetate aus 1,4- und 1,4,6-verknipften Hexosen:
Die Stellung der Acetylgruppen in partiell methylierten Alditolacetaten (PMAA) spiegelt die
VerkniUpfungen der Hexose im Polysaccharid wieder, wobei die Acetylierung am C5 aus der
Ringéffnung resultiert. Die Stellung der Methylgruppen spiegelt die zuvor freien OH-Gruppen
wieder. Die Stellung des Deuterium zeigt, ob es sich zuvor um eine Pyranose (D an C1) oder

Furanose (D an C2) handelte. In der EI-MS sind unterschiedliche PMAA durch ihr spezifisches
Fragmentierungsmuster identifizierbar.
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4.1.2 Verknipfungsanalysen

Die Auswertung der GC/MS-Messungen zu den durchgefiihrten Verkniipfungsanalysen er-
folgte analog der unter 4.1.1.1 dargestellten Beispielauswertung. Durch die Derivatisierungs-
schritte der Methylierungsanalyse (s. 3.6.3 und 3.6.4) entstehen aus verschieden verkniipften
Monomeren eines Polysaccharides unterschiedliche, partiell methylierte Alditolacetate
(PMAA) (s. Abb. 4.4 auf der vorherigen Seite). Anhand der spezifischen Fragmentierungs-
muster, welche PMAA in EI-Massenspektren aufweisen, konnen die zuvor im Polysaccharid

vorhandenen Verknilipfungen eindeutig identifiziert werden.

4.1.2.1 Verknipfungsanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 33-35

Zum Vergleich mit den Ergebnissen der Komponentenanalysen von PrP* wurde Prion-
Scaffoldmaterial aus 500 pg PrP 33-35 (s. 2.2.2) pripariert und die Verkniipfungen der
Zuckermonomeren mittels Methylierungsanalyse (s. 3.6.4) analysiert. Die Ergebnisse sind in
Tab. 4.11 aufgelistet. Die Hauptmenge der detektierten Zucker stellte 1,4-verkniipfte Glucose.
Daneben wurden geringe Mengen 1,3,4-verkniipfter Hexose, 1,6-verkniipfter Glucose, 1-
endstdndiger Glucose oder Mannose, 1,4-verkniipfter Mannose und jeweils Spuren 1,4,6-

verkniipfter Glucose und monomerer Glucose detektiert.

Tab. 4.11: Ergebnisse der Verknipfungsanalyse des Prion-Scaffold aus PrP 33-35:

Glc = Glucose; Man = Mannose; Gal = Galactose. Relative Verhdlinisse auf Grundlage der
Peakflachen des GC-EI-MS-Laufes normiert auf 1,4-verknipfte Glucose. Die Zuordnungen
beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und EI-MS-Identifizierung. Verwendete GC-
Séule: Optima® 1 (30 m / 0,25 mm iD)

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MS) Verhiltnis
6:48 323 1,5-Di-O-acetyl-(1-deuterio)- 1-endsténdige Glc 0,05
(2,3,4,6-tetra-O-methyl)-hexitol oder Man Y
8:48 351 1,4,5-Tri-O-acetyl-(1-deuterio)-  1,4-verkniipfte Man 0,04
(2,3,6-tri-O-methyl)-hexitol
9:04 351 1,4,5-Tri-O-acetyl-(1-deuterio)- 1,4-verkniipfte Glc 1
(2,3,6-tri-O-methyl)-hexitol
9:56 351 1,5,6-Tri-O-acetyl-(1-deuterio)- 1,6-verkniipfte Glc 0,05
(2,3,4-tri-O-methyl)-hexitol
10:42 379 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-(1- 1,3,4-verkniipfte 0,09
deuterio)-(2,6-tri-O-methyl)- Hexose
hexitol
12:12 379 1,4,5,6-Tetra-O-acetyl-(1- 1,4,6-verkniipfte Glc <0,01
deuterio)-(2,3-tri-O-methyl)-
hexitol
16:58 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- monomere Glc <0,01
hexitol

"Durch sehr &hnliche Retentionszeiten oder nicht verfigbaren Substanzstandard keine genauere
Zuordnung méglich.
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4.1.2.2 Verknipfungsanalyse des Prion-Scaffold aus ScN2a-Zelllysaten

Zum Vergleich mit den bisherigen Ergebnissen wurde Prion-Scaffold aus dem Zelllysat von
30 Zellkulturansitzen ScN2a-Zellen (s. 2.2.5) pripariert und die Verkniipfungen der Zucker-
monomeren mittels Methylierungsanalyse analysiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.12 aufge-
listet. Auch hier stellt 1,4-verkniipfte Glucose die Hauptmenge der detektierten Zucker.
Ferner wurde 1,3,4-verkniipfte Hexose, 1-endstindige Glucose oder Mannose, 1,4-verkniipfte
Galactose, monomere Glucose und geringe Mengen 1,4,6-verkniipfter Glucose und 1,4-ver-
kniipfter Mannose detektiert. Die doch vergleichsweise hohe Menge monomerer Glucose ist
wahrscheinlich auf Riickstdnde aus dem Zellkulturmedium zuriickzufiihren, die aufgrund der

Beschaffenheit des Ausgangsmaterials (vgl. 4.2.1) nicht entfernt werden konnten.

Tab. 4.12: Ergebnisse der Verknipfungsanalyse des Prion-Scaffold aus ScN2a-Zelllysat:
Glc = Glucose; Man = Mannose; Gal = Galactose. Relative Verhélinisse auf Grundlage der
Peakflachen des GC-EI-MS-Laufes normiert auf 1,4-verknipfte Glucose. Die Zuordnungen
beruhen auf Retentionszeit, Molekulargewicht (Mw) und EI-MS-Identifizierung. Verwendete GC-
Séule: Optima® 1 (30 m / 0,25 mm iD)

Retentionszeit Mw [g/mol] Identifizierung (nach EI-MS) Zuordnung relatives
[min:s] (nach CI-MYS) Verhiltnis
6:50 323 1,5-Di-O-acetyl-(1-deuterio)- I-endstandige Glc 0,15
(2,3,4,6-tetra-O-methyl)-hexitol oder Man "
8:50 351 1,4,5-Tri-O-acetyl-(1-deuterio)-  1,4-verkniipfte Man 0,03
(2,3,6-tri-O-methyl)-hexitol
9:05 351 1,4,5-Tri-O-acetyl-(1-deuterio)-  1,4-verkniipfte Glc 1
(2,3,6-tri-O-methyl)-hexitol
9:22 351 1,4,5-Tri-O-acetyl-(1-deuterio)-  1,4-verkniipfte Gal 0,11
(2,3,4-tri-O-methyl)-hexitol
10:44 379 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-(1- 1,3,4-verkniipfte 0,3
deuterio)-(2,6-tri-O-methyl)- Hexose
hexitol
12:13 379 1,4,5,6-Tetra-O-acetyl-(1- 1,4,6-verkniipfte Glc 0,04
deuterio)-(2,3-tri-O-methyl)-
hexitol
16:59 435 Hexa-O-acetyl-(1-deuterio)- monomere Glc 0,11
hexitol

"Durch sehr &hnliche Retentionszeiten oder nicht verfigbaren Substanzstandard keine genauere
Zuordnung mdglich.

4.1.2.3 Zusammenfassung der Verknipfungsanalysen

Eine zusammenfassende Ubersicht aller, inklusive der in anderen Arbeiten (Dumpitak 1998;
Weinmann 2001) durchgefiihrten Verkniipfungsanalysen gibt Tabelle 4.13 auf der nichsten
Seite. In allen Préparationen aus Prionen war 1,4-verkniipfte Glucose iiberwiegend detektierte
Bestandteil. Ebenfalls in allen untersuchten Prionmaterialien war 1,4,6-verkniipfte Glucose zu
geringen Anteilen detektierbar. In Material aus PrP 27-30 und PrP 33-35, nicht jedoch bei
Material aus ScN2a-Zellen, war dariiber hinaus auch 1,6-verkniipfte Glucose detektierbar.

Ferne wurde 1,3,4-verkniipfte Hexose ebenfalls in 3 der 4 Prion-Priparate gefunden.
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Die 1,3,4-Verkniipfung kann auf eine zu geringe Konzentration der Methylierungsrea-
genzien wihrend der Derivatisierungsreaktion (vgl. 3.6.3) zurlickzufiihren sein. Bei Hexosen
ist die OH-Gruppe in Position 3 diejenige mit der niedrigsten Reaktivitit beziiglich Methy-
lierung. Daher tritt Untermethylierung bevorzugt an dieser Position auf (Flores et al. 2000).
Dass die Priparationen, bei denen 1,3,4-verkniipfte Hexose beobachtet wurde, verstiarkte PK-
Resistenz bzw. PrP-Restanteile zeigten (s. 4.2.1), spricht dafiir, dass die Konzentration der
Methylierungsreagenzien hierdurch herabgesetzt wurde. Daher ist eine Untermethylierung
von tatséchlich 1,4-verkniipfter Hexose in diesen Féllen wahrscheinlich. Im Vergleich mit den

Ergebnissen der Priparationen aus gesunden Hirnen deutet sich auch auf Grundlage der

Tab. 4.13: Zusammenfassung der Verkniupfungsanalysen:
Relative Verhdéltnisse normiert auf 1,4-verknipfte Glucose. Glc = Glucose; Man = Mannose; Gal
= Galactose.

Probe Hexose relative Verhiltnisse detektierter Zuckerverkniipfungen
1,4 1,6- 1,4,6- 1,3,4- 1- ohne
(endstindig) (monomer)

Prion-Scaffold aus Glc: 1 0,2 0,08
PrP 27-30 (AG Man: : : ,
Prusiner)” Gal: - - -
Prion-Scaffold aus Glc: 1
PrP 27-30 (AG Man: 0,14 0,16) 0,09(’) 0.08° ) )
Diringer)” Gal: . . ) '
Prion-Scaffold aus Glc: 1 0,05 < 0,01 < 0,01
PrP 33-35 Man: 0,04 0,099 0,059 -

Gal: - - = = -
Prion-Scaffold aus Glc: 1 0,04 0,11
ScN2a-Zelllysaten Man: 0,03 B 0,39 0,159 -

Gal: 0,11 - - _
PK-Pellet aus Glc: 1
gesunden Man: 0,14 0,329 0,129 ) ) )
Hamsterhirnen"? ¢,;. _ . .
PK-Pellet aus Glc: 1
gesunden Man: 2 0,03 0,039 i i i
Hamsterhirnen™? g,;. _ . -
PK-Pellet aus Glc: 1
gesunden Hirnen Man: 2 _ 0,039 ) 0,1° )
junger Hamster”* /. 0,3

- 0,03
PK-Pellet aus Glc: 1
gesunden Hirnen Man: 1,5 ) 0,039 ) 0,089 )
alter Hamster™> G,/ 0.3
- 0,03

") aus Dumpitak (1998) 2 Material stammt von Tieren gemischter Altersklassen; ¥ aus Weinmann (2001)
Fuc und GIcNAc wurden nicht untersucht; ¥ Alter: 150 d; ° Alter: 246 d; © aufgrund zu geringer Reten-
tionszeitenunterschiede in der GC oder nicht synthetisierbarem Standard nicht genauer zuzuordnen.
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Verkniipfungsanalysen an, dass ein dem Prion-Scaffold &hnliches Polysaccharid Bestandteil
gesunder Hirne ist. Die Ergebnisse von Weinmann (2001) deuten dariiber hinaus auf eine
Zunahme dieses Polysaccharides mit zunehmendem Alter. Eine mdgliche Erklarung hierfiir
wird in 5.1.3 diskutiert. Die Frage, ob ausgeschlossen werden kann, dass es sich bei dem
Prion-Scaffold trotz der Analyseresultate aus gesundem Hirn bzw. N2a-Zellen um ein Arte-

fakt handeln konnte, wird in der zusammenfassenden Diskussion in 5.1 erértert.

4.1.3 Stereochemie des Prion-Scaffold

4.1.3.1 Etablierung der Methodik

Zur Unterscheidung a- und B-glykosidischer Verkniipfungen sind in der Literatur verschie-
dene Methoden beschrieben, die meist auf enzymatischen, chemischen oder massenspektro-
metrischen Methoden, NMR-Spektroskopie oder einer Kombination aus diesen beruhen
(Cancilla et al. 2000, Reddy et al. 1993). Zumeist konnte in diesen Féllen jedoch auf Mikro-
grammmengen der zu analysierenden Zucker zuriickgegriffen werden, was jedoch im Fall des
Prion-Scaffold nicht moglich ist. Daher wurden eine chemische Methode und verschiedene
enzymatische Verdauungen auf ihre Stereospezifitit im pg- bis ng-Malstab getestet. Im
Rahmen einer Diplomarbeit wurde gezeigt, dass in diesen Dimensionen die Methode der
Chromtrioxid-Oxidation (Angyal & James 1970; Hoffman et al. 1972; Hellerqvist &
Sweetman 1990) und enzymatische Verdauungen mit a-Amylase aus Aspergillus oryzae oder
humanem Speicheldriisensekret keine spezifischen Ergebnisse erbrachten (Weinmann 2001).
Daher wurden weitere glykolytische Enzyme beziiglich ihrer Aktivitidt und Stereospezifitit
getestet (s. 3.5.8), und die verdauten Zucker anschlieBend mittels Nanospray-ESI-MS (s.
3.7.4) untersucht. Hierbei konnte mittels Verdauungen von Stédrke, Glykogen bzw. Cellulose
mit o-Glucosidase aus Saccharomyces cerevisiae, B-Glucosidase aus Prunus dulcis var.
amara und Cellulase aus Trichoderma reesei ebenfalls keine zufriedenstellende Unterscheid-
barkeit der a- und B-verkniipften Polysaccharide im pg-Malstab erzielt werden. Es zeigte
sich jedoch, dass Amyloglucosidase aus Aspergillus niger spezifisch Glucose aus Glykogen,
nicht aber aus Cellulose freisetzte. In weiteren Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass
diese spezifische Verdauung fiir Polysaccharidkonzentrationen von bis zu 50 pg/ul detektier-
bar war. Hierbei lag die absolute Nachweisgrenze flir Glucose bei 5 pg/ul in einem Mess-
volumen von 1 pl bei Messungen mittels Nanospray-ESI-TOF-MS (s. 3.7.4). Glucose wurde
dabei durch Signale bei m/z = 203 (Glc + Na“), 181 (Glc + H") und 163 (Glc — H,O + H")
identifiziert, wobei die Signale bei m/z = 181 und 163 nur bei hoheren Glucosekonzentratio-

nen detektierbar waren.
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Abb. 4.5: ESI-TOF-Massenspektren zur Stereochemieanalyse des Prion-Scaffold:

A: Prion-Scaffold aus ~20 ug PrP 27-30, unverdaut. B: Prion-Scaffold aus ~20 ug PrP 27-30 nach
Verdauung mit Amyloglucosidase, die spezifisch a-1,4- und o-1,6-verknUpfte Glucosepolysaccha-
ride unter Freisetzung von Glucose hydrolysiert.

4.1.3.2 Enzymatische Analyse der Stereochemie des Prion-Scaffold

Zur Analyse der Stereochemie des Prion-Scaffold wurden zwei Proben angesetzt, wovon eine
als Vergleichsprobe diente und die andere mit Amyloglucosidase verdaut wurde (s. 3.5.8). Da
PrP 27-30 der AG Prusiner etwa 5-15 % Prion-Scaffold enthalten (Dumpitak 1998), wurden
pro Ansatz Scaffoldmaterial aus ~20 pg PrP 27-30 (= 1-3 ug Prion-Scaffold) eingesetzt. Die
Ergebnisse der Nanospray-ESI-TOF-MS-Messung (s. 3.7.4) sind in Abb. 4.5 gezeigt. Aus
Vergleichsmessungen war abschitzbar, dass die Fliche des Glucosepeaks in der verdauten
Probe in guter Ubereinstimmung mit der Signalstiirke bei Proben vergleichbarer Mengen ver-
dauten Glykogens war. Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass bei der Verdauung des
Prion-Scaffold mit Amyloglucosidase eine adidquate Menge Glucose freigesetzt wurde und

somit die Stereochemie der Bindungen in diesem Polysaccharid a-glykosidischer Natur ist.

4.2 Optimierung der Prion-Scaffold-Préaparation for
Rekonstitutionsexperimente

Fiir Experimente, die Aufschluss dariiber geben konnen, ob das Prion-Scaffold eine fiir die
Infektiositdt von Prionen notwendige Komponente ist, muss das Scaffold in moglichst PrP-

freier Form prépariert werden. In anderen Worten, es ist wiinschenswert bis unabdingbar, bei
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Rekonstitutionsexperimenten, welche die in-vitro-Generierung von Infektiositit zum Ziel
haben, von nicht-infektiosen Materialien auszugehen. Deshalb wurde die Préparation des
Prion-Scaffolds (s. 3.2.2 und Abb. 3.1, S. 31) dahingehend optimiert.

4.2.1 Anfdingliche Préparationen des Prion-Scaffolds

Prion-Scaffold aus Prionrods der Arbeitsgruppen Prusiner und Diringer und eine Vergleichs-
priaparation aus gesunden Hamsterhirnen wurden zunichst nach Dumpitak (1998) prépariert
(s. 3.2.2). Die Priparate wurden mittels Westernblot (s. 3.5.3 und 3.5.5.1) und Bioassays
(s. 3.4 und 3.4.1) auf Rest-PrP und Infektiositit untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle
4.14 aufgelistet. Obwohl mittels Westernblot im Prion-Scaffold aus Prionrods der AG
Prusiner kein PrP mehr detektierbar war, zeigten Bioassays, (s. 3.4.1) eine Restinfektiositdt in
der Priparation. Unter den Annahmen, dass die Nachweisgrenze des Westernblotsystems
unterschritten wurde und die PrP-Menge auch in diesen Konzentrationsbereichen mit der
Infektiositit korreliert, 1dsst sich aus den ermittelten log IDs,-Werten die PrP-Abreicherung
berechnen: Damit ergibt sich fiir Prion-Scaffold aus PrP 27-30 der AG Diringer eine PrP-
Abreicherung um einen Faktor von etwa 1.600, d. h. von eingesetzten 1 pg PrP 27-30 verblie-
ben also etwa 632 pg. Fiir das aus PrP 27-30 der AG Prusiner gewonnene Prion-Scaffold
wurde eine Abreicherung um ca. Faktor 5.700 erzielt, entsprechend verblieben von 1 pg PrP
27-30 ca. 175 pg. Die Unterschiede sind wohl in der Beschaffenheit der beiden Prion-Pra-
parate begriindet. Prionrods der AG Prusiner lieen sich relativ gut in Suspension bringen und
nach PK-Verdauung waren makroskopisch keine sichtbaren Partikel zu erkennen. Prionrods

der AG Diringer dagegen waren schlechter zu suspendieren und enthielten grofere Partikel

Tab. 4.14: Ergebnisse der ersten Prion-Scaffold-Préaparationen: )
Eingesetzte Probenmenge bezogen auf Ausgangsmaterial; WB = Westernblot; HA = Hirn-
dquivalente (1 HA entspricht ~100 ug PrP 27-30); pro Bioassay wurden sechs Hamster eingesetzt.

WB- Eingesetzte = Durchschnittliche log IDs,/100 pg,

Ausgangsmaterial Status Signal Probenmenge Inkubationszeit bzw. log IDsy/HA
fiir im Bioassay [d] Ausgangsmaterial
Prp"
Ausgangsmaterial ~ +++ ~2ug 85,5 +/-3,7 6,82
PrP 27-30 2x 24dh PK- + ~2ug 113,3 +/- 5,8 5,13
. verdaut
(AG Prusiner) 4x24h PK- ; ~8,8 ug 1193 +- 11,6 3,07
verdaut )
Ausgangsmaterial  ++++ ~ 0,04 HA 72 +/- 1 8,17
PrP 27-30 2x 24dh PK- +++ ~ 0,04 HA 87,7 +/-1,1 5,92
. . verdaut
(AG Diringer) 4 x 24 h PK- ++  ~0,19HA 90,2 +/-3.2 4,97
verdaut )
Vergleichspriparat Ausgangsmaterial - ~0,04 HA 199? 0
aus Hirnen 4 x 24 h PK- - ~0,19 HA 19923 0
gesunder Hamster verdaut

" aus Dumpitak 1998); ? Experiment nach 199 d terminiert; ¥ ein Tier wegen Augenentzindung
vorzeitig aus Experiment genommen.



4. Ergebnisse 73

als das Material der AG Prusiner. Nach PK-Verdauung waren ferner makroskopisch Schwe-
beteilchen erkennbar. Auch bei Priaparationen von Prion-Scaffold aus anderen Prionen (s. 4.1)
als dem PrP 27-30 der AG Prusiner wurden dhnlich unvorteilhafte Eigenschaften gefunden.
So war die Prozessierung von PrP 33-35 mit der von PrP 27-30 der AG Diringer vergleichbar.
ScN2a-Zelllysate dagegen waren aufgrund ihrer wachsihnlichen Konsistenz nicht in Suspen-
sion zu bringen und die PK-Verdauung resultierte in einer zdhfliissigen Substanz die makros-
kopisch sichtbare Partikel aufwies. Auf Basis dieser Ergebnisse und denen der Komponenten-
analysen (s. 4.1.1.9) wurde im Folgenden einzig PrP 27-30 der AG Prusiner zur Préparation

des Prion-Scaffold genutzt.

4.2.2 Optimierung des PK-Verdauungsschrities

Eine Moglichkeit der Optimierung lag bei den proteolytischen Verdauungen. Bei den Prépa-
rationen aus 4.2.1 wurden die PK-Verdauungen bei Raumtemperatur in 10 mM Natriumphos-
phatpuffer (NaPi), pH 7,2 durchgefiihrt. PK ist in einem pH-Bereich von 6,5-9,5 iiber mehrere
Stunden aktiv, ihre Aktivitdt ist bei 65 °C jedoch zwdlfmal hoher, als bei 25 °C. Bei Tempe-
raturen iiber 65 °C denaturiert sie allerdings rasch (Ebeling et al. 1974). Dariiber hinaus ist
die Aktivitdt der PK in Gegenwart von manchen Detergenzien, z.B. SDS erhoht (Hilz et al.
1975). Daher wurde die Priparation des Prion-Scaffolds zunédchst dahingehend optimiert, dass
die PK-Verdauungen unter Schiitteln bei 60-62 °C erfolgten (s. 3.2.2). Da ein Zusatz von SDS

das Prion-Scaffold in Losung bringen konnte, wurde hierauf zugunsten der mit der Unloslich-
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Abb. 4.6: Abnahme des PrP-Signals wéhrend der Praparation des Prion-Scaffolds:

Wéhrend der Préparation des Prion-Scaffold wurden Proben entnommen und mittels PAGE und
hochempfindlichem Westernblot mit 3F4-Antikérper auf verbliebenes PrP analysiert. Dabei wurde
jeweils die 790 ng Ausgangsmaterial entsprechende Menge aufgetragen. A = Ausgansmaterial
(PrP 27-30); B = Probe nach Lipidextraktion; € = Probe nach Lipidextraktion und 2 x 24 h PK-Ver-

dauung bei 60-62 °C unter Schitteln; k = Positivkontrolle (1 x 1077 HA = 10 pg PrP 27-30), m =
Molekulargewichtsmarker.



74 4.2 Optimierung der Prion-Scaffold-Préparation fir Rekonstitutionsexperimente

keit verbundenen, einfacheren Aufreinigung des Prion-Scaffolds verzichtet. Auerdem wurde
die Probe vor jeder PK-Zugabe fiir 15 s sonifiziert um PrP-Aggregate zugénglicher zu ma-
chen. Das Resultat dieser verdanderten PK-Verdauung ist in Abb. 4.6 auf der vorherigen Seite
gezeigt. Die Detektion von verbliebenem PrP in Prion-Scaffoldpréiparaten geschah dabei mit
Hilfe eines hochempfindlichen Westernblotsystems (s. 3.5.5.2) nach dem Protokoll von
Thomzig et al. (2003). Wie man sicht, war trotz dieser Optimierungen PrP 27-30 im
préaparierten Prion-Scaffold detektierbar. Das in Spur C detektierte Rest-PrP entsprach etwa
10° HA PrP 27-30, also ~100 pg PrP 27-30. Hieraus ergab sich somit eine PrP-Abreicherung
um etwa Faktor 7.900, womit von 1 pg PrP 27-30 ca. 127 pg verblieben. Im Vergleich zu den
in 4.2.1 gezeigten Ergebnissen war dies zwar eine Verbesserung, jedoch nicht ausreichend um

nicht-infektioses Prion-Scaffold zu praparieren.

4.2.3 Denaturierung und Prdzipitation

Eine weitere Optimierungsoption lag in der Aufweichung bzw. Auflosung der Prion-Aggre-
gate vor der PK-Verdauung. Es ist bekannt, dass durch Inkubation mit Guanidiniumthiocya-
nat (GdnSCN) Prion-Aggregate aufgelockert werden und, damit verbunden, ihre Protease-
resistenz erheblich sinkt (Serban et al. 1990; Madec et al. 1997; Manuelidis 1997). Daher
wurde PrP 27-30 nach dem Lipidextraktionsschritt (s. 3.2.2) zunidchst in 4,5 M GdnSCN
denaturiert und anschliefend mittels Methanol-Fallung prézipitiert. Das Ergebnis ist in Abb.
4.7 nach Optimierung gezeigt. Hier war in Prion-Scaffold aus 1 pg PrP 27-30 kein PrP mehr

[m[-]A]-|k]k]|
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Abb. 4.7: Rest-PrP nach optimierter Préparation des Prion-Scaffold:

Prion-Scaffold wurde mittels PAGE und hochempfindlichem Westernblot mit 3F4-Antikérper auf
verbliebenes PrP analysiert. Die Probe entsprach 1 ug PrP 27-30 Ausgangsmaterial. A = Prion-
Scaffold nach Lipidextraktion, GdnSCN-Denaturierung, MeOH-Prézipitation und 2 x 24 h PK-Ver-

dauung bei 60-62 °C; k, = Positivkontrolle (1 x 107 HA = 100 pg PrP 27-30);. k, = Positivkon-
trolle (1 x 1077 HA = 10 pg PrP 27-30); m = Molekulargewichtsmarker.



4. Ergebnisse 75

detektierbar. Die Nachweisgrenze des hochempfindlichem Westernblotsystems betrug 107
HA, also ~10 pg PrP 27-30. Das somit von 1 ug PrP 27-30 im Hochstfall <10 pg verblieben
betrug die PrP-Abreicherung mehr als Faktor 100.000. Das so préparierte Prion-Scaffold
wurde darauthin fiir Rekonstitutionsversuche verwendet. Die aus Infektionsstudien folgenden
Schliisse auf die Abreicherung von PrP 27-30 in den optimierten Pridparationen des Prion-
Scaffold sind in 4.4.4 diskutiert.

4.3 Einfluss von Polysacchariden auf die in-vitro-Konversion von PrP

Das von Post ef al. (1998) beschriebene in-vitro-Konversionssystem (s. 3.8.4) wurde adap-
tiert, um Prion-Scaffold und PrP¢ als Koaggregat zu rekonstituieren. Da nur geringe Mengen
an Prion-Scaffold und PrP¢ zur Verfiigung standen, wurde der Einfluss eines hochpolymeren
Glucosescaffolds auf Strukturdnderung und Aggregation des PrP anhand verschiedener

Modellsaccharide und rekombinant hergestelltem PrP (rec PrP) untersucht.

10000

7500
| A |ohne Glykogen | B | 0,2 % SDS
5000 -
_ 5000 =
3 ]
g /”,‘0.01% SDS £
< <
N\ ~
B 1 A
x 3
i o
3 o
= % v
5; = v ~ ohne Glykogen
-5000 |- é,"‘/‘"'/h "1 mg/ml Glykogen
5000 - <55
~ 10 mg/ml Glykogen
8500 E— 1 1 6500 I . 1 f 1 .
185 200 220 240 260 195 200 220 240 260
Wellenlénge [nm] Wellenlénge[nm]
13000 - 7500
| C | 0,05 % SDS ‘ D | 0,01 % SDS
10000 |-
5000
\\
= \ =
] \ o
£ v £
o AY e
~ \ ~
:E, 0 \ 11 mg/ml Glykogen (\g 0
X Sy s X =
o |\ ¥  _Z o
= |\ Yy S 3
H - H
‘ \_‘u“ 710 mg/ml Glykogen
_ohne Glykogen "'-ﬂ‘.n" -5000 - ¥ ohne Glykogen
-11000 1 . St . 1 . 6500 I . ] . 1 .
195 200 220 240 260 195 200 220 240 260
Wellenldnge[nm] Wellenlénge[nm]

Abb. 4.8: CD-Spektren von rec SHaPrP(29-231) in Abhéngigkeit von SDS und Glykogen:

Alle Proben wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 angesetzt und bei 37 °C inkubiert. CD-Spektren wur-
den 10 min nach Probenansatz aufgenommen. Die Abbildungen zeigen A: die Sekundérstruktur
von rec SHaPrP(29-231) bei verschiedenen SDS-Konzentrationen und B-D: bei 0,2 % SDS, 0,05 %
bzw. 0,01 % SDS in Gegenwart verschiedener Glykogenkonzentrationen.
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4.3.1 Einfluss von Polysacchariden auf die Sekunddrstruktur und Léslichkeit von PrP

4.3.1.1 Untersuchungen mit Glykogen

Das in-vitro-Konversionssystem (Post et al. 1998) beruht auf Struktur- und Aggregationszu-
standsdanderungen von PrP in Abhéngigkeit von der SDS-Konzentration. So wurde bereits flir
rec SHaPrP(29-231) bzw. rec SHaPrP(90-231) gezeigt, dass es in 0,2 % SDS monomer-
l16slich vorliegt und a-helikale- sowie random-coil-Strukturanteile aufweist. Bei Verdiinnung
auf ca. 0,05 % SDS nehmen die a-helikalen Strukturanteile zu. Verdiinnt man SDS weiter auf
etwa 0,03 %, so ist eine Erhohung des -Faltblattanteils in der Struktur zu sehen, sowie unter-
halb 0,03 % SDS beginnende Aggregation bis zur totalen Unloslichkeit bei <0,01 % SDS
(Jansen et al. 2001; Birkmann 2000).

Diese Struktur- und Aggregationszustandsdnderungen wurden in Anwesenheit verschie-
dener Modellsaccharide untersucht (s. 3.8.1). Hierbei wurde insbesondere Glykogen aufgrund
struktureller Ahnlichkeiten zum Prion-Scaffold verwendet (s. Diskussion). Abb. 4.8 auf der
vorherigen Seite zeigt die Ergebnisse der Sekundéarstrukturanalysen mittels Circulardichrois-
mus (CD-)Spektroskopie (s. 3.8.2) von rec SHaPrP(29-231) bei verschiedenen SDS- und
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Abb. 4.9: Aggregationsverlauf Gber die Zeit in Abhdngikeit von Glykogen und SDS:

Alle Proben wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 angesetzt und bei 37 °C inkubiert. CD-Spekiren
wurden 10 min, 24 h und 48 h nach Probenansatz aufgenommen um die mit fortschreitender
Aggregation einhergehende Abnahme des CD-Signals zu dokumentieren. Die einzelnen Abbildun-
gen zeigen rec SHaPrP(29-231) A-C: in 0,01 % SDS jeweils bei verschiedenen Glykogenkonzentra-
tionen und , B: in 0,01 % SDS und 1 mg/ml Glykogen, C: in 0,01 % SDS und 10 mg/ml Glykogen
und D: in 0,05 % SDS und 10 mg/ml Glykogen.
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Abb. 4.10: Léslichkeit von rec SHaPrP(29-231) in Abhéngigkeit von SDS und Glykogen:

Alle Proben wurden in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2 angesetzt und bei 37 °C Gber 48 h
inkubiert. Nach differenzieller Ultrazentrifugation wurde die Verteilung von léslichem und
unléslichem PrP auf Uberstand und Pellet mittels PAGE/Silberférbung (Proben bei 0,2 und 0,01 %
SDS) oder PAGE/Westernblot (Proben bei 0,05 % SDS) analysiert.

Glykogenkonzentrationen. In Abb. 4.8.A sind die oben beschriebenen Anderungen der
Sekundérstruktur von rec SHaPrP(29-231) in 0,2, 0,05 und 0,01 % SDS zu sehen. In 0,2 %
SDS zeigte die Anwesenheit von Glykogen im Konversionssystem keinen Einfluss auf das
Verhalten des PrP (s. Abb. 4.8.B). Auch in 0,05 % SDS hatte 1 mg/ml Glykogen keinen Ein-
fluss, die Anwesenheit von 10 mg/ml Glykogen induzierte jedoch einen Strukturverschiebung
zu hoheren B-Struktur-Anteilen (s. Abb. 4.8.C). In 0,01 % SDS zeigten alle Proben diese
Struktur, allerdings wies die Abnahme des CD-Signals auf eine, mit zunehmender Glykogen-
konzentration, beschleunigte Aggregation des rec PrP hin (s. Abb. 4.8.D). Die Beobachtung
der Proben mittels CD-Spektroskopie liber 48 h bestitigte die Beschleunigung der PrP-Aggre-
gation durch Anwesenheit von Glykogen im Konversionssystem, was in Abbildung 4.9 auf
der vorherigen Seite dargestellt ist. Hierbei zeigte rec PrP in 0,05 % bei Anwesenheit von
10 mg/ml Glykogen (s. Abb. 4.9.D) ein dhnliches Verhalten wie rec PrP ohne Glykogen in
0,01 % SDS (s. Abb. 4.9.A). Die in Abbildung 4.10 dargestellte Untersuchung der Loslichkeit
mittels differentieller Ultrazentrifugation (s. 3.8.4) zeigte, dass alle Ansétze bei 0,2 % SDS
16slich und bei 0,01 % SDS unloslich waren. Bei 0,05 % SDS waren Proben ohne und mit
2 mg/ml Glykogen 16slich, Proben mit 10 mg/ml Glykogen dagegen zu etwa 2/3 unléslich.
Bei weiteren Experimenten (Daten nicht gezeigt) konnten diese Ergebnisse auch bei
pH 5 und mit rec SHaPrP(90-231) reproduziert werden. Bei Messungen mittels Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie (FCS) (s. 3.8.3), die mit Alexa 488-markiertem rec SHaPrP(29-
231) durchgefiihrt wurden, konnte keine vergleichende Aggregationskinetik ermittelt werden.
Bereits 30 s nach Probenansatz (Totzeit dieser Methode) waren im Gegensatz zur Kontrolle in
den Proben mit 10 mg/ml Glykogen die PrP-Aggregate zu grof3, um Diffusionszeiten ermit-
teln zu kénnen. Abbildung 4.11 auf der nichsten Seite zeigt Uberlagerungen von Fluores-
zenzfluktuationskurven der jeweils ersten fiinf Minuten Messzeit. In 4.11.A sieht man
eindeutig, dass ohne Glykogen innerhalb dieser Zeit keine Bursts in der Fluoreszenzintensitit
und somit keine groBeren PrP-Aggregate zu beobachten waren. In Anwesenheit von 10 mg/ml

Glykogen dagegen wurde bereits in den ersten fiinf Minuten der SDS-induzierten PrP-
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Abb. 4.11: Aggregation von rec SHaPrP(29-231) in Abhéngigkeit von Glykogen:

In allen Ansétzen wurde rec SHaPrP(29-231) mit Alexa-488-markiertem rec SHaPrP(29-231) in
10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7.2 auf die angegebenen Bedingungen eingestellt und sofort
FCS-Messungen & 60 s Gber 1 h durchgefuhrt. Dargestellt ist jeweils eine Uberlagerung der ersten
funf Fluoreszenz-Fluktuationsmessungen. A: In 0.01 % SDS ohne Glykogen waren innerhalb der
ersten funf Minuten keine ,Fluoreszenzbursts” zu beobachten. B: In Anwesenheit von 10 mg/ml
Glykogen jedoch war in diesem Zeitraum eine grofie Zahl von ,Fluoreszenzbursts” detektierbar,
die auf Anwesenheit einer Vielzahl von rec PrP-Aggregate zurickzufihren ist.
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Aggregation eine Vielzahl von Fluoreszenzbursts detektiert, die auf eine beschleunigte
Aggregation und grofle Zahl von Aggregaten hindeuten. Eine derartige Beschleunigung und
Forderung von Aggregation ist nur durch einen keiminduzierten Mechanismus zu erkéren.

Glykogenmolekiile scheinen daher als Keime fiir die PrP-Aggregation dienen zu kénnen.



4. Ergebnisse 79

4.3.1.2 Untersuchungen mit anderen Modellsacchariden

Zur Untersuchung der Spezifitit der beobachteten Effekte wurden der Einfluss weiterer Mo-
dellsaccharide auf das Verhalten von PrP im in-vitro-Konversionssystem untersucht. Hierzu
wurden zunédchst a-Methylglucosid als Beispiel fiir Monosaccharide und B-Cyclodextrin als
Beispiel fiir eine Helixwindung eines a-1,4-verkniipften Glucosepolymers verwendet. Beide
Zucker hatten den Vorteil, dass sie bei den CD-Messungen keinen bzw. nur wenig Hinter-
grund erzeugten. In Abb. 4.12 sind die Einfliisse von a-Methylglucosid und -Cyclodextrin
dargestellt. Die gewéhlten Konzentrationen waren auf die Anzahl Glucosyleinheiten abge-
stimmt, die bei den Experimenten mit Glykogen verwendet wurden (ca. 5,5 und 55 pumol/ml
Glucosylreste). Wie in Abb. 4.12 A zu sehen ist, zeigte a.-Methylglucosid keinen Einfluss auf
die Struktur von PrP bei 0,05 % SDS. B-Cyclodextrin dagegen (s. Abb. 4.12 B) hatte bei
dieser SDS-Konzentration einen groen Einfluss auf die Einstellung der PrP-Struktur. Schon
eine P-Cyclodextrin-Konzentration von 0,9 mg/ml verursachte einen erhohten B-Struktur-
anteil im Protein sowie beginnende Aggregation innerhalb von 24 h. Die Probe mit 9 mg/ml
B-Cyclodextrin zeigte bereits 10 min nach Ansetzen der Proben kein messbares CD-Signal
mehr, was auf eine komplette Aggregation des PrP hindeutete.

In weiteren Experimenten wurde rec SHaPrP(29-231) in 10 mM Natriumacetatpuffer,
pH 4 mit und ohne a-Methylglucosid, Glykogen und B-Cyclodextrin in den oben beschrie-
benen Konzentrationen ohne SDS-Zusatz inkubiert. Alle Proben zeigten iiber 7 d a-helikal
dominierte PrP-Struktur und blieben nach differentieller Ultrazentrifugation 16slich im Uber-
stand (Daten nicht gezeigt). Auch Proben von rec SHaPrP(90-231), welche in 10 mM NaPi,
pH 7,2 ohne SDS-Zusatz iiber 48 h bei 37 °C inkubiert wurden, zeigten keinen Unterschied
mit und ohne Zusatz von Modellsacchariden: In allen Proben wurde eine a-helikal dominierte

PrP-Struktur beobachtet, die mit einer langsamen Signalabnahme {iber die Zeit einherging

(Daten nicht gezeigt).

6000 6000

5000 | A | 0,05 % SDS 5000 | B | 0,05 % SDS
5 | 5

£ L £

o ©

~ ~

£ £ 9 mg/ml p-Cyclodextrin

Q o . |

20 o 0 - =

¥ ¥y

S, o,

F 3

S < *0.9 mg/ml p-Cyclodextri

S IR N A NNy g 0.9 mg/ml p-Cyclodextrin
e -
5000 11 mg/ml a-MeGlc 5000 |-
. "k lod
= V™ ~ kein p=Cyclodextrin
p w2 1,1 mg/ml a-MeGlc i
-9000 L—! — ' ; ' ; -9000 L—1 ; ' ; . :
195 200 220 240 260 195 200 220 240 260
Wellenlénge[nm] Wellenlénge[nm]

Abb. 4.12: CD-Spekiren mit a-Methylglucosid und B-Cyclodextrin bei 0,05 % SDS:

Alle Proben wurden in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2 angesetzt und bei 37 °C inkubiert.
Die CD-Spektren wurden 24 h nach Probenansatz aufgenommen. Die Abbildungen zeigen CD-
Spektren von rec SHaPrP(29-231) bei 0.05 % SDS in Gegenwart verschiedener Konzentrationen
von A: a-Methylglucosid (a.-MeGlc) und B: 3-Cyclodextrin.
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Abb. 4.13: Léslichkeit von PrP in Abhéngigkeit von SDS-Konzentration und Sacchariden:

Alle Proben wurden in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2 angesetzt und bei Raumtemperatur
for 5 d inkubiert. Nach differentieller Ultrazentrifugation wurde die Verteilung von 16slichem und
unléslichem PrP auf Uberstand und Pellet mittels Dot-Blot analysiert. Alle verwendeten Zuckerkon-
zentrationen enthielten ~55 umol/ml Glucose.

4.3.1.3 Léslichkeit von PrP in Abhdngigkeit von SDS bei verschiedenen Zuckern

Die SDS-abhingige Loslichkeit von rec SHaPrP(29-231) in Anwesenheit verschiedener Mo-
dellsaccharide wurde genauer bestimmt. PrP-Proben wurden auf SDS-Konzentrationen von
0,01-0,06 % SDS eingestellt und mit verschiedenen Sacchariden bei Raumtemperatur fiir 5 d
inkubiert. AnschlieBend erfolgte differentielle Ultrazentrifugation (s. 3.8.4) und Dot-Blotana-
lyse (s. 3.5.4) der Verteilung von PrP auf Uberstand- und Pelletfraktionen. Die Ergebnisse
sind in Abb. 4.13 dargestellt. Wie man sieht, zeigten die Proben mit 11 mg/ml a-Methyl-
glucosid keine Veridnderung verglichen mit den Proben ohne Saccharidzusatz. 10 mg/ml Gly-
kogen dagegen verschob die Loslichkeitsgrenze von PrP um etwa 0,015 % hin zu héheren
SDS-Konzentrationen. Die Proben mit 10 mg/ml Stérke und 9 mg/ml B-Cyclodextrin dagegen

waren bei allen gemessenen SDS-Konzentrationen unldslich.

4.3.2 Einflisse von Glykogen auf die SDS-Konzentration und cmc von SDS

Um Hinweise zu bekommen, ob die beobachteten Effekte beziiglich Loslichkeit und Struktur-
anderung des PrP auf eine Wechselwirkung der Saccharide mit PrP oder mit SDS zuriickzu-
fiihren sind, wurden die freie SDS-Konzentration mit Hilfe der Methylenblau-Methode (s.
3.3.3) bestimmt. Hierzu wurden SDS-Konzentrationsreihen mit und ohne 10 mg/ml Glykogen
angesetzt und anschlieBend differentiell ultrazentrifugiert (s. 3.8.4). Die SDS-Konzentration
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Abb. 4.14: Abhéngigkeit der freien SDS-Konzentration von der Einwaage-Konzentration
des SDS in Anwesenheit von Glykogen:

Proben einer SDS-Konzentrationsreihe wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 mit und ohne 10 mg/ml
Glykogen Gber 24 h bei 37° C inkubiert. Nach differentieller Ultrazentrifugation wurde die SDS-
Konzentration des Uberstandes ermittelt und gegen die urspringlich eingestellte SDS-Konzen-
tration aufgetragen.

des Uberstandes wurde anschlieBend bestimmt. Abb. 4.14 zeigt die Ergebnisse einer solchen
Messung. Offensichtlich war die freie SDS-Konzentration bei Proben mit Glykogen erheblich
niedriger als bei Ansédtzen ohne Glykogen. Die relative Abweichung von der jeweiligen Ein-
waage-Konzentration an SDS betrug im Mittel 53 %. Bei anderen Experimenten wurden auch
bis zu 70 % Abweichungen von der Einwaage-Konzentration beobachtet.

Dartiber hinaus wurde die kritische micellare Konzentration (cmc) von SDS in 10 mM
NaPi, pH 7,2 mit und ohne 10 mg/ml Glykogen bestimmt. Die Methode beruht auf der
Fluoreszenzerh6hung des Farbstoffes 1-Anilino-8-sulfonséure (s. 3.3.4), die u.a. durch Wech-
selwirkung mit Micellen induziert wird. Abb. 4.15 zeigt auf der folgenden Seite eine Auswer-
tung dieser Experimente. Gemittelt ergaben vier unabhédngige Experimente eine cmc von
0,115 % SDS in 10 mM NaPi und von 0,129 % SDS in Anwesenheit von 10 mg/ml Glyko-
gen. Wie in Abb. 4.15 auf der nichsten Seite dargestellt ist, liegt die Abweichung in der cmc
aufgrund der Wechselwirkung von ANS mit Glykogen im Rahmen der experimentellen
Schwankungsbreite und daher ist die cmc als unveridndert anzusehen. Deswegen kann ausge-
schlossen werden, dass Glykogen die cmc von SDS soweit veridndert, dass die Abweichungen
der SDS-Konzentration in Anwesenheit von Glykogen auf die Bildung von SDS-Micellen
zurlickzufiihren wire.
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Abb. 4.15: Kritische micellare Konzentration von SDS mit und ohne Glykogen:

Alle Proben wurden in 10 mM Napi, pH 7,2 mit 1T mM 1-Anilino-8-sulfonséure (ANS) angesetzt.
FUr die abgebildeten Titrationen ergab sich eine kritische micellare Konzentration von ~0.113 %
for SDS ohne und von 0.13 % fur SDS mit Glykogen. Ohne Glykogen (Dreiecke): Unterhalb der
kritischen micellaren Konzentration (cmc) bindet der Farbstoff an SDS mit nur sehr schwacher Fluo-
reszenzzunahme. Oberhalb der cmc tritt eine lineare Fluoreszenzerh6hung durch Wechselwirkung
mit Micellen auf. Aufgrund des Titrationsverlaufes wird die cmc aus dem Schnittpunkt der beiden
linearen Bereiche ermittelt werden. 10 mg/ml Glykogen (Quadrate): Unterhalb der cmc bindet
nicht an SDS-gebundenes ANS unter Fluoreszenzerhé6hung an Glykogen. Mit zunehmender SDS-
Konzentration sinkt daher die Fluoreszenz mit zunehmernder SDS-Konzentrationen. Oberhalb der
cmc tritt erneut Fluoreszenzerhdhung, diesmal durch Wechselwirkung mit SDS-Micellen auf.
Aufgrund der Titrationskurve wird die cmc in diesem Fall aus dem Minimum der Kurvefunktion
ermittelt. Aufgrund der zusétzlichen Fluoreszenzerhéhung durch Bindung von ANS an Glykogen
liegt die ermittelte Abweichung in der cmc im Rahmen der experimentellen Schwankung und
daher eher als unverdndert anzusehen.

Die Ergebnisse der SDS-Konzentrationsbestimmung zeigen also, dass Glykogen die
freie SDS-Konzentration beeinflussen kann. Verglichen mit den Ergebnissen des Einflusses
auf die Loslichkeit von PrP (s. 4.3.1.3) und denen der cmc-Bestimmung, sind die dort beo-
bachteten Effekte weitaus schwicher, als es die Abweichung in der SDS-Konzentration von
mehr als 50 % vermuten lisst. Daher muss die Wechselwirkung von SDS-Molekiilen mit Gly-
kogen sehr viel schwicher sein, als die von SDS-Molekiilen mit PrP bzw. von SDS-Molekii-
len mit sich selbst innerhalb von Micellen. Dennoch kann aus diesen Experimenten nicht aus-
geschlossen werden, dass die Wechselwirkung von SDS und Glykogen zu den beobachteten
Effekten beitrug.
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4.3.3 Einflisse von Polysacchariden auf die PK-Resistenz von PrP-Aggregaten

Ob Polysaccharide einen Einfluss auf die Protease-Resistenz von PrP-Aggregaten haben
wurde mittels Proteinase-K (PK-)Verdauung gepriift. Hierzu wurde rec SHaPrP(29-231) in
10 mM NaP1i, pH 7,2 und 0,01 % SDS iiber 3 d bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde von
jeder Probe eine Zeitreihe iiber die PK-Verdauung aufgenommen (s. 3.5.7) und PrP mittels
PAGE/Westernblot/immunologischem Proteinnachweis (s. 3.5.1, 3.5.3 und 3.5.5.1) ana-
lysiert. Anfangliche Experimente deuteten auf eine hohere PK-Resistenz von PrP-Aggregaten
hin, wenn die Aggregation zuvor in Anwesenheit von 10 mg/ml Glykogen stattgefunden hatte

(Daten nicht gezeigt). Dies war jedoch nicht reproduzierbar. Bei weiteren Experimenten von
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Abb. 4.16: PK-Resistenz von rec PrP-Aggregaten mit verschiedenen Polysacchariden:

Die Aggregation von rec SHaPrP(29-231) erfolgte Gber 3 d bei 37 °C in 10 mM NaPi, pH 7,2 und
0,01 % SDS. A: ohne Saccharide, B: mit 10 mg/ml Glykogen, C: mit 5 mg/ml -Cyclodexirin, D:
mit 2 mg/ml Heparansulfat, E: mit 5 mg/ml B-Cyclodextrin und 2 mg/ml Heparansulfat und F: mit
10 mg/ml Glykogen und 2 mg/ml Heparansulfat. AnschlieBend wurde Proteinase K mit einer
Endkonzentration von 20 ng/ul zugegeben und Uber die angegebenen Zeiten verdaut. Die
Zeitreihen wurden anschlielend mittels PAGE/Westernblot analysiert. Hierbei wurde rec
SHaPrP(90-231) als Kontrolle aufgetragen (Bande K).
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denen typische Ergebnisse in Abb. 4.16 auf der vorangegangenen Seite dargestellt sind,
zeigten PrP-Aggregate bei Glykogenanwesenheit (s. Abb. 4.16.B) schwichere bis annédhernd
identische PK-Stabilitét, verglichen mit der Kontrolle (s. Abb. 4.16.A). Die Anwesenheit von
9 mg/ml B-Cyclodextrin (s. Abb. 4.16.C) fiihrte im allgemeinen zu einer anndhernd identi-
schen bis schwach erhohten PK-Resistenz gegeniiber den Kontrollaggregaten. Das Glykos-
aminoglykan Heparansulfat (HS), das als Beispiel fiir geladene sulphatierte Polysaccharide
verwendet wurde, fiihrte in einer Konzentration von 2 mg/ml zu einer mit der Kontrolle iden-
tischen, bis leicht schwicheren PK-Stabilitit (s. Abb. 4.16.D). Da Glykosaminoglykane eben-
falls als Bestandteil von Prionen beschrieben sind (s. 1.3.4) wurde HS auch in Kombination
mit anderen Sacchariden verwendet. Hierbei zeigte die Anwesenheit einer Kombination von
HS und B-Cyclodextrin eine leicht erhohte PK-Resistenz verglichen mit der Kontrolle (s.
Abb. 4.16.E). Die gleichzeitige Anwesenheit von Glykogen und HS fiihrte meist zu einer
identischen bis leicht schwicheren PK-Resistenz, dargestellt in Abb. 4.16.F. Bei dieser Probe,
dominierte beim Abbau des PrP ein Fragment bei etwa 14 kDa. Dieses Fragment lauft auf
gleicher Hohe im Gel, wie rec SHaPrP(90-231), das von seiner Sequenz dem N-terminal
verkiirzten PrP 27-30 entspricht. Eine leichte Akkumulation dieses Abbauproduktes wurde
bei fast allen PrP-Proben beobachtet, die in Anwesenheit von HS und/oder Glykogen
aggregierten. Dennoch wurde dieses Fragment auch in den Kontrollen, allerdings iiber die
gesamte PK-Verdauung gleichbleibend stark detektiert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass alle untersuchten Ansidtze PK-Resistenz
aufwiesen. Da Aggregationsreaktionen keine Gleichgewichtsreaktionen sind, scheint es je-
doch fragwiirdig, ob die Ergebnisse der einzelnen Ansitze miteinander vergleichbar sind.
Dies wird durch die teilweise stark schwankenden Ergebnisse und schlechte Reproduzierbar-

keit gestiitzt.

4.3.4 Lichtmikroskopische Struktur der PrP-Aggregate

Bei geniigend hoher PrP-Konzentration entstehen durch die in-vitro-Konversion in 10 mM
NaPi, pH 7,2 und 0,01 % SDS lichtmikroskopisch sichtbare Aggregate (s. 3.9.1). Abb. 4.17
auf der folgenden Seite zeigt solche Aggregate von rec SHaPrP(29-231), die ohne Glykogen
und in Anwesenheit von 10 mg/ml Glykogen entstanden. Verglichen mit den Kontrollproben
wiesen die Proben mit Glykogen weit mehr Aggregate auf. Diese waren grofB3tenteils kleiner,
lichtmikroskopisch dichter und feiner strukturiert als bei den Proben ohne Glykogen.
Glykogen alleine wurde in Form einer Verteilung kleiner punktformiger Strukturen liber die
gesamte Probe beobachtet (nicht gezeigt). Augenscheinlich dienten diese Strukturen als
Keime fiir PrP-Aggregate, die daher hdufiger aber auch kleiner waren als in den Ansitzen
ohne Glykogen. Innerhalb einer Woche wurden die PrP-Aggregate mit und ohne Glykogen
grofler, wobei jedoch die grundlegenden Unterschiede zwischen beiden Ansdtzen erhalten

blieben (Daten nicht gezeigt).
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Aggregate von rec SHaPrP(29-231) ohne Glykogen

Abb. 4.17: Lichtmikroskopische Struktur der PrP-Aggregate:

Die Aggregation von rec PrP erfolgte Uber 24 h bei 37 °C in 10 mM NaPi, pH 7,2 und 0,01 % SDS.
Dann wurden die Proben mittels Phasenkontrastmikroskopie analysiert. Die linke und mittlere Teil-
abbildung zeigen unterschiedliche Bilder des jeweiligen Ansatzes mit 250-facher Vergréfierung.
Die rechte Teilabbildung zeigt jeweils einen Ausschnitt der mittleren mit 400-facher Vergréfierung.

4.3.5 Ultrastruktur der PrP-Aggregate

Fiir diese Untersuchungen wurde rec SHaPrP(29-231) iiber 1 Woche in 10 mM NaPi, pH 7,2,
0,01 % SDS und ggf. 10 mg/ml Glykogen inkubiert. Nach differentieller Ultrazentrifugation
(s. 3.8.4) und Ammoniummolybdatfarbung (s. 3.9.3) wurden die Proben elektronenmikros-

kopisch untersucht. Bei den Proben ohne Glykogen wurden nur amorphe Aggregate beobach-

Abb. 4.18: Elektronenmikroskopische Struktur von PrP-Aggregaten:

Proben von rec SHa-PrP(29-231) wurden Uber 1 Woche bei 37 °C in 10 mM NaPi, pH 7,2 und
0,01 % SDS inkubiert. Nach differentieller Ultrazentrifugation und Féarbung mit Ammoniummolyb-
dat wurden die Proben mittels Elekironenmikroskopie analysiert. A: PrP 27-30-Fibrillen; B: rec
SHaPrP(29-231) liegt nach Aggregation in Form amorpher Aggregate vor; C: rec SHaPrP(29-231)
liegt nach Aggregation in Anwesenheit von 10 mg/ml Glykogen hauptséchlich in Form amorpher

Aggregate vor. Zusétzlich waren stdbchenartige Strukturen zu beobachten. (Aufnahmen von K.-W.
Leffers).
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tet. In Abb. 4.18.B ist hierfiir ein Beispiel dargestellt. Oftmals waren diese Aggregate so grof3,
dass sie elektronenmikroskopisch nicht analysierbar waren. Diese amorphen Aggregate domi-
nierten auch die Ultrastruktur der Proben mit 10 mg/ml Glykogen. Bei diesen Proben wurden
jedoch zusitzlich auch stidbchenartige Strukturen gefunden, fiir die in Abb. 4.18.C ein
typisches Beispiel gezeigt ist. Diese stibchenartigen Strukturen endeten in allen beobachteten
Féllen in amorphen Aggregaten. Zum Vergleich ist in Abb. 4.19.A die Ultrastruktur von
Prionrods dargestellt, deren Hauptkomponente PrP 27-30 ist.

4.3.6 Koaggregationsnachweis

4.3.6.1 Etablierung der Methodik

Um eine Koaggregation von PrP mit dem Prion-Scaffold in Rekonstitutionsexperimenten
sicherzustellen, sollte der Nachweis flir die Koaggregation von Glykogen und rec SHaPrP
erbracht werden. Da das Prion-Scaffold etwa 5-15 % der Prion-Aggregate ausmacht, musste
die Nachweisgrenze fiir Glykogen wenigstens im dreistelligen Nanogrammbereich liegen,
damit der Rahmen des verfiigbaren rec PrP eingehalten werden konnte.

Zuerst wurde ein Nachweisverfahren fiir Glykogen anhand der ,,lod/Starke“-Reaktion
entwickelt. Hierbei wurde Glykogen zundchst durch langsames Auftropfen auf eine Nitro-
cellulose- oder Mischestermembran und nachfolgender Trocknung fiir 1 h bei 80 °C miBig
immobilisiert. Nach Anfarbung mit lod/Kaliumiodidlosung lag die Nachweisgrenze fiir
Glykogen nach verschiedenen Optimierungen im einstelligen pg-Bereich.

Da sich bei den ersten Versuchen die Immobilisierung von Glykogen schwierig gestal-
tete, wurde hiernach das Glykogen-bindende Lektin Concanavalin A (ConA) immobilisiert an
Mikrotiterplatten verwendet. Nach Bindung von Glykogen an die Mikrotiterplatten sollte
dieses in einer Art ,,Sandwich“-Verfahren mittels Peroxidase- oder fluoreszenzmarkiertem
ConA (s. 2.5) nachgewiesen werden. Jedoch lag die Nachweisgrenze mittels dieser Methodik
noch hoéher als bei der lod-Methode.

AnschlieBend sollte die Koaggregation von Glykogen und PrP im Zweistrahl-FCS
mittels Fluoreszenz-Intensitits-Distributions-Analyse (FIDA) (s. 3.8.3) nachgewiesen wer-
den. Messungen erfolgten mit Alexa 633-markiertem rec SHaPrP(29-231) (s. 3.2.4) und
FITC-markiertem ConA (s. 2.5) als Fluoreszenzsonde fiir Glykogen. Zwar deuteten die Er-
gebnisse eine Koaggregation an, jedoch waren die Messungen nicht eindeutig auswertbar. So
iiberlagerten einerseits Streueffekte von Glykogen mit ConA-FITC die Messungen, ander-
erseits wurde ConA-FITC zu kleinen Teilen auch ohne Glykogen in PrP-Aggregate einge-
baut. Ein monoklonaler Maus-anti-Glykogen-Antikorper (Garcia-Rocha et al. 2001) (s. 2.4)
war nicht in ausreichender Menge verfligbar, um ihn zur Verwendung in der FCS mit einem
Fluorophor zu koppeln. Jedoch war der Nachweis von Koaggregation mittels Fluoreszenz-

mikroskopie bei Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpers (s. 2.4) moglich.
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4.3.6.2 Fluoreszenzmikroskopie zum Nachweis von Koaggregation
Die Proben wurden wie unter 3.9.2 beschrieben fiir 24 h in 10 mM NaPi, pH 7,2 und 0,01 %

SDS inkubiert und anschlieBend mit Anti-Glykogen- und GaM-Cy2-Antikorper behandelt.
Die Ergebnisse der Untersuchungen mittels konfokaler laserscanning Mikroskopie sind in
Abb. 4.19 dargestellt. In Proben mit 10 mg/ml Glykogen, war eine Verteilung von punkt- bis
kreisformigen Strukturen zu erkennen, die mit einer Cy2-Fluoreszenz einhergingen (s. Abb.
4.19.A). In Proben mit Alexa-633-markiertem rec SHaPrP(29-231) waren kleine amorphe
Strukturen erkennbar, die mit der Fluoreszenz von Alexa 633 einhergingen (s. Abb. 4.19.B).
In den Proben mit 10 mg/ml Glykogen und rec SHaPrP(29-231) waren beide Strukturen
erkennbar. Nur ein geringer Teil der, zumeist kleineren, Alexa 633-positiven, amorphen
Aggregate liel keine Kolokalisation mit den Cy2-positiven Strukturen erkennen. Der grofite

Teil der Alexa 633-positiven Strukturen war mit mindestens einer Cy2-positiven Struktur

A: Glykogen B: rec PrP

C1: rec PrP + Glykogen C2: rec PrP + Glykogen

Abb. 4.19: Fluoreszenzmikroskopische Analysen der Koaggregate von PrP und
Glykogen:

Proben wurden 24 h bei 37 °C in 10 mM NaPi, pH 7,2 und 0,01 % SDS inkubiert. Nach Inkubation
mit den Antikérpern Anti-Glykogen und GaM-Cy2 wurden die Proben mittels konfokaler Laser-
scanning-Mikroskopie untersucht. Alle Aufnahmen erfolgten mit einem Wasserimmersionsobjektiv
bei 600-facher Vergréofierung + 1.88 Kamera-Zoom und Excitation bei 488 bzw. 647 nm. A:
10 mg/ml Glykogen; B: rec SHaPrP(29-231) + Alexa 633-markiertes rec SHaPrP(29-231); €1, C2:
rec SHaPrP(29-231) + Alexa 633-markiertes rec SHaPrP(29-231) + 10 mg/ml Glykogen. Bei A-C1
wurde jeweils 1 Ebene aufgenommen. C2: 16 Ebenen & 3 um Uberlagert dargestellt.
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kolokalisiert, wovon wiederum ein Grofiteil mehr als eine Cy2-positive Struktur aufwies (s.
Abb. 4.19.C und D). Somit konnte die Koaggregation von PrP und Glykogen unter diesen Be-
dingungen nachgewiesen werden. Beim Scannen durch verschiedene Ebenen solcher Koag-
gregate wurde dariiber hinaus beobachtet, dass die Cy2-positiven Strukturen innerhalb der
Alexa 633-positiven amorphen Strukturen lokalisiert war (s. Abb. 4.19.D). Dies zusammen
mit der beobachteten Haufung von Glykogenpartikeln innerhalb der PrP-Aggregate deutet auf

einen eher spezifischen Prozess bei der Koaggregation hin.

4.3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Adaption des in-vitro-Konversionssystems

Die Ergebnisse zeigten, dass a-Methylglucosid als Modell fiir Monosaccharide auch in hohen
Konzentrationen keinen Einfluss auf das in-vitro-Konversionsverhalten von rec SHaPrP(29-
231) hat. Glykogen und B-Cyclodextrin beschleunigten unter den gleichen Bedingungen die
Aggregation von rec PrP konzentrationsabhingig. In Anwesenheit hoher Konzentrationen
beider Zucker erfolgte eine Verschiebung zu verstiarkt B-strukturierten Konformationen des
PrP bereits bei hoheren SDS-Konzentrationen. Die beobachteten Effekte waren auch bei pH 5
und mit rec SHaPrP(90-231) reproduzierbar. In hohen Konzentrationen verschoben Glyko-
gen, B-Cyclodextrin und Stérke die Loslichkeitsgrenze von PrP hin zu héheren SDS-Konzen-
trationen. Dabei zeigten Stirke und B-Cyclodextrin einen bedeutend stirkeren Effekt als
Glykogen. FCS-Messungen deuteten dariiber hinaus auf eine durch Glykogen keiminduzierte
PrP-Aggregation. Die Konzentrationsbestimmung von SDS zeigte in Anwesenheit von 10
mg/ml Glykogen eine Abweichung von mehr als 50 % in der Konzentration des freien SDS.
Die zugrunde liegende Wechselwirkung von SDS-Molekiilen mit Glykogen schien jedoch
schwicher zu sein, als die Wechselwirkung von SDS-Molekiilen mit PrP bzw. mit sich selbst
bei der Bildung von Micellen. Alle untersuchten rec SHaPrP(29-231)-Aggregate zeigten PK-
Resistenz. Diese schien jedoch weitgehend unabhingig von der Anwesenheit der getesteten
Polysaccharide. In Anwesenheit von Glykogen und Heparansulfat deutete sich die Akku-
mulation eines ~14 kDa groBBen Abbaufragments iiber die Zeit an. Dieses Fragment war
jedoch in gleichbleibend hoher Menge auch in den Kontrollen zu beobachten. Polarisations-
mikroskopisch waren in Anwesenheit von 10 mg/ml Glykogen mehr Proteinaggregate zu
beobachten als in der Kontrolle. PrP-Aggregate waren dariiber hinaus in Anwesenheit von
Glykogen kleiner, lichtmikroskopisch dichter und stirker strukturiert als ohne Glykogen-
Zusatz. Auch hier schien sich eine Keimfunktion von Glykogen fiir die PrP-Aggregation zu
bestitigen. Elektronenmikroskopisch wiesen alle untersuchten rec PrP-Aggregate amorphe
Ultrastruktur auf. Bei Aggregation in Anwesenheit von Glykogen waren dariiber hinaus
stabchenartige Strukturen zu beobachten. Die Entstehung von PrP/Glykogen-Koaggregaten in
10 mM NaPi, pH 7,2 und 0,01 % SDS innerhalb von 24 h konnte mittels konfokaler Laser-
scanning-Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Die Haufung von Glykogenparti-

keln innerhalb der Koaggregate deutete dariiber hinaus auf einen spezifischen Prozess hin.
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4.4 Versuche zur Rekonstitution von Infektiositat

4.4.1 Versuche mit rec SHa PrP(29-231) und Modellsacchariden

Die unter 4.3 beschriebenen Experimente zeigten, dass auch in Anwesenheit verschiedener
Polysaccharide rec SHaPrP(29-231) mit einer B-Faltblatt-reichen PrP-Struktur in Form un-
16slicher PK-resistenter PrP-Aggregate ausfiel (s. 4.3.4). Bei Verwendung von Glykogen
konnte dariiber hinaus sogar Koaggregation nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt dieser
Experimente war noch kein zelluldres PrP wie CHO-PrP¢ oder SHa-PrP€ fiir Rekonstitutions-
experimente verfligbar, und auch die Optimierung der Prion-Scaffoldpriparation war noch
nicht abgeschlossen. Zwar war bekannt, dass Experimente zur in-vitro-Generation mit rec PrP
alleine nicht erfolgreich waren (s. 1.3.4), polymere Zusétze waren dabei bis dato jedoch noch
nicht verwendet worden. Daher wurden folgende Proben mittels Bioassays auf Infektiositdt
untersucht, die ihre Relevanz in Zusammenhang mit den spéteren Infektiositétsstudien
erhalten:

a: ~70 ng/ul rec SHaPrP(29-231),

b: ~70 ng/ul rec SHaPrP(29-231) + 10 mg/ml Glykogen,

c: ~70 ng/ul rec SHaPrP(29-231) + 2 mg/ml Heparansulfat,

d: ~70 ng/ul rec SHaPrP(29-231) + 10 mg/ml Glykogen + 2 mg/ml Heparansulfat,
sowie die zugehorigen Pufferkontrollen. Alle Ansdtze wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 und
0,01 % SDS fiber 7 d bei 37 °C inkubiert. Bei den Proben handelte es sich um die gleichen
Proben, mit denen die unter 4.3.3 beschriebenen Ergebnisse nachgewiesen wurden, wobei
dort Aliquots verwendet wurden, die 3 d inkubierten. Von den Bioassayproben wurden
jeweils 75 pl Probenvolumen nach sorgfiltiger Resuspension entnommen und, wie unter 3.4
beschrieben, zur Inokulation benutzt (s. 3.4.2.

Der Versuch wurde vor kurzem nach 500 d Inkubation beendet. Bei keinem der
Versuchtiere wurde aufgrund klinischer Befunde ein Hinweis auf Infektiositdt gefunden. Da
eine histopathologische Analyse der Hirne jedoch bislang noch nicht mdglich war, kann eine
subklinische Infektion nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund der Dosis-Wirkungskurven
dieses Bioassays wiére somit theoretisch noch eine Infektiositit von 2 IDso/pug PrP moglich

(Beekes, pers. Mitteilung).

4.4.2 Versuche mit CHO-PrP¢ und Prion-Scaffold

Nach Optimierung der Prion-Scaffold-Priparation, Etablierung der Bedingungen unter denen
PrP/Polysaccharid-Koaggregate gebildet werden (s. 4.3) und entsprechender Verfligbarkeit
der Materialien, wurden Rekonstitutionsexperimente mit Prion-Scaffold und PrP¢ aus Kul-
turen chinesischer Hamster Ovarien-Zellen (CHO-PrP¢) durchgefiihrt. Mittels differentieller

Ultrazentrifugation wurde zunichst beobachtet, dass das verwendete CHO-PrP® bei Konzen-
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Abb. 4.20: Léslichkeit der Rekonstitutionsansatze:

CHO-PrP€, CHO-PrP€ + Prion-Scaffold und Prion-Scaffold wurden 3 d Inkubation bei 37 °C in 10
mM NaPi, pH 7,2 und 0,00185 % SDS inkubiert. AnschlieBend wurde die Verteilung von PrP auf
Uberstand und Pellet nach differentieller Ulirazentrifugation mittels Dot-Blot und immunologi-
schem Proteinnachweis (Erstantikérper: 3F4) analysiert.

trationen <0,004 % SDS groBtenteils unldslich vorliegt (Daten nicht gezeigt). Dann wurden
von folgende Ansétzen jeweils zwei Proben fiir Bioassays sowie eine Probe fiir die Unter-
suchung der Loslichkeit vorbereitet:

a: 10 ng/ul CHO-PrP€¢

b: 10 ng/ul CHO-PrP€ + Prion-Scaffold entsprechend 50 ng/ul PrP 27-30

c: Prion-Scaffold entsprechend 50 ng/ul PrP 27-30
Alle Proben wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 in 0,002 % SDS fiir 3 d bei 37° inkubiert.

Jeweils 100 ul Probenvolumen (entsprechend 1 pug CHO-PrP¢) wurden wie unter 3.4.2
beschrieben als Inokulum fiir Bioassays genutzt.

Die Untersuchung der Loslichkeit mittels differentieller Ultrazentrifugation und nach-
folgender Analyse der Verteilung von PrP auf Uberstand und Pellet mittels immunologischer
PrP-Detektion ist in Abb. 4.20 gezeigt. CHO-PrP¢ ohne Scaffold wurde unter diesen Beding-
ungen hauptsichlich im Pellet detektiert, allerdings verblieb ein sehr kleiner Anteil 16slich im
Uberstand. In Anwesenheit des Prion-Scaffold wurde das gesamte CHO-PrP¢-Signal im Pellet
detektiert. Das Prion-Scaffold allein zeigte kein PrP-positives Signal. Die hierbei zu
beobachtende Inversfarbung beim Pellet deutet darauf hin, dass das Prion-Scaffold unter
diesen Bedingungen ebenfalls unldslich im Pellet vorlag.

Mit Stand 05. Mai 2003 inkubieren die Bioassays seit 195 von 500 Tagen. Aufgrund
klinischer Befunde konnte bislang keine Infektiositdt nachgewiesen werden. Aufgrund der
Dosis-Wirkungskurven dieses Bioassays kann daher bislang eine Infektiositit >15 IDso/pg
CHO-PrP€ fiir die Rekonstitutionsansitze ausgeschlossen werden. Fiir die Prion-Scaffold-
kontrolle kann somit bislang eine Infektiositidt von >3 IDso/pug PrP 27-30 Ausgangsmaterial

ausgeschlossen werden (Beekes, pers. Mitteilung).
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4.4.3 Versuche mit SHa-PrP<, sol PrP 27-30 elu, Prion-Scaffold und Prionrod-
spezifischen Lipiden

Als weitere PrP-Spezies wurden PrP¢ aus Hirnen gesunder syrischer Goldhamster (SHa-PrP¢)
und PrP 27-30 nach SDS-Solubilisierung und Gelelution (sol PrP 27-30 elu, Leffers 1999) fiir
Rekonstitutionsexperimente mit dem Prion-Scaffold verwendet. Urspriinglich waren Proben
mit dem Prion-Scaffold alleine, und unter Zusatz einer Mischung von Prionrod-spezifischen
Lipiden, welche die von Klein et al. (1998) in Prionrods detektierten Lipide Sphingomyelin,
Galactosylceramid und Cholesterol im Verhéltnis 1:1:1 enthielt, geplant. Leider zeigte sich,
dass die Proben ohne Lipidmischung durch eine in der Scaffold-Priparation verbliebene
Restaktivitdt von PK denaturiert waren. Aus Zeitgriinden konnten diese in Kooperation mit
der AG Prusiner in San Francisco durchgefiihrten Experimente bislang nicht wiederholt wer-
den. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit nur die folgende Proben untersucht:

a) 10 ng/ul sol PrP 27-30 elu + Prion-Scaffold entsprechend 19 ng/ul PrP 27-30 +

2,3 ng/ul Prionrodlipidmischung.

b) 17 ng/ul SHa-PrP¢ + Prion-Scaffold entsprechend 33 ng/ul PrP 27-30 + 4 ng/ul

Prionrodlipidmischung.
Alle Ansitze wurden, wie unter 3.4.3 ausfiihrlicher beschrieben, in 10 mM Na-HEPES-Puffer
mit 250 mM NaCl und 0,01 % SDS iiber 35 d bei 37 °C inkubiert. Nach differentieller
Ultrazentrifugation wurde das Pellet in 50 pl H,Ogeion. resuspendiert, und die 1 pg eingesetz-
tem PrP entsprechende Menge, wie unter 3.4 beschrieben als Inokulum vorbereitet. Als
Kontrollansatz wurde c¢) die aus 5 pg PrP 27-30 gewonnene Menge Prion-Scaffold als
Inokulum vorbereitet. Bioassays wurden, wie unter 3.4.3 beschrieben, durchgefiihrt.

Mit Stand 06. Mai 2003 inkubieren die Bioassays zu Ansatz a) seit 257 von 500 d, die
zu Ansatz b) und Kontrollansatz c) seit 222 von 500 d. Bislang konnten aufgrund klinischer
Befunde bei keinem Tier Infektiositdt nachgewiesen werden. Daher ergeben sich bis zum
Abschluss der Bioassays und nachfolgenden molekularbiologischen Untersuchungen folgen-
de, vorldufige Ergebnisse: Somit kann bisher fiir die Proben aus den Ansitzen a) und b) eine
Infektiositit >3 IDso/pg sol PrP 27-30 elu bzw. SHa-PrP¢ und fiir die Scaffoldkontrollen ¢)

eine Infektiositdt >0,6 IDso/ug PrP 27-30 Ausgangsmaterial, ausgeschlossen werden.

4.4.4 Zusammenfassung der Infektiositéitsstudien

Keiner der Rekonstitutionsansitze zeigte bislang Hinweise auf Infektiositdt. Daher ist es
wahrscheinlich, dass die Rekonstitutionsexperimente nicht zu de novo Infektiositit fiihrten.
Das verwendete Prion-Scaffold wurde aus PrP 27-30 mit einer Infektiositit von 8,61 log
IDso/png prapariert. Aufgrund der bisherigen Ergebnisse der Bioassays ergibt sich ferner fiir
die unter 4.2.3 beschriebene Optimierung der Prédparation des Prion-Scaffold eine PrP-
Abreicherung um einen Faktor >680.000.000 (6,8 x 10%).
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4.5 Advanced Glycation Endproducts und Prionen

Da Prionproteinaggregate in vivo eine hohe Lebenszeit haben, steigt die Wahrscheinlichkeit
altersbedingter Modifikationen und damit verbundener pathogener Eigenschaften (vgl. 1.2.1).
Advanced Glycation Endproduct (AGEs) sind altersassoziierte Modifikationen, die Proteine
quervernetzen konnen. Dies kann zu Unloslichkeit, erhohter Resistenz gegeniiber proteo-
lytischem Abbau und zytotoxischen Eigenschaften bei den modifizierten Proteinen fithren
(vgl. 1.2.2). Daher wurde das mogliche Vorkommen von AGEs in Prionen und Prionprotein-

préparaten untersucht.

4.5.1 AGE-Modifikation von BSA in vitro

Rinderserumalbumin (BSA) wurde in vitro mit AGEs modifiziert, einerseits zur Synthese
eines AGE-modifizierten Standards, andererseits um zu untersuchen, ob ein Polysaccharid
wie das Prion-Scaffold zur Bildung von AGEs beitragen kann. Hierzu wurden BSA-Proben,
wie unter 3.5.2 beschrieben, mit Glucose und Glykogen inkubiert. Der Verlauf der BSA-
AGE-Bildung wurde, wie bei Loske et al. (1998) beschrieben, durch Messung der Absorp-
tionszunahme bei einer Wellenldinge von 400 nm und durch Messung der Fluoreszenz-
zunahme beobachtet. Die Fluoreszenzanregung erfolgte bei 370 nm und die Detektion bei
440 nm. Abb. 4.21 auf der folgenden Seite zeigt Ergebnisse fiir Ansidtze mit BSA, BSA +
Glucose und BSA + Glykogen. Bei allen untersuchten Proben stieg die Absorption von BSA
in Anwesenheit von Glucose bei 400 nm tiber 6 Wochen stark und linear an, wihrend die
Absorption der BSA-Kontrollen anndhernd unverdndert blieben (s. Abb. 4.21.A). In Anwe-
senheit von Glykogen schien die Absorption von BSA bei 400 nm leicht iiber die der BSA-
Kontrolle zu steigen. Die Probe mit BSA und Glucose zeigte dariiber hinaus einen erheb-
lichen Anstieg der Fluoreszenz innerhalb der ersten Woche (s. Abb. 4.21.B). Diese fiel jedoch
tiber die folgenden Wochen allméhlich auf weniger als ein Drittel des Maximalwertes ab. Die
Fluoreszenz der BSA-Kontrolle und der Probe mit BSA und Glykogen blieb dagegen anni-
hernd gleich. Die Ergebnisse der Probe mit BSA + Glucose sprechen fiir eine stark zuneh-
mende AGE-Modifikation des BSA iiber 6 Wochen. Die Abnahme der Fluoreszenz bei dieser
Probe lédsst sich mit Selbst-Quenching und/oder fortschreitender Reaktion/Oxidation unter
Verlust der Fluoreszenzeigenschaften erkldren. Die Absorptionszunahme bei 400 nm gilt als
Marker fiir viele der moglichen AGE-Modifikationen, die Fluoreszenzzunahme spiegelt dage-
gen nur die fluoreszierenden AGEs wieder. Daher wire es allein auf Basis der Ergebnisse mit
BSA + Glykogen moglich, dass Glykogen AGE-Modifikationen iiber sehr lange Zeiten ver-
mitteln konnte. So konnten z.B. radikalische Zwischenprodukte der AGE-Reaktionen eine
allméhliche Freisetzung von Glucose aus Glykogen bewirken (s. auch Diskussion in 5.4).
Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass das genutzte Glykogen durch Glucose oder andere
niedermolekulare Verbindungen mit Carbonylfunktion ,,verunreinigt war, die eine leichte
AGEung bewirkten.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Methode der AGE-Modifizierung von Pro-
teinen in vitro erfolgreich etabliert wurde, und BSA-AGE-Standards als Positivkontrollen

synthetisiert werden konnten.
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Abb. 4.21: AGE-Modifizierung von BSA in vitro:

Proben mit 1 mM Rinderserumalbumin (BSA), TmM BSA + 50 mg/ml Glykogen und 1T mM BSA + 1
M Glukose wurden in 10 mM NaPi, pH 7,2 Gber 6 Wochen bei 50 °C inkubiert. A: Entwicklung der
Absorption bei 400 nm Uber die Inkubationszeit. (An den Tagen 21 und 35 funktionierte das
genutzte Spektralphotometer nicht einwandfrei. Daher wurden die in Klammern gesetzten Werte
nicht weiter berUcksichtigt). B: Entwicklung der Fluoreszenz Uber Inkubationszeit (Excitations-
wellenlange = 370 nm, Emmissionswellenlénge = 440 nm). Als Referenz diente der jeweilige
Ansatz ohne BSA.
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4.5.2 Untersuchungen zum Einfluss von Quinacrin auf AGE-Modizierungen

Das zugelassene Medikament Quinacrin und weitere Acridin- und Phenothiazinderivate zeig-
ten in Zellkultur Inhibierung der PrP*-Bildung (Korth ef al. 2001). Quinacrin wird zur Zeit
sogar als potentielles Anti-Prion-Medikament klinisch evaluiert (May et al. 2003). Der Wir-
kungsmechanismus von Quinacrin ist in diesem Zusammenhang jedoch ginzlich unbekannt
(Korth et al. 2001). Quinacrin weist Ahnlichkeiten zu Substanzen auf, die AGE-Crosslinks
auflésen konnen, sog. ,,AGE-Breakern* wie z.B. N-Phenacylthiazoliumbromid (Vasan et al.
1996). Daher wurde ein moglicher Einfluss von Quinacrin auf das AGEing untersucht.

Hierzu wurden Proben von BSA und BSA + Glucose mit und ohne Zugabe von Quina-
crin, wie unter 3.5.2 beschrieben inkubiert und die Absorption bei 400 nm sowie die Fluores-
zenz (Excitation bei 370 nm, Emmissionsdetektion bei 440 nm) wochentlich bestimmt. Die
Ergebnisse zeigten bei einmaliger Zugabe von Quinacrin keine auffilligen Unterschiede zu
Proben ohne Quinacrin (Daten nicht gezeigt). Auch bei wochentlicher Zugabe von Quinacrin
zeigten die Proben mit BSA + Glucose identische Absorptionszunahmen bei 400 nm (s. Abb.
4.22). Offensichtlich stieg die Absorption der BSA-Kontrolle mit Quinacrin ebenfalls. Diese
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Abb. 4.22: AGE-Modifizierung von BSA in vitro in Anwesenheit von Quinacrin:

Je zwei Proben 1T mM Rinderserumalbumin (BSA) bzw. 1 mM BSA + 1 M Glukose wurden in
10 mM NaPi, pH 7,2 Gber 6 Wochen bei 50 °C inkubiert. Jeweils einem dieser Ansdtze wurde
woéchentlich Quinacrin 10 uM zugegeben. Gezeigt ist die Entwicklung der Absorption bei einer
Wellenldnge von 400 nm. (An den Tag 14 funktionierte das genutzte Spektralphotometer nicht
einwandfrei. Daher wurden die in Klammern gesetzten Werte nicht weiter berucksichtigt). Als
Referenz diente der jeweilige Ansatz ohne BSA.
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Steigung entsprach etwa 1/3 der Proben mit BSA + Glucose. Die BSA-Kontrolle ohne Quina-
crin dagegen wies keine Verdnderung im Absorptionsverhalten {iber die Zeit. Die Fluores-
zenzmessungen bei einer Excitationswellenldnge von 370 nm und einer Emmissionswellen-
lange von 440 nm bestitigten diese Entwicklungen (Daten nicht gezeigt). Hierbei wiesen die
Proben mit BSA + Glucose, BSA + Glucose + Quinacrin, aber auch die mit BSA + Quinacrin
einen raschen Anstieg in der Fluoreszenz bis zur zweiten Woche auf, gefolgt vom Absinken
der Fluoreszenz auf anndhernd die Hohe der Ausgangswerte in Woche 6. Dabei war die
Intensitdt der gemessenen Fluoreszenzen fiir alle drei Proben vergleichbar hoch. Die Quina-
crin-Kontrolle alleine wies keinen vergleichbaren Anstieg in Absorption und Fluoreszenz auf.

Die Ergebnisse wiesen auf eine dem AGEing dhnliche Reaktion von Quinacrin mit BSA
iber die Zeit hin. Dabei war auffillig, dass die Absorption der Probe mit BSA, Quinacrin und
Glucose keine vermehrte Absorptionszunahme im Vergleich zur Probe mit BSA und Glucose
zeigte. Unter der Annahme, dass die beobachtete Reaktion von Quinacrin und BSA, dhnlich
den AGE-Reaktionen (vgl. Abb. 1.2, S. 5), liber sekundire Aminogruppen von Lysin und
Arginin abliuft, kann diese Differenz durch die Absittigung dieser Seitengruppen erklart

werden.

4.5.3 Immunologische Detektion von AGEs in PrP-Préparaten

Proben von rec SHaPrP(90-231), rec SHaPrP(29-231), CHO-PrP®, SHaPrP®, und dem Infek-
tiositétsassoziierten PrP 27-30 wurden auf AGE-Modifikationen hin untersucht. Zusammen
mit den Positivkontrollen KLH-AGE (s. 2.5) und BSA-AGE wurden die PrP-Proben in den in
Abb. 4.23 auf der ndchsten Seite angegebenen Konzentrationen mittels Dot-Blot (s. 3.5.4) und
nachfolgendem immunologischem PrP- (s. 3.5.5.1) bzw. AGE-Nachweis (s. 3.5.5.3) analy-
siert. Als Erstantikorper wurden der anti-PrP-Antikorper 3F4 und die Antikorper gegen defi-
nierte AGE-Modifikationen 4G9 (anti-CML), PEN-12 (anti-Pentosidin) und H12 (anti-Pyrra-
lin) verwendet. Die Positivkontrollen zeigten starke Signale bei Verwendung des anti-CML-
Antikorpers 4G9, nicht jedoch bei den anderen Antikorpern. Alle untersuchten PrP-Spezies
zeigten positive Signale bei allen drei anti-AGE-Antikorpern. Die stirksten Signale waren mit
dem 4G9-Antikoper zu detektieren. Da eine densitometrische Auswertung nicht moglich war,
wurde der Gehalt an AGEs unter der Annahme gleicher Bindungsspezifititen im direkten
augenscheinlichen Vergleich abgeschitzt. Hierbei entsprachen die CML-positiven Signale
des 4G9-Antikorpers bei allen ,,nicht-infektiosen* PrP-Spezies etwa 10-15 % und bei PrP 27-
30 etwa 1 % des Gesamt-PrP-Signals. Der Anteil Pentosidin-positiver und Pyrralin-positiver
Signale entsprach bei allen Prionproteinspezies ca. 1 % des Gesamt-PrP-Signals. Zusammen-
fassend ergibt sich, dass in allen untersuchten PrP-Spezies die AGEs CML, Pentosidin und
Pyrralin nachgewiesen wurden. Dariiber hinaus deuteten sich Unterschiede zwischen dem
Infektiositits-assoziierten PrP 27-30 und den anderen PrP-Spezies an. So wies PrP 27-30

insgesamt geringere Anteile an CML auf, als die anderen PrP-Materialien.



96 4.5 Advanced Glycation Endproducts und Prionen

1000 ng
100 ng

10 ng

il

Antikérper: 3F4 (anti-PrP)

1000 ng ‘ $ o
100 ng * e 1
9 .

10 ng

Antikérper: 4G9 (anti-CML)

1000ng @
100 ng

10 ng

Antikérper: PEN-12 (anti-Pentosidin)

1000 ng @
100 ng
10 ng

Antikoérper: H12 (anti-Pyrralin)

Abb. 4.23: Analyse von AGEs in PrP-Préparationen und Prionen:

rec SHaPrP(90-231), rec SHaPrP(29-231), CHO-PrPC, SHa-PrPC, PrP 27-30 sowie die Kontrollen
BSA-AGE und KLH-AGE wurden in den angegebenen Mengen mittels Dot-Blot und immunolo-
gischer Detektion analysiert. Zur PrP-Detektion wurde der anti-SHaPrP-Antikérper 3F4, zur
Detektion von AGEs der anti-CML-Antikérper 4G9, der anti-Pentosidin-Antikérper PEN-12 und der
anti-Pyrralin-Antikérper H12 verwendet.

PAGE/Westernblotanalysen (s. 3.5.1 und 3.5.3) von rekombinanten PrP-Spezies zeigten
dhnliche Ergebnisse. Hier wurde zusétzlich beobachtet, dass auch PrP-Dimere AGE-positive
Signale aufwiesen. Dariliber hinaus konnte mittels Strippen der Westernblots (3.5.6) und
mehrfacher immunologischer Detektion auf demselben Blot gezeigt werden, dass die AGE-
positiven Banden keine detektierbare Verschiebung zu den PrP-Banden aufwiesen (Daten
nicht gezeigt). Daher ist auszuschlieBen, dal AGE-Modifikationen nur bei einer spezifischen

Subklasse der jeweiligen PrP-Probe vorhanden sind.
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4.5.4 AGE-Modifikation von rec PrP und Auswirkung auf das Aggregationsverhalten

Die Auswirkung von AGE-Modifikationen auf die Loslichkeit von rec SHaPrP(29-231)
wurde in einem Doppelansatz untersucht. AGE-Modifikationen wurden hierbei durch Inkuba-
tion mit 1 mM Methylglyoxal und 1 mM Glyoxal induziert (s. 3.2.5). Untersucht wurden
16sliche PrP-Proben (0,2 % SDS) und PrP-Proben bei denen die Verschiebung zur B-reichen
Konformation sowie Aggregation und Unloslichkeit im Ansatz induziert wurde (0,01 %
SDS). Alle Ansitze wurden iiber 3 d in 200 mM NaPi jeweils ohne und mit Glyoxal und
Methylglyoxal inkubiert. Nachfolgend wurde mittels differentieller Ultrazentrifugation und
anschlieender Dot-Blotanalyse die Verteilung von PrP bzw. CML-modifiziertem PrP auf
Uberstand und Pellet analysiert. Wie aus Abb. 4.24 ersichtlich, wurden die Proben in denen
keine AGE-Modifikation induziert wurde, bei 0,2 % SDS hauptsichlich im Uberstand und bei
0,01 % hauptsdchlich im Pellet detektiert. Dies war sowohl mit dem Anti-PrP-Antikorper
3F4, als auch mit dem Anti-CML-Antikorper 4G9 nachweisbar. Bei den Proben in denen
AGE-Modifikation induziert wurde, war mit dem 3F4-Antikoérper bei allen Proben kein
Signal detektierbar. Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dass das 3F4-Epitop (Aminosduren
109-112) ein Lysin enthélt, welches AGE-modifiziert werden kann. In den AGE-Ansitzen
wiirde somit durch Epitopmaskierung eine Detektion mit 3F4 unmdoglich. Mit dem 4G9-Anti-

korper waren bei 0,2 % SDS in Uberstand und Pellet Signale zu detektieren, wobei die

SDS:| 0,2% 0,01%
AGE-Ansatz: -‘ -+ - -+

L1
5 .

1:10 ®
1:1

K
P
1:10 ¢
Antikorper: 3F4 (anti-PrP)

O B

u 1:10

P 1:1 ) * .
1:10 "‘

Antikorper: 4G9 (anti-CML)

Abb. 4.24: Loslichkeit von in vitro AGE-modifiziertem rec SHaPrP(29-231):

Proben von rec SHaPrP(29-231) wurden in 0,2 % SDS bzw. 0,01 % SDS inkubiert. Jeweils eine
Probe wurde zusétzlich mit 1 mM Methylglyoxal/Glyoxal intensiv AGE-modifiziert. Nach differen-
tieller Ultrazentrifugation wurden Ubersténde und Pellets in den angegebenen Verdinnungen
mittels Dot-Blot auf PrP und CML analysiert. Der der untere Dot-Blot mit dem 4G9-Antikérper
wurde lénger exponiert als der obere Dot-Blot mit dem 3F4-Antikérper.
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Verteilung etwa 1:3 fiir Uberstand:Pellet betrug. Hier fiihrte die AGE-Modifizierung anschei-
nend zu Unl6slichkeit von PrP in 0.2 % SDS. Bei der PrP-Probe in 0,01 % SDS wurden mit
4G9 schwache Signale im Pellet detektiert. Entweder waren die PrP-Proben hier degradiert,
oder der AGE-Modifizierungsansatz fiihrte bei aggregierendem PrP zu weitergehenden Modi-
fizierung der CML-Addukte hin zu anderen AGEs. Diese Ergebnisse waren in einem Doppel-
ansatz reproduzierbar, dennoch wurden diese Untersuchungen bislang nur mit einer Charge
von rec SHaPrP(29-231) durchgefiihrt. Daher wurden diese Ergebnisse eher als richtungs-

weisend fiir zukiinftige Fragestellungen gewertet.

4.5.5 Zusammenfassung der Untersuchungen zu AGEs bei Prionen

Im Verlauf der Untersuchungen zu AGE-Modifikationen bei Prionen wurden Methoden zu
AGE-Modifizierung von Proteinen in vitro erfolgreich etabliert und hierdurch BSA-AGES als
Positivkontrollen synthetisiert. Ferner deutete sich die Moglichkeit an, dass ein Polysaccharid
wie Glykogen iiber sehr lange Zeiten zur Bildung von AGE-Modifikationen flihren kann. Es
konnte ausgeschlossen werden, dass Quinacrin, welches als Anti-Prion-Therapeutikum einge-
setzt wird, eine Funktion als AGE-Breaker hat. Vielmehr schien Quinacrin in einer AGE-&hn-
lichen Reaktion zur Modifikationen von BSA zu fithren. Versuche zur in-vitro-Konversion
von rec PrP deuteten an, dass intensive AGEung 16sliches PrP trotz Anwesenheit von 0,2 %
SDS in unlosliches tiberfiihren kann. Dot-Blot-Analysen verschiedener PrP-Pridparate mit
spezifischen anti-AGE-Antikorpern zeigten, dass rec SHaPrP(90-231), rec SHaPrP(29-231),
CHO-PrP¢, SHa-PrP¢ und auch PrP 27-30 signifikante Anteile an AGE-modifiziertem PrP
aufwiesen. Dabei zeigte sich, dass das Infektiositéits-assoziierte PrP 27-30 weniger AGE-

Modifikationen aufwies, als die ,,nicht-infektiosen* PrP-Spezies.
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5. Diskussion

Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit umfasste strukturelle Analysen des Prion-
Scaffold aus verschiedenen Prionpréparationen und Vergleichspréparaten, Untersuchungen
zum Einfluss von Polysacchariden auf die Strukturumwandlung des Prionproteins (PrP), Re-
konstitutionsversuche mit Polysacchariden, dem Prion-Scaffold und verschiedenen PrP-Spe-
zies, ferner Analysen von Advanced Glycation Endproducts (AGEs) in PrP-Prdparaten und
Prionen sowie erste Versuche zum Einfluss von AGEs auf die PrP-Strukturumwandlung. Im
Folgenden wird daher zunéchst die Natur des Prion-Scaffold sowie seine mogliche Verbin-
dung zu altersassoziierten Prozessen diskutiert. AnschlieBend wird der Einfluss von Polysac-
chariden auf die Strukturumwandlung und Aggregation des Prionproteins behandelt, gefolgt
von einer Erdrterung der vorlaufigen Ergebnisse der Rekonstitutionsversuche. Die Ergebnisse
der AGE-Analysen sowie der Untersuchungen zum Einfluss von AGEs auf die PrP-Struktur-
umwandlung werden danach diskutiert, bevor abschliefend alle Ergebnisse im Kontext alte-

rungsassoziierter Prozesse bei neurodegenerativen Krankheiten betrachtet werden.

5.1 Zur Natur des Prion-Scaffold

In dieser Arbeit wurde bestédtigt, dass es sich bei dem Prion-Scaffold um ein Glucosehomopo-
lymer handelt, dessen Monomere hauptsichlich 1,4- verkniipft sind und das zudem Verzwei-
gungspunkte in Form 1,4,6-verkniipfter Glucosyleinheiten aufweist (s. 4.1). Es konnte ferner
eindeutig von den N-Glykosylierungen und dem GPI-Anker des Prionproteins unterschieden
werden. Aullerdem wurde die Stereochemie der glykosidischen Bindungen des Prion-Scaffold
als a-glykosidisch aufgeklart. Die Untersuchungen von PrP 33-35 und ScN2a-Zelllysaten,
weisen darauf hin, dass es sich bei dem Prion-Scaffold um eine generelle Komponente von
Prionpréaparaten handelt. Auch in Isolaten von RML- bzw. Me7-Prionen wurde Glucose als
Marker fiir das Prion-Scaffold gefunden. Auf Basis der Analysen von Vergleichspréparaten
aus gesunden Hamsterhirnen konnte nicht ausgeschlossen werden, dass diese ebenfalls ein
dem Prion-Scaffold dhnliches Polysaccharid enthielten. Die untersuchten Préparate aus ge-
sunden Hamsterhirnen wurden jedoch mit der gleichen Préparationsmethode wie PrP 27-30
gewonnen, die auf einer limitierten PK-Verdauung und Saccharosegradienten-Zentrifugation
beruht (vgl. 2.5). Die Préparation von PrP 33-35 erfolgte dagegen auf Basis von Mikrofiltra-
tion, und das Prion-Scaffold wurde dennoch nachgewiesen. Ferner zeigten quantitative Gly-
koanalysen, dass der Gesamtgehalt an Zuckern in Préparationen aus gesunden Hirnen wesent-
lich geringer war als in den Prionpréparaten (Dumpitak 1998). Daher erscheint es insbeson-

dere in Zusammenhang mit den in 1.3.4 vorgestellten Daten von McKinley et al. (1986) als
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sehr wahrscheinlich, dass das Prion-Scaffold mit Prionen vergesellschaftet vorliegt und nicht
Artefakt der Préparationsmethodik ist. Eine Erkldrung fiir das Vorkommen eines vergleich-

baren Polysaccharides in gesunden Hirnen wird in 5.1.3 diskutiert.

5.1.1 Das Prion-Scaffold weist groBe Ahnlichkeit zu Glykogen auf.

Von den bekannten wirtseigenen Polysacchariden weist Glykogen die groBte Ahnlichkeit zum
Prion-Scaffold auf. Unter dem Begriff ,,Glykogen* wird eine Klasse verzweigter Polymere
zusammengefasst, die in unterschiedlicher Verzweigungsdichte und GroBe in fast allen Gewe-
ben von Sdugern vorkommt. Die hauptsdchliche, wenn nicht alleinige Zuckerkomponente von
Glykogen ist Glucose. Diese ist primir a-1,4-glykosidisch verkniipft und weist bei einer
durchschnittlichen Kettenlinge von 10-15 Glucosyleinheiten Verzweigungen durch o-1,6-
glykosidische Bindungen auf. Das durchschnittliche Glykogen, z.B. der Skelettmuskulatur,
besteht aus 12 Reihen duflerer a-1,4-verkniipfter Glucosylketten, hat eine Masse von 10 MDa
und enthélt etwa 55.000 Glucosyleinheiten. Es liegt in vivo meist als Komplex (sog. B-Parti
kel) mit den Enzymen seines Metabolismus vor (zur Ubersicht s. Smith et al. 1968; Preiss &
Walsh 1981; Roach 2000). Das reduzierende Ende (1'OH-Gruppe) des Glucosepolymers ist
hierbei kovalent an das 37 kDa-Protein Glykogenin gebunden. Dieses liegt als Dimer vor und
initiiert als eine Art Primer die Glykogenbiosynthese (zur Ubersicht s. Alonso et al. 1995,
Roach 2000). Ein hierauf basierendes Strukturmodell fiir Glykogen ist in Abb. 5.1 gezeigt.

Abb. 5.1: Schematische Darstellung eines Glykogenmolekdils:

Glykogen besteht aus Ketten o-1,4-verknipfter Glucose, die durch a-1,4,6-verknipfte Glucose
verzweigt sind. Das reduzierende Ende (1'-OH-Gruppe) des Glucosepolysaccharides ist an Glyko-
genin (graver Kasten) gebunden. Dieses 37 kDa grofie Protein liegt als Dimer vor und ist das
Initiatorenzym der Glykogensynthese. Innerhalb der Helices, die durch a-1,4-verknipfte Glucose
gebildet werden, kénnen Molekile wie lod, aber auch z.B. Fettséuren komplexiert werden.
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Der Glykogengehalt im Gehirn ist, verglichen mit dem der Leber oder der Skelettmuskulatur,
eher gering (~1,5 % des Leberglykogens). Die Glykogenpartikel im Gehirn scheinen jedoch
grofBer zu sein. So betrdgt die durchschnittliche Masse von Glykogen aus Kaninchenhirn etwa
24 MDa bei maximalen Massen von 90-100 MDa (Chee ef al. 1983). Glykogen ist im adulten
Hirn hauptsichlich in Astrozyten lokalisiert, wurde aber gelegentlich auch in Neuronen be-
schrieben (zur Ubersicht s. Magistretti et al. 1993).

Neben seiner Hauptfunktion als Energiequelle der Zelle erscheint eine weitere Funktion
von Glykogen aufgrund seiner strukturellen Beschaffenheit als moglich: a-1,4-verkniipfte
Glucosylketten, wie sie in Glykogen oder den Stirkebestandteilen Amylopektin und Amylose
vorkommen, bilden in Abhéngigkeit vom Wassergehalt verschiedene helikale Sekundérstruk-
turen aus. Andere Molekiilen, wie z.B. Tod, kdnnen durch das Polysaccharid innerhalb einer
sog. V-Helix-Struktur komplexiert werden (zur Ubersicht s. Pfannemiiller 1985; Yalpani
1988; Pérez & Kouwijzer 1999). Studien an Amylose zeigten, dass die hydrophilen Regionen
des Polysaccharides in der V-Helix-Struktur nach auflen gekehrt sind, wéhrend die hydropho-
ben Regionen im Inneren der Helix eine unpolare Kavitdt schaffen. Bei Wechselwirkung mit
kleineren Substanzen bilden 6 Glucosyleinheiten eine Helixwindung mit einem Gefille von
etwa 8 A. In diesem Fall betriigt der Durchmesser der gesamten Helix 13,5 A, bei einem
Durchmesser der inneren Kavitit von 5,4 A (Immel & Lichtenthaler 2000). Diese Ausmale
sind jedoch in Abhdngigkeit von der GroBe der komplexierten Substanz flexibel. So wurden
bei Versuchen mit u.a. Fettsduren, tert-Butanol, o-Naphtol und Vitamin-A-Acetat Helixwin-
dungen von bis zu 8 Glucosyleinheiten, Kavititsdurchmesser von bis zu 12,5 A und Helix-
durchmesser von bis zu 16,2 A gemessen. In allen Fillen blieb jedoch das Helix-Gefille von
etwa 8 A erhalten. (zur Ubersicht s. Kubik et al. 1996). Bislang wurde noch nicht beschrie-
ben, dass diese Moglichkeit zur Komplexbildung biologische Relevanz haben konnte. Den-
noch erscheint Glykogen nicht nur aufgrund seiner chemischen Ahnlichkeiten, sondern auch
aufgrund seiner Interaktionsmdglichkeiten als idealer Kandidat fiir das Prion-Scaffold.

In den Priparationen des Prion-Scaffold aus Hamsterhirnen (PrP 27-30 und PrP 33-35)
wurde jedoch auch 1,6-verkniipfte Glucose detektiert (s. Tab. 4.1.3). Diese Verkniipfung kann
anhand der Literatur nicht mit Glykogen erklart werden, da auller 1,4- und 1,4,6-verkniipfter
Glucose bislang nur 1,3-verkniipfte Glucose als kleinerer Bestandteil von Glykogen beschrie-
ben wurde (Wolfrom & Thompson 1957). In Praparationen aus ScN2a-Zelllysaten dagegen

wurde diese Verkniipfung nicht gefunden. Auch dies erscheint zunichst wenig einleuchtend.

5.1.2 Molekulare Alterung als Erkléirung fir die 1,6-Verknipfungen des Prion-Scaffold
- Ein Modell fir die Bindung von Glykogen an Proteinaggregate

Zwar kann nicht ausgeschlossen werden, dass 1,6-verkniipfte Glucose intrinsischer Bestand-
teil des Prion-Scaffold ist und aus der normalen Hirnphysiologie herriihrt; ein solches Poly-

saccharid wurde jedoch bislang noch nicht beschrieben. Eine weitere Moglichkeit wire, dass
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mit dem Prion-Scaffold ein weiteres Polysaccharid aufgereinigt wird. Beschrieben ist a-1,6-
verkniipfte Glucose jedoch nur als Hauptkomponente von Dextran, einem bakteriellen Poly-
saccharid (zur Ubersicht s. Yalpani 1988). Zwar kann eine bakterielle Infektion der Tiere, aus
denen das Prion-Scaffold prépariert wurde, nicht ausgeschlossen werden. Als Ursache fiir die
im Prion-Scaffold detektierte 1,6-verkniipfte Glucose erscheint sie jedoch abwegig.

Eine wahrscheinlichere Erklarung bietet der Glykogenstoffwechsel: Wie in Abb. 5.2 ge-
zeigt, katalysiert Glykogen-Phosphorylase die phosphorolytische Abtrennung von Glucose
vom nichtreduzierenden Ende (freie 4’-OH-Gruppe) des Glykogens. Dieser Abbau stoppt vier
Glucosyleinheiten vor einer Verzweigung. Hiernach muss zunéchst eine Transferase einen
Strang von drei Glucosyleinheiten auf einen anderen Zweig iibertragen, bevor die 1,6-Gluco-
sidase (debranching enzyme) die verbliebene a-1,6-glykosidische Bindung hydrolysieren

kann. Der nun lineare Glucosylstrang kann anschlieBend weiter von der Glykogen-Phospho-
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung des Glykogenabaus:

A: Glykogen-Phosphorylase baut Glykogen phosphorolytisch vom nicht-reduzierenden Ende (freie
4'-OH-Gruppe) her ab. Vier Glucosyleinheiten vor einer Verzweigung stoppt dieser Vorgang. B:
Anschlieflend Ubertrégt eine Transferase drei Glucosyleinheiten vom 6'-Strang auf einen anderen
Glucosylstrang. €: Hiernach erst kann das debranching enzyme die verbliebene «-1,6-glyko-
sidische Bindung hydrolysieren. D: Abschlieflend erfolgt der weitere Abbau durch die Glykogen-
Phosphorylase. E: Ist das 4'-OH-Ende, z.B. durch Einbau in ein PrP-Aggregat blockiert, kann also
dieser Strang sowie ein Grof3teil des Glykogenmolekules nicht auf enzymatischem Wege abgebaut
werden. Bei langlebigen Aggregaten besteht nun die Méglichkeit, dass z.B. durch Reaktion mit
reaktiven Sauerstoffspezies oder durch mechanische Belastung Kettenbriche stattfinden, die u.a.
in 1,6-verknupfter Glucose resultieren kénnen.
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rylase abgebaut werden. Wie in 5.1.1 beschrieben, konnen die V-Helices a-1,4-verkniipfter
Glucose andere Molekiile komplexieren bzw. mit ihnen in Wechselwirkung treten. Die Fahig-
keit von Glykogen, Iod zu komplexieren, sinkt rapide nach Entfernung der duBleren a-1,4-
Ketten mittels B-Amylase. Dies wurde dahingehend gedeutet, dass nur die dulleren Glucosyl-
ketten Helices ausbilden konnen (Bullivant et al. 1983; Mohazzeb 1988). Wie in Abb. 5.2.E
dargestellt, ist es also wahrscheinlich, dass zunédchst nur die endstéindigen Helices von Glyko-
gen in Proteinaggregate eingebaut werden. Dies wiirde dazu fithren, dass sdmtliche am
Glykogenabbau beteiligten Enzyme blockiert wiren, und die betroffenen Glucosylzweige
konserviert wiirden. Der Abbau einer Majoritét eines gesamten Astes wire verhindert, wenn
nur das Ende einer einzelnen Verzweigung in ein Proteinaggregat eingeschlossen wiirde.
Aufgrund der Langlebigkeit der Koaggregate stiege die Wahrscheinlichkeit von Kettenbrii-
chen an den 1,4,6-Verzweigungspunkten, die in 1,6-verkniipfter Glucose resultieren kdnnen.
Solche Briiche konnten z.B. durch Radikalstress (vgl. 1.2.1) oder mechanische Belastungen
verursacht werden. Daher wire das Vorkommen 1,6-verkniipfter Glucose auf molekulare
Alterung des Glykogens zuriickzufiihren. Dies kann auch erkldren, warum die 1,6-verkniipfte
Glucose nicht im Prion-Scaffold aus ScN2a-Zelllysaten gefunden wurde. Im Gegensatz zu
Prionen aus Hamsterhirnen fand hier keine monatelange Inkubation statt und somit traten
keine intensiven molekularen Alterungsprozesse auf.

Zusammenfassend erscheint es daher am wahrscheinlichsten, dass sich das Prion-
Scaffold von Glykogen ableitet, welches mit seinen V-Helices in Wechselwirkungen mit
aggregierendem PrP trat. Ein Modell des Prion-Scaffold auf Grundlage samtlicher Analyse-
daten ist in Abb. 5.3 gezeigt. Die Analyse des Prion-Scaffold impliziert dariiber hinaus ver-
schiedene Anwendungsmdglichkeiten, die in zukiinftigen Experimenten zu evaluieren sind.

Es wire denkbar, die Kolokalisation des Prion-Scaffold mit PrP%-Aggregaten fiir die Diag-

Abb. 5.3: Modell des Prion-Scaffold:

Repetetives Strukturelement auf Basis der Analysedaten von Dumpitak (1998), Appel (1999) und
den Ergebnissen dieser Arbeit (s. 4.1).
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nostik von Prionen zu nutzen und so die Spezifitit zu erhohen. Fiir die Inaktivierung von
Prionen erscheint auf Basis des Prion-Scaffold der Einsatz glykolytischer Enzyme wie
Amyloglucosidase als Ergidnzung der Behandlung mit Proteinasen sinnvoll. Auch wire zu
etablieren, ob sich das Prion-Scaffold als Zielstruktur moglicher Therapeutika eignet, was
insbesondere in Verbindung mit den im ndchsten Abschnitt diskutierten Mechanismen als

mdglich erscheint.

5.1.3 Ist das Prion-Scaffold Produkt eines Abwehrmechanismus?

Weitere Deutungsmoglichkeiten fiir die Ergebnisse der Glykoanalytik (s. 4.1) ergeben sich
aus Verdffentlichungen {iber die sog. Corpora amylacea und weitere Polyglucosan-Korper-
chen. Die auch ,,Hirnsand* genannten Corpora amylacea (CA) sind sphirische Partikel von
1,5-20 pum Durchmesser, die 1837 erstmalig von Purkinje beschrieben wurden. Das Vorkom-
men von CA ist mit der normalen menschlichen Alterung assoziiert, wobei sie mit zunechmen-
dem Alter im gesamten ZNS, insbesondere aber im Hirn akkumulieren. Eine deutliche
Erhohung der Anzahl von CA geht auBBerdem mit verschiedenen neurodegenerativen Krank-
heiten einher, wie der Alzheimerschen Krankheit (AD), der Amyotrophen Lateralen Sklerose
(ALS) und der Multiplen Sklerose (MS). CA bestehen zu 90-95 % aus einem unldslichen
Polysaccharid, dem sog. Polyglucosan. Die Ergebnisse einer ganzen Reihe chemischer, bio-
chemischer und histochemischer Analysen von Polyglucosan deuten darauf hin, dass es sich
bei diesem Polysaccharid um eine alternative Organisationsform von Glykogen handelt.
Neben den alterungsassoziierten CA gibt es Polyglucosan-Korperchen, die mit verschiedenen
Krankheiten assoziiert sind, wie z.B. der Glykogenspeicherkrankheit vom Typ IV (Anderson-
sche Krankheit), dem Lafora-Syndrom oder der Adulten Polyglucosan-Korper-Krankheit
(APBD). In allen Féllen finden sich massive Akkumulationen von Polyglucosan-Koérperchen,
beim Lafora-Syndrom und der APBD insbesondere im ZNS, oftmals begleitet von neuro-
nalem Zelltod. Zu den Symptomen gehoren beim Lafora-Syndrom eine progressive myoclo-
nische Epilepsie, Ataxie und eine langsame Abnahme der mentalen Fahigkeiten. Die sehr
seltene APBD ist eine Krankheit des spiten mittleren Alters und geht mit dem Verlust moto-
rischer, sensorischer und kognitiver Fahigkeiten und oftmals Demenz einher. Auch bei diesen
krankheitsassoziierten Polyglucosan-Korperchen zeigten Analysen des Polyglucosans eine
hohe Ahnlichkeit zu Glykogen. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von CA und an-
derer Polyglucosan-Kdorperchen deuten sogar darauf hin, dass sich Glykogen-Granulae zu
Polyglucosan-Korperchen entwickeln konnen. Bei den CA ergaben weitere Analysen, dass sie
neben Polyglucosan kleine Mengen an Proteinen (4-5 %) und anderen Substanzen enthielten.
Insbesondere Proteine, die als Antwort auf zelluliren Stress exprimiert werden, Abbau-
produkte von Myelin, Mitochondrien und neuronalem Zelltod, Produkte der Komplementsys-
temaktivierung sowie ubiquitinierte und AGE-modifizierte Proteine (vgl. 1.2.2) wurden in CA

detektiert. Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass CA als Behiltnisse fiir zytotoxische
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und/oder nicht-degradierbare Produkte dienen, die in einer inerten Matrix aus Polyglucosan
abgekapselt werden. CA wiren somit Endprodukte eines Abkapselungsmechanismus des
Gehirns (zur Ubersicht s. Magistretti et al. 1983; Sugiyama et al. 1993; Chen & Burchell
1995; Singhrao et al. 1995; Cavanagh 1999). Im Zusammenhang mit diesem Mechanismus
wurde die Theorie aufgestellt, dass im Falle neurodegenerativer Erkrankungen wie der AD
die Fahigkeit des Gehirns, CA auszubilden {iberstiegen wird und als Resultat die hiermit
verbundenen Proteinaggregate auftreten (Singhrao et al. 1995).

Es erscheint daher moglich, dass das Prion-Scaffold Resultat einer solchen ,,missgliick-
ten* Abkapselungsreaktion ist. Hierbei miisste die PrP-Aggregation schneller verlaufen als
die Glykogen- bzw. Polyglucosan-Anlagerung. Da die molekularen Mechanismen der Um-
wandlung von Glykogen zu Polyglucosan sowie der Entstehung und Akkumulation von CA
bislang unverstanden sind (Bobin et al. 1981; Magistretti et al. 1993), konnte auch hier das in
5.1.2 vorgestellte Modell der Bindung von Glykogen an Proteinaggregate als Erklarungs-
ansatz dienen. Dariiber hinaus bietet das Vorkommen von CA in gesunden gealterten Tieren
eine mogliche Erklarung fiir die in Vergleichspréiparationen gefundenen Zuckerkomponenten
(s. Tab. 4.10, S. 65 und 4.13, S. 69). Diese Erklarung deckt sich mit den Ergebnissen von
Weinmann (2000), die auf eine altersassoziierte Zunahme des Anteiles eines Prion-Scaffold-
dhnlichen Polysaccharides in gesunden Tieren hindeuteten. Ein Zusammenhang zwischen

dem Prion-Scaffold und der Entstehung von Corpora amylacea ist also sehr wahrscheinlich.

5.2 Die in-vitro-Konversion von rec PrP in Anwesenheit verschiedener
Polysaccharide

Ein zentraler Schritt der Pathogenese von Prionkrankheiten ist die Umwandlung des nicht-
infektiosen PrP¢ in seine Scrapie-Isoform PrP*. Da bislang in vitro noch keine Infektiositét
dargestellt werden konnte, wird einerseits diskutiert, dass ein Faktor X die Umwandlung von
PrP¢ zu PrP% energetisch begiinstigen konnte, andererseits, dass eine nicht-PrP-Komponente
fiir die Infektiositit notwendig sein konnte (s. 1.3.3 und 1.3.4). Daher sollte der Einfluss eines
Polysaccharides wie dem Prion-Scaffold auf die PrP-Umwandlung untersucht werden. Hierzu
wurde im Rahmen dieser Arbeit das von Post et al. (1998) entwickelte in-vitro-Konversions-
system (SDS-System) (s. 3.8.1) unter Verwendung rekombinanten PrPs und verschiedener
Modellsaccharide erfolgreich zur Etablierung von PrP/Polysaccharid-Koaggregaten adaptiert
(s. 4.3). Aufgrund der zuvor diskutierten Ahnlichkeiten wurde Glykogen aus Rinderleber als
Modellsaccharid fiir das Prion-Scaffold verwendet. Die durchschnittliche Glykogenkonzen-
tration im Hirn betrdgt bei der Ratte 0,4-0,6 mg/g (Hevor 1994) bzw. 3-5 umol Glucosyl-
einheiten pro g Hirngewebe (Choi & Grueter 2003). Innerhalb der natiirlichen Superkomplexe
von Glykogen, den B-Partikeln, betrdgt die Glykogenkonzentration sogar ca. 20 mg/ml (Preiss
1981). Aufgrund der hohen Absorption von Glykogen bei den CD-spektroskopischen Unter-

suchungen konnten jedoch nur 10 mg/ml Glykogen als Nachahmung einer auf zelluldrer
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Ebene stattfindenden Wechselwirkung von PrP mit Glykogen-B-Partikeln eingesetzt werden.
Als Adaptation einer zelluldr leicht erhohten Glykogenkonzentration wurde 1 mg/ml Glyko-
gen eingesetzt. Als weitere Vergleichssubstanzen dienten Stirke (als Modell fiir weitere V-
Helix-bildende Polysaccharide), 3-Cyclodextrin (als Modell einzelner V-Helixwindungen aus
sieben Glucosyleinheiten), Heparansulfat (als Modell fiir ionische Polysaccharide) und o-
Methylglucosid (als Modell fiir monomere Glucose, da es im Gegensatz zu Glucose nicht
optisch aktiv ist). Heparansulfat und Stérke konnten jedoch aufgrund ihrer hohen Absorption

nicht fiir CD-spektroskopische Untersuchungen verwendet werden.

5.2.1 Die in-vitro-Konversion von PrP in Anwesenheit von Polysacchariden ist méglich

Die Ergebnisse aus Kapitel 4.3 zeigen, dass die in-vitro-Konversion rekombinanten PrPs -
von einer PrP-dhnlichen zu einer PrP*-dhnlichen Form - auch in Gegenwart eines Polysac-
charides wie Glykogen im SDS-System moglich ist. Dabei waren mittels CD-Spektroskopie,
differentieller Ultrazentrifugation und FCS keine grundlegenden Unterschiede zu den bereits
von Post et al. (1998), Birkmann (2000) und Jansen et al. 2001 beschriebenen Phdnomenen
festzustellen: Bei hoheren SDS-Konzentrationen (~0,2 % SDS) weist PrP eine Sekundarstruk-
tur mit o-Helix- und unstrukturierten Anteilen auf. Mit abnehmender SDS-Konzentration
geht diese in eine dimere Konformation mit erhhtem a-Helix-Anteil {iber. In niedrigen SDS-
Konzentrationen (~0,03 % SDS) liegt PrP in Form 16slicher Oligomere mit dominierendem [3-
Strukturanteil vor, die schlieBlich bei SDS-Konzentrationen <0,01 % SDS weiter aggregieren
und unloslich werden. Im Detail waren jedoch Unterschiede aufgrund der Anwesenheit von
Glykogen und den anderen Sacchariden festzustellen. So zeigen die Ergebnisse der CD-Spek-
troskopie (s. 4.3.1.1) eindeutig eine Beschleunigung der PrP-Aggregation bei 0,01 % SDS in
Anwesenheit von Glykogen. Diese Beschleunigung war bei 10 mg/ml Glykogen (entspricht
55 umol/ml Glucosyleinheiten) stiarker ausgepréigt als bei 1 mg/ml (entspricht 5,5 pmol/ml
Glucosyleinheiten). Ferner induzierte die hohere Glykogenkonzentration schon bei 0,05 %
SDS den Ubergang von PrP zur B-reichen Konformation sowie Aggregation und Unléslich-
keit. Dies war auch mit B-Cyclodextrin zu beobachten, wobei bereits mit 0,9 mg/ml (ent-
spricht 5,5 umol/ml Glucosyleinheiten), ein vergleichbarer Effekt erzielt wurde (s. 4.3.1.2).
Dagegen zeigte a-Methylglucosid bei 0,05 % SDS selbst in Konzentrationen von 11 mg/ml
(entspricht 55 pmol/ml Glucosyleinheiten) keinen Effekt.

Zusammenfassend mit den Ergebnissen zur Loslichkeit von PrP in Abhingigkeit von
SDS-Konzentration und Saccharidzugabe (s. 4.3.1.3), ldsst sich die Aussage treffen, dass
Polysaccharide, die V-helicale Strukturen ausbilden konnen, im SDS-System die Aggregation
von PrP fordern. Dieser Effekt scheint ferner vom Gehalt an V-Helices abzuhédngen, da bei

Starke und B-Cyclodextrin der Effekt wesentlich intensiver ausgepragt war als bei Glykogen.
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Als Ursache dieser Effekte erscheinen drei verschiedene molekulare Phdnomene mog-
lich. So konnten sie zundchst auf eine direkte PrP/Polysaccharid-Wechselwirkung zuriickzu-
fiihren sein, welche die PrP-Aggregation fordert. Im Zusammenhang mit dem Ergebnis, dass
eine Glykogenkonzentration von 10 mg/ml die freie SDS-Konzentration um mehr als 50 %
senkt (s. 4.3.2), erscheint jedoch eine andere Erkldrung wahrscheinlicher. Hierbei wéren die
beobachteten Effekte dadurch zu erkléren, dass die Bindung von SDS an Polysaccharide zu
einer Erniedrigung der freien SDS-Konzentration fiihrt und so die Verschiebung der Loslich-
keit von PrP hin zu hoheren SDS-Einwaagekonzentrationen verursacht. Allerdings war die
beobachtete direkte Bindung an SDS weitaus hoher als die Verschiebung der PrP-Ubergangs-
kurven sowie die Anderung der kritischen micellaren Konzentration von SDS in Anwesenheit
von Glykogen. Demnach wire die Wechselwirkung zwischen Glykogen und SDS schwicher
als die zwischen SDS und PrP bzw. zwischen SDS-Molekiilen bei der Bildung von Micellen.
Dennoch kann eine SDS/Glykogen-Wechselwirkung als Ursache der beobachteten Effekte
nicht ausgeschlossen werden. Eine dritte Erkldrungsmdglichkeit bietet der sog. Volumenaus-
schluss-Effekt. Dieser Effekt beriicksichtigt, dass biologische Prozesse in vivo nicht in wiss-
rigen, sondern in Losungen heterogener Makromolekiile stattfinden. Dabei machen diese
Makromolekiile etwa 20-30 % des Gesamtvolumens des Mediums aus und liegen in Konzen-
trationen von 50-400 g/l vor. Der gegenseitige Volumenausschluss verringert die strukturelle
Entropie der Makromolekiile, wodurch die freie Energie und das chemische Potential jeder in
der Losung vorhandenen Makromolekiilspezies erhoht wird. Dies fiihrt zu Verschiebungen
von Reaktionsgleichgewichten in der Richtung, dass solche Zustdnde favorisiert werden, die
mit dem geringsten Volumenausschluss fiir die dominierende makromolekulare Spezies ver-
bunden sind (zur Ubersicht s. Ellis 2001; Minton 2000; 2001; Li ef al. 2001; Kinjo & Takada
2002a, b). Insbesondere Faltungsreaktionen von Proteinen mit hoher Aggregationstendenz
scheinen hierdurch beeinflussbar. So fiihrten hohe Konzentrationen von BSA, Ficoll 70 und
Dextran 70 dazu, dass die korrekte Riickfaltung von reduziertem und degradiertem Lysozym
aufgrund einer beschleunigten Aggregation fast vollstindig verhindert wurden (van den Berg
et al. 1999). Auch die Bildung amyloider Fibrillen aus Apolipoprotein C-II wurde mit zuneh-
mender Dextrankonzentration beschleunigt (Hatters et al. 2002). Bei einer weiteren Studie
wurde beobachtet, dass die Beschleunigung der Fibrillogenese von a-Synuclein (vgl. Tab 1.1,
S. 10) sowohl mit zunehmender Konzentration aber auch mit steigender Grofle der zuge-
gebenen Agenzien einherging (Uversky et al. 2001). Die Beschleunigung der PrP-Aggre-
gation in Zusammenhang mit der Zugabe von Polysacchariden konnte also auch auf den
Volumenausschluss-Effekt zuriickzufiihren sein. Insbesondere Glykogen und Stirke kommen
hierfiir als sehr grole Molekiile in Frage.

Ob nur eine der diskutierten Moglichkeiten oder eine Kombination mehrerer zu den
beobachteten Effekten fiihrten, ist auf Grundlage der vorhandenen Daten nicht zu beurteilen.

In jedem Fall zeigen diese Ergebnisse deutlich, dass bei zukiinftigen biophysikalischen Stu-
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dien zur in-vitro-Konversion von PrP mittels SDS-System, im Fall der Zugabe weiterer Kom-
ponenten, sowohl deren mogliche Wechselwirkungen mit SDS, als auch deren moglicher
Volumenausschluss-Effekt beriicksichtigt werden miissen. Um solche Wechselwirkungen
auszuschlieBen, konnten alternative Induktionen der in-vitro-Konversion von PrP z.B. durch
Verianderung des pH-Wertes oder der Temperatur fiir derartige Studien von Vorteil sein.
Allerdings ginge hierbei der Vorteil des SDS-Systems als Simulation einer Zellmembran-

umgebung verloren.

5.2.2 Enistehen PrP/Polysaccharid-Koaggregate durch keiminduzierte Aggregation?
Die bislang diskutierten Ergebnisse zeigten, dass die in-vitro-Konversion auch in Gegenwart
von Polysacchariden zu aggregierenden, unloslichen B-strukturierten PrP-Oligomeren bzw.
Multimeren fiihrte. Hauptsédchliches Ziel dieser Versuche war jedoch die Bildung und der
Nachweis von Koaggregaten zwischen hochmolekularen Polysacchariden und PrP. Es wurde
vermutet, dass die proteolytische Verdauung von rec PrP/Polysaccharid-Koaggregaten
aufgrund sterischer Behinderungen langsamer verlaufen miisste als bei rec PrP-Aggregaten.
Mit Ausnahme eines nicht reproduzierbaren Versuches, in dem erhohte PK-Resistenz in Zu-
sammenhang mit 10 mg/ml Glykogen beobachtet wurde, zeigten die durchgefiihrten PK-
Verdauungen (s. 4.3.3) keine signifikanten Verdnderung in der PK-Resistenz, wenn die PrP-
Aggregation in Gegenwart verschiedener Polysaccharide stattfand. Einzig auffillig war, dass
ein 14 kDa grof3es Abbaufragment erst zu spiteren Zeiten auftrat, wenn die PK-Verdauung in
Gegenwart von Heparansulfat und Glykogen stattfand. In der Kontrolle wurde dieses Abbau-
fragment dagegen iiber die gesamte Zeit der Verdauung in gleichbleibend hoher Menge beo-
bachtet. Die Experimente lieBen daher keinen Schluss auf die Existenz von Koaggregaten zu.
Von der Arbeitsgruppe Caughey wurde dagegen beschrieben, dass die PK-Resistenz
von PrP-Aggregaten mit zunehmenden Konzentrationen von Heparansulfat steigt. Als Plateau
wurde eine fiinffache Erhohung der PK-Resistenz ab Konzentrationen von 5 pg/ml Heparan-
sulfat angegeben (Wong et al. 2001). Diese Daten wurden jedoch mit einem in-vitro-Konver-
sionssystem ermittelt, bei dem eine keiminduzierte Aggregation durch Zugabe eines Uber-
schusses von infektiosem PrP* zu radioaktiv markiertem [**S]PrP erfolgte. Die PK-Resistenz
des angelagerten [*S]PrP wurde nach PK-Verdauung und Gelelektrophorese mittels
Filmexposition detektiert. Die Erklarung fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse liegt in den
unterschiedlichen in-vitro-Konversionssytemen begriindet. Wong et al. (2001) beschreiben
eine Erhohung der PK-Resistenz von PrP, das sich an Prionaggregate anlagert, also einen
Oberflacheneffekt. Mit dem SDS-System dagegen wird die Aggregation von PrP direkt
induziert. Eine hiermit induzierte PK-Resistenz beruht also auf einem Volumeneffekt. Die

Ergebnisse sind also nicht miteinander vergleichbar und nur scheinbar widerspriichlich.
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Im Gegensatz zu den zuvor diskutierten Ergebnissen zeigte die lichtmikroskopische
Untersuchung (s. 4.3.4) eindeutige spezifische Unterschiede zwischen der PrP-Aggregation
mit und ohne Vorhandensein von Glykogen. Fand die Aggregation in Anwesenheit von Gly-
kogen statt, wurde eine hohere Anzahl von PrP-Aggregaten beobachtet, die kleiner, licht-
mikroskopisch dichter und feiner strukturiert waren als bei Aggregation ohne Glykogen. Im
Zusammenhang mit der Verteilung punktformiger Strukturen, die in der Glykogenkontrolle
beobachtet wurde, lieBe sich die erhohte Anzahl von PrP-Aggregaten sowie die verringerte
durchschnittliche Aggregatgrofle in Anwesenheit von Glykogen damit erkldren, dass die
Glykogenpartikel als Keime fiir die PrP-Aggregation dienten. Die PrP-Aggregation in An-
wesenheit von Glykogen wire also eine keiminduzierte Aggregation, wihrend die Aggrega-
tion ohne Glykogen eher einer spontanen de novo Aggregation entspricht. Diese Interpreta-
tion wird durch die Ergebnisse der CD- und FCS-Spektroskopie (s. 4.3.1.1) gestiitzt. In
Anwesenheit von Glykogen zeigen die CD-Spektren eine beschleunigte PrP-Aggregation, und
die FCS-Spektren ein sofortiges Auftreten von PrP-Aggregaten direkt nach Induktion der PrP-
Aggregation in 0,01 % SDS. Da ohne Glykogen die spontane Aggregation von PrP weitaus
langsamer verlauft (Post et al. 1998; Schifer 1997), kann dies nur durch eine keiminduzierte
Aggregation erkliart werden. Dass die PrP-Aggregate in Anwesenheit von Glykogen lichtmi-
kroskopisch dichter und feiner strukturiert erschienen, konnte auf den unter 5.2.1 beschriebe-
nen Volumenausschluss-Effekt zuriickzufiihren sein. Die Anwesenheit von Glykogen wiirde
also zu einem hoheren Volumenausschluss in den PrP-Aggregaten fiihren. Die elektronenmi-
kroskopische Untersuchung der Ultrastruktur der PrP-Aggregate (s. 4.3.5) zeigte, dass diese
in beiden Fillen groftenteils amorph vorlagen. In den Proben, bei denen die Aggregation in
Anwesenheit von Glykogen erfolgte, waren dariiber hinaus stdbchenartige Strukturen zu
erkennen. Verglichen mit Prionrods sind diese in jedem Fall weniger fein strukturiert und
wesentlich linger. Die stdbchenartigen Strukturen bestanden zudem aus feineren Fiden, die
durch amorphe Strukturen unterbrochen waren. Dennoch war auch hier die typische gewun-
dene Struktur amyloider Fibrillen nicht zu erkennen. Wie diese Strukturen mit Glykogen in
Zusammenhang stehen, und ob sie Vorldufer amyloider Fibrillen sein konnten, ldsst sich aus
den vorhandenen Daten nicht kldren. Hierzu sind weitere Studien notig.

Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen mittels fluoreszenzmarkiertem PrP, anti-
Glykogen-Antikdrper und fluoreszenzmarkiertem Zweitantikorper (s. 4.3.6) zeigten eindeutig,
dass PrP/Glykogen-Koaggregate entstehen, wenn PrP in Anwesenheit von Glykogen aggre-
giert. Die Beobachtung, dass zumeist mehrere Glykogenpartikel innerhalb eines PrP/Glyko-
gen-Koaggregates lokalisiert sind, deutet ferner auf eine spezifische Wechselwirkung
zwischen Glykogen und PrP hin. Auf Basis der Verteilung polarer und unpolarer Ober-
flichenanteile bei PrP (vgl. Abb. 1.6, S. 18) erscheint eine hydrophobe Wechselwirkung
zwischen dem flexiblen hydrophoben Bereich (AS 29-127) von rec SHaPrP(29-231) und der

unpolaren Kavitét einer Glykogen-V-Helix mdglich. Auch eine polare Wechselwirkung zwi-
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Abb. 5.4: Modell der keiminduziertern PrP-Aggregation an Glykogen:

Die endsténdigen a-1,4-Glucosylketten von Glykogen nehmen in Wechselwirkung mit aggregie-
rendem PrP V-Helixkonformation an. Durch unpolare Wechselwirkungen zwischen der inneren
hydrophoben V-Helix-Kavitdt und dem hydrophoben flexiblen Bereich des PrP, bzw. polaren Wech-
selwirkungen zwischen dem polaren @uferen der V-Helix und dem polaren PrP-Core bindet PrP an
die dufieren Regionen von Glykogen, das auf diese Weise als Keim fur die PrP-Aggregation dient.

schen dem polaren, stark geladenen PrP-Core (AS 128-231) und den dulleren hydrophilen Re-
gionen V-helikaler Strukturbereiche von Glykogen oder eine Kombination von beiden
Wechselwirkungen ist denkbar. Ein mdgliches Modell der Wechselwirkung zwischen Glyko-
gen und PrP als Basis einer keiminduzierten Aggregation ist in Abb. 5.4 gezeigt.

Da mittels CD-Spektroskopie nur Aussagen iiber die Sekundérstruktur von Proteinen in
Losung gemacht werden konnen, kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass
PrP innerhalb der Koaggregate weiterhin eine B-dominierte Sekundérstruktur aufweist. Nur
wenige Veroffentlichungen haben sich bislang damit beschiftigt, den Einfluss der Koaggre-
gation mit Polysacchariden auf die Proteinstruktur zu untersuchen. Die wenigen Ergebnisse
stammen aus dem Bereich der Mikroverkapselung durch komplexe Koazervation. Komplexe
Koazervation bezeichnet in diesem Zusammenhang das Ausfdllen zweier entgegengesetzt
geladener Polymere in einer feinen Dispersion von Koaggregaten. So wies Ribulose-bis-

phosphat-carboxylase bei Koazervation mit Pektin einen verminderten Anteil o-helikaler
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Strukturanteile auf. Hiermit war auch eine Verminderung der Denaturierungstemperatur und
—enthalpie verbunden (zur Ubersicht s. Schmitt et al. 1998). Im Gegensatz zu Pektin ist Gly-
kogen jedoch ein ungeladenes Polysaccharid. Aus dem Volumenausschluss-Effekt (s. 5.2.1)
kann man dennoch drei Einfliisse fiir Proteinaggregation ableiten: a) Stabilisierung des
nativen Proteins vor Beginn der Aggregation, b) Beschleunigung des Einsetzens von Aggre-
gation und des Wachstums von Aggregaten im frithen Stadium und c¢) Verlangsamung des
Gleichgewichtsprozesses der Aggregation im spiteren Stadium (Kinjo & Takada 2002a; b).
Da die PrP-Aggregation mit einer Umwandlung zu einer -dominierten Sekundarstruktur
einhergeht, ist es also wahrscheinlich, dass diese auch innerhalb der Koaggregate vorliegt.
Zusammenfassend fiithrt Glykogen im SDS-System verglichen mit der PrP-Aggregation

ohne Glykogen: 1.) zur Koaggregation von Glykogen und PrP,

2.) zum beschleunigten Einsetzten der PrP-Aggregation,

3.) zu einem schnelleren Aggregationsverlauf.

4.) zu einer hoheren Zahl kleinerer Aggregate mit gleicher PK-Resistenz.
Die wahrscheinlichsten Ursachen hierfiir sind: a) eine direkte Wechselwirkung von Glykogen
und PrP, b) ein Glykogen-bedingter Volumenausschlufleffekt und c¢) eine Glykogen-bedingte
keiminduzierte PrP-Aggregation.

5.3 Rekonstitutionsexperimente mit Polysacchariden und Prion-Scaffold

Zur de novo Darstellung von Infektiositit miissen sdmtliche Ausgangsmaterialien frei von In-
fektiositit sein. Hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit die Priparation des Prion-Scaffold
aus hochinfektidsem Prionrods dahingehend optimiert (s. 4.2), dass in den Priparaten PrP 27-
30 um einen Faktor groBer 6,8 x 10° abgereichert wurde (s. 4.4.4). In den noch laufenden In-
fektiosititsstudien konnte fiir die optimierte Préparation des Prion-Scaffold bislang keine
Infektiositit, bzw. eine Abnahme der Infektiositét von 8,6 log IDsi/pug Ausgangsmaterial auf
weniger als 0,6 IDs¢/pug Ausgangsmaterial nachgewiesen werden. Experimente zur Rekonsti-
tution von Infektiositdt wurden mit rec SHaPrP(29-231) unter Zusatz von Glykogen und/oder
Heparansulfat, mit CHO-PrP¢ unter Zusatz des Prion-Scaffold und mit SHa-PrP¢ bzw. sol PrP
27-30 elu unter Zusatz des Prion-Scaffold und einer Mischung von prionspezifischen Lipiden
durchgefiihrt. In den noch laufenden Infektiositdtsstudien wurde bislang noch kein Hinweis
auf Infektiositdt gefunden. Die theoretisch noch moglichen Infektiositidten liegen bei weniger
als 11-15 IDso/pug PrP (s. 4.4). Diese Werte sind allerdings Néaherungen, da die zur Berech-
nung potentieller Infektiositidten genutzten Formeln aus Endpunkt-Titrationen des Scrapie-
Erregers im jeweiligen Tiermodell (s. 3.4) stammen. Fiir eine exakte Bestimmung von Infek-
tiositétstitern ist eine Endpunkttitration mit dem jeweiligen Erregermaterial notig (Prusiner et
al. 1982). Diese erscheint jedoch nur in Zusammenhang mit nachweisbarer Infektiositét sinn-
voll. Zusammenfassend ist daher auszuschlieen, dass hohe Mengen von Infektiositit de novo

entstanden sind. Eine subklinische Infektion der Versuchstiere wire jedoch moglich, und das
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Auftreten eines solchen Phanomens ist bekannt. So wurde bei Méusen, die mit hohen Dosen
des Hamster-adaptierten Scrapie-Stammes 263 K infiziert wurden, beobachtet, dass diese
iiber 2 Jahre keinerlei klinische Symptome einer Erkrankung aufwiesen. Histopathologische
Untersuchungen zeigten jedoch, dass bei diesen Tieren nach 310 d eine allméhliche Akku-
mulation von PK-resistentem Maus-PrP auftrat. Passagierte man Hirnhomogenat von Tieren
782 d nach Inokulation in andere Méiuse, so entwickelten diese nach etwa 457 d klinische An-
zeichen einer Scrapie-Erkrankung und histopathologisch wurden hohe Mengen an PK-resis-
tentem PrP gefunden (Race er al. 2001). Auch Maiuse, die mit sehr niedrigen Dosen der
Maus-adaptierten Scrapie-Stimme RML und ME?7 infiziert wurden, wiesen eine subklinische
Prioninfektion auf. Hierbei wurde jedoch iiber mehrere Monate ein Wechsel zwischen der
Abwesenheit klinischer Symptome und dem Auftreten von beginnenden Symptomen einer
Prionerkrankung beobachtet (Thackray et al. 2002). Es ist unbekannt, wieviel Infektiositét bei
einer in vitro Rekonstitution tatsdchlich entstehen konnte, und wie eine hiermit erzielte Infek-
tion im Versuchstier verlaufen wiirde. Bis zum Abschluss aller Infektiositétsstudien im Marz
2004, der nachfolgenden molekularbiologischen, bzw. histopathologischen Untersuchung
oder weiteren Passagierung kann also die Moglichkeit einer subklinischen Infektion, und

somit die de-novo-Generation von Infektiositit nicht ausgeschlossen werden.

5.3.1 Polysaccharide als notwendige Sekunddrkomponenten der Infektiositct von
Prionen?

Einem moglichen Zusammenhang zwischen Polysacchariden und der Infektiositét von Prio-
nen wurde in der Literatur wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Einzig Shaked et al. (2001) be-
schrieben Versuche mit nicht-proteindsen Komponenten von Prionen bzw. Heparansulfat.
Hierbei wurden nicht-proteindse Komponenten aus Prionen gewonnen und zusammen mit
PrP*%, welches zuvor mit Dimethylsulfoxid solubilisiert wurde, rekonstituiert. Wéhrend solu-
bilisiertes PrP allein eine Infektiositit von log 4 IDs, aufwies, betrug die Infektiositit nach
Rekonstitution mit den nicht-proteinésen Komponenten log 6,6 IDs,. Nach Verdauung der
nicht-proteindsen Komponenten mit Heparanase und Rekonstitution mit solubilisiertem PrP
betrug die Infektiositidt dagegen log 4,7 IDso. Der Zusatz von 4 mg/ml Heparansulfat zum
solubilisierten PrP resultierte in einer Infektiositit von log 6,4 IDs,. Die Praparation der nicht-
proteindsen Komponenten war vergleichbar mit der Préparation des Prion-Scaffold (s. 3.2.2),
allerdings wurden weder zuvor Lipide extrahiert noch 16sliche von unloslichen Bestandteilen
nach der PK-Verdauung getrennt. Da die Rekonstitutionsexperimente von Shaked et al.
jedoch mit infektiosem PrP% durchgefiihrt wurden, konnen die erzielten Infektiosititszuwach-
se (~100 IDso) im Rahmen der normalen experimentellen Schwankungsbreite liegen und sind
daher wenig aussagekriftig. Vorteilhafter ist es von nicht-infektidsen Materialien auszugehen,
da de novo erzeugte Infektiositét auch in geringen Titern Aussagekraft hat. Im Rahmen der in

dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit rekombinantem PrP und Heparansulfat (s.
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4.3.3 und 4.4.1) wurde bis auf die leichte Akkumulation eines 14 kDa-Abbaufragmentes bei
Proteaseverdauung kein eindeutiger Hinweis auf eine spezifische oder fiir die Infektiositdt
wichtige Funktion von Heparansulfat gefunden. Bei den Infektiositdtsstudien war innerhalb
von 500 d aufgrund klinischer Befunde bei keinem Versuchstier Infektiositdt nachweisbar.
Damit konnten in Anwesenheit von Heparansulfat Titer grofler als 2 IDso/pug rec SHaPrP(29-
231) ausgeschlossen werden. Eine subklinische Infektion der Versuchstiere ist also auch hier
noch moglich.

Da eine Infektiositdt des Prion-Scaffold alleine aufgrund aller bisherigen Erkenntnisse
eher unwahrscheinlich ist, stellt sich im Zusammenhang mit Infektiosititsstudien die Frage,
wie ein Polysaccharid mit der Infektiositdt von Prionen zusammenhéingen konnte. Hier wiren
u.a. eine Stabilisation der pathogenen PrP-Struktur durch Einfluss auf die strukturelle Energe-
tik des Prionproteins, eine Verstarkung der proteolytischen Resistenz der Proteinkomponente
durch sterische Behinderung von Proteasen oder aber eine Vermittlung spezifischer Kontakte
die fiir die Propagation der Prionerkrankung wichtig sind, mdglich. Dariiber hinaus kdnnte die
Koaggregation mit Polysacchariden zu einer lokal erhohten Verweildauer von PrP* fiihren
und somit die Umfaltung von PrP¢ in die pathogene Isoform PrP* begiinstigen. Dies erscheint
wahrscheinlich auf Basis von Experimenten, in denen man Prionen an rostfreien Stahldraht
adsorbieren liel, und diesen lokal fixiert fiir 30 min in das Hirn von gesunden Méusen
einbrachte. Die hierdurch vermittelte Infektiositit war weitaus hoher und effizienter als die
durch Injektion einer vergleichbaren Menge Prionen (Zobeley et al. 1999; Flechsig et al.
2001). Auch die Rate, mit der injizierte Prionen vom Ort der Injektion weggewaschen bzw.
durch zelluldre Proteasen abgebaut werden, die sog. ,,clearance rate” (Safar et al. 2000), ist
ein entscheidender Faktor bei Infektionsstudien. Bei Versuchen mit Prionrods wurde beo-
bachtet, dass innerhalb von 24 h post inokulum mehr als 99 % des injizierten PrP 27-30 durch
die ,.clearance rate” abgebaut wurden (Safar, miindl. Mitteilung). Eine Koaggregation mit
Polysacchariden konnte also durch Schutz vor Proteasen sowie eine verldngerte lokale Ver-
weildauer die ,,clearance rate* senken.

Zusammenfassend erscheint es also als durchaus wahrscheinlich, dass Polysaccharide
eine wichtige Rolle spielen konnen. In zukiinftigen Experimenten miissten daher die Bedin-
gungen, unter denen Koaggregate die zuvor beschriebenen Eigenschaften erhalten, genauer

evaluiert werden.

5.3.2 Ist die Darstellung von Prionen in vitro méglich?

Die Darstellung von Prionen in vitro wire ein Beweis der Prion-Hypothese. Bislang konnte
jedoch noch keine Infektiositit in vitro dargestellt werden (vgl. 1.3.4), und auch die im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrten Rekonstitutionsversuche erbrachten bislang noch keine po-
sitiven Resultate. Die moglichen Ursachen hierfiir sind zahlreich. Zunéchst kénnte die Prion-

Hypothese falsch sein. Da jedoch die liberwiegende Zahl der Argumente flir diese Theorie
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sprechen, erscheint dies eher unwahrscheinlich. Ferner ist der genaue Ort der Konversion von
PrP¢ zu PrP* bzw. der Priongenese bislang noch unbekannt. Diskutiert werden hier die
dullere Zellmembran, caveolae-dhnliche Membrandoménen, frithe und spiate Endosomen, Ly-
sosomen und das ER (zur Ubersicht s. Prusiner 1996; Caughey 2001; Harris 2001). Aufgrund
dieser Unbestimmtheit konnten die fiir die in-vitro-Konversion gewihlten Bedingungen
beziiglich pH-Wert, Ionenstirke und makromolekularer Zusammensetzung des Milieus falsch
sein. Auch im Falle der richtigen Bedingungen wire dennoch nicht sichergestellt, dass wih-
rend der Experimente die richtige pathogene PrP-Struktur eingestellt wiirde, da die Kinetik
dieser Strukturumwandlung sehr viel ldnger dauern konnte, als es die Versuchsdauer zulie3e,
oder der Prozess membranabhingig sein konnte. Ferner wire bei zu geringer Ausbeute an
infektiosem PrP der Nachweis unmdglich. Insbesondere durch die zuvor diskutierte
,clearance rate” (s. 5.3.1) wiirden geringe Mengen von Infektiositidt rasch inaktiviert und
nicht mehr nachweisbaren sein. Sofern sekunddre Komponenten fiir die Infektiositit von Prio-
nen notwendig sein sollten, konnten diese einerseits bislang noch unbekannt sein. Anderer-
seits wire es moglich, dass Koaggregate von PrP und bekannten Sekundirkomponenten eine
bestimmte Struktur haben miissten, die jedoch nicht ohne weiteres in vitro nachzustellen ist.
Im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten (s. 4.4) wére
es moglich, dass dem Prion-Scaffold durch die Préparation wichtige strukturelle Eigenschaf-
ten verloren gingen. Wahrscheinlicher noch ist, dass das aggregierende PrP nicht so in das
Prion-Scaffold eingebaut wurde, wie es in vivo zuvor der Fall war. Die fluoreszenzmikros-
kopischen Untersuchungen der Koaggregation von rec PrP und Glykogen (s. 4.3.6.2) zeigten,
dass PrP vorwiegend Glykogen innerhalb der Koaggregate einschloss. Daher konnten Experi-
mente, die auf eine alternierende, schichtweise (,,Baumkuchen-dhnliche*) Aggregation abzie-
len, groBBere Erfolgsaussichten haben. Innere PrP-Schichten wiirden so vor proteolytischem
und dussere Glykogen-Schichten durch den Einschluss der Glucosylketten in die Aggregate
vor glykolytischem Abbau geschiitzt werden (vgl. Abb. 5.2, S. 102 und Abb. 5.4, S. 110).
Dies erschiene insbesondere als wahrscheinlich, wenn das Prion-Scaffold aus einem aktiven
zelluliren Abwehrprozess resultierte (s. 5.1.3). In diesem Zusammenhang wére es auch
moglich, dass Versuche unter Beteiligung der Enzyme und Substrate der Glykogensynthese
erfolgreicher sein konnten. Eine letzte Mdglichkeit, die in der Literatur bislang nur wenig
Beachtung fand, ist, dass molekulare Modifikationen von PrP oder von beteiligten Sekundér-
komponenten fiir die Infektiositit von Prionen notwendig sein kdnnten. In diesem Zusammen-
hang wurde ein moglicher Zusammenhang von Advanced Glykation End Products (AGEs) in
Prionen untersucht, der im folgenden Abschnitt diskutiert wird. Zusammenfassend ist daher
festzustellen, dass Versuche zur in-vitro-Genese von Prionen mit hohen experimentellen
Unsicherheiten verbunden sind und daher weitergehende Erforschungen des strukturellen
Aufbaus von Prionen, der molekularen Mechanismen sowie der zelluldren Lokalisation der

PrP-Umwandlung wiinschenswert sind.
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5.4 AGEs und Prionen
AGE-Modifikationen konnen Unloslichkeit, Aggregation, Proteolyseresistenz und Zytoto-

xizitdt von Proteinen bedingen (s.1.2.2). Dariiber hinaus sind sie potente Quellen reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die ebenfalls zytotoxische Eigenschaften haben und Konformations-
anderungen und Aggregation von Proteinen induzieren kénnen (s. 1.2.1). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden erfolgreich Methoden etabliert, um Proteine in vitro mit AGEs zu modi-
fizieren. In Versuchen mit BSA wurden Positivkontrollen von BSA-AGEs synthetisiert (s.
4.5.1). Die Ergebnisse dieser Versuche deuten dariiber hinaus an, dass auch in Anwesenheit
eines Polysaccharides wie Glykogen die Entstehung von Protein-AGEs mdglich ist. Ein
solcher Effekt wiirde sich aufgrund der beobachteten Absorptionszunahmen jedoch iiber
Monate hinziehen. Daher wire in vivo aufgrund der hoheren Verfligbarkeit anderer AGE-
induzierender Substanzen eine Bedeutung von Glykogen beim AGEing eher unwahrschein-
lich. Vielmehr konnte es, wie bei den CA vermutet (s. 5.1.3) als Matrix dienen, um langlebige

Proteinaggregate vor AGE-Modifikation abzuschirmen.

5.4.1 Ein putativer Wirkungsmechanismus von Quinacrin

Quinacrin und andere Acridin- und Phenothiazinderivate zeigen in Zellkultur Inhibierung der
PrP*-Bildung (Korth et al. 2001). Diese Substanzen werden zur Zeit als potentielle Anti-
Prion-Medikamente klinisch evaluiert (May et al. 2003), der Wirkungsmechanismus in
diesem Zusammenhang ist jedoch unbekannt. Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zu Sub-
stanzen, die AGE-Modifikationen auflosen konnen (AGE-Breaker), wurden Versuche durch-
gefiihrt, in denen ein moglicher Einfluss von Quinacrin auf die Bildung von AGE-Modifika-
tionen untersucht wurde. Die Ergebnisse (s. 4.5.2) zeigen eindeutig, dass eine Funktion von
Quinacrin als ,,AGE-Breaker* ausgeschlossen werden kann. Die Ergebnisse deuten im
Gegenteil vielmehr an, dass Quinacrin eine der AGE-Reaktion mit Glucose vergleichbare
Verinderung von BSA vermittelt. Auf Basis der chemischen Struktur von Quinacrin ist
jedoch ein den AGE-Reaktionen (s. Abb. 1.2, S. 5) vergleichbarer Prozess eher auszu-
schlieBen. Eindeutig ist jedoch, dass eine Reaktion zwischen Quinacrin und BSA stattge-
funden hat. Ob eine solche Reaktion auch mit PrP® moglich ist, und zu welchen Produkten
diese fiihrt, miissen zukiinftige Studien zeigen. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen von
Korth et al. (2001) wire es jedenfalls denkbar, dass eine Quinacrin-vermittelte Modifikation
von PrP¢ dazu fiihrt, dass es nicht mehr in PrP* umgewandelt werden kann, oder dass
modifiziertes PrP¢ der proteolytischen Degradation zugefiihrt wird, und hierdurch die PrP%-

Replikation in den ScN2a-Zellen unterbrochen wird.
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5.4.2 Die AGE-Analysen geben Hinweise auf Ort und Zeitpunkt der PrP-Umwandlung
Die Ergebnisse der Dot-Blot-Analysen mit spezifischen anti-AGE-Antikorpern ergaben, dass
alle untersuchten PrP-Spezies Anteile von AGE-modifiziertem PrP aufwiesen (s. 4.5.3). Da
rekombinante Proteine in Bakterienzellen oftmals in Form zytoplasmatischer Einschliisse
akkumulieren (zur Ubersicht s. Kopito 2000), steigt die Wahrscheinlichkeit von AGEing. Die
bei rec SHaPrP(90-231) und rec SHaPrP(29-231) detektierten AGEs waren daher zu erwar-
ten. Rekombinantes PrP¢ aus {iberexprimierenden CHO-Zellkulturen wird aufgrund des GPI-
Ankers auf der Zellmembran der CHO-Zellen exprimiert (Blochberger et al. 1997). Durch
den direkten Kontakt mit dem Glucose-haltigen Medium erscheint auch hier AGEing méglich
und somit die detektierten AGEs bei CHO-PrP¢ plausibel. Anders sieht es bei den in SHa-
PrP¢ detektierten AGEs aus. Hier ist eine artifizielle Induktion von AGEing unwahrschein-
lich, da die Glucosekonzentration im Gehirn post-mortem rapide abnimmt (Lowry et al. 1964,
Chee et al. 1983). Auch erscheint es unrealistisch, dass durch die Priparationsmethode von
SHa-PrP€ (Pan et al. 1992) spezifisch AGE-modifizierte PrP“-Molekiile angereichert werden.
Dabher sollten die bei SHaPrP¢ detektierten AGEs das natiirliche AGEing von PrP¢ widerspie-
geln. Das Vorkommen von AGEs bei nicht-infektiosen PrP-Spezies hat besondere Bedeutung
fiir Experimente, bei denen Neurotoxizitit z.B. nach Aggregation untersucht wird. AGEing
fiihrt zu Zytotoxizitdt von Proteinen und kann oxidativen Stress bedingen sowie verstérken (s.
1.2.2). Auf Basis der durchgefiihrten AGE-Analysen erscheint es als wahrscheinlich, dass
Neurotoxizitit, die in Verbindung mit der in-vitro-Aggregation von PrP¢ oder rec PrP beo-
bachtet wurde (Post et al. 2000; Ma et al. 2002), nicht nur auf den Aggregationszustand von
PrP, sondern auch auf die damit verbundene Akkumulation von AGEs zuriickzufiihren ist.

Die AGE-Analysen von PrP 27-30 weisen im Vergleich zu den anderen PrP-Spezies auf
einen geringeren Anteil an AGEs hin. Eine Erklarung hierfiir wére, dass AGE-Epitope von
PrP 27-30 innerhalb der Aggregate gegeniiber der Detektion mittels anti-AGE-Antikérpern
abgeschirmt wurden. Da die Proben vor der Analyse durch Kochen in Auftragspuffer dena-
turiert wurden, erscheint dies eher unwahrscheinlich. Es ist daher anzunehmen, dass die
detektierten Unterschiede zwischen SHa-PrP® und PrP 27-30 auf einer unterschiedlichen
biologischen Vorgeschichte beruhen. Dies wiirde verschieden lange Exposition von PrP¢ bzw.
PrP* gegeniiber AGE-induzierenden Substanzen implizieren, wofiir nur die Abschirmung von
PrP% gegeniiber AGEing durch Einbau in Prion-Aggregate in Frage kdme. Da PrP® mehr
AGEs aufweist, miisste die Umwandlung von PrP® zu PrP*¢ also relativ bald nach der Transla-
tion erfolgen. Im Zusammenhang mit der Zellbiologie von PrP (s. 1.3.3) ist also zu vermuten,
dass die Umwandlung kurz nach der Golgi-Prozessierung, dem Transport an die Zellober-
fliche oder eventuell in einem frithen Endosomalen Stadium stattfindet. Die in der Literatur

als Umwandlungsorte diskutierten spdten Endosomen oder Lysosomen, sind auf Basis der
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AGE-Analysen eher unwahrscheinlich. Auch eine Umwandlung von PrP€, das mehrfach den
Zyklus zwischen Zellmembran und endosomalen Kompartimenten durchlaufen hat (zur
Ubersicht s. Prusiner 1996; Caughey 2001; Harris 2001), ist eher auszuschlieBen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus 4.5.3, dass AGEs auch in Prionen vorkom-
men und eine Beteiligung an der Prionpathogenese daher nicht ausgeschlossen werden kann.
Da PrP 27-30 jedoch weniger AGEs aufwies als SHa-PrP®, erscheint eine Funktion bei der
Umwandlung von PrP€ in PrP% eher unwahrscheinlich. Eine Beteiligung an den neurodegene-
rativen Prozessen der Prionkrankheiten ist dagegen moglich. Wenn, wie oben diskutiert, die
Umfaltung von PrP¢ zu PrP* relativ frith nach der PrP-Translation erfolgte, wiirde im Fall
einer Prioninfektion kein oder weniger neugebildetes PrP¢ an die Zelloberflidche gelangen.
Die Wabhrscheinlichkeit lingerer Halbwertzeiten und somit AGEing bereits exprimierten
PrPs stiege an. Da AGE-modifizierte Proteine zytotoxisch sind, oxidativen Stress sowie
Carbonylstress bedingen und verstirken kénnen, wiirde mit zunehmendem AGEing von PrP¢
auch die Wahrscheinlichkeit beginnender Neurodegeneration steigen. In der Literatur findet
sich bislang nur eine Veroffentlichung in Verbindung mit AGEs und PrP. In CJD-Hirn-
schnitten wurden zytoplasmatische, granuldre PrP-Strukturen in Astrozyten beschrieben, die
mit einer starken Immunoreaktion fiir AGEs und dem Rezeptor fir AGEs (RAGE s. 1.2.2)
einhergingen. Von den Autoren wurde, in Analogie zur Alzheimerschen Krankheit, ein De-
gradationsmechanismus von AGE-modifizierten Proteinen in Astrozyten diskutiert (Sasaki et
al. 2002). Durch Wechselwirkung von AGE-modifiziertem PrP® mit Astrozyten konnte also
eine RAGE-vermittelte Aktivierung von Mikrogliazellen sowie eine weitere Erhéhung des
oxidativen Stresses stattfinden (vgl. 1.2.1 und 1.2.2). Da bei Prionkrankheiten nach wie vor
unbekannt ist, was der ursdchliche Grund der beobachteten Neurodegeneration ist (zur
Ubersicht s. Brown 2002, Fraser 2002, Caughey & Lansbury 2003), konnte ein solches
Modell als Arbeitshypothese fiir zukiinftige Experimente dienen.

5.4.3 AGEing kann Unléslichkeit von rekombinantem PrP induzieren

Untersuchungen der Auswirkung von AGE-Modifikation auf die Loslichkeit von rec
PrP zeigten, dass intensives AGEing l6sliches PrP trotz Anwesenheit von 0,2 % SDS in
unlosliches tliberfiihrt kann (s. 4.5.4). Der Nachweis von Unloslichkeit erfolgte jedoch auf
Basis des Anti-CML-Antikopers 4G9, da das in-vitro-AGEing von PrP scheinbar zu einer
Epitopmaskierung fiir den anti-PrP-Antikorper 3F4 flihrte. In zukiinftigen Experimente sollte
daher zum PrP-Nachweis ein Antikorper genutzt werden, der ein PrP-Epitop bindet, welches
kein Lysin oder Arginin enthilt. Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass das CML-Signal bei
den PrP-Proben, bei denen durch Ausdiinnen auf 0.01 % SDS die Aggregation induziert
wurde, ein schwicheres CML-Signal aufwies als die anderen Proben. Dies konnte einerseits
darauf hindeuten, dass die PrP-Proben hier reproduzierbar degradiert wurden, andererseits,

dass die intensive AGE-Modifizierung bei aggregiertem PrP zu einer weitergehenden Modifi-
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zierung der CML-Addukte hin zu anderen AGE:s fiihrte. Beides erscheint eher unwahrschein-
lich, da dies auch bei den anderen Proben hitte auftreten miissen. Wahrscheinlicher ist die
Moglichkeit, dass die rec PrP-Aggregate durch das in-vitro-AGEing quervernetzt (vgl. 1.2.2)
bzw. in einen hoheren Aggregationszustand iiberfiihrt wurden, und so trotz Aufkochens in
Auftragspuffer nicht genligend denaturiert wurden, um eine ausreichende Zugénglichkeit fiir
den 4G9-Antikorper zu bewirken. Sofern AGEing zu einer verminderten Auflosbarkeit der
Aggregate fiithrte, wére es auch moglich, dass diese an die GefidBwand adsorbierten und nicht
oder nicht in ausreichender Menge auf den Dotblot iibertragen werden konnten. Diese Erkla-
rungen wiirden auch bedeuten, dass die bei 0,2 % SDS beobachtete Induktion der Unldslich-
keit von PrP durch in-vitro-AGEing zu einer anderen Form von PrP-Aggregaten fiihrte. Aus
Zeitgrinden waren im Rahmen dieser Arbeit leider keine weiteren Experimente in dieser
Richtung moglich. Es erscheint jedoch lohnenswert, die hier beschriebenen Phdnomene aus-
giebiger zu studieren. Zwar ist, wie in 5.4.3 diskutiert, eine ursdchliche Beteiligung von
AGEs an der Umfaltung von PrP¢ zu PrP* eher unwahrscheinlich. Durch AGEing induzierte
bzw. stabilisierte PrP-Aggregate (welche auch eine alternative Erkldrung fiir die geringeren
AGE-Signale von PrP 27-30 wiren) konnten jedoch als Keime fiir die PrP-Aggregation
dienen bzw. diese induzieren. Die Bedingungen einer AGE-vermittelten keiminduzierten
Aggregation von PrP sollten daher in zukiinftigen Experimenten evaluiert werden. Wie bei
der Glykogen-vermittelten keiminduzierten Aggregation (s. 5.2.2) ist hier eine biologische
Relevanz insbesondere fiir die nicht-infektiosen Prionkrankheiten moglich. Somit deuten auch
diese Experimente auf eine Beteiligung von AGEs an der Pathogenese von Prionen hin. Bei
der Alzheimerschen Krankheit ist die Beteiligung von AGEs an den pathogenen Prozessen
mittlerweile vielfiltig belegt (s. 1.2.2). Ob dies im Fall der Prionkrankheiten &hnlich ist, und

wie diese Beteiligung genau aussieht, werden zukiinftige Experimente zeigen miissen.

5.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Insbesondere die humanen Prionkrankheiten sind vorwiegend altersassoziiert. Die mit ithnen
einhergehenden histopathologischen Befunde spongiformer Verdnderungen, Gliosis und Ab-
lagerungen amyloider Plaques treten hdufig in Verbindung mit anderen altersassoziierten
neuropathologischen Verdanderungen auf (Kovéacs & Budka 2002). Auch Proteinaggregation,
welche bei den Prionerkrankungen ein zentrales Ereignis darstellt, wird als molekularer
Mechanismus der Alterung diskutiert (s. 1.2.3). Im Zusammenspiel mit ihr ist oxidativer
Stress (s. 1.2.1) ebenfalls ein wichtiger Faktor molekularer Alterung, dem in der Pathogenese
von Prionen eine zentrale Rolle zugesprochen wird (zur Ubersicht s. Brown 2001; Kim et al.
2001; Milhavet & Lehmann 2002). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen dariiber hinaus auf
eine Beteiligung von AGEs an Prionkrankheiten hin, und auch das Phdnomen des Prion-
Scaffold scheint in Verbindung mit dem alterungsassoziierten Prozess der Bildung von

Corpora amylacea stehen. Es existieren also auch auf molekularer Ebene enge Verbindungen



5. Diskussion 119

zwischen Prionkrankheiten und altersassoziierten Verdnderungen. Die Forschung befindet
sich mit ithrem Verstindnis fiir das Zusammenspiel dieser Prozesse bei neurodegenerativen
Krankheiten noch am Anfang, und es erscheint oftmals schwierig, ursdchliche von sekun-
déren Ereignissen zu unterscheiden. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse und aufge-
stellten Modelle bieten daher vertiefende Einblicke in das mogliche Zusammenspiel moleku-
larer Prozesse, deren fortschreitende Aufklarung letzlich auch eine mogliche Darstellung von
Prionen in vitro, wie in 5.3 diskutiert, wahrscheinlicher machen wird.

Neben den Ergebnissen dieser Arbeit deutet eine ganze Kette von Indizien darauf hin,
dass im Zusammenhang mit Glykogen und seinem Metabolismus weitere Mechanismen
existieren, die eng mit den Bereichen Alterung, Neurodegeneration und Proteinaggregation
zusammenhingen. So wird oftmals {iber eine Anreicherung von Glykogen-Granulae in Astro-
zyten und oder Neuronen bei verschiedenen neurodegenerativen Ereignissen berichtet (zur
Ubersicht s. Magistretti et al. 1993). Diese wurde auch bei der AD (Mann et al. 1987) und der
CJD (Manolidis & Balojannis 1983) beschrieben. Insbesondere die Astrogliose, also das An-
schwellen von Astrozyten, welche ein wichtiger diagnostischer Befund fiir Prionkrankheiten
ist, scheint durch eine Erhohung des Glykogengehaltes in den Astrozyten verursacht zu
werden (Dombro et al. 2000). Dartiber hinaus nimmt die Glykogensynthasekinase 3 (GSK-3),
ein wichtiges Enzym des Glykogenmetabolismus, Schliisselpositionen in verschiedenen
Signalkaskaden ein, und scheint so Neurodegeneration und sogar die maximal erreichbare
Lebensspanne eines Organismus zu beeinflussen. Sowohl bei den neurodegenerativen Prozes-
sen der AD als auch in Verbindung mit der Neurotoxizitit des PrP-Peptides 106-126 wurde
eine Beteiligung von GSK-3-Signalkaskaden beschrieben (zur Ubersicht s. Cohen & Frame
2001; Kaytor & Orr 2002; Mattson et al. 2002a; Pérez et al. 2003). Selbst die Nahrungszufuhr
eines Organismus, die eng mit dem Glucose- und Glykogenmetabolismus zusammenhéngt,
hat Einfliisse auf gesunde Hirnalterung und die Lebensdauer eines Organismus. So fordert
kalorische Restriktion neuroprotektive und -restorative Mechanismen (zur Ubersicht s.
Mattson 2000; Mattson et al. 2002b). Bei der Huntingtonschen Krankheit wurde im Tiermo-
dell sogar eine durch Kalorienreduktion verursachte Verlangsamung der Ausbreitung und
verldngerte Lebensdauer beobachtet (Duan ef al. 2003). Auch die Akkumulation von AGEs
(s. 1.2.2) welche eng mit dem Glucosemetabolismus zusammenhdngt kann durch Kalorien-
reduktion vermindert werden kann (Teillet ez al. 2000).

Insbesondere die in dieser Arbeit aufgezeigten Mdglichkeiten der AGE- oder Glykogen-
vermittelten keiminduzierten PrP-Aggregation deuten darauf hin, dass bei amyloiden Erkran-
kungen nicht-proteindse Faktoren wichtige Rollen spielen konnen. Ob diese Phanomene all-
gemeiner Natur sind, welche weiteren Prozesse zu moglichen Keimen fiir die Proteinaggre-
gation fithren konnen, und wie diese in Zusammenhang mit der natiirlichen Alterung stehen,

wird in Zukunft zu etablieren sein.
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Prionen sind Erreger fataler neurodegenerativer Erkrankungen bei Sdugern. Sie bestehen
hauptsédchlich aus einem wirtseigenen Protein, dem sog. Prionprotein (PrP). Dieses weist im
Gegensatz zur zelluldren Variante (PrP) eine verinderte Konformation (PrP*¢) auf und liegt
in Form unl6slicher, proteolyseresistenter, neurotoxischer und infektioser Aggregate vor. Um
die pathogenen Eigenschaften von Prionen detaillierter verstehen zu konnen, ist es wichtig
den Einfluss sekunddrer Komponenten und direkter Umgebungsfaktoren auf die Bildung und
Pathogenese von Prionen zu verstehen, insbesondere da in in-vitro-Experimenten bislang
keine Infektiositit de novo erzeugt werden konnte. Eine solche Sekundidrkomponente ist das
Prion-Scaffold. Dieses inerte Polysaccharid-Geriist macht 5-15 % von Prionrods aus und
besteht hauptséchlich aus 1,4-verkniipfter Glucose mit wenigen 1,4,6-Verzweigungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels Komponenten- und Verkniipfungsanalysen
gezeigt, dass das Prion-Scaffold kein Artefakt der Prionrod-Prdparation ist, sondern eine
generelle Komponente von Prionen. Nach Entwicklung einer Analysemethode fiir den pg- bis
ng-Bereich wurde die Stereochemie der glykosidischen Bindungen des Prion-Scaffold als o-
glykosidisch aufgekldrt. Durch Optimierung des Prédparationsprotokolls wurde das Prion-
Scaffold frei von Restinfektiositét priapariert, was eine Untersuchung des potentiellen Einflus-
ses auf die Infektiositdt von Prionen ermdglichte. Hierzu wurde ein in-vitro-Konversions-
system adaptiert, in welchem PrP bei mittleren Natriumdodecylsulfat- (SDS-)konzentrationen
16slich vorliegt und bei niedrigen SDS-Konzentrationen aggregiert. Nach erfolgreicher Adap-
tation und Untersuchung des Einflusses von Polysacchariden auf die in-vitro-Konversion von
PrP wurde nachweisbar die Bildung von PrP/Polysaccharid-Koaggregaten induziert. Hierbei
zeigte sich ferner, dass Glykogen als Modell fiir das Prion-Scaffold eine keiminduzierte PrP-
Aggregation vermittelte. Rekonstitutionsexperimente mit dem Prion-Scaffold und PrP er-
brachten im Tiermodell bislang keinen Hinweis auf de novo erzeugte Infektiositit. In den
noch bis Mérz 2004 laufenden Studien wurden vorldufig Infektiosititen von mehr als 11-15
Idso/pg PrP ausgeschlossen.

Ferner wurde das Vorkommen von Advanced Glycation Endproducts (AGEs) bei
Prionen sowie deren potentieller Einfluss untersucht. AGEs sind alterungsassoziierte
Modifikationen von Biomolekiilen, die aus nicht-enzymatischen z.T. radikalischen Reak-
tionen zwischen reduzierenden Zuckern und z.B. freien Aminogruppen von Proteinen
entstehen. AGEing von Proteinen flihrt oft zu Unloslichkeit, proteolytischer Resistenz und
Zytotoxizitit. Im Rahmen der durchgefiihrten Analysen wurden AGEs bei allen untersuchten
PrP-Préparaten gefunden. Dabei wies das infektionsassoziierte PrP 27-30 weniger AGEs auf,
als PrP¢ aus gesunden Hamstern. Dies ldsst vermuten, dass die Umwandlung von PrP€ in
PrP*¢ relativ friih nach der Translation erfolgt. Weitere Experimente, in denen PrP in vitro mit
AGEs modifiziert wurde, zeigten AGE-vermittelte Unloslichkeit von PrP bzw. eine Stabili-
sierung von PrP-Aggregaten. Dies impliziert die Moglichkeit, dass AGE-modifizierte PrP-
Aggregate als Keime fiir die PrP-Aggregation dienen konnen. Im Rahmen der Diskussion
wurde ein Modell zur Entstehung von Glykogen/Protein-Koaggregaten wie dem Prion-
Scaffold, aber auch anderer bekannter Koaggregate wie z.B. der Corpora amylacea,
vorgestellt. Ferner wurde die mogliche Beteiligung von AGEs an den neurodegenerativen
Prozessen bei Prionkrankheiten erortert, und ein mogliches Zusammenspiel verschiedener
molekularer Alterungsmechanismen bei neurodegenerativen Krankheiten diskutiert.
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Prions are infective agents of fatal neurodegenerative diseases in mammals. They are
composed primarily of a host-protein, the so-called prion protein (PrP). In comparison to its
cellular isoform (PrP°) it shows changed conformation (PrP*¢) and builds up insoluble as well
as PK-resistant, neurotoxic and infective aggregates. To understand the pathological
properties of prions in more detail, knowledge about the influence of secondary and micro-
environmental components onto prion-formation and -pathogenesis is essential. This is
especially important since in-vitro reconstitution of infectivity could not be shown by now.
As secondary component an inert polysaccharide scaffold (prionscaffold) was found in prion
rods (PrP 27-30) after intense PK-digestion amounting to 5-15% of PrP 27-30. It consisted of
predominantly 1,4-linked glucose with few 1,4,6-branches.

Within this thesis it could be shown by component- and linkage-analysis that the
prionscaffold is a general component of prions and no artefact of prionrod preparation
procedure. After developing a method for pg-ng-scale stereochemistry analysis of glycosidic
linkage, the prionscaffold's linkage was shown to be a-glycosidic. By optimising the
preparation protocol the prionscaffold was prepared free of remaining infectivity, thus
enabling reconstitution experiments. Therefore an in vitro transition system, in which PrP is
soluble at medium Sodiumdodecylsulfate (SDS) concentrations and aggregates at low SDS
concentrations, was utilized. After determination of polysaccharidic influences onto in-vitro-
conversion of PrP coaggregation of polysaccharides and PrP could be induced provable.
Furthermore it was shown that glycogen which was used as a model substance for the
prionscaffold induced seeded PrP-aggregation. Reconstitution experiments with prionscaffold
and PrP gave no clinical sign of de novo infectivity in challenged animals by now. Since
bioassays will be terminated in March 2004, infectivity titers of >10-15 IDs¢/ug PrP could be
excluded preliminary.

Furthermore the questions were addressed if advanced glycation endproducts (AGEs)
are to be found in prions and what their potential influence might be. AGEs are modifications
of bio molecules which are associated with ageing. They result from non-enzymatic partially
radical reactions of reducing sugars for example with amino groups of proteins. AGEs can be
responsible for insolubility, proteolytic resistance and cytotoxicity of proteins. All analysed
PrP-preparations showed AGE-modifications. In comparison to non-infectious and cellular
PrP-species PrP 27-30 had a lesser degree of AGE-content, showing that the conformational
switch from PrP¢ to PrP* must take place early after PrP-translation. In vitro AGEing of PrP
lead to insolubility of PrP resp. stabilization of PrP-aggregates, suggesting that AGE-modified
PrP-aggregates could be seeds for PrP-aggregation.

A model for the formation of glycogen-protein coaggregates is introduced which could
explain the origin of the prionscaffold as well as the formation of other well known co
aggregates like corpora amylacea. Furthermore contributions of AGEs to the neuro-
degenerative processes in prion diseases as well as the interplay of different molecular
mechanisms of ageing in neurodegenerative diseases are discussed.
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9.1 Verwendete Gase
Ammoniak 3.8

Argon 5.0

Helium 5.0

Methan 5.5

Stickstoff 5.0

9.2 Verwendete Chemikalien
Acetanhydrid

Acrylamid

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 633

Amberlite MB3 (Ionenaustauscher)
Ammoniummolybdat

ANS (1-Anilinonaphthalen-8-sulfonsaure)
APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bromphenolblau

BuLi (Buthyllithium)
Césiumchlorid

CDP-Star® Chemilumineszenzkit
B-Cyclodextrin

Dichlormethan”
Dinatriumhydrogenphosphat
2,2-DMP (2,2-Dimethoxypropan)”
DMSO (Dimethylsulfoxid)

ECL Chemilumineszenzkit

ECL Plus Chemilumineszenzkit
EDTA

Eisessig

Essigsdure

EtOH (Ethanol) "

Formaldehyd

Galactose

Glucose

Glycerin

Glycin

Glyoxal

Guanidiniumhydrochlorid
Guanidiniumthiocyanat

H,SO4 (Schwefelsaure 95 — 97 %)
HCI (Salzséure 37 %)

Messer-Griesheim, Krefeld, D
Messer-Griesheim, Krefeld, D
Messer-Griesheim, Krefeld, D
Messer-Griesheim, Krefeld, D
Messer-Griesheim, Krefeld, D

Fluka, Buchs, CH

Boehringer Ingelheim, Heidelberg, D
Molecular Probes, Eugene, USA
Molecular Probes, Eugene, USA
ICN, Aurora, USA

Agar Scientific, Stansted, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

Janssen, Beerse, B

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Acros, New Jersey, USA

Applied Biosystems, Foster City,USA
Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, D

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, D

Fluka, Buchs, CH
Amersham-Pharmacia, Freiburg, D
Amersham-Pharmacia, Freiburg, D
Merck, Darmstadt, D

Baker, Deventer, NL

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Riedel-de Haén, Seelze, D

Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

ICN, Aurora, USA

Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Fluka, Buchs, D

Merck, Darmstadt, D

Fluka, Buchs, CH

Bernd Kraft, Duisburg, D
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Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhexacyanoferrat

Mannose

MeOH (Methanol)?
2-Mercaptoethanol

Methylenblau

Methylglyoxal

1-Methylimidazol

Methyliodid
o-Methyl-D-Glucopyranosid

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit
Milchpulver Frema-Reform
myo-Inositol
N,N*‘-Methylenbisacrylamid
Natriumacetat

Natriumbordeuterid
Natriumborhydrid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat (Na,S,0;)
n-Butanol

NH4OH (Ammoniumhydroxid)
PMSF (4-Amidinophenylmethansulfonylfluorid)
Rotiblock 10x Blockierungsreagenz
SDS (Natriumdodecylsulfat)
Silbernitrat

Starke

TEMED (N,N,N*,N‘-Tetramethyletylendiamin)
TFA (Trifluoressigsaure)

Tris

Tween 20

Wasser Ultrapur

Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Fluka, Buchs, CH
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

9.2 Verwendete Chemikalien

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Pierce, Rockford, USA
DE-VAU-GE, Liineburg, D

Merck, Darmstadt, D

Boehringer Ingelheim, Heidelberg, D
Acros, New Jersey, USA

Fluka, Buchs, CH
Baker, Deventer, NL

Riedel-de Haén, Seelze, D

Merck, Darmstadt, D
Fluka, Buchs, CH
Merck, Darmstadt, D
Baker, Deventer, NL
Fluka, Buchs, CH

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Boehringer Ingelheim, Heidelberg, D

Roth, Karlsruhe, D

Boehringer Ingelheim, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma, St. Louis, USA
Boehringer Ingelheim, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D

Die mit " gekennzeichneten Chemikalien wurden vor Benutzung iiber Vigreux-Kolonnen zweifach

destilliert.
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