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Zusammenfassung 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Rolle des Prionproteins (PrP) als metallbindendes 

Protein an der synaptischen Plasmamembran analysiert. Hierzu werden i.w. drei Probleme 

bearbeitet: 

1) Es werden Methoden entwickelt, welche es erlauben, Konzentrationen im Bereich ei-

niger µM von verschiedenen Metallen (Cu, Zn, Fe, Mn, Co, Ni) in vivo in der Synapse 

zu bestimmen. Geeignete Methoden dieser Art sind bisher nicht verfügbar gewesen 

und werden hier erstmals beschrieben. 

2) Diese Methoden werden auf ein biologisches System angewandt, um die ausgeschütte-

te Menge der Metallionen bei Depolarisation und deren Konzentration in den synapti-

schen Vesikeln zu bestimmen. Dazu müssen zusätzliche Techniken verwendet werden, 

um die Anzahl an ausgeschütteten Vesikeln pro Synapse zu ermitteln. 

3) Schließlich werden die ausgeschütteten Mengen zwischen normalen Wildtyp- (WT), 

Prionprotein-Knockout- (Prnp0/0) und verschiedenen anderen transgenen Mäusen ver-

glichen. Bei letzteren ist auf dem Hintergrund der Prnp0/0-Maus das gesamte Prionpro-

teingen wieder eingebracht worden (Tg20) bzw. ein um die kupferbindende Domäne 

verkürztes Prionproteingen eingebracht worden (C4). Anhand dieser Ergebnisse wird 

eine Theorie zur Funktion des Prionproteins als Metalloprotein an der Synapse disku-

tiert. 

 

Von den aufgeführten Metallionen sind insbesondere Kupferionen interessant, da sie mit der 

Pathogenese von verschiedenen neurodegenerativen Krankheiten in Zusammenhang gebracht 

werden, wie dem M. Menke, M. Wilson (DiDonato und Sarkar, 1997), M. Alzheimer (Wag-

goner et al., 1999; Lovell et al., 1998), M. Parkinson und der amyotrophen Lateralsklerose 

(Waggoner et al., 1999), sowie der Erkrankungsgruppe der spongiformen Enzephalopathien, 
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z.B. der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Brown et al., 1997a). Bisher bestand allerdings keine 

Möglichkeit, im Hirn physiologische Kupferausschüttungen in vivo und quantitativ zu 

bestimmen.  

 

Methodisch wird folgendermaßen vorgegangen:  

1) Zum einen wird hier erstmalig ein Fluoreszenzfarbstoff zur In-vivo-Messung der Aus-

schüttung von Cu eingesetzt:  

Durch Bestimmung der Dissoziationskonstanten von sieben Fluoreszenzfarbstoffen 

(Ca-Green-1, Calcium Crimson, Fluo-3, Fura Red, Phen Green, TCPP, TSPP) mit 

zehn Metallionen (Fe3+, Ca2+, Mg2+, Co2+, Cd2+, Cu2+, Zn2+, Mn2+, Na+, K+) ist TSPP 

(Tetrakis-4-Sulfophenyl-Porphyrin) als ein Farbstoff identifiziert worden, dessen Fluo-

reszenz sich spektroskopisch bei 645 nm Wellenlänge spezifisch und sensibel (Disso-

ziationskonstante KD = 0,43 ± 0,07 µM bei pH 7,4) in Anwesenheit von Kupfer verän-

dert und weder neurotoxisch noch zellpermeabel ist. Parallel dazu erlaubt es TSPP, auf 

einer zweiten Emissionslinie (605 nm) die Konzentration von Zink (KD = 50 ± 2,5 µM 

bei pH = 7,0) zu messen.  

Zum anderen kommt als weiteres Verfahren die Massenspektrometrie (inductively-

coupled-plasma mass-spectrometry, ICP-MS) zur Anwendung, um in vivo die Aus-

schüttungen der Metalle Cu, Zn, Fe, Mn, Co und Ni zu bestimmen.  

2) Als biologisches System werden Synaptosomen gewählt, welche aus Mäusehirnen 

durch ein spezielles Verfahren präpariert werden. Deren Depolarisation wird zum ei-

nen direkt im Fluoreszenzphotometer mit TSPP untersucht. Zum anderen werden sie 

depolarisiert, die Lösung zentrifugiert und der Überstand mit ICP-MS analysiert. 

Zur Quantifizierung der Anzahl ausgeschütteter Vesikel pro Synaptosom werden Mes-

sungen der Glutamatausschüttung im Photometer und Messungen der intrazellulären 

Kalziumkonzentration mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM durchgeführt. Erst-
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mals werden hier auch Messungen der Membranvergrößerung durch Exozytose mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff FM 1-43 bei Synaptosomen angewendet. 

3) Für die Präparation der Synaptosomen werden die Maustypen WT, Prnp0/0 (keine Ex-

pression von Prionprotein), Tg20 (Überexpression von Prionprotein) und C4 (Expres-

sion eines um die kupferbindende Domäne des Prionproteins verkürzten Proteins) 

verwendet. Die Ergebnisse werden verglichen.   

 

Man erhält folgende Ergebnisse: 

1) Mit TSPP wird hier erstmals festgestellt, dass WT-Synaptosomen bei Depolarisation 

physiologisch vorhandenes Cu ausschütten.  

Für die gleichzeitig gemessene Menge der Zn-Ausschüttung finden sich ähnliche Wer-

te in der Literatur.  

2) Bei der Analyse mit ICP-MS beobachtet man bei WT-Mäusen statistisch signifikante, 

depolarisationsbedingte Ausschüttungen von Cu, Fe und Zn, während sich die Werte 

von Mn, Ni und Co nicht wesentlich verändern. Die Ergebnisse für Cu liegen dabei 

etwas höher als die mit TSPP gemessenen Konzentrationen. 

3) Die Glutamatausschüttung, die intrazelluläre Kalziumkonzentration, sowie die Anzahl 

der ausgeschütteten Vesikel unterscheidet sich bei keinem der genannten transgenen 

Maustypen. Weder die basale Kalziumkonzentrationen, noch deren Veränderung 

durch Kalzium-Einstrom bei der Depolarisation zeigen signifikante Unterschiede. 

4) Nur die Ausschüttungsmenge von Kupfer, nicht jedoch die der anderen Metalle, ist 

abhängig von den gewählten transgenen Maustypen: Sie ist in Prnp0/0-Mäusen vergli-

chen mit der von WT-Mäusen bei beiden Messmethoden (TSPP und ICP-MS) um die 

Hälfte reduziert. Bei der transgenen Linie, welche ein um die kupferbindende Domäne 

verkürztes Prionprotein überexprimiert (C4), werden Werte gemessen, die der Prnp0/0-
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Maus entsprechen. Demgegenüber zeigt die transgene Linie, die das gesamte Pri-

onprotein überexprimiert (Tg20), Werte, die den Wildtypkontrollen entsprechen . 

Die vorliegenden Ergebnisse erlauben es, die Konzentration von Kupfer in den synaptischen 

Vesikeln abzuschätzen. Sie beträgt z.B. für WT-Mäuse ungefähr 67 ± 7 µM bei Messung mit 

TSPP und 291 ± 75 µM bei Messung mit ICP-MS.  

Die bei der Ausschüttung entstehende Kupferkonzentration in der Synapse ist demgegenüber 

wesentlich niedriger. Hier liegen die Werte unter den neurotoxischen Konzentrationen aus 

Brown et al. (1998d).  

 

Die bei den beiden Methoden festgestellten, unterschiedlichen Messwerte für die Ausschüt-

tungsmenge an Kupfer lassen sich damit erklären, dass man mit TSPP nur freie, mit ICP-MS 

aber zusätzlich auch gebundene Kupferionen messen kann. Ferner unterscheidet die ICP-MS 

nicht zwischen der Valenz des Kupfers, während die Fluoreszenz von TSPP nur durch Cu2+ 

wesentlich beeinflusst wird. 

 

Aus den Ergebnissen lässt sich folgendes schließen: 

1) Da die Konzentration des Kupfers in den synaptischen Vesikeln bei allen Maustypen über 

der durchschnittlichen Kupferkonzentration im Synaptosom liegt (Herms et al., 1999), 

scheint es einen Transport in die synaptischen Vesikel gegen den Konzentrationsgradien-

ten zu geben. 

2) Die PrP-Expression scheint über eine Beeinflussung der Kupferkonzentration in den sy-

naptischen Endungen bzw. Vesikeln, nicht jedoch über eine Veränderung der Anzahl 

ausgeschütteter Vesikel die Kupferausschüttung von Synapsen zu verändern. 

Denkbar ist, dass PrP in diesem Zusammenhang als Puffer für Kupferionen an der synap-

tischen Plasmamembran dient, wo Kupfer bei der synaptischen Vesikelfreisetzung in ho-

hen Konzentrationen anfällt. Das Prionprotein würde damit der Diffusion der Kupferio-
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nen in den synaptischen Spalt entgegenwirken und dessen Wiederaufnahme in das präsy-

naptische Zytosol ermöglichen. Ob PrP in Anwesenheit von Kupfer verstärkt endozytiert 

wird (Brown et al., 1997a; Pauly und Harris, 1998) oder ob das an PrP gebundenen Kup-

fer über andere Transportwege wieder in das präsynaptische Zytosol gelangt, ist nicht ge-

klärt. Offensichtlich jedoch moduliert die Expression des Prionproteins die synaptische 

Kupferhomöostase. 

2. 
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Einleitung  

2.1 Prionkrankheiten 

 

Prionen (PrP, von proteinaceous infectious particle) werden als kleine proteinhaltige 

Partikel angesehen und als Auslöser für eine Reihe von erblichen und übertragbaren Enzepha-

lopathien verantwortlich gemacht, wie etwa der bovinen spongiosen Enzephalopathie (BSE) 

beim Rind, der Traberkrankheit (Scrapie) beim Schaf oder der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 

(Creutzfeldt-Jakob-Disease CJD), dem Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und 

der tödlichen familiären Schlaflosigkeit (Fatal Familial Insomnia FFI) beim Menschen (Hsi-

ao et al., 1989; Kretzschmar et al., 1998a-b; Kretzschmar, 1993a-b; Kretzschmar et al., 1992; 

Owen et al., 1989). 

 

Humane spongiforme Enzephalopathien wurden zuerst 

von Hans Gerhard Creutzfeldt und Alfons Jakob um 

1920 beschrieben (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921). 

Einer der frühen Fälle der damals noch als „spastische 

Pseudosklerose“ bezeichneten Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit (CJD) trat familiär gehäuft auf. Wie man 

später feststellen konnte, wies dieser Fall eine D178N-

Mutation des Prionproteingens Prnp auf (Jakob, 1923; 

Kretzschmar et al., 1995; Meggendorfer, 1930). Dem-

zufolge wurden spongiforme Enzephalopathien von 

früh an und ungefähr 40 Jahre lang als neurodegenera-

tive und erbliche Störungen angesehen.  

idiopathisch:  
- sporadische CJD (sCJD) 
- sporadic fatal insomnia (SFI, 

„sporadische tödliche Insom-
nie”) 

erworben: 
- iatrogene CJD (iCJD) 
- neue Variante der CJD 

(nvCJD) 
- Kuru 

hereditär: 
- familiäre CJD (fCJD) 
- Gerstmann-Sträussler-

Scheinker-Syndrom (GSS) 
- Fatal Familial Insomnia (FFI, 

„tödliche familiäre Insom-
nie“) 

ABBILDUNG 2.1 

DIE HUMANEN PRIONKRANKHEITEN 

Erst sehr viel später bemerkte William Hadlow (1959) als erster Ähnlichkeiten zwischen 

Scrapie und Kuru, einer tödlichen neurologischen Krankheit beim Menschen übertragen durch 
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rituellen Kannibalismus in Neu Guinea. In der Folge gelang erstmals Gajdusek et al. (1966) 

der experimentelle Nachweis der Übertragbarkeit von Kuru auf Primaten. Auch für andere 

Prionkrankheiten ist die Übertragbarkeit bereits nachgewiesen worden, so z.B. für die der 

Kuru-Krankheit in wesentlichen pathologischen Eigenschaften ähnelnden sporadischen Form 

der CJD (sCJD) oder dem GSS (Masters et al., 1981). 

Das Aufkommen einer neuen spongiformen Enzephalopathie im Rind (BSE) in Großbritan-

nien hat seit Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts für große öffentliche Unruhe ge-

sorgt (Anderson et al., 1996; Donnelly et al., 1997). Während man bis zu diesem Zeitpunkt 

nur 3 Formen der CJD kannte, nämlich die sporadische, die familiäre und die iatrogene1 

Form, wurde ungefähr zeitgleich mit der BSE-Seuche eine neue Variante beschrieben, die 

nvCJD (new variant). Diese neue Krankheitsform erfasst die Patienten schon mit durch-

schnittlich 29 Jahren, wohingegen die klassischen Varianten in der Regel erst im 7. Lebens-

jahrzehnt ausbrechen. Ferner schreitet sie wesentlich langsamer voran als ihr klassisches Pen-

dant (z.B. Collinge, 1999). Im Mittel führt die nvCJD erst nach 14 Monaten statt klassischer-

weise nach weniger als 6 Monaten zum Tod. Insgesamt wurden von der neuen Variante im 

Zeitraum Oktober 1996 bis November 2002 in Großbritannien 129 Fälle, in Frankreich 6 und 

in Irland, Kanada, USA und Italien je ein Einzelfall aufgedeckt (WHO, 2002). Da die nvCJD 

also nicht nur zeitlich, sondern auch örtlich in ähnlichen Bereichen wie denjenigen der BSE-

Erkrankung auftrat, vermutete man bald einen Zusammenhang. Wie außerdem gezeigt werden 

konnte, ist BSE auf eine große Anzahl von Säugetieren übertragbar (Will et al., 1996; Bruce 

et al., 1997). 

Die Natur des Überträgers der spongiformen Enzephalopathien war für lange Jahre Mittel-

punkt intensiver Diskussion. Die natürlich erscheinende Annahme aus den 1970ern, es hande-

le sich bei dem Überträger um ein „langsames Virus“ (slow virus), wurde verworfen, da bis 

                                                 
1 Die iatrogene Form wird in Einzelfällen durch Cornea- oder Dura-Mater-Transplantate, Therapie mit Wachs-
tumshormon, welches aus Hypophysen von an CJD erkrankten Spendern stammt, oder durch kontaminierte 
chirurgische Instrumente hervorgerufen. 
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heute keine viralen Nukleinsäuren in dem befallenen Gewebe gefunden wurden. Ferner wurde 

gezeigt, dass die infektiöse Einheit höchstens aus 50 Nukleotiden bestehen kann und somit ein 

Virus als Erreger ausgeschlossen ist. Daher wurde der Begriff „Prion“ vorgeschlagen, um den 

Überträger von den Viren und Viroiden zu unterscheiden.  

 

Schon früh fand man, dass die von einer der obengenannten Enzephalopathien befallenen 

Hirne mit einem Protein namens PrPSc (Scrapie), z.T. als unlösliches Amyloid, angereichert 

sind. Es handelt sich dabei lediglich um ein Konformationsisomer des sogenannten PrPC (cel-

lular), welches in gesunden Säugetieren und Vögeln (Wopfner et al., 1999; Gabriel et al., 

1992) exprimiert wird. Diese Entdeckung führte 1982 zur Formulierung der Prusiner-Griffith- 

oder „protein-only“-Hypothese:  

 

Durch Infektion mit dem krankhaften PrPSc wird das natürlich vorhandene Protein PrPC in die 

krankhafte Form umgewandelt, was zur spongiformen Enzephalopathie führt. Die Überträger 

und Auslöser der Krankheit sind demnach „nur Proteine“ (Prusiner, 1982; Griffith, 1967; Al-

per et al., 1967) und basieren nicht wie andere Infektionserreger auf Nukleinsäuren.  

 

Diese Hypothese vermag den Entstehungsmechanismus erworbener („infektiöser“), hereditä-

rer und auch spontan entstehender Prionkrankheiten durch Konformationsänderung des phy-

siologischen PrPC in die infektiöse Form PrPSc zu erklären (Prusiner, 1982; Prusiner, 2001). 

 

Die Prusiner-Griffith-Hypothese wird durch Untersuchungen an Prnp-Knockout-Mäusen 

(Prnp0/0) gestützt, welche das PrPC nicht exprimieren (Sailer et al., 1994; Weissmann et al., 

1994). Diese Tiere erkranken nicht an Scrapie, während das Wiedereinführen des Prionpro-

tein-Gens dazu führt, dass die Anfälligkeit für die Krankheit wiederkehrt bzw. sich PrPSc 

vermehren kann. Bei Tieren, welche ein um 60 Aminosäuren gekürztes PrP exprimieren (da-
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runter 5 sogenannte Octarepeats), bleibt die Anfälligkeit für Scrapie interessanterweise erhal-

ten (Fischer et al., 1996; Flechsig et al., 2000). Trotzdem ist die Umwandlung von PrPC in 

PrPSc in vitro noch nicht gelungen und deshalb die Hypothese noch nicht bewiesen.  

 

Während die Bedeutung des Prionproteins PrPC und dessen konformationell veränderter Iso-

form PrPSc für die Ätiologie spongiformer Enzephalopathien durch vielfältige Untersuchun-

gen belegt ist (Aguzzi, Weissmann, 1997; Prusiner, 1998a/c; Prusiner et al., 1998b; Riesner, 

1997; Weissmann et al., 1996a), wirft die Pathogenese jedoch trotzdem noch viele Fragen auf 

(Aguzzi und  Heikenwalder, 2003; Weissmann et al., 2002a-b; Weissmann et al., 2002d;   

Aguzzi und Heppner, 2000; Weissmann und Aguzzi, 1999a; Aguzzi und Weissmann, 1998a). 

 

2.2 
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Struktur des Prionproteins 

 

2.2.1 Struktur des PrPC 

Die Primärstruktur des PrPC 

besteht aus 253 Aminosäureresten 

(Billeter et al., 1997; Kretzschmar et 

al., 1986b) mit einer N-terminalen, 

sowie einer C-terminalen Signal-

sequenz, welche 22 bzw. 23 Amino-

säuren umfasst und vom Transla-

tionsprodukt abgespalten wird. Im 

reifen Zustand besitzt das PrPC eine 

weitere zelluläre Spaltstelle, die 

durch Epitope-Mapping zwischen 

den Aminosäuren 112 und 138 loka-

lisiert wurde (Pan et al., 1992). 

Das Protein ist an der Zelloberfläche 

verankert und wird dort über ein Glyk

230 gehalten (Stahl et al., 1997). Es 

Möglichkeiten der N-Glykosylierung. 

wähnten neuen Variante der Creutzfeld

schen Variante (Parchi et al., 1997).  

Die Sekundärstruktur erweist sich au

Hälfte des Proteins als eine doppelstr

Helices (H1, H2 und H3) zwischen den 
ABBILDUNG 2.2  
DIE STRUKTUR VON HUMANEM PRPC, ALS MODELL 
(A) UND ALS STEREOBILD (B). MAN SIEHT DREI 
HELIXBEREICHE (ROT ) UND EINE DOPPELSTRÄNGIGE, 
ANTIPARALLELE β-FALTBLATT-STRUKTUR (ZYAN). 
AUS: ZAHN ET AL. (2000)
osylphosphatidylinositol-Anteil (GPI) am Serin-Rest 

besitzt mit den Aminosäureresten 181 und 197 zwei 

Die entsprechenden Produkte sind bei der in 2.1 er-

t-Jakob-Krankheit nicht identisch mit denen der klassi-

fgrund von NMR-Untersuchungen der C-terminalen 

ängige, antiparallele β−Faltblattstruktur mit drei α-

Aminosäuren 121 und 231 (Riek et al., 1996). 
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2.2.2 Strukturenvergleich von PrPC und PrPSc 

Das Konformationsisomer PrPSc zeigt im Gegensatz zu PrPC längere Abschnitte mit β-

Faltblatt-Struktureigenschaften (Caughey et al., 1991; Pan et al., 1993; Riek et al., 1996; 

Riesner et al., 1997; Safar et al., 1993a-b; Stöckel et al., 1998). Dieser Unterschied äußert sich 

chemisch neben einem verschiedenen Löslichkeitsverhalten in der Tatsache, dass PrPSc durch 

Proteinase-K-Verdauung (nach Behandlung mit Detergentien) nicht vollständig zersetzt wird: 

Nach Abspaltung von ca. 67 Aminosäuren am N-Terminus durch limitierte Proteolyse bleibt 

ein Protein von 27-30 kDa übrig. Bei sporadischen CJD-Fällen sind mindestens zwei Pro-

teinase K-sensitive Spaltstellen im Bereich der Aminosäuren 82 bis 97 vorhanden, die mit 

ganz charakteristischen klinischen und pathologischen Merkmalen der Krankheit assoziiert 

sind (Parchi et al., 1997; Parchi et al., 1996; Collinge et al., 1994).  

 

2.3 Theorie der Umwandlung des Prionproteins 

 

Gemäß der Prusiner-Griffith-Hypothese erfolgt die Vermehrung krankhafter Prionen 

ohne Mitwirkung von DNA oder RNA, wie es bei üblichen Krankeitserregern der Fall ist. 

Theorien zur Erklärung des Vermehrungsprozesses beschreibt z.B. Eigen (1996):  

Prinzipiell geht man dabei davon aus, dass die Vermehrung auf der Basis einer autokatalyti-

schen chemischen Reaktion stattfindet, die evt. durch Chaperone gefördert wird (Stöckel et 

al., 1998).  
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Im Gleichgewicht sind die zeitlichen Ableitungen der Konzentrationen gleich Null. Man erhält: 
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Im gesunden Fall ist die spontane Umwandlung von PrPC in PrPSc sehr unwahrscheinlich, d.h. 

kspontan ≈ 0. Ferner fehlt der autokatalytische Prozess und somit ist 
][ C

M
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+
≈ 0. Für die 

Konzentrationen der beiden Konformationsisomere gilt dann: 
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Ist jedoch der autokatalytische Prozess gestartet, z.B. durch Infektion mit PrPSc, so ergibt sich 

(Eigen, 1996): 
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In diesem Falle vermehren sich die krankhaften Prionproteine so stark, dass sie im Gleichge-

wichtsstadium gegenüber dem normalen PrPC eindeutig überwiegen. 

 

2.4 Lokalisation des Prionproteins 

 

PrPC wird in größeren Mengen praktisch von allen Neuronen des ZNS exprimiert 

(Kretzschmar et al., 1986a). Darüber hinaus wird es, wenn auch in deutlich geringerem Um-

fang, in Astrozyten, Oligodendrozyten (Moser et al., 1995) und Mikroglia (Brown et al., 

1998f) angetroffen. Außerhalb des Gehirns entsteht PrPC in Leukozyten, Makrophagen 

(Cashman et al., 1990; Dodelet und Cashman, 1998; Farquhar et al., 1998), sowie während 

der Embryogenese auch in vielen anderen Organen (Manson et al., 1992).  

 

Älteren Publikationen zufolge ist das neuronale PrPC vor allem am Soma zu finden (Bend-

heim et al., 1992; DeArmond et al., 1987; Piccardo et al., 1990; Safar et al., 1990b), während 

neuere Arbeiten die bevorzugt synaptische Expression von PrPC vermuten lassen (Borchelt et 

al., 1994; Fournier et al., 1995; Sales et al., 1998; Taraboulos et al., 1992).  
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Die Möglichkeit der synaptischen Lokalisation des Prionproteins folgt aus den immunhisto-

chemischen Untersuchungen von Taraboulos et al. (1992), die an Schnitten aus dem Gehirn 

des Hamsters das zelluläre Prionprotein vor allem dem Neuropil, also einem im wesentlichen 

aus Dendritenbäumen, Axonterminalen und Synapsen bestehenden Gewebe, zuordnen. Die 

Befunde von Borchelt et al. (1994) erhärten diese Ergebnisse, indem sie mit Hilfe von radio-

aktiv markiertem Prionprotein beweisen, dass PrPC dem schnellen axonalen Transport unter-

liegt. Weitere immunelektronenmikroskopische (Fournier et al., 2000; Fournier et al., 1995; 

Sales et al., 1998), sowie immunhistochemische Untersuchungen (Chishti et al., 1997; Herms 

et al., 1999) an PrPC-überexprimierenden, transgenen Tieren bestätigen dies. Der elektronen-

mikroskopische Nachweis gelingt jedoch nicht eindeutig, da die angewandte und notwendige 

Methodik mit einem sehr schlechten Gewebeerhalt und der Zerstörung der Zellmembran ver-

bunden ist. Insbesondere sind die Ergebnisse von Fournier et al. (1995) strittig, die das Pri-

onprotein vor allem an synaptischen Vesikeln sehen. Biochemische Methoden, wie etwa die 

Western Blot Analyse der PrPC-Expression nach Anreicherung von Synaptosomen bzw. sy-

naptischen Vesikeln, unterstützen eher die Lokalisation der Proteine in der synaptischen Plas-

mamembran (Herms et al., 1999), weniger in der Vesikelfraktion.  

 

PrPC haftet über die oben erwähnte Glykosylphosphatidyl-Inositol-Verbindung an der Neuro-

nenoberfläche (Borchelt et al., 1993). Es unterliegt einem ständigen Austausch, indem es en-

dozytotisch aufgenommen und verarbeitet wird und danach wieder auf der Zelloberfläche 

erscheint (Collinge et al., 1994; Shyng et al., 1993). Bei Erkrankung wird das gesunde PrPC 

dort entweder direkt, oder erst nach Endozytose in das pathologische PrPSc umgewandelt, wie 

Pulse-Chase-Experimente in Scrapie-infizierten Neuroblastomzellen zeigen (Caughey und 

Raymond, 1991). 
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2.5 Funktion des Prionproteins 

 

Das physiologische PrPC wurde bisher in allen Untersuchungen an Säugetieren nach-

gewiesen, so z.B. in Affen (Schätzl et al., 1997), Hamstern (Kretzschmar et al., 1986a), Mäu-

sen (Fischer et al., 1996), Hasen (Loftus et al., 1997) und vielen anderen Säugetieren (Gro-

schup et al., 1997), sowie bei Vögeln (Wopfner et al., 1999; Hornshaw et al., 1995a-b). Die 

Tatsache, dass sich das Protein im Laufe der Evolution nur unwesentlich verändert hat, d.h. 

dass das Prionprotein-Gen hoch konserviert ist (Westaway et al., 2002; Billeter et al., 1997; 

Kretzschmar et al., 1986b), verweist auf eine wichtige physiologische Funktion des PrP (Gab-

riel et al., 1992).  

 

Die im letzten Abschnitt erwähnte präferentielle Lokalisation des Prionproteins an der Plas-

mamembran von Neuronen, genauer deren präsynaptischen Endigungen, deutet auf eine 

Funktion bei der synaptischen Transmission bzw. der Kontrolle neuronaler Erregbarkeit. 

 

2.5.1 PrP, ein synaptisches Protein 

Zur Klärung der Funktion des Prionproteins in Neuronen wurden bereits verschiedene 

elektrophysiologische Untersuchungen an der Prionprotein-Knockout-Maus (Prnp0/0) durch-

geführt. 

Sie enthüllen im  wesentlichen drei Veränderungen in den synaptischen Strömen bei der 

PrP0/0- im Vergleich zur WT-Maus: 

o Zum einen berichten Collinge et al. (1994) über eine veränderte synaptische Transmission 

nach repetitiver Stimulation, der sog. Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation, 

LTP), bei der von Büeler et al. (1992) und auch bei der von Manson et al. (1994) generier-

ten Prnp0/0-Maus.  
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o Außerdem beobachten Collinge et al. (1994) und Whittington et al. (1995) eine veränderte 

Kinetik der inhibitorischen postsynaptischen Ströme (engl. inhibitory postsynaptic cur-

rents, IPSCs) in Form einer Verlängerung der Aktivierungszeit GABAA-Rezeptor vermit-

telter IPSCs an hippocampalen Neuronen der Prnp0/0-Maus von Büeler et al. (1992).  

o Unabhängig von den Beobachtungen an den inhibitorischen Synapsen wird von Colling et 

al. (1996) auch eine Störung des späten Nachhyperpolarisationstroms (engl. late afterhy-

perpolarisation current, AHP) bei der Prnp0/0-Maus beschrieben. Dieser Strom ist für die 

Kinetik der Wiederherstellung des Ruhemembranpotentials nach einem Aktionspotential 

von großer Bedeutung und hat damit entscheidenden Einfluss auf die Aktionspotential-

Häufigkeit. 

Als Ursache für die verlängerten IPSCs wird eine Alteration des GABAA-Rezeptors auf der 

postsynaptischen Membran diskutiert. Dafür spricht die gleichzeitig beobachtete Verminde-

rung der Amplitude stimulierter inhibitorisch postsynaptischer Ströme und die Verschiebung 

des Umkehrpotentials GABAA-Rezeptor vermittelter Chloridströme. Eine direkte Interaktion 

des Prionproteins mit dem GABAA-Rezeptor konnte aber ausgeschlossen werden (Kannen-

berg et al., 1995). 

 

Die gestörten AHPs bei der Prnp0/0-Maus erklären Colling et al. (1996) mit einer verminder-

ten Leitfähigkeit kalziumaktivierter Kaliumkanäle infolge einer gestörten intrazellulären Kal-

ziumhomöostase (ebenso: Jefferys et al., 1994; Johnston et al., 1997; Kristensson et al., 1993; 

Wong et al., 1996).  

Tatsächlich zeigt die Untersuchung kalziumaktivierter Kaliumströme in Purkinjezellen der 

Prnp0/0-Maus eine reduzierte Amplitude dieser Ströme (Herms et al., 2001; Herms et al., 

1998b). Bei der Tg35-Linie, die das Prionprotein in allen Neuronen überexprimiert, kann eine 

Wiederherstellung der Amplitude der kalziumaktivierten Kaliumleitfähigkeiten beobachtet 

werden, während die Tg20-Linie, welche in allen Neuronen mit Ausnahme der Purkinjezellen 
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das Prionprotein überexprimiert, keine Wiederherstellung der Amplituden zeigt (Tings et al., 

1998).  

Mikrofluorimetrische Untersuchungen der intrazellulären Kalziumhomöostase bei der Prnp0/0-

Maus bestätigen weiter, dass die Reduktion der kalziumaktivierten Kaliumströme am ehesten 

durch eine verminderte Kalziumfreisetzung aus intrazellulären kalziumsensitiven Kalzium-

speichern zu erklären ist (Tings et al., 1998; Herms et al., 1998b). Whatley et al. (1995) be-

schreiben darüber hinaus sogar einen Effekt von rekombinant hergestelltem PrPC auf die in-

trazelluläre Kalziumkonzentration von Synaptosomen.  

Verschiedene Arbeiten (Herms et al., 2000, 2001; Thellung et al., 2000) zeigen schließlich, 

dass das Fehlen des PrPC die Modulation der spannungsaktivierten L-Typ Kalziumkanäle (L-

type voltage-gated calcium channels, VGCC) verändert und so die Kalziumhomöostase beein-

flusst. 

 

Infolge der obigen Ergebnisse kann man tatsächlich eine Funktion des PrPC an der Synapse 

vermuten (Collinge et al., 1994; Whittington et al., 1995). Dieser Ort ist sowohl bei humanen 

Prionerkrankungen als auch bei Scrapie sehr früh im Krankheitsverlauf betroffen (Johnston et 

al., 1997; Kitamoto et al., 1992a-b). 

 

2.5.2 Andere Befunde zur Funktion des PrP 

Darüberhinaus können bei der Prnp0/0-Maus von Büeler et al. (1992) bis auf eine Ver-

änderung des Schlaf-Wach-Rhythmus (Tobler et al., 1997; Tobler et al., 1996) keinerlei Auf-

fälligkeiten festgestellt werden. Weder in ihrer Entwicklung, noch in ihrem Verhalten zeigen 

sich signifikante Unterschiede zur WT-Maus (Büeler et al., 1992). Auch in einer weiteren von 

Manson et al. (1994) generierten Prnp0/0-Linie zeigen sich keine Unterschiede. 
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Eine dritte durch Sakaguchi et al. (1996) generierte Prnp0/0-Linie fällt allerdings in höherem 

Alter (> 70 Wochen) durch eine progrediente Ataxie und einen Verlust von Purkinjezellen 

auf. Weissmann et al. (1996a) erklärte diese Erscheinung zunächst mit einer zusätzlichen De-

letion von Intronsequenzen des Prnp-Gens der Knockout-Linie. Eine andere Ursache könnte 

das in dieser Mauslinie verstärkt exprimierte Protein „Doppel“ (Dpl) liefern, dessen zugehöri-

ges Gen (Prnd) zu 25 % mit allen bekannten Prnp-Genen identisch ist (Moore et al., 1999). 

Aufgrund ähnlicher Faltungseigenschaften wie PrPC (Lührs et al., 2003; Riek und Lührs, 

2003; Mo et al., 2001) könnte Dpl die Funktion von PrP in den Knockout-Mäusen  überneh-

men, ohne sich jedoch in eine dem PrPSc analoge Isoform umzuwandeln (Settanni et al., 2002; 

Moore et al., 1999).  

Eine in der Unterschiedlichkeit der beiden Proteine begründete eingeschränkte Funktionsfä-

higkeit (Whyte et al., 2003; Shaked et al., 2002; Moore et al., 1999) könnte dann das bei der 

Prnp0/0-Maus von Sakaguchi et al. (1996) gefundene Krankheitsbild erklären, allerdings mit 

einer komplett anderen Pathogenese (Weissmann und Agguzzi, 1999a).  

Diese Hypothese stützen auch Peoc’h et al. (2003) und Behrens et al. (2001), indem sie zei-

gen, dass eine Infektion mit PrPSc sowohl in der Maus als auch beim Menschen nicht zu einer 

veränderten Dpl-Expression führt, und umgekehrt die Pathogenese von Prionerkrankungen 

bei fehlender Expression des Proteins Dpl nicht verändert ist. Dpl scheint daher keine Bedeu-

tung bei der Entstehung der transmissiblen Prionerkrankungen zu haben.  

Demgegenüber ist die neurotoxische Wirkung der Dpl-Überexpression, welche die Symptome 

der von Sakaguchi et al. (1996) generierten Prnp0/0-Maus verursachen kann, durch Wiederein-

führen von PrPC neutralisierbar (Cui et al., 2003). Dies lässt vermuten, dass PrPC nach der 

Wiedereinführung die eingeschränkte Funktionsfähigkeit des Dpl ausgleicht. 
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2.5.3 PrP als Regulator der Kupferhomöostase 

Auf der Suche nach der physiologischen Funktion des PrP führten biochemische Un-

tersuchungen zur Identifizierung einer Vielzahl von Bindungspartnern des PrP, deren biologi-

sche Relevanz jedoch bisher nicht belegt werden konnte. Unter ihnen sind GFAP (glial fibril-

lary acidic protein; Oesch et al., 1990), Bcl-2 (Kurschner und Morgan, 1995, 1996), moleku-

lare Chaperone (Edenhofer et al., 1996), das APLP1 (amyloid precursor like protein; Yehiely 

et al., 1997), der 37-kDa Laminin-Rezeptor (Rieger et al., 1998) und ein nicht näher charak-

terisiertes 66-kDa Membranprotein (Martins et al., 1998) zu nennen.  

Darüber hinaus bindet PrP über eine Octarepeat-Sequenz (PHGGGWGQ)x4  (s. Abbildung 

2.3A) sehr selektiv Kupferionen (Jackson et al., 2001a; Kramer et al., 2001; Miura et al., 

1999; Brown et al., 1997a; Miura et al., 1996; Hornshaw et al., 1995ab).  

Brown et al. (1997a) beobachten diese Bindung sogar in vivo. Sie finden eine Abnahme des 

Kupfer-, nicht aber des Zink- oder Eisengehalts in Gehirnen von Wildtyp-Mäusen, wenn PrPC 

von den Membranen durch Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC) ent-

fernt wird. In Prnp0/0-Hirnen verändert sich dagegen der Kupfergehalt nach einer solchen Be-

handlung mit PI-PLC nicht.  

In-vitro-Untersuchungen an einem größeren Bruchstück (PrP29-231) erhärten diese Feststel-

lung (Stöckel et al., 1998).  

Die Bindung zeigt ... 

o ... eine Sättigung ab ca. 5 µM Cu2+ (Kramer et al., 2001). 

o ... Kooperativität (Kramer et al., 2001). Dabei wird angenommen, dass die Octare-

peat-Region 60-91 bis zu 4 Cu2+ bindet (Kramer et al., 2001; Viles et al., 1999; 

Miura et al., 1999; Brown et al., 1997a; Hornshaw et al., 1995ab). 

o ... eine stark pH-Abhängigkeit: Die Dissoziationskonstante erreicht ein Minimum 

bei pH ≈ 7,4 und steigt bei Erniedrigung des pH steil an. (Kramer et al., 2001; Vi-

les et al., 1999; Miura et al., 1999). 
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o ... eine hohe Spezifität für Cu2+ im Vergleich zu Ca2+, Co2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+, Zn2+ 

(Kramer et al., 2001; Viles et al., 1999; Miura et al., 1999; Brown et al., 1997a). 

o ... eine Dissoziationskonstante KD der Octarepeat-Region im µM-Bereich. So fin-

den Miura et al. (1999) mit dem Rest 23-98 eine KD von 5,9 µM und Hornshaw et 

al. (1995ab) mit dem Rest 60-91 eine KD von 6,7 µM. Da Glycin stark kompetitiv 

auf die Bindung wirkt, ist eine sehr viel niedrigere KD nicht anzunehmen (Garnett 

und Viles, 2003). 

 

 

ABBILDUNG 2.3  

BINDUNGSREGIONEN DES PRP FÜR KUPFER NACH VILES ET AL. (1999). DIE BINDUNG WIRD 
DORT IM BEREICH PRP76-86 (A) BZW. PRP58-91 (B) ANGEGEBEN. 
 

Interessanterweise ist gerade diese kupferbindende Octarepeat-Region hochkonserviert unter 

den Säugetieren und Vögeln. Diese Tatsache bekräftigt die Annahme, dass die Kupferbindung 

mit der Funktion des PrPC zu tun hat. 
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Die Auffälligkeiten bei den Prnp0/0-Mäusen aus Abschnitt 2.5.1 und 2.5.2 lassen sich demge-

genüber allesamt mit einer veränderten Kupferhomöostase erklären: 

- Spontane, GABAA-Rezeptor vermittelte IPSC’s verringern sich in Purkinjezellen eines 

Hirnschnittpräparats von Prnp0/0-Mäusen unter Zugabe von lediglich 2 µM Cu2+, ganz im 

Gegensatz zu ihren Wildtyp-Analoga (WT) (Brown, 1997a). Da der GABAA-Rezeptor 

bekanntlich schon durch freie Kupferkonzentrationen im Bereich von 1 µM beeinträchtigt 

wird (Sharonova et al., 1998), ist anzunehmen, dass die Unterschiede zwischen Prnp0/0- 

und Wildtyp-Maus durch die fehlende Pufferung des Kupfers am synaptischen Spalt durch 

das Prionprotein bedingt sind.  

- Nam und Hockberger (1992), sowie Sharonova et al. (1998) berichten, dass Kupfer die 

synaptischen Kalziumströme über die oben erwähnten spannungsaktivierten 

Kalziumkanäle (VGCC) bereits in Konzentrationen von wenigen µM deutlich beeinflusst. 

Kupfer verringert dabei die Leitfähigkeit sowohl des GABAA-Rezeptors, als auch die der 

VGCC, welche die intrazelluläre Kalziumhomöostase entscheidend modulieren. Eine 

fehlende Kupferpufferung durch PrP bei der Knockout-Maus könnte deshalb eine – wenn 

auch nur geringe – Erhöhung der extrazellulären Kupferkonzentration im synaptischen 

Spalt und somit eine verminderte Leitfähigkeit spannungsaktivierter Kalziumkanäle, 

sowie eine Veränderung der Kinetik des GABAA-Rezeptors zur Folge haben. Die 

beobachtete Alteration der intrazellulären Kalziumhomöostase bei der Prnp0/0-Maus, die 

Veränderungen der Leitfähigkeit kalziumabhängiger Ionenströme und ebenso die 

dokumentierten Veränderungen der durch den GABAA-Rezeptor vermittelten, 

inhibitorisch postsynaptischen Ströme wären hiermit erklärbar.  

- Nach Doreulee et al. (1997) werden die EPSPs in der CA1-region durch 10 µM und 100 

µM Cu2+ auf ca. 85 % bzw. 50 % im Vergleich zur Kontrolle gesenkt. Die Langzeitpoten-

zierung wird bereits durch 1 µM freies Cu2+ blockiert. 
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- Die von Tobler et al. (1996, 1997) beschriebene Veränderung des Schlaf-Wach-Rhythmus 

bei der Prnp0/0-Maus kann ebenfalls auf eine Störung des Kupferstoffwechsels zurückge-

führt werden. Bei reduzierter Kupferaufnahme vermindert sich die Aktivität kupferabhän-

giger Enzyme, so z.B. die der kupferabhängigen Monoaminoxidase (Oxenkrug et al., 

1998). Diese wiederum synthetisiert das für den Schlaf-Wach-Rhythmus verantwortliche 

Hormon Melatonin (McArthur et al., 1991).  

- Schließlich bindet auch das Protein Dpl Kupfer (Qin et al., 2003), obwohl beim ihm die 

Octarepeat-Region des PrPC fehlt. Wenn also die Funktion des PrPC mit der Kupferbin-

dung seiner Octarepeat-Region zu tun haben sollte, könnte Dpl diese Funktion zwar über-

nehmen, sie aber evt. nur eingeschränkt ausüben, was die oben erwähnten Beobachtungen 

zu Dpl erklären kann. 

 

Als Folge der fehlenden Kupferbindung in Prnp0/0-Kulturen und der damit erhöhten extrazel-

lulären Konzentration an freien Cu2+ wird vermutet, dass durch die sog. Fenton-Reaktion ver-

stärkt Sauerstoffradikale gebildet werden (Stöckel et al., 1998). Dies wird durch zellbiologi-

schen Untersuchungen an primären neuronalen Kulturen der Prnp0/0-Maus gestützt (Brown et 

al., 1997b/d), bei denen durch erhöhte Vulnerabilität gegen oxidativen Stress die Überlebens-

zeit reduziert ist (Brown et al., 1997b/d; Kretzschmar et al., 1997). Ebenso zeigen Brown et 

al. (1998d), dass Kleinhirnzellen von Prnp0/0-Mäusen durch Cu2+ selektiv stärker geschädigt 

werden als ihre WT-Analoga. Die beschriebene Vulnerabilität wird bei Prnp0/0-Neuronen, 

nicht jedoch bei WT-Neuronen durch Hinzugabe der oben erwähnten kupferbindenden Octa-

repeats aus der N-terminalen PrPC-Sequenz kompensiert (Brown et al., 1998d). 

 

Demgegenüber zeigen Hartmann und Evenson (1992), dass ein intrazellulärer Mangel an 

Kupfer in den Synapsen auch zu Neurodegeneration führt. Dies folgt aus der Bedeutung von 

Kupfer für die Aktivität von lebenswichtigen Enzymen, etwa die der Superoxid-Dismutase 
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(SOD), welche eine Bildung von schädlichen Radikalen verhindert, der Cytochrom-C-

Oxidase, welche für den Elektronentransport in den Mitochondrien verantwortlich ist, oder 

der Dopamin-β-Hydroxylase und der Tyrosinase, welche die Katecholamin- bzw. die Mela-

ninsynthese katalysieren. Die Aktivität der Superoxid-Dismutase wiederum hängt von der 

PrP-Expression ab und ist in PrnP0/0-Mäusen erniedrigt (Brown et al., 1999a; Brown und Be-

singer, 1998b; Brown, 1997b). So könnten sich auch die Scrapie-ähnlichen Symptome von 

Mäusen erklären, denen man den Kupferbinder Cuprison ins Futter gemischt hat (Kimberlin 

et al., 1974; Pattison et al., 1971).  

 

Die in den letzten beiden Absätzen geschilderten Ergebnisse lassen eine hohe Reaktionsemp-

findlichkeit der Nervenzellen auf Störungen der Kupfer-Homöostase erkennen – sei es durch 

Erhöhung der extrazellulären, sei es durch Verringerung der intrazellulären Kupferkonzentra-

tion. 

 

2.6 Aufgabenstellung, Motivation 

 

Um die Funktion der Kupferbindung durch PrP zu erhellen, bedarf es genauer Mess-

reihen über die In-vivo-Konzentration des Kupfers im Gehirn. Bislang fehlen dazu sowohl 

verlässliche Werte, wie auch geeignete Methoden. Ansätze liefern Colburn und Maas (1965), 

sowie Rajan et al. (1976), indem sie feststellen, dass ein großer Teil des Kupfers in den Mito-

chondrien und an den Membranen zu finden ist. Überdurchschnittliche Kupferkonzentratio-

nen werden auch in den Nervenendigungen bzw. Synaptosomen gemessen. Kardos et al. 

(1990) schätzen die Menge an Kupfer, die bei Entladung freigesetzt wird, auf 7 ⋅ 10-20 g pro 

Synaptosom und folgern so auf Konzentrationen von 6-15 µg/ml = 100-250 µM Cu2+ im sy-

naptischen Spalt (Zn2+ ca. 300 µM). Diese Werte erscheinen jedoch angesichts der oben ge-

nannten Empfindlichkeit der Neuronen auf Kupferionen als ziemlich überhöht. Weitere Wer-
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te, die in der Fachliteratur auftauchen, sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst. Sie basieren auf 

In-vitro-Experimenten und Schätzungen. Dynamische Messungen, welche die Ausschüttung 

von Kupfer bei der Depolarisation messen, fehlen gänzlich.  

Die Intention dieser Arbeit bestand daher darin, ... 

1) ... überhaupt erst einmal eine Methode zu entwickeln, die geeignet ist, Cu2+ - Konzentrati-

onen in vivo, idealerweise im synaptischen Spalt zu bestimmen.  

Die Erfolge der Ca2+-Farbstoffe in den letzten Jahren ließen auf einen geeigneten Fluores-

zenzfarbstoff hoffen, welcher spezifisch Kupferionen nachzuweisen vermag. Unweiger-

lich taucht dabei das Problem auf, dass die geschätzten Konzentrationen an Kupfer im 

Vergleich zu denen von Kalzium um einen Faktor der Größenordnung 100 niedriger lie-

gen (Stöckel et al., 1998; Hartter und Barnea, 1988). Der Farbstoff muss also sowohl sehr 

spezifisch als auch sehr sensitiv auf Kupfer reagieren und darf dabei den physiologischen 

Status der Zellen nicht verändern.  

Um dieses Ziel zu erreichen, werden bei einer Reihe von Fluoreszenzfarbstoffen die Dis-

soziationskonstanten mit den gängigsten Metallionen (Cu2+, Zn2+, Mg2+, Ca2+, Mn2+, Co2+, 

Cd2+, Fe3+, Na+, K+) bestimmt. Nach dem Test der Kalziumfarbstoffe Fura Red, Fluo 3, 

Ca Green 1 und Ca Crimson werden Repräsentanten der Phenanthroline (Phen Green) und 

auch der Porphyrine (TCPP, TSPP) in der Hoffnung auf eine starke Reaktion untersucht, 

unter denen sich schließlich ein geeigneter Farbstoff fand (TSPP = Tetrakis-(4-

Sulfophenyl)-Porphyrin, s.u.). Letzterer wird bisher nur als Photosensitizer in der Thera-

pie von Tumoren eingesetzt. Eine Anwendung als Fluoreszenzfarbstoff zur Messung von 

Metallionen-Konzentrationen in biologischen Proben ist dagegen in der Literatur nicht be-

schrieben.  

Vor der Anwendung werden noch neben der Dissoziationskonstante KD die Abhängigkeit 

der Fluoreszenz von pH und Temperatur, die Membranimpermeabilität und die Unschäd-

lichkeit, sowie das Zeitverhalten bei Komplexierung mit Kupferionen überprüft. 
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2) ... mit dem gefundenen Farbstoff zu prüfen, ob und in welcher Konzentration Kupfer bei 

der Depolarisation ausgeschüttet wird.  

Da Synapsen im Lichtmikroskop schwer darstellbar sind, werden Synaptosomen verwen-

det, deren Verhalten sich leicht im Spektrometer beobachten lässt. Diese Vorgehensweise 

hat ferner den Vorteil, dass man die Ausschüttung einer Synapse um ein Vielfaches erhöht 

und so die Nachweisgrenze ausweitet.  

Zusätzlich kann auf diese Weise mit TSPP auch die Ausschüttung von Zink nach Depola-

risation in vivo und quantitativ beobachtet werden. 

3) ... zu analysieren, ob die freigesetzten Mengen an Kupfer von der PrP-Expression abhänge-

n. Dabei wird einerseits die Menge an PrP-Expression durch Vergleich überexprimierender 

Tg20- und nicht exprimierender Knockout-Mäuse (Prnp0/0) mit den normalen Wildtyp-

Äquivalenten betrachtet, andererseits die Art des exprimierten PrP durch Hinzuziehen der 

C4-Maus variiert, welche ein um die kupferbindende Domäne des Prionproteins verkürztes 

Protein exprimiert. 

4) ... eine Kreuzprobe mit anderen Messverfahren zu erarbeiten, da Fluoreszenzfarbstoffe 

bekanntlich sehr unspezifisch sind und auf eine Reihe von äußeren Bedingungen reagieren 

können.  

Hierbei wird eine physikalische Methode, die Massenspektroskopie mit induktiv gekop-

peltem Plasma (ICP-MS), zur Überprüfung benutzt, die aber für In-vivo-Messungen nicht 

uneingeschränkt anwendbar und für die Laborroutine zu aufwendig im Vergleich zur Flu-

oreszenzmessung ist. Mit dieser Methode wird gleichzeitig auch die Ausschüttung anderer 

Metalle (Eisen, Zink, Kobalt, Mangan und Nickel) untersucht. 

5) ... herauszufinden, ob die veränderte Kupferausschüttung durch eine verminderte Exozy-

tose synaptischer Vesikel entsteht.  

Dazu wird das Verhalten von Synaptosomen der verschiedenen transgenen Maustypen bei 

der Depolarisation eingehend untersucht und die Glutamatausschüttung, die basale Kalzi-
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umkonzentration und der Kalziumeinstrom, sowie die Anzahl der verschmolzenen Vesikel 

pro Synaptosom, gemessen als Membranvergrößerung, verglichen. 

3. 
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Theorie 

 

3.1 Fluoreszenz der Farbstoffe 

3.1.1 Lambert-Beer-Gesetz 

Nach Anregung eines Fluoreszenzfarbstoffes aus dem Grundzustand S0 (s. Abbildung 

3.1) in den Zustand S1 hat das angeregte Elektron neben der Fluoreszenz noch verschiedene 

andere Möglichkeiten, um wieder in den Grundzustand zurückzukehren. Den Anteil der An-

regungsenergie, welcher in die Fluoreszenz umgewandelt wird, nennt man Quanteneffizienz 
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ABBILDUNG 3.1 
ATOMARE MECHANISMEN DER ABGABE / AUFNAHME VON ENERGIE IN FORM VON LICHT. DER 
ÜBERGANG DES ELEKTRONS VOM GRUNDZUSTAND S0 ZUM ANGEREGTEN ZUSTAND S1 KANN 
ALS EIN-PHOTONEN-ABSORPTION (M0→ M) ODER ÜBER M1 BZW. M1/2 ALS ZWEI-PHOTONEN-
ABSORPTION ERREICHT WERDEN. 
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η. Bezeichnet man die Intensitäten des transmittierten und des eingestrahlten Lichtes mit I0 

und I, so erhält man für die Intensität F des Fluoreszenzlichtes:  

)( 0 IIF −⋅= η  (Gleichung 1) 

Die Quanteneffizienz ist im wesentlichen unabhängig von der Anregungswellenlänge und der 

Konzentration des Farbstoffs. Der Anteil an absorbiertem Licht berechnet sich nach dem 

Lambert-Beerschen Gesetz: 

lceII ⋅⋅−⋅= ε
0  (Gleichung 2) 

ε ist der Extinktionskoeffizient, c die Konzentration des Farbstoffes und l die Länge der Kü-

vette, die den Farbstoff enthält. Das Produkt A = ε ⋅ c ⋅ l nennt man Absorption. 

Verbindet man die letzten beiden Gleichungen, so erhält man  

(Gleichung 3) )1()1( 00
Alc eIeIF −⋅⋅− −⋅⋅=−⋅⋅= ηη ε  

Dies ergibt nach Taylor-Entwicklung 

⎟⎟
⎠

⎞
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⎝

⎛
+++⋅⋅= ...

!3!2

32

0
AAAIF η  (Gleichung 4) 

Für kleine Werte von A (kleine Farbstoffkonzentrationen oder Extinktionskoeffizienten) sind 

näherungsweise die Glieder höherer Ordnung gegenüber A zu vernachlässigen: 

AIF ⋅⋅= 0η  (Gleichung 5) 

Bei der Analyse von Fluoreszenzfarbstoffen ist daher zunächst die Abhängigkeit der Fluores-

zenzintensität von der Konzentration des Farbstoffes zu messen, um herauszufinden, in wel-

chem Bereich diese Näherung benutzt werden kann. Alternativ kann man durch photometri-

sche Messung ermitteln, ob der Extinktionskoeffizient in einem für unsere Annahmen geeig-

neten Bereich liegt. Die Literatur (Kubista et al., 1994) empfiehlt eine Absorption von A < 

0,05. Wird dieser Wert überschritten, durchflutet das Anregungslicht die Küvette nicht mehr 

gleichmäßig. Stattdessen absorbiert der vordere Teil mehr Anregungslicht; dem hinteren Teil 

verbleibt eine geringere Anregungsintensität. Diesen Effekt nennt man Eigenabsorption (engl. 
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inner filter effect). Er macht eine Korrekturrechnung anhand von Gleichung 4 notwendig, 

welche auch höhere Ordnungen der Taylor-Reihe berücksichtigt.  

 

3.1.2 Korrektur der Eigenabsorption 

Will man einen Fluoreszenzfarbstoff für die Messung von Metallionen benutzen, so 

kann der Effekt der Eigenabsorption zu Messfehlern führen. Nach Kubista et al. (1994) lässt 

sich dann ein Korrekturfaktor kEA berechnen, der durch Multiplikation mit der gemessenen 

Fluoreszenz den Effekt bei Absorptionen > 0,05 ausgleicht.   

AABB
ii

EA ii ee
BBAAk −−−− −

−−+
=  (Gleichung 6) 

A und B sind die Absorptionswerte der mit Metallionen versetzten Farbstofflösung, gemessen 

bei der Anregungs- bzw. Emissionswellenlänge des Farbstoffs. Mit dem Index i werden die 

entsprechenden Werte der reinen Farbstofflösung – ohne Zusatz von Metallionen – gekenn-

zeichnet.  

Bleibt das Hinzufügen des Metalls ohne Einfluss auf die Absorption des Farbstoffes, so ist 

kEA nach Gleichung 6 offensichtlich eine Konstante. Soweit nur relative Fluoreszenzänderun-

gen von Interesse sind, kann daher in diesem Falle auf kEA verzichtet werden. 

 

3.1.3 Self-quenching 

Hohe Konzentrationen bedingen eine hohe Anzahl von Zusammenstößen zwischen 

den Molekülen. Bei jeder Kollision entsteht ein strahlungsloser Übergang (IKs in Abbildung 

3.1), durch welche das betroffene Teilchen Energie in Form von Wärme an die Umgebung 

verliert. Folglich sinkt die Fluoreszenzintensität eines Farbstoffes ab einem gewissen Grad in 

Abhängigkeit von dessen Konzentration.  

 

3.2 
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Berechnung der Dissoziationskonstanten 

 

Die Anlagerung von n Metallionen an einen Farbstoff zur Bildung eines Komplexes 

Farbstoff – Metalln wird in folgender Reaktionsgleichung ausgedrückt: 

MetallnFarbstoffMetallFarbstoff DK
n ⋅+⎯⎯→←−  (Gleichung 7) 

Die Gleichgewichtskonstante dieses Prozesses nennt man Dissoziationskonstante. Sie ist mit 

Hilfe des Massenwirkungsgesetzes zu berechnen:  

][
][][

n

n

D MetallFarbstoff
MetallFarbstoffK

−
⋅

=  (Gleichung 8) 

[Farbstoff], [Metall], [Farbstoff–Metalln] beschreiben jeweils die Konzentration des Farb-

stoffs, des Metallions bzw. des Farbstoff-Metall-Komplexes. Ist die Gesamtkonzentration des 

Farbstoffs [Farbstoff]t = [Farbstoff] + [Farbstoff–Metalln] bekannt, erhält man 
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(Gleichung 9) 

so dass sich der Anteil fn an komplexiertem Farbstoff zur Gesamtmenge Farbstoff folgender-

maßen darstellen lässt: 

n
D

n

t

n
n MetallK

Metall
Farbstoff

MetallFarbstofff
][

][
][

][
+

=
−

≡  (Gleichung 10)

Für n = 1, d.h. Bindung nur eines Metallions pro Komplex, erhält man also 

][
][

1 MetallK
Metallff

D
n +

=≡ =  (Gleichung 11)

Im allgemeinen wird die Fluoreszenz durch Komplexbildung abgeschwächt. Folge ist eine 

maximale Fluoreszenz Fmax bei [Metall] = 0, und eine minimale Fluoreszenz Fmin bei vollstän-

diger Komplexbildung ( [Farbstoff–Metall] = [Farbstoff]t ) . So lässt sich die Fluoreszenz F 

bei beliebiger Metallionen-Konzentration aus folgender Gleichung ablesen: 

- 35 - 



fFFFF ⋅−−= )( minmaxmax  (Gleichung 12)

Bei Zunahme der Fluoreszenz durch Zugabe von Metallionen, gilt analog  

fFFFF ⋅−+= )( minmaxmin  (Gleichung 13)

 

3.3 Messung der Konzentrationen von Kupfer und Zink mit dem Farbstoff TSPP 

 

Im Vorfeld dieser Arbeit ist es gelungen, einen für unsere Zwecke geeigneten Farb-

stoff – TSPP – zu finden. Die Fluoreszenz des TSPP sinkt durch Komplexbildung mit Cu2+ 

von Fmax auf F und erreicht bei entsprechend hohen Kupferionen-Konzentrationen sogar    

Fmin = 0 (s. Tabelle 5.3). Die Anwendung des Ergebnisses aus 3.2 ergibt somit für die 

Kupferionen-Konzentration [Cu2+]:  
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(Gleichung 14)

rCu ist das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten nach und vor Zugabe der Kupferionen.  

Durch Hinzufügen von Zn2+ steigt die Fluoreszenz des TSPP von Fmin auf F an (Tabelle 5.3). 

Für die Zinkionen-Konzentration [Zn2+] gilt daher analog: 
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(Gleichung 15)

rZn repräsentiert wie vorher rCu das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten nach und vor Zuga-

be der Zinkionen. 

 

3.4 Bindung von Kupfer an Proteine 

 

Normalerweise liegt das Kupfer nicht frei vor, wie in der Berechnung von Abschnitt 

3.2 und 3.3 angenommen. Stattdessen sind die Metallionen zum großen Teil an Transportpro-

teine wie Coeruloplasmin gebunden (Brown et al., 1997a). Das Gleichgewicht bei Messung 

mit TSPP sieht also folgendermaßen aus: 

TSPP-Cu + Protein ↔ Protein-Cu + TSPP 

Die Bindungskonstante KKonkurrenz dieser Reaktion ergibt sich aus: 

][][
][][

teinProCuTSPP
TSPPCuteinProKKonkurrenz ⋅−

⋅−
=  (Gleichung 16)

Mit den Dissoziationskonstanten KProtein und KTSPP der Dissoziation beider Komplexe, 

CuteinProCuteinPro +↔−     →  
][
][][

CuteinPro
CuteinProK teinPro −

⋅
=  

(Gleichung 17)

CuTSPPCuTSPP +↔−       →  
][
][][

CuTSPP
CuTSPPKTSPP −

⋅
=  

folgt für KKonkurrenz = KTSPP / KProtein. 

Mit fCu = [TSPP−Cu]/[TSPP]t analog zur Definition von f aus Abschnitt 3.2 erhält man: 
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(Gleichung 18)

[TSPP]t und [Protein]t bezeichnen dabei die Gesamtkonzentration des TSPP bzw. des Prote-

ins; fProtein = [Protein-Cu]/[Protein]t. Die Verteilung der Kupferionen ist also vom Verhältnis 

der Dissoziationskonstanten KTSPP und KProtein abhängig.  

 

3.5 Ratiometrische Messung der Konzentration von Kalzium mit Fura-2 

 

Fura-2 bindet Ca2+ im Verhältnis 1:1 und ändert dadurch seine Fluoreszenzeigenschaf-

ten. Je nach Anregungswellenlänge (340 bzw. 380 nm) zeigt sich eine unterschiedliche Ände-

rung der Emissionsintensität bei 510 nm als Reaktion auf das Hinzufügen von Kalziumionen. 

Durch abwechselnde Anregung bei 340 bzw. 380 nm und Bildung des Verhältnisses R der 

hieraus resultierenden Fluoreszenzintensitäten bei 510 nm lässt sich die Kalziumkonzentration 

so unabhängig von Farbstoffkonzentration, Zelldicke, Intensität des Anregungslichts und Ka-

merasensitivität messen. Die Berechnung folgt der Formel (Grynkiewicz, 1985): 

RR
RRKCa eff −

−
⋅=+

max

min2 ][  (Gleichung 19)

Dabei bedeuten   
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- 
nmbeiAnregungdurchzFluoreszen
nmbeiAnregungdurchzFluoreszenR

380
340

= ,  

- Rmax = R bei maximaler Kalziumkonzentration (alle Bindungsstellen des Farbstoffs 

mit Kalziumionen besetzt), 

- Rmin = R bei minimaler Kalziumkonzentration (Ca2+ fehlt vollständig),  

-  Deff KSK ⋅=

S repräsentiert das Verhältnis zwischen der Fluoreszenz durch Fura-2-Anregung bei 380 nm 

ohne Anwesenheit von Kalzium und derjenigen bei maximaler Kalziumkonzentration.  

KD ist die Dissoziationskonstante von Fura-2. 

Die Werte für Keff, Rmin, Rmax werden üblicherweise in einer Kalibrationsmessung bestimmt.  

 

3.6 Abschätzung des Kupfergehalts der synaptischen Vesikel 

 

Mit dem später benutzten Farbstoff FM 1-43 kann man Exozytose-Vorgänge beobach-

ten (Smith und Betz, 1999). Er zeigt eine Fluoreszenz F, welche proportional zur Membran-

fläche einer Zelle steigt.  

Durch das Verschmelzen einer Anzahl von nVesikel synaptischen Vesikeln pro Synaptosom bei 

Depolarisation steigt die Membranfläche bzw. die Oberfläche des Synaptosoms OSynaptosom auf 

OSynaptosom + nVesikel ⋅ OVesikel (OVesikel: Oberfläche eines einzelnen synaptischen Vesikels). Da-

durch erhält man eine lineare Änderung der ursprünglichen Fluoreszenzintensität Fvor auf 

vor
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nach F

F
F
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=
−

=−≡− , (Gleichung 20)

wobei hier für OVesikel und OSynaptosom die Oberfläche einer Kugel angenommen und diese mit 

den entsprechenden Durchmessern dVesikel bzw. dSynaptosom berechnet werden.  
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Verbindet man diesen Zusammenhang mit der aus Abschnitt 3.3 erhaltenen Kupferkonzentra-

tion [Cu2+], welche in einer Küvette des Volumens V (in unseren Experimenten V = 2 ml) 

nach Vesikelausschüttung gemessen wird, so ergibt sich daraus der Kupfergehalt der synapti-

schen Vesikel [Cu2+]Vesikel: 
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 (Gleichung 21)

Die Durchmesser sind weitgehend konstant und betragen nach Dunkley et al. (1988, 1986) 

durchschnittlich dSynaptosom = 0,6 µm und dVesikel = 0,06 µm. Gleichzeitig kann die Anzahl der 

synaptischen Vesikel pro Synaptosom innerhalb einer Präparation als konstant und die Anzahl 

der Synaptosomen nSynaptosom als ungefähr proportional zum experimentell gemessenen Prote-

ingehalt vorausgesetzt werden.  

Nimmt man die Proportionalitätskonstante ρSynaptosom (Proteingewicht pro Synaptosom) und 

den gemessenen Proteingehalt ξProtein (Proteingewicht pro Volumen eingesetzter Synaptoso-

menlösung) hinzu, so folgt über die Beziehung 

Synaptosom

oteinPr
Synaptosom

Vn
ρ
ξ ⋅

=  (Gleichung 22)

die Kupferkonzentration im synaptischen Vesikel: 
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 (Gleichung 23)

Bei gleicher Proteinkonzentration also ist innerhalb einer Präparation die Kupferkonzentration 

in einem Vesikel direkt proportional zu der in der Küvette gemessenen Kupferkonzentration 

geteilt durch den Faktor fFM – 1, der die Membranvergrößerung nach Depolarisation angibt. 

Dies ist nicht verwunderlich, da fFM − 1 nach Gleichung 20 direkt proportional zur Anzahl 

ausgeschütteter Vesikel pro Synaptosom ist.  

4. 
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Methoden 

 

4.1 Messung der Extinktion von TSPP und Phen Green 

 

Um sicher zu gehen, dass der in der Theorie geschilderte Effekt der Eigenabsorption 

keinen Einfluss auf unsere Messungen hat bzw. um diesen Effekt per Ausgleichsrechnung zu 

eliminieren, werden zunächst Absorptionsmessungen an einem gängigen Photometer (Perkin 

Elmer, Norwalk, USA) mit den Porphyrinen (TSPP, TCPP) und Phen Green durchgeführt. 

Von den anderen Farbstoffen (Fluo-3, CaGreen, CaCrimson, Fura Red) stehen bereits ausrei-

chende Daten in der Literatur (Minta et al., 1989; Lattanzio et al., 1991) zur Verfügung. 

Laut obiger theoretischer Berechnung braucht man zum Ausgleich der Eigenabsorption die 

Absorptionswerte bei den Anregungs- und Emissionswellenlängen des Farbstoffs und deren 

Änderung unter Zugabe von Kupfer. 

So werden von Lösungen 9 verschiedener Farbstoffkonzentrationen zwischen 0 und 30 µM 

die Absorptionsspektren im Bereich von 200 nm bis 900 nm (langsam und im Intervall von 

0,5 nm) bestimmt. Als Referenzsubstanz und auch als Träger der Farbstofflösungen dient de-

ionisiertes Wasser, welches mittels Nanopure-Filtern (Barnstead | Thermolyne, Dubuque, 

USA) auf einen Widerstand von über 18 MΩ/cm gebracht worden ist (pH 7,0).  

Aus den Daten der Spektren lässt sich mittels linearer Regression der Extinktionskoeffizient ε 

bei verschiedenen Wellenlängen bestimmen, da laut Abschnitt 3.1 für die Absorption A mit 

einer Küvettenlänge von l = 1 cm gilt 

A = ε ⋅ c ⋅ l = ε ⋅ c , 

wenn die Farbstoffkonzentration c in M = mol/l und ε in cm-1M-1 gemessen werden.  
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Nach jeder Messung wird der Einfluss von Kupfer auf das Absorptionsspektrum durch Hinzu-

titrieren von entsprechenden 

Stammlösungen auf Konzen-

trationen zwischen 0 und 100 

µM CuCl2 bestimmt.  

Zuletzt werden die Experi-

mente für TSPP mit der spä-

ter für die biologischen Un-

tersuchungen verwendeten 

Pufferlösung (Zusammenset-

zung s. Abschnitt 4.3) wiederholt.  
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ABBILDUNG  4.1  

STRAHLENGANG DES LS 50 SPEKTROMETERS. 

 

4.2 Messung der Fluoreszenzspektren im Photometer 

 

Allgemeine Verfahrensweise bei den Fluoreszenzmessungen 

Für die Farbstoffmessungen eignet sich ein LS50 Spektrometer von Perkin Elmer (Nor-

walk, USA), das man vor jeder Messung ¼ - ½ h warmlaufen lässt. Zur Gewährleistung der 

Temperaturkonstanz an der Messstelle wird ein thermostatregulierter Wasserkreislauf an-

geschlossen. Bei der Überprüfung der Temperatur nach jedem Durchgang wird ein digitales 

Thermoelement benutzt (Messgenauigkeit ± 0,5°C).  

Alle Experimente werden unter Verwendung eines Magnetrührers durchgeführt, um die schnelle 

Durchmischung der zugegebenen Lösungen zu garantieren. Als Wasser wird Millipore-Wasser 

(Millipore, Eschborn, Deutschland) mit einem Widerstand von mindestens 18 MΩ benutzt. 

Die Reinigung der Küvette ist ganz besonders sorgfältig durchzuführen. Man spült sie im An-

schluss an jede einzelne Messung nacheinander mit Hellmanex II (Hellma, Essex; Detergens), 

10 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland; Komplexbildner), 3 mal mit dem 
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Schwermetallfänger Chelex 100 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) und ein weiteres 

Mal mit Ethanol. Anschließend wird die Küvette mit N2 getrocknet.  

Zur Verdünnung der Farbstoffe und der Metall-Lösungen verwendet man auch hier das de-

ionisierte Millipore-Wasser.  

Die schwer wasserlöslichen Fluorophore, CaGreen, TSPP und TCPP, werden vor ihrer Ver-

dünnung in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst. 

  

4.2.1 Messung der Spektren und der Dissoziationskonstanten 

Zunächst wird von allen Farbstoffen das Absorptions- und Emissionsspektrum be-

stimmt. Dann zeichnet man deren Fluoreszenzintensität am jeweiligen Emissionsmaximum 

bei Anregung am zugehörigen Absorptionsmaximum in Abhängigkeit von der Farbstoffkon-

zentration auf.  

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten wird jedes Metall gegen jeden Farbstoff (bei 

37°C und pH 7,0) titriert. Dazu wird die Küvette mit 4 ml Farbstofflösung gefüllt und strikt 

darauf geachtet, dass die Zugabe an Schwermetall-Lösung insgesamt 200 µl nicht übersteigt. 

Die damit verbundene, lediglich geringfügige Veränderung der Verdünnungsverhältnisse wird 

hernach im Messergebnis korrigiert. Die Farbstoff-Konzentration wird durchgängig um eine 

Größenordnung (d.h. einen Faktor 10) höher angesetzt als die angenommene bzw. in Vorex-

perimenten grob gemessene Dissoziationskonstante KD. Die Zugaben der Metallionen erfol-

gen erst, wenn keine zeitliche Änderung der Fluoreszenz mehr registriert wird, d.h. sich ein 

Gleichgewicht eingestellt hat.  

Es werden eine Reihe von Metallen, Cu2+, Zn2+, Mg2+, Ca2+, Mn2+, Co2+, Cd2+, Fe3+, geprüft, 

darunter die im Hirn am häufigsten vorkommenden Metalle (Rajan et al., 1976). Grob wird 

auch der Einfluss der Erdalkalimetalle Na+ und K+ untersucht. 
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In einer zweiten Versuchsreihe werden statt des reinen Wassers als Lösungsmittel die für die 

unten beschriebenen Experimente mit Synaptosomen gebräuchlichen Pufferlösungen (s.u.) 

verwendet. Als Referenz muss man demnach je nach Versuchsreihe das Nanopure-Wasser 

bzw. den Puffer benutzen.  

          
 

ABBILDUNG 4.2 
STRUKTURFORMEL VON TSPP (LINKS) UND PHEN GREEN (RECHTS). TCPP ENTSTEHT DURCH
SUBSTITUTION DER SULFONAT-GRUPPEN MIT CARBOXYL-GRUPPEN. 

Passt man die so gemessenen Intensitäts-Konzentrations-Verläufe an Gleichung 12 bzw. 13 

aus Abschnitt 3.2 an (bei Anstieg bzw. Abfall der Fluoreszenz mit höherer Metallionen-

Konzentration), erhält man die Dissoziationskonstante KD. Diese Vorgehensweise ist äquiva-

lent zur Bestimmung der Dissoziationskonstante mittels eines Stern-Vollmer-Plots (s. Abbil-

dung 6.1). 

 

4.2.2 Einfluss von Temperatur und pH-Wert auf die KD von TSPP mit Kupfer 

Ferner werden auf dieselbe Art wie in Abschnitt 4.2.1 die Einflüsse von Temperatur 

und pH auf die Dissoziationskonstante von Cu2+ mit TSPP gemessen. Für Temperatur- und 

pH-Verhalten der Kalziumfarbstoffe sei auf die einschlägige Literatur (Minta et al., 1989; 

Lattanzio et al., 1991) verwiesen, aus welcher auch die Werte für Abbildung 4.3 entnommen 

worden sind.  
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Die Temperatur stellt man dabei mit Hilfe des Thermostats auf vier verschiedene Werte zwi-

schen 20 und 40°C ein und kontrolliert dies mit dem Thermoelement.  

Den pH-Wert reguliert man mit Hilfe von 10 mM HEPES-Puffer (pH 6,5 – 7,4) bzw. 10 mM 

MES-Puffer (pH 5,0 – 6,5), von deren Neutralität gegenüber der Farbstoffreaktion mit Kupfer 

man sich vorher überzeugt hat.  

Es werden 6 verschiedene Werte der Bindungskonstanten KD zwischen pH 5 und 8 unter-

sucht. 

 

ABBILDUNG 4
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. (1989) ZEIGEN DIE ABHÄNGIGKEIT DER DISSOZIATIONSKONTANTEN KD
LZIUMFARBSTOFFE VOM PH-WERT.  
alten der Kupferbindung an TSPP 

 Messungen bestimmen die Geschwindigkeit, mit der der Farbstoff TSPP das 

Verschiedene Kupferkonzentrationen (0,5, 0,6, 10 µM) werden zu einer Lö-

 TSPP unter physiologischem pH-Wert und Temperatur (7,4 und 37°C) hin-

 dabei alle 6 Sekunden die Fluoreszenzintensität bei 645 nm bestimmt, bis kei-

ehr zu verzeichnen ist. 
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4.3 Präparation von Synaptosomen 

 

Die Präparation der Synaptosomen erfolgt nach McMahon und Nicholls (1991). Ziel 

dabei ist die Extraktion einer möglichst reinen Fraktion von Synaptosomen aus Mäuse-

Gehirnen. Zusätzlich müssen die Synaptosomen als Vitalitätszeichen noch aktiv Glutamat 

freisetzen können.  

Als Puffer verwendet man eine Lösung von 10 mM Glucose, 5 mM KCl, 140 mM NaCl, 5 

mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, 1,2 mM Na2HPO4 und 20 mM HEPES, deren pH mit NaOH und 

HCl auf 7,4 eingestellt wird. 

Besondere Aufmerksamkeit sollte darauf gelegt werden, die Zeitdauer der Präparation auf 

maximal 1 ½ bis 2 h zu beschränken. Man homogenisiert 8 Mäuse-Gehirne in 30 ml eiskalter 

320 mM Saccharose-Lösung (600 rpm, 10 Auf- und Abbewegungen). Danach entfernt man 

grobe Verunreinigungen durch Zentrifugation bei 4°C und 5000 rpm (SS34) für 2 min und 

anschließendes Dekantieren. Der flüssige Überstand wird nochmals bei 11000 rpm (SS34) für 

12 min. (4°C) zentrifugiert. Diesmal werden die Partikel entfernt, welche wesentlich leichter 

sind als die Synaptosomen. Man verwendet also die entstandenen Pellets weiter und löst sie in 

2,7 ml 320 mM eiskalter Saccharose-Lösung & 5 mM HEPES auf. Während der Zentrifugati-

on wird ein Ficoll-Gradient aufgeschichtet (6, 9 und 12 %), auf den man maximal 2 ml der 

entstandenen Lösung auflagern sollte. Den Gradienten zentrifugiert man mit 22500 rpm 

(SW41) 35 min lang bei 4°C. An den beiden Grenzen zwischen der 6 / 9 % sowie der 9 / 12 % 

Lösung sind nun sehr reine Synaptosomen-Fraktionen zu finden, die mit einer Pipette vorsich-

tig abgesogen werden. Nach einer Bestimmung des Proteingehalts (mit Hilfe des Bradford-

Tests) kann man jeweils 1,25 mg Protein in ein Eppendorf-Cup geben und auf 2 ml mit eiskal-

ter Pufferlösung auffüllen. Die Eppendorf-Cups werden 5 min bei 4°C zentrifugiert (14000 

rpm), um Pellets zu erzeugen. Nach dem Abgießen überschüssiger Flüssigkeit stellt man das 
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Pellet bis zur Messung kalt. Die Zeit bis zur Messung sollte auch gering gehalten werden, ist 

aber nicht so kritisch wie die Dauer der Präparation selbst. 

 

4.4 Vitalitätsnachweis durch Messung der Glutamatausschüttung 

 

Von der Aktivität der Synaptosomen kann sich durch den Nachweis der Glutamat-

Freisetzung überzeugen (Link et al., 1992). Dabei löst man 1 Pellet (entspricht 1,25 mg Prote-

in) der präparierten Synaptosomen in 1 ml Puffer auf und stellt die Lösung nach 10 minütiger 

Inkubation bei 37°C im Wasserbad in ein Photometer. Gemessen wird die Absorption bei 360 

und 390 nm. Nach Zugabe von 1,3 mM CaCl2 und 1 mM NADP, sowie 60 U Glutamatde-

hydrogenase (Sigma Aldrich Chemie, München) depolarisiert man die Synaptosomen mit KCl 

(50 µM).  

Vitale Synaptosomen setzen bei der Depolarisation Vesikel mit Glutamat frei, welches dann 

durch die Glutamatdehydrogenase mit Hilfe von NADP abgebaut wird. Durch den Abbau 

vermindert sich die Konzentration von NADP. Stattdessen entsteht NADPH, welches im Ver-

gleich zu NADP ein weiteres Absorptionsmaximum bei 340 nm besitzt. Durch Messung der 

Absorptionsveränderung kann man so die Ausschüttung des Glutamats und damit die Vitalität 

der Synaptosomen qualitativ nachweisen.  

Die Gegenprobe wird ausgeführt, indem man statt dem CaCl2 0,5 mM EGTA zugibt, um eine 

Depolarisation unmöglich zu machen. Hier wie auch bei den folgenden Messungen von Vesi-

kel-Freisetzung mittels Depolarisation werden als Alternative zur Gegenprobe 250 nM Botu-

linustoxin (freundlicherweise von R. Jahn zur Verfügung gestellt) verwendet, welches die 

Ausschüttung der Vesikel blockiert (Bruns et al., 1997). Dies führt zu ähnlichen Resultaten.  

In den Messreihen kann man am Schluss der Messung mit 40 µl 20% Triton (Detergens) prü-

fen, ob durch Zerplatzen der Synaptosomen eine weit größere Menge an Glutamat freigesetzt 
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wird. Ein Beispiel für den Zeitverlauf der Absorption eines solchen Experiments wird in Ab-

bildung 4.4 gezeigt. 

Aus der Messung der Glutamat-Ausschüttung lassen sich allerdings keine quantitativen Aus-

sagen über die Menge an freigesetzten Vesikeln ableiten. Dafür bedarf es der unten beschrie-

benen Messungen mit FM 1-43. Auch die Anzahl der Synaptosomen in der Küvette lässt sich 

hiermit nicht abschätzen. 
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ABBILDUNG 4.4 

AUSSCHÜTTUNG VON GLUTAMAT BEI WT-MÄUSEN. DIE MIT WT BEZEICHNETE KURVE ZEIGT
DIE AUSSCHÜTTUNG NACH ZUGABE VON CACL2 (1.3 MM) ZUR ANSONSTEN CA2+-FREIEN
PUFFERLÖSUNG UND DEPOLARISATION MIT 50 MM KCL. DIE GEGENPROBE, WT-0, WIRD MIT
EGTA, WIE IM METHODENTEIL BESCHRIEBEN, DURCHGEFÜHRT. IN BEIDEN FÄLLEN WIRD
NACH 600 S TRITON HINZUGEFÜGT. 

 

4.5 Messung depolarisationsbedingter Kalziumveränderungen mit Fura-2-AM 

 

Zunächst löst man 2 Pellets der hergestellten Synaptosomen (entspricht 2,5 mg Pro-

tein) in 1 ml Puffer auf und lädt sie dann für 20 min. mit Fura-2-AM (KD = 224 nM, nach 

Grynkiewicz et al., 1985) in einer Konzentration von 2 µM (Haughland, 1996). Fura-2-AM ist 

ein Ester des Fura-2-Farbstoffes, welcher zellpermeabel ist und innerhalb der Synaptosomen 
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in die zellimpermeable Ursprungsform Fura-2 umgewandelt wird. Während der oben erwähn-

ten 20 min. mischt man die Lösung mit einem Magnetrührer gut durch und stellt sie in ein 

Wasserbad der Temperatur 37°C. Gemäß Whatley et al. (1995) ist der Farbstoff nach dieser 

Zeit bereits in die Zelle diffundiert. Um dennoch sicher zu gehen, dass kein außerhalb der 

Zelle zurückgebliebenes Fura-2 oder Fura-2-AM die Messung stört, werden die Synaptoso-

men 5 Minuten lang bei 14000 rpm (3000 g) zentrifugiert und erneut im bereits vorgewärmten 

Puffer aufgelöst, bevor sie in das Fluoreszenzphotometer gestellt werden. Nach Erfassung der 

Basiswerte (Anregung bei 340 / 380 nm, Fluoreszenz bei 510 nm) werden die Synaptosomen 

wie gewohnt mit 1,3 mM CaCl2 versetzt und mit 50 µM KCl depolarisiert. Zur Kalibration (s. 

Abschnitt 3.5) gibt man aber noch Triton X-100 (1 % in 3 M Tris-HCl, pH 8) oder 25 µM 

Ionomycin für die Bestimmung von Rmax, danach 5 mM EGTA für die von Rmin hinzu. Statt 

der Kaliumlösung kann auch 7,5 µM Ionomycin mit demselben Ergebnis benutzt werden. 

Nach Kao (1994) und del Rio et al. (1994) erhöht dieser Stoff die Permeabilität von Bio-

membranen spezifisch für Kalzium und sorgt so für einen Kalzium-Einstrom in die Zellen.  

Gegenproben können mit gleichem Ergebnis durch Unterlassen der Zugabe von Kalzium und 

anschließendes Hinzufügen von EGTA oder mit Botulinus-Toxin (Bruns et al., 1997) durch-

geführt werden. 

 

4.6 Nachweis der Ungiftigkeit von TSPP auf Synaptosomen 

 

Die Messungen der Ausschüttung von Glutamat nach 4.4 und die Bestimmung der 

Kalziumveränderungen nach 4.5 dienen als Vitalitätskontrolle und zeigen eine regelgerechte 

Depolarisation bzw. Vesikelausschüttung an. Man wiederholt die bereits beschriebenen Expe-

rimente mit solchen Synaptosomen, die während der Inkubation einer Konzentration von 10 

µM TSPP ausgesetzt worden sind.  
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Da die späteren Messungen in der Regel nicht länger als 20 min. dauern, wird die Zeitdauer 

der Inkubation bzw. des Kontaktes mit TSPP um diese Dauer erhöht, ansonsten hält man alle 

experimentellen Bedingungen aus 4.4 bzw. 4.5 bei.  

 

4.7 Nachweis der Impermeabilität und Adhärenz von TSPP an Zellen 

 

Unter einem konfokalen Mikroskop (LSM 410 der Firma Zeiss, Jena, GER) kann man 

feststellen, dass TSPP membranimpermeabel ist. Dazu präpariert man bovine Chromaffinzel-

len nach Smith (1999) und löst den Farbstoff in einer Konzentration von 10 µM im extrazellu-

lären Medium. Man beobachtet die für diesen Zelltyp charakteristische Autofluoreszenz (Du-

chen und Biscoe, 1992; Zhou und Neher, 1993a-b) der Flaviproteine bei 530 nm und das Flu-

oreszenzlicht von TSPP bei Anregung mit einem HeNe-Laser der Wellenlänge 488 nm, die 

für den Farbstoff leider nur suboptimal ist.  

Das Licht des Farbstoffs kann über einen 700 ± 40 nm Filter (Omega Optical, Battleboro, 

USA) mit einem rot-sensitiven R3896 Photomultiplier der Firma Hamamatsu (München, 

GER), die Autofluoreszenz über einen 510-525 nm Filter der Firma Zeiss (Jena, GER) beo-

bachtet werden.  

 

4.8 Quantitative Messung der Exozytose mit FM 1-43 

 

FM 1-43, ein Styrrol-Farbstoff, wird an einzelnen Nervenzellen benutzt, um unab-

hängig von endozytotischen Prozessen kumulativ den Umfang einer Exozytose zu messen 

(Smith und Betz, 1996). Der Farbstoff bindet bei Zugabe von Zellen an deren Membranen 

und zeigt dabei eine von der Größe der Membranfläche abhängige Fluoreszenz. Bei Vergrö-

ßerung durch Exozytose verschiebt sich sein Emissionsspektrum zum höherenergetischen 

Bereich hin. Bei Endozytose bleibt dieser Effekt erhalten, da der Farbstoff innerhalb der Zelle 
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weiter fluoresziert und die Membran nicht penetrieren kann. Kombiniert man die Messung 

mit den Kapazitätsmessungen einer Patch-Clamp-Elektrode, so kann man sogar eine 

Endozytose mitbestimmen (Smith and Betz, 1996). 

A B C D  

E  

ABBILDUNG 4.5 
FLUORESZENZ VON FM 1-43 (A) – (D) BEI ZUNEHMENDER MEMBRANFLÄCHE DURCH
EXOZYTOSE (E) ENDOZYTIERTE MEMBRANTEILE STRAHLEN IMMER NOCH.  
QUELLE: SMITH AND BETZ, 1996 

Man hat also ein kumulatives Maß für die Menge der Exozytose, welches im Gegensatz zur 

genannten Kapazitätsmessung unabhängig von der nachfolgenden Endozytose ist.  
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ABBILDUNG 4.6 
ABHÄNGIGKEIT DER FM-1-43-FLUORESZENZ VON DER KONZENTRATION DES FARBSTOFFES 
(SMITH UND BETZ, 1996) 
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Abbildung 4.6 zeigt, dass gemäß Literatur die optimale Konzentration des Farbstoffs              

3 – 4  µM ist. 

Man gibt den Farbstoff in eine Synaptosomenlösung mit 2,5 mg Protein in 1 ml Pufferlösung, 

welche zuvor 10 min. bei 37°C vorinkubiert worden ist. Diese Lösung regt man nun mit Licht 

der Wellenlänge 510 nm an und misst die Fluoreszenz bei 626 nm. Die Depolarisation erfolgt 

wie oben mit 1,3 mM CaCl2 und 50 mM KCl, die Gegenprobe mittels Substitution des Kalzi-

ums durch 0,5 mM EGTA. Da sich das Emissionsmaximum bei Erhöhung der Membranflä-

che verschiebt, steigt die gemessene Fluoreszenzintensität, und zwar annähernd proportional. 

 

4.9 Fluorimetrischer Nachweis der Kupfer- und Zink-Ausschüttung 

 

TSPP wird zu 1 ml einer wie unter 4.4 vorinkubierten Lösung mit 2,5 mg Protein hin-

zugegeben, so dass die Konzentration des Farbstoffes 10 µM beträgt. Die Anregung erfolgt 

hier bei einer Wellenlänge von 414 nm, die Fluoreszenz wird bei 605 nm und 645 nm aufge-

zeichnet, die sich nach den obigen Experimenten als die Bereiche des Spektrums herausge-

stellt haben, welche sich bei Zugabe von Zink und Kupfer verändern. Die Vorgehensweise zur 

Auslösung der Depolarisation erfolgt wie unter 4.8 beschrieben, alternativ zur Depolarisation 

mit KCl werden auch Messungen mit 2,5 M Sucrose (Abbott et al. 1997) und 1 mM 4-AP 

durchgeführt (Molina-Hernandez, 2001; Moe et al., 2002). Als Gegenprobe wird mit gleichem 

Erfolg die Zugabe von 250 nM Botulinustoxin wie das Abziehen aller Kalziumionen (durch 

Zugabe von EGTA wie oben beschrieben) benutzt.  
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4.10 Massenspektrometrische Messung der Schwermetallausschüttung 

 

Synaptosomen von Wildtyp- und Prnp-Knockout-Mäusen werden auf dieselbe Art be-

handelt, wie in Abschnitt 4.9. Eine Depolarisation und damit die Vitalität der Synaptoso-

menpräparation kann zuvor mittels Fura-2-Messung nach 4.5 festgestellt werden.  

Nach der Vorbehandlung werden die depolarisierten Synaptosomen, sowie die Gegenprobe 

mit einer Zentrifuge bei 14000 g abzentrifugiert und der Überstand bzw. das Pellet getrennt 

für die Untersuchung mit einem Massenspektrometer mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-

MS) gesichert. 

Die Proben werden mit Millipore-Wasser 1:5 verdünnt und mit einem 103Rh-Standard versetzt 

(auf eine Konzentration von 10 µg/l). Das Massenspektrometer (Elan 6000, Perkin Elmer, 

Sciex, Toronto, Kanada) wird mit einer Reihe von Einzel- und Multielement-Standards 

(Merck, Darmstadt, Deutschland) kalibriert.  

Die ICP-MS ermöglicht die gleichzeitige Bestimmung verschiedener Schwermetalle (Cu, Mn, 

Fe, Co, Ni, Zn) sowohl im Überstand, als auch im Pellet und im Gesamthomogenat. Dabei 

wird die zu analysierende Probe mittels eines Hochfrequenzgenerators (1100 Watt Leistung) 

in Argon-Atmosphäre auf 5000°C aufgeheizt und so in den Plasma-Zustand versetzt. Die ent-

stehenden Ionen können nun in ein klassisches Massenspektrometer überführt werden, wo sie 

nach Massenzahl aufgetrennt und von einem Elektronen-Multiplier detektiert werden.  

 

 

5. 
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Ergebnisse 
 

5.1 Hohe Extinktion von TSPP 

 

Bei der Anregungswellenlänge λ = 414 nm ermittelt man für den Farbstoff TSPP mit-

tels linearer Regression den sehr hohen Extinktionskoeffizienten von ε = 427000 ± 42000  

cm-1 M-1. Der Wert stimmt mit dem Literaturwert (Igarashi und Yotsuyanagi, 1993; Falk, 

1975; Biesaga et al., 2000) praktisch überein (ε414 nm = 464000 ± 30000 cm-1M-1). Bei der 

Emissionswellenlänge von 645 nm ermittelt man einen Wert von ε645 nm = 47000 ± 2700  

cm-1M-1 (Abbildung 5.1). 
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ABBILDUNG 5.1  
ABSORPTION VON TSPP AN DEN VERSCHIEDENEN ANREGUNGS- UND EMISSIONSMAXIMA IN
ABHÄNGIGKEIT VON DER FARBSTOFFKONZENTRATION (MITTELWERT UND STANDARDFEHLER
VON 9 VERSCHIEDENEN MESSUNGEN). TEMPERATUR (37°C) UND PH (7,0) WERDEN KONSTANT
GEHALTEN. DER KONZENTRATIONSFEHLER VON 5 % REPRÄSENTIERT DIE GESCHÄTZTEN
VERDÜNNUNGSFEHLER.  
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Eigenabsorption ist also wahrscheinlich die Ursache für das nichtlineare Verhalten der Fluo-

reszenzintensität bei Konzentrationen von [TSPP]t > 0,8 µM (Abbildung 5.5).  

Bei Konzentrationen über 0,1 µM, welche eine Absorption von ungefähr A ≈ 0,05 ergeben, 

muss daher der Korrekturterm kEA nach Gleichung 6 eingeführt werden. Abbildung 5.5 zeigt 

die mit kEA korrigierte Absorption in Abhängigkeit der Farbstoffkonzentration.  

Die Absorption verändert sich allerdings nur unwesentlich mit der Kupferkonzentration (Ab-

bildung 5.3), und die Farbstoffkonzentration bleibt während des Experiments gleich, so dass 

der Korrekturterm kEA nach Gleichung 6 in unserem Falle konstant ist. Da aber nur die Ver-

hältnisse der verschiedenen Fluoreszenzwerte vor und nach Depolarisation (bzw. ohne und 

mit Kupfer) benötigt werden (s. Abschnitt 3.2), kürzt sich bei der Ermittlung der Kupferkon-

zentration der Korrekturterm heraus und muss für unsere Zwecke nicht berücksichtigt werden. 
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ABBILDUNG 5.2 
WIE ABBILDUNG 5.1 MIT PHEN GREEN. AUFGETRAGEN SIND MITTELWERT UND
STANDARDFEHLER VON 5 VERSCHIEDENEN MESSUNGEN. DER KONZENTRATIONSFEHLER VON
5 % REPRÄSENTIERT DIE GESCHÄTZTEN VERDÜNNUNGSFEHLER.  
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Die Wiederholung des Experiments mit der später für die biologischen Untersuchungen ver-

wendeten Pufferlösung (Zusammensetzung s. Abschnitt 4.3) ergibt keine signifikanten Unter-

schiede, weder in den Absorptionsspektren noch in den Reaktionen auf Kupfer.   
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ABBILDUNG 5.3 
OBEN: ABSORPTION IN ABHÄNGIGKEIT DER KUPFERKONZENTRATION; UNTEN: ÄNDERUNG
DES ABSORPTIONSSPEKTRUMS BEI ZUGABE VON 2 µM KUPFERCHLORID ZU 4 µM TSPP. 
DIE ABSORPTION VON TSPP BEI DER ANREGUNGSWELLENLÄNGE 414 NM UND DEN
EMISSIONSWELLENLÄNGEN 605 NM BZW. 645 NM VERÄNDERN SICH DURCH ZUGABE VON
KUPFER NICHT SIGNIFIKANT.  
ES VERÄNDERT SICH JEDOCH DER KLEINE ZUSÄTZLICHE ABSORPTIONSBEREICH ZWISCHEN 500
UND 600 NM, WIE IM EINSCHUB DER UNTEREN ABBILDUNG VERGRÖßERT GEZEIGT. 

[A
.U

.]
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5.2 Die Fluoreszenzmessungen 

 

5.2.1 Hochspezifische Kupferbindung von TSPP  

Die Spektren der Porphyrine und des Phen Green zeigt Abbildung 5.4. Erstere werden 

optimal mit Licht der Wellenlänge 414 nm, der letztere Farbstoff mit 488 nm angeregt. 

TSPP und TCPP strahlen ähnliches Fluoreszenzlicht aus, sie haben einen Emissionspeak bei 

645 nm, gefolgt von einer „Schulter“ um 700 nm (Abbildung 5.4). 
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ABBILDUNG 5.4 

LINKS SIEHT MAN DIE EMISSIONSSPEKTREN VON 2 µM TSPP, 10 µM TCPP UND 2 µM PHEN 
GREEN, ANGEREGT MIT DEN ENTSPRECHENDEN WELLENLÄNGEN AUS TABELLE 5.1. FERNER 
WIRD DAS AUF DEN EMISSIONSPEAK VON PHEN GREEN NORMALISIERTE SPEKTRUM VON TSPP 
GEZEIGT, UM DESSEN VERLAUF ZU VERDEUTLICHEN. RECHTS WIRD DIE STRUKTURFORMEL 
VON TSPP DARGESTELLT. 
 

Die gemessenen Anregungs- und Emissionsmaxima der übrigen Farbstoffe werden in Tabelle 

5.1 zusammengefasst. 
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Farbstoff Anregungs- →  

Emissions-

maximum [nm] 

Veränderung des Emissionsmaximums bei 

Zugabe von Metallionen 

CaGreen-1 506 → 529  

Fura Red 480 → 650 + Co: Verschiebung auf bis zu 598 nm 

+ Cd: Verschiebung auf bis zu 580 nm 

+ Ca: Verschiebung auf bis zu 637 nm 

CaCrimson 588 → 617  

Fluo-3 504 → 526  

Phen Green 488 → 526  

TCPP 414 → 645   

TSPP 414 → 645 + Zn: zusätzl. Emissionsmaximum bei 605 nm 

TABELLE 5.1 
ABSORPTIONS- / EMISSIONSWELLENLÄNGEN DER VERSCHIEDENEN FARBSTOFFE UND DEREN 
BEEINFLUSSUNG DURCH DIE GETESTETEN METALLIONEN. 
 

Die Abhängigkeit der TSPP-Fluoreszenz von der Konzentration des Farbstoffs zeigt Abbil-

dung 5.5. 

Die optimale Konzentration ohne Kompensation der Eigenabsorption liegt zwischen 0 und 1 

µM. Nach Korrektur steigt die Fluoreszenz bis 10 µM linear an, danach beeinträchtigt wahr-

scheinlich Self-Quenching oder Dimerisation die Moleküle. Deshalb sollte man TSPP besser 

nicht in höheren Konzentrationen für Metallbestimmungen benutzen.  
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Die Eigenabsorption von Phen Green ist nur sehr gering. Bei 2 µM Konzentration erhält man 

eine Absorption bei der Anregungswellenlänge von A488 nm = 0,125 aus Abbildung 5.2, was zu 

einem Korrekturfaktor von kEA = 1,10 führt (nach Gleichung 6 aus Abschnitt 3.1.2). Die E-

missionsintensität von Phen Green ist, verglichen mit der von TSPP, um ein Vielfaches höher 

(Abbildung 5.4).  
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ABBILDUNG 5.5 
ABHÄNGIGKEIT DER FLUORESZENZ-INTENSITÄT VON DER KONZENTRATION DES TSPP BEI
645 UND 700 NM. DER FARBSTOFF WIRD MIT 414 NM LICHT ANGEREGT. DIE THEORETISCHE
KURVE ENTSPRICHT DER KORREKTUR NACH GLEICHUNG 6 AUS DEM THEORIETEIL, DEREN
NÄHERUNG AB UNGEFÄHR 10 µM ZU GROB IST.  
 

Die entsprechenden Werte für die genannten Kalziumfarbstoffe sind in der Tabelle 5.2 zu-

sammengefasst, sie werden durch viele Literaturquellen bestätigt (z.B. Kao, 1994; Haughland, 

1996). 

Die ermittelten Dissoziationskonstanten bei Zugabe verschiedener Metallionen findet man in 

Tabelle 5.3. 
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cm-1M-1 Calcium-Green Fura-Red Calcium Crimson Fluo 3 

Extinktionskoeffizient 
bei niedriger  

Kalziumkonzentration
81 29 96 90 

Extinktionskoeffizient 
bei hoher  

Kalziumkonzentration
82 41 92 100 

TABELLE 5.2 
DIE EXTINKTIONSKOEFFIZIENTEN DER KALZIUMFARBSTOFFE (HAUGHLAND, 1996), ERMITTELT 
BEI DER JEWEILIGEN ANREGUNGSWELLENLÄNGE AUS TABELLE 5.1. 
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Ion 

Ca-Green-1 

Ex. 488 nm 

Ca-Crimson 

Ex. 570 nm 

Fura Red 

Ex. 488 nm

Fluo-3 

Ex. 488 nm 

TSPP 

Ex. 414 nm 

TCPP 

Ex. 414 nm 

Phen Green 

Ex. 488 nm 

Ca2+ 529 nm ↑ 

0.20 µM  

607 nm ↑ 

0.19 µM 

620 nm ↓ 

0.14 µM  

525 nm ↑ 

0.40 µM  

- 645 nm ↓ 

0.50 µM 

- 

Mg2+ 529 nm ↓ 

0.25 µM  

- - - - - - 

Zn2+ - 607 nm ↑ 

1.00 µM 

- 525 nm ↑ 

0.10 µM 

605 nm ↑ 

50.00 µM 

645 nm ↓ 

9.00 µM 

605 nm ↑ 

9.00 µM 

525 nm ↓ 

0.20 µM 

Cu2+ 529 nm ↓ 

0.05 µM  

607 nm ↓ 

0.25 µM 

620 nm ↓ 

2.50 µM 

525 nm ↓ 

0.10 ± 0.05 µM

645 nm ↓ 

0.43 ± 0.07 µM

645 nm ↓ 

0.30 µM 

525 nm ↓ 

0.30 µM 

Co2+ 529 nm ↓ 

0.20 µM 

607 nm ↓ 

0.70 µM 

620 nm ↓ 

1.20 µM 

525 nm ↑ 

5.70 µM 

645 nm (↓) 

0.20 ± 0.1 µM 

645 nm ↓ 

0.05 ±  

0.01 µM 

525 nm ↓ 

0.25 µM 

Cd2+ - - 620 nm ↓ 

2.50 µM 

-  - 645 nm ↓ 

0.02 ± 0.01 µM 

605 nm ↑ 

0.01 ± 0.01 µM 

525 nm ↓ 

0.02 ± 0.01 

µM 

Fe3+ 529 nm ↓ 

0.20 µM 

607 nm ↓ 

3.00 µM  

620 nm ↓ 

6.00 µM 

525 nm ↓ 

10.00 µM 

645 nm ↓ 

12.00 µM 

645 nm ↓ 

0.15 ±  

0.03 µM 

525 nm ↓ 

0.60 µM 

 

TABELLE 5.3 
REAKTIONEN DER FARBSTOFFE AUF DIE VERSCHIEDENEN METALLIONEN. MIT EX. IST DIE 
ANREGUNGSWELLENLÄNGE DES JEWEILIGEN FARBSTOFFS GEKENNZEICHNET, DIE WELLEN-
LÄNGENANGABEN IN DEN EINZELNEN ZELLEN ENTSPRECHEN DEN EMISSIONSWELLENLÄNGEN, 
BEI WELCHEN EINE REAKTION DES BEZEICHNETEN FARBSTOFFS AUF DAS JEWEILIGE METALL ZU 
BEOBACHTEN IST. DIE PFEILE GEBEN DIE RICHTUNG DIESER REAKTION AN (↑ / ↓ = ZUNAHME / 
ABNAHME DER INTENSITÄT). DIE KONZENTRATIONEN GEBEN DIE GEMESSENEN DISSOZIATIONS-
KONSTANTEN KD AN. DIE FEHLERWERTE WERDEN – SOWEIT NICHT ANDERS BEZEICHNET – AUF 
CA. 5 % RELATIVER FEHLER GESCHÄTZT. 
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ABBILDUNG 

ÄNDERUNG D
KUPFER-, ZIN
BEI 414 NM. 
DEN GLEICHU
BEI 645 NM F
FE3+. 
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5.6 
ER FLUORESZENZ VON TSPP IN BEISPIELMESSUNGEN DURCH ZUGABE VON
K- (OBEN) BZW. EISENIONEN (UNTEN). DIE ANREGUNGSWELLENLÄNGE LIEGT

DIE DURCHGEHENDEN LINIEN SIND THEORETISCHE ANPASSUNGSKURVEN NACH
NGEN 14 UND 15 AUS ABSCHNITT 3.3 MIT DEN PARAMETERN KD = 0,45 µM
ÜR CU2+, KD =  50 µM BEI 605 NM FÜR ZN2+, KD = 12 µM BEI 645 NM FÜR
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TSPP reagiert bei 645 nm, dem Wellenlängenbereich maximaler Emission, weder auf die 

Erdalkali- (Na+, K+) noch auf die Alkalimetalle (Ca2+, Mg2+) und – im Unterschied zu den 

Angaben von Haughland (1996) – auch nicht auf Kadmium und Mangan, praktisch vernach-

lässigbar auf Co2+ (mit KD = 0,2 ± 0,1 µM), nur schwach auf Fe3+ (mit KD = 12 ± 0,6 µM) und 

recht sensitiv auf Cu2+ (KD = 0,43 ± 0,07 µM). Bei 605 nm wird TSPP nur durch Zn2+ positiv 

gequencht (KD = 50 ± 2,5 µM).  

Zink hat auch in sehr hohen Konzentrationen keinen Einfluss auf die Emissionslinie bei 645 

nm (Abbildung 5.7). Man kann dieses Metall also wegen des ausreichenden Abstands der 

zwei Peaks sogar gleichzeitig mit Kupfer messen.  
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ABBILDUNG 5.7 
VERGLEICH DER SPEKTREN VON 10 µM TSPP UNTER EINFLUSS VON KUPFER UND VON ZINK
IN DEN ANGEGEBENEN KONZENTRATIONEN. DIE BEIDEN WELLENLÄNGENBEREICHE WERDEN
VOLLSTÄNDIG UNABHÄNGIG VONEINANDER GEQUENCHT. 

Mit dem physiologischen Synaptosomen-Puffer ergeben sich keine Unterschiede in den fest-

gestellten Dissoziationskonstanten der hier wichtigen Farbstoffe TSPP, TCPP, Phen Green. 

Die zum Einstellen des pH-Wertes verwendeten Chemikalien, HEPES und MES bzw. NaOH 

und HCl, beeinflussen die Fluoreszenz in Konzentrationen von > 50 mM bzw. > 200 mM 

nicht, sofern der pH-Wert und das Volumen konstant gehalten werden. 
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Alle anderen Farbstoffe werden durch mindestens ein weiteres der untersuchten Metallionen 

neben Cu2+ gequencht, so dass diese für eine Messung der Kupferkonzentration nicht in Frage 

kommen.  

Mit der so ermittelten Dissoziationskonstante von 0,43 µM für TSPP mit Cu2+ sollte man also 

Konzentrationen von mindestens 4-5 µM des Farbstoffs benutzen. Diese Konzentration ist 

allerdings bereits mit einer sehr hohen Absorption (A = 2,39) bzw. einer sehr hohen Eigenab-

sorption belegt. Die Fluoreszenzintensität des Porphyrins ist daher recht gering und nur bei 

optimaler Einstellung im Mikroskop verwendbar.  

 

5.2.2 Unabhängigkeit der TSPP-Kupferbindung von pH und Temperatur 

 
Alle anderen Parameter von TSPP sind günstig für biologische Messungen: Die Dis-

soziationskonstante mit Kupfer ist – wie man in Abbildung 5.8 sehen kann – praktisch unab-

hängig von der Temperatur im Bereich von 20 bis 40°C, wie sie bei biologischen Proben in 

der Regel verwendet werden. Außerdem steigt KD erst bei Reduzierung des pH unter 6,0, 

welcher meist nicht benötigt wird (Abbildung 5.9). 
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ABBILDUNG 5.8 
IM TEMPERATURBEREICH VON 20 BIS 40°C IST DIE KD VON TSPP MIT CU2+ UNGEFÄHR 
KONSTANT. DIE TEMPERATUR WIRD MIT EINEM DIGITALEN THERMOELEMENT (FEHLER ∆t = 
± 0,5°C) GEMESSEN, SIE WIRD MIT EINEM WASSERKREISLAUF INNERHALB DES LS 50 
SPEKTROMETERS KONSTANT GEHALTEN. 
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ABBILDUNG 5.9 

DIE DISSOZIATIONSKONSTANTE KD VON TSPP MIT CU2+ ÄNDERT SICH SIGNIFIKANT,
SOBALD DER PH UNTER 6,0 SINKT. DIE AUFGETRAGENEN PUNKTE SIND MITTELWERTE UND
STANDARDFEHLER VON 3 VERSCHIEDENEN MESSUNGEN. DER PH-WERT WIRD MIT EINEM
ÜBLICHEN PH-METER GEMESSEN, DESSEN FEHLER AUF ∆PH = ± 0,2 GESCHÄTZT WIRD. 



 
5.2.3 Geschwindigkeit der Komplexbildung von TSPP mit Kupfer 

 
Das Zeitverhalten des Farbstoffs zeigt Abbildung 5.10. Die Reaktion auf Kupfer er-

folgt demnach innerhalb von ca. einer halben Minute.  
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ABBILDUNG 5.10 
 
ZEITLICHE AUFTRAGUNG DER REAKTION VON TSPP BEI BINDUNG MIT KUPFER. NACH CA. 30
SEKUNDEN SIEHT MAN KEINE ÄNDERUNG DER FLUORESZENZ MEHR. 

5.3 Biologische Anwendung 

 

5.3.1 Alle Maustypen zeigen ähnliche intrazelluläre Kalziumkonzentrationen 

Mit den gemessenen Zeitprofilen der Anregung von Fura-2, wie z.B. Abbildung 5.11, 

kann man nach Abschnitt 3.5 die Kalziumkonzentrationen vor und nach Depolarisation be-

rechnen. 
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Die basalen Kalziumkonzentrationen aus 9 Messungen von 4 verschiedenen Präparationen 

unterscheiden sich nur unwesentlich voneinander (p < 0,05, t-Test), den niedrigsten Wert fin-

det man beim C4-Typ (s. Tabelle 5.4). 
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ABBILDUNG 5.11 

MESSUNG DER INTRAZELLULÄREN KALZIUMKONZENTRATION VON WT-SYNAPTOSOMEN MIT
4 µM FURA-2-AM. BEI 100 S ZUGABE VON CACL2 (1.3 MM), BEI 200 S KCL (50 MM), BEI
300 S TRITON X-100 (1 % IN 3 M TRIS-HCL, PH 8) ODER WIE HIER IONOMYCIN (25 µM), BEI
650 S EGTA (10 MM). ANDERE EXPERIMENTE WERDEN MIT 200 µM DIGITONIN ANSTATT
IONOMYCIN DURCHGEFÜHRT (MIT DEMSELBEN ERGEBNIS). 
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 [Ca2+]i,vor in nM [Ca2+]i,nach in nM Differenz in nM 

Bestimmung von Rmax mit Triton (je 9 Messungen aus 4 Präparationen) 

WT 221,7 ± 18,5 422,3 ± 38,1 197,8 ± 18,2 

Prnp0/0 201,0 ± 22,7 369,9 ± 43,0 168,9 ± 22,3 

C4 224,4 ± 16,0 392,1 ± 25,8 167,7 ± 14,6 

Tg20 215,2 ± 17,5 405,8 ± 30,2 190,6 ± 19,1 

TABELLE 5.4  
ERGEBNISSE DER KALZIUMMESSUNGEN. [CA2+]I,VOR BZW. [CA2+]I,NACH BEDEUTEN DIE 
INTRAZELLULÄRE KALZIUMKONZENTRATION VOR BZW. NACH DEPOLARISATION. ANGEGEBEN 
SIND JEWEILS MITTELWERT UND STANDARDFEHLER AUS 9 MESSUNGEN. 
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12 
ZELLULÄRE KALZIUMKONZENTRATION UND DEREN DIFFERENZ [CA2+]NACH -
H BZW. VOR DER DEPOLARISATION. ES WERDEN ZUR BERECHNUNG VON
UND STANDARDFEHLER 9 MESSUNGEN VON 4 VERSCHIEDENEN WÜRFEN

DIE VERSCHIEDENEN TRANSGENE ZEIGEN ÄHNLICHE BASALE
ENTRATIONEN, DER KALZIUMEINSTROM SCHEINT BEI WT-MÄUSEN HÖHER ZU
ren Kalziumkonzentrationen erhöhen sich um 197,8 ± 18,2 nM in WT-, 168,9 

rnp0/0-, 167,7 ± 14,6 nM in C4- und 190,6 ± 19,1 nM in Tg20-Synaptosomen. 

erkennt man, dass die Differenzen zwischen den Maustypen nicht signifikant 

llen Fällen). Abbildung 5.12 fasst die Ergebnisse zusammen. 
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Benutzt man für die Ermittlung des Wertes für Rmax statt einer Kalziumlösung eine 25 µM 

Ionomycin-Lösung (del Rio et al., 1994), erhält man ähnliche Ergebnisse, sowohl die intrazel-

lulären Konzentrationen, als auch die Veränderungen bei Depolarisation sind bei dieser Ei-

chung allerdings ca. 20 – 25 % höher.  

 

5.3.2 TSPP hat auf Chromaffinzellen und Synaptosomen keine toxischen Effekte 

Bei der Vitalität der Zellen ergibt sich kein signifikanter Unterschied zu den Messun-

gen, welche ohne vorherige Zugabe von TSPP durchgeführt worden sind: Die Zellen funktio-

nieren normal, haben im Mittel ähnliche Kalziumkonzentrationen vor bzw. nach Depolarisati-

on und zeigen ähnliche Reaktionen bei der Glutamatfreisetzung. Es gibt daher keinen Anlass, 

eine Beeinflussung von TSPP auf die Synaptosomen oder auf deren Verhalten bei Depolarisa-

tion und Vesikelrelease zu befürchten. Auch die Chromaffinzellen aus dem folgenden Ab-

schnitt zeigen keine Zeichen von Beschädigung, nachdem sie 1 Stunde dem Farbstoff ausge-

setzt worden sind.  

 

5.3.3 
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TSPP ist membranimpermeabel an Chromaffinzellen und Synaptosomen 

Selbst nach 1 Stunde beobachtet man im Zellinneren von bovinen Chromaffinzellen 

keine TSPP-spezifische (Abbildung 5.13A), wohl aber die Autofluoreszenz der Zellen (Ab-

bildung 5.13B). 

ABBILDUNG 5.1
CHROMAFFINZE
FLUORESZENZ, 
A  

B  

3 
LLEN UNTER EINFLUSS VON TSPP. MAN SIEHT IN (A) TSPP-
IN (B) AUTOFLUORESZENZ.  
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Nach Zerstörung der Zellen durch hohe Osmolarität (1 M KCl) verschwindet die Autofluores-

zenz. Die Fluoreszenz bei 700 nm bleibt erhalten und weitet sich sogar auf die vorher nicht in 

bei dieser Wellenlänge fluoreszierenden, intrazellulären Bereiche aus. Triton zur Zerstörung 

der Zellen zu verwenden, verbietet sich, da hierdurch auch die Fluoreszenz des Farbstoffs 

beeinflusst wird.  

 

5.3.4 Alle Maustypen zeigen ähnliche exozytotische Aktivität  

Die Messungen mit FM 1-43 zeigen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (im t-

Test p < 0,05, vgl. Abbildung 5.14). Man erhält eine durchschnittliche Membranvergrößerung 

um (6,8 ± 2,6) % für WT, (4,1 ± 0,9) % für Prnp0/0, (5,2 ± 2,2) % für C4 und (3,8 ± 1,5) % für 

Tg20. Die Werte haben eine relativ hohen Standardfehler, die durch hohe Abweichungen zwi-

schen verschiedenen Messtagen zustande kommt. Innerhalb einer Präparation liegen die Er-

gebnisse aber dicht beieinander. Dies liegt wahrscheinlich an einer unterschiedlichen Vitalität 

der Synaptosomen von Präparation zu Präparation. 
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ABBILDUNG 5.14 
(A) MESSUNG DER EXOZYTOSE VON WT-SYNAPTOSOMEN MIT FM 1-43 WIE IM METHODENTEIL
BESCHRIEBEN. DIE OBERE KURVE REPRÄSENTIERT DIE DEPOLARISATION MIT KCL (50 MM BEI
125 S), DIE UNTERE ENTSPRICHT DER GEGENPROBE, WELCHE MIT EGTA WIE BESCHRIEBEN
DURCHGEFÜHRT WORDEN IST. EXPERIMENTE MIT BOTULINUS-TOXIN, WELCHES DIE EXOZYTOSE
VERHINDERT, ERGEBEN ÄHNLICHE WERTE.  
(B) DER VERGLEICH DER DURCHSCHNITTLICHEN INTENSITÄTSERHÖHUNGEN DER FLUORESZENZ
VON FM 1-43 BZW. DER MEMBRANVERGRÖßERUNGEN DURCH EXOZYTOSE ERGIBT KEINE
SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN TRANSGENEN. 
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ABBILDUNG 5.15 
(A) MESSUNG VON CU2+ MIT TSPP WIE IM METHODENTEIL BESCHRIEBEN, OBEN IN 
ANWESENHEIT VON BOTULINUS-TOXIN. BEI 100 S DEPOLARISATION MIT 50 MM KCL. (B) 
VERGLEICH DER ÄNDERUNGEN BEI EINER 0/0-MAUS, EINER WT-MAUS UND ALS GEGENPROBE 
UNTER ENTZUG DER IONEN MIT EGTA.  
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5.3.5 Nachweis von depolarisationsbedingten und PrP-abhängigen Kupfer-, sowie Zink-

Ausschüttungen 

Die Ergebnisse der Kupfermessungen sind in Abbildung 5.17 verzeichnet. Sie werden 

nach Abschnitt 3.3 durch Messkurven ermittelt, wie z.B. in Abbildung 5.15 dargestellt.  

Nach Messung von 37 verschiedenen Präpa

des Glutamat-Releases auf Vitalität geprüf

nach Gleichung 14 aus Abschnitt 3.3 die K

Messküvette. Mittels des Atomgewichts fü

Küvette (2 ml) kann man aus den gemessen

Kupfer in ng berechnen. Bezogen auf die e

schließlich für WT-Mäuse einen Kupfergeh

± 0,04 ng / mg Protein, Tg20 0,67 ± 0,09 

(Abbildung 5.17). Hierbei unterscheiden s

Äquivalenten, während C4- und Prnp0/0-K

(im t-Test p < 0,05). 
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3 9 0 0
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ABBILDUNG 5.16 

IM VERGLEICH ZUR KONTROLLE (X) SINKT
DEPOLARISATION DER SYNAPTOSOMEN MI
ZUGABE VON 50 MM CA-EGTA BEI 500 S

 
Zeit [s]
rationen, die vorher jeweils mittels der Messung 

t worden sind, mit je ≥ 3 Proben berechnet man 

upferkonzentrationen nach Depolarisation in der 

r Kupfer (63,546 g/mol) und dem Volumen der 

en Konzentrationen die ausgeschüttete Menge an  

ingesetzte Proteinmenge von 2,5 mg erhält man 

alt von 0,9 ± 0,1 ng / mg Protein, für Prnp0/0 0,45 

ng / mg Protein, C4 0,39 ± 0,08 ng / mg Protein 

ich Tg20-Werte nicht signifikant von den WT-

upfergehalte deutlich vom Normwert abweichen 

 DIE TSPP-FLUORESZENZ (+) NACH 
T 50 MM KCL BEI 100 S. AB UND ERREICHT NACH 
. WIEDER IHREN URSPRÜNGLICHEN WERT 
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Die Menge des ausgeschütteteten Kupfers ist proportional zur eingesetzten Proteinmenge, wie 

in der Theorie vorhergesagt (Abbildung 5.18). Lineare Regression der Werte in Abbildung 

5.18 liefert: 
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Typ [Cu2+] [nM] [Cu2+][ng/mg P.] 

WT 35,5 ± 3,8 0,902 ± 0,097 

0/0 17,7 ± 1,7 0,450 ± 0,043 

Tg20 26,2 ± 3,4 0,666 ± 0,090 

C4 15,4 ± 3,2 0,392 ± 0,081 

 

ABBILDUNG 5.17 
DIE ERGEBNISSE DER KUPFERMESSUNGEN (MITTELWERT UND STANDARDFEHLER AUS JE 9 
MESSUNGEN VON 3 VERSCHIEDENEN MÄUSEWÜRFEN). IN DER TABELLE SIND DIE IN DER 
KÜVETTE GEMESSENEN KONZENTRATIONEN UND DIE AUF DEN GEMESSENEN PROTEINGEHALT 
(2500 µG/ML) BEZOGENE MENGE AN AUSGESCHÜTTETEM KUPFER ANGEGEBEN. 

 

oteinProteinPrg
CummolCu ξ⋅⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⋅±=

+
−+

2
52 103,00,1][  

ξProtein ist der Proteingehalt in µg / ml. 

Auch nach der Depolarisation kann man den Farbstoff noch erwartungsgemäß durch Kupfer-

zugaben von außen beeinflussen. Erhöhung der Konzentration um 0,2 µM Cu2+ zeigt dabei 

einen ähnlichen Abfall in der Fluoreszenzintensität, wie man ihn auch nach der Vesikelaus-

schüttung beobachten kann, durch zusätzliche 25 µM CuCl2 erlischt das ausgestrahlte Licht 

(Abbildung 5.19). 50 mM Ca-EGTA stellen die vor der Depolarisation beobachtete Fluores-

zenzintensität wieder her (Abbildung 5.16), da die Bildungskonstante des EGTA um viele 
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Größenordnungen (KD ≈ 10-38 M) unter der von TSPP liegt und ihm daher die Kupferionen 

entreißt. 

 

[Cu2+] = 1E-05 p.c.
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ABBILDUNG 5.18 
DIE GEMESSENE KUPFERAUSSCHÜTTUNG IST PROPORTIONAL ZUM PROTEINGEHALT DER WT-
SYNAPTOSOMENPRÄPARATIONEN. DIE FEHLERBALKEN ZEIGEN DEN STANDARDFEHLER AUS JE 5
MESSUNGEN AN. 
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ABBILDUNG 5.19 

NACH DEPOLARISATION VON WT-SYNAPTOSOMEN MIT KCL, WIE BESCHRIEBEN, ZUGABE VON 0,2 
µM CU2+ (MIT ÄHNLICHEM FLUORESZENZABFALL WIE NACH DEPOLARISATION) BEI 300 S. 
ERLISCHT DIE FLUORESZENZ DURCH ZUGABE WEITERER 25 µM KUPFER VOLLENDS. 
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Der Kupfergehalt liegt im Bereich von 2 % der mit Atom-Absorptionsmessungen bestimmten 

Kupfermengen, die in synaptosomalen Präparationen gefunden worden sind (39 ± 9 ng / mg 

Protein, Herms et al., 1999). Der Unterschied erklärt sich dadurch, dass der Hauptteil der 

Kupferionen sich in den Mitochondrien befindet und an Proteine gebunden vorliegt (vgl. Be-

rechnungen in Abschnitt 3.4). 

Wie schon bei der Messung der Farbstoffspektren dargelegt, kann man mit TSPP auch paral-

lel Zinkkonzentrationen messen. Dies ist bei einigen Mäusen durchgeführt worden, man erhält 

eine Zink-Ausschüttung von im Mittel 20,1 ± 5,5 ng Zn2+ / mg Protein für WT-Mäuse. 

 

5.3.6 Massenspektroskopischer Nachweis der Ausschüttung von Zink, Nickel und Eisen und 

Bestätigung des vom Maustypen abhängigen Kupfer-Releases 

 

Mit der ICP-MS-Methode wird die Ausschüttung wie oben beschrieben von WT- (4 

Messungen) und Prnp0/0-Mäusen (8 Messungen) untersucht. Die Ergebnisse fasst Tabelle 5.5 

zusammen. Im Rahmen der Messfehler ist bei WT-Mäusen praktisch keine Ausschüttung von 

Kobalt, Nickel und Mangan zu beobachten, während Kupfer, Eisen und Zink in mehr oder 

weniger großen Mengen bei der Depolarisation freigesetzt werden. Nur die Ausschüttungen 

von Kupfer (3,9 ± 1,0 ng/mg Protein WT und 1,2 ± 0,3 ng/mg Protein Knockout-Maus) unter-

scheiden sich signifikant in Abhängigkeit vom Maustyp (p < 0,05, t-test).  

ng / mg Protein WT Prnp0/0 

Cu 3,9 ± 1,0 1,2 ± 0,3 

Mn 0,6 ± 0,2 0,2 ± 0,1 

Fe 6,4 ± 2,8 8,6 ± 2,0 

Zn 15,7 ± 5,8 13,9 ± 3,3 

TABELLE 5.5 

ERGEBNISSE DER UNTERSUCHUNG DES ÜBERSTANDS VON SYNAPTOSOMEN VOR BZW. NACH 
DEPOLARISATION MITTELS ICP-MS. 
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6. Diskussion 

Die Hinweise für eine wesentliche Beteiligung von Kupferionen bei neurodegenerati-

ven Krankheiten, wie z.B. dem M. Alzheimer und der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Bush, 

2000), haben in den letzten Jahren zugenommen. Es wurde bereits in der Einleitung betont, 

wie wichtig daher eine Methode zur Bestimmung von Kupferkonzentrationen in vivo ist. 

Zusammenfassend sind in Abschnitt 2.6 folgende Ziele dieser Arbeit festgelegt worden: 

ª ... die Entwicklung einer Methode, die geeignet ist, Cu2+ - Konzentrationen in vivo, ideal-

erweise im synaptischen Spalt zu bestimmen.  

Hierzu werden in Abschnitt 6.1 zunächst die Eigenschaften des Farbstoffs in vitro disku-

tiert und daraus auf die Grenzen und Möglichkeiten des Farbstoffs geschlossen.  

In Abschnitt 6.2 wird schließlich seine Anwendung in vivo betrachtet. Insbesondere wird 

dort auch auf die möglichen Messfehler eingegangen und die Begründung geliefert, wieso 

der Farbstoff sowohl im Reagenzglas, als auch in biologischem Gewebe scheinbar sehr se-

lektiv und spezifisch Kupfer aufspürt. 

ª ... die Erarbeitung einer Kreuzprobe mit anderen Messverfahren.  

Hierfür wird die ICP-MS herangezogen, deren Ergebnisse daher in Abschnitt 6.3 mit de-

nen des Farbstoffs TSPP verglichen werden. 

ª ... die Klärung der Frage, ob die veränderte Kupferausschüttung durch eine verminderte 

Exozytose synaptischer Vesikel entsteht. 

Hierzu werden in Abschnitt 6.4 die Ergebnisse der Untersuchungen zur Exozytose analy-

siert (Glutamatausschüttung, intrazelluläre Kalziumbestimmung, Messung mit FM 1-43). 

ª ... die Prüfung, ob und in welcher Konzentration Kupfer bei der Depolarisation ausge-

schüttet wird.  
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Dies wird bereits aus den vorherigen Punkten beantwortet. Darüber hinausgehend wird 

aber in Abschnitt 6.5 eine Theorie vorgestellt, anhand welcher aus den Messdaten sowohl 

die Kupfer-, als auch die Zinkkonzentration in der Synapse und den synaptischen Vesikeln 

berechnet werden kann.  

ª ... die Analyse, ob die freigesetzten Mengen an Kupfer von der PrP-Expression abhängen.  

Solche Unterschiede werden gefunden. Erklärungsansätze hierfür werden in Abschnitt 6.6 

geliefert. 

  

6.1 Analyse der Farbstoffe 

 

Das gefundene Porphyrin TSPP wurde bisher nur für die photophysikalische Bekämp-

fung von Leukämie benutzt (z.B. Fiedorowicz et al., 1993). Es hat sich nun aber als wertvoller 

Farbstoff entpuppt, der es ermöglicht, kleinste Konzentrationen von Zink und Kupfer gleich-

zeitig in vivo zu messen. TSPP wird nämlich separat in einem Wellenlängenbereich um 605 

nm (KD = 50 µM) von Zn2+ und um 645 nm (KD = 0,43 µM) von Cu2+ selektiv gequencht.  

 

Aus den vorgestellten Messergebnissen ergeben sich folgende Eigenschaften von TSPP: 

a) Die hohe Sensitivität für Cu2+ liest man an der Dissoziationskonstante im submikromola-

ren Bereich ab.   

b) Die hohe Spezifität für Cu2+ kann nicht nur aus den hier vorgestellten In-vitro-

Messergebnissen, sondern zusätzlich anhand theoretischer Überlegungen abgeleitet wer-

den: 

- Aus sterischen Gründen passen nur Kationen mit einem Ionenradius zwischen 60 – 70 

pm in den Porphyrinring. Mn2+, Cd2+, K+, Na+ und Ca2+ (Ionenradien > 90 pm) könnten 

damit nur oberhalb der Ebene des Porphyrinrings angreifen (Abbildung 4.2), und ein 
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solcher Komplex ist energetisch recht ungünstig (Falk, 1975; Tanaka, 1983; Turay et 

al., 1980). Daher werden mit diesen Metallionen in vitro keine signifikanten Fluores-

zenzänderungen beobachtet. 

- Außerdem sind nach den von Jimenez et al. (1991) bestimmten thermodynamischen 

Konstanten eventuelle Komplexbildungen zwischen TSPP und Ca2+ bzw. TSPP und 

Mg2+ unter den gegebenen experimentellen Voraussetzungen (pH, Temperatur) viel zu 

langsam. Auch Mg2+ beeinflusst aus diesem Grunde die Fluoreszenz von TSPP nicht. 

- Der gemessene Einfluss von Fe3+ auf den Emissionsbereich um 645 nm ist in den vor-

liegenden In-vitro-Messungen deutlich schwächer (ca. 28 mal größere Dissoziati-

onskonstante) als der von Cu2+.  

In der ICP-MS-Messung wird lediglich eine Eisen-Ausschüttung festgestellt, welche 

größenordnungsmäßig der von Kupfer entspricht (1,6 mal höher). Dieser Wert wird 

durch Rajan et al. (1976) bestätigt, demzufolge der Eisengehalt der synaptischen Vesi-

kel maximal doppelt so hoch ist wie deren Kupfergehalt. Aufgrund der viel schwäche-

ren Dissoziationskonstante ist ein Einfluss von Eisen auf unsere Messwerte also ver-

nachlässigbar.  

- Zn2+ (Ionenradius = 73 pm) passt ebenso wie Cu2+ in den Porphyrin-Ring (Abbildung 

4.2) hinein. Es sorgt wahrscheinlich über eine Erhöhung der strukturellen Stabilität des 

TSPP zu einer Reduzierung der inneren Konversionsprozesse (s. Abbildung 3.1) und 

damit zu einer Fluoreszenzerhöhung. 

- Cu2+ zeigt im Stern-Volmer-Plot (Abbildung 6.1) – oder gleichwertig in der Anpassung 

der Messergebnisse an Gleichung 14 mittels linearer Regression – eine hohe Linearität 

der einzelnen Datenpunkte (r² = 0,94). Dies deutet auf einen rein statischen oder dyna-

mischen Quenchprozess. Das Quenchen durch Cu2+ entsteht durch seine paramagneti-

sche Konfiguration ([Ar]3d9), welche die Triplet-Übergänge im TSPP-Molekül ver-
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stärkt („Intersystem Crossing“, s. Abbildung 3.1). Daher sind die Übergänge von Sin-

gulett- zu Grundzustand, also die Fluoreszenz, vermindert. 

- Ein Einfluss von Cu+ auf die Fluoreszenz von TSPP – wenn auch hier nicht direkt ge-

messen – kann aufgrund theoretischer Überlegungen recht sicher ausgeschlossen wer-

den: Während Cu2+ mit einem Ionenradius von 73 pm gerade in den Ring eindringen 

kann, ist Cu+ zu groß dafür (91 pm). Bestätigend zeigen Jimenez et al. (1991), dass 

durch einwertiges Kupfer das Absorptionsspektrum bei Komplexbildung mit Kupfer 

(Mischungsverhältnis 80:20 mit DMSO-Wasser) nur um 1 nm verschoben wird, das 

Absorptionsmaximum wandert von 414 nm auf 413 nm.  
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ABBILUNG 6.1  
STERN-VOLLMER-PLOT DER REAKTION VON TSPP MIT KUPFER (AUS DEN DATEN
VON ABBILDUNG 5.6) 

c) Ungiftigkeit: Der Farbstoff scheint biologische Proben zumindest bei extrazellulärer Ap-

plikation nicht signifikant zu schädigen. Sowohl die Kalzium- als auch die Glutamat-

Veränderungen bei Depolarisation von Synaptosomen bleiben bei Zugabe des Farbstoffs 

im Rahmen der verwendeten Konzentrationen gleich. Chromaffinzellen zeigen unter dem 
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Mikroskop nach längerer Exposition keine Schäden. Die geringe Toxizität wird durch die 

Ergebnisse von Streleckova et al. (1995) an Mäusen und Ratten bestätigt. 

d) Mäßige Quanteneffizienz bzw. Fluoreszenzintensität: Die maximale Anregung erfolgt bei 

414 nm, was relativ ungünstig ist, da nur wenige Laser in diesem Bereich des Spektrums 

arbeiten. Weiterhin führt die hohe Absorption des Farbstoffes zu einer großen Eigenab-

sorption (s. Abschnitt 3.1.1) und damit zu einer nur mäßigen Fluoreszenzintensität, was 

seine Anwendung in Mikroskopen limitiert. Die Experimente an unserem konfokalen Mik-

roskop (s. Abschnitt 5.3.3) zeigen jedoch, dass bei entsprechend optimal abgestimmten 

Komponenten (Tan et al., 1999; Hopt und Neher, 2001) seine Benutzung selbst bei der un-

günstigeren Wellenlänge von 488 nm möglich ist.  

Evt. können diese Probleme auch durch eine Zwei-Photonen-Anregung (Abbildung 3.1; 

Hopt und Neher, 2001) verbessert werden. Die Absorptionskoeffizienten – und damit der 

Einfluss der Eigenabsorption – weichen nämlich für Zwei-Photonen-Fluoreszenz im all-

gemeinen von denen der klassischen Ein-Photonen-Anregung ab (Denk et al., 1990).           

Außerdem wäre dann die Anregungswellenlänge in den Nahinfrarotbereich verschoben 

(um ca. 830 nm), für den sich leicht Anregungslichtquellen finden lassen (z.B. ein 

Ti:Saphir-Laser). 

e) Membranimpermeabilität: Nach unseren Messungen ist TSPP nicht in der Lage, die Zell-

membranen von Synaptosomen und bovinen Chromaffinzellen zu passieren. Demzufolge 

ist der Farbstoff sowohl extra- wie intrazellulär einsetzbar. 

f) Schnelle Kinetik der Komplexbildung: Im Gegensatz zu einigen anderen Porphyrinen (Pur-

rello et al., 1999) und auch zur Komplexbildung mit Zink ist die Reaktion von TSPP mit 

Kupfer recht zügig (Abbildung 5.10), was in der Literatur bestätigt wird (Turay et al., 

1980). 

g) Das Maximum der Fluoreszenz von TSPP liegt bei 645 nm, einem Wellenlängenbereich, 

der nur selten genutzt wird, so dass in Kombination mit anderen Farbstoffen parallele Mes-
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sungen weiterer Parameter möglich sind. Speziell wird dieser Vorzug mit Fura-2 zur 

gleichzeitigen Messung von Kalzium erfolgreich genutzt.  

h) Detergentien wie Triton bewirken eine Verschiebung der Anregungswellenlänge von 420 

nm nach 600-800 nm.  

i) Die Dissoziationskonstante bei Untersuchungen mit Kupfer pH-abhängig, ändert sich aber 

nicht signifikant in den für biologische Proben üblichen pH- (um 7,0) und Temperatur-

Bereichen (20-40°C). Letzteres deutet darauf hin, dass das Quenchen mit Kupfer durch ei-

nen statischen Prozess entsteht, da man bei einem dynamischen Prozess eine Erhöhung der 

KD bzw. der Stern-Vollmer-Konstante SV erwarten würde (Lakowicz, 1999). Der hier be-

obachtete Anstieg der Dissoziationskonstante bei Absinken des pH-Wertes unter 6,0 wird 

bei Jimenez et al. (1991) und Turay et al. (1980) bestätigt. 

 

Phen Green strahlt mit deutlich höherer Fluoreszenzintensität und kann mit der Wellenlänge 

488 nm, einer gängigen HeNe-Laserlinie, angeregt werden. Der Farbstoff reagiert zwar nicht 

auf Ca2+ oder Mg2+, aber auf alle anderen getesteten Metallionen, ist also für eine separate 

Kupfermessung nicht geeignet. Vielleicht aber besitzt er für andere Zwecke, z.B. als grober 

Schwermetallionen-Indikator, vorteilhaftere Eigenschaften.   

 

Die Fluoreszenz der getesteten Kalziumfarbstoffe wird durchweg von Kupfer beeinflusst. In 

dieser Genauigkeit liefert die vorliegende Arbeit erste Ergebnisse über den Einfluss von Me-

tallionen wie Kupfer, Zink, Eisen, Kadmium und Kobalt auf die nicht-ratiometrisch verwen-

deten Kalziumfarbstoffe. Aussagen zu den gemessenen Bindungskonstanten sucht man in der 

Literatur vergebens.  

Die erhaltenen Daten bezüglich der Kalziumfarbstoffe und deren Reaktion auf Kalzium de-

cken sich weitgehend mit den Angaben der Literatur (Kao, 1994).  
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TSPP und evt. Phen Green könnten daher auch für die Korrektur von metallionenbedingten 

Fehlern bei Kalzium-Messungen wertvolle Dienste leisten.   

 

6.2 Fluorimetrische Methode zur Messung der Konzentration von Kupfer in vivo 

 

Die beschriebenen Messergebnisse zeigen, dass TSPP sich zur In-vivo-Messung bei 

sehr geringen Kupferkonzentrationen eignet (s. auch Hopt et al., 2003). Die limitierte Anwen-

dung unter dem Mikroskop wird durch Verwendung des Spektrometers umgangen. Hier ad-

diert sich die Ausschüttung der synaptischen Vesikel vieler Millionen von Nervenzellen in der 

Küvette, wodurch die Methode an Sensibilität und Genauigkeit noch zunimmt.  

 

Die Annahme, dass tatsächlich eine durch Depolarisation ausgelöste Kupferausschüttung vor-

gelegen hat, stützt sich im wesentlichen auf folgende Ergebnisse:  

1) Die Glutamat-Messungen lassen erkennen, dass eine Depolarisation mit KCl die Synapto-

somen zur Exozytose veranlasst. Bestätigt wird dieser Umstand durch die Veränderungen 

der Kalziumkonzentration und die Erhöhung der Fluoreszenzintensität von FM 1-43.  

2) TSPP zeigt eine signifikante Fluoreszenzverminderung bei gleicher Vorgehensweise zur 

Auslösung einer Depolarisation wie in 1).  

3) Bei Verzicht der Zugabe von Kalzium vor der Depolarisation und Entzug evt. vorhande-

ner Kalziumionen mittels EDTA zeigen weder der Indikator TSPP eine 

Fluoreszenzverminderung noch kann durch die Messungen aus 1) eine Exozytose 

nachgewiesen werden.  Logischerweise ist aus dem kalziumfreien, extrazellulären Medium kein Einstrom von 

Ca2+ in die Zelle möglich, was aber Voraussetzung für eine Exozytose und damit für eine 

Kupfer- bzw. Glutamat-Ausschüttung wäre.  

4) Blockiert man die Ausschüttung der Vesikel direkt mit Botulinus-Toxin, so ist ebenfalls 

keine Veränderung der Fluoreszenz von TSPP festzustellen. 
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5) Der bei der Depolarisation ausgeschüttete und mit TSPP nachgewiesene Stoff wird von 

Ca2+-EGTA wieder abgezogen, da die Fluoreszenz durch dessen Zugabe auf das vor der 

Depolarisation vorgefundene Niveau zurückkehrt. Die Bindungskonstante von EGTA mit 

Kupfer ist um Größenordnungen niedriger (nach Martell & Hancock, 1996: KD = 10-38 M) 

als die von TSPP, weshalb es diese Ionen dem Farbstoff praktisch komplett zu entziehen 

imstande ist. Ein kupferspezifischer Komplexbildner konnte noch nicht ausfindig gemacht 

werden. 

6) All diese Beobachtungen verweisen auf die Existenz eines Stoffes, der aus den synapti-

schen Vesikeln freigesetzt wird und der Bindung an EGTA wegen eher metallisch ist. 

Aufgrund der Überlegungen zu den In-vitro-Untersuchungen (Abschnitt 6.1) können für 

die Fluoreszenzänderung von TSPP bei 645 nm alle untersuchten und damit gleichzeitig 

die gängigsten Metalle im biologischen Gewebe bis auf Cu2+ ebenfalls ausgeschlossen 

werden. Für die Fluoreszenzänderung bei 605 nm kann aus demselben Grunde von den 

untersuchten Metallionen nur Zn2+ verantwortlich gemacht werden. 

Mit der hier vorgestellten Methode kann also erstmals mit hoher Wahrscheinlichkeit eine 

Ausschüttung von physiologisch vorhandenem Cu2+ in vivo nachgewiesen werden. Gewiss-

heit bringt in diesem Zusammenhang letztlich aber erst die Kontrolle mit Hilfe der Massen-

spektroskopie (s. Abschnitt 6.3). 

 

Für die Quantifizierung der Kupferausschüttung stellt sich noch die Frage, inwiefern TSPP 

auch das gesamte ausgeschüttete Kupfer nachzuweisen vermag. Hierzu müssen zwei Ein-

schränkungen analysiert werden: 

- In biologischem Gewebe wurden einige intrazelluläre Cu-Chaperone gefunden (z.B. Ccs, 

Cox 17), welche Kupfer im monovalenten Zustand binden. Durch die vielen Reduktasen 

im Zytosol können dort signifikante Mengen von Cu+ entstehen, welche von TSPP auf-

grund obiger Überlegungen nicht nachgewiesen werden können. Extrazellulär jedoch wer-
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werden diese Ionen dann durch Kontakt mit Sauerstoff zu Cu2+ oxidiert (Frausto da Silva 

et al., 2001). Da nur Ausschüttungen gemessen werden, d.h. extrazelluläres Kupfer, kann 

man davon ausgehen, dass nur Cu2+ in unseren Messungen vorkommt. Dass TSPP auf das 

divalente Kupfer anspricht, folgt aus den obigen Überlegungen. 

- Da Kupferionen in biologischen Proben hauptsächlich an Proteine gebunden vorliegen, 

stellt sich die Frage, wieviele der Ionen durch den Farbstoff überhaupt abgezogen werden 

können. Es existieren tatsächlich einige Proteine mit wesentlich niedrigeren Bindungskon-

stanten als derjenigen von TSPP. Trotzdem vermag TSPP noch einen großen Teil der 

Kupferionen nachzuweisen, da ... 

1) ... die Bindungsproteine, welche den Hauptteil des Kupfers an sich binden und nach-

weislich wichtige Funktionen im Kupferstoffwechsel übernehmen, wie z.B. Coeru-

loplasmin (Wirth und Linder 1985; Loeffler et al., 1996), höhere oder dem TSPP ähn-

liche Dissoziationskonstanten im Bereich von 0,1 µM (Coeruloplasmin; Orena et al., 

1986) bis 46 µM (Menke-Protein; Jensen et al., 1999) haben. Die Zahl an Proteinen 

mit niedrigeren Bindungskonstanten kann also nur gering sein, da sonst die biologi-

sche Funktion der obigen Bindungsproteine fraglich erschiene. 

Insbesondere PrP hat mit 6,7 µM (Viles et al., 1999) gegenüber 0,43 µM eine mehr als 

10 mal höhere KD als TSPP und gibt daher praktisch alle gebundenen Kupferionen an 

den Farbstoff ab. 

2) ... nach Abschnitt 3.4 auch das Verhältnis der Konzentrationen von TSPP und den 

konkurrierenden, kupferbindenden Proteinen eine Rolle für die Verteilung der Ionen 

spielt. Gleichung 18 lässt sich wie folgt ausdrücken: 
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Dabei wird Cu
ältnisMengenverh

Entzug

tältnisMengenverh

Entzug

t
Protein f

m
m

[TSPP]m
Cu][TSPPm

[Protein]
Cu][Proteinf ⋅=

⋅

−⋅
=

−
=  ge-

setzt.  

Cu][TSPP
Cu][ProteinmEntzug −

−
=  entspricht dem Kupferanteil, der sich dem Nachweis durch 

TSPP aufgrund der Anlagerung an Proteine entzieht, bezogen auf die Menge an Kup-

fer, die einen Komplex mit TSPP bildet. Diese Größe kann als Fehler angesehen wer-

den, der durch die Proteinbindung von Kupfer entsteht. Bildet sich nämlich kein Kup-

fer-Protein-Komplex, so ist mEntzug = 0, während bei vollständiger Bindung des Kup-

fers durch die Proteine mEntzug → ∞ geht. 

mMengenverhältnis drückt das Verhältnis der totalen Proteinkonzentration zur totalen Farb-

stoffkonzentration aus: 
t

t
ältnisMengenverh [TSPP]

[Protein]m = .  

Nur die Proteine, welche aus den synaptischen Vesikeln ausgeschüttet werden, sowie 

die an den Membranen der Synaptosomen verankerten Proteine treten in Konkurrenz 

mit TSPP um die Bindung von Kupfer. Da das Volumen des Pellets (ca. 100 µl) sehr 

gering im Vergleich zum Volumen der Küvette (2 ml) ist, wird die Konzentration der 

Proteine bei Zugabe des Pellets in die Küvette stark verdünnt und mMengenverhältnis 

nimmt wahrscheinlich einen sehr geringen Wert an (mMengenverhältnis « 1). 

Definiert man noch K ≡ KTSPP/KProtein , so folgt aus Gleichung 24 für den Kupferanteil, 

der sich unserer Messung durch Proteinbindung entzieht:  
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Da maximal alle Farbstoffmoleküle Kupferionen binden können, kann fCu maximal 

den Wert 1 annehmen: 1
[TSPP]

Cu][TSPPf
t

Cu ≤
−

= . 

Insbesondere bei ähnlichen Dissoziationskonstanten, d.h. K ≈ 1, wird nach Gleichung 

25  mEntzug ≈ mMengenverhältnis « 1, und es kann deshalb nur ein praktisch vernachlässigba-

rer Anteil mEntzug des gesamten Kupfers an den Proteinen gebunden bleiben.  

Wird allerdings K größer, weil die Dissoziationskonstante der Proteine viel niedriger 

ist als die des TSPP, steigt gleichzeitig mEntzug, da infolge fCu ≤ 1 der Nenner von # 

stets langsamer zunimmt als K. 

 

Bei der Untersuchung mit TSPP zeigt sich in der Kupferausschüttung eine signifikante Ab-

hängigkeit von der Prnp-Expression. Man sieht sehr schön, dass Mäuse, die kein PrP expri-

mieren (Prnp0/0), oder solche, die das PrP ohne die kupferbindende Octarepeat-Sequenz 

exprimieren (C4), auch erniedrigte Kupferausschüttungen aufweisen, während höhere Werte 

nur bei Tg20 und WT zu finden sind. Die ca. vierfache Überexpression von PrP in Tg20-

Mäusen scheint hingegen nicht notwendigerweise zu höherem Kupferrelease zu führen. 

Hartter und Barnea (1988) haben zur Bestimmung von Kupfer-Ausschüttungen Zellen mit 

radioaktivem Kupfer 67Cu geladen und hernach gemessen, wieviel aufgenommenes 67Cu bei 

Depolarisation freigesetzt wird. Die hier vorgestellte Methode zur Bestimmung von Kupfer-

konzentrationen ist weitaus einfacher anzuwenden, so braucht man hier kein radioaktives 67Cu 

und die Messwerte sind nicht von einem Transport- bzw. Aufnahme-Mechanismus abhängig. 

Insbesondere zeigt Brown (1999b, 2000a, 2002a), dass eine Aufnahme von Kupfer von der 

Expression des PrP abhängt. Im Gegensatz dazu misst man mit TSPP jedoch die in vivo frei-

gesetzte und unbeeinflusste Menge an Kupfer, ohne vorheriges Laden der Synaptosomen.  
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6.3 Massenspektrometrische Überprüfung der Ausschüttung von Metallionen 

 

Die alternative physikalische Methode der ICP-MS bestätigt qualitativ sowohl die ge-

messenen Kupfer-, wie auch die gemessenen Zink-Ausschüttungen.  

Quantitative Abweichungen zu der Messung mit TSPP ergeben sich aus den Überlegungen in 

Abschnitt 6.2:  

- Zum einen können noch ein bestimmter Anteil einwertiger Kupferionen ausgeschüttet 

werden, welche nicht durch TSPP, wohl aber durch die massenspektrometrische Analyse 

nachgewiesen werden können. Eine Unterscheidung zwischen ein- und zweiwertigen Io-

nen ist mit ICP-MS nicht möglich. 

- Ebenfalls kann ein Anteil der Kupferionen auch an Proteine mit niedrigeren Bindungskon-

stanten als der von TSPP gebunden vorliegen. So entzieht sich ein Teil des Kupfers dem 

chemischen Gleichgewicht und damit dem Nachweis durch den Farbstoff. Da die ICP-MS 

auch gebundenes Kupfer messen kann, liegt der so ermittelte Wert zwangsläufig höher. 

Auch eine Unterscheidung zwischen gebundenem und nicht gebundenem Kupfer lässt 

sich mit ICP-MS nicht bewerkstelligen. 

Das Verhältnis der ausgeschütteten Kupfermengen zwischen WT- und Prnp0/0-Mäusen ist 

allerdings bei Messung mit ICP-MS und mit TSPP ähnlich. 

 

Die Ausschüttung von Eisen kann nur massenspektrometrisch nachgewiesen werden, da sie 

nur wenig höher liegt als die von Kupfer, die KD von TSPP mit Fe3+ aber 20 mal größer ist als 

diejenige mit Cu2+.  

Nicht berücksichtigt ist dabei, dass der Wert für freie, mit TSPP nachweisbare Eisenionen 

infolge der Bindungsproteine sogar noch wesentlich unter dem der ICP-MS liegen kann. Im 

Gegensatz zu den Verhältnissen bei Kupfer nämlich weisen die Haupttransportproteine für 

Eisen im Gehirn, Transferrin und Ferritin deutlich geringere Dissoziationskonstanten von 2-5 
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nM auf (Mash et al., 1990 und Hulet et al., 1999). Dadurch wird der Einfluss auf TSPP durch 

Eisenionen vernachlässigbar gering. 

 

Während der Zinkrelease in der Literatur dokumentiert ist (z.B. Assaf und Chung, 1984), sind 

Angaben über Kupfer- und Eisen-Ausschüttungen bei Depolarisation von Synaptosomen nicht 

zu finden. Die Ausschüttung von Zink und Eisen hängen nach den vorliegenden Ergebnissen 

nicht von der Prnp-Expression ab; insofern beschränkt sich die weitere Analyse auf Kupfer. 

 

Die Messung von Kupfer-Ausschüttungen mit ICP-MS bedarf ungefähr 2 mal mehr Synapto-

somen als die fluorimetrische Analyse mit TSPP und ist außerdem wesentlicher komplizierter 

durchzuführen. Während man für erstere Methode aufwendige Apparaturen braucht, kann 

man letztere in jedem laborüblichen Fluoreszenzspektrometer oder gar -mikroskop einsetzen.  

Vorteil der ICP-MS ist die Möglichkeit, mehr Elemente zu analysieren als nur Zn und Cu, 

sowie die Unabhängigkeit von Bindungsproteinen und Oxidationszuständen (wie oben darge-

legt). 

 

6.4 Messung der Exozytose 

 

Die Exozytose wird auf dreierlei Arten gemessen: Mit Fura-2 gelingt nur ein indirekter 

Nachweis der Vesikelfreisetzung über die Messung der intrazellulären Kalziumkonzentration. 

Während hiermit also der Auslöser der Ausschüttung, nämlich der Kalziumeinstrom, unter-

sucht wird, weist die Messung der Freisetzung von Glutamat im Absorptionsphotometer und 

die der Metallionen mit TSPP das Ergebnis der Ausschüttung nach. Um die Vesikel-

freisetzung aber direkt zu messen und vor allen Dingen zu quantifizieren, bedient sich diese 

Arbeit einer neuen Methode: Der Farbstoff FM 1-43 wurde bislang noch nicht für den Ver-

gleich von Synaptosomen verschiedener Maustransgene herangezogen. 
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1) Die Messung der Glutamat-Ausschüttung ist eine Standard-Methode, die leider keine 

quantitativen Aussagen über die Exozytose zulässt. Festzustellen ist aber, dass die Signal-

verläufe bei den verschiedenen Maustypen nicht signifikant voneinander abweichen.  

2) Die in Abschnitt 2.5.1 erwähnte verminderte Leitfähigkeit kalziumaktivierter 

Kaliumkanäle könnte durch eine veränderte intrazelluläre Kalziumkonzentration in 

Prnp0/0-Mäusen entstehen. Besondere Erwähnung verdient daher der Vergleich der 

intrazellulären Kalziumkonzentrationen in den Synaptosomen zwischen den 

verschiedenen Maustypen, der in dieser Arbeit erstmalig präsentiert wird. Nur Whatley 

(1995) hat bisher Ca2+ in  Synaptosomen mit Fura-2 analysiert. Seine Messungen 

erschöpfen sich jedoch in der Darstellung des Unterschieds der intrazellulären 

Kalziumkonzentration bei externem Hinzufügen von humanem Prionprotein bzw. von 

Antikörpern gegen das PrP.  Die hier durchgeführten Untersuchungen ergeben eine basale, intrazelluläre Kalziumkon-

zentration von ca. 200-220 nM, welche in allen vier Maustypen (WT, Prnp0/0, Tg20, C4) 

ungefähr gleich groß ist und sich mit den Literaturwerten von Wistar-Ratten aus anderen 

Studien deckt (Molina-Hernandez et al., 2001; Adamson et al., 1990; Martinez et al., 

1988). Die Erhöhung der Konzentration bei Depolarisation in WT-Mäusen um den Faktor 

1,2 im Vergleich zu Knockout- und C4-Mäusen erklärt sich wahrscheinlich durch die ho-

hen Messfehler, insgesamt ist der Unterschied statistisch nicht signifikant. Eine Beeinflus-

sung der intrazellulären Kalziumkonzentrationen durch das PrP kann daher anhand dieser 

Ergebnisse nicht bestätigt werden. 

3) Konform mit den Kalziummessungen liefert FM 1-43 den Beweis, dass kein signifikanter 

Unterschied in der Anzahl freigesetzter Vesikel bzw. dem freigesetzten Vesikelvolumen 

besteht. Man erhält eine durchschnittliche Membranvergrößerung von ca. 4 – 7 %.  
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Größenordnungsmäßig ergibt sich dieser Wert auch mit den Ergebnissen von Dunkley et 

al. (1988), sowie Dunkley et al. (1986). Sie erhalten durch Analyse elektronenmikroskopi-

scher Bilder für den Durchmesser ähnlich präparierter Synaptosomen im Mittel dSynaptosom 

= 0,6 µm. Ferner liest man aus deren Bildern die ungefähren Durchmesser der synapti-

schen Vesikel dVesikel = 0,06 µm, sowie eine Anzahl nVesikel von ca. 6 Vesikeln pro Synap-

tosom ab. Theoretisch errechnet sich damit nach Gleichung 20 eine Membranvergröße-

rung von  
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(Gleichung 26)

(OVesikel: durchschnittliche Oberfläche eines synaptischen Vesikels, OSynaptosom: Oberfläche 

eines Synaptosoms, fFM: Verhältnis der Fluoreszenzintensität von FM 1-43 nach bzw. vor 

Depolarisation). Dieses rein aus theoretischen Größen abgeschätzte Ergebnis deckt sich 

im Rahmen der Fehlergrenzen mit unseren Messungen. 

 

6.5 Berechnung der Kupfer- und Zinkfreisetzung bei der Depolarisation 

 

Die vorliegenden Ergebnisse bestärken die von Hartter und Barnea (1988) aufgestellte 

Hypothese einer Ausschüttung von Kupfer bei Depolarisation. Beide Autoren haben festge-

stellt, dass Synaptosomen über einen langsamen Kupferaufnahme-Mechanismus verfügen und 

über diesen aufgenommenes radioaktives Kupfer bei Depolarisation wieder freisetzen. 
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Die ermittelten Metallionenwerte lassen sich nur schwer in die vorliegenden Literaturangaben 

eingliedern, da sowohl die Präparationsmethoden als auch die untersuchten Spezies und ins-

besondere die Proteinbestimmungsmethoden erheblich voneinander abweichen. Gerade durch 

letztere Tatsache bezieht sich die Angabe „mg Protein“ auf verschiedene Mengen an Synapto-

somen. Es wird in den Artikeln aber nicht angegeben, wieviel Proteinmenge bei der jeweils 

angewandten Methode einem Synaptosom entspricht (d.h. der Faktor ρSynaptosom aus Gleichung 

22 ist unbekannt). Tabelle 6.1 erfasst alle gefundenen Literaturwerte.  
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Angaben in ng / mg Protein Kupfer Zink Eisen Mangan 

Brown et al., 1997a 

(Synaptosomen) 
20 5 5  

Herms et al., 1999 

(Synaptosomen) 
39 ± 9    

 

460 ± 90 

 

120 ± 20 

 

510 ± 180 

 

 

180 ± 30 3260 ± 650 1790 ± 1080  

Rajan et al., 1976 

- Synaptosomen 

- synaptische Vesi-

kel (Hirnstamm) 

- synaptische Vesi-

kel (Kortex) 

850 ± 200 4630 ± 460 1410 ± 320  

Chan et al., 1983 (Kortex) 19,52 ± 

1,86  

62,31 ± 

10,60  

81 ± 10 

 

1,548 ± 

0,600 

Kardos et al., 1990 

(synaptische Vesikel) 
0,5    

Colburn und Maas, 1965 

(synaptische Vesikel) 
2,0 1,05 1,7  

vorliegende Arbeit 

(Ausschüttung aus synapti-

schen Vesikeln, TSPP) 

0,9 ± 0,1 20,1 ± 5,5   

vorliegende Arbeit 

(Ausschüttung aus synapti-

schen Vesikeln, ICP-MS) 

3,9 ± 1,0 15,7 ± 5,8 6,4 ± 2,8 0,6 ± 0,2 

TABELLE 6.1 
VERGLEICH DER VERSCHIEDENEN LITERATURWERTE MIT DEN ERGEBNISSEN DER 
AUSSCHÜTTUNG VON WT-SYNAPTOSOMEN DIESER ARBEIT. DIE FEHLER – SOWEIT ANGEGEBEN 
– SIND IN DIE TABELLE EINGEFÜGT.  
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ABBILDUNG 6.2 
ELEKTRONENMIKROKOPISCHES BILD VON SYNAPSEN NACH HAJÓS (1980). DIE 
SPALTBREITE WIRD MIT DURCHSCHNITTLICH 18 NM ANGEGEBEN.  
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Mit dem oben bestimmten Wert für den Anstieg der in der Küvette gemessenen Kupferkon-

zentration bei Erhöhung des Proteingehalts ξProtein (Abbildung 5.18) erhält man für die WT-

Maus: 

oteinProteinPrg
CummolCu ξ⋅⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⋅±=

+
−+

2
52 103,00,1][  (Gleichung 27)

Bei konstantgehaltenen Proteinkonzentrationen wird mit TSPP eine Kupferausschüttung von 

0,9 ± 0,1 ng Cu2+ / mg Protein bei der WT-Maus gemessen. Dies entspricht bei einem Atom-

gewicht von 63,546 u für Cu: 

oteinProteinPrg
CummolCu ξ⋅⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⋅±=

+
−+

2
52 102,04,1][  (Gleichung 28)

Dieser Wert ist etwas höher, aber genauer (geringere Standardabweichung), weil ungefähr 

vier mal mehr Datenpunkte auf diese Weise ausgewertet worden sind als für den Wert aus 

Gleichung 27. Innerhalb der Fehlergrenzen entsprechen sich die beiden Ergebnisse. 

Über Gleichung 23,  
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erhält man aus der Konzentration in der Küvette [Cu2+] die Konzentration in den synaptischen 

Vesikeln: 
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Aus den Daten von Dunkley et al. (1988) ergibt sich dSynaptosom = 0,6 µm und dVesikel = 0,06 

µm (s. Abschnitt 6.4), die Zunahme der Membranfläche bei Vesikelausschüttung liegt nach 

den Messungen mit FM 1-43 bei ca. fFM – 1 = 0,07 ± 0,03 für WT-, 0,04 ± 0,01 für Prnp0/0-, 

0,05 ± 0,02 für C4- und 0,04 ± 0,02 für Tg20-Mäuse. Im Durchschnitt liegt der Faktor fFM – 1 

also bei ca. 0,05.  
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ρSynaptosom kann aus dem Volumen der Pellets abgeschätzt werden, welches ca. 100 µl beträgt: 

Das Volumen VSynaptosom eines einzelnen Synaptosoms berechnet sich aus: 

l
d

V Synaptosom
Synaptosom µπ 10

3

101,1
23

4 −⋅≈⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
⋅⋅=  (Gleichung 31)

Daher sind in einem Pellet ca. nSynaptosom = 100 µl / 1,1 ⋅ 10-10 µl = 9,1 ⋅ 1011 Synaptosomen, 

die einen Proteingehalt haben von 2,5 mg. Daraus folgt für unsere Präparationen ein Faktor 

von ρSynaptosom = 2,5 mg / 9,1 ⋅ 1011 Synaptosomen = 2,7 ⋅ 10-15 g pro Synaptosom.  

Da ein signifikanter Anteil des Pellet-Volumens auch aus Schmutz bestehen kann, wie z.B. 

Fragmente zerstörter Synaptosomen, wird die tatsächliche Anzahl eher kleiner sein. Auf    

elektronenmikroskopischen Bildern der Präparationen sieht man jedoch, dass die Pellets sehr 

rein sind und praktisch nur aus Synaptosomen bestehen. Außerdem werden die Schmutzantei-

le und der Raum zwischen den Synaptosomen durch den Zentrifugationsschritt auf ein Mini-

mum zusammengepresst. Im Gegensatz dazu bleibt das Volumen intakter Synaptosomen 

selbst konstant, da die intrazelluläre Flüssigkeit inkompressibel ist. Man kann also davon aus-

gehen, dass der Schätzwert recht genau ist.  

Alle der Literatur entnommenen und abgeschätzten Werte haben ungefähre relative Fehler 

von 5 – 10 %, wobei ρsynaptosome sicher die größte Fehlerquelle ist.  

Insgesamt erhält man schließlich für WT-Mäuse mit Gleichung 23 als Konzentration in sy-

naptischen Vesikeln 67 ± 7 µM Cu2+ (bzw. 5 Ionen pro Vesikel) aus den TSPP-Messungen 

und 48 ± 15 µM aus der linearen Regression in Abbildung 5.18. 

In der Synapse entsteht nach Depolarisation – abhängig von der Menge nvesicle an ausgeschüt-

teten Vesikeln – eine Konzentration [Cu2+]Synapse von  
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Für das Volumen einer Synapse VSynapse gibt es unterschiedliche Schätzwerte. Nach Hajós et 

al. (1980, Abbildung 6.2) ist der synaptische Spalt ungefähr 18 nm breit, die Fläche ungefähr 

(Gleichung 32)
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(0,8 µm)², was insgesamt auf ein Volumen Vsynapse = 18 ⋅ 10-3 ⋅ 0,8 ⋅ 0,8 µm³ = 0,012 µm³ 

schließen lässt. Das Volumen eines synaptischen Vesikels VVesikel berechnet man wieder aus 

dVesikel = 0,06 µm: 

Synapse
Vesikel

Vesikel VmdV ⋅≈≈⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛⋅⋅= 01,000011,0

23
4 3

3

µπ  (Gleichung 33)

Nach den bisherigen Ergebnissen kommt man so auf eine Konzentration von  

(Gleichung 34)VesikelSynapse nMCu ⋅±=+ µ06,066,0][ 2  

Pro Synaptosom kann man nach unseren Messungen mit FM 1-43 von 5 ausgeschütteten Ve-

sikeln pro Synaptosom ausgehen, woraus man eine Kupferkonzentration in der Synapse von 

[Cu2+]Synapse ≈ 3,3 ± 0,4 µM (entsprechend 23 Ionen) bzw. mit den Werten der linearen Reg-

ression (Gleichung 27, Abbildung 5.18) [Cu2+]Synapse ≈ 2,4 ± 0,8 µM erhält.  

Die ICP-MS erzielt bedingt durch die zusätzliche Messung der gebundenen Kupferionen etwa 

4-5-fach höhere Werte. Bei der WT-Maus misst man mit ICP-MS eine Kupferausschüttung 

von 3,9 ± 1,0 ng Cu / mg Protein bzw.   

ProteinoteinPrg
CummolCu ξ⋅⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⋅±= −5105,11,6][  (Gleichung 35)

Hieraus erhält man in analoger Weise wie oben für [Cu]vesicle ≈ 291 ± 75 µM und für 

[Cu]synapse ≈ 14 ± 4 µM. 

Kardos et al. (1990) schätzen die Konzentration von Kupfer in der Synapse nach Depolarisa-

tion  auf ca. 100 – 250 µM. Dies ist bereits oberhalb der neurotoxischen Werte nach Brown et 

al. (1998d), der 50 % Zelltod bei viertägiger Inkubation von neuronalen Zellkulturen der WT-

Maus mit 100 µM Kupfer fand. Bei Prnp0/0-Mäusen sterben sogar über 80 % der Zellen bei 

genannter Kupferkonzentration. Im Gegensatz dazu ist der hier bestimmte Wert 1-2 Größen-

ordnungen niedriger. Dies ist wahrscheinlich bedingt durch die Tatsache, dass die Abschät-

zung von Kardos et al. (1990) auf Experimenten beruht, welche zunächst Zellen mit radioak-

tivem Kupfer laden, um hernach die Ausschüttung dieses radioaktiven Kupfers zu messen. Im 
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Vergleich dazu wird hier die Ausschüttung des physiologisch vorhandenen Kupfers bestimmt, 

dessen Menge offensichtlich viel niedriger liegt.  

Herms et al. (1999) haben mit Atom-Absorptionsspektrometrie den insgesamt in Synaptoso-

men vorhandenen Gehalt an Kupfer bestimmt, indem sie auf die gleiche Weise präparierte 

synaptosomale Fraktionen von verschiedenen Maustypen (WT, Prnp0/0, Tg20) ausgewertet 

haben. Sie finden einen totalen Gehalt von 39,9 ± 9 ng Cu / mg Protein, d.h. 61 ± 14 mmol 

Kupfer / g Protein. Multiplikation mit ρSynaptosom ergibt eine Kupfermenge von 1,7 ± 0,4 ⋅ 10-15 

µmol Cu in einem einzelnen Synaptosom und damit eine durchschnittliche Konzentration in 

diesem Synapsotom von 1,7 ± 0,4 ⋅ 10-15 µmol / VSynaptosom = 15,4 ± 3,6 µM. Dieser Wert um-

fasst wie die Ergebnisse der ICP-MS sowohl gebundenes wie ungebundenes Kupfer und liegt 

wesentlich niedriger als die mit ICP-MS bestimmte Konzentration in den synaptischen Vesi-

keln (15,4 ± 3,6 im Vergleich zu 291 ± 75 µM Cu). Dies deutet darauf hin, dass es einen akti-

ven Transport für Kupfer in der Membran synaptischer Vesikel gibt, welcher die Kupferionen 

vor der Depolarisation in den Vesikeln konzentriert.  

In ähnlicher Weise wie oben kann man die Daten der TSPP- und ICP-MS-Messung auch zur 

Bestimmung der Ausschüttung und synaptischen Konzentration von Zink verwenden. Hier 

sind die Unterschiede zwischen den beiden Methoden nicht so stark wie bei Kupfer (20,1 ± 

5,5 ng Zn / mg Protein mit TSPP und 15,7 ± 5,8 ng Zn / mg Protein mit ICP-MS). Sie sind 

sogar im Rahmen der Messfehler ungefähr gleich.  

Dies mag zum einen daran liegen, dass Zink im Vergleich zu Kupfer nicht so stark gebunden 

vorliegt, so haben die üblichen zinkbindenden Proteine Dissoziationskonstanten von KD =   

10-7 bis 10-3 M (Frederickson et al., 2000), so z.B. S100b mit KD = 10-7 – 10-6 M, Calmodulin 

mit KD = 8 ⋅ 10-5 – 3 ⋅ 10-4 (Baudier et al., 1983) und andere sogar im mM-Bereich (Kumar 

und Prasad, 1999). Vor allen Dingen aber findet man in biologischem Gewebe von Zink kein 
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einwertiges Ion, welches Unterschiede in der Messung zwischen TSPP und ICP-MS analog zu 

den Verhältnissen bei Cu2+ bzw. Cu+ verursachen könnte. 

Mit den gemessenen Werten findet man: 

oteinProteinPrg
ZnmmolZn ξ⋅⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⋅±= −+ 52 10831][   bzw. oteinProteinPrg

ZnmmolZn ξ⋅⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⋅±= −510924][  

(Gleichung 36) 

bei TSPP bzw. ICP-MS. Auf analoge Weise wie oben erhält man daraus eine Konzentration 

von [Zn2+]Vesikel = 1466 ± 401 µM bzw. [Zn]Vesikel = 1146 ± 425 µM in den synaptischen Ve-

sikeln von WT-Mäusen, sowie eine Konzentration von [Zn2+]Synapse = 69 ± 19 µM bzw. 

[Zn]Synapse = 54 ± 20 µM im synaptischen Spalt. Nach Frederickson et al. (2000) beträgt die 

Konzentration von Zink im synaptischen Vesikel ca. 1000 – 1400 µM, die Werte werden also 

von der Literatur bestätigt. 

 

6.6 Analyse der gemessenen Kupferwerte 

 

Nach den vorliegenden Messungen ist die Anzahl der ausgeschütteten Vesikel zwi-

schen den verschiedenen Transgenen ungefähr gleich hoch, besonders innerhalb einer Präpa-

ration. Nimmt man deshalb zusätzlich an, dass der Proteingehalt ungefähr proportional der 

Anzahl der Synaptosomen ist, so spiegelt die in unserer Küvette nach Exozytose gemessene 

Kupferkonzentration nach Gleichung 23 direkt die Konzentration an Cu2+ in den synaptischen 

Vesikeln wider. Die Messungen (Abbildung 5.18) verdeutlichen und bestätigen diesen theore-

tisch hergeleiteten Zusammenhang: Mit steigendem Proteingehalt, d.h. mit steigender Anzahl 

nsynaptosme an Synaptosomen, nimmt gleichzeitig die Menge an ausgeschüttetem Kupfer bzw. 

die Kupferkonzentration in unserer Küvette nach Depolarisation proportional zu.  

Ferner stellen die durchgeführten Experimente fest, dass die Menge an ausgeschüttetem Kup-

fer von der Menge an exprimiertem PrPC abhängt, nicht aber dazu proportional ist. Prnp0/0-
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Mäuse schütten ungefähr um die Hälfte bis 2/3 weniger Kupfer aus als ihre WT-Äquivalente, 

während die PrP-überexprimierenden Tg20-Mäuse nicht auch automatisch mehr Kupfer frei-

setzen.  

Auf der anderen Seite zeigen die Werte der C4-Mäuse, dass gerade die kupferbindende Do-

mäne des PrP einen Einfluss auf das hier vorgestellte Ergebnis hat. Fehlt dem PrP die Octare-

peat-Sequenz, so schütten die Synaptosomen ähnlich wenig Kupfer aus wie die Prnp0/0-

Mäuse. 

Herms et al. (1999) finden in synaptosomalen Präparationen von Prnp0/0-Mäusen einen um 

mehr als ein Drittel erniedrigten Gehalt an Kupfer im Vergleich zu WT-Äquivalenten (23 ± 6 

ng im Vergleich zu 39 ± 9 ng Cu/mg Protein, s. Abbildung 6.3). Auch hier liegen die Werte 

der Tg20-Mäuse im Bereich der WT-Norm. 

Da PrPC spezifisch Cu2+ bindet (Brown et al., 1997a), könnte man den Unterschied durch das 

Fehlen jenes normalerweise bei WT-Neuronen an PrPC gebunden vorliegende Kupfer erklä-

ren. Die durchschnittliche Anzahl der an Synaptosomen gebundenen PrPC-Molekülen ist dazu 

jedoch um mindestens eine Zehnerpotenz zu niedrig (Herms et al., 1999). Außerdem spricht 

dagegen, dass die Kupferkonzentration in den PrP überexprimierenden Tg20-Transgenen 

nicht erhöht ist (Abbildung 6.3) und dass Waggoner et al. (2000) keine Unterschiede im Kup-

fergehalt synaptosomaler Membranen zwischen WT und Prnp0/0-Mäusen feststellen konnten.  
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ABBILDUNG 6.3 
GEHALT DER SYNAPTOSOMEN AN KUPFER. VERGLEICH VERSCHIEDENER TRANSGENE MITTELS 
ATOM-ABSORPTIONS-SPEKTROSKOPIE. AUS: HERMS ET AL. (1999). 
 

Die Vesikel von Prnp0/0-Mäusen haben also offensichtlich einen geringeren Kupfergehalt, 

möglicherweise als Folge eines reduzierten Kupfergehalts in den Synaptosomen insgesamt.  

Es ist sehr wahrscheinlich, dass der reduzierte Kupfergehalt des Prnp0/0- bzw. C4-Maustyps 

eine direkte Folge des Fehlens von Prionprotein auf den präsynaptischen Membranen bzw. – 

genauer gesagt – von dessen kupferbindender Octarepeat-Region ist.  

PrPC könnte das bei normaler synaptischer Aktivität ausgeschüttete Kupfer binden und so 

dafür sorgen, dass dieses wichtige Ion nicht durch Diffusion oder Bindung an andere Proteine 

den Neuronen verloren geht. Durch das Einfangen kann ein Großteil des Cu2+ wieder in die 

Nervenzelle aufgenommen werden. Letzteren Vorgang beschreiben Pauly und Harris (1998). 

Hiernach begünstigt die Anwesenheit von Kupfer (200 µM) und etwas schwächer die von 

Zink (500 µM) die Endozytose selektiv von PrP. Co, Mn und Fe bewirken dagegen bei einer 

Konzentration von 500 µM keine solche Endozytose. Entfernt man das Kupfer, so ist der Pro-

zess nach 15 min. reversibel. Außerdem wird der Effekt durch Abschneiden der N-terminalen, 
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kupferbindenden Region aufgehoben. Deletion der vier Octarepeats oder Mutation der Histi-

dinreste His68 und His76 in den beiden zentralen Octarepeats verhindert den Effekt an 

menschlichen Neuroblastomzellen (Sumudhu et al., 2001). Brown (1999b, 2000a, 2002a) fin-

det sogar eine vermehrte Aufnahme von Kupfer in WT-Mäusen im Vergleich zu Prnp0/0-

Mäusen. 

Die Messungen sprechen für die Funktion des PrPC als einem kupferspezifischen Carrier, der 

die für das Überleben der Zelle wichtige Homöostase (s. Abschnitt 2.5.3) aufrechterhält. Evt. 

ist PrP sogar ein Glied in dem von Hartter und Barnea (1988) und Kardos et al. (1990) postu-

lierten Kupferaufnahmemechanismus in Synaptosomen.  

Eine erhöhte Menge an exprimiertem PrP, wie z.B. bei den Tg20-Mäusen, hat zwar eine Er-

höhung der Kapazität dieses Transporters zur Folge, aber wahrscheinlich verändert sich we-

gen der in Tg20- und WT-Mäusen gleichen Bindungskonstante KPrP des PrP mit Kupfer die 

Menge an eingefangenem und damit wiederaufgenommenem Kupfer durch die Überexpressi-

on nicht. So erklären sich die ähnlichen synaptosomalen Werte der beiden Maustypen bei 

Herms et al. (1999) und in der vorliegenden Arbeit. 

Fehlt die kupferbindende Domäne, wie in C4- oder Prnp0/0-Mäusen, erhöht sich die Dissozia-

tionskonstante KPrP drastisch bzw. die Carrier-Funktion ist vollständig aufgehoben. Die Zellen 

verarmen im Innern an dem Metall.  

Alternativ zur hypothetischen Carrierfunktion könnte PrPC allerdings auch nur eine Speicher-

funktion übernehmen und das gebundene Kupfer an einen anderen Transporter mit niedrigerer 

Kapazität übergeben. 

 

Die in der Einführung (Abschnitt 2.5.3) erwähnte Hypothese, durch fehlende Bindung des 

Kupfers an die Prionproteine entstehen hohe, neurotoxische Konzentrationen dieses Ions in 

den Synapsen (Brown, 1998d), kann mit den vorgestellten Experimenten nur schwer nachge-

prüft werden, da TSPP dem PrP die Ionen entzieht. Festzustellen ist aber, dass die mit TSPP 
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nachgewiesenen, in die Synapse ausgeschütteten Mengen an Cu2+ unter den von Brown et al. 

(1998d) angegebenen schädlichen Bereichen liegen. Während die nach Abschnitt 6.5 berech-

neten Schätzungen für die synaptische Kupferkonzentration im mikromolaren Bereich liegen, 

zeigen die Experimente von Brown et al. (1998d) nur bei 100 µM neurotoxische Wirkungen. 

Ob unterhalb dieser Konzentration auch bereits toxische Effekte zu spüren sind, wird dort 

leider nicht untersucht. 

 

Ob die kupferbindende Eigenschaft des PrPC auch von pathophysiologischer Relevanz bei  

Prionerkrankungen ist, gilt es noch zu klären. Thackray et al. (2002) und Wong et al. (2001a) 

finden z.B. eine Abnahme der Kupferkonzentration des Hirns im Verlauf der Erkrankung bei 

Scrapie-infizierten Mäusen und CJD-Patienten, bei Ausbruch der Krankheit wird das Mini-

mum der Kupferkonzentration erreicht. Wadsworth et al. (1999) beschreiben ferner, dass die 

oben genannten typenspezifischen Konformationen von PrPSc von einer Kupferbindung beein-

flusst werden. Außerdem wurden von Priola et al. (1999, 2000), White et al. (1999) und 

Caughey et al. (1998) Porphyrine gefunden, die dem TSPP sehr ähnlich sind und den Zeitver-

lauf der Krankheit bei mit Scrapie infizierten Mäusen signifikant verändern. Die Autoren 

vermuten, dass dieser Effekt durch eine direkte Interaktion zwischen den Porphyrinen und 

dem PrPSc-Molekül entsteht. Er könnte aber auch indirekt durch deren Fähigkeit hervorgeru-

fen werden, Kupfer zu binden. Weitere Untersuchungen mit TSPP und / oder ICP-MS könn-

ten hier in Zukunft Klarheit verschaffen. 
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