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1 Einleitung 7

1 Einleitung
11 Prionkrankheiten
1.1.1 Transmissible spongiforme Enzephalopathien bei Tieren und Menschen

Die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE) bilden eine Gruppe
neurodegenerativer Erkrankungen, die Menschen wie Tiere betreffen. Diese
Erkrankungen sind klinisch meist durch eine sehr lange Inkubationszeit und einen
protrahierten Krankheitsverlauf charakterisiert, der mit zentralnervésen Stérungen wie
Ataxie und progressiver Demenz einhergeht und immer zum Tode fuhrt. Gehirne von an
TSE erkrankten Lebewesen weisen histopathologisch folgende Trias auf: Verlust von
Nervenzellen, schwammartige (spongitése) Auflockerungen des Neuropils und
Astrogliose. Dartber hinaus fehlt eine Entziindungsreaktion. Ablagerungen von Amyloid-

Plaques kénnen auftreten.

Der Prototyp der TSE ist Scrapie, eine Erkrankung, die bei Schafen und Ziegen auftritt.
Scrapie wurde erstmals 1775 dokumentiert (Field, 1969; Field, 1969) und kommt mit
Ausnahme von Australien und Neuseeland weltweit vor. In natlrlicher Umgebung
erkranken die Tiere meist im Alter von 3 Jahren und weisen neben einem starken Juckreiz
(,to scrape“= kratzen) Koordinationsstorungen auf, die der Erkrankung den deutschen
Namen ,Traberkrankheit* eingebracht haben. Die Ubertragbarkeit von Scrapie zwischen
Schafen ist seit den dreiBiger Jahren des letzten Jahrhunderts bekannt (Cuille and Chelle,
1936; Gordon, 1946).

Auch bei anderen Tieren konnten seit einigen Jahren TSE beobachtet werden. Williams
und Young beschrieben 1980 spongiforme Enzephalopathien bei Hirschen ("chronic
wasting disease of mule deer and elk”) (Williams and Young, 1980). Die transmissible
Mink-Enzephalopathie konnte bei Nerzen beobachtet werden, in deren Futter sich Scrapie
infiziertes Schaffleisch befunden hatte (Hanson et al., 1971). Seit 1986 der erste Fall von
Boviner Spongiformer Enzephalopathie (BSE) von Wells et al. histopathologisch bestatigt
wurde (Wells et al., 1987), wurden in GroRbritannien bis September 2005 184.192 (World
organisation for animal health (OIE), 2005) und in Deutschland bis Marz 2005 368
(Verbraucherministerium Deutschland, 2005) an BSE erkrankte Rinder diagnostiziert. Die
BSE-Falle werden auf die Verfutterung von infektiosem Tiermehl aus Rindern oder
Schafen, die selbst mit BSE bzw. Scrapie infiziert waren, zurtickgefiihrt. BSE kdnnte
urspringlich entweder durch die Erkrankung eines Rinds mit einer genetischen Mutation

oder durch Scrapie aus infektiosen Schafskadavern, die in Form von Tierkdrpermehl in
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die Futterkette gelangten, ausgeldst worden sein. In den letzten Jahren sind die
Rinderseuche BSE und die Frage nach ihrer Ubertragbarkeit auf den Menschen
zunehmend ins Interesse der Offentlichkeit geriickt und werden daher detaillierter

besprochen.

Experimentelle Untersuchungen zeigten, dass der Scrapie-Erreger zum Teil die
Speziesbarriere Uberschreiten kann. Chandler beschrieb die Infektion von Mausen nach
experimenteller Ubertragung von Scrapie-Material (Chandler, 1961). Inzwischen ist die
Ubertragung verschiedener transmissibler spongiformer Enzephalopathien (TSE) Uber
Speziesgrenzen hinweg vielfach belegt. Insbesondere die Ubertragung des Scrapie-
Erregers als Prototyp der TSE auf Hamster und Maus hat sich als Tiermodell zur
Erforschung dieser Erkrankungen bewahrt, da bisher kein adaquates in vitro System zum

Nachweis des Erregers und seiner Infektiositat zur Verfligung steht.

Auch beim Menschen wurden TSE beschrieben. Zu der Gruppe der humanen TSE z&hlen
die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD), das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom

(GSS), die todliche familidare Schlaflosigkeit ("Fatal Familial Insomnia", FFI) und Kuru.

Die beim Menschen héaufigste spongiforme Enzephalopathie ist die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit, die in den zwanziger Jahren erstmalig von den beiden deutschen Neurologen
Creutzfeldt und Jakob beschrieben wurde (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921). Sie tritt mit
einer Inzidenz von ca. einem Fall pro 10° Einwohner jahrlich auf. CIJD kann sporadisch,
hereditér oder infektiés bedingt sein. Dabei machen die sporadischen Erkrankungen mit
mehr als 85% den Hauptanteil aus. Denkbare Ursachen kdnnten somatische Mutationen
im Prionproteingen (PRNP) oder eine spontane Konversion der zellularen Form des
Prionproteins (PrP®) zur pathogenen Scrapie-Form (PrP%%) oder auch eine infektitse
Genese sein (Prusiner, 1991) (siehe Kap. 1.2). CJD-Falle werden in 10-15% durch
verschiedene Mutationen im Prionproteingen (PRNP) auf Chromosom 20 verursacht und
autosomal dominant vererbt (Masters et al.,, 1981; Windl and Kretzschmar, 2000). Die

verbleibenden Falle sind infektidser Genese.

Die klassische sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit tritt Ublicherweise in der
Altersgruppe von 45- bis 75-Jéhrigen auf, wobei der Altersgipfel zwischen 60 und 65
Jahren liegt. Die Erkrankung kann mit unspezifischen Prodromalerscheinungen beginnen
wie Mudigkeit, Gewichtsverlust, Schlaflosigkeit, Depression, Kopfschmerzen sowie
allgemeinem Krankheitsgefuihl (Weber et al., 1994). Im weiteren Verlauf entwickeln CJD-
Patienten eine progressive Demenz, Ataxie, Myoklonien, pyramidale und extrapyramidale

Zeichen und Aphasien. Bei der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit gibt es
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allerdings verschiedene klinische Phanotypen, die anhand der Auspragung und der
Kombination klinischer Symptome, dem Krankheitsverlauf und anderen Eigenschaften
voneinander unterschieden werden kénnen (Parchi et al., 1999). Die Krankheit schreitet
oft binnen zwei bis drei Monaten Uber akinetischen Mutismus fort bis zum Tod. Sie kann
aber auch bis zwei Jahre und langer verlaufen. Ungeféhr 70% der Erkrankten versterben
innerhalb von sechs Monaten (Weber et al., 1994). Im EEG fallen bei etwa zwei Drittel der
Félle typische triphasische periodische Komplexe auf (Steinhoff et al., 1996; Weber et al.,
1994). Die Diagnose ist anhand klinischer Zeichen nur bedingt méglich. Zur Unterstitzung
der klinischen Diagnose konnen abnormal hohe Spiegel neuronaler Proteine (14-3-3
Protein, Neuronen-spezifische Enolase) im Liquor herangezogen werden (Hsich et al.,
1996; Zerr et al., 1996; Zerr et al., 2000). Neuroradiologische Befunde wie hyperintense
Signale der Basalganglien in der Magnetresonanztomographie (MRT) finden sich bei etwa
70% der sporadischen CJD-Félle und kénnen auch nur die Klinische Diagnhose
unterstitzen (Finkenstaedt et al., 1996; Zerr et al.,, 2000). Eine sichere Diagnose wird
heutzutage durch die postmortale neuropathologische Untersuchung gestellt werden
(Kretzschmar et al., 1996). Seit kurzem wird auch von CDI Messungen von Hirnbiopsien

berichtet (Safar et al., 2005), eine Etablierung in der klinischen Routine bleibt abzuwarten.

Verschiedene Mutationen im Prionproteingen konnen der familiaren Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit zugrunde liegen. In Abh&angigkeit der jeweils vorliegenden Mutation im
Prionproteingen unterscheiden sich die familiaren CJD-Félle teilweise deutlich
voneinander hinsichtlich des Erkrankungsalter, der klinischen Symptomatik und des

Verlaufs (Windl and Kretzschmar, 2000).

Infektiose Falle von CJD traten nach neurochirurgischen Operationen mit schlecht
sterilisierten Instrumenten (Davanipour et al., 1984; Will and Matthews, 1982) oder nach
Verwendung invasiver kontaminierter EEG-Elektroden auf (Bernoulli et al., 1977). Neuere
Studien haben gezeigt, dass das infektiose Agens leicht an Metalloberflachen haftet und
durch Metallkabel effizient Ubertragen werden kann (Zobeley et al., 1999). Des Weiteren
wurden CJD-Infektionen Uber Hornhaut- und Duratransplantate von infizierten Spendern
Ubertragen (Brown et al., 1992; Duffy et al., 1974; Masullo et al., 1989; Nisbet et al., 1989;
Thadani et al., 1988). Auch traten CJD-Falle nach Therapie mit Wachstumshormonen auf,
die aus Leichenhypophysen extrahiert worden waren (Brown P., 1985; Brown et al., 1992;
Buchanan et al., 1991; Fradkin et al., 1991);. Die Inkubationszeit war bei den direkt
intrazerebralen Infektionen erheblich kirzer (18 - 54 Monaten) als bei Therapie mit
kontaminierten Wachstumshormonen (4 - 30 Jahren); (Bernoulli et al., 1977; Brown et al.,
1992; Duffy et al., 1974).
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Eine neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD) wurde erstmals 1996 in
GrofRbritannien beschrieben (Will et al., 1996). Seitdem ist die Zahl der an vCJD
Verstorbenen bis November 2005 auf 185 Falle angestiegen (Centers for Disease
Control, 2006).

Die neue Variante unterscheidet sich von der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit in
Erkrankungsalter und klinischem Verlauf (Zeidler et al., 1997b). Die Patienten sind bei
Beginn der Erkrankung typischerweise jlunger. Das Alter schwankt zwischen 16 und 75
Jahren (mittleres Alter von 29 Jahren zu Beginn der Erkrankung) (Lorains et al., 2001).
Der Kklinische Verlauf ist prolongiert und erstreckt sich tber 9 bis 35 Monate (Median 14
Monate) im Gegensatz zu einem ungeféahr sechsmonatigen Verlauf der klassischen CJD-
Form. Die sonst fir CJD typischen EEG-Veradnderungen fehlen bei vCJD Ublicherweise.
Klinisch beginnt vCJD oft mit Verhaltensauffalligkeiten und psychiatrischen Symptomen
wie z.B. Depressionen, Angstsymptomatiken oder Halluzinationen (Zeidler et al., 1997a).
Im Verlauf entwickeln die meisten Patienten ein progressives zerebellares Syndrom mit
Gang- und Extremitatenataxie (Zeidler et al., 1997b). Demenz tritt im klinischen Verlauf
erst spat auf. Manche vCJD-Patienten weisen auch Myoklonien wie bei der klassischen
Form auf. Zur Unterstiitzung der klinischen Diagnose kénnen neuroradiologische Befunde
wie hyperintense Signale im Pulvinar in der MRT herangezogen werden (Zeidler et al.,
1997b; Zeidler et al., 2000). Bisher wiesen alle vCJD-Félle in ihrem Prionproteingen
(PRNP) am Codon 129 Homozygotie fir Methionin auf (Collinge et al., 1996a; Hill et a.,
1999). Am Codon 129 findet sich ein Polymorphismus des Prionproteingens. Dieses

Codon kann entweder Methionin oder Valin kodieren.

Die neue Variante von CJD kann diagnostiziert werden anhand eines charakteristischen
Bandenmusters von PrPS¢ im Western Blot, das sich nicht nur im ZNS, sondern auch in
einer Tonsillenbiopsie nachweisen lasst (Hill et al., 1999). Die Pathogenese von vCJD und
die kausalen Zusammenhénge zwischen BSE und dieser neuen Variante werden im Kap.
1.1.2 genauer beschrieben. In der postmortalen neuropathologischen Untersuchung
weisen Hirne von vCJD-Patienten neben den typischen histologischen Veréanderungen
der TSE floride Plaques auf, die von spongiformen Vakuolen umgeben sind (Will et al.,
1996). Diese Plagues und auch die zerebelldre Ataxie von vCJD erinnern an frihere
Befunde von Kuru, einer anderen humanen TSE, die heute mehr von historischem
Interesse ist. Kuru wurde nur auf Papua-Neuguinea bei dem Stamm der Fore gefunden
(Gajdusek and Zigas, 1957). Dort wurde diese Erkrankung durch den Verzehr von
Gehirngewebe Verstorbener verbreitet. Gajdusek belegte die Ubertragbarkeit durch

experimentelle Infektion von Schimpansen (Gajdusek et al., 1966). Nach Verbot des
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rituellen Kannibalismus in den funfziger Jahren nahm die Zahl der Neuerkrankungen

stetig ab.

Sowohl das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) als auch die tddliche
familiare Schlaflosigkeit (FPI) sind humane TSE, die autosomal dominant vererbt werden.

Ihnen liegen Mutationen im Prionproteingen zugrunde.

Das seltene GSS, das nach seinen Erstbeschreibern benannt wurde (Gerstmann et al.,
1936), manifestiert sich klinisch als chronische zerebellare Ataxie. Erkrankungen treten
meist im Alter zwischen 20 und 40 Jahren auf und verlaufen durchschnittlich Uber funf
Jahre. Dementielle Symptome stellen sich erst sehr spat im Verlauf ein. An FFI erkrankte
Patienten leiden unter nicht auf Medikamente ansprechenden Schlafstérungen,
Gedéachtnisstorungen und Stérungen des autonomen Nervensystems. Die Krankheit
verlauft durchschnittlich zwei bis drei Jahre und zeigt erst spat zerebellare Ataxie und
Myoklonien (Manetto et al., 1992).

1.1.2 BSE und die neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Erste Verdachtsfalle von BSE wurden bereits 1985 berichtet und 1986 histopathologisch
bestétigt (Wells et al.,, 1987). Seitdem ist die Zahl der in Europa dokumentierten BSE-
Falle bis Marz 2005 auf ca. 185.000 angestiegen, wobei fast 99% der Erkrankungen in
GrofRbritannien auftraten. Epidemiologische Daten lassen annehmen, dass das Auftreten
der Rinderseuche auf die Verfltterung von kontaminiertem Tiermehl aus infektidsen
Rinderkadavern bzw. Schlachtabfallen von Schafen zurtickzufiihren ist. Seit 1988 ist es in
England verboten, Tiermehle an Wiederk&auer zu verfuttern und seit 1996 besteht dieses
Verbot fur samtliche Nutztiere. Seit 1993 nimmt die Zahl der Neuinfektionen in England
stark ab. Da die Inkubationszeit bei 4 bis 5 Jahren liegt, kann auch zukinftig von

sinkenden Fallzahlen ausgegangen werden.

Im Mai 1990 wurde in GroRbritannien ein systematisches Uberwachungsprogramm  fir
CJD-Falle eingerichtet, um mdgliche Auswirkungen der BSE-Epidemie auf den Menschen
zu erfassen. Im Marz 1996 - ungefahr 10 Jahre nach Ausbruch der Rinderseuche - wurde
erstmals eine neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD) bei 10 erkrankten
Briten und einem Patienten in Frankreich beschrieben (Chazot et al., 1996; Will et al.,
1996).

Der Verdacht, dass vCJD auf den Verzehr von BSE-infizierten Rinderschlachtprodukten
zuruickzufuhren ist, wurde experimentell durch die Ubertragung von BSE auf Makaken

erhartet (Lasmézas et al.,, 1996). Einen weiteren Hinweis bot das vergleichbare
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Glykosylierungsmuster der pathogenen Form des Prionproteins bei den beiden
Krankheiten (Collinge et al., 1996b) Seitdem verschiedene TSE-Stamme wie BSE, vCJD
und die klassische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit auf Mausstamme bzw. transgene Mause
Ubertragen wurden und die stammspezifischen Inkubationszeiten und histopathologischen
Befunde verglichen wurden, gilt es als sehr wahrscheinlich, dass BSE und vCJD durch
denselben Erreger verursacht werden (Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997; Scott et al.,
1999).

Neben dem Menschen wurden auch bei zahlreichen Tieren wie Hauskatzen und diversen
Zootieren spongiforme Enzephalopathien nach Infektion mit dem BSE-Erreger beobachtet
(Jeffrey and Wells, 1988), (Kirkwood et al., 1990), (Wyatt et al., 1991).

1.2 Erreger der Prionkrankheiten und Prionhypothese

Zur Natur des Krankheitserregers wurden in der Vergangenheit verschiedene Hypothesen
aufgestellt. Lange Zeit wurde angenommen, dass es sich bei den spongiformen
Enzephalopathien um "slow virus diseases" handeln wirde. Doch trotz intensiver Suche
konnte keine pathogene Nukleinsdure gefunden werden. Der Erreger erwies sich als
ungewohnlich resistent gegen UV- und ionisierende Strahlung, hohe Temperaturen und
Chemikalien, so dass schon in den sechziger Jahren andere Erregerformen angenommen
wurden (Alper et al., 1967; Alper et al., 1967; Griffith, 1967).

Prusiner fihrte 1982 die Bezeichnung "Prion" als Abkirzung flr "proteinaceous infectious
particle" ein, um das infektibse Agens von herkdmmlichen Krankheitserregern wie
Bakterien und Viren zu unterscheiden (Prusiner, 1982). Die von ihm aufgestellte
Prionhypothese postuliert, dass dieses Prion lediglich aus Proteinen besteht. Nach dieser
Hypothese setzt das Prion seine Replikation selbst ohne Vorhandensein von
Nukleinsduren fort, indem es als pathologische infektiose Isoform eines physiologischen
Proteins mit letzterem interagiert. Diese Interaktion soll zur posttranslationalen Umfaltung
des physiologischen Prion Proteins PrP® in die pathologische Form PrP*¢ fithren und

damit letztlich zur Akkumulation der infektidsen Form.

In mit SDS versetzten Hirnhomogenaten von Scrapie-infizierten Tieren liel3en sich
elektronenmikroskopisch makromolekulare Strukturen nachweisen, die als Scrapie-
assoziierte Fibrillen (SAF) oder "prion-rods" bezeichnet wurden (Merz et al., 1981;
Prusiner et al.,, 1983). Untersuchungen dieser infektiosen Ablagerungen fihrten zur

Entdeckung eines Protease-resistenten Proteins von 27 bis 30 kD, das als PrPres oder
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PrP 27-30 bezeichnet wurde (Bolton et al., 1982; Bolton et al., 1984). Antikérper gegen
PrP 27-30 erwiesen sich auch als immunreaktiv gegen Amyloid-Plaques in Hirnen von
CJD-Patienten und Scrapie-infizierten Tieren (Bendheim et al., 1984); (Kitamoto et al.,
1986).

Auf der Suche nach einer fir PrP 27-30 kodierenden Nukleinsdure stiel man
Uberraschenderweise auf PrP-spezifische mRNA in Scrapie-infizierten und nicht infizierten
Tieren (Chesebro et al.,, 1985; Oesch et al., 1985), die aber nicht in aufgereinigten
Scrapie-Erregerpraparationen nachweisbar war. Oesch et al. konnten 1985 zeigen, dass
das Prionprotein von einem in einzelner Kopie vorliegenden zellularen Gen kodiert wird.
Das Produkt dieses Gens ist ein als zellulares Prionprotein (PrP°) bezeichnetes Protein
von 33-35 kD, das entweder nicht glykosyliert, mono- oder diglykosyliert vorliegt (Bolton et
al., 1985; Haraguchi et al., 1989). Es stellte sich heraus, dass PrP 27-30 den Protease-
resistenten Kern des pathogenen Prionproteins (PrP%) darstellt, das die gleiche
Primarstruktur wie PrP® aufweist (Basler et al., 1986). Da der offene Leserahmen bisher
bekannter Prionproteingene auf einem Exon liegt, kann die Entstehung von PrP® und
PrPS® durch alternatives Prozessieren der mRNA ("Splicing") ausgeschlossen werden
(Basler et al., 1986).

1.2.1 Unterschiede zwischen der zellularen (PrP) und der pathogenen (PrP*%) Form

des Prionproteins

PrP® und PrP*¢ stimmen in der Primarstruktur iiberein und weisen keine unterschiedlichen
kovalenten Bindungen auf (Pan et al., 1993; Stahl et al., 1993). Untersuchungen wie die
Fourier-Transformationsspektroskopie ergaben, dass PrP¢ und PrP%¢ lediglich in ihrer
Konformation differieren. Dabei besteht die Struktur von PrP® zu etwa 40% aus a-
helikalen Anteilen und wenigen R-Faltblattstrukturen, wéahrend dagegen PrP*° mit etwa
43% einen hohen Anteil von B-Faltblattstrukturen aufweist (Caughey et al., 1991; Pan et
al., 1993; Safar et al., 1993).

Mit Hilfe der Nuklearmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie konnten genauere Daten zur
Struktur von rekombinantem PrP¢ gewonnen werden (Donne et al., 1997; Lopez et al.,
2000; Riek et al., 1997). Die NMR Struktur von PrP¢ weist gegeniiber fritheren
Modellberechnungen statt vier nur drei a-Helices auf. Daneben war eine kurze

doppelstrangige antiparallele 3-Faltblattstruktur nachweisbar.

PrP® und PrP®¢ unterscheiden sich in ihren biochemischen Eigenschaften wie dem
Ldslichkeitsverhalten und der Empfindlichkeit gegenliber Proteinase K. Im Gegensatz zu

PrP¢ weist PrP>¢ eine verminderte Léslichkeit in Losungen, die Detergenzien enthalten,
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auf und neigt zur Aggregation in Form von Amyloidfibrillen (Merz et al., 1981; Prusiner et
al., 1983). Die Behandlung nit Proteinase K (PK) flhrt zur vollstandigen Proteolyse von
PrP®. Dagegen erweist sich PrP°® als teilweise resistent gegen diese unspezifische
Endopeptidase. Ein Kernfragment von etwa 141 Aminoséauren kann nach dem PK-Verdau
von PrP>¢ im Westem Blot als 27-30 kD groRes Protein mit PrP-spezifischen Antikérpern

nachgewiesen werden (Bolton et al., 1982; Bolton et al., 1984).

1.2.2 Biosynthese von Prp>¢

Das Zellkompartiment, in dem die Umfaltung von PrP¢ zu PrP%® stattfindet, wird
kontrovers diskutiert. Es gibt Hinweise, dass sie entweder in einem spaten endosomalen
Kompartiment oder in den Lysosmen ablauft (Arnold et al., 1995; Laszlo et al., 1992;
Taraboulos et al.,, 1992). Andere Arbeiten deuten auf eine Umfaltung an der
Zelloberflache oder entlang des Weges von der Zellmembran zu den Lysosomen hin
(Borchelt et al., 1992; Caughey and Raymond, 1993; Caughey, 1993). Das neu gebildete
PrPS¢ akkumuliert in den spaten Endosomen oder sekundidren Lysosomen und zeigt,
sofern Uberhaupt nachweisbar, nur einen sehr langsamen Katabolismus (Caughey, 1993;
Caughey and Chesebro, 1997; Weissmann, 1996).

Zwei Modelle zur Bildung von PrP*¢ werden diskutiert. Beide Modelle wurden in einer
kinetischen Analyse anhand biophysikalischer Kriterien als gleich wahrscheinlich

angesehen (Eigen, 1996)

1. Das "refolding"-Modell nach Prusiner beruht auf der Annahme, dass PrP® unter dem
EinfluR von PrP%¢ zunachst entfaltet und dann neu zu PrPS® gefaltet wird. Die fiir
diesen Umfaltungsprozess bendtigte Aktivierungsenergie wird dabei durch die

Katalyse von PrP°° bereitgestellt (Prusiner, 1991).

2. Das "nucleation”- oder "seeding"-Modell nach Lansbury nimmt an, dass sich PrPC in
einem Gleichgewichtszustand mit PrP*¢ bzw. einem PrP°-Vorlaufer befindet, wobei
das Gleichgewicht mehr auf der Seite des stabileren PrP® liegt. Wenn ein PrPc-
Aggregat ("seed") vorliegt, verschiebt sich das Gleichgewicht zunehmend zugunsten
von PrP¢, das dann stabilisiert wird und sich an das PrP*°-Aggregat anlagert. Das
Aggregat erfahrt dadurch eine fortlaufende Polymerisierung. Die initiale
Aggregatbildung wird als kinetisch kontrollierter, extrem langsam ablaufender
Prozess angesehen. Nach der Entstehung des Aggregats kommt es allerdings zur
schnellen Addition von PrP® und Vervielfaltigung des pathogenen Agens (Come et
al., 1993).
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1.2.3 Synthese von PrP¢ in vitro

Es gibt derzeit drei methodische Grundtypen PrP® zu PrPS® bzw. PrPres umzuwandeln.
Die Cell-free Conversion technique verwendet aufgereinigte radioaktiv markierte rPrP©
Molekiile aus Zellkultur welche mit aufgereinigtem PrP*¢ eine Vermehrung von PrPres
erreichen (Kocisko et al., 1994; Bessen et al.,, 1995). Mit diesen Versuchen konnten
erstmals wichtige Eigenschaften zur Entstehung von PrPres erforscht werden. Die
Speciesbarriere zwischen unterschiedlichen Prionstdmmen und Tieren konnte unter
anderem auf die Interaktion von PrP® und PrP*¢ und die Unterschiede an den Resten der
Aminosauren 139, 155 und 170 zurtickgefuihrt werden (Kocisko et al., 1995). Erste
Therapieversuche mit der Cell-free conversion technique zeigten, dass Congo Rot-
Analoga oder Curcumin die Konversion zu PrPres inhibieren (Demaimay et al., 2000;
Caughey et al., 2003). Infektionsversuche mit dem entstandenen PrPres konnte mit der
Methode leider nicht durchgefiihrt, da die Konversion nur sehr ineffizient war und man

PrP=¢ in einem Uberschuss von 50:1 zu dem Reaktionsansatz hinzugeben musste.

2001 gelang die effektive in vitro Konversion von PrP® zu Protease-resistentem PrP>° mit
der Protein Misfolding Cyclic Amplifikation (PMCA) (Saborio et al., 2001) mit einer nur
1:100 Konzentration von PrPSc im Reaktionsansatz. Bei der PMCA werden
Hirnhomogenate von terminalen 263K Hamstern mit Hirnhomogenaten gesunder Tiere
vermischt und nach Inkubations- und Sonifikationsschritten eine Vermehrung des
Proteinaseresistenten PrPres gemessen. Man erklart sich den Amplifikationsprozess
durch ein Wachstum der PrP>° Rods wéhrend des Inkubationsschrittes und einer
Fragmentierung der konvertierenden Einheiten wahrend der Ultraschallapplikation, mit
dem Ergebnis mehr Seeds zu haben welche den Umfaltungsprozess katalysieren. Mit
dieser zyklischen Amplifikation des miR3gefalteten Proteins konnten 97% des eingesetzten
zellularen Prionproteins zu Protease-resistentem PrP (=PrPres) umgefaltet werden. Erst
kurzlich wurde mit dieser Methode eine frilhe Diagnose von Prionkrankheiten ermdglicht,
da auch geringste Mengen von PrP° im Blut von an TSE erkrankten Lebewesen
nachweisbar sind (Castilla et al., 2005b). Fur die Konversion scheinen Faktoren aus dem
Hirnhomogenat wie RNA (Deleault et al., 2003), Membranen (Nishina et al., 2004) oder
ein unbekanntes Protein X (Telling et al., 1995) vonnéten zu sein. Eine Modifikation der
PMCA zeigte, dass eine Amplifikation auch ohne (Lucassen et al., 2003)
Sonifikationsschritt erfolgen kann. Die Sonifizierung scheint jedoch wichtig zu sein, um

autokatalytische PrPres Rods zu erzeugen (Piening et al., 2005).

In einer kirzlich erschienenen Arbeit gelang es den Autoren mit Hilfe von rekombinantem
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Prionprotein infektidses PrP*° zu erzeugen. In Escherichia coli erzeugtes rekombinantes
Maus Prionprotein (recMoPrP) wurde polymerisiert so dass amyloidfibrillen entstanden
(Baskakov et al., 2002). Die Fibrillen aus recMoPrP(89-230) wurden intracerebral in
Tg(MoPrP,?23-88)9949/Prnp®® Méause (=Tg9949 Mause) inokuliert. Die inokulierten
Mause zeigten nach 380-660 Tagen neurologische Funktionsstérungen. In den
Gehirnextrakten der Mause konnte mittels Western Blot proteaseresistentes PrP
nachgewiesen werden. Dieselben Extrakte wurden in Wildtyp FVB Méause und Tg Mause,
die PrP Uberexprimieren, inokuliert. Diese zeigten daraufhin nach Inkubationszeiten von
150 und 90 Tagen eine Ubertragung der Prionkrankheit. Neurohistologisch zeigten sich
Vakuolen, reaktive astrozytare Gliose sowie akkumuliertes PrPS® (Legname et al., 2004).
Es konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass fur die Pathogenese der Prionkrankheit
PrP¢ als Substrat ausreicht und kein exogenes Agens fiir die Entstehung von Prionen

verantwortlich ist.

1.2.4 Therapieansatze

Bisher gibt es keine wirksame Therapie fur Prionkrankheiten. Folgende Substanzen, die
an PrP*° binden, zeigten in Tiermodellen limitierte Effekte: Kongorot (Ingrosso et al.,
1995), Amphotericin B (Pocchiari et al., 1987), Anthrazyklin (Tagliavini et al., 1997),
Tetracyclin (Tagliavini et al., 2000), Dextransulfat, Pentosanpolysulfat und andere
Polyanionen (Ehlers and Diringer, 1984); (Farquhar CF and Dickinson AG., 1986;
Kimberlin and Walker, 1986), 3-Faltblatt brechende Peptide (Soto et al., 2000) und CpG-
Oligonucleotide (Sethi S. et al.,, 2002). Leider sind viele diese Substanzen nur
therapeutisch wirksam, wenn sie vor Erstmanifestation klinischer Symptome gegeben
werden. Weiterhin ist eine Behandlung mit einigen dieser potentiell therapeutischen Mittel

aufgrund ihrer toxischen Wirkung oder schlechten Bioverfligbarkeit nicht praktikabel.

Mit Hilfe des “Scanning for intensely fluorescent targets” (SIFT) assay konnte die
Aggregation von PrP® und PrP*° gemessen werden, was ein zentraler Schritt der
Prionreplikation ist. Das Testverfahren beruht auf einem MeRaufbau zur konfokalen
Zweifarben-Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie. Dieser Messaufbau ermdglicht
nach Anregung mit einem in ein kleines Messvolumen gebilindelten Laserstrahl den
Nachweis einzelner mit Fluoreszenzfarbstoffen markierter Molekile, die je nach
Aggregationszustand spezifische Antikérpersonden tragen. Die einzelnen markierten
Partikel kbnnen dann hochempfindlich mittels eines wie ein Suchscheinwerfer durch die

Probe gefuhrten Laserstrahls aufgespurt werden.

Beim Screening von 10.000 Substanzen konnten 6 Komponenten identifiziert werden, die
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sowohl in der SIFT Messung die PrP-Interaktion als auch in Zellkultur eine
Prionpropagation inhibierten. Alle diese Komponenten weisen eine N'-benzylidene-

benzohydrazide Kernstruktur auf (Bertsch et al., 2005).

1.3 Zellulares Prionprotein (PrP°)
1.3.1 Expression und Funktion von PrP¢

PrPC ist ein Glykoprotein, das auf der Oberflache vieler Zellen zu finden ist. Vor allem wird
es im ZNS in Neuronen (Kretzschmar et al., 1986), aber auch in Astrozyten und
Oligodendrozyten exprimiert (Moser et al., 1995). PrPC ist auch in peripheren Geweben
und Leukozyten nachweisbar (Dodelet and Cashman, 1998; Manson et al., 1992b;
Manson et al., 1992a). Wahrend der Embryogenese von Mausen und Hihnern kann die
mMRNA des Prionproteins zuerst in Gehirnen detektiert werden (Harris et al., 1993;

Manson et al., 1992a).

Die Funktion von PrP€ ist noch nicht endgiiltig geklart. Zum Teil widerspriichliche Arbeiten
erschweren es, de Funktion von PrP® zu beschreiben. PrP¢ findet sich auf neuronalen
Oberflachen (Madore et al., 1999) und in prasynaptischen Nervenenden (Fournier et al.,
1995; Sales et al., 1998; Herms et al., 1999). Weiterhin findet man PrP® auch in
synaptischen Vesikeln, so dass postuliert wurde, dass sich PrP¢ von Zelloberflache zu

Vesikeln bewegt und eine Signalfunkion austbt (Spielhaupter and Schatzl, 2001).

Transgene Mause, deren Prionproteingen (Prnp) inaktiviert wurde, zeigten eine normale
Entwicklung ohne gravierende Verhaltenssstorungen oder anatomische Auffalligkeiten
(Blueler et al., 1992; Manson et al., 1994). Einige Autoren beschrieben allerdings
phanotypische Auffalligkeiten bei diesen sogenannten “"Knockout'-Mausen (Prnp®°-
Mausen). Collinge et al. fanden elektrophysiologische Veranderungen (Collinge et al.,
1994), die in anderen Arbeiten nicht bestétigt werden konnten (Herms et al., 1995; Lledo

et al., 1996). Neuere Arbeiten deuten darauf hin, dass Prnp®°

-Mause eine Verringerung
der Calcium-aktivierten Kaliumstrome zeigen und damit einen veranderten intrazellularen
Calciumhaushalt aufweisen (Herms et al., 2001). Zusammengefasst lasst sich sagen,
dass PrPC€ nicht fir die meisten normalen synaptischen Funktion essentiell ist (Lasmezas,
2003), sondern eine Rolle als Feineinstellung von neuronalen Zellen ausibt. Hinweisend

darauf sind die Erkenntnisse, dass an Prnp®°

-Mausen ein veranderter Tag-Nacht-
Rhythmus gefunden wurde (Tobler et al., 1996) und bestimmte Prnp -Mausstdmme eine
Veranderungen im Langzeitgedachtnis (Nishida et al., 1997), motorische Auffalligkeiten

und einen Verlust an Purkinjezellen (Moore et al., 1999; Sakaguchi et al., 1996) zeigten.
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1.3.2 PrP und der Einfluss von Metallen

PrP® bindet Kupferionen mittels seiner N-terminal gelegenen Repeat-Region (Aronoff-
Spencer et al., 2000; Brown et al., 1997a; Hornshaw et al., 1995; Hornshaw et al., 1995;
Kramer et al., 2001). Daruberhinaus konnten weitere Kupferbindende Histidine in der
zentralen Region des Prionproteins (Aminosaurepositionen 96 und 111) nachgewiesen

werden (Hasnhain SS, 2001). Gehirne von Prnp®

-Mé&usen zeigten einen verminderten
Gehalt von membrangebundenen Kupfer und eine verminderte Aktivitit des Enzyms
Superoxiddismutase (SOD) (Brown et al., 1997a; Brown et al., 1997b) und eine erhthte
Aktivitat von SOD1 und vermehrte Kupfermenge in Gehirnen von Mausen die PrPC53
Uberexprimieren (Brown and Besinger, 1998). Andere Arbeiten hingegen konnten keine
Unterschiede an Kupfergehalt in Zellularen Fraktion von Gehirnen von PrP%°, Wildtyp
oder PrP® uberexprimierenden M&ausen messen und auch keinen Zusammenhang

zwischen PrP°® expression und SOD Aktivitat messen (Waggoner et al., 2000).

In Untersuchungen schiitzte PrP¢ Zellen gegen oxidativen StreR in Abhangigkeit der
Anzahl gebundener Kupferionen, so dass eine antioxidative Funktion des Prionproteins
angenommen werden kann (Brown et al., 1997b). Es wurde beobachtet, dass der héchste
Gehalt an PrP€ in den synaptosomalen Fraktionen in Hirnlysaten zu finden ist (Herms et

90_Mausen weisen eine nur halb so hohe

al., 1999). Synaptosomale Fraktionen von Prnp
Kupfer-Konzentration wie normale Mause auf. Kupfer induziert in Zellkultur eine
Endozytose von PrP® (Pauly and Harris, 1998). Es lasst sich annehmen, dass PrP® an der
Regulation der Kupferkonzentration an der Synapse und an der synaptischen
Ubertragung beteiligt ist (Kretzschmar et al., 2000). Man kénnte die Hypothese aufstellen,
dass PrP° als Carrier fir den Transport von Kupferionen uber die Zellmembran fungiert
und freies Kupfer puffert, bis es an andere Kupferbindende Proteine abgegeben wird.
Somit ware es auch zu erklaren warum der Gesamtkupfergehalt in Gehirnen von PrP0/0
Mausen nicht verringert ist, da Prion Proteine die Verteilung beeinflussen und nicht die
Speicherung (Vassallo and Herms, 2003). Zusammengefasst wird argumentiert, dass das
Vorkommen von PrP® im synaptischen Spalt dem Protein erlaubt, Kupfer im
Prasynaptischen Cytosol zu halten und gleichzeitig toxische Kupferionen im Synaptischen

Spalt puffert, z.B. wéhrend verstarkter synaptischer Aktivitat (Vassallo and Herms, 2003).

Kupferionen haben bei Riickfaltungsversuchen von PrP¢ zu PrP*° einen férderlichen
Effekt auf die Regenerierung von Infektidsitat und PK-Resistenz gezeigt (McKenzie et al.,
1998). Dies konnte zum Teil auch in anderen Arbeiten bestatigt werden, wo die

Umfaltung, PK-Resistenz und Aggregation von rekombinantem PrP durch Kupfer induziert
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werden konnte (Qin et al., 2000; Stockel et al., 1998). Weiterhin wurde gezeigt, dass der
Austausch von Kupfer mit Mangan eine Erh6hung der Pk-Resistenz bewirkt (Brown et al.,
2000). Eine weitere Studie zeigte, dass der Kupfergehalt in Gehirnen von CJD Patienten
um bis zu 50% abgenommen hat, wohingegen der Gehalt an Manganionen um den
10fachen Wert zunahm (Wong et al., 2001). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass
sehr hohe Konzentrationen von divalenten Metallionen (mM) die Umfaltung von PrP€ in
Hirnhomogenaten in einer PMCA ahnlichen Reaktion zu teilweise protease resistentem
PrP ermdglichen (Kim et al., 2005).
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1.4 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, Prionen in vitro zu amplifizieren, quantitativ reproduzierbar zu

erfassen und den Einfluss von Kationen auf die Amplifikationseffizienz zu untersuchen.

Der Ausgangspunkt der Arbeit beruhte auf der PMCA Methode welche 2001 publiziert
wurde (Saborio et al., 2001). Zu dieser Methode gab es aulRer dieser Publikation keine
weiteren Informationen. Die Methode musste am Labor etabliert werden und dann
genauer charakterisiert werden, um die optimalen Bedingungen von Inkubation und
Sonifikationsschritten herauszufinden. Weiterhin sollte der Einfluss des PK-Verdaus auf

das Amplifikationsprodukt PrPres untersucht werden.

Nachdem die Methode etabliert war, sollten erste Konversionsversuche mit
unterschiedlichen Substraten erfolgen, um Faktoren herauszufinden, die die Umfaltung
beeinflussen. Zuerst sollte untersucht werden ob eine Amplifikation von PrPS¢in Prp%°
Homogenat méglich sei, um somit den Beweis zu flhren, dass PrPres aus PrP¢ ensteht.
Des Weiteren sollte versucht werden, PrPres aus rPrP herzustellen. Von besonderem
Interesse ware die Umwandlung von markiertem rPrP* zu PrPres*, da man mit
markiertem PrPres* neue Mdglichkeiten zur Charakterisierung von PrPres sowohl in vitro

als auch in vivo hatte.

Eine Mogliche Funktion des Prion Proteins im Kupferhaushalt und die unterschiedliche
PK-Resistenz in Abhangigkeit von jeweiliger Metallionenbindung ist in Kapitel 1.3.2
beschrieben worden. Es sollte nun mit der PMCA Methode untersucht werden, welchen
Einfluss Metallionen wie Kupfer, Mangan, Zink oder Nickel auf die in vitro Konversion von
PrP® zu PrPres wéhrend der PMCA haben.

Fur therapeutische und diagnostische Screening Studien war die publizierte PMCA
Methode leider nicht geeignet, so dass eine weitere Aufgabenstellung war, die PMCA
Reaktion zu automatisieren. Eine Automatisierung hatte den Vorteil, dass mit geringerer
Fehleranfalligkeit im selben Zeitraum mehr Proben untersucht und ausgewertet werden
kénnen. Neben der Automatisierung der Amplifikation sollte auch die Quantifizierung von

PrPres fur High Through Put Screenings automatisiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid 30% Bio Rad 161-0158
Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Merck 1.012.010.100
Biotinylation Kit SIGMA B-TAG
BSApH7 SIGMA A 2153
Carbonate Bicarbonate Puffer SIGMA C 3041
CuClI2*2H20 SIGMA C-6641
ECL-Kit Amersham RPN 2209
EDTA SIGMA ED4SS

Glycin SIGMA G 7126
Guanidine hydrochloride SIGMA G3272

I-Block Tropix AI300
Methanol Roth 8388.2
Mini-Complete Roche 1836 153
Mini-Complete EDTA-free Roche 1836 170
MnCI2*4H20 Merck 5927
Na2HPO4 SIGMA S 0876
NaH2PO4 SIGMA S 0751
NiCI2*6 H20 Merck 6717

NP40

OPD peroxidase substrate FAST SIGMA P9187

PBS SIGMA P 3813
PBS-Tween SIGMA P 3563

PMSF SIGMA P 7626
Prestained SDS Standard Bio Rad 161-0318
Proteinase-K (PK) Merck 1.245.680.100
rerP Prionics LOT 990202 1mg/ml
rerP U. Bertsch MaPrP152 0,255mg/ml
SDS SIGMA L4509
TEMED SIGMA T 9281

Tris SIGMA T-6066
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Triton-X-100
Tween 20 Fluka 93773
ZiCl2 Merck 8816

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Priméarantikorper

3F4 ist ein monoklonaler Antikoérper aus Aszitesflissigkeit von Méausen, die mit Hamster
PrPSc immunisiert worden sind und erkennt AS 109-112 von PrP in den Spezies Mensch
und Hamster, aber nicht von Mausen (Kascsak et al., 1987b). 3F4 wurde uns
freundlicherweise von M.Beekes, RKI, Berlin zur Verfigung gestellt. 3F4 wurde bei
Western Blot Versuchen 1:2000 verdinnt in Block eingesetzt und bei Préaparation der
ELISA Platte 500ng/100ul Carbonat Bicarbonat Puffer.

Bei 12F10 handelt sich um einen monoklonalen Maus Antikérper, hergestellt in PrP%°
Mausen. Er ist gegen die AS 142-160 gerichtet und erkennt humanes PrP, jedoch kein
Hamster PrP (Krasemann et al., 1996). 12F10 wurde 1:1000 verdinnt in [-Block

eingesetzt.

SAF53 ist ein IgG2a Antikdrper. Bei der Herstellung wurden Scrapie assoziierte Fibrillen
(SAF) aus 263K Hamstern aufgereinigt, um die Mause zu immunisieren. Das
Erkennungsepitop ist nicht bekannt, jedoch unterscheidet es sich nachweislich von dem
3F4 Epitop da im ELISA beide Antikorper gleichzeitig an das PrP binden kdnnen (siehe
Kap 2.2.7). SAF53 wurde 1:500 in Waschpuffer eingesetzt. 12F10 sowie SAF 53 wurden

uns freundlicherweise von J.Grassi von der CEA, Frankreich zur Verfligung gestellt.
2.1.2.2 Sekundarantikorper

Fur Western Blot Detektion wurde als Sekundarantikdrper ein mit Meerrettich Peroxidase
(Horse Radish Peroxidase = HRP) gekoppelter Anti-Maus Antikorper der Firma
Amersham (NA 931 V) verwendet. Fir die ELISA Versuche wurde der mit Biotin
gekoppelte Primantikérper SAF53 vom Extravidin Peroxidase Conjugate der Firma

SIGMA (E2886) erkannt, der wiederum mit HRP gekoppelt war.
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2.1.3 Hirngewebe

2.1.3.1 Syrian Hamster

Die Syrian Hamster wurden von Charles River Laboratories erworben. Es handelte sich
dabei um weibliche Tiere im Alter von 112-140 Tagen, LAK:LVG(SYR).

2.1.3.2 263K Hamster

Syrian Hamster von Charles River (siehe oben) wurden in der Arbeitsgruppe von

M.Beekes, RKI Berlin intracerebral mit dem Scrapie Strain 263K inokuliert und im

terminalen Stadium der Krankheit terminiert.

2.1.3.3 Prnp®°

Die Prionprotein-Knockout Mause (Prnp

0/0

) wurden von Bueler et al., durch Unterbrechung

eines der Prnp-Allele der murinen embryonalen Stammzelle mittels homologer

Rekombination, Injektion der Stammzellen in Blastocyten und Kreuzung der so erzeugten

Chimaren generiert. Die Prnp

-Mause exprimieren keine detektierbare Menge

Prionprotein. Sie lassen sich nicht mit Scrapie infizieren (Bueler et al., 1992).

2.1.4 Gerate, Materialien

Automatisches ELISA BIO-TEK ELX50/12V
Mikroplattenwaschgerat
Dot-Blot Apparatur Bio-Rad BioDot 170-6545
Elektrophorese Kammer Bio Rad Mini Protean 3 cell
Gel Blotting Paper Schleicher GB 005
Schuell

Hoefer Semiphor Western Blot Amersham 80-6211-86
Apparatur
Microplate READER BIO-TEK EL800UV-PC
Microplate Sonicator Misonix SONICATOR® 3000
Mikrofilter Device Milipore CENTRICON® Model 10 YM-

10,000
Mini Dialysis Kit Amersham 80-6484-32
Nitrocellulose Membran 0,45 um Bio-Rad 162-0115
PH Elektrode InLab 423
PVDF-Membran Millipore IPVH 00010
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Schittler

Frobel Typ Rocky GR

Labortechnik

Stabsonicator Bandelin Sonopuls 2070
Taktgeber Siemens Typ 3RP1555-1AP30
Umwalzthermostat Julabo HD-4

Wasserbadsonicator

Bandelin SONOREX RK 52H

2.1.5 Haufig verwendete Losungen und Puffer

10 x Laufpuffer

0,25M Tris pH 8,3
1,92M Glycin
1% SDS

10 x Proteinase-K

10mg auf 1ml H,0

10% APS

500mg auf 5 ml H,0

5x LSB (Laemmli Puffer)

10% (w/v) SDS

40% (w/v) Saccharose

1mM EDTA

50mM Tris-HCI

20% (v/v) Mercaptoethanol
0,001% (w/v) Bromphenolblau

Blotpuffer 70% H,0

10% 10x Laufpuffer

20% Methanol 100%
ECL-L6sung 4ml schwarz + 4 ml weiss
I-Block 500mI PBS

2,5ml 20% Tween 20

1g I-Block
NaPi 0,5M pH 7,4 Na,HPO, + NaH,PO,

PBS

SIGMA P3813 1 Beutel auf 11 H,0

PBS, BSA 5%

20mI PBS
1g BSA

PBS-Tween 0,05%

SIGMA P3563 1 Beutel auf 11 H,0

PBS-Tween 0,05%, BSA 0,5%

SIGMA P3563 1 Beutel auf 11 H,0
2,59 BSA

PBS-Tween 0,1%

500ml PBS + 2,5ml 20% Tween 20
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PMSF 250mM 0,174g auf 2ml Ethanol
Sammelgelpuffer 1M Tris pH 6,8

Trenngelpuffer 2M Tris pH 8,8

Waschpuffer PBS-Tween 0,05%, BSA 0,5%
Mini Complete 1 Tab auf 0,4ml ddH,0

Mini Complete EDTA free

1 Tab auf 0,4ml ddH,0

NaPi

NaPi 10mM, NP40 0,1%

Tris Puffer wurden mit HCI auf den gewiinschten pH-Wert eingestellt.

NaPi-Puffer wurden durch Titrieren der Base und Saure eingestellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 10% PMCA-Homogenat

PY°_Mausen

Gehirne von Syrian Hamstern, Scrapie infizierten Hamstern (263K) und Pr
wurden sofort nach Entnahme bei —80°C eingefroren. Bei Bedarf wurde ein Hirn mit dem
neunfachen Eigengewicht 1 x PBS versetzt und homogenisiert, so dass ein 10%iges
Hirnhomogenat entstand. Das Homogenat wurde mit Triton-X 100 (EK 0,5%, v/v) und
SDS (EK 0,05% wi/v) versetzt, anschlielend auf 1,5 ml Probengefal3e verteilt und dann fir
1min bei 1000g (3600UpM) in einer Eppendorf Zentrifuge 5415 zentrifugiert. Die
Uberstande wurden gepoolt und mit Mini Complete Protease Inhibitor (mit/ohne EDTA, je
nach Bedarf) 1:25 versetzt. Proben, die zur Untersuchung des Einflusses von Metallionen

dienten, wurden mit EDTA freiem Mini Complete Protease Inhibitor versetzt.

Das nun fertige PMCA Homogenat wurde bis zur weiteren Verwendung in Aliquots mit

jeweils 1 ml bei —80°C aufbewahrt.

2.2.2 Stabsonicator PMCA

Die Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) wie von Saborio et. al beschrieben, ist
eine Kombination von Beschallung und Inkubation von Hirnhomogenaten, um PK-

Resistentes PrP in Anwesenheit von PrP¢ zu amplifizieren. (Abbildung 1)
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Abbildung 1: Schematische
Darstellung der PMCA Reaktion.
Die Amplifikation ist zurtickzufihren auf
sich wiederholende Zyklen von
Inkubation und Sonifikation von PrP¢ in
Anwesenheit von PrPC. Wahrend der
Inkubation lagert sich das PrP¢ an das
PrpS° Aggregat an und wandelt sich zu

PrPres um, wohingegen bei der
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werden und somit neu umwandelnde %
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10%iges PMCA -Wildtyp Hamsterhirnhomogenat (Wt-HM) wurde mit 1:100 10%igem
PMCA 263K-Homogenat (263K) versetzt. Alle 60 Minuten wurde nun ein Ansatz von
150ul (z.B. Wt-HM + 1:100 263K) fir 5 x 1 Sekunde mit dem Stabsonicator Sonopuls
beschallt. Die Sonotrode wurde dabei direkt in den Reaktionsansatz gehalten, um eine
optimale Leistungsubertragung zu erreichen. Es wurde darauf geachtet, dass bei
unterschiedlichen Proben keine Kreuzkontamination durch den Stab entstand.
Verdunnungsreinen wurden in aufsteigender Reihenfolge sonifiziert und bei
verschiedenen Ansatzen wurde der Stab dazwischen mit einem mit ddH,0 benetzten
Papierhandtuch gereinigt. Erst am Ende des Versuchstages wurde der Stab mit NaOH 2M
gereinigt, um wahrend des Versuchs eine Degradation von PrP und PrPres durch Rest

NaOH zu vermeiden.

Soweit nicht anders beschrieben wurde der Zyklus achtmal wiederholt. AnschlieRend
wurden von jedem Ansatz 20ul fur die Western Blot Analyse abgenommen und die

Proben und Aliquots wurden bei -80°C eingefroren.

2.2.3 Proteinase K-Verdau

Durch Behandlung von Hirnhomogenaten mit Proteinase-K (1h/37°C, 100ug/ml EK) wird
das physiologische PrP¢ vollstandig abgebaut und ist im Westernblot nicht mehr
detektierbar. Das Proteinase-K resistente PrP*® wird von der Proteinase K zu einem 27-
30kD groRen Fragment (PrP 27-30, PrPres), das noch so infektiés wie PrP*C ist, abgebaut
(Bolton et. al 1982, Meyer RK et al. 1986).
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2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Dia analytische Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli,
1970).

Das Gel bestand aus 1,2 ml Sammelgel und 8 ml Trenngel, welches einen 12,5%

Acrylamid Anteil enthielt. Es wurden BioRad Minigele verwendet.

Gelzusammensetzung fir 2 Gele der SDS-PAGE:

2x Trenngel 12,5 % 2 x Sammelgel 5%

6,78 ml H,O 55 ml H,O

3,42 ml 2 M Tris pH 8,8 (0,38M EK) 1,0 ml 1M Tris pH 6,8
7,5 ml 30% Acrylamid 1,3 ml 30% Acrylamid
180 pl 10% SDS 80 ul 10% SDS

108 ul 10% APS 64 ul 10% APS
10,8ul TEMED 6,4 pl TEMED

18 mi Summe 8 ml Summe

APS und TEMED wurden jeweils kurz vor dem Giel3en des Gels hinzugegeben, um die
Polymerisierungsreaktion zu starten. Das Trenngel wurde vorsichtig mit ddH,O
Uberschichtet, um einen geraden Abschluss zu erzeugen. Nach ca. 30 Minuten war das
Trenngel erstarrt, das Wasser wurde weggeschiittet, die mit APS und TEMED gestartete
Sammelgellésung hinzugegeben und der Kamm positioniert. Nach weiteren 15 Minuten
war auch dieses polymerisiert. Die Gele wurden entweder gleich verwendet oder im

Kuhlschrank, in feuchten Tuchern gehllt (haltbar bis zu einer Woche), aufbewabhrt.

Die Gele wurden in die Gelkammer eingebaut und mit Laufpuffer versetzt. 20ul PK-
verdaute Proteinproben, sowie der 5ul Marker in 15ul ddH20 wurden mit 5ul 5x LSB
versetzt und 5 Minuten bei 95°C im Thermoblock aufgekocht. AnschlieRend wurden 10l
der denaturierten Proben in die Taschen geladen. Um keine Konzentrationsunterschiede
durch Verdampfung zu erhalten, wurden die Proben nach dem Aufkochen kurz
zentrifugiert. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte im Sammelgel bei
einer Stromspannung von 80 Volt flr ca. 20 Minuten und anschlieBend im Trenngel bei
150 Volt fur ca. 45 Minuten.
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2.2.5 Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proteine - Western

Blot

Fur immunochemische Nachweise werden Proteine nach ihrer Auftrennung in
Polyacrylamidgelen tber Elektroelution mit Hilfe des ,semi-dry” Verfahrens (Towbin et al.,

1979) auf immobilisierende PVDF Membranen tbertragen.

Die PVDF Membran wurde kurz in Methanol, dann in Blotpuffer getrankt und dann auf ein
in Blotpuffer getranktes Gel Blotting Filterpapier gelegt. Auf die Membran wurde dann das
Gel gelegt, von dem bereits das Sammelgel abgetrennt wurde und das auch kurz das
Blotpufferbad durchlaufen hatte. Es wurde darauf geachtet, dass zwischen den einzelnen
Schichten keine Blasen vorhanden waren, indem die Blasen mittels eines runden Stabes
zur Seite herausgerollt wurden. Auf das Gel kam dann wiederum ein nasses Filterpapier
und dieses ,Sandwich" wurde dann so in die Blotting Apparatur gelegt, dass die PVDF
Membran ndher zur Anode zum liegen kam. Der elektrophoretische Transfer wurde in
einer Hoefer Semiphor Western Blot Apparatur durchgefiihrt. Es konnten bis zu maximal 8
Gele gleichzeitig geblottet werden, wobei pro Gel eine Stromstarke von 40mA angelegt

wurde.

Daraufhin wurde die Membran fur 1h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C in +
Block gegeben, um die unspezifischen Proteinbindungsstellen abzusattigen.
Anschlieend wurde der Primar-Antikorper 3F4 in I-Block 1:2000 verdinnt und die
Membranen unter leichtem Schutteln fir 1h auf dem Schittler inkubiert. Die Membran
wurde 4 x 4min in Block gewaschen und dann fir 1h in Anti-mouse-HRP Antikdrper
1:2000 in FBlock leicht schittelnd inkubiert. Nach einem 4 x 4 minutigem Waschschritt in
PBS-Tween wurde die Membran fur 5 Minuten in ECL L6sung inkubiert und die
entstandene Chemilumniszenz fir 5 Minuten mit der DIANA Digitalkamera detektiert. Das
Bild des Blots wurde im *.tiff Format gespeichert und stand nun fir eine quantitative

Auswertung mit der AIDA Software digital zur Verfligung.
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2.2.6 Auswertung der Western Blot Bilder

Um Aussagen zur Qualitdt der Amplifikation der PMCA machen zu kdnnen, wurde die

PrPres Menge vor der PMCA Reaktion mit der PrPres Menge nach Ende der Amplifikation
miteinander verglichen.

Fur die Auswertung mussten die Banden quantifiziert werden. Die diglycosylierte Bande
wurde als weitaus starkste Bande zur Intensitdtsmessung herangezogen. Mit Hilfe der
AIDA Software (Firma Raytest) kann man die Intensitét jeder einzelnen Bande bestimmen
und in tabellarischer Form nach Microsoft Excel exportieren. Um nur das spezifische
Proteinsignal zu messen, wurde der Hintergrund (Background) von der Bandenintensitat
subtrahiert (Abbildung 2A).

2A 2B
-80°C 50x/-80°C 8x10°1 WB intensities of di-glycosylated
7x10° PrPres bands (2 exp.)
- 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 - 1:100 1:10 17 Polynomial fit
205 - 6x10°1
133: 2 5x10°
e 10t
48 - I:I " £ 4x10°4
Background % 3x10°
36- = 2x10° ]
o (- -
' 0 T T T T T 1
20 - - 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
6 - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 rel. concentration

Abbildung 2: Quantifizierung der Western Blot Banden Intensitaten.
A: Spur 1-6 Verdinnungsreihe von 263K Homogenat in Wildtyp Homogenat (0, 10, 5, 2, 1, 0,5%);
Spur 7-9: 0, 1, 10% Verdinnung von 263K nach 50 x 1sec Sonifizieren und sofortigem Einfrieren.

B: Bandenintensitat von den Diglycosylierten Banden aus Blot A. Im Messbereich der PMCA-Reaktion (0,01-
0,02 = Bande 5,6 Abb. A) ist die Intensitét direkt proportional zur eingesetzten Proteinmenge.
Die Intensitat einer Bande im Western Blot ist direkt proportional zu der aufgetragenen
PrPSc Menge nach PK-Verdau (Abbildung 2B). Die Intensitdt von der amplifizierten
Bande wurde nun durch die nicht amplifizierte Bande dividiert, so dass man einen

Amplifikationsfaktor erhielt, der die Reaktion charakterisierte.
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2.2.6.1 Normierung von PMCA Versuchen

Bei den Versuchen zum Einfluss der Metallionen auf die Prionamplifikation mussten sehr
viele Proben miteinander verglichen werden, die die maximale Kapazitat von 15 Proben
pro Mini Gel Uberstieg. Daher wurde fir jedes Metallion ein eigenes Gel verwendet, wobei

auf allen Gelen identische Proben als Kontrollen vertreten waren:

keine PMCA (Probe, die sofort nach Ansetzten wieder eingefroren wurde),
PMCA ohne Zusatz (Probe, die mit PBS versetzt wurde als Standard-PMCA),

PMCA mit EDTA (Probe, die als Zusatz EDTA erhalten hat).

Durch Normierung der Kontrollen (siehe unten), konnten Intensititen auf
unterschiedlichen Gelen miteinander verglichen werden. Es fiel auf, dass Parallelproben
manchmal unterschiedliche Bandenintensitdten lieferten, so dass alle Proben und
Kontrollen als Doppelansatze auf das Gel aufgetragen wurden. Bevor unterschiedliche
Gele miteinander verglichen werden konnten, mussten die Bandenintensitaten anhand

der Kontrollen normiert werden (Abbildung 3)

45000
40000
35000
& 30000
‘e 25000 Abbildung 3: Intensitidtsmessung der
g 20000 Western Blot Bande.
= 18888 Auf jedem Blot_ wu_rden als Referenzwerte zu
5000 den unterschiedlichen PMCA Versuchen
0 : : (PMCA) die Intensitéat der nichtamplifizierten

(keine  PMCA) und ohne  Zusatz
amplifizierten Proben (PMCA ohne Zusatz)
gemessen.

keine PMCA PMCA ohne PMCA
Zusatz

Hierzu wurden von allen Intensitaten der Doppelansatze jeweils Mittelwerte (Int(x))

gebildet. Dieser Mittelwert wurde jeweils durch den Mittelwert der nichtamplifizierten

(Int(keinePMCA) Probe dividiert, so dass man einen Amplifikationsfaktor F erhielt

(Formell)

Int(x)

Formel 1:  F,(X) = :
Int(keinePMCA)

Bei unterschiedlichen Gelen war der absolute Amplifikationsfaktor jedoch unterschiedlich,

aufgrund der Intensitat der keine PMCA-Probe.

Die relativen Amplifikationsfaktoren der PMCA Proben waren in Abhangigkeit zu der
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Standard PMCA jedoch durchaus vergleichbar, so dass nur das PrPres der einzelnen
Proben in Abhangigkeit von der Standard PMCA betrachtet wurde (Abbildung 4). Das neu

entstandene PrPres der PMCA ohne Zusatz wurde als 100% definiert (Formel 2).

3 132%
Abbildung 4: Normierung der
2,5 Amplifikationsfaktoren.
2 Durch Bildung des Quotienten aus den
F Proben durch die nichtamplifizierte Probe
15 (keine  PMCA) erhdlt man den
1 Amplifikationsfaktor F.
Das neuamplifizierte Material der Standard
0,5 PMCA (PMCA ohne Zusatz) wurde auf
100% definiert, so dass alle weiteren
0 ' ' ' Proben in Abhéangigkeit zu der PMCA ohne
keine PMCA  PMCA ohne Zusatz PMCA Zusatz verglichen werden kénnen.

=100%

norm

Formel 2:  F, (PMCAohneZusat?) - 1=F

Alle PMCA Proben mit Zusatz von Metallionen/EDTA wurden in Abhangigkeit von der
PMCA ohne Zusatz in Prozentwerten angegeben (Formel 3).
(PMCA) - 1
=...%
F

norm

F
Formel 3: DF =2

(PMCA) —

In der Abbildung 20 werden die PMCA Proben mit Metallionen in %-Abhangigkeit der

PMCA ohne Zusatz dargestellt, die auf 100% normiert wurden.
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2.2.7 Immunologischer Nachweis von Proteinen mit der ELISA Methode

Der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) erkennt Proteine ohne vorherige
elektrophoretische Auftrennung mithilfe spezifischer Antikérper. Fir quantitative
Fragestellungen in Proteingemischen/Homogenaten, wie man sie bei der PMCA benétigt,
hat sich der Sandwich ELISA angeboten. Dabei wird zuerst ein Antikdrper (Capture-
Antikorper) an die feste Phase, der Mikrotiterplatte gebunden, dann bindet das Antigen an
den Capture-Antikdrper, um dann in einem weiteren Schritt von dem Primarantikorper
erkannt zu werden. Wichtig hierbei ist zu beachten, dass die beiden Antikérper an

unterschiedliche Epitope des Antigens binden mussen.

Fur den Capture Antikdrper wurde 3F4 (Kascsak et al., 1987a) gewahlt, da er sehr gut
menschliches und Hamster PrP erkennt und bindet. Der Priméarantikbrper musste nun
auch die Kriterien erfiillen, das er sowohl menschliches als auch Hamster PrP erkennt
und an ein anderes Epitop als 3F4 bindet. Diese Funktion wurde laut (Krasemann et al.,
1996) von 12F10 erfullt. Da sowohl 3F4 als auch 12F10 monoklonale Mausantikérper
sind, konnte fir die kolorimetrische Detektion kein Anti-mouse-HRP-AK verwendet
werden, da sowohl der ausschliel3lich an das Antigen gebundene 12F10 als auch der im
Uberschuss an die Platte gebundene 3F4 erkennt worden wéare. Deswegen wurde 12F10
mit Hilfe des B-TAG Kits von SIGMA nach Herstellerangaben biotinyliert, so dass das
Biotin durch Streptavidin erkannt werden konnte, welches wiederum an HRP gekoppelt
war. Die Meerrettich Peroxidase konnte nun in einem weiteren Schritt die Farbreaktion
des OPD katalysieren. Die Biotinylierung wurde in einem uns vertrauten
Detektionssystem, dem Western Blot, Uberprift. Es zeigte sich in wiederholten Western
Blot und ELISA Versuchen, dass entgegen Beschreibung von Bio-Rad 12F10 im nativen
als auch im biotinylierten Zustand zwar humanes aber kein Hamster PrP erkennen
konnte. Daraufhin wurde SAF53 und SAF61 anhand eigener friiher Western Blot Bilder flr
die ELISA Detektion ausgewahlt. Beide Antikorper wurden mit dem B-TAG Kit nach
Herstellerangaben biotinyliert und im ELISA getestet, wobei sich SAF53 fur die Detektion

von Hamster PrP besser geeignet hat.
2.2.7.1 Denaturierung des Antigens fiir ELISA Detektion

Die Vorbereitung des Antigens fand in einer eigenen Mikrotestplatte ficht der ELISA-
Platte) statt.

20ul PMCA-Proben bzw. Homogenate mit 263K Zusatz wurden PK-verdaut (100ug/ml)
und nach 1h bei 37°C mit PMSF (EK 25mM) abgestoppt. Kontrollen von rPrP wurden als
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Verdunnungsreihe in NaPi angesetzt.

Fur die ELISA Versuche, konnte das PrP nicht in SDS, wie beim Western Blot, denaturiert
werden, da SDS sowohl die Antikdrperbindung des Capture Antikdrpers an die ELISA
Platte, als auch die Bindung vom Antigen an die Antikérper beeinflussen wirde.
Deswegen wurde die Denaturierung mit 4M GndHCI bei 37°C/1h durchgefiihrt, welches
PrPres ebenso wie SDS denaturiert, sowie die Infektiosistat der Scrapie Probe beseitigt

(Bellon et al., 2003).

Es wurden zu jeweils 20ul Probe 20ul 8M GndHCI hinzugefigt, um eine EK von 4M zu
erreichen. rPrP-Kontrollen wurden ohne PK-Verdau gleich behandelt. Fir die ELISA
Detektion musste die Probe von 4M Guanidium auf 0,4M Guanidium verdinnt werden, um

eine Antikdrperinteraktion eingehen zu kdnnen. Ein Vergleich von GndHCI und SDS zeigt

Abbildung 5.
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Abbildung 5: Einfluss von Denaturierung mit Guanidium/SDS auf ELISA Detektion
Eine Verdinnungsreihe von rPrP und Puffer wurde mit Guanidium 2M, 1M und 0,4M sowie mit SDS 1%,
0,5%, 0,1% denaturiert und mit 3F4 200ng/well und SAF53-Biot 1:500 im ELISA gemesssen. Als Kontrolle
wird eine Verdunnungsreihe von rPrP ohne vorherige Denaturierung gezeigt.
Es zeigte sich, dass quantitative Messungen von rPrP in 0,4M Guanidium mdglich sind.
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2.2.7.2 Praparation der ELISA Platte

Um das Antigen an die feste Phase zu binden, musste zuerst der 3F4 Antikdrper an die

Platte gebunden werden, der wiederum eine Bindung mit dem Antigen eingehen konnte.

Dabei wurde der Capture—Antikorper (3F4 in Carbonat-Bicarbonat Puffer pH 9,6 verdiinnt)
auf eine Nunc Maxisorp Mikrotiterplatte (ELISA-Platte) gegeben und entweder tber Nacht
bei 4°C oder 2h bei 25°C inkubiert (coating).

Die eingesetzte 3F4- Konzentration bei der mit SAF53-Biot eine Menge von 0,31ng rPrP
pro well detektiert werden konnte, lag bei 500ng 3F4/100ul Carbonat Bicarbonat Puffer
pro well (Abbildung 6). Nach Beendigung des Coatings wurde der Antikdrper aspiriert und
anschlieBend 1h mit PBS BSA 5% 200ul/well inkubiert, um unspezifische
Proteinbindungsstellen auf der ELISA Platte abzusattigen und anschlieBend mit dem
Microplate Washer 3x mit jeweils 200ul ELISA-Waschpuffer gewaschen (=Waschschritt).
Anschlie3end wurden 180ul NaPi pro well in die ELISA Platte pipettiert, welche nun fertig

fur die Antigenaufnahme war.
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01 N Abbildung 6: Bei einer
' Konzentration von 500ng/well 3F4
0 konnte rPrP mit einer Sensitivitat
' von bis zu 0,31 ng/well sicher vom
O &® ,\5\@ ,@ A Puffer (NaPi) unterschieden
YooY ? N werden.

2.2.7.3 Detektion des Antigens

Jeweils 20ul des vorbereiteten Antigens (siehe 2.2.7.1) wurden aus der Mikrotestplatte in
die pro well mit 180ul NaPi vorbereitete ELISA Platte (siehe 2.2.7.2) pipettiert. Hierbei
wurde die Konzentration des GndHCL von 4M auf 0,4M verdinnt und war somit nicht
mehr in der Lage die Antikérper zu denaturieren. Das Antigen wurde fur 1h bei 25°C in
der ELISA Platte inkubiert, wobei das Antigen an den immobilisierten 3F4 Antikorper

gebunden wurde. Nach dem Waschschritt wurden 2100ul/well des Priméarantikorpers
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SAF53-Biot 1:500 in Waschpuffer fur 1h bei 25°C in der Platte inkubiert. Auf den nachsten
Waschschritt folgte die Hinzugabe von ExtraVidin-HRP. Extravidin (100ul/well 1:1000 in
Waschpuffer) bindet an das Biotin des biotinylierten SAF53 Antikdrper, das wiederum
1h/25°C inkubiert wurde. Auf den letzten Waschschritt folgte die Zugabe von OPD
200pl/well, das entsprechend der HRP-Konzentration und somit der PrP Konzentration
der Probe eine dementsprechende Gelbfarbung der wells erzeugte. Die kolorimetrische
Detektion erfolgte nach 20, 30 und 40 Minuten bei 450nm im ELISA Reader. Die Daten
zur Optischen Dichte (ODysonm) Wurden Uber die Software KJunior vom ELISA Reader

ausgelesen und nach Microsoft Excel exportiert.
2.2.7.4 Kontrollexperimente zur Validierung des ELISA

Um quantitative Aussagen treffen zu konnen, musste sichergestellt werden, dass
Parallelproben die gleiche Signalintensitat liefern und Verdidnnungsreihen eine
proportionale Anderung der optischen Dichte zeigen. Verdiinnungsreihen von 10; 3,16; 1
und 0,31 ng rPrP in Puffer konnten von dem ELISA System klar unterschieden werden
(Abbildung 5+7), was zeigte, dass der ELISA quantitative Aussagen zu rPrP-Mengen
machen kann. Um die Reproduzierbarkeit zu testen, wurden 12 wells mit 10ng/well rPrP
und 72 wells mit 3,16ng/well, 12 wells Puffer sowie 42 wells Wt-HM +1:20 263K im ELISA

gemessen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Parallelproben im ELISA
rPrP 10ng/well in Puffer (n=12), rPrP 3,16ng/well (n=72), Puffer (NaPi 10mM NP40 10%, n=12) und Wt
HM + 1:20 263K nach PK-Verdau (n=42) wurden in Guanidium 4M denaturiert 1h/37°C und dann 1:10 in
Puffer verdiinnt mit ELISA gemessen.
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Wahrend rPrP in Puffer sehr einheitlich detektierbar ist (OD4s59 0,44 £ 0,04), schwanken
die Werte bei PrPres Detektion in Homogenaten erheblich (OD4s0 0,39 + 0,11). Die PrP
Detektion in Homogenaten wurde daraufhin noch intensiver untersucht. Auch auf den
Einfluss einer moglicherweise nicht vollstandigen abgestoppten PK wurde intensiver

eingegangen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluss von Homogenaten und PK-Verdau auf ELISA Detektion.
PrP”°-Maus Homogenat (1-3) und Wildtyphomogenat (4-6) wurden ohne Behandlung (1,4), nach 1h/37°C
PK-Verdau und Stopp mit PMSF (2,5) und nach PK-Verdau und PMSF Stopp und anschlieBender
Hinzugabe von rPrP 3,16ng (3,6) mit ELISA gemessen. Zur Kontrolle wurde Puffer (8), 3,16ng rPrP in
Puffer (7) und 3,16ng rPrP in PrP0/0 (9) mit ELISA gemessen. Alle Proben wurden vor ELISA Detektion
1h/37°C in Guanidium denaturiert.

Es zeigte sich, dass die Standardabweichung aller Homogenate mit PrP%°, PrP oder mit

rPrP eine sehr viel groBere Streuung erfahrt, als Puffer oder reinem rPrP.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Sensitivitat des ELISAs fur rPrP in Puffer
ausreichend ist, aber die Anwendung an der PMCA Applikation daran scheitert, dass
keine quantitativen Aussagen zu PrP in Anwesenheit von Homogenaten gemacht werden

kénnen, wie es benétigt werden wirde.
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3 Ergebnisse

Ziel der ,Protein Misfolding Cyclic Amplification“ (PMCA) ist die Amplifikation von PrPres
durch Kombination von Sonifikation und Inkubation von Hirnhomogenaten. Dies ist de
erste Methode mit dem PK resistentes PrP in grof3erer Menge in vitro erzeugt werden
kann und somit neue Untersuchungen zum pathophysiologischen Umfaltungsprozef3
moglich sind. Die PMCA dient der Untersuchung von Faktoren, die die Umfaltung
beeinflussen um Therapeutika zu entwickeln. Zum anderen kann die PMCA als
Amplifikationsmethode diagnostisch hilfreich sein, um bisher nicht detektierbare Prp=°
Mengen zu amplifizieren und dann einer Detektion zuzufiihren, so dass eine Prion

Erkrankung bereits in einem friheren Stadium erkannt werden kann.

Das Mal der Amplifikation erhalt man durch Intensitdtsanalyse der Immunoblots und den
Vergleich der zu Beginn eingefrorenen Probe und der Probe, die den PMCA Zyklus
durchlaufen hat (siehe auch 2.2.6).
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3.1 Kontrollexperimente zur Validierung der PMCA Methode
3.1.1 PMCA und Kontrollen

Die nach dem PMCA Protokoll (siehe 2.2.1) hergestellten Homogenate wurden zu 10, 1,
0,5 und 0 % mit PMCA Homogenaten von mit Scrapie infizierten Hamstern vermischt. Um
den Effekt der PMCA auf die Amplifikation des PrPres zu ermitteln, wurden die
unterschiedlich gespikten Homogenate folgender Prozeduren unterzogen: ohne
Inkubationszeit bei -80°C eingefroren (Abbildung 9,1-4), ohne Sonifikation 23h bei 37°C
inkubiert (Abbildung 9,15-18), 10 Zyklen PMCA (Abbildung 9, 5-8), 23 Zyklen PMCA (Abbildung
9,10-13).

no amp. 10x PMCA 2% PMCA 23h 37°C WA

- PK -PK
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Abbildung 9: Hirnhomogenat von gesunden Syrian Hamstern (wt-HM) wurde 1:10, 1:100 und

in 1:200 Verhéltnissen mit Hirnhomogenaten von mit Scrapie 263K infizierten Hamstern
vermischt.
Diese Homogenate wurden 10 (5-8) bzw 23 (10-13) Zyklen der PMCA-Reaktion unterzogen. Als
Kontrolle dienten die sofort bei —80°C eingefrorenen Proben (1-4) sowie die 23h bei 37°C
inkubierten(15-19) Proben. Die Western Blot Analyse nach Pk-Verdau (siehe 2.2.3) zei%t das PK-
verdaute Fragment PrP27-30, die Intensitat der Bande ist proportional zur eingesetzten PrP>° Menge.

Im Western Blot zeigte sich deutlich eine Amplifikation der Banden, die der PMCA
unterzogen wurden, wobei gezeigt werden konnte, dass die Menge des PMCA-Produkts
von der Zykluszahl abhangt. Auch die nicht sonifizierte Probe zeigte gegeniiber der sofort
eingefrorenen Probe eine leichte Verstarkung des Signals, was auch in anderen Arbeiten
bestatigt werden konnte (Lucassen et al., 2003). Bei genauerer Betrachtung konnte man
feststellen, dass die Amplifikation beim 1:100 Verhaltnis, gegeniber den anderen
Mischungsverhéltnissen den gréf3ten Dynamikbereich aufweist, so dass diese

Verdiinnung fur die weiteren Versuche verwendet wurde.
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3.1.2 PMCA und Leistung

Als nachstes wurde die Abh&ngigkeit des Amplifikationsfaktors von der eingesetzten
Sonifizierungsleistung untersucht. Hierzu wurden mit 1:100 263 K versetzten
Homogenaten mit n Pulsen (n= 0, 1, 5, 20, 60) sonifiziert und dann jeweils 1 Stunde lber

10 Zyklen inkubiert (Abbildung 10).

Kontrolle PMCA
e N ]
20K — ““”
1 2 3 4 5 6
PMCA Zyklen 0 10
Inkub. Zeit gesamt (min)| O 600
n x 1s sonication 0 1 5 20 60

Abbildung 10: Abhéangigkeit der Amplifikation von der Sonifizierungsleistung.
Wt-HM +1:100 263K Homogenat wurde mit 10 Zyklen PMCA behandelt (Spur 3-6) wobei
pro Stunde n Impulse (n= 1, 5, 20, 60) verabreicht wurden. Als Kontrolle dienen die sofort
eingefrorene (Spur 1) und die 10 Stunden inkubierte Probe (Spur 2).

Es zeigte sich, dass die maximale PrPres Amplifikation nach 10 Zyklen in einem Bereich

zwischen 5-20 x 1 sec liegt.
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3.1.3 PMCA und Inkubationszeit

Um den Einfluss der Inkubationszeit auf die Amplifikationsleistung zu untersuchen,

wurden 10 Zyklen PMCA mit 5 x 1s Sonifikation pro Zyklus mit Gesamtinkubationszeiten

von 10, 50, 150, 300 und 600 min durchgefuhrt (Abbildung 11).

Kontrolle PMCA
I 1 1 1

29 —
1
PMCA Zyklen 0 10
Inkub. Zeit gesamt (min) 0 10 50 150 300 600
n x 1 s sonication 0 5

Abbildung 11: Abhé&ngigkeit der Amplifikation von der Inkubationszeit.

Wt-HM +1:100 263K Homogenat wurde entweder sofort bei -80°C eingefroren (Spur 1),
oder mit 10 Zyklen PMCA behandelt. Die jeweilige gesamte Inkubationszeit betrug 10, 50,
150, 300 oder 600 min/37°C (Spur 2-6).

Es zeigte sich, dass eine Erhohung der Inkubationszeit zwischen

Sonifikationsschritten zu einer Erhohung des Amplifikationsproduktes fuhrt.

den
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3.1.4 Einfluss von PMCA auf PrPC

Weiterhin wurde untersucht, ob PrPres aus Wildtyp Homogenat ohne PrP*¢ durch die
verschiedenen Schritte der PMCA (Einfrieren, Inkubation, Sonifikation, PK-Verdau)
entsteht. Das 10%ige Wildtyp Homogenat wurde entweder sofort eingefroren, 10h PMCA
unterzogen, 10h bei 37°C inkubiert oder 50 x 1 sec sonifiziert. Dann wurden Aliquots ohne

PK und mit 100ug/ml und 10ug/ml PK versetzt (Abbildung 12).

keine PK +PK 100pg/ml +PK 10pg/ml
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Abbildung 12: Einfluss der PMCA auf den PK-Verdau.
Wildtyp Homogenat von gesunden Hamstern wurde sofort eingefroren (Spur 1, 5, 9), 10 Zyklen PMCA
unterzogen (Spur 2, 6, 10), 10h bei 37°C inkubiert (Spur 3, 7, 11) oder 50 x 1 sec sonifiziert und ohne
Inkubation eingefroren (Spur 4, 8, 12). Die Proben wurden ohne PK-Verdau (Spur 1-4), mit 100pg/ml PK
1h bei 37°C verdaut (Spur 5-8) oder mit 10gg/ml PK 1h bei 37°C verdaut (Spur 9-12). Nach
unvollsténdigem PK-Verdau ist noch ein Rest PrP~ zu detektieren (Spur 9-12)

Wahrend bei der in allen Versuchen verwendeten PK-Konzentration von 100ug/ml (Spur
5-8) weder PrP® noch PrPres Banden zu erkennen sind, sind bei der 10fach geringeren
Konzentration von 10pg/ml (EK, Spur 9-12) PrP® spezifische Banden bei 30-36kD zu
detektieren. Hierbei handelt es sich um nicht verdautes PrP°. Das PK-resistente Fragment
aus PrPS¢ wiirde man im Western Blot bei 27-30kD erwarten, was hier nicht der Fall ist
(siehe auch Einleitung 1.2.2.) Es zeigte sich, dass die Teilschritte der PMCA Methode,

kein PrPres erzeugen kénnen, wenn kein PrP° Seed vorhanden ist.
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3.1.5 Quantitative Reproduktion der PMCA

Um unterschiedliche Ansatze vergleichen zu koénnen, muss man sicherstellen, das
Parallelproben die gleiche Amplifikationsrate aufweisen. In jeweils 4 Probengefalien
wurde Wt-HM + 1:100 263K Homogenat 8 Zyklen PMCA unterzogen. Gleichzeitig wurden

4 Probengefal3e sofort eingefroren (Abbildung 13).

= - e g

1 2 3 4 5 6 7 8
PMCA Zyklen 8 0
Inkub. Zeit gesamt 480 0
n x 1s sonication 5 0

Abbildung 13: Amplifikation von Parallelproben.
Vier Parallelproben von Wt-HM +1:100 263K wurden jeweils 8 Zyklen PMCA unterzogen (Spur 1-4) oder
sofort eingefroren (Spur 5-8). Bei dem starken kreisformigen Signal in Spur 8 handelt es sich um ein Artefakt.

Es wurde gezeigt, dass sich Parallelproben gleichermalRen gut amplifizieren lassen
(Famp=2,6 +0,3) und auch die sofort eingefrorenen Proben keine fur Western Blots

unibliche Unterschiede in der Intensitat aufwiesen (Standardabweichung = 20%).
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3.1.6 PMCA mit serieller Transmission von PrPres

Um herauszufinden, ob das das neue PrPres autokatalytisch die Konversion von PrP¢ zu
PrPres ermoglichen kann, wurde nach 10 Zyklen PMCA (10h) die Wt-HM + 1:20 263K -
Probe 1:2 bzw 1:2,5 in frisches Wildtyp Homogenat von gesundem Syrian Hamster
verdinnt. Vor und nach jeder Verdiinnung wurden jeweils 20ul Aliquots flir die Western
Analyse entnommen. Das verdinnte Homogenat wurde wiederum 10 Zyklen PMCA
unterzogen, bevor das amplifizierte Homogenat mit PrPres wieder in frisches Homogenat
verdunnt wurde. Dieser Vorgang aus 10x PMCA und serieller Verdinnung wurde
insgesamt 9mal wiederholt (I-X), so dass das initiale Material zum Schluss um das 512

bzw. 3815 fache verdiinnt wurde (Abbildung 14).

| 1l 1l IV Vv Vi VI VI IX X  1:10%
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Abbildung 14: Serielle Transmission und Amplifikation von PrPRes
Wit-HM+1:20 263K wurde 10 Zyklen PMCA unterzogen und anschlie@end 2fach (oberes Bild) oder
2,5fach (unteres Bild) in frisches Wt-HM verdinnt. Der Vorgang von Amplifikationen und Verdinnung
wurde 9fach wiederholt (I-X). Vor und nach jedem 10er Zyklus PMCA wurden Aliquots fiir die Western
Analyse entnommen (z.B. I: linke Bande: vor PMCA, rechte Bande: nach PMC A). Die letzte Spur zeigt
eine 1:10 Verdinnung in Wt-HM des initialen Homogenats(*).

Von Verdiinnung zu Verdiinnung sank der Gehalt an PrP>¢ exponentiell, wéahrend der
Gesamtgehalt an PrPres nur einen leichten Rlckgang zeigte (Abbildung 15), da der

Verdunnungsfaktor von 2 den mittleren Amplifikationsfaktor leicht tGberstieg.
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Abbildung 15: PrPres nach
jeweils 10 PMCA-Zyklen und
SN DI <+ serieller 2facher Verdiinnung (FX)
Relative Mengen von initialem
PrP*® (grau) und neuem PrPres
(weil).

o

Passage

Es zeigte sich, dass der Amplifikationsfaktor meist zwischen 1,5 und 2.0 lag und

unabhéngig von den Verdinnungsschritten war.
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_E Abbildung 16: Amplifikationsfaktoren
7 159 von den PMCA Experimenten mit
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s 7 (Verdiinnung 2 fach)
E 0,59 Die katalytische Aktivitat ist unabhéngig von

dem relativen Anteil von PrP*® aus dem
0.0 A initialem 263K und dem neu geformten
L1 m v oVoVE VI VI X X PrPres.
Passage

Die mittlere Amplifikationsrate lag bei 1.75 + 0.3 (2fache Verdinnung) und 1.8 + 0.4
(2,5fache Verdiinnung) (Abbildung 16). Die totale Amplifikation lag bei 270- bzw. 280fach

fur die 2- und 2,5 fache Verdinnungen.

Zusatzlich wurde die biologische Infektiositat des entstandenen PrPres von M.Beekes am
RKI Berlin untersucht. 3 Gruppen Hamster wurden mit 3 unterschiedlichen Substraten
inokuliert: Initiales PMCA Substrat (1:20 263K in Wt-HM), PMCA Reaktionsprodukt nach
10 facher serieller Transmission, sowie eine 10 fache Verdiinnung des initialen PMCA
Substrates ohne PMCA. Man stellte keine Zunahme an Infektiositat durch die PMCA fest
(Bieschke et al., 2004). Die Versuche zur seriellen Amplifikation entstanden in
Zusammenarbeit von Jan Bieschke, Petra Weber, Nikolaus Sarafoff, Michael Beekes,
Armin Giese und Hans Kretzschmar und die Ergebnisse wurden 2004 publiziert (Bieschke
et al., 2004). Kirzlich konnte eine Arbeitsgruppe mit der Methode der seriellen
Transmission erstmals infektioses PrPres in vitro erzeugen und somit den Beweis flur die

Prionhypothese fiihren (Castilla et al., 2005a)
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3.2 Hemmung der PrPres Erzeugung durch rekombinantes PrP

Fur die Generierung von PrPres ware es von grol3em Interesse rekombinantes PrP (rPrP
23-231) vom Syrian Hamster (SHa) einzusetzen, um die Entstehung und die
Eigenschaften von PrPres besser charakterisieren zu kénnen. Die Konzentration von PrP¢
pro mg Gesamtprotein im Hamsterhirn betragt 0,07ug/mg Protein (Pan et al., 1992). Pro
mg Feuchtgewicht betragt der Proteinanteil ca 100mg, so dass man davon ausgehen

konnte, dass pro mg Hamsterhirn 7pg PrP¢ vorhanden sind.

Zuerst wurde gezeigt, dass eine Amplifikation von 1:100 263K in Hirnhomogenat von
Méausen, welche kein PrP€ exprimieren (Nullmause, PrP%°), nicht stattfand. Dies bestatigt
die These, dass als Substrat fir die PMCA natives PrP® zur Verfiigung stehen muss.
Auch eine Hinzugabe von rPrP zu dem Ansatz in Nullmaushomogenat anderte die Menge
an detektierbarem PrPres nach 8 Zyklen PMCA nicht (Abbildung 17), so dass gezeigt

wurde, dass rPrP nicht als PMCA Substrat in Nullmaushomogenat zur Verfliigung steht.

= = = = + + + + PMCA

- - | + + | = - + + rPrP
Abbildung 17: Natives PrP“ ist

5 — Substrat fur PMCA.

s wow bod Beer 8 i . -29 PrPY°-Homogenat + 1:100 263K

wurde sofort eingefroren (Spur 1-4)
.21 oder 8 Zyklen PMCA unterzogen

1 3 S - & 6 % 8 (Spur 5-8). Es fand weder mit
(Spur 7,8) noch ohne rPrP (Spur
5,6) eine Amplifikation von PrPres
Statt.

Als néchstes wurde untersucht, ob in Anwesenheit von PrP¢ eine Umwandlung von rPrP
zu PrPres mdoglich ware. Es wurde rPrP (23-231) von Syrian Hamster (SHa) in
siebenfachem UberschuB zu PrP® in den PMCA Ansatz (1:100 263K in Wt-HM)
hinzugegeben. Es wurde festgestellt, dass in Gegenwart dieser rPrP Konzentration die

Amplifikation von PrPres gehemmt wurde (Abbildung 18).



3 Ergebnisse

47

+ + PMCA
+ + PP

-35

bl 1 I 1T e

7 8 -21

Abbildung 18: Inhibition der
PMCA durch rPrP (23-231)
Wt-HM +1:100 263K wurde sofort
eingefroren  (Spur 1-4) oder
8 Zyklen PMCA unterzogen (Spur
5-8). rPrP inhibiert die
Amplifikation von PrPRes (Spur
7,8) im Vergleich zu der Probe
ohne Zugabe von rPrP (Spur 5,6)
wo eine Amplifikation
stattgefunden hat. (Vergleich Spur
1,2)

Um herauszufinden, ob die Inhibition von rPrP konzentrationsabhangig ist, wurde rPrP zu

PrP® im Verhaltnis von 10:1, 3:1, 1:1 und 1:3 eingesetzt. Es zeigte sich, dass eine

Hemmung der Amplifikation bereits bei substéchiometrischer Zugabe von SHa rPrP

stattfand, wohingegen die Zugabe von murinem

rPrP oder BSA in zehnfachem

Uberschuss keine hemmenden Effekte auf die PMCA hatten (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Inhibition der PrPres Amplifikation durch rPrP

Wt-HM + 1:100 263K wurde mit 0-10 fachem Verhaltnis von rPrP/PrPC mit SHa rPrP versetzt und 8 Zyklen
der PMCA unterzogen. Die Werte stammen aus 46 Versuchen die mittels Western Blot Analyse und
digitaler Intensitédtsmessung auf die PMCA Reaktion ohne Zusatz normiert wurden. Die Mittelwerte und die
Standardabweichung sind dargestellt. Ein 10facher Uberschuf? an murinem rPrP oder BSA wurde in
zusatzlichen Proben als Kontrollen verarbeitet.

SHa rPrP inhibiert signifikant die PrPres Amplifikation verglichen zur Amplifikation ohne

rPrP (P<0,003) und verglichen zu der Amplifikation in Anwesenheit von murinem rPrP im

Uberschuss (P<0,05). Diese Ergebnisse sind in der Gemeinschaftsarbeit von Jan

Bieschke, Petra Weber, Nikolaus Sarafoff, Michael Beekes, Armin Giese und Hans

Kretzschmar publiziert worden (Bieschke et al., 2004)
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3.3 Metallionenkonzentration und Prionamplifikation

Metalloberflaichen konnen PrPS¢ binden und Infektiositat Ubertragen, wie in der
Vergangenheit gezeigt wurde (Flechsig et al., 2001). Es wurde deswegen argumentiert,
dass die Metalloberflaiche des Sonikatorstabes, mikroskopische Metallpartikel die vom
Stab abgesondert werden oder Metallionen, die sich wahrend des Sonikationsprozesses

l6sen, fur die PrPres Amplifikation, die man bei der PMCA beobachtet, essentiell sind.

Metallionen wie Kupfer, Mangan, Zink und Nickel haben einen Einfluss auf die Umfaltung,
Aggregation und Protease Resistenz von dem Kupferbindenden PrP (siehe 1.3.2). In den
Versuchen wurde der Einfluss von den Chloridsalzen der genannten Metalle auf die
Amplifikation von Prionen in vitro (PMCA) untersucht. Als Kontrolle wurde noch der
Einfluss der Metalle auf die PK-Resistenz und den pH-Wert im Reaktionsansatz

untersucht.

FiUr die Metallionenversuche wurde das Saborio Protokoll zu EDTA freiem Protease
Inhibitor geandert (siehe 2.2.1).
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3.3.1 Metallionenkonzentration und PMCA

Um den Einfluss von Metallionen auf die PMCA charakterisieren zu kénnen, wurden
unterschiedliche Ansatze von Wt-HM +1:100 263K —Homogenat ohne EDTA amplifiziert.
Amplifikationsfaktoren von 68 unterschiedlichen Experimenten wurden normiert, indem
man den Zuwachs von PrPres bei der PMCA ohne Zusatz von Metallionen oder EDTA als
100% definierte (siehe 2.2.6.1).

Der Einfluss der Metallionen auf den PK Verdau muss von dem Einfluss der Metallionen
auf die PMCA Reaktion unterschieden werden. Hierzu wurde der Zuwachs von PrPres
Western Blot Intensitdten von PMCA Reaktionen verglichen, wo Metallionen nach der
PMCA Reaktion aber vor dem PK Verdau (Abbildung 20b, 50uM: weil3; 500uM grau), oder vor
der PMCA Reaktion und damit ebenfalls vor dem PK Verdau (Abbildung 20b, 50uM: gestreift;
500uM: schwarz) hinzugegeben wurden. Um den Einfluss der Metallionen zu tberprifen, die
bereits im Homogenat vorhanden sind, wurde EDTA im Uberschuss (1mM) vor der PMCA

Reaktion hinzugegeben (Abbildung 20a, gestreift)

a b
200 A 200 1
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Abbildung 20: Mn, Ni und Zink férdern die PrPres Amplifikation, wahrend Cu keinen Effekt zeigt.
Alle Metallionen verringern die Stabilitdt von PrPres gegeniiber PK wahrend EDTA die Stabilitat
erhoht.
a. EDTA(ImM) wurde vor dem PK Verdau (wei8) oder vor der PMCA Reaktion (n=34, gestreift)
hinzugegeben.
b: CuCl,, MnCl, NiCl, und ZnCl, wurde vor (gestreift: 50uM, schwarz: 500uM) oder nach der PMCA
Reaktion (weif3: 50uM, grau: 500uM) hinzugegeben. PrPres Konzentrationen wurden nach 8 Zyklen von
n=6-8 unabhangigen PMCA Reaktionen bestimmt wie bereits beschrieben. Die gestrichelte 100 % Linie
zeigt den Zuwachs von PrPres in der Kontroll PMCA ohne Zugabe von Metallsalzen oder EDTA. Initiale
PrP>-Intensitéten wurden auf 0% festgelegt.

Mangan, Nickel und Zink jedoch nicht Kupfer fordern die PMCA Reaktion bei 50uM
(Abbildung 20b, gestreift) und 500uM (Abbildung 20b, schwarz) Konzentration, verglichen mit
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den Kontrollreaktionen bei denen die divalenten Kationen nach der PMCA hinzugegeben
wurden (Abbildung 20b, 50uM: weiR; 500uM: grau). Bei 50uM-Konzentration (Abbildung 20b,
gestreift) konnte bei Cu, Ni und Zn kein Einfluss auf die PrPres PK-Resistenz festgestellt
werden, wahrend Mn die PK-Resistenz verringerte. Die Zugabe von 500uM Metallionen
verringerte die PrPres Menge um 40-70% verglichen mit der Kontroll PMCA Reaktion
(=100%). Der Anstieg in der PrPres Intensitat durch den positiven Einfluss auf die PMCA
in Anwesenheit von Mn, Ni und Zn wird durch den destabilisierenden Effekt, den die
Metallionen in diesem Versuchsansatz auf die PK-Resistenz des entstandenen PrPres
ausuben, verringert. Im GrofRen und Ganzen ist die Menge von PrPres, die in
Anwesenheit von Metallionen entstanden ist geringer, als die Menge die in den
Kontrollreaktionen entstanden ist, wo weder Metallsalze noch EDTA eingesetzt wurde
(100%).

Durch das Binden von freien Metallionen mit EDTA im Reaktionsansatz erhoht sich die
detektierbare PK Resistente PrPres Menge nach der PMCA Reaktion (Abbildung 20a). Der
Anstieg von PrPres in Anwesenheit von EDTA lasst sich am besten mit einer
Aktivitatsminderung der Proteinase K erklaren, die bekannterweise von Ca’*-ionen
abhangig ist (Bajorath et al., 1988). Der Einfluss der verschiedenen Versuchsansatze auf

die PK Resistenz von PrP° ohne PMCA ist im nachsten Kapitel ausfiihrlich beschrieben.
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3.3.2 Metallionenkonzentration und PK-Verdau

Proteinase K ist ein metallabhdngige Proteinase (Bajorath et al., 1988), so dass
untersucht wurde, welchen Einfluss die eingesetzten Kationen auf den PK Verdau haben.
Hierzu wurde ein Wildtyp Homogenat vom Syrian Hamster mit 1:50 263 K Homogenat
versetzt und die Proben mit den zweiwertigen Metallionen: Kupfer, Mangan, Nickel und
Zink in zwei verschiedenen Konzentrationen (50uM und 500uM) versetzt. Als Kontrolle
dienten sowohl die Proben, welche ddH,0 bekamen als auch die Proben mit 1mM und
5mM EDTA (Abbildung 21). Die Proben wurden nicht amplifiziert sondern gleich PK-verdaut
(EK 100ug/ml) und mit Western Analyse detektiert und mittels digitaler

Intensitatsmessung ausgewertet.

[ T
|\ |

Abbildung 21: Einfluss von Metallionen und EDTA auf den PK-Verdau
Wt-HM + 1:50 263K wurde mit (a) EDTA 1mM (weil3) und 5mM (gestreift) sowie (b) Metallionen in
50pmolarer (weif3) und 500pmolarer (gestreift) Konzentration versetzt. Die Proben wurden nicht amplifiziert
sondern gleich PK-verdaut und mittels Western Analyse und digitaler Intensitdtsmessung detektiert (n=2).
Die gestrichelte 100 % Linie zeigt die Menge von PrP>° in einer Probe ohne Zugabe von Metallsalzen oder
EDTA.

Es zeigte sich, dass bei einer Metallionenkonzentration von 500uM eine Aktivitdtserhéung
der PK erfolgt, da weniger PrP>° detektiert wird. In Anwesenheit von EDTAist 140% PrP>°
detektierbar, verglichen mit der 100% ddH,O Kontrolle
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3.3.3 Metallionenkonzentration und pH-Wert

Um herauszufinden, ob sich durch Zugabe von Metallionen bzw. EDTA der pH-Wert des
Ansatzes andert, wurde 10%iges Wildtyphomogenat vom Syrian Hamster mit EDTA 1mM
und den Metallionen: Kupfer, Mangan, Nickel, Zink versetzt. Als Kontrolle diente die Probe
mit ddH,O Zusatz (Abbildung 22). Die Proben wurden zum Zeitpunkt O und nach

24stundiger Inkubation bei Raumtemperatur mit der pH-Elektrode InLab 423 gemessen.
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Abbildung 22: pH Werte von Wildtyphomogenaten mit Metallionen und EDTA
10%iges Wildtyphomogenat vom Syrian Hamster wurde mit ddH,O(Kontrolle) und Metallionen in 50uM und
500uM Konzentration, sowie EDTA 1mM versetzt und der pH Wert a1 den Zeitpunkten t=0 und 24h
gemessen. Die Mittelwerte von jeweils 6 Ansatzen sowie die Standardabweichung sind dargestellt.

Es zeigte sich, dass der pH Wert im Mittel um maximal 10 variiert und dass auch nach
24h die Abnahme des pH Werts bei allen Proben gleichmaRig ist. Die unterschiedliche
Intensitat des PrPres in den verschiedenen Metall Proben, konnte also nicht auf eine

Anderung des pH-Werts zuriickgefiihrt werden.
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3.4  Automatisierung der PMCA

Die manuelle PMCA Methode mit dem Stab, wie von Saborio et. al beschrieben, ist vom
Untersucher abhangig, sehr zeitaufwendig und arbeitet im offenen System, so dass
Kontaminationen auftreten koénnen. Die Auswertung ist auf ein Western Blot Gel
beschrankt, so dass maximal 15 Proben miteinander verglichen werden kénnen. Eine
Automatisierung der PMCA in einem geschlossenen System wéare aufgrund der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, der Laborsicherheit und des geringeren

Arbeitsaufwands von enormen Vorteil.

3.4.1 Entwicklung des Wasserbadamplifikators

Die Nachteile der manuellen PMCA konnte zum Teil durch die Entwicklung einer
indirekten Amplifikation im Wasserbadamplifikator beseitigt werden. Die Timerfunktion des
Ultraschallwasserbads SONOREX 52H wurde mithilfe eines Taktgebers der Firma
Siemens (Typ 3RP1555-1AP30) uberbrickt, so dass nun in sekundengenau
bestimmbaren und individuell einstellbaren Pause und Puls Zeiten, das Ultraschallbad
zyklisch  beschallt werden und (gleichzeitig Uber die bereits vorhandene
Temperierungsfunktion das Wasserbad auf 37°C konstant gehalten werden konnte. Die
Proben wurden in geschlossenen Probengefallen in einem eigens angefertigten

Schwimmer im Bad genau positioniert (Abbildung 23

Abbildung 23: Schwimmféhiger Probenhalter fir 200ul Probengefalie (der Schwimmer).
Eine 11 x 12 cm grof3e Kunststoffplatte mit 37 Lochern (Durchmesser 4 mm, Abstand 10mm) und
Styroporverstarkung am Rand der Platte wurde genau mittig im Wasserbadamplifikator positioniert
und am Rand des Bades fixiert.
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3.4.2 Automatische PMCA im Wasserbadamplifikator

Bei der automatischen PMCA wurden die Sonifikations- und Inkubationsschritte vom
Wasserbadamplifikator (siehe 3.4.1) durchgefuhrt. Fir die Pulszeit wurden 30sec und fur
die Inkubationszeit 29 Minuten 30sec gewahlt. Die Proben bestanden aus Wt-HM + 1:100
263K mit 5mM EDTA versetzt und wurden in die Position 1-28 in den Schwimmer
gegeben und fur 20 Stunden (40 Zyklen) amplifiziert. Ein manuelles Eingreifen war nach

Starten der Maschine nicht nétig.

Die Probe wurden mittels Western Analyse detektiert und mit digitaler Intensitatsmessung
quantifiziert (siehe Kap 2.2.6). Es zeigte sich in 2 unterschiedlichen Ansétzen, dass eine
indirekte Amplifikation mit Amplifikationsfaktoren von bis zu 14 mdglich war. Diese Werte
konnten bei der manuellen PMCA nicht erreicht werden. Im Mittel betrug der
Amplifikationsfaktor 5,23 + 2,90. Weiterhin wurde gezeigt, dass die indirekte Amplifikation
von der Position der Probe im Schwimmer abhangig ist, was auf die inhomogene

Verteilung der Ultraschalldruckwellen im Wasserbad zurtickzuflihren ist (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Der Amplifikationsfaktor bei der indirekten PMCA im Wasserbadamplifikator
ist abhéangig von der Schwimmerposition (Ultraschallleistung).
Wt-HM + 1:100 263K mit 5mM EDTA wurde im Wasserbadamplifikator 20 Stunden (40 Zyklen)
amplifiziert. Die ProbengréRe von jeweils 60 pl wurde im geschlossenen Gefal3 an definierte Positionen
in den Schwimmer gegeben, welcher an den Amplifikator fixiert wurde. Die Sonifikationszeit betrug
30sec, die Inkubationszeit 29min 30sec. PrPres wurde nach PK-Verdau mittels Western Analyse
detektiert und mit digitaler Intensitdtsmessung quantifiziert. Die Abbildung zeigt die
Amplifikationsfaktoren im Vergleich zur nicht amplifizierten Probe, in Abh&ngigkeit von der Position auf
dem Schwimmer. Im Mittel betrug der Amplifikationsfaktor 5,23 + 2,90.

Somit wurde auch bei der indirekten Sonifikation eine Leistungsabhangigkeit der PMCA
gezeigt (Vergleiche 3.1.2). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die PMCA nicht

abhangig ist von der Metalloberflache des Sonifikationsstabes, der bei der manuellen

Methode eingesetzt wird.
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3.4.3 Entwicklung des Munich Prion Cyclers (MPC)

Die inhomogene Leistungsverteilung des Wasserbadamplifikators erlaubt keine
Vergleiche von Proben, aufgrund der platzabhéngigen inhomogenen
Ampflifikationsfaktoren von Proben gleichen Inhalts. So kann eine Anderung des
Amplifikationsfaktors, der flr ein Substanz Screening im High-Throughput-Verfahren
interessant ware, nicht eindeutig auf den Inhalt der Probe zurtickzufiihren werden. Eine
homogenere Amplifikationsrate versprach der Sonicator 3000 der Firma Misonix mit dem
Microplate Horn. Die Abstrahlflache des Microplate Horns bei dem Geréat ist von einem
Acrylring eingefasst, so dass ein mit Wasser oder anderen Flussigkeiten befullbares
kreisrundes Becken entsteht. Die Bodenflache wird vollstdndig von der Abstrahlflache

ausgekleidet und enthélt eine Vertiefung, die speziell fir Mikrotiterplatten ausgelegt ist

(Abbildung 25).

Abbildung 25: Microplate Horn
Die Mikrotiterplatte wird in das mit Wasser gefiillte
Beschallungsbecken gegeben, dessen Boden
vollstandig von der Abstrahlflache ausgekleidet wird.

Die Sonifikationsleistung des Sonicator 3000 kann in 10 verschiedenen Stufen eingestellt
werden. Zykluszahl, Pause- und Puls-Zeiten koénnen individuell und sekundengenau
eingestellt werden. Das Geréat kann das Beschallungsbecken nicht temperieren, besitzt
jedoch Anschlisse fur Schlauchverbindungen, so dass ein externes Thermostat
angeschlossen werden konnte (Abbildung 26). Da mit infektiosem Material gearbeitet
wurde, wurde das Thermostat nur indirekt an den Munich Prion Cycler (MPC)
angeschlossen. Das Inkubierwasser welches im Kreislauf 1 das Beschallungsbecken
temperiert, zirkuliert mit Hilfe einer Schlauchpumpe durch eine speziell angefertigten
Kupferspirale, die im Thermostat auf die gewlnschte Temperatur geheizt wurde. Dadurch
wurde gewahrleistet, dass etwaige Infektiositat, die wahrend der PMCA aus der
Mikrotiterplatte hatte austreten kdnnen, das Thermostat nicht kontaminiert hatte. Die
Temperierfunktion, die die Temperatur im Thermostat bestimmt, wurde Uber einen im

Kreislauf 1 integrierten externen Temperaturfihler reguliert.
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Das Thermostat wird
Uber einen externen
Temperaturfihler
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des Munich Prion Cyclers (MPC)
Die zu amplifizierenden Proben befinden sich in der Mikrotiterplatte im Beschallungsbecken auf dem
Microplate Horn. Der Sonicator 3000 kann in variablen Puls und Pausezeiten sekundengenau und zyklisch
das Becken beschallen. Die konstante Inkubiertemperatur ist Uber das auf 37°C temperierte Wasser im

Kreislauf 1 gewahrleistet.
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3.4.4 Automatische PMCA im Munich Prion Cycler (MPC)

Im Munich Prion Cycler konnten Proben im Mikrotiterplatten Format amplifiziert werden,
ohne dass ein manuelles Eingreifen erforderlich war. Der MPC wurde auf Stufe 5 (168W)
mit einer Pulszeit von 30sec und einer Pausezeit von 29min 30sec auf eine Zykluszahl
von 21 Stunden eingestellt. Das Wt-HM wurde 1:100 mit 263K Scrapie Hirn versetzt und
zusatzlich mit 1mM EDTA und in 60ul Aliquots auf 28 Positionen der Mikrotiterplatte
verteilt. Neben zentralen Positionen wurden auch randstindige Positionen besetzt, um
einen etwaigen Abfall der Amplifikationsleistung am Rand der Platte beobachten zu
kénnen (Abbildung 27). Der Versuch wurde bei 25°C durchgefihrt.
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Abbildung 27: Probenbeladung der
Mikrotiterplatte im Munich Prion Cycler(MPC).
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Abbildung 28: Bei der indirekten PMCA im Munich Prion Cycler ist kein Abfall des
Amplifikationsfaktors am Rand der Platte zu beobachten.
Wt-HM + 1:100 263K mit 1mM EDTA wurde im Munich Prion Cycler 21 Stunden (42 Zyklen) amplifiziert.
Die Probengrof3e von jeweils 60 pl wurde an 28 Stellen in die Mikrotiterplatte gegeben und mit Klebefolie
verschlossen (siehe Abbildung 27). Die Sonifikationszeit betrug 30sec, die hkubationszeit 29min 30sec.
PrPres wurde nach PK-Verdau mittels Western Analyse detektiert und mit digitaler Intensitdtsmessung
quantifiziert. Die Abbildung zeigt die Amplifikationsfaktoren im Vergleich zur nicht amplifizierten Probe, in
Abhéanaiakeit von der Position auf der Mikrotiterplatte. Im Mittel betrua der Amplifikationsfaktor 3.0 £ 0.7.

Es zeigte sich nach Western Anaylse und digitaler Intensitdtsmessung ein mittlerer
Amplifikationsfaktor von 3,0+ 0,7, wobei kein Abfall der Faktoren am Rand der Platte

festzustellen war (Abbildung 28).
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4 Diskussion

Die Arbeit ,Amplifikation von Prionen in vitro* beruhte auf der Amplifikationsmethode die
erstmals 2001 vorgestellt wurde (Saborio et al., 2001). Bei der PMCA wird erstmals PK-
resistentes PrPres in ausreichender Menge in vitro hergestellt, welches
molekularbiologisch dem Erreger spongiformer Enzephalopathien gleicht. Die PMCA
erlaubt somit eine in vitro Untersuchung des pathologischen Umfaltungsprozess von PrP®

zu PrP° fiir diagnostische und therapeutische Studien.

4.1 Etablierung und Analyse der Einzelschritte der PMCA Methode

Die PMCA Methode amplifiziert Prionen durch Mischung von infizierten und gesunden
Hamsterhirnmogenaten und darauffolgender Inkubation und Sonifikation des
Reaktionsansatzes. Eine Amplifikation wird durch densitometrische Messung und
Vergleich der PrPres Western Blot Banden zu Beginn und am Ende der PMCA Reaktion
ermittelt (Saborio et al.,, 2001). Es wurden ausgiebig die Einzelschritte der PMCA
Methode, insbesondere die Quantifikation der Western Blot Bande und die Auswirkungen
der Sonikationsleistung und der Inkubationszeit auf die Amplifikationseffizienz untersucht.
Des Weiteren wurde das eingesetzte Substrat variiert, sowie der Einfluss des PK

Verdaus auf die PrPres Entstehung untersucht.

Zur Quantifikation von PrPres Banden war nicht viel bekannt und auch die Autoren der
PMCA Methode haben keine Angaben iiber Verdiinnungsreihen von PrP%® im Western
Blot gemacht. Wir haben zunachst gezeigt, dass die Intensitdt der PrPres Bande direkt
proportional zur eingesetzten PrP® Menge ist (Kap. 2.2.6), so dass Intensitatsmessungen

von PrPres Banden die Proteinmenge in vitro reprasentieren.

Saborio et al. zeigten, dass das Amplifikationsprodukt mit Zunahme der Zyklen ansteigt,
was von uns bestatigt werden konnte (Kap 3.1.1). Gleichzeitig konnten Sie keine
Amplifikation beobachten, wenn der Reaktionsansatz nur inkubiert und nicht sonifiziert
wurde. Eine neuere Arbeit, die den Einfluss von Mn auf die PrPres Entstehung von PrP®¢
untersucht, unterstreicht den Einfluss der Sonifikation bei der PMCA (Kim et al., 2005). In
unseren Experimenten konnten wir ohne Sonifikation einen moderaten Anstieg von
PrPres zeigen, der auch in der modifizierten PMCA (Lucassen et al., 2003) beschrieben
wurde, die ohne Sonifikation und mit einer veranderten Homogenatzusammensetzung
arbeitet. Amplifikationsfaktoren von 58+20 die initial publiziert wurden (Saborio et al.,
2001), konnten bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe reproduziert werden. Studien

haben einen Amplifikationsfaktor von 10 Uber 24h beschrieben (Lucassen et al., 2003). In
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unserem Labor konnten konstante Amplifikationsfaktoren von 1,75+0,3 fir jeweils 10
Zyklen (Uber einen Zeitraum von 100 Zyklen gezeigt werden, was zu einer
Gesamtamplifikation von 270 gefuhrt hat (Bieschke et al.,, 2004). Kirzlich wurde eine
200.000 fache Amplifikation mit Amplifikationsfaktoren von 1,9+0,2 fir jeweils 10 Zyklen
Uber 150 PMCA Zyklen mit serieller Transmission von PrPres gezeigt (Piening et al.,
2005). Bei Proben, die nur inkubiert wurden, konnten in derselben Arbeit initial
Amplifikationsfaktoren von 2,1 gezeigt werden. Nach seriellen Transmissionsschritten
sank der Faktor jedoch auf 1,4 und 1,1 bis dann nach dem 6. Schritt kein PrPres mehr zu
detektieren war. Dies zeigt, dass amplifiziertes PrPres das nicht sonifiziert wurde, nicht
autokatalytische Eigenschaften besitzt wie PrPres aus PMCA Versuchen (Piening et al.,
2005; Bieschke et al.,, 2004) und somit nicht die Eigenschaften der Prionhypothese wie
PK Resistenz und autokatalytische Aktivitat erfillt. Der Sonifikationsschritt ist somit
essentiell fur die in vitro Amplifikation von Prionen. Der Einfluss der Sonifikationsleistung
auf die Konversionseffizienz wurde untersucht. Homogenate wurden stiindlich mit nxlsec
(n=0, 1, 5, 20, 60) Impulsen des Stabsonicators amplifiziert und es konnte eine optimale
Amplifikation bei 5-20x 1sec Impulsen festgestellt werden, so dass das PMCA Protokoll
bestatigt werden konnte (Kap. 3.1.2). Eine neuere Studie konnte die Wichtigkeit
optimierter unterschiedlicher Sonfikationsleistung bei Amplifikation von Prionen
verschiedener Species wie Hamster, Maus, Schaf, Ziege, BSE und Mensch zeigen (Soto
et al., 2005)

Die bekannten Daten lieBen keine Ruckschlisse auf die Reproduzierbarkeit der
Amplifikation zu. In vier Parallelansatzen wurden 4 Reaktionsansatze nach dem PMCA
Protokoll amplifiziert und es konnte eine Abweichung von nur 10% der
Amplifikationsfaktoren (F,mp=2,6 * 0,3) festgestellt werden (Kap 3.1.5), so dass die PMCA

Reaktion reproduzierbar ist.

PrPs° ist weitgehend PK resistent wahrend PrP® nur eine sehr schwache PK Resistenz
aufweist (Bolton et al., 1982). Bei der PMCA Reaktion wird PrP® zu PrPres in
Anwesenheit von einem PrP%° seed umgewandelt. Es wurde untersucht, ob durch
Inkubation oder Sonifikation von PrP® bereits eine PK resistenz entsteht, sowie ob die PK
Konzentration einen Einfluss auf die PrP® Detektion hat. Bei einer PK Konzentration von
10ug/ml 37°C/ih wurde PrP® nicht vollstandig abgebaut, wohingegen bei 100pg/ml
37°C/1h keine Western Blot Bande mehr zu detektieren war (Kap. 3.1.4). Dies konnte in
anderen Arbeiten bestatigt werden, wo bei 10ug/ml 37°C/1h auch kein Signal detektiert
wurde (Kim et al., 2005). Des Weiteren konnte in unseren Versuchen keine de novo PK

Resistenz festgestellt werden, wenn nur PrP¢ eingesetzt wurde und Homogenate
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sonifiziert oder inkubiert wurden (Kap 3.1.4).

Zur Erzeugung von PrPres ist PrP¢ erforderlich. Eine Sonifizierung in PrP%® Homogenat,
welches kein PrP® enthalt, zeigte keine Verstarkung der PrPres Bande nach 8 Zyklen
PMCA (Kap. 3.2).

Der Inkubationsschritt der PMCA wird bei 37°C durchgefuhrt. Es wurde gezeigt, dass eine
Amplifikation im Bereich von 25°C-37°C gut ablauft, wohingegen keine Signalverstarkung
bei 4°C gemessen werden konnte (Lucassen et al., 2003). Eine Erhéhung der Temperatur
auf 65°C zeigte in Anwesenheit von Mn eine Umfaltung von PrP® zu PrPres, wohingegen
bei 100°C keine PK Resistenz gemessen werden konnte (Kim et al., 2005). Dies zeigt,
dass die PMCA bei physiologischen Temperaturen erfolgen muss, da entweder Prion
Proteine oder Cofaktoren eine temperaturabhangige Kinetik aufweisen oder bei
unphysiologischen Temperaturen ihre Funktion aufgeben. Der optimale pH Wert fir in

vitro Prion Amplifikation wurde mit pH 6-8 gezeigt (Lucassen et al., 2003).

Die PMCA amplifiziert PrPres autokatalytisch in vitro. Der Amplifikationsfaktor ist
abhangig von der Zykluszahl und benétigt sowohl Inkubations-, als auch
Sonifikationsschritte und sollte bei physiologischen 37°C und pH 6-8 durchgefiihrt werden.
Je nach Starke der Sonifizierung andert sich die Effizienz der PMCA Reaktion. Eine
Amplifikation ohne Sonifikation ist mdglich, scheint aber nicht autokatalytisch aktives
PrPres zu erzeugen und erflillt somit nicht die Prion Hypothese. Neues PrPres kann als
seed fur weitere Amplifikationen dienen. Parallelansatze zeigten die Reproduzierbarkeit
der PMCA, so dass vergleichende Studien mit unterschiedlichen Reaktionsanséatzen
einen Vergleich der Amplifikationseffizienz ermdglichen. Die Intensitdtsmessung von

Western Blot Banden reprasentiert die Proteinmenge in vitro.

4.2 Spezifitat der PMCA Reaktion; rPrP hemmt PMCA Reaktion

Rekombinantes PrP vom Syrian Hamster (SHa rPrP (23-231)) in 10 fachem Uberschuss
zu PrP® hemmt die Amplifikation von PrPres vollstandig (siehe 3.2). Um zu uberpriifen, ob
die Inhibition der PrPres Entstehung spezifisch war, wurde SHa rPrP in Verhaltnissen von
rPrP/PrPC von 0,3 bis 10 zu dem Reaktionsansatz hinzugegeben und es wurde gezeigt,
dass sogar substochiometrische Mengen an rPrP signifikant die Amplifikation hemmen.
Der Amplifikationsfaktor halbierte sich bereits bei einem molarem Verhaltnis rPrP/PrP®
von 0,3 und bei einem Verhéaltnis von =1 konnte fast keine PrPres Formation beobachtet
werden (p<0,003). Kontrollen mit murinem rPrP sowie BSA beeinflussten die Amplifikation
nicht signifikant (p<0,05) (Kap. 3.2).
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Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Hamster rPrP (23-231) die PMCA
Reaktion von Hamsterhomogenaten spezifisch hemmt und die Ergebnisse konnten

publiziert werden (Bieschke et al., 2004).

Es lasst sich mit Prionreplikationsmodellen mdglicherweise erklaren, warum bereits
substéchiometrische Mengen von homologem rPrP die Amplifikation hemmen. Es ware
moglich, dass rPrP spezifisch die Konversionszentren von PrP*¢ bzw. PrPres rods
blockiert, so dass PrP¢ nicht binden kann. Als mdgliche Konversionszentren kénnte man
sich die Enden der PrP5® Polymere vorstellen, wie in der Vergangenheit vorgeschlagen
(Masel and Jansen, 2000). Gleichzeitig zeigt die fehlende Umwandlung von Hamster
rPrP, dass die Prionreplikation sehr spezifisch ist und dass auf3er rPrP und PrPres andere
Faktoren wie z.B. das vorgeschlagene Protein X (Telling et al., 1995) flr die Konversion
essentiell sind. Die Spezifitat wird unterstrichen durch die fehlende Inhibition von murinem
rPrP was im Gegenzug zu Hamster rPrP nicht in der Lage war, die Konversion zu

hemmen.

Versuche PrP*¢ in Hirnhomogenaten von anderen Species zu amplifizieren schlugen fehl
(Lucassen et al., 2003; Soto et al., 2005) und zeigen erneut die in vivo beobachtete
Speciesbarriere auf molekularem Level. Unterschiedliche Konversionseigenschaften von
Prionproteinen verschiedener Species konnten bereits mit dem Cell free conversion
system bei unterschiedlichen Glycosilierungsmustern (Vorberg and Priola, 2002) und
Heterologien in der Aminosaurenabfolge (Priola, 1999) gezeigt werden. Der genaue
Mechanismus der heterologen Interaktion unterschiedlicher rekombinanter Prionproteine
bei der PMCA ist nicht bekannt, zeigt aber, dass die PMCA auf molekularem Level sehr

spezifisch arbeitet.

4.3 Metallionen und PMCA

Prion Proteine binden Kupfer in vivo (Brown et al., 1997a) und in geringerer Affinitdt auch
Ni, Mn und Zn (Jackson et al., 2001). Es wird angenommen, dass das Prion Protein
Einfluss auf die Kupferaufnahme in Neuronen hat, sowie im synaptischen Spalt eine
Pufferfunktion aufweist, um vor toxischen Kupferionen zu schitzen (Vassallo and Herms,
2003).

Die Rolle von Metallen bei der Konversion von PrP® zu PrPS¢ ist noch nicht endgiiltig
geklart. Kupferionen haben bei Rickfaltungsversuchen von PrP¢ zu PrP%¢ einen
forderlichen Effekt auf die Regenerierung von Infektidsitdt und PK-Resistenz gezeigt
(McKenzie et al., 1998). Dies konnte zum Teil auch in anderen Arbeiten bestatigt werden,

wo die Umfaltung, PK-Resistenz und Aggregation von rekombinantem PrP durch Kupfer
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induziert werden konnte (Qin et al., 2000; Stockel et al., 1998).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei Zugabe von Mn, Ni und Zink in ca. 10fach
physiologischen Konzentrationen von 50uM und unphysiologischen 500uM die PrPres
Amplifikation gefordert wird, wahrend Cu keinen Effekt zeigt (siehe 3.3.1). Gleichzeitig
verringern alle Metallionen die Stabilitat von neu entstandenem PrPres gegenuber PK.
Der positive Effekt den Metallionen auf die Amplifikation haben, wird durch den
destabilisierenden Effekt der Metallionen auf die PK-Resistenz des entstandenen PrPres
wieder aufgehoben, so dass keine erhdohte PrPres Menge im Vergleich zur PMCA ohne
Zusatz detektiert werden konnte. EDTA hat keinen Einfluss auf die PMCA, was bedeutet,
dass die Metallionen im Homogenat keinen nennenswerten Beitrag zur Amplifikation in
diesem Versuchsansatz leisten. Der Anstieg von PrPres in Anwesenheit von EDTA lasst
sich am besten mit einer Aktivititsminderung der Proteinase K erklaren, die

bekannterweise von Ca**-ionen abhéngig ist (Bajorath et al., 1988).

Der destabilisierende Effekt auf PrPres durch den PK Verdau bei Hinzugabe von
Metallionen kann auf die Eigenschaften von in der PMCA entstandenem PrPres
zuriickzufuhren sein, oder durch eine Aktivitatserhohung der PK. Eine Aktivitatserhohung
der PK durch Metallionen wiirde sich auch im Verdau von PrP*¢ aus infizierten Hamstern
zeigen. Um diesen Einfluss zu untersuchen, wurde die PK Resistenz und der pH Wert von
PrP® bei Hinzugabe von Metallionen analysiert. Der Versuchsansatz wurde nicht
amplifiziert. Es zeigte sich hier, dass Hinzugabe von 500uM Metallionen im Vergleich zu
der ddH,O Kontrolle weniger PrP*¢ detektiert wurde. (Kap 3.3.2). Eine signifikante
Anderung des pH Wertes konnte durch Hinzugabe von Metallionen nicht festgestellt
werden (Kap 3.3.3.). Metallionen bewirken somit einen positiven Einfluss auf die Aktivitat

der PK bzw. verringern die PK Resistenz von PrPres.

Bisher wurde gezeigt, dass bei Austausch der Kupferionen mit Manganionen PrP®
Proteinase K resistenter wird, was zu der Annahme gefiihrt hat, dass die Mn-Bindung eine
Rolle im pathophysiologischen Prozess der PrPS¢ Entstehung in vivo hat (Brown et al.,
2000). Weitere Studien zeigten einen proaggregatorischen Effekt von PrP Molekllen mit
Mn der mit Cu geblockt werden konnte (Giese et al., 2004). Erst kirzlich zeigten Kim et al.
mit einer modifizierten PMCA eine Proteinase K Resistenz Entstehung von PrP¢ in
Anwesenheit von Mn, Cu oder Fe Salzen. Hierbei war die PK-Resistenz bei Zugabe von
Cu zum Reaktionsansatz noch hoher als mit Mn (Kim et al., 2005), was den bisherigen
Daten widerspricht. Die physiologische Relevanz dieser Versuche ist jedoch zu

diskutieren, da Metallionen in mM-Konzentration eingesetzt wurde, was den 100-
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1000fachen physiologischen Spiegeln entspricht. In der gleichen Studie wurde in Gehirn
und mitochondrialer Fraktion von Scrapie Hamstern eine um 33% erhdhte Konzentration
an Mn gefunden. Erhéhung der Mn Konzentration konnte in der Vergangenheit auch in
Gehirnen von CJD Patienten gezeigt werden (Wong et al.,, 2001), wobei gleichzeitig die
Kupferkonzentration um 50 % vermindert war im Vergleich zu Normalpersonen. Andere
Studien wiederum konnten keinen Effekt von EDTA auf die nichtdenaturierende PMCA

erkennen (Lucassen et al., 2003).

Metalle wie Kupfer und Mangan haben einen Effekt auf die Konformation von PrP® und
PrPs¢, spielen eine Rolle bei der Konversion, sowie scheinen die PK Resistenz zu
beeinflussen. Der genaue Mechanismus inwiefern welches Metall welchen
Konformationszustand von PrP bevorzugt bzw. die Umwandlung katalysiert ist noch
ungewi. Es wurden Hypothesen aufgestellt, dass das kupferbindende PrP€ in vivo tber
eine  Anderung der Metallbindung die Konformationsanderung erleichtert und
proaggregatorisch wirkt (Lehmann, 2002). Wie der Ligandenaustausch durch PrPs°
induziert wird und ob das infektiése PrP>¢ Metall bindet muss noch erforscht werden.
Rekombinantes PrP aus E.Coli ohne Ligand konnte einen Scrapie Phéanotyp in
transgenen Mausen induzieren und neuropathologisch wurde PrPres in Hirngewebe

nachgewiesen (Legname et al., 2004).

Eine Erklarung fir die Ergebnisse dieser Doktorarbeit ware, dass Metallionen die
Amplifikation férdern, jedoch das in der PMCA entstandene PrPres destabilisiert (Sarafoff
et al., 2005). Man kann sich den destabilisierten Zustand als ein Metallgebundenes PrP-
Zwischenprodukt in der Umfaltung von PrP® zu PrP¢ vorstellen. Stabiles infektioses PrP
bendttigt jedoch keine Metallbindung wie Versuche mit rPrP gezeigt haben (Legname et
al., 2004), so dass durch EDTA das stabilste PrPres mit der starksten PK-Resistenz
gebildet wird.

4.4 Automatisierung der PMCA

Die PMCA Reaktion wie von Saborio et al. beschrieben hat einige Nachteile. Man arbeitet
mit infektiosem Material in einem offenen System und verursacht eine Kontaminaton der
Sicherheitswerkbank. Diese entsteht durch Spritzverluste beim Sonifizieren, die je nach
Kontakt der Sonotrode mit der Wand des ReaktionsgefalRes, sowie der Eintauchtiefe in
den Reaktionsansatz entstehen. Es handelt sich hierbei um mm-Abstande die von dem
Untersucher nicht fehlerfrei durchgefiihrt werden koénnen. Diese Probenverluste

schréanken die reproduzierbare Quantifizierung von Ergebnissen ein. Weiterhin ist sowohl
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die Durchfihrung der PMCA Methode als auch des Western Blots sehr zeitaufwendig und
die Anzahl der zu untersuchenden Proben, die miteinander verglichen werden sollen, ist
auf ein Western Blot Gel mit maximal 15 Banden beschrankt. Fur die Untersuchung von
moglichen Therapeutika ist jedoch eine gro3e Anzahl an Parallelproben vonndten, um
Analysen mit groliem Durchsatz durchfiihren zu kdnnen. Neben der PMCA Methode sollte

deswegen auch die quantitative PrPres Detektion automatisiert werden.

Es wurden zwei Systeme zur automatischen Amplifikation im geschlossenen System
entwickelt. Der Wasserbadamplifikator sonifizierte zyklisch das temperierte Becken in
dem die Proben in einem Schwimmer genau positioniert wurden (Kap. 3.4.1). Es zeigte
sich nach 23 h eine maximale Amplifikation von 14fach in der Mitte des Bades
wohingegen die Konversionseffizienz zum Rand des Beckens hin gleichméRig absank
(Kap 3.4.2). Der gleichmafige Abfall der Amplifikationseffizienz zum Rande hin lasst sich
am besten durch unterschiedliche Ultraschallleistung aufgrund Interferenzph&nomenen im
Ultraschallbad zuriickfuhren. Leistungsabhéngige Effizienz der Konversion konnte ich
dieser Arbeit bei der manuellen PMCA gezeigt werden (Kap 3.1.2) und wurde mittlerweile

in zwei kirzlich erschienenen Arbeiten bestatigt (Soto et al., 2005; Kim et al., 2005).

Aufgrund der inhomogenen Ergebnisse mit dem Wasserbad wurde mit einem Microplate
Horn der Munich Prion Cycler (MPC) entwickelt, wo der gesamte Boden des
Beschallungsbeckens vom Abstrahlkopf der Ultraschallsonotrode besteht, so dass eine
homogene Leistungsverteilung erwartet wurde. Die Proben befanden sich in einer mit
Plastikfolie versiegelten Mikrotiterplatte, so dass Verluste und Kontaminationen
ausgeschlossen werden konnten (Kap. 3.4.3). Es konnte nach 23h Amplifikation eine
gleichmaligere Amplifikation von 3,0 + 0,7 gezeigt werden, wobei kein Abfall der

Faktoren am Rand der Platte festzustellen war (Kap. 3.4.4).

Die Detektion von PrPres erfolgte mit Western Blots. Amplifikationsstudien im
Mikrotiterformat fur high througput Analysen bendétigen ein automatisierbares schneller
Durchfuhrbares Detektionssystem wie den ELISA Test. Der ELISA fiur PrP wurde am
Labor mit einer Sensitivitat fur 0,31ng fur rPrP in Puffer etabliert (Kap. 2.2.7). Diese
Sensitivitat ware ausreichend fir Messung von 1:100 263K in 10% Wt-HM was laut
Rechung eine Menge von 1,23ng in 20 yl Reaktionsansatz haben musste (Pan et al.,
1992). Westernblotmessungen von rPrP und 263k Homogenaten bestétigten diese
Rechnung (Daten nicht gezeigt). Leider konnten ELISA Messungen von PrP in
Homogenaten im Gegensatz zu Western Blot Messungen (3.1.5) keine quantitativen

Aussagen liefern (Kap. 2.2.7.4). Dies lasst sich mit dem Einfluss von Proteinen und
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Membranbestandteilen im Homogenat erklaren, die moéglicherweise eine Stérung der PrP-
Antikérper-Bindung verursachen. Conformation Dependant Immunoassays (CDI) die flr
die Diagnose von Prionkrankheiten eingesetzt werden sollen, benutzten deswegen einen
PrP-Aufreinigungsschritt mit Phosphowolframséaure (Safar et al., 2005), wobei das
Detektionslimit fur desen Ansatz wichtig ist, aber keine Quantifizierung im ng Bereich.
Dieser Aufreinigungsschritt wurde auch beim ELISA versucht, hat jedoch eine
Quantifizierung der eingesetzten PrP-Menge unmdglich gemacht (Daten nicht gezeigt).
Daten zur immunologischen Quantifizierung von PrP in Homogenaten sind in der Literatur

nicht zu finden.

Die Automatisierung von Assays zur Konversion von PrP® zu PrP%® wurde auch schon mit
dem cell free conversion system gezeigt (Breydo et al., 2005), hat aber den Nachteil, dass
nur sehr wenig PrPres im UberschufR von PrP*¢ zu PrP® ensteht. Eine Automatisation der
PMCA Methode ist ein sehr wichtiger Schritt fur das Massenscreening von potentiellen
Therapeutika und wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen gefordert (Supattapone,
2004; Soto et al., 2005). Der Screening Assay hatte mehrere Vorteile. Die PMCA Technik
ist in der Lage, Verbindungen zu identifizieren, die direkt an PrP oder potentiellen
Kofaktoren binden. Weiterhin ist es mdglich die PMCA Methode auf medizinisch relevante
Prionen Stamme anzuwenden. Bisher konnten Hamster, Maus, Schaf, Ziege, Maus, BSE,
sCJD Typl, sCJD Typ 2 und vCJD Prionen Stamme mit der PMCA amplifiziert werden
(Soto et al., 2005). Screening Tests, die auf Zellkultur basieren, sind hierflr nur bedingt
geeignet, da nur wenige Maus und Schaf Prionen Stdmme erfolgreich in Zellkultur
vermehrt werden konnten. Kirzlich konnte mit einem automatisiertem PMCA System im
Mikrotiterformat Prionen erstmals im Blut detektiert werden (Castilla et al., 2005b). Die
hierbei verwendete Methode beruht wie auch beim Munich Prion Cycler auf einer
Amplifikation in einem microplate horn. Daten zur quantitativen Reproduzierbarkeit in

Abhangigkeit von der Position in der Mikrotiterplatte wurden jedoch nicht gezeigt.

Es konnte mit den beiden hier vorgestellten Systemen zum ersten Mal eine Amplifikation
von PrPres mit indirekter Sonifikation von verschlossenen Proben und dem Einfluss der
Ultraschallleistung auf die Amplifikation gezeigt werden (Sarafoff et al., 2005). Dies zeigte
auch, dass die Metalloberflache der Sonotrode bei der manuellen PMCA keine
katalytische Funktion bei der Konversion des Kupferbindenden PrP® zu PrPres innehat.
Der MPC ermdéglicht eine homogene Amplifikation von Parallelproben im Mikrotiterformat.
Die Entwicklung der ELISA Technologie zur Quantifizierung von PrP in Homogenaten wird

in Zukunft ein limitierender Schritt in der Automatisierung der PMCA Reaktion sein.



5 Zusammenfassung 66

5 Zusammenfassung

Die Arbeit ,Amplifikation von Prionen in vitro* beruhte auf der Amplifikationsmethode die
erstmals 2001 vorgestellt wurde (Saborio et al., 2001). Bei der PMCA wird erstmals PK-
resistentes PrPres in ausreichender Menge in vitro hergestellt, welches
molekularbiologisch dem Erreger spongiformer Enzephalopathien gleicht. Die PMCA
erlaubt somit eine in vitro Untersuchung des pathologischen Umfaltungsprozess von PrP®

zu PrP° fiir diagnostische und therapeutische Studien.

In dieser Arbeit wurden ausgiebig die Einzelschritte der PMCA Methode, insbesondere die
Quantifikation der Western Blot Bande und die Auswirkungen der Sonifikationsleistung
und der Inkubationszeit auf die Amplifikationseffizienz untersucht. Je nach Starke der
Sonifizierung andert sich die Effizienz der PMCA Reaktion (Kap.3.1.2) . Eine Amplifikation
ohne Sonifikation ist mdglich, scheint aber nicht autokatalytisch aktives PrPres zu
erzeugen und erfdllt somit nicht die Prion Hypothese 3.1.3 und 4.1). Neues PrPres kann
als seed fur weitere Amplifikationen dienen (Kap. 3.1.6). Parallelansatze zeigten die
Reproduzierbarkeit der PMCA, so dass vergleichende Studien mit unterschiedlichen
Reaktionsansatzen einen Vergleich der Amplifikationseffizienz erméglichen (Kap 3.1.5).
Die Intensitatsmessung von Western Blot Banden reprasentiert die Proteinmenge in vitro
(Kap. 2.2.6).

Es konnte gezeigt werden, dass PrP® und PrP*¢ essentiell fiir die Durchfiihrung der
Reaktion sind. Somit konnte gezeigt werden, dass die PMCA im Einklang mit der
Prionhypothese steht, die besagt, dass ein pathogener PrP*°-Seed die Umfaltung von
nativem PrPC initiiert. (Kap 3.1.4 und 3.2). Die molekulare Spezifitit der PMCA Reaktion
wurde hervorgehoben durch die Erkenntnis, dass rPrP die Amplifikation in vitro hemmt
(Kap. 3.2, Bieschke et al., 2004).

Prion Proteine binden Kupfer in vivo (Brown et al., 1997a) und in geringerer Affinitdt auch
Ni, Mn und Zn (Jackson et al., 2001). Die Rolle von Metallen bei der Konversion von Prp°
zu PrP>¢ ist noch nicht endgiiltig geklart. In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass bei
Zugabe von Mn, Ni und Zink in ca. 10fach physiologischen Konzentrationen von 50uM
und unphysiologischen 500uM die PrPres Amplifikation geférdert wird, wahrend Cu
keinen Effekt zeigt (Kap. 3.3.1). Gleichzeitig verringern alle Metallionen die Stabilitat von
neu entstandenem PrPres gegentber PK (Kap. 3.3.2). Man kann sich den destabilisierten
Zustand als ein Metallgebundenes PrP-Zwischenprodukt in der Umfaltung von PrP¢ zu
PrPS¢ vorstellen (Sarafoff et al., 2005).
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Die PMCA Reaktion wie von Saborio et al. beschrieben hat einige Nachteile. Man arbeitet
mit infektibsem Material in einem offenen System und verursacht eine Kontaminaton der

Sicherheitswerkbank.

Es wurden zwei Systeme zur automatischen Amplifikation im geschlossenen System
entwickelt. Der Wasserbadamplifikator sonifizierte zyklisch das temperierte Becken in
dem die Proben in einem Schwimmer genau positioniert wurden (Kap. 3.4.1). Es zeigte
sich eine maximale Amplifikation von 14fach in der Mitte des Bades wohingegen die

Konversionseffizienz zum Rand des Beckens hin gleichm&Rig absank (Kap 3.4.2).

Aufgrund der inhomogenen Ergebnisse mit dem Wasserbad wurde mit einem Microplate
Horn der Munich Prion Cycler entwickelt, wo der gesamte Boden des
Beschallungsbeckens vom Abstrahlkopf der Ultraschallsonotrode besteht, so dass eine
homogene Leistungsverteilung erwartet wurde. Die Proben befanden sich in einer mit
Plastikfolie versiegelten Mikrotiterplatte, so dass Verluste und Kontaminationen
ausgeschlossen werden konnten (Kap. 3.4.3). Es konnte eine gleichmaligere
Amplifikation von 3,0 £ 0,7 gezeigt werden, wobei kein Abfall der Faktoren am Rand der

Platte festzustellen war (Kap. 3.4.4).

Es konnte mit den beiden hier vorgestellten Systemen zum ersten Mal eine Amplifikation
von PrPres mit indirekter Sonifikation von verschlossenen Proben und dem Einfluss der
Ultraschallleistung auf die Amplifikation gezeigt werden (Sarafoff et al., 2005). Dies zeigte
auch, dass die Metalloberflache der Sonotrode bei der manuellen PMCA keine
katalytische Funktion bei der Konversion des Kupferbindenden PrP® zu PrPres innehat.
Der Munich Prion Cycler erméglicht eine homogene Amplifikation von Parallelproben im
Mikrotiterformat. Die Entwicklung der ELISA Technologie zur Quantifizierung von PrP in
Homogenaten wird in Zukunft ein limitierender Schritt in der Automatisierung der PMCA
Reaktion sein (Kap. 2.2.7 und 4.4).
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