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1. EINLEITUNG

Fir meine Eltern

Die Tragddie der Wissenschaft - das Erschlagen einer schonen
Hypothese durch eine hassliche Tatsache.

Thomas Huxley
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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 Prionen und Prionenerkrankungen

Im Jahr 1985 wurde in der siidenglischen Stadt Sussex bei einer Kuh ein bis dahin unbekanntes
Krankheitsbild beobachtet. Das Tier konnte seine GliedmaBen nicht mehr richtig bewegen,
torkelte, war nervos und verhielt sich aggressiv. Nach nur wenigen Wochen verendete das Tier an
der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie (BSE). Bisher war eine derartige Erkrankung nur bei
Schafen unter dem Namen Traberkrankheit (Scrapie) bekannt. Das Verhalten der Rinder
bezeichnet man in GrofBbritannien als ,Mad Cow Disease, was im Deutschen mit
,,Rinderwahnsinn‘ Uibersetzt wurde.

Das epidemieartige Auftreten von BSE Anfang der 90er Jahre zunéchst in GroBbritannien, dann
auch in anderen Teilen Europas sowie weltweit, filhrte zu einer massiven Verunsicherung der
Offentlichkeit. Die Krankheit gehdrt zu der Gruppe der Prionenerkrankungen, auch
Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) genannt. Dabei handelt es sich um eine
infektiose, degenerative Nervenkrankheit, die durch Prionen, abnorm gefaltete Prion-Proteine
(PrP), verursacht wird (DeArmond, 1993). Neben anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie
z.B. der Alzheimer-Krankheit, dem Morbus Parkinson oder der Chorea Huntington, nehmen
Prionenkrankheiten eine besondere Stellung ein, da sie nicht nur sporadisch oder hereditér
auftreten, sondern auch infektiosen Ursprungs sein konnen. Zum Beispiel fiihrt man BSE auf die
Verfiitterung von Tiermehl zuriick, in denen sich Uberreste Prion-infizierter Tiere befanden. Es
ist immer noch unklar, ob die Krankheit urspriinglich vom Schaf oder von spontan erkrankten
Rindern ausging. Eine wichtige Frage in diesem Zusammenhang war, ob der BSE-Erreger iiber
die Nahrungskette auch auf den Menschen iibertragen werden kann.

Die TSE-Erkrankung ,,Scrapie® (Traberkrankheit) bei Schafen und Ziegen ist bereits seit dem 18.
Jahrhundert in GroBbritannien bekannt und betrifft dort heute noch jéhrlich bis zu 10000 Tiere.
Inzwischen ist sie auBer in Australien und Neuseeland praktisch weltweit in Landern mit
Schathaltung verbreitet. Die Krankheit ist in Europa, Nordamerika, einigen asiatischen,
afrikanischen und mindestens einem siidamerikanischen Land festgestellt worden oder gar
endemisch verbreitet. Die Bezeichnung ,,Scrapie” stammt aus dem englischen Wort ,,to scrape‘
(schaben, scheuern) und leitet sich aus dem Erkrankungsbild der betroffenen Tiere ab, welche die
Tendenz zeigen, sich die Wolle herunterzuscheuern. Die Ubertragung vom Schaf auf den
Menschen tiber die Nahrungskette ist wohl sicher auszuschlieBen, denn bis heute ist eine solche

Ubertragung noch nie nachgewiesen worden. Die Ubertragung eines Prionenstammes auf eine
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andere Art gelingt nur, wenn zwischen dem Prion des Spenders und dem zelluldren Prion-Protein
des Wirtes eine bestimmte Homologie vorhanden ist. Diese Homologie auf der Ebene der
Aminosduresequenzen besteht beispielsweise zwischen Schaf und Rind, sowie auch zwischen
Schaf und Hamster. Es ist mittlerweile unumstritten, dass BSE aus dem Rind die so genannte
»Speziesbarriere* iibersprungen hat und auch den Menschen infizieren kann. Jedoch sind die
genauen Ubertrigermechanismen und vor allem das mogliche AusmaB der Ubertragung noch
nicht hinreichend bekannt. TSE-Erkrankungen treten sowohl beim Tier als auch beim Menschen
auf (Tabelle 1 und 2). Sie sind durch eine sehr lange Inkubationszeit mit einem progressiv
verlaufenden Krankheitsbild gekennzeichnet und enden immer tddlich. Es kommt zu motorischen
Storungen wie Myoklonien, Ataxie, Schreckhaftigkeit und letztendlich zum Verlust der geistigen
Féhigkeiten. Pathologisch sind TSEs durch spongiforme (schwammartige) Verdnderungen im
Gehirn charakterisiert. Diese Pathologie begleitend findet sich eine astrozytdre Gliose, worunter
man eine erhdhte Anzahl von aktivierten Astrozyten im geschidigten Bereich des Gehirns
versteht, und welche mit vermehrter Bildung des sauren Gliafaserprotein (,,glial fibrillary acidic

protein, GFAP) einhergeht (Raff et al., 1979).

Erkrankung Wirt Ursache

Scrapie Schaf/Ziege Vertikale und horizontale

(Traberkrankheit) Ube:rtFagung. in genetisch
anfalligen Tieren
Orale Transmission
Spontan

TME Nerz Infektion liber verseuchtes

(transmissible mink Fl.eISCh Eenischaiund
Rind

encephalopathy)

CWD Hirsch/Elch Moglicherweise dhnliche Ubertragung

(chronic wasting disease) wie bei Scrapie
BSE Rinder und rinderartige Infektion durch Prionkontaminiertem
Widerkauer Futter

(bovine spongiforme Spontan (?)

encephalopathy)

FSE Katze/GroBkatze Infektion iiber verseuchtes

(feline spongiforme Fleisch von Schaf und
Rind

encephalopathy)

Tabelle 1. Ubersicht iiber Prionenerkrankungen bei Tieren.
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Besonders bei lingeren Krankheitsverldufen kann die Ablagerung von Amyloiden beobachtet
werden (Abb.1). Amyloide sind Komplexe aus Proteinen und Polysacchariden und liegen in
Form kleiner Fasern, so genannter Fibrillen vor. Sie lagern sich bevorzugt in der Nidhe von
GefidBlen ab, wodurch es wahrscheinlich zur Beeintrachtigung des lokalen Stoffaustausches
kommt. Die Fibrillen kdnnen durch Bindung von Kongorot im Gewebe sichtbar gemacht werden
(Puchtler and Sweat, 1962).

Scrapie zdhlt zu den éltesten bekannten Prionenerkrankungen bei Tieren. Neben Scrapie
existieren bei Tieren aber noch weitere Prionenerkrankungen (Tabelle 1). Beispiele sind die
chronisch zehrende Hirschkrankheit (chronic wasting disease, CWD (Williams and Young,
1980), die Nerz-Enzephalopathie (transmissible mink enzephalopathy, TME) (Hartsough and
Burger, 1965), die spongiforme Enzephalopathie von Katzen (feline spongiform enzephalopathy)
(Pearson et al., 1991) und die bovine spongiforme Enzephalopathie in Rindern (BSE) (Wells et
al., 1987). Die humanen Prionenerkrankungen lassen sich anhand ihrer Atiologie in drei
Kategorien unterteilen: spontane (sporadische), genetisch-familidre und erworbene Formen

(Tabelle 2).

Kontrolle

TSE

Abbildung 1. Neuropathologische Eigenschaften von Transmissiblen Spongiformen
Enzephalopathien. Immunhistologische Verdnderung im Kortex eines TSE-Patienten und
Kontrollen. Schnitte wurden mit Hidmatoxylin-Eosin (HE) gefirbt sowie mit Antikorper
gegen das saure Gliafaserprotein (GFAP) und gegen das Prion-Protein (PrP). Durch die HE-
Féarbung werden in den Proben des TSE-Patienten im Gegensatz zur Kontrolle spongiforme
Verianderungen und Neuronenverlust sichtbar, begleitet von einer vermehrten Proliferation
reaktiver Astrozyten (Gliose) und Ablagerungen von PrP* (nach Aguzzi et al., 2001).
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Atiologie Krankheit Ursache
Sporadisch (spontan) sCJD (sporadische CJD) Spontane
Konformationsdanderung von
PrP (?)
Somatische Mutation in
PRNP (?)
Genetisch-familidr fCJD (familidre CJD)
GSS (Gerstmann-Straussler-Scheinker Keimbahnmutation von
Syndrom) PRNP
FFI (fatale familidre Insomnie)
Erworben Kuru Ritueller Kannibalismus
iCJD (iatrogene CJD) Operationsbesteck,
Hirn- und

Hornhauttransplantationen,
Hormone aus
Leichenhypophysen

vCJD Verzehr BSE-kontaminierter
Nahrung,
Bluttransfusionen

Tabelle 2. Atiologische Einteilung der menschlichen Prionenerkrankungen und ihre
Ursachen

Etwa 90% aller humanen Prionenerkrankungen und besonders die Creutzfeldt-Jakob Erkrankung
(CJD, Creutzfeldt-Jakob disease (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921)), welche mit einer weltweiten
Inzidenz von ca. 1:1.000.000 auftritt, sind sporadisch (sCJD), der Rest ist genetisch durch
Mutationen im Prion-Protein-Gen (PRNP) bedingt oder durch Infektion erworben. Zu den
erworbenen Arten gehoren iatrogene Formen von CJD und die als ,,Jachender Tod* bezeichnete
endemische Nervenkrankheit Kuru. An sich ist CJD nicht ansteckend, allerdings traten iatrogene
Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen nach Kornea und Dura-Mater Transplantationen auf (Lang et
al., 1998). In einzelnen Fillen wurden Prionen auch durch unzureichend gesduberte
neurochirurgische Instrumente und nach Behandlung von Patienten mit Wachstumshormonen,
welche aus Hypophysen infizierter Verstorbener gewonnen wurden, iibertragen (Fradkin et al.,
1991). Kuru ist eine Prionenerkrankung, welche ausschlieBlich im 6stlichen Hochland von Papua
Neuguinea auftrat und welche durch eine Form von rituellem Kannibalismus weitergegeben
wurde. Bei diesem Ritual wurden als Zeichen der Verehrung die Gehirne Verstorbener verzehrt.

In den 50er Jahren wurde diese Form des Kannibalismus verboten und Kuru mit Ausnahme
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einzelner Félle fast vollstindig eliminiert (Palpers, 2005). Rund 10% aller CJD-Fille sind
genetisch vererbt (fCJD = familidre CJD). Neben fCJD existieren noch weitere Formen von
genetisch vererbten Prionenerkrankungen wie das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
(GSS) und die fatale (letale) familidre Insomnie (FFI= fatale familidre Insomnie). Das GSS ist
benannt nach Joseph G.Gerstmann und seinen Mitarbeitern E.Strdussler und I.Scheinker. Die
Krankheit wurde erstmals 1928 in einer Osterreichischen Familie entdeckt und ist relativ selten
(0,01 Falle/1.000.000 Menschen und Jahr). Das Syndrom wird durch genetische Disposition
hervorgerufen und wird autosomal dominant vererbt (Gerstmann et al., 1936). Die sehr seltene
FFI ist die jlingst bekannte Prionenerkrankung. Sie wurde erstmals 1986 in Italien beschrieben
(Lugaresi et al., 1986) und ist charakterisiert durch Stérungen im Schlaf-Wach-Rhythmus
(Insomnie) sowie anderen neurologischen Defiziten.

Nach dem heutigen Stand der Dinge muss man davon ausgehen, dass der BSE-Erreger tatsidchlich
auf den Menschen iibertragen wurde. 1994 trat in Grof3britannien erstmals eine neue Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit auf (vCJD), welche sich von sporadisch auftretenden Formen
unterscheidet. Die ersten Anzeichen einer sCJD sind eher unspezifisch: Die Patienten entwickeln
Schlafstorungen, die Leistungsfahigkeit nimmt ab und sind schreckhaft. Innerhalb weniger
Wochen verschlechtert sich der Allgemeinzustand. Sprachstorungen und Stérungen der
Koordination und der Feinmotorik sind Anzeichen einer fortschreitenden CJD-Erkrankung.
Wenige  Wochen  spdter  entwickeln  die  Patienten =~ Wahrnehmungsstdrungen,
Personlichkeitsveranderungen und einen Verlust von kognitiven Fahigkeiten bis hin zur Demenz.
Der Tod tritt bei der sporadischen oder iatrogenen CJD héufig nach sechs bis acht Monaten ein.
Mit 14 Monaten ist die durchschnittliche Krankheitsdauer der neuen Varianten von CJD etwa
doppelt so lang wie bei den sporadischen Formen. AuBerdem zeigen die jungen Patienten bei
vCJD Verhaltensauffilligkeiten, Depressionen und Angstzustdnde, was bei der klassischen Form
seltener vorkommt. Die sporadische CJD findet man normalerweise erst bei Patienten nach dem
60. Lebensjahr. Das Durchschnittsalter bei der neuen Variante CJD liegt hingegen bei 29 Jahren.
Das Erkrankungsalter des GSS liegt dhnlich wie andere hereditire Prionenerkrankungen im

mittleren Lebensalter (zwischen 35 und 50 Jahren, Gerstmann et al., 1936).
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1.2 Das Prion-Protein

Die Frage nach der Natur des Scrapie-Erregers wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert.
Die extrem langen Inkubationszeiten fiihrten zu dem durch den amerikanischen Wissenschaftler
Gajdusek gepragten Begriff ,,slow virus disease®. Allerdings sprach das Fehlen jeglicher
Immunantwort gegen einen Erreger vom Virustyp. Schon 1966 beschrieb die englische Biologin
Tikvah Alper die auBBerordentliche Resistenz des Erregers gegeniiber kurzwelliger, ionisierender
Strahlung. Die Dosis hétte eine aus Nukleinsduren bestehenden Erreger zerstort oder geschadigt.
Darauthin prégte der amerikanische Biochemiker Stanley Prusiner 1982 den Begriff ,,Prion* fiir
proteinaceous infectious particles (proteinartige, infektiose Teilchen), das ohne Nukleinsduren
auszukommen scheint (Prusiner, 1982). Diese Prionenhypothese wurde in der Wissenschaft
zuerst kritisch aufgenommen, da bis dahin ein nukleinsdurefreies und trotzdem infektidses Agens
unvorstellbar war. Spéter erwies sich die Hypothese als wegweisend fiir die weitere Forschung

und Prusiner erhielt 1997 fiir seine Arbeit den Nobelpreis in Medizin und Physiologie.

1.3 Generelle Eigenschaften des Prion-Proteins

Das Prion-Protein (PrP) ist ein koOrpereigenes, membrangebundenes Glykoprotein, das
vorwiegend auf der Oberfliche von Neuronen, jedoch auch auf Astrozyten und einer Vielzahl
von anderen Zellen exprimiert wird (Brown et al., 1998; Cashman et al., 1990; Kretzschmar et
al., 1986). Es wird durch einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI) am Serinrest 231 an
die Membran gebunden (Abb.2) (Stahl et al., 1987). Wie andere Membranproteine wird PrP im
rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) synthetisiert und {iber den Golgi-Apparat an die
Zellmembran transportiert, wo es in cholesterolreichen Mikrodoménen, den sogenannten ,,Lipid
Rafts* lokalisiert ist. Wahrend des Transportes wird PrP zahlreichen Faltungs- und
Prozessierungsprozessen unterzogen, wie z.B. die Abspaltung der Signalsequenz,
Glykosylierungsreaktionen, Bildung einer Disulfidbriicke und der Anhang des GPI-Ankers. Die
dreidimensionale Struktur der zelluldren Isoform (PrP®) wurde durch NMR Spektroskopie von
rekombinantem Maus-PrP ermittelt (Brown et al., 1997; Riek et al., 1996). Das reife PrP€ Protein
besteht aus einer ca. 100 Aminosduren umfassenden N-terminalen Region, welche unstrukturiert
vorliegt, und einen ebenfalls 100 Aminosduren umfassenden C-terminalen Segment. Diese C-

terminale Domine besteht aus drei a-Helices und zwei kleinen antiparallelen B-Faltblittern,
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Abbildung 2. Sequenz des Prion-Proteins und Strukturmodell des zelluléiren PrP. Das reife
Molekiil erstreckt sich von Aminosdure 23 bis 231 und wird {ber einen
Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI) in der &uBeren Plasmamembran verankert. PrP®
enthilt zwei unterscheidbare Doménen. Der N-terminale Bereich ist unstrukturiert mit Ausnahme
zweler antiparalleler B-Stringe (Reste 128-131 und 161-164) und einer kurzen a-Helix (Reste
144-154). Die C-terminale Doméne ist hoch strukturiert. Diese enthélt zwei lange o-helikale
Strukturen (Helix 2; Reste 173-194, Helix 3 Reste 200-228), welche iiber eine Disulfidbriicke
zwischen den Aminosduren Cystein 197 und 214 miteinander verbunden sind. Auflerdem enthélt
die Domine zwei Glykosylierungsstellen an Asparagin 197 und 181 (DeArmond, 2004).

welche durch eine einzelne Disulfidbriicke zwischen Helix 2 (Asparagin 181) und Helix 3
(Asparagin 197) stabilisiert werden (Endo et al., 1989). Die N-terminale Region des Prion-

Proteins enthélt fiinf Wiederholungen einer acht Aminosduren umfassenden Sequenz, die so
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genannte Oktarepeat-Region, welche zweiwertige Metallionen wie Kupfer binden kann (Brown
et al., 1997; Stockel et al., 1998). Diese Region ist innerhalb verschiedener Arten hochkonserviert
und Mutationen innerhalb dieser Region sind die Ursache fiir verschiedene vererbbare Formen
der Prionenerkrankungen.

Die infektiose oder ,,Scrapie® Form von PrP (PrP%°) weist einen deutlich hoheren Anteil von B-
Faltblattstrukturen auf (~43%) und einen verringerten Anteil an a-Helices (~30%) (Hope and
Manson, 1991). Die exakte Struktur von PrP*® konnte bisher nicht aufgeklirt werden, da die
infektiosen Aggregate aus PrP%° in nichtionischen Detergenzien unléslich sind. PrP° zeigt eine
partielle Resistenz gegeniiber dem Verdau mit Proteinase K (PK) und hinterldsst nach PK-
Behandlung nur den Protease-resistenten Teil, der auch als PrP?"? bekannt ist (McKinley et al.,

1983). Eine einzelne infektiose Einheit entspricht ca. 10° PrP-Molekiilen (Bolton et al., 1982).

1.4 Modelle der Prionenvermehrung

Trotz Unklarheiten beziiglich der strukturellen Eigenschaften der infektiosen Form von PrP gibt
es einige Modelle zur Vermehrung und Umfaltung von PrP® zu PrP* (Abb.3). Beim so
genannten Faltungsmodell (,,Refolding Model) nach Prusiner (Harrison et al., 2001) kommt es
zur Interaktion zwischen einem PrP®- und einem PrP-Molekiil, bei der, unter Uberwindung
einer hohen Energiebarriere, die Konformation von PrP® so verindert wird, dass es die Struktur
von PrP* annimmt. Dieses Modell entspricht einer autokatalytischen Strukturumwandlung. Im
Keimbildungsmodell (,,Seeding Model*‘) nach Lansbury (Come et al., 1993) vermehren sich aus
PrP*° bestehende Aggregate in zwei Schritten, wobei es im ersten Schritt zur Bindung von PrP®
an die PrP**-Aggregate kommt und die zellulire Form in die pathogene Form umgewandelt wird,
dhnlich einem Polymerisationsprozess. Im zweiten Schritt kommt es zum Zerfall der groBen
Aggregate in kleinere Fragmente und zu einer exponentiellen Vermehrung der infektidosen
Untereinheiten. Voraussetzung fiir dieses Modell ist die Entstehung eines ,,Keimes* aus PrP*-
Molekiilen, was ein seltenes Ereignis darstellt und die niedrige Inzidenz von

Prionenerkrankungen erkldren wiirde (Lansbury, 1994).
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Abbildung 3. Zwei Modelle der Prion-Konversion und Replikation (Aguzzi and Sigurdson,
2004). A) Das Faltungsmodell. Die Konformationsinderung von PrP¢ zu PrP*® wird im
Normalfall durch eine hohe Energiebarriere verhindert. Durch die Interaktion von PrP® mit einem
PrP°-Molekiil kommt es zur Umfaltung von PrP® in die pathogene Form; es bilden sich
Homodimere und anschlieBend Aggregate (Harrison et al., 2001). B) Das Keimbildungsmodell
Es liegt ein Gleichgewicht von PrP® und PrP*-Molekiilen vor. Durch die Bindung von PrP an
aus PrP*-bestehenden Aggregaten kommt es zur Umwandlung der zelluldren Form in die
pathogene. Es findet eine Art Polymerisation der pathogenen Aggregate statt, die dann in kleinere
Untereinheiten zerfallen. Durch weitere Bindung und Umwandlung von PrP® kommt es somit zu
einer exponentiellen Vermehrung der infektiosen Form (Lansbury, 1994).

1.5 Prionen und Apoptose

Wie bereits erwéhnt sind Prionenerkrankungen mit neuronalem Zelltod verbunden. Deshalb soll
im Folgenden die wichtigsten Merkmale und Mechanismen kurz dargestellt werden.

Die einzelne Zelle als Grundeinheit komplexer biologischer Systeme unterliegt vielfdltigen
Kontrollmechanismen. Zellteilung, Zellwachstum und -differenzierung und letztlich Zelltod sind

Prozesse, die eine Zelle wihrend ihres Lebens durchlduft. Aufgrund ihrer Bedeutung fiir die
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Ausbildung intakter Zellen und Zellverbénde unterliegen die genannten Prozesse einer besonders
strengen Regulation. Vielzellige Organismen bendtigen zur Konstanthaltung ihrer Zellzahl neben
der Zellproliferation auch Prozesse flir den gezielten Abbau unerwiinschter oder geschédigter
Zellen. Dieser Prozess wurde zuerst 1972 von Kerr, Wyllie und Currie als ,,Apoptose‘
beschrieben (griechisch fiir ,,weg* (,,apo®) und ,fall*“ (,,ptosis®) (Kerr et al., 1972). Bei der
Apoptose handelt es sich um einen klar definierten, ATP-abhingigen Prozess, der durch externe
oder interne Signale induziert wird und sich somit klar von der Nekrose unterscheidet. Unter
Nekrose versteht man den pathologischen Tod einzelner Zellen oder Zellgruppen, welche durch
Zell- und Organschwellung gekennzeichnet ist. Dieser Prozess ruft im Organismus eine
Entziindungsreaktion hervor, die zu einer Schiadigung benachbarter Zellen fithren kann. Apoptose
hingegen ist ein streng kontrollierter Prozess und fiihrt in der Regel zum Schrumpfen und
Zellkontaktverlust nur einzelner Zellen. Der Zellkern unterliegt bei der Apoptose einer Vielzahl
von Verdnderungen, was in der Kondensation von Chromatin und der Spaltung der DNA endet.
Bei diesem Spaltprozess entstehen Fragmente von 180bp, was dem Abstand zweier Nucleosomen
entspricht. Die apoptotischen Zellen werden phagozytiert und von Nachbarzellen absorbiert,
wobei es zu keiner entziindlichen Reaktion kommt.

Apoptoseprozesse spielen schon wihrend der Embryonalentwicklung eine entscheidende Rolle.
Die Formgebung von Korper und Organen erfolgt mittels apoptotischer Vorginge, wie zum
Beispiel der Abbau der Hiute zwischen Zehen und Fingern wéhrend der humanen
Embryonalentwicklung. Diese ontogenetisch notwendige Form der Apoptose wird auch als
programmierter Zelltod (PCD) bezeichnet. Die Entwicklung, Regulation und Homeostase des
Immunsystems beruht ebenfalls auf apoptotischen Prozessen wie die Deletion potentiell
autoreaktiver T-Lymphozyten im Thymus und die Eliminierung aktivierter T-Zellen nach
Immunreaktionen. Apoptose ist also ein Bestandteil der Selbsttoleranz. Die Ausloser fiir
apoptotische Signalkaskaden sind vielfdltig. Sie kann als Folge von Strahlung, chemischer
Mutagene oder Onkogene sowie Wachstumsfaktorenentzug oder &dhnlichem auftreten
(Fernandez-Luna, 2007). Eine Dysregulation der Apoptose kann im Organismus zu
verschiedenen Krankheitsbildern fithren. Eine zu niedrige Apoptoserate kann beispielsweise zu
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes fithren oder zu malignen Erkrankungen wie z.B. dem
Burkitt-Lymphom (Borgerson et al., 1999). Eine zu hohe Apoptoseaktivitidt charakterisiert

Krankheitsbilder wie AIDS und verschiedene neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus
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Alzheimer, Morbus Parkinson und auch TSEs (Castilla et al., 2004; Fiskum et al., 2003; Leuner
et al., 2007; Smale et al., 1995).

1.5.1 Signaliibertragungswege der Apoptose

Die zur Apoptose fiihrenden Reaktionsprozesse einer Zelle sind vielfdltig organisiert und
resultieren aus einem komplexen Wechselspiel von Apoptose-induzierenden und Apoptose-
supprimierenden intrazelluliren Signalen. Sie fiihren aber alle zur Aktivierung so genannter
Caspasen, Cysteinproteasen, welche die enzymatischen und katabolischen Reaktionen, die zum
Tod der Zelle fiihren, katalysieren, indem sie ihre Substrate hinter einem Aspartatrest spalten
(Strasser et al., 2000). In der Zelle liegen die Caspasen als inaktive Vorlduferproteine
(Procaspasen) vor, die aus einer grolen und kleinen Untereinheit aufgebaut sind. Diese werden
nach Aktivierung des Apoptoseweges gespalten und lagern sich zu einem aktiven
Enzymkomplex zusammen. Die Caspasen aktivieren sich gegenseitig in einer komplexen
Hierarchie, wobei sie prinzipiell in zwei Gruppen unterteilt werden konnen. Die Gruppe der
Initiator-Caspasen umfasst die Procaspasen-2, -8, -9 und -10; die Gruppe der Exekutions-
Caspasen die Procaspasen-3, -6, und -7.

Apoptose kann sowohl iiber extrinsische als auch intrinsische Signalwege ausgelost werden
(Abb.4). Der extrinsische Signalweg wird durch so genannte Todesliganden-Systeme kontrolliert.
Als Todesliganden bezeichnete Faktoren vermitteln ihre Effekte iiber transmembranére
Rezeptoren, welche zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie (TNFR) gehoren. Die
Bindung der Todesliganden fiihrt iiber Rekrutierung von Adaptorproteinen zur Aktivierung der
Caspase-Kaskade. Dies fiihrt zur Apoptose (Jin et al., 2005). Beispiel dafiir ist das CD95-System.
CD95 (auch bekannt als Fas oder Apo-1) befindet sich auf der Zelloberfliche und wird durch
Bindung an den dazugehdrigen Liganden, CD95L (auch bekannt als FasL) aktiviert. Nach
Bindung von FasL an CD95 kommt es zur Bindung von FADD (,,Fas Associated protein with
Death Domain*). Uber eine so genannte ,, Todeseffektordomine** (death effector domain, DED)
interagiert FADD mit der Procaspase-8. Der Gesamtkomplex aus trimerisiertem Rezeptor, FADD
und Procaspase-8 wird als DISC (,,death inducing signalling complex‘) bezeichnet und ist fiir die
Aktivierung der Procaspase von zentraler Bedeutung. Die im DISC aktivierte Caspase-8 aktiviert
Effektorcaspasen, die die Apoptose vollenden (Peter and Krammer, 2003).

Der intrinsische Signalweg der Apoptose hingegen wird durch Stressreize hervorgerufen, die eine

Storung der Mitochondrien ausldésen und somit ein komplexes System von Proteinen
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beeinflussen, die die Freisetzung von anderen Proteinen in die Zelle férdern oder unterdriicken.
Folglich reagieren die Mitochondrien auf diesen Stress, indem sie z.B. Cytochrom C in die Zelle
abgeben. Durch die Bindung von Cytochrom C und dATP an Apaf-1 (apoptotischer Protease-
Aktivierungsfaktor-1) wird eine Konformationsinderung des Proteins verursacht. Durch diese
Konformationsédnderung wird eine Bindung und Aktivierung der Procaspase-9 moglich. Dieser
Komplex wird Apoptosom genannt und stellt die aktive Form der Caspase-9 dar. Analog zu
Caspase-8 initiiert aktive Caspase-9 die Caspase-Kaskade, die schlielich zum Zelltod fiihrt.

Die Signaltransduktionswege, welche zum Tod der Zelle fiihren, werden auf verschiedenen
Ebenen und iiber verschiedene Gene/Proteine reguliert. Von besonderer Bedeutung fiir die
Regulierung des mitochondrialen Signaltransduktionsweges sind die Mitglieder der BCL-2
Familie, die sowohl pro- (BAX, Bcl-xS, Bak, Bad, Bok) als auch anti-apoptotische (BCL-2, Bcl-
3, Bel-xL mcl-1, Al) Wirkungen haben konnen. Fiir die proapoptotische bzw. hemmende
Wirkung sind auch die Interaktionen zwischen den Mitgliedern der BCL-2 Familie entscheidend,
wobei die Komponenten sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden konnen. Das Verhiltnis
zwischen BCL-2/BCL-2 Homodimeren und den BAX/BCL-2 Heterodimeren bestimmt
beispielsweise die Wirkung von BCL-2 als Inhibitor (McDonnell et al., 1996).

1.5.2 Die BCL-2 Familie der apoptotischen Proteine

Die Familie der BCL-2 Proteine besteht aus pro- und antiapoptotisch wirkenden Mitgliedern
(Reed, 1995). Charakteristisch fiir alle Mitglieder ist das Vorhandensein von maximal vier
Dominen, welche intern eine hohe Sequenzhomologie aufweisen (BCL-2 homology, BH1-4)
(Tsujimoto and Shimizu, 2000). Aufgrund ihrer Struktur und Sequenz werden sie nochmals in
verschiedene Subfamilien unterteilt. Namensgebend fiir die Familie und eines der Hauptproteine
ist das Protoonkogen BCL-2 (B cell lymphoma gene-2), welches in follikuldren B-Zell
Lymphomen iiberexprimiert ist. Das BCL-2 Gen ist aus drei Exons aufgebaut, wobei das Exon 3
fiir das biologisch aktive, 25 kDa grof3e Protein kodiert. Es ist ein integrales Membranprotein,
welches in der &duBleren Mitochondrienmembran, im Endoplasmatischen Retikulum und in der
Kernmembran lokalisiert ist (Hockenbery et al., 1990; Krajewski et al., 1993; Monaghan et al.,
1992). Es enthédlt eine 19 Aminosduren umfassende C-terminale hydrophobe Signalsequenz,
woriiber es in den Membranen verankert wird, wiahrend der N-Terminus frei im Zytoplasma liegt.
Die Hauptfunktion von BCL-2 liegt im Schutz der Zelle gegeniiber Apoptose (Hockenbery et al.,

1990; Korsmeyer, 1992), wobei es vielfiltige Zellschutzfunktion gegeniiber den verschiedenen
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Abbildung 4. Extrinsischer und Intrinsischer Signalweg fiir die Aktivierung von Caspasen.
Der extrinsische Signalweg wird durch Mitglieder der TNFR-Familie wie CD95L oder TRAIL
initiiert und fiihrt zur Bildung des DISC-Komplexes, welcher wiederum zur Aktivierung von
Caspase-8 und -3 fithrt. Dieser Signalweg wird durch UV-Strahlung oder
Wachstumsfaktorenentzug eingeleitet. Die Initiation des intrinsischen Signalweges hingegen
fiihrt zur Freisetzung verschiedener Proteine wie beispielsweise Cytochrom C aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien Dieser Prozess unterliegt der Kontrolle von Pro- und
Anti-apoptotischen Mitgliedern der BCL-2-Familie. Nach dessen Freisetzung interagiert
Cytochrom C mit dem apoptotischen Protease-aktivierenden Faktor-1 (Apaf-1), welches zur
Bildung des Apoptosom-Komplexes, bestehend aus Caspase-9 und Apaf-1, fithrt. Durch die
Aktivierung der Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 {iber die Initiator-Caspasen-8 und -9 fithren der
extrinsische und intrinsische Signalweg zusammen und resultieren in der Spaltung wichtiger
zelluldrer Substrate, was zum typischen morphologischen Phénotyp der betroffenen Zelle fiihrt
(MacFarlane and Williams, 2004).

proapoptotischen Stimuli zeigt (Haendeler et al., 1996). Miuse, deren BCL-2 Gen funktionell
inaktiviert wurde (BCL-2-Knockouts, BCL-Z'/') vollenden ihre Embryogenese normal, zeigen
aber schon eine Woche nach der Geburt erste phianotypische Verdnderungen im Vergleich zu
wildtypischen Tieren. Sie sind in der Regel kleiner und zeigen in verschiedensten Geweben eine
erhohte Apoptoserate. Die Tiere sterben nach maximal 10 Wochen aufgrund Lebererkrankungen

und Nierenversagen (Nakayama et al., 1993; Veis et al., 1993).
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Ein anderes wichtiges Mitglied der BCL-2 Proteine ist BAX (BCL-2 Associated X protein),
welches anhand seiner Interaktion mit BCL-2 identifiziert wurde (Oltvai et al., 1993). Das BAX-
Gen kodiert fiir ein 21 kDa Protein und enthélt in seiner Promotorregion eine Bindungsstelle fiir
das Tumorsuppressorprotein pS3 (Miyashita and Reed, 1995). BAX ist ein proapoptotisches
Mitglied der BCL-2 Familie und liegt in seiner inaktiven Form als Monomer im Zytoplasma vor.
Nach seiner Aktivierung kommt es zur Konformationsinderung und Oligomerbildung und
inseriert anschliefend in die d&uBlere Mitochondrienmembran. Hier bildet der Proteinkomplex eine
Pore, durch die Cytochrom C aus dem periplasmatischen Raum in das Zytoplasma gelangen kann
und somit der intrinsische Apoptosesignalweg initiiert wird.

BAX knock-out Miuse (BAX™) zeigen eine massive Zellzahlerhohung (Hyperplasie) in
verschiedensten Typen von v.a. lymphoiden Geweben: in granuléren Zellen, Thymozyten und B-
Zellen, Neuronen und unreifen Keimzellen (Knudson et al., 1995). Weibliche BAX™"-Tiere sind
fertil, ménnliche BAX ™" Tiere dagegen sind unfruchtbar.

1.5.3 Die Physiologische Funktion von PrP und seine Rolle in der Apoptose

Um die Pathogenesemechanismen einer Krankheit wie die TSEs zu verstehen, sind Kenntnisse
iiber die biologische Funktion des entsprechenden Pathogens unabdingbar. Die genaue
physiologische Funktion der zelluliren Form des Prion-Proteins ist bis heute ungeklart. Die

Herstellung von PrP-Knockout Miusen (Prnp®°

) im Labor von Charles Weissmann im Jahre
1992 (Bueler et al., 1992) brachte allerdings den grundsitzlichen Beweis fiir die essentielle Rolle
von PrP® fiir die Entstehung von Prionenerkrankungen. Tiere, welche ein funktionell inaktives
Prnp-Gen tragen, sind selbst nach intrazerebraler Injektion mit Scrapie-Prionen nicht infizierbar
und entwickeln die Krankheit nicht (Bueler et al., 1993). Ansonsten zeigen weder hetero- noch
homozygote Tiere starke phdnotypische Auffilligkeiten, sind lebensfahig, entwickeln sich normal
und haben nur schwache phinotypische Auswirkungen wie z.B. Verdnderungen im Schlaf-Wach-
Rhythmus (Tobler et al., 1996). Einige Arbeiten deuten auf eine potentielle Funktion des Prion-
Proteins im Kupfermetabolismus einer Zelle hin. Dies basiert auf der Tatsache, dass die
Oktarepeat-Region im N-terminalen Bereich von PrP® in der Lage ist Kupferionen zu binden und
somit bei der Regulation der intrazelluldren Kupferkonzentration beteiligt ist (Brown et al., 1997;
Hornshaw et al., 1995; Pauly and Harris, 1998; Stockel et al., 1998) . Diese Hypothese unterstiitzt

die Tatsache, dass der Gehalt an Kupferionen in Zellmembranen aus PrnpO/O-Méiusen gegeniiber

wildtypischen Tieren signifikant reduziert ist. Dies fiihrt in den Méausen zu einer erhohten

14



1. EINLEITUNG

Sensitivitit von Neuronen gegeniiber oxidativem Stress und einer reduzierten Cu/Zn Superoxid-
Dismutase- (SOD) Aktivitdt. Daher wird fiir PrP eine SOD-Aktivitdit oder eine
Transporterfunktion fiir die Aufnahme von Metallionen aus dem synaptischen Spalt und deren
Transport in die Zelle diskutiert (Wong et al., 2000). Somit ist auch moglich, dass dem zelluldren
Prion-Protein eine Rolle bei der normalen synaptischen Funktion zukommt (Collinge et al., 1994;
Herms et al., 2000).

Wie auch andere GPI-verankerte Proteine findet man PrP® iiberwiegend in sogenannten Lipid
Raft-Doméinen in der Plasmamembran (Taylor and Hooper, 2006). Dies sind Mikrodoménen in
der Membran reich an Cholesterinen und Sphingolipiden, welche eine wichtige Rolle bei
Signaltransduktionprozessen spielen (Tsui-Pierchala et al., 2002). Eine mdgliche Funktion fiir
PrP€ in der zellulidren Signaltransduktion wurde in den letzten Jahren von einigen Arbeitsgruppen
postuliert und experimentell untermauert. PrP® ist an verschiedensten Signalwegen aktiv
beteiligt, unter anderem fiir das Uberleben und Wachstum von Neuronen und Neuriten und auch
fiir die Vermittlung von neurotoxischen Signalkaskaden. So wurden bei Prnp®°-Miusen, die N-
terminal trunkiertes PrP® exprimierten, kurz nach der Geburt schwere neurodegenerative
Erscheinungen beobachtet (Shmerling et al., 1998). AuBerdem konnte die Interaktion von PrP®
mit Proteinen gezeigt werden, die an der zelluldren Signaltransduktion beteiligt sind. Das saure
Gliafaserprotein (GFAP, glial fibrillary acidic protein) ist als einer der ersten moglichen
zelluldren Bindungspartner beschrieben worden (Oesch et al., 1990). Des Weiteren werden BCL-
2 (Kurschner and Morgan, 1995, 1996), molekulare Chaperone, das Amyloid-Vorldufer-dhnliche
Protein 1 (APLPI, (Yehiely et al., 1997) und der 37 kDa Lamininrezeptor (Rieger et al., 1997)
als potentielle Bindungspartner diskutiert. Durch Crosslinking-Experimenten mittels Antikdrper
wurde gezeigt, dass das Crosslinken (Vernetzung) von PrP¢ auf der Oberfliche von Zellen zu
einer Aktivierung der Tyrosinkinase Fyn fithrt (Abb.5 (1)). PrP scheint Fyn durch Erhhung des
Phosphorylierungsniveaus zu aktivieren, wobei Caveolin-1 als Mediator zwischen PrP® und Fyn
fungieren konnte (Mouillet-Richard et al., 2000). Durch diese Aktivierung kommt es zur
Stimulierung von NADPH Oxidasen und extrazelluldr-regulierten Kinasen (ERKs) sowie zur
Produktion von reaktiven Sauerstoffprodukten (ROS) (Abb.5 (2)). Insgesamt fiihren diese
Signalwege zu allgemein proapoptotischen Effekten (Schneider et al., 2003). Ein anderer
proapoptotischer Signalweg wird durch die Interaktion von PrP® mit dem ,stress-inducible
Protein 1 (ST1) aktiviert, welches urspriinglich als Co-Chaperon von Hitzeschockproteinen der

Hsp70 und Hsp90-Familie identifiziert wurde. Obwohl ST1 {iberwiegend im Zytoplasma und
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Nukleus lokalisiert ist, werden einige Molekiile auch auf der Plasmamembran gefunden und
kénnen mit PrP® kolokalisieren (Zanata et al., 2002). Durch diese Interaktion von PrP® mit ST1
kommt es zum Schutz der Zellen vor Anisomycin induzierter Apoptose, ein Prozess, der
abhingig ist von der Bildung von cAMP und der Aktivierung von Proteinkinase A (Chiarini et

al., 2002) (Abb.5 (3)).

Physiologische Bedingungen Pathologische Bedingungen
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Abbildung 5. Signaltransduktion iiber das Prion-Protein. Unter physiologischen
Bedingungen fiihrt die Interaktion von PrP mit verschiedenen Liganden auf der Zelloberfliche
zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege: 1) Es kommt zur Caveolin-1-abhéngigen
Aktivierung der Tyrosinkinase Fyn. 2) Die Aktivierung der extrazelluldr regulierten Kinasen
(ERKs) fiihrt zu neuronaler Apoptose. 3) Durch die Aktivierung eines G-Proteins und der
Adenylatzyklase (ACP) kommt es zur Bildung von cAMP und dadurch zur Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA). 4) Der intrinsische apoptotische Signalweg wird inhibiert, indem die
Aktivitdt von BAX bzw. andere Auswirkungen von oxidativem Stress verhindert werden. Unter
pathologischen Bedingungen kommt es zur Konformationsinderung von PrP¢ zu PrP* und somit
zu einer Reduktion von neuroprotektiver Signaliibertragung und/oder zu einer Erhohung des
neurotoxischen Signalweges (Hetz et al., 2003a).

Eine weitere Funktion hinsichtlich von PrP® beim Neuritenwachstum ist die Interaktion von PrP®
mit N-CAM, einem Glykoprotein, welches auf der Oberflaiche von Neuronen, Gliazellen und
Skelettmuskeln exprimiert wird und welches eine Rolle bei Zelladhésion, Neuritenwachstum und
Ausbildung der synaptischen Plastizitidt spielt. Durch diese Interaktion kommt es zur
Anreicherung von N-CAM in Lipid Rafts und nachfolgender Aktivierung der Fyn-Kinase. Es
gibt allerdings auch PrP%-vermittelte Signalwege, die zu neurotoxischen Wirkungen fithren. Ein

Beispiel ist eine verkiirzte Version des Prion-Proteins, das nur aus einem C-terminalen Fragment
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des vollstaindigen Proteins besteht (PrPA106-126). In Zellkultur fiihrt PrPA106-126 zur
Aktivierung von zahlreichen intrazelluldren Kinasen wie p38, ERK1/2 und JNK1/2 (Carimalo et
al., 2005; Pietri et al., 2006; Thellung et al., 2002) und wirkt toxisch (Forloni et al., 1993). Dieses
Peptid wird hiufig fiir Untersuchungen der von PrP> verursachten neurotoxischen Effekte
sowohl fiir in vivo als auch in vitro Studien verwendet, weil es auf molekularer Ebene die
Eigenschaften von PrP® reprisentiert (Nguyen et al., 1995). PrPA106-126 bindet an einen
putativen Liganden von PrP®, ohne jedoch Signalwege zu aktivieren, die mit dem Uberleben der
Zelle in Zusammenhang gebracht werden (Brown et al., 1997). Es wird angenommen, dass die
pathologische Form PrP** selbst nicht toxisch wirkt, sondern durch kompetitive Inhibierung von

PrP€, wichtige Signaliibertragungsprozesse verhindert (Abb.5).

1.5.4 Das Prion-Protein, BAX und BCL-2

In yeast-two-hybrid Experimenten und Co-Immunoprizipitationen wurde gezeigt, dass PrP-
Fusionsproteine mit dem antiapoptotischen Protein BCL-2 interagieren (Kurschner and Morgan,
1995, 1996). Die Oktarepeat-Region des PrP“-Molekiils weist eine hohe Sequenzhomologie mit
der fiir die BCL-2 Familie charakteristischen BH2-Doméne auf. Diese Doméne ist essentiell fiir
die antiapoptotische Wirkung von BCL-2 und seine Interaktion mit dem antiapoptotischen
Protein BAX, weshalb eine Zugehorigkeit von PrP zu der BCL-2 Familie gemutmalft wird. Eine
Bestdtigung dafiir bilden Versuche, in denen gezeigt wurde, dass die zelluldre Form des Prion-
Proteins in der Lage ist, humane fotale Neuronen in Zellkultur gegen BAX-vermittelte Apoptose
zu schiitzen. Wenn die Neuronen mit einem BAX-exprimierenden Plasmid transfiziert werden,
sterben ca. 90% der gesamten Zellen infolge Apoptose. Wenn hingegen PrP® gleichzeitig
kotransfiziert wird, verringert sich die Rate apoptotischer Zellen auf ca. 10% (Bounhar et al.,
2001; Roucou et al., 2003). Diese Eigenschaft von PrP scheint dabei spezifisch fiir BAX zu sein,
auf andere Apoptose-induzierende Proteine wie Bak oder t-Bid scheint PrP keinen Einfluss zu
nehmen (Roucou et al., 2005). Auierdem verliert PrP seine neuroprotektive Wirkung wenn die
Oktarepeat-Region deletiert wird oder C-terminal Mutationen eingefithrt werden, die mit
erblichen Prionenerkrankungen assoziiert sind (Bounhar et al., 2001).

In einer anderen neuronalen Zellinie ist die Expression von PrP® ausreichend, die Zellen vor
Apoptose zu schiitzen, welche beispielsweise durch Serummangel induziert wird (Kuwahara et
al., 1999; Sakudo et al., 2005). Ein anderes Beispiel fiir diese protektive Eigenschaft von PrPC

stellt die Zellinie MCF-7 dar (Zellinie eines humanen Brust-Adenokarzinoms). Diese Zellen
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sterben durch Apoptose wenn sie in Kultur mit dem Zytokin Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a)
behandelt werden. Durch endogene Uberexpression von PrP¢ kann der Zelltod verhindert
werden, wobei zumindest teilweise eine Inhibierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweg
nachgewiesen werden konnte (Diarra-Mehrpour et al., 2004).

Die genauen antiapoptotischen und neuroprotektiven zugrunde liegenden Mechanismen von PrP®
sind noch weitgehend unbekannt, doch es wird vermutet, dass PrP seine Wirkung tiber die
Inhibierung des BAX-induzierten Zelltods bewirkt (Abb.6). Das Verhiltnis von BAX und BCL-2
ist ein wichtiges Kriterium bei der Regulation von apoptotischen Vorgidngen (Oltvai and
Korsmeyer, 1994) und Heterodimerbildung und Verschiebungen des Gleichgewichts zwischen
pro- und anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen bestimmen die Sensitivitdt oder Resistenz einer
Zelle gegeniiber apoptotischen Stimuli (Kroemer and Reed, 2000; Reed, 1997). Zurzeit ist nicht
bekannt, ob PrP® seine Wirkung direkt iiber eine Interaktion mit BAX ausiibt, oder indirekt iiber
andere Mediatoren wirkt. Da PrP® vorwiegend auf der Zelloberfliche lokalisiert ist, konnte die
Interaktion mit einem putativen PrP-Rezeptor zum Ausldsen einer intrazelluldren Signalkaskade
fuhren, die direkt oder indirekt auf BAX wirkt. Von verschiedenen BAX-Inhibitoren wurde
gezeigt, dass sie direkt im Zytosol an BAX binden und somit seine Translokation ins
Mitochondrium verhindern. Auch von PrP® wurde eine zumindest teilweise Lokalisierung im
Zytosol beschrieben. Dieses zytosolische PrP konnte ebenfalls direkt mit BAX interagieren und
somit eine Konformationsédnderung und Aktivierung des Proteins verhindern. Eine andere
Maglichkeit besteht darin, dass PrP¢ durch BCL-2 agiert und somit das Verhiltnis von BCL-2 zu
BAX qualitativ verdndert wird. Ein erst vor kurzem entdeckter Mechanismus der Apoptose wird
tiber das endoplasmatische Retikulum (ER) aktiviert. Dieser Signalweg wird spezifisch durch
ER-Stress-Signale ausgelost, wie z.B. Storungen der Calcium-Homdostase. Interessanterweise ist
die ER-induzierte Apoptose durch BCL-2 hemmbar und auch PrP koénnte hier durch direkten

Einfluss auf die Calcium-Konzentration der Zelle wirken.
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Abbildung 6. Mogliche Mechanismen der Inhibierung von BAX-induzierter Apoptose
durch PrP€. PrP® auf der Zelloberfliche (GPI-PrP) bindet an einen putativen PrP -Rezeptor und
16st intrazelluldr eine Signalkaskade aus, welche dann (1) zur Storung der Translokation von
BAX ins Mitochondrium fiihrt bzw. die Konformationsdnderung bzw. Oligomerisierung von
BAX verhindert. Eine weitere Moglichkeit liegt in der Erhdhung der Bindung zwischen BAX
und antiapoptotischen Proteinen wie BCL-2 oder Bel-X; durch Signaliibertragung von PrP (2).
AuBlerdem konnte PrP im Endoplasmatischen Retikulum direkt auf den intrazelluldren
Calciumspiegel Einfluss nehmen (3) (Westergard et al., 2007).

1.6 Neurografts zur Untersuchung der Prionen-vermittelten Neurodegeneration

Die so genannte ,Neurografting Technik verwendet ein Transplantationsmodell, in dem
neuronales Gewebe aus Tieren untersucht werden kann, die nicht direkt mit Prionen inokuliert
werden konnen. Darunter versteht man beispielsweise ,,Knock-out“-Mausmodelle, die einen
ausgepragten evtl. letalen Phianotyp aufweisen und deshalb fiir Inokulationsstudien nicht geeignet
sind. Bei der Transplantationstechnik (Abb.7) wird mit Hilfe eines stereotaktischen Rahmens
neurocktodermales Gewebe eines zu untersuchenden Mausstammes in das Gehirn von Prnp®°-
Maiusen implantiert. Nach Ausdifferenzierung der Transplantate erfolgt die intrazerebrale
Inokulation mit Prionen. Die Prionenreplikation ist dabei auf das PrP“-exprimierende
Transplantat beschrankt und pathologische Verdnderungen konnen iiber einen langeren Zeitraum

o/o

untersucht werden, da die Prnp” " -Empfangertiere nicht erkranken.

19



1. EINLEITUNG

Knockout-Mausmodell

Embryonen Tag 12.5

Abbildung 7. Die ,,Neurografting® Technik. Die Hirnanlage eines fiir den zu untersuchenden
Faktor defizienten Mausembryos wird an Tag 12,5 entnommen, die neuroektodermale Anlage
pripariert und in das Gehirn einer Prnp®°-Maus transplantiert. Nach Inokulation mit Prionen ist
die Replikation und Prionenpathologie auf das PrP“-exprimierende Transplantat beschrinkt,
wiahrend das Empfangertier gesund bleibt.

Das Modell kann verwendet werden, um den Einfluss verschiedener Molekiile oder Faktoren auf

den Verlauf des neurodegenerativen Prozesses zu untersuchen.
1.7 Das Immunsystem

Da in der vorliegenden Arbeit Immunisierungsstrategien durchgefiihrt wurden, soll im Folgenden
die Grundlagen der Immunabwehr kurz zusammengefasst werden. Als Immunsystem (aus dem
lateinischen immunis fiir ,.frei“ und ,unberiihrt) bezeichnet man die Fahigkeit hoherer
Lebewesen sich gegen pathogene Krankheitserreger wie Viren, Bakterien und Parasiten zu
wehren und somit Schiddigungen des Organismus zu verhindern. Es existieren zwei
Abwehrmechanismen, die parallel ablaufen konnen und sich in ihrer Wirkung erginzen: die
unspezifische, angeborene Immunitat und die spezifische, erworbene Immunitét, die auch als

adaptive Immunantwort bezeichnet wird.

Das Prinzip der unspezifischen Immunitdt ist die Aufnahme und Zerstérung der in den
Organismus eingedrungenen fremden Mikroorganismen und pathogene Makromolekiile durch
Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Diese Zellen
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gehoren zu den weillen Blutkdrperchen (Leukozyten) und entwickeln sich aus lymphatischen
Vorlduferzellen im Knochenmark. Dabei wirken NK-Zellen antigenunspezifisch gegen
virusinfizierte Zellen oder auch korpereigene Tumorzellen. Granulozyten werden auch als
polymorphkernige Leukozyten bezeichnet. Sie enthalten grof3e, azurophile Granula und werden
je nach Firbeverhalten ihres Protoplasmas in neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten unterteilt. Die Granula enthalten Proteine und Lipoproteine (z.B. ,,Perforin"), die
bei Bindung an Zielzellen freigesetzt und in die Zellmembran der Zielzelle eingelagert werden.
Sie bilden dann Poren in den Zielzellen und 16sen diese auf (Zytolyse). Granulozyten sind mit
einer Lebensdauer von zwei bis drei Tagen kurzlebig. Monozyten haben einen Durchmesser von
12-25pum bilden somit die groften aller Leukozyten. Sie wandern nach ihrer Reifung im
Knochenmark in den Blutkreislauf in ihre Zielgewebe und besitzen eine ausgeprigte
Phagozytosefahigkeit. Granulozyten und Makrophagen werden zu den Fresszellen gezéhlt, da sie
korperfremde Proteine, wie etwa auf der Oberfliche von Viren und Bakterien, stindig
phagozytieren, intrazelluldr zerkleinern und als Antigene auf der eigenen Zelloberfliche
prasentieren. Die angeborene Immunitit beruht insgesamt auf unspezifischen
Abwehrmechanismen, die sofort oder innerhalb einiger Stunden nach Erscheinen eines Antigens
im Korper wirken.

Die erworbene Immunitét hingegen entwickelt sich im Laufe des Lebens aufgrund des Kontaktes
mit Fremdstoffen, die durch unspezifische Abwehrmechanismen nicht bekdmpft worden sind.
Die Funktion der erworbenen Immunitdt wird durch ein komplexes System von Zellen und
verschiedenen Substanzen gesichert. Durch Antigenkontakt wird eine fiir jedes Fremd-Molekiil
spezifische Antwort hervorgerufen. Die Effizienz dieser immunologischen Antwort verbessert
sich durch wiederholte Exposition mit dem gleichen Antigen, es entsteht ein immunologisches
Gedéachtnis. Effektorzellen der adaptiven Immunitdt sind die Lymphozyten, welche in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden konnen, die B- und die T-Lymphozyten.

Die B-Lymphozyten sind verantwortlich fiir die Bildung von Antikérpern (Immunglobuline, Ig),
und werden im Knochenmark gebildet (bone marrow, B-Zellen). Jede B-Zelle produziert nur
einen Typ Antikorper, der auf ein spezifisches Epitop ausgerichtet ist. Die Produktion der
Antikorper beginnt, wenn die B-Zelle das ihr zugehorige Antigen erkannt hat und gleichzeitig mit
Zytokinen stimuliert wird. Die noch unreife B-Zelle beginnt daraufhin sich zu teilen und den
Zellapparat fiir die Proteinbiosynthese aufzubauen. Eine nach 4-5 Tagen voll ausgereifte B-Zelle

wird Plasmazelle genannt; 90-95 % der von ihr produzierten Proteine sind Antikdrper, von der
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sie pro Sekunde bis zu 2.000 sezerniert. Nach einer solchen Immunreaktion bleiben einige B-
Zellen in einem spéten, inaktiven Pra-Plasmazellen-Stadium zuriick. Diese B-Gedédchtniszellen
konnen bei erneutem Antigenkontakt sehr viel schneller zur Plasmazelle reifen und innerhalb
kurzer Zeit das Antigen mit Antikérpern bekdmpfen. B-Gedéchtniszellen sind ein wichtiger Teil
des bei einer Impfung gebildeten immunologischen Gedichtnisses.

Die T-Lymphozyten (T-Zellen) reifen im Thymus und konnen anhand der Expression
spezifischer Oberflachen-Glykoproteine (,,Cluster of differentiation”, CD) in zytotoxische T-
Zellen (CD8" T-Zellen) und Helfer-T-Zellen (CD4" T-Zellen) unterteilt werden (Parnes, 1989).
T-Helferzellen sind befasst mit der primidren Antigenerkennung. Sie erkennen zusammen {iber
dem Major Histocompatibility Complex II (MHC II) préasentierte Antigene und werden dadurch
aktiviert. Sie aktivieren dann selbst CD8" T-Zellen und B-Zellen. Der MHC umfasst eine Gruppe
von Genen, welche fiir Proteine codieren, die fiir die Immunerkennung, die
Gewebevertraglichkeit (Histokompatibilitit) und die immunologische Individualitdt wichtig sind.
Durch die Aktivierung von T-Helferzellen kommt es zur Produktion von Interleukinen (und
anderen Zytokinen). Durch ihr Interleukin-Muster lassen sich zwei T-Helferzellen-Populationen
unterscheiden: die Tyi-Zellen und Tyy-Zellen (Bliss et al., 1996; Janeway, 2001; Mosmann and
Coffman, 1989; Seder and Paul, 1994). Ty;-Helferzellen wirken bei Infektionen allgemein und
besonders bei intrazelluliren Pathogenen wie Viren und Parasiten. Es erfolgt eine friithe
Freisetzung von Interferon-Gamma (IFN-y), GM-CSF und Interleukin-2 und -3 (IL2, IL3),
dadurch werden NK-Zellen aktiviert. Diese konnen Krankheitserreger schon sehr friih angreifen,
noch bevor Antikorper gebildet wurden. AuBerdem aktivieren sie iiber ihre Zytokine
Makrophagen und regen B-Zellen zur Produktion von Immunglobulin M an. Ty,-Helferzellen
finden sich vorwiegend bei Parasitenerkrankungen und Allergien. Eine frithe Interleukin-4, -5
und -3 (IL4, ILS5, IL3)-Freisetzung lockt eosinophile Granulozyten an und regt B-Lymphozyten

zur Bildung von Immunglobulin G und -E an (Janeway, 2001).

1.7.1 Toleranzmechanismen

Als Toleranz wird die Féhigkeit des Immunsystems eines Organismus bezeichnet, zwischen
»Selbst und ,,Nicht-Selbst* zu unterscheiden. Krankheitserreger wie Bakterien, Parasiten oder
Viren miissen vom Organismus als korperfremd erkannt werden, wohingegen Immunreaktionen
gegen korpereigene Antigene verhindert werden miissen. Diese Selbsttoleranz gegen

korpereigene Strukturen wird auf mehreren Wegen erreicht.
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1.7.1.1Zentrale Toleranz

Zentrale Toleranz entsteht bei der Entwicklung von T-Zellen im Thymus. T-Zellen werden hier,
sobald sie einen funktionellen T-Zell-Rezeptor exprimieren, einer ersten Kontrolle auf potentielle
Selbstreaktivitit unterzogen. Wenn wéhrend dieser T-Zell-Entwicklungsphase Selbstantigene mit
hoher Affinitit erkannt werden, kommt es zur ,,negativen Selektion* dieser Zellen und dies fiihrt
zum apoptotischen Zelltod (Kisielow et al., 1988; Sprent et al., 1988). Damit wird verhindert,
dass T-Zellen mit einer hohen Eigenaffinitét aus dem Thymus in die Peripherie entlassen werden.
Damit sich Thymozyten zu reifen T-Lymphozyten entwickeln, miissen sich die in diesem frithen
Entwicklungsstadium befindenden doppelt positiven Lymphozyten (CD4™ CD8") noch einem
anderen Selektionsprozess unterziehen. In dieser so genannten ,,positive Selektion* werden T-
Zellen, die Peptide im Komplex mit eigenen MHC-Molekiilen erkennen, positiv selektioniert.
Der Rest, der dieses Selektionskriterium nicht erfullt, d.h. entweder zu stark bindet oder MHC-
Molekiile iiberhaupt nicht erkennt, stirbt ebenfalls den apoptotischen Zelltod. Im Gegensatz zur
»hegativen Selektion®, die sich hauptsdchlich an Oberflichen von anderen Zellen, wie z.B.
dendritischen Zellen (DCs) oder Makrophagen abspielt, ereignet sich die positive Selektion
hauptsiachlich an Epithelzellen des Thymus. Erst wenn die T-Zellen diese Selektionsschritte
erfolgreich durchlaufen haben, werden sie als immunkompetente Zellen im Blut zirkulieren und
die sekunddren Lymphorgane besiedeln. Nur ca. 3-5% aller T-Lymphozyten iiberleben diesen

Selektionsprozess.

1.7.1.2Periphere Toleranz

Zentrale Toleranz erfordert, dass ein entsprechendes Selbstantigen im Thymus exprimiert wird
bzw. iiber Blut und Lymphe dorthin transportiert wird. Nicht alle Selbstantigene werden im
Thymus reprasentiert und weitere Antigenepitope kommen in der Korperperipherie vor. Das
Vorkommen potentiell selbstreaktiver T-Zellen in der Peripherie fiihrt jedoch nicht automatisch
zu einer Autoimmunpathologie. Zusétzlich zur zentralen Toleranz wirken andere Mechanismen
in der Korperperipherie, wie klonale Deletion, Ignoranz oder Anergie und regulatorische T-
Zellen.

Unter klonaler Deletion versteht man die Eliminierung unreifer Lymphozyten, die kdrpereigene
Antigene erkennen, in Analogie zur negativen Selektion im Thymus. Um eine Immunantwort

auszulosen, miissen neben der Prédsentation des Antigens auf der Oberfliche von
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antigenprasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APCs) kostimulatorische Signale
abgegeben werden, welche dann zur Expansion und Differenzierung der T-Zellen fiihren
(Lenschow et al., 1996). Als Anergie wird die fehlende Reaktion auf ein Antigen durch
Abwesenheit der kostimulatorische Signale bezeichnet, was ein Abschalten der Immunantwort
zufolge hat (Matzinger, 1994). Manche Selbstantigene induzieren weder zentrale noch periphere
Toleranz, sie werden vom Immunsystem vollstindig ignoriert. Das gilt beispielsweise fiir
Antigene, die in grofer Entfernung von Lymphozyten vorkommen (Ohashi et al., 1991). Die
wichtigsten kostimulatorische Signale fiir T-Zellen sind die B7-Molekiile (B7-1 (CD80) und B7-
2 (CD86)) auf APCs, die vom CD28 Rezeptor auf T-Zellen erkannt werden (Abb.8) (Jenkins and
Schwartz, 1987; Schwartz et al., 2001) und das CD40-Molekiil, welches vom CD40-Liganden
erkannt wird. Wird diese Interaktion in Kombination des T-Zell-Rezeptors durchgefiihrt, der an
Antigen-MHCII-Komplexe bindet, erfolgt die Aktivierung der T-Zellen und es kommt zur
Proliferation und Zytokinproduktion (IL-2). Regulatorische T-Zellen (Tregs) werden anhand
ihrer Oberflichenmarker CD4" und CD25" identifiziert und zeichnen sich durch ihre Fahigkeit

aus, CD4" und CD8" T-Zellen, sowie B- Zellen spezifisch zu regulieren.

Induktion der Immunantwort
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Abbildung 8. Induktion der Immunantwort. T-Zellen erkennen ein Antigen und werden durch
Interaktionen zwischen T-Zell-Rezeptoren (TCR), dem Haupthistokompatibilitdtskomplex
(MHC) und kostimulatorischen Molekiilen (CD28-B7, CD40L-CD40) aktiviert. Aktivierte T-
Zellen sezernieren Zytokine, die wiederum Makrophagen, B-Zellen, zytotoxische T-Zellen und
Natiirliche Killerzellen (NK) aktivieren. APC=Antigen-préisentierende Zelle, Ty=T-Helferzelle,
TCR=T-Zell-Rezeptor, IL-2=Interleukin-2; IL-2R=IL-2-Rezeptor (Pleyer and Ritter, 2003).
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Die genaue Wirkungsweise ist bisher noch weitgehend unklar. Diskutiert wird, ob Tregs ihre
Wirkung tiber direkten Zell-Zell-Kontakt (Takahashi et al., 1998; Thornton and Shevach, 1998)
oder tiber die Sekretion von Zytokinen wie z.B. IL-10 oder TGF-8 (transforming growth factor)
ausiiben (Annacker et al., 2001).

1.8 Die Rolle von PrP im Immunsystem

Die zelluldre Form von PrP wird neben Zellen des zentralen Nervensystems von einer Vielzahl
von Zellen des Immunsystems wie z.B. hdmatopoetischen Stammzellen (haematopoetic stem
cells, HSCs) und reifen lymphoiden und myeliden Kompartimenten exprimiert (Cashman et al.,
1990). In Prion-infizierten Tieren oder mit TSE infizierten Personen sind spezifische Antikorper
gegen das Prion-Protein nicht nachweisbar. Diese Abwesenheit einer spezifischen Immunantwort
bei Prionenerkrankungen ist die Folge der Toleranz des Immunsystems gegeniiber PrP>, welches
die gleiche Primérstruktur wie das korpereigene Protein PrP¢ besitzt. Fiir die Ausbreitung und
Vermehrung von Prionen im Organismus hingegen spielt das lymphoretikuldre System eine
bedeutende Rolle. Nach peritonealer, subkutaner oder intravendser Infektion akkumulieren
Prionen zuerst in der Milz und in den Lymphknoten. Im Mausmodell erreicht die Infektidsitit in
diesen Organen nach ca. vier Wochen ein Plateau, bevor nach weiteren acht Wochen die gleichen
infektiosen Titer auch im zentralen Nervensystem gefunden werden. Nach oraler Kontamination
werden Prionen zuerst im Darm-assoziierten lymphatischen System, v.a. in den Peyerschen
Plaques gefunden (Maignien et al., 1999), gefolgt von der Infektion mesenterischer Lymphknoten
und anderer sekundérer Lymphorgane (McBride et al., 2001; Sigurdson et al., 2001). Folglich
akkumulieren Prionen in den peripheren Nerven kurz nach der Infektion des lymphoidalen
Gewebes, was darauf hinweist dass Prionen das ZNS {iiber axonale Transportwege erreichen
(Beekes and McBride, 2000).

PrP€ wird auch auf T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen, Monozyten, Dendritischen (DCs) und
follikulér dendritischen Zellen (FDCs) gefunden (Aucouturier et al., 2000; Blattler et al., 1997,
Klein et al.,, 2001; Montrasio et al., 2001). FDCs sind Bindegewebszellen, die mit ihren
dendritenartigen Fortsdtzen in Lymphfollikeln die Keimzentren fiir die klonale Expansion von B-
Zellen bilden. Ohne voll ausgereifte FDCs ist die PrP*-Replikation in der Milz und die
Neuroinvasion, d.h. die Verbreitung von Prionen ins Nervensystem, beeintrachtigt (Mabbott et
al., 2000; Montrasio et al., 2000). Die Expression von PrP¢ auf B-Lymphozyten hingegen spielt

bei der Replikation und Vermehrung von Prionen keine direkte Rolle (Klein et al., 1998;
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Montrasio et al., 2000), B-Zellen sind aber notwendig fiir die Reifung von FDCs und somit
wichtiger Bestandteil der peripheren Prionpathogenese (Montrasio et al., 2000).

1.9 Prophylaktische und therapeutische Ansiitze gegen Prionenerkrankungen

Aktuell ist eine Therapie gegen Prionenerkrankungen nicht verfiigbar und auch prophylaktische
MafBnahmen sind nur im begrenzten Umfang moglich. Basierend auf dem heutigen
Erkenntnisstand sind allerdings mehrere therapeutische Strategien denkbar:

1) Verhinderung der Infektion an erster Stelle der Prionenreplikation

2) Verhinderung des Eintritts von PrP*° in das sekundir lymphatische System

3) Verhinderung der Infektion von FDCs

4) Verhinderung der Ausbreitung des infektiosen Agens im Nervensystem

5) Verhinderung des neuronalen Zelltods

Auf molekularer Ebene kann dies durch verschiedene Ansétze erreicht werden:

1) Inhibierung der PrP -Expression

2) Verhinderung der Umwandlung von PrP€ zu PrP*

3) Vermehrter Abbau (sog. ,,Clearance®) von PrP*

4) Inhibierung von potentiell toxischen Mediatoren, die durch die Umwandlung von PrP€ zu

PrP®¢ aktiviert werden

Eine Moglichkeit auf molekularer Ebene in die Pathogenese von Prionenerkrankungen
regulierend einzugreifen, ist die Entwicklung von Impfstoffen. Ein wichtiges Kriterium von TSE
ist das komplette Fehlen einer spezifischen Immunantwort gegen das Prion-Protein in den
infizierten Organismen. Zusétzlich ist bis heute kein PrP-spezifischer Antikorper in der Lage

zwischen der zelluldren und der pathogenen Form zu unterscheiden.
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Ziel der Arbeit

1) Aktive Immunisierungsstrategien gegen Prionenerkrankungen

In der Literatur finden sich vielféltige Hinweise darauf, dass gegen die zelluldre Form des Prion-
Proteins gerichtete Antikorper einen Einfluss auf den Verlauf von Prionenerkrankungen haben
konnen. So wurde beispielsweise in Mausstudien gezeigt, dass nach passiver Immunisierung mit
Antikorpern, die gegen die zelluldre Form des Prion-Proteins gerichtet sind, Mause vor einer
Infektion mit Prionen geschiitzt sind (White et al., 2003). Ebenso zeigten gentechnisch verdnderte
Maiuse, die spontan Antikorper gegen die zellulire Form des Prion-Proteins bilden, einen
verzogerten Verlauf von Prionenerkrankungen. Diese transgenen Méuse exprimieren gleichzeitig
das zelluldre Prion-Protein und Antikorper, die gegen das Prion-Protein gerichtet sind (Heppner
et al., 2001). Die Entwicklung von aktiven Immunisierungsstrategien fiir die Induktion einer
Anti-PrP® Immunatwort wird allerdings durch das Phinomen der Selbsttoleranz erschwert. Diese
Eigenschaft soll sicherstellen, dass keine Immunitit gegen Selbststrukturen induziert wird. Auch
in der Zukunft wird es eine groBe Herausforderung sein, therapeutische oder schiitzende
Antikorperantworten gegen Selbstantigene zu induzieren, ohne selbstzerstorerische Immunitit zu
verursachen. Ein besseres Verstindnis der Prozesse, die bei der Induktion von selbstreaktiven
Immunantworten wie beispielsweise gegen das Prion-Protein von Bedeutung sind, werden auch
bei der Entwicklung neuer Impfstoffe gegen andere Krankheiten, wie zum Beispiel gegen die
Alzheimer Erkrankung oder gegen Tumore, eine wichtige Rolle spielen.

Das Ziel dieser Arbeit war es mit verschiedenen Immunisierungsprotokollen eine humorale und
zelluldre Immunantwort gegen das Prion-Protein zu erreichen. Dafiir wurden Mause mit dem
rekombinanten Prion-Protein (rek.PrP) und einem Fusionskonstrukt aus rek.PrP und einem T-
Helferepitop (PrP-P30) immunisiert. Um die Moglichkeit zu erhdhen, die immunologischen
Toleranz gegeniiber dem ,,Selbstprotein PrP¢ zu umgehen, wurde fiir die Immunsierungen ein
transgenes Mausmodell verwendet. Diese Tiere exprimieren das Hamster-Prion-Protein nur in

Neuronen des Nervensystems (NSEHa-Prnp®®

). Durch die Verwendung von murinem PrP als
Vakzine gegen endogen exprimiertem Hamster-PrP sollte die Immunogenitdt der verwendeten
Proteine zusitzlich erhoht werden, um so die Induktion von Anti-PrP“-spezifischen Antikdrpern
zu erreichen. Diese induzierten Anti-PrP%-spezifischen Antikorper wurden auf ihre Fihigkeit
untersucht, die Prionenreplikation sowohl in vitro als auch in vivo zu inhibieren und somit

mogliche Unterschiede zwischen den verwendeten Immunisierungsproteinen aufzuzeigen.
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Zusitzlich zur Untersuchung der humoralen Immunantwort wurde in einem weiteren Teil der
Arbeit potentielle Unterschiede der Vakzinierungsproteine auf die Induktion einer zelluldren

Immunantwort, das heiit auf Ebene der T-Lymphozyten, untersucht.
2) Untersuchung zur Prionen-induzierten Neurodegeneration

Die Pathologie von neurodegenerativen Erkrankungen ist charakterisiert durch ein massives
Absterben von Neuronen im Gehirn. Die diesem Zelltod zugrundeliegenden Mechanismen und
die Beteiligung von apoptotischen Signalwegen an diesem Prozess sind noch weitgehend unklar
und werden kontrovers diskutiert. Es gibt Hinweise darauf, dass apoptotische Vorgénge sowohl
in Creutzfeldt-Jakob Patienten, als auch in prioneninfizierten Hamstern, Mausen und Schafen
eine wichtige Rolle spielen. Die Proteine BAX und BCL-2 sind wichtige Vertreter der Pro-und
Anti-apoptotischen Proteine, von denen schon bekannt ist, dass sie wichtige Funktionen in
diversen neurologischen Erkrankungen einnehmen. Verschiedenste Arbeiten zeigen, dass BAX
und BCL-2 auch wichtige Mediatoren bei der Induktion von Neurotoxizitdt durch Prionen sein
konnten. Um die Funktion einer erniedrigten bzw. erhohten Apoptoserate auf die Entwicklung
der Pathologie nach einer Prioneninfektion zu untersuchen, wurden BAX” bzw. BCL-2"
neuronales Gewebe mit Prionen inokuliert. Die dieser Methode zugrunde liegende
Transplantationstechnik von embryonalem, neuroektodermalem Gewebe wurde schon héufiger
bei entwicklungsbiologischen Fragestellungen verwendet. Diese Technik erlaubt die
Untersuchung von Gewebe eines Donors in einem Zeitraum, welche seine natiirliche
Lebenserwartung weit TUberschritten hétte. Die Transplantation von BAX-bzw. BCL-2
defizientem Neuroektoderm und die anschliefende Infektion mit Prionen sollte Hinweise auf die
Funktion dieser beiden Proteine bei der Entwicklung der Prionen-induzierten Neurotoxizitit
geben. Nach definierten Zeitrdumen sollten die Gewebe histologisch auf typische Charakteristika
der Prionenpathologie untersucht werden, um potentielle Unterschiede zur wildtypischen

Situation aufzudecken.

28



2. MATERIAL

2 MATERIAL

2.1 Gerite
Autoklav Miinchner Medizin
Bakterienkulturschittler Miinchner Medizin

Blot Filterpapier

Schleicher & Schuell

Blottingkammern

BioRad®

Digitale Kamera

Diagnostic Instruments

Eismaschine

Scotsman

Elektrophoresekammern

BioRad®

FACS FACS Calibur, Becton-Dickinson
Feinwaage Sartorius
Fluoreszenzmikroskop Leica
Gefrierschrinke Bosch electronic
Harvester Perkin Elmer
Inkubatoren Heraeus
Perkin Elmer
Kapillarsequenzierer
ABI Prism 310,
ABI Prism 3100, PE Applied Biosystems
Kivetten Eppendorf
Laborwaage Sartorius
Magnetriihrer Tkamag® RH
Mikrotom Leica
Mikrowellenherd Severin
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Neubauer Zéhlkammer Marienfeld

PVDF Membran Roth

pH-Meter Denver Instrument

Pipetten Gilson, Eppendorf

Pipettierhilfe Gilson

Plastikmaterial Costar, Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc,
Roth

Rontgenfilme Amersham Biosciences

Scintilator Perkin Elmer

Sonifier (Ultraschall) Branson

Spektralphotometer BioRad®

Sterilbank NuaireTM

Thermocycler Eppendorf

UV-Handlampe Bachofer

UV-Leuchttisch/Videodrucker MWG und Mitsubishi

Vortexer Heidolph

Wasserbdder GFL

Wippe Heidolph

Zentrifugen Kendro, Eppendorf, Hettich, Sorvall
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2.2 Chemikalien

Die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Applichem und Merck, Darmstadt; Sigma, Deisenhofen; Carl Roth GmbH, Karlsruhe.
Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Reaktionsgefile u.d. wurden bei der Firma
Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg bestellt. Bei Materialien fiir die Zellkultur handelte es
sich um Produkte der Firma Nunc GmbH.

Enzyme fiir die Klonierungen wurden von den Firmen MWG-Biotech AG, Ebersberg, MBI-
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot und Invitrogen GmbH, Karlsruhe bezogen.

2.3 Kits
ABI Prism Big Dye Kit PCR Sequenzierung PE Applied Biosystems
ECL Westernblot Detection Immunoblot Entwicklung Perbo Science
Kit
Gelextraktionskit Gelextraktion Qiagen
Plasmid prep Kit Plasmidpréparation Qiagen
Substrat AEC Entwicklung der Schnitte DCS
DNeasy Blood & Tissue Kit ~ DNA-Isolierung aus Qiagen
Mausschwinzen
In situ cell death Kit TUNEL-Farbung Roche

2.4 Groflen-und Lingenstandards

1kb DNA Ladder MBI-Fermentas
100bp DNA Ladder MBI-Fermentas
PageRuler™ Prestained Protein Ladder MBI-Fermentas
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2.5 Zellinien

HEK 293T | Humane, embryonale Nierenzellinie; exprimiert das SV40 T-Antigen
(Graham et al., 1977)

N2a Neuroblastomzellinie der Maus. Die Zellen stammen von einem spontanen
Tumor in A/J-Méausen (PrPaa-Stamm) ab (Olmsted et al., 1970). Die Zellinie
wird in Opti-MEM kultiviert (Zusammensetzung: 500 ml Opti-MEM
Glutamax (Gibco, Karlsruhe), 50 ml fotales Kédlberserum (PAA, Marburg))

ScN2a N2a-Zellinie infiziert mit Scrapie (Butler et al., 1988)

2.6 Puffer und Medien

Puffer/Medium
Anisthetikum (Ketamin/Rompun) Iml Ketamin 10%

0,25 ml Rompun 2%

5 ml 0,9% NaCl (steril)
Blotting-Puffer (1x) 0,75% SDS (W/v)

0,25M Tris

2M Glycin

20% Methanol (v/v)
5xLB Medium 100g LB Broth Base in 11 ddH,O
LB Agar 20g LB Agar in 11 ddH,O

Nach dem Autoklavieren Medium auf ca. 45°C abkiihlen lassen und das entsprechende
Antibiotika in Endkonzentration 100ug/ml zugeben. Das Medium wird in Bakterienkulturplatten
gegossen und fiir ca. 2h bei RT stehen gelassen. Die Platten werden bei 4°C gelagert

MEM

10% FCS (Biochrom AG)

Minimal Essential Medium, Gibco

120mg/l Penicillin/Streptomycin

DMEM

10% FCS Biochrom AG

(Dulbeccos Modified Eagle Medium, | 120mg/l Penicillin/Steptomycin
Gibco)

RPMI (Gibco) RPMI 1640 + 10% FCS
Lysispuffer 50mM Tris-Hcl, pH 7.5

150mM NacCl
1% NP40
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0.1% Sodium Deoxycholate

2xHBS 50mM Hepes, pH 7.05
10mM KCl

12mM Dextrose
280mM NaCl

1.5ml NazHPO4

3 Aliquots herstellen mit pH 7.0, 7.05 und 7.1 und 0,2um steril filtrieren, Effizienz testen, bei -
20°C lagern

2M CaCl, CaCl; (Sigma, cell culture grade) 2M
0,22pum steril filtrieren, lagern bei -20°C
Natriumbutyrat PBS mit 500mM Natriumbutyrat
FACS Buffer PBS
20% FCS

10mM EDTA pH 8.0
0,1% Natriumazid

PBS 137mM NaCl
2,7mM KCl
4,31’IlM Na2P04
1,5mM CaCl,
ImM MgCl,

50x TAE 2 M Tris pH 8,0
5,7% (v/v) Konz. Essigsdure
0,05 M EDTA-Na; pH 8,0

6x DNA Probenpuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
30% Glycerin

3 M Natriumacetat, pH 5,2 3 M Natriumacetat

pH mit konz. Essigsdure einstellen

2.7 Antikorper

Antikorper Spezies Isotyp  Konjugat Hersteller
o-mouse-IgG1 Kaninchen / HRP Zymed
o-mouse-IgG2a Kaninchen / HRP Zymed
a-rabbit-IgG (H+L) Ziege / HRP Zymed
a-mouse-IgG (H+L) Ziege / FITC Dianova
o-mouse-IgM Ziege / HRP Zymed
o-mouse-IgG (H+L) Esel / HRP Zymed
o-PrP (SA2124) Kaninchen pAk / AG Klein
o-PrP (6H4) Maus IgG1 / Prionics
o-PrP (3F4) Maus IgG2a  / Chemicon
a-mouse-Caspase-3 Kaninchen IgG / R&D Systems
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o-mouse-CD4
o-mouse -CD8a
a-CD40
a-CD197 (CCR7)
37.2

GFAP

o-NeuN

Ratte IgG2a APC BD Pharmingen™™
Ratte IgG2a PerCP BD Pharmingen™™
Maus / PE BD Pharmingen™™
Maus / Biotin BD Pharmingen™™
Maus / Biotin BD Pharmingen™™
Kaninchen pAk / DAKO

Maus IgG1 / Chemicon

2.8 Scrapie Erregerstimme

2.8.1 Scrapie Erregerstamm Rocky-Mountain —Laboratory (RML)

Fiir die Inokulationen wurde der Scrapie-Erregerstamm RML verwendet. Dieser Stamm ist

ein Maus-adaptiertes Scrapie-Isolat (Chandler, 1961), der in CD1 Méusen passagiert wurde

und dessen Inkubationszeit, die Histopathologie und das PrP**-Lisionsprofil bekannt sind. Fiir

die Inokulationen wurden 10% Gehirnhomogenate in PBS + 5% BSA von mit RML-

infizierten Tieren hergestellt.

2.8.2 Hamster-Scrapie-Erregerstamm (Sc237)

Hamster-adaptierter Scrapie-Prion-Impfstoff, genannt Sc237. Dieser Impfstoff ist dhnlich dem

Hamster-Scrapie Stamm 263K.

2.9 Primer und Sequenzen

Name Sequenz 5°— 3’

P3 ATT CGC AGC GCA TCG CCT TCT ATC GCC

P10 GTA CCC ATA ATC AGT GGA ACA AGC CCA GC
P3°’NC CCC TCC CCC AGC CTA GAC CACGA

Ha3F4 CCA ACATGA AGCACA TG CCGGCGC
MoHa217 CCT GGG ACT CCT TCT GGT ACT GGG TG
BCL-2 rpl GGT AGC GAC GAG AGA AGT CATC

BCL-2 rp2 CAT TCA GGC TGC GCA ACTGTTG

BCL-2 fp1 CAC CAG AAT CAA GTG TTC GGT G

BAXINSR GTT GAC CAG AGT GGC GTA GG
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BAXEXSF GAG CTG ATC AGA ACC ATC ATG

NeoR/BAX CCG CTT CCA TTG CTC AGC GG

HaPrP Bam for ATT GGA TCC ATG GCG AAC CTT AGC TAC TGG CTG TG G

HaPrP Mfe rev ATA CAA TTG CCT CAT CCC ACC ATC AGG AAG ATG AGA
AAGG

BS_MCS_Not G TGG CGG CCG CTC TAG AAC TAG TGG

SAB_PrP_Mfe rev TAG CCT ATG GGG GAC ACA GAG AAGC

CpGs-1826 TCC ATG ACG TTC CTG ACGTT

Die DNA-Oligonukleotide wurden phosphothioatmodifiziert von MWG Ebersberg bezogen

und fiir die Immunisierungen in ddH,O geldst.

Aminosiuresequenz

P30 Ty-Epitop
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

rekombinantes zur Verfiigung gestellt von Thorsten Liihrs (Zahn et al., 1997)
Maus-PrP (23-231)
rekombinantes alicon AG, Schweiz

Hamster-PrP

2.10 Mauslinien
2.10.1 Prnp®° (Prion-Protein-defiziente Miiuse)

Es wurden so genannte Ziirich I- knockout Tiere verwendet. Bei diesem Stamm wurden die

Codons 3 bis 188 der fiir PrP-kodierenden Sequenz durch ein Neomycinresistenzgen ersetzt

(Abb. 9).

8kb Z2kb 10kb 17kb
< >

r s
Y
r
A
r 3
A 4

Abbildung 9. Struktur des wildtypischen PrP-Gens (Prnp) und des PrP-Knockout-Gens
(Prnp°’°). Das PrP-Gen besteht aus drei Exons (E1-E3) und zwei Introns (I1 und 12) wobei
das Exon 3 die codierende Sequenz fiir das Prion-Protein enthilt. Fiir die Herstellung der
Ziirich 1-Knockout-Maus wurden Codon 3 bis 188 des offenen Leserahmens von PrP durch
eine Neomycin-Kassette ersetzt (neo).
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Diese Tiere exprimieren kein Prion-Protein und sind gegeniiber Infektion mit Prionen
resistent. Die Generierung dieser Linie erfolgte auf dem gemischten C57BL/6 129/Sv-Wildtyp
Hintergrund (Bueler et al., 1992).

2.10.2 Inzuchtstamm C57BL/6 (WT)

Der wildtypische Inzuchtstamm C5BL/6 wurde von C.C. Little im Jahr 1921 aus einer Zucht
von Abby Lathrop's Bestand weiterentwickelt. Diese Tiere exprimieren die zelluldre Form des

Prion-Proteins (Bueler et al., 1992).

2.10.3 NSEHa-Prnp®®

Diese Tiere (Tg52NSE) besitzen das Hamster-Prion-Protein (HaPrP)-Gen unter der Kontrolle
des neuronenspezifischen Enolase-Promotors (NSE) auf dem PrP-Knockout Hintergrund. In
diesen Maiusen ist die Expression des Hamster Prion-Proteins auf das Nervensystem
beschriankt. Die Tiere sind mit dem Hamster-Scrapie-Stamm 263K sowohl intrazerebral als

auch intraperitoneal infizierbar (Race et al., 1995).

2.10.4 Tg(SHaPrP)3922-Prnp°®

Die Maiuse exprimieren das Syrian Hamster Prion-Protein unter der Kontrolle des Hamster

Prion-Promotors auf dem Prnp®°-Hintergrund (Scott et al., 1989).

2.10.5 BAX™" (BAX-Protein-defiziente Miuse)

In diesen Tieren wurde durch homologe Rekombination Exon 2 bis Exon 5 des BAX-Gens
durch ein Neomycinresistenzgen ersetzt. Heterozygote Tiere sind lebensféhig und fertil wobei
homozygote Tiere eine Hyperplasie von lymphoidalen Gewebe aufzeigen und ménnliche

Tiere nicht zeugungsfihig sind (Knudson et al., 1995).

2.10.6 BCL-2" (BCL-2-Protein-defiziente Miuse)

In den Méusen wurde durch homologe Rekombination das Exon 3 des BCL-2-Gens durch ein
Neomycinresistenzgen ersetzt. Homozygote Knockout-Tiere sind embryonal lebensfahig,

zeigen aber ein verzdgertes Wachstum und frithe postnatale Sterblichkeit (Veis et al., 1993).
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3 METHODEN

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Zunichst wurde eine 1ml Vorkultur von E.coli DH5a iiber Nacht in LB-Medium angesetzt.
Diese Vorkultur wurde 100fach in 500ml LB-Medium verdiinnt und bei 37°C bis zu einer
Zelldichte von 0,6-0,9 OD (Optische Dichte) wachsen gelassen. Die Zellen wurden nach
Erreichen dieser Zelldichte fiir Smin auf Eis inkubiert, anschlieBend durch Zentrifugation
(2500xg, Smin, 4°C) pelettiert und das Zellsediment in 20ml eiskalter 50mM CaCl,—Losung
resuspendiert. Nach Inkubation auf Eis fiir 30min wurden die Zellen erneut zentrifugiert
(2500rpm, 5min, 4°C) und anschliefend in 5Sml eiskalter 50mM CaCl,—Losung und 1 ml
100% Glyzerol resuspendiert. Die nun kompetenten Bakterienzellen wurden in fliissigem

Stickstoff tiefgefroren und bei —80°C gelagert.

3.1.2 Transformation von Bakterien

Nach Auftauen der kompetenten Zellen (100ul) auf Eis wurden 1 bis 100ng der zu
transformierenden DNA bzw. 10ul eines Ligationsansatzes (s.u.) zu der Zellsuspension
gegeben und filir 30min auf Eis inkubiert. Danach erfolgten fiir exakt 45sec ein Hitzeschock
bei 42°C und eine erneute Inkubation flir 2min auf Eis. Nach Zugabe von 900ul mit
Antibiotika versetztem LB-Medium wurden die Bakterien fiir 1h bei 37°C und 350rpm
inkubiert und 50 - 100 pul der Suspension direkt auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert

und tiber Nacht bei 37°C wachsen gelassen.

3.1.3 Praparation von Plasmid-DNA
Die Aufreinigung von Plasmid-DNA wurde nach dem Protokoll von QIAGEN durchgefiihrt.
Die Reinigung basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979)

und beinhaltet die spezifische Bindung von Nukleinsduren an das Anionenaustauscherharz

des Herstellers.
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Es wurden 25ml LB-Medium mit einem Bakterienklon angeimpft und iiber Nacht im
Bakterieninkubator bei 37°C und 300rpm wachsen gelassen. Die Aufreinigung erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers.

Um die Konzentration der DNA zu bestimmen, wurde die optische Dichte (OD) bei einer
Wellenldnge von 260 und 280nm in einem Spektralphotometer der Firma BioRad gemessen.

Die Konzentration der DNA (Sambrook et al., 1989) berechnete sich hierbei aus der Formel

50 % Verdiinnung x Q.D.260mm
1000

[tg ! mi]dsDNA =

Der Quotient zwischen ODjy¢ und ODygp sollte in etwa zwischen 1 und 2 betragen
(Schichtdicke der Kiivette d = 1 cm), um eine Proteinkontaminationen der DNA

auszuschlief3en.

3.1.4 Isolierung von DNA aus Schwanzbiopsaten von Miusen

Den Miusen wurden im Alter von ca. 3 Wochen mit einer Schere ca. 0,5-lcm der
Schwanzspitze abgeschnitten und diese bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Die
chromosomale DNA aus Mausschwanzbiopsaten wurde mit Hilfe des ,,DNeasy Blood &
Tissue Kit* (Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers isoliert und in 200ul Endvolumen

aufgenommen.
3.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, fiir Klonierungsreaktionen und fiir die

Genotypisierung transgener Méause wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) angewendet

(Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988).
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3.1.5.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten fiir Klonierungen

Standard-PCR-Protokoll fir Klonierungen eines Fragmentes

100-200ng Plasmid-DNA

5ul 5 x GoTaq® Flexi Buffer [Promega]

S5ul ANTPs (1,25mM)

1,5ul MgCl, (25mM)

1,3ul DMSO

0,5ul Primer 1 (50pmol/ul)

0,5ul Primer 2 (50pmol/pl)

0,2ul Pfu-DNA-Polymerase (5U/ul) [Promegal]
ddH,0 auf 25ul

Standard Amplifikationsbedingungen

(1) initiale Denaturierung 94°C, 5 min

(2) Denaturierung 95°C, 1min

(3) Primeranlagerung 60°C, 1min

(4) Polymerisation 72°C, 1min pro kb Amplifikat
(5) finale Polymerisation 72°C, Smin

Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4): 35

3.1.5.2 Genotypisierung transgener Miuse

Standard-PCR-Protokoll fur die Genotypisierungen

1ul DNA (~500ng genomische DNA)

5ul 5 x GoTaq® Flexi Buffer [Promega]

Sul dNTPs (1,25mM)

1,5ul MgCl, (25mM)

1,3ul DMSO

0,5ul Primer 1 (50pmol/pl)

0,5ul Primer 2 (50pmol/ul)

(0,5ul Primer 3 (50pmol/ul))

0,2ul GoTaq® DNA-Polymerase (5U/ul) [Promega]
10ul (9,5ul) ddH,O
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Bedingungen flr die Amplifikation

Genotyp Primer PCR-Bedingung

BAX BAXINSR (1) initiale Denaturierung 94°C, 5 min
BAXEXSF (2) Denaturierung 95°C, 1min
NeoR/BAX (3) Primeranlagerung 62°C, Imin

(4) Polymerisation 72°C, Imin 30sec
(5) finale Polymerisation 72°C, 7min
Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4):31

BCL-2 BCL-2 rpl (1) initiale Denaturierung 94°C, 3 min
BCL-2 rp2 (2) Denaturierung 94°C, 45sec
BCL-2 fpl (3) Primeranlagerung 58°C, 45sec

(4) Polymerisation 72°C, 2min
(5) finale Polymerisation 70°C, 10min
Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4):36

Prnp®° P3 (1) initiale Denaturierung 95°C, 5 min
P10 (2) Denaturierung 95°C, 45sec
P3’NC (3) Primeranlagerung 62°C, 45sec

(4) Polymerisation 72°C, 1min
(5) finale Polymerisation 72°C, Smin
Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4):35

NSEHa Ha3F4 (1) initiale Denaturierung 95°C, 5 min
MoHa217 (2) Denaturierung 95°C, 45sec

(3) Primeranlagerung 64°C, 45sec

(4) Polymerisation 72°C, 1min 30sec

(5) finale Polymerisation 72°C, Smin

Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4):35

3.1.6 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Plasmiden und mit PCR erzeugten DNA-Fragmenten wurden Typ II-
Restriktionsendonukleasen verwendet, die an spezifischen, meist 4-8 bp langen
Erkennungssequenzen schneiden. Die Kombination von Puffern und Enzymen erfolgte nach

den Angaben des Herstellers (Fermentas oder NEB).
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Standard-Reaktionsansatz

1-2pg Plasmid-DNA oder 20ul PCR-Amplifikat
2ul 10 x Reaktionspuffer

2ul 10 x BSA

5-20U Restriktionsendonuklease(n)

ddH,0 auf 20ul

Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte, soweit vom Hersteller fiir bestimmte Enzyme

nicht anders angegeben, fiir 1,5-6 Stunden bei 37°C.

3.1.7 Elektrophoretische Auftrennung der DNA

(Sambrook et al., 1989)

Abhingig von der Groe der aufzutrennenden DNA wurden Agarosegele unterschiedlicher
Prozente (0,8-1,5%) hergestellt. Die Agarose wurde hierbei in TAE-Losung geldst, in der
Mikrowelle aufgekocht und nach Abkiihlen auf ca. 50°C in die Gelschlitten gegossen. Das
auspolymerisierte Gel wurde in einer Laufapparatur (BioRad) mit TAE-gefiillter Laufkammer
eingesetzt, die DNA-Proben aufgetragen und abhingig vom Agarosegehalt des Gels bei 80-
180V elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde das Gel mit
Ethidiumbromid (1pg/ml) geférbt und die DNA-Fragmente mit UV-Licht detektiert.

3.1.8 Reinigung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA

Zur Reinigung von PCR-Produkten, Plasmid-DNA und Ligationsreaktionen sowie zur
Umpufferung von Restriktionsansédtzen wurde das ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen,

Hilden) nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll verwendet.

3.1.9 Ligation

Die Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen verdaut (s.0.) und mit Hilfe des“Gel
Extraction Kit“ von Qiagen aus Agarosegelen extrahiert. Die Ligation von Insert-DNA
erfolgte unter Finsatz der T4-DNA-Ligase (Fermentas), welche die Bildung -einer
Phosphodiesterbindung zwischen dem 3'-Hydroxylende und dem 5'-Phosphatende von DNA-
Molekiilen katalysiert.
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Standard 20ul Reaktionsansatz

50-400ng Vektor DNA

Verhiéltnis 1:1 bis 3:1 (Molaritdten) von Insert-DNA zu Vektor-DNA
2ul 10 x Buffer fiir T4-DNA-Ligase (Fermentas)

2-5U T4-DNA-Ligase (Fermentas)

ddH,0 auf 20pul

Die Reaktionen wurden 16°C bei RT iiber Nacht inkubiert und anschlieBend kompetente

E.coli-Bakterien transformiert (s.0.).

3.1.10 Sequenzanalyse von DNA

Die Sequenzanalyse von DNA wurde nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode von
Sanger (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt. Dabei wurden DNA-Fragmente mittels dem
BigDye® Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) synthetisiert und
deren Linge durch den Einbau fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide (ddNTPs)
terminiert. Die Abfolge der fluoreszenzmarkierten, durch Kapillarelektrophorese
aufgetrennten DNA-Fragmente, wurden in einem Sequenzierautomat (,,ABI PrismTM
Sequence-Analyzer*, Perkin-Elmer Applied Biosystems) durch einen Laser detektiert. Mittels
eines Computerprogramms (Multiscan 100ES, Sony) wurde aus den erhaltenen Daten die

DNA-Sequenz der Fragmente errechnet.

Standardprotokoll des BigDye Terminator Sequencing Kit

Reaktionsansatz:

2ul DNA (100-200ng Plasmid-DNA)

1ul BigDye Terminator Ready Reaction Mix (BDT)

1ul Primer (5pmol/ul)

1ul 2,5 x Sequenzierpuffer (200mM Tris-HCL, pH 9,0; SmM MgCl,)
Synthese der DNA:

(1) initiale Denaturierung 95°C, Smin

(2) Denaturierung 96°C, 30 sec

(3) Primeranlagerung 50°C, 15sec

(4) Polymerisation 60°C, 4min

Anzahl der Zyklen (Wdh. der Schritte 2-4): 25
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Passagieren und Kultivieren eukaryotischer Zellinien

Die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien erfolgte in geeignetem Medium (Optimeml,
Glutamax 1 Medium + 10% inaktiviertes FCS (Biochrom)) bei 37°C, 5% CO; und 90%
Feuchtigkeit. Bei ca. 70%iger Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dafiir wurden die
Zellen nach dem Waschen mit PBS ca. 1min mit 5Sml ATV-Lésung (Trypsin 0,5mg/ml)
versetzt und das Trypsin wieder abgenommen. Die Platten wurden dann fiir 3min bei 37°C
inkubiert und durch anschliefende Zugabe von 10ml Medium die Zellen vom Flaschenboden
abgelost und die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden 1:10 verdiinnt wieder in
Zellkulturflaschen kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an

einer sterilen Arbeitsbank durchgefiihrt.

3.2.2 Bestimmung der Zellzahl mit der Zihlkammer nach Neubauer

Die Anzahl der Zellen wurde mithilfe einer Neubauer Zihlkammer bestimmt. 15ul
Zellsuspension wurde hierfiir mit 15ul Trypanblau gemischt, um lebende von toten Zellen zu
unterscheiden. Dieser Farbstoff dringt durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das
Zytosol ein und férbt die Zellen tiefblau. Die Zellzahl aller vier Groquadrate wurde bestimmt
und die Mittelwerte davon gebildet. Die endgiiltige Zellzahl pro ml Zellsuspension kann mit

folgender Formel errechnet werden:

Mittelwert der Zellen aller vier GroRquadrate x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl pro ml

3.2.3 Transiente Transfektion von Eukaryotenzellen

Fiir eine transiente Genexpression in den Zellen wurde die Calciumphosphat-Transfektion
von Plasmid-DNA verwendet. Hierfiir wurden am Tag vor der Transfektion 10° Zellen auf
10cm Kulturschalen ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Vor der
Transfektion wurde das Medium noch einmal gewechselt und durch equilibriertes Medium
(CO, gesittigt und vorgewédrmt) ersetzt. Fiir die Transfektion wurden 15ug der
entsprechenden Plasmid-DNA mit 50ul 2,5M CaCl, versetzt und mit ddH,O auf ein
Endvolumen von 500ul gebracht. Dieses DNA-CaCl,-Gemisch wurde langsam und
tropfchenweise zu 500ul 2 x HBS pipettiert und fiir 30min bei RT inkubiert. Das entstandene
DNA-CaCl,-Prazipitat wurde dann langsam auf die Zellen gegeben und fiir 8h bei 37°C
inkubiert. Nach einem erneuten Mediumwechsel wurden die Zellen fiir 8h mit 10mM
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Natriumbutyrat behandelt, um die Expressionsrate durch Stimulation des CMV-Promotors der
eingefiigten Plasmide zu erhohen. Nach dieser Behandlung wurden die Zellen erneut mit

frischem Medium versorgt.

3.2.4 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Bei der FACS-Analyse werden mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Proben bestimmte
Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen, wie z.B. die Expression von Oberfldchen-
bzw. intrazelluldren Molekiilen, auf Einzelzellebene analysiert.

Fiir die Analyse der Mausseren wurden die transfizierten Zellen (s.0.) zuerst mit 10ml PBS
gewaschen, anschlieBend mit 5ml PBS/20mM EDTA fiir 2min bei 37°C inkubiert und
gesammelt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen dann fiir Smin bei 1300rpm
zentrifugiert und in einer Konzentration von 10° Zellen pro ml in FACS Buffer (10mM EDTA
pH 8,0; 2% FCS; 0,1% Natriumazid in PBS) resuspendiert. Jeweils 10° Zellen wurden auf die
FACS-Rohrchen verteilt, der Primérantikorper dazugegeben und fiir 1 Stunde bei 4°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 3ml FACS-Buffer gewaschen,
indem sie abwechselnd bei 1300rpm fiir Smin abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das erhaltene Pellet gevortext wurde. Die einstlindige Inkubation mit dem Zweitantikorper
(FITC-gekoppelt) erfolgte bei 4°C in 100ul FACS Buffer in der Verdiinnung 1:100, welcher
direkt auf das Zellpellet gegeben wurde. Es folgten zwei Waschschritte und die Zugabe von
250ul FACS-Buffer fiir die Messung im FACS-Gerit.

3.2.5 Herstellung von Zellysaten

Die transfizierten Zellen wurden einmal in PBS gewaschen, gesammelt und Smin bei
1300rpm zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 1ml PBS resuspendiert und nochmals fiir
5min bei 2000rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurde 200ul Lysispuffer (5S0mM Tris-HCL,
pH 7,5; 150mM NaCl: 0,5% Triton X; 0,5% Natriumdeoxycholat in PBS) auf das Pellet
gegeben und flir Smin auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation fiir Imin bei 1000rpm wurde
der Uberstand gesammelt und bei -20°C gelagert.

3.2.6 Behandlung von ScN2a-Zellen mit Mausserum

Fir die Untersuchung von Immunseren auf den Einfluss der Prionenreplikation in vitro,

wurden mit Scrapie infizierte Zellen (ScN2a) mit den entsprechenden Seren behandelt.
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Hierfiir wurden 10° Zellen pro well (6well Platte) ausplattiert und iiber Nacht wachsen
gelassen. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt und 3-5ul des zu untersuchenden
Mausserums dazugegeben. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 5 Tage bei 37°C kultiviert
und danach einer Zellyse unterzogen. Dafiir wurde das Medium abgenommen und 65ul
Lysispuffer (s.o0.) direkt auf die Zellen gegeben. Die Platte wurde dann fiir Smin auf Eis
inkubiert, die Zellen fiir 3min bei 5000rpm abzentrifugiert und die Proteinkonzentration des

Uberstandes mittels Bradford (s.u.) bestimmt und im Westernblot analysiert.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Gehirnhomogenaten

Fiir die Herstellung von 10% Gehirnhomogenaten wurde das entnommene Gehirn gewogen
und die 10-facher Menge an Homogenisierungspuffer (0,5% Deoxycholat; 0,5 Igepal in PBS
mit Proteaseinhibitor) zugegeben. Mit einer Spritze (18G-25G Kaniilen) wurde das Gehirn
soweit zerkleinert bis eine homogene Masse entstanden war. Der Proteingehalt des

Homogenats wurde mit Hilfe des Bradfords bestimmt.

3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der quantitative Nachweis geloster Proteine erfolgte photometrisch mit Hilfe des
Bradfordreagenz der Firma Biorad. Als Standard und zur Erstellung einer Eichkurve wurde
BSA in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Die zu bestimmenden Proteine wurden
in zwei verschiedenen Verdiinnungen gemessen und anhand der Eichkurve konnte die genaue

Konzentration bestimmt werden.

3.3.3 Proteinase-K Verdau

Fiir die Unterscheidung der zelluliren Form und der pathogenen Form des Prion-Proteins
wurde iiblicherweise ein Proteinase-K Verdau durchgefiihrt. Dabei wurden 100ug
Gesamtprotein (aus Gehirnhomogenaten bzw. Zellysaten) mit 2ug Proteinase-K (Roche)
versetzt und fiir 30min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von entsprechender Menge 5 x
Westernblot Probenpuffer wurden die Proben vor der Analyse fiir 10min bei 95°C erhitzt.
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3.3.4 SDS-PAGE Elektrophorese

Denaturierte Proteine wurden entsprechend ihres Molekulargewichtes iiber SDS-Gele
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Fiir die Elektrophorese wurden hierfiir 12,5% Glycin-Gele der
Firma Biozym verwendet und die Auftrennung fiir 1h bei 35mA im SDS-Probenpuffer

25mTris, 200mM Glycin, 0,1% SDS) durchgefiihrt.
y g

3.3.5 Westernblot, Inmunodetektion

Um Proteine spezifisch mit Antikdrpern nachweisen zu konnen, wurden die Gele zunéchst auf
eine PVDF Membran, die vorher in Methanol aktiviert wurde (10min), geblottet (1,5 Std.,
350mA). Danach wurde die Membran iiber Nacht mit 5% Milchpulver in TBST abgesittigt.
Die Inkubation mit dem ersten Antikdrper erfolgte in 5% Milchpulver in TBST fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10 Minuten in TBST wurde der
sekundédre Antikorper (Peroxidase-gekoppelt) fiir ebenfalls 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Vor der Entwicklung der Membran in ECL-Reagenz entsprechend den
Herstellerangaben (Pierce, Rockford) wurde diese nochmals viermal fiir je 10 Minuten mit

TBST gewaschen.

3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fiir die Bestimmung spezifischer Antikorper in den Seren immunisierter Tiere wurde der
ELISA benutzt. Hierfiir wurden 96-well-Flachbodenplatten mit jeweils 50ng rekombinantem
Prion-Protein (Maus-oder Hamster-PrP) in 100ul PBS {iber Nacht bei 4°C inkubiert und am
nichsten Tag mit 5% Milchpulver und 0,1% Tween bei 37°C fiir zwei Stunden abgesittigt.
Die Immunseren wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen in Assay Solution (PBS, 1%
BSA, 01% Tween) auf die Platte aufgetragen und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte sechsmal mit Waschpuffer (PBS + 0,1%
Tween, 300ul/well) gewaschen und mit dem jeweiligen Detektionsantikorper (IgGesamt,
HRP-gekoppelt) fiir weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten sechs
Waschschritte bevor TMB als Peroxidase-Substrat verwendet wurde. Die Farbreaktion wurde
nach 10 Minuten mit 50ul 1M H,SO4 abgestoppt und die Farbintensitit photometrisch bei

450nm bestimmt.
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Fiir die Kompetitionsexperimente wurden die Seren vor Auftragen auf die Platte mit 50-
100ng rekombinantem Maus-bzw. Hamster-Prion-Protein fiir ca. 30 Minuten bei

Raumtemperatur vorinkubiert

3.4.2 Praparation von Knochenmarkszellen

Fiir die Gewinnung von dendritischen Zellen wurden die Humera, Femora und Tibien der zu
untersuchenden Méiuse freiprépariert und von Fettgewebe und Sehnen befreit. Die Knochen
wurden fiir ca. 3 Minuten in 100% Ethanol desinfiziert und danach das Knochenmark mit
einer Kaniile (10ml Spritze, 27G-Kaniile) mit Medium (RPMI 1640) herausgespiilt. Die
erhaltenen Zellen wurden fiir 5 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert (3x10° Zellen/well,
24well-Platte) und fiir acht Tage kultiviert, wobei das Medium jeweils an Tag drei und sechs

gewechselt wurde

3.4.3 Proliferationsanalyse

Die Proliferation von Lymphozyten in kultivierten Zellen kann anhand einer CFSE-Farbung
(carboxy-fluorescein diacetate, succinimidyl ester) gemessen werden. CFSE diffundiert passiv
in die Zellen und ist nicht fluoreszent bis die Acetatgruppe von intrazelluldren Esterasen
geschnitten wird. Die dabei entstandene Succinimidylester-Gruppe reagiert mit intrazelluléren
Aminen und bildet damit fluoreszente Konjugate. Nicht konjungiertes Reagent und
Nebenprodukte diffundieren passiv ins Medium und werden ausgewaschen. Die Farbung
bleibt in den Zellen widhrend der Zellteilung erhalten und wird an die Tochterzellen
weitergegeben, wobei die Intensitit der Fiarbung abnimmt. Durch Abnahme der CSFE-
Féarbung ist also die quantitative Bestimmung der Zellteilungsrate moglich.

Fiir diese Arbeit wurde die spezifische Proliferation der CD4-und CD8-positiven T-Zellen in
Milz und Lymphknoten der immunisierten Tiere untersucht. Hierfiir wurden die Milz und
periphere Lymphknoten (s.u.) aus den Maédusen entnommen und Einzelzellsuspensionen
hergestellt. Die Zellen wurden mit 2,5uM CFSE gefarbt und anschlieBend zweimal mit PBS
gewaschen. In Konzentrationen von 10° Zellen in einem Volumen von 2ml pro well wurden
die Zellen in Kultur genommen und mit 0,5ug/ml Protein (Maus-PrP, Hamster-PrP oder
Ovalbumin) restimuliert. Jeweils an Tag 4, 8§ und 11 wurden die Zellen im FACS auf

Proliferation von CD8-und CD4-positive Lymphozyten analysiert.
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3.5 Tierexperimentelle Methoden

3.5.1 Betiubung der Miuse

Fiir die Immunisierungsexperimente, die Inokulationen und die retroorbitale Blutentnahme
erfolgte die Betdubung der Tiere mittels Inhalationsnarkose. Die Narkose wurde mit 4-5
Vol% Isofluran eingeleitet, welche dann fiir die Erhaltung auf 3 Vol % Isofluran + Sauerstoff
(1 1/min) erniedrigt wurde.

Fiir linger andauernde Anédsthesien wurde den Tieren eine Kombination von Ketamin
(75mg/kg Korpergewicht, Sigma, Miinchen) und Xylazinhydrochlorid (Rompun, 75mg/kg
Korpergewicht, Sigma, Miinchen) in PBS intraperitoneal (100ul) verabreicht. Ketamin wirkte
hierbei vor allem als Narkotikum, und Rompun, das auch anisthetische Wirkung besitzt, als

Muskelrelaxanz.

3.5.2 Injektionen von rekombinantem Prion-Protein

Die Proteinimmunisierungen erfolgten subkutan mit jeweils 50ug Protein und 10pg CpGs-
1826. Die verwendeten Proteine (PrP, PrP-P30 und Ova) wurden hierfiir zuerst in 1%iger
Essigsdure gelost und die Proteinlosung mit 150mM KCL und 15mM NaOH auf einen pH
von ca. 4,5 eingestellt. Fiir die Injektionen wurden die Miuse kurzzeitig narkotisiert und das
Protein-Adjuvanz-Gemisch in die Nackenhautfalte appliziert. Das Injektionsvolumen betrug

100p1.

3.5.3 Retroorbitale Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion des retrobulbiaren Venenplexus. Hierfliir wurden
Heparinbeschichtete Mikro-Haematokritrohrchen (Hartenstein) verwendet. Das Blut wurde
direkt nach der Entnahme in R6hrchen (Mikrotainer, BD, USA) iiberfiihrt und fiir 10 Minuten
bei 8000rpm zentrifugiert. Das gewonnene Serum wurde bei -20°C gelagert.

3.5.4 Bioassay zur Bestimmung der Infektiositit

Die Inokulation zum Nachweis von Infektiositit erfolgte mit Herstellung von
Gehirnhomogenaten (1%) der immunisierten und infizierten NSEHa-Prnpo/o Tiere, die

anschlieBend intrazerebral in PrnpTg(SHaPrP)3922-Méuse injiziert wurde.
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3.5.5 Organentnahme und Herzpunktion

Die Versuchstiere wurden mittels zervikaler Dislokation unter Narkose getdtet und in
Riicken- oder Seitenlage fixiert. Der Brustkorb wurde gedffnet und die rechte Herzkammer
mit einer Kaniile (26G, 1ml Spritze) angestochen und das Blut entnommen. Danach wurde die

Bauchhdhle gedffnet, die Milz entnommen und anschlieBend das Gehirn heraus préipariert.

Abbildung 10. Schematische
Zeichnung der Lage verschiedener
Lymphknoten in der Maus. Die
peripheren Lymphknoten 1-7 wurden

1 Mandibular lymph . . .

node (In) aus c.len T1§ren heraus préipariert und
2 Accessory fiir die Proliferationsanalyse von CD4-

mandibular In. und CDS8-positiven Zellen verwendet
3 Superficial parotid
? uperticis pan (Van den Broeck et al., 2006)
4 Cranial deep

cervical In,

5 Proper axillary In,

6 Accessory axillary
In.
7 Subiliac In.

Fiir Genotypisierungen wurden etwa 0,5-lcm Schwanzgewebe abgetrennt und bis zur
Analyse bei -20°C gelagert.

Fiir die Proliferationsanalyse (s.0.) von CD4-und CDS8-positiven Zellen wurden den Tieren
verschiedenen Lymphknoten entnommen. Es handelte sich hierbei um die peripheren
Lymphknoten des Kopf-und Nackenbereiches (Lymphknoten 1-7, Abb. 10 (Van den Broeck
et al., 2006)).

3.5.6 Transplantation von neuroektodermalem Gewebe

Die Transplantation von neuroektodermalem Gewebe aus BCL-2 bzw. BAX-Spendertieren
wurde nach Standardmethode durchgefiihrt (Isenmann et al., 1996). Nach Priparation des
neuroektodermalem Gewebe aus Embryonen wurde das Transplantat mit einer 25G-Kaniile in

o/o

einem Volumen von 30ul in das Gehirn von anésthesierten Prnp~"-Empfingertieren injiziert.

Fiir die Operation wurde ein stereotaktischer Rahmen (Narishige, Tokio, Japan) verwendet,
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um die Exakte Position des Transplantats zu gewéhrleisten. Das Transplantat wurde 2,5mm
rechtsseitig zum Bregma und 3,5mm unter die Dura in das Caudoputamen bzw.

Seitenventrikel gesetzt.

3.6 Immunhistochemische Methoden

3.6.1 Priparation von Organen zur histologischen Untersuchung

Das frisch entnommene Organ wurde abhédngig von der Fragestellung fixiert oder eingefroren.

3.6.1.1 Einfrieren und Herstellung von Gefrierschnitten

Das Organ wurde mit ausreichender Menge Tissue-Tek bedeckt und sofort auf Trockeneis
tiefgefroren. Bis zur Weiterverarbeitung wurden sie bei -20° bzw. bei -80°C gelagert.

Fiir immunhistochemische Untersuchungen wurden Schnitte bei —20°C Objekttemperatur und
mit einer Schnittdicke von 10um im Kryostaten angefertigt. Die auf dem Objekttriger
aufgenommenen Schnitte wurden vor der Firbung bei Raumtemperatur iiber Nacht

getrocknet.

3.6.1.2 Fixieren und Herstellen von Paraffinschnitten

Die Organe wurden direkt nach der Entnahme in 4 % igem Formalin gelagert. Aus den
paraffineingebetteten Préparaten wurden am Mikrotom 5 pm-diinne Schnitte angefertigt und
tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die Entparaffinierung erfolgte nach zweimal 10-
miniitiger Inkubation der Schnitte in Xylol mittels einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils

zweimal 5 Minuten in 100%, 96% und 70% EtOH).

3.6.2 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE-Firbung)

Zur Farbung wurden die Paraffinschnitte nach der Entparaffinierung fiir 10min in die
Hamalaunlosung gelegt und anschlieend fiir 10min unter flieBendem Wasser gespiilt. Es
folgte die Farbung mit Eosin fiir ca. Smin. (abhéngig von der erwiinschten Farbtiefe). Zur
Entwésserung wurden die Préparate zuerst kurz in 96% iges EtOH getaucht und anschlie3end
kurz mit 100% EtOH gespiilt. Vor dem Eindecken (in Entellan) wurden die Schnitte nochmals

fiir 20min in Xylol getaucht.
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3.6.3 Glial fibrillary acidic protein-Fiarbung (,,Saures Gliafaserprotein“, GFAP)

Fiir diese Farbung wurden die Schnitte zuerst entparaffiniert (s.0.). Um die Bindungsstellen
fiir das Protein (GFAP) freizusetzen, wurden die Schnitte mit Citratpuffer behandelt und fiir 5
Minuten in der Mikrowelle gekocht. Danach wurden die Schnitte in TBS fiir 10 Minuten
abgekiihlt und anschlieend mit ddH,O gewaschen. Danach wurde die endogene Peroxidase
mit H,O; inaktiviert und die Schnitte mit Ziegenserum blockiert. Der erste Antikorper (anti-
GFAP) wurde iiber Nacht in einer Verdiinnung von 1:300 in Ziegenserum in einer feuchten
Kammer bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte in TBS gewaschen und
mit dem biotinylierten sekundéren Antikorper behandelt. Nach einem weiteren Waschschritt
in TBS, erfolgte die Behandlung mit dem Streptavidin-HRP-konjugierten Antikorper. Die

Schnitte wurden mit dem Substrat AEC entwickelt und anschlieBend mit Himalaun gefarbt.

3.64 MAP-2 und Synaptophysin-Farbung

Beide Farbungen erfolgten im Institut fiir Pathologie, Universitit Wiirzburg automatisiert und

unter Standardbedingungen.

3.6.5 Paraffin-Embedded-Tissue (PET) Blot

Der Nachweis von PrP* erfolgte mittels der PET-Blot Technik anhand bekannter Protokolle
(Schulz-Schaeffer et al., 2000). Gewebeschnitte (5-6um) wurden auf eine
Nitrozellulosemembran aufgezogen und iiber Nacht trocknen gelassen. Am néchsten Tag
wurden sie nach Standardprotokoll entparaffiniert und entwéssert, wobei im letzten
Entwisserungsschritt zusétzlich das nichtionische Tensid Polysorbate 20 (Tween 20) in einer
Endkonzentration von 0,1% in ddH,O zugefiigt wurde. Nach einem 1stiindigen Waschschritt
in TBST wurden die Proben fiir 8 Stunden bei 55°C mit Proteinase-K behandelt (150ug/ml),
anschlieBend in 3M Guanidine fiir 10 Minuten denaturiert und in 5% Milchpulver fiir 1
Stunde blockiert. Die Inkubation mit dem Erstantikorper (1:500, SAF84, in 1% Milchpulver)
erfolgte liber Nacht bei Raumtemperatur. Die Detektion am nédchsten Tag wurde mit einem,
mit alkalischer Phosphatase-gekoppelten Zweitantikorper (Donkey anti-mouse IgG AP), in
der Verdiinnung 1:1000 durchgefiihrt und nach Anweisung der Hersteller (BCIP/NBT,

Sigma) entwickelt.
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3.6.6 Histoblot

Wie die PET-Blot Technik fiir Paraffinschnitte eignet sich der Histoblot fiir den Nachweis
von PrP% auf Gefrierschnitten (Taraboulos et al., 1992). Die Schnitte wurden auf eine
Nitrozellulosemembran aufgenommen und vor dem Trocknen (mind. 2 Stunden, RT) kurz in
Lysispuffer getaucht. Nach einem Waschschritt (TBST, 1 Stunde) erfolgte die Proteolyse
mittels Proteinase-K (100pg/ml) fiir 4 Stunden bei 37°C. AnschlieSend wurde dreimal fiir 10
Minuten mit TBST gewaschen und die Proben fiir 10 Minuten in Denaturierungsldsung
getaucht. Vor dem Blocken in 5% Milchpulver (mind. 1 Stunde) wurden die Schnitte
nochmals fiir dreimal 10 Minuten in TBST gewaschen. Die Inkubation mit dem
Primérantikorper (3F4, 1:1000, Chemicon) erfolgte bei 4°C iiber Nacht. Am néchsten Tag
wurden die Proben zuerst dreimal fiir je 10 Minuten in TBST gewaschen, 5 Minuten in 1%
Milchpulver geblockt und dann fiir 1 Stunde mit dem Sekundérantikorper (Donkey anti
Mouse 1gG-AP, 1:1000, in 1% Milchpulver) inkubiert und nochmals dreimal fiir 10 Minuten
in TBST gewaschen. Die Entwicklung erfolgt nach Anweisung des Herstellers mit BCIP/NBT
(Sigma). Zum Schluss wurden die Zellulosemembranen kurz in ddH,O getaucht, getrocknet

und zur Analyse auf einen Objekttrager geklebt.

3.6.7 TUNEL-Firbung (,,TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling*)

Der Nachweis von apoptotischen Zellen erfolgte mittels des ,,In situ cell death Kit*“ (Roche)
nach Anweisung des Herstellers. Hierfiir wurden die Paraffinschnitte nach Standardmethoden
entparaffiniert und anschliefend in mit 20mM Citratpuffer (pH 6,0) fiir 5 Minuten in der
Mikrowelle aufgekocht. Zum Abkiihlen wurden die Proben fiir 10 Minuten in ddH,O gestellt.
Das Blocken erfolgte fiir 30 Minuten in 0,1M Tris-HCL (pH 7,5) in 3% BSA und 20% FCS
im Gesamtvolumen von 150ul pro Objekttrager. Nach Inkubation des Primérantikorper
(TUNEL Reaction Mix, Roche) fiir eine Stunde bei 37°C im Dunkeln wurden die Proben 2
Mal in PBS gewaschen und dann in einem speziellen Fluoreszenz-Medium (fluorescence

mounting medium, Dako) eingedeckt.

3.6.8 Aktivierte-Caspase-3 Fiarbung

Die Farbung erfolgt auf Gefrierschnitten. Hierzu wurden die Proben kurz bei Raumtemperatur
auftauen gelassen und danach fiir 5 Minuten in 4% Paraformaldehyd fixiert. Nach drei

Waschschritten fiir je 10min in PBS wurden die endogenen Peroxidasen mit 0,6% iger H>O,-
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Losung fiir 15min inaktiviert und danach nochmals je dreimal fiir 10min in PBS gewaschen.
Vor der Inkubation des ersten Antikdrpers (0,2ug/ml aktivierte Caspase-3, 4°C, Uber Nacht,
R&D Systems) wurden die Schnitte fiir 30min in 5% BSA/PBS geblockt. Danach folgte noch
einmal ein Waschschritt in PBS fiir 10min und die Inkubation des Zweitantikorpers (Goat
anti-rabbit IgG (H+L) 1:200) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Entwicklung der Schnitte
erfolgte nach Anweisung des Herstellers (Vectastain ABC Reagenz, Vector/Linaris, DAB,
Sigma).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Immunisierungsstrategie gegen Prionenerkrankungen im Mausmodell

In diesem Teil der Arbeit wurde die Frage untersucht, ob es mdglich ist mittels aktiver
Immunisierung eine schiitzende Antikorperantwort gegen das Prion-Protein in Méusen zu
induzieren. Da es sich beim Prion-Protein um ein korpereigenes Protein handelt, ist es
aufgrund der Selbsttoleranz sehr schwierig in wildtypischen Tieren eine Antikdrperantwort zu
induzieren (Aucouturier et al., 2000). Um dieses Problem zu umgehen wurden fiir die
Experimente Méuse verwendet (Abb.11), welche auf dem PrP-Knockout-Hintergrund
(P rnpOI °-Tiere, Bueler et al., 1993) das Hamster-Prion-Protein (HaPrP) unter der Kontrolle des
Neuronenspezifischen Enolase Promotors (NSE), ausschlieflich auf Neuronen exprimieren
(Race et al., 1995). Das Protein wird also weder im Thymus noch in der Korperperipherie
exprimiert, dort, wo es zum Aufbau der Selbsttoleranz kommt. Hamster und Maus-Prion-
Protein zeigen eine hohe Sequenzhomologie und unterscheiden sich in zwolf Aminoséduren.
Durch die Verwendung von rekombinantem Maus-Prion-Protein als Immunisierungsvakzine
sollte die Selbsttoleranz der Mause umgangen werden. Zusitzlich wurde eine Versuchsgruppe
mit einem Maus-Prion-Protein Fusionskonstrukt behandelt, welches mit einem T-Helferepitop
des Tetanus-Toxins fusioniert wurde (P30). Von diesem aus den Aminosduren 947-967 des
Tetanus-Toxins bestehende Epitop P30 ist bekannt, dass es zu unspezifischer Aktivierung von
T-Lymphozyten fiihren kann. Fiir eine wirksame Induktion einer Antikérperimmunantwort
nach Immunisierung mit einem Peptid ist es notwendig, neben der Prasentation geeigneter B-
Zell-Epitope, liber T-Zell-Epitope auch die Aktivierung von T-Helferzellen zu gewéhrleisten
(Good et al., 1987; Leclerc et al., 1987; Sinigaglia et al., 1987). Solche T-Zell-Epitope sind
fahig an MHCII-Molekiile auf der Oberfliche von Antigenprasentierenden Zellen (APCs) zu
binden und mit den T-Zell-Rezeptoren in einem trimolekularen Komplexes zu interagieren
(Babbitt et al., 1985). Proteine oder Peptide mit fusionierten T-Zell-Epitopen kdnnen somit
die Immunogenitét von B-Zell-Epitopen erhéhen (Francis et al., 1987).

In diesem Abschnitt der Arbeit werden die Ergebnisse der Proteinimmunisierung dargestellt
und hierbei die einzelnen Immunisierungsgruppen miteinander verglichen. Die induzierten
Antikérper wurden sowohl in vitro als auch in vivo auf ihre Fahigkeit untersucht, die

Vermehrung von PrP* zu inhibieren und Einfluss auf den Krankheitsverlauf zu nehmen.
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Abbildung 11. Schematische Darstellung des NSEHaPrP-Transgens.

Die 1kb-umfassende cDNA des Hamster-PrPs (Robakis et al., 1986; Rubenstein et al., 1986)
wurde hinter den Neuronen-spezifischen-Enolase (NSE) Promotor kloniert. Die
Transkriptionseinheit besteht aus 54 bp des Exon 1, 6 bp von Exon 2 und 762 bp des
Hamster-PrPs. Das Polyadenylierungssignal ist in der SV40 DNA lokalisiert. (Race et al.,
1995).

4.1.1 Immunisierung mit rekombinantem PrP und dem Fusionsprotein PrP-P30

Fiir die aktiven Immunisierungsexperimente wurden zwei Proteine verwendet. Das aus E.coli
rekombinant hergestellte Maus-Prion-Protein (rek.PrP) und das aus Maus-Prion-Protein und
dem T-Helferepitop des Tetanustoxin P30 bestehende Fusionsprotein PrP-P30. Das T-
Helferepitop besteht aus einer kodierenden Sequenz von 21 Aminosduren, welche zwischen
die Codons 223 und 224 der Sequenz des Prion-Proteins eingefiigt wurde (Nitschke et al.,

Y ..
9°_M4iuse

2007). Fiir die Immunisierungsexperimente wurden jeweils sieben NSEHa-Prnp
sechsmal entweder mit 50pg rekombinantem Maus-Prion-Protein oder dem Fusionsprotein
subkutan (s.c.) immunisiert. Als Negativkontrolle diente eine Gruppe von Tieren, die
entweder s.c. 50ug Ovalbumin erhielten oder nicht immunisiert wurden. Die Tiere waren zu
Beginn der Versuche ca. 12 Wochen alt. Nach der dritten Immunisierung wurden die Tiere
mit 3 log LDsy des Hamsterprionenstamms Sc237 (DeArmond et al., 1993) intraperitoneal
infiziert. Ab der vierten Immunisierung (3. boost) wurde den Miusen in Kombination mit
dem jeweiligen Protein zusdtzlich 10pg Cytidyl-guanyl Oligodeoxynukleotid-1826 (Krieg,
2002) verabreicht (Abb. 12). Fiir diese methylierten CpG-Motive wurde gezeigt, dass sie in

vivo die Reifung von APCs begiinstigen und in M&usen eine starke T-Zell-Antwort induzieren

konnen (Krieg, 2002) und die Immunogenitit der Impfproteine verbessern.
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Abbildung 12. Schematische Sequenzdarstellung der verwendeten Proteine
(Aminosiduren 23-231) fiir die Immunisierung (A) und das Immunisierungsschema (B).
Die Tiere wurden sechsmal mit 50pug PrP, PrP-P30 oder Ovalbumin immunisiert. Den
Midusen wurde 10 Tage nach jeder Immunisierung retroorbital Blut fiir die
AntikOrperbestimmung entnommen und nach der dritten Immunisierung mit dem
Hamsterprionenstamm Sc237 intraperitoneal infiziert. Ab der vierten Immunisierung wurde
zusitzlich CpGs-1826 als Adjuvanz verabreicht. HI-H3 = o-Helices 1-3, 81, B2 = 8-
Faltblattstrukturen 1-2, STE = Stop-Transfer-Effektorsequenz, TM = Transmembrandomine,
P30 = T-Helferepitop, GPI = Glykosylphosphatidylinositol-Anker.

4.1.2 Rekombinantes PrP-und PrP-P30-induziertes Maus-Immunserum ist

spezifisch fiir Hamster-bzw. Maus-Prion-Protein

Zur Uberpriifung der Immunogenitiit der verwendeten Proteine wurde den Tieren jeweils zehn
Tage nach jeder Immunisierung retroorbital Blut entnommen und die Seren mittels ELISA auf
spezifische Antikorper sowohl gegen Maus- als auch gegen Hamster-Prion-Protein untersucht
(Abb. 13). Schon nach der zweiten Immunisierung (1.boost) wurden hohe Antikdrpertiter bei
einer Serumverdiinnung von 1:3200 gegen das Maus-Prion-Protein (A) gemessen, die sich
nach jeder weiteren Immunisierung erhohten. Bei der Analyse der Mittelwerte der
Antikorperkonzentration konnten hinsichtlich der Gesamt-Immunglobulin-Konzentration
(IgGesamt) keine Unterschiede zwischen der mit rekombinanten PrP immunisierten Gruppe

und der Gruppe, die zusitzlich das P30 Epitop erhielten, detektiert werden.
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A Anti-MoPrP Titer (D=3200)
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PrP-P30 PrP Ovalbumin

Abbildung 13. Gesamt Immunglobulin-Titer in den Seren der immunisierten NSEHa-
Prnp°/°-Méiuse. Dargestellt sind die Gesamt-Immunglobulin-Titer gegen Maus- (A) bzw.
Hamster-PrP© (B) in den Seren nach sechs Proteinimmunisierungen mit rek.PrP und PrP-P30.
Die Graphiken zeigen die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen (n=7) in der
Serumverdiinnung 1:3200 gegen Maus-PrP® und 1:800 gegen Hamster-PrP  mit
Standardabweichung.

Im Gegensatz zu Maus-PrP-spezifischen Antikdrpern konnten signifikante AntikGrpertiter in
einer Serumverdiinnung von 1:800 gegen das Hamster-Prion-Protein (B) erst nach der dritten
Immunisierung detektiert werden. Auch hier erhohten sich die Antikorpertiter mit jeder
weiteren Immunisierung. Unterschiede zwischen den mit rek.PrP bzw. PrP-P30

immunisierten Gruppen konnten auch hier nicht gefunden werden.
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Da die Antikorperkonzentrationen in den Seren der Tiere in den einzelnen Gruppen stark
unterschiedlich waren, wurde die Antikdrperkonzentration mittels Endpunkttitration bestimmt
(Alcorn and Pascho, 2000). Als Endpunkt wurde dabei die Verdiinnung der Seren bestimmt,
bei dem die optische Dichte bei 450 nm (ODysp) im ELISA bei einem Wert zwischen 0,3 und
0,4 lag. Die graphische Darstellung der Titerendpunkte ist Abbildung 14 zu entnehmen. Nach
fiinfmaliger intraperitonealen Immunisierung der Hamster-transgenen Mausen mit rek.PrP
bzw. PrP-P30 konnten spezifische Anti-PrP Titer in einzelnen Tieren bis zu einer
Serumverdiinnung von 1:50000 gegen Hamster-PrP (A) bzw. 1:1280000 gegen Maus-PrP (B)
erzielt werden (siche auch Tabelle 3). In jeder der immunisierten Gruppen gibt es so genannte
Non-Responder gegen das Hamster-Protein, einzelne Tiere, die nach Immunisierung keine
bzw. nur schwache spezifische Antikorper in ihren Seren aufweisen. Im Gegensatz dazu
wurde kein Non-Responder hinsichtlich der Antikorperreaktivitit gegen das Maus-Protein
gefunden.

Ein wesentlicher Faktor fiir eine passende Immunantwort ist die Stimulation unterschiedlicher
T-Zell-Subpopulationen. Ob es zu einer vorherrschend zellvermittelten oder humoralen
adaptiven Immunantwort kommt, hingt von der Differenzierung von CD4-positiven T-Zellen
in Ty; und Typ-Zellen ab (Panus et al., 2000). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die
Gabe von CpG-Motiven als Adjuvanz bei einer Immunisierung zusitzlich die Immunantwort
verstirken und sie durch priferentielle Induktion einer Ty;-Antwort qualitativ modifizieren

kann (Rosset et al., 2004; Spinner et al., 2007; Wildbaum et al., 2002).

A B
Antikorpertiter gegen Hamster-PrP Antikorpertiter gegen Maus-PrP
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Abbildung 14. Endpunkttitration der Seren immunisierter NSEHa-Prnp™"-M:iuse.
Dargestellt sind Hamster- (A) bzw. Maus-spezifische (B) Anti-PrP© Antikorpertiter nach der
sechsten Immunisierung. m = NSEHa-Prnp®® immunisiert mit PrP-P30, A = NSEHa-Prnp°®
mit rek.PrP immunisiert, ¥ = mit Ova-behandelte NSEHa-Prnp®°Miuse.

58




4. ERGEBNISSE

A) Endpunkte gegen Hamster-PrP B) Endpunkte gegen Maus-PrP
Tier | PrP-P30 rek.PrP Ova PrP-P30 rek.PrP Ova
1 50 000 1600 400 320 000 640 000 100
2 12 800 25 000 800 160 000 1280 000 200
3 3200 800 400 1280 000 1280 000 800
4 6400 12 800 200 160 000 320 000 400
5 6400 400 400 320 000 640 000 100
6 1600 25000 800 160 000 640 000 800
7 15000 800 200 320 000 640 000 400
Tabelle 3. Bestimmung der spezifischen Anti-PrP-IgG-Antikorper einzelner

immunisierter NSEHa-Prnp®°-Miuse. Die Spezifitit der Seren der mit PrP-P30 und
rek . PrP-immunisierten Maéduse wurde mittels Endpunkttitration im ELISA bestimmt.
Dargestellt sind die Anti-Hamster-PrP“- (A) und Anti-Maus-PrP- (B) spezifischen
Endpunkte der Seren.

Die Verwendung des CpG-Motivs 1826 erfolgte ab Beginn der vierten Immunisierung.
Deshalb sollte im ndchsten Schritt untersucht werden, ob das verwendete Adjuvanz einen
Einfluss auf die Tyi/Th2 Polarisierung der Immunantwort hatte. Die Immunseren der NSEHa-

o/o

Prnp™ Maéuse wurden auf die Subtypen IgGl (Ty-Antwort) und IgG2a (Ty-Antwort)
untersucht (Abb.15). Die Ergebnisse zeigten, dass nach der Immunisierung mit rek.PrP und
PrP-P30 sowohl IgGl als auch IgG2a Antikorper im Serum der Tiere nachweisbar waren.
Sowohl ohne Verwendung eines Adjuvanz (3.boost) als auch nach Gabe von CpGs-1826 als
Immunstimulator (4.boost) iiberwiegte im Serum der Anteil an Antikérper vom Subtyp IgGl,
was auf eine vorwiegend humorale Immunantwort hindeutet. Die zusétzliche Injektion der

CpGs brachte somit keine qualitative Verdnderung in der Immunantwort.
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3. Boost

Anti-Hamster-PrP Anti-Maus-PrP
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Abbildung 15. Anti-Hamster bzw. Anti-Maus Immunglobulinsubtypen in NSEHa-
Prnp®°- Miusen nach Immunisierung mit rek.PrP und PrP-P30. Dargestellt sind die
Antikorpertiter einzelner Tiere der verschiedenen Immunisierungsgruppen nach der vierten
bzw. fiinften Immunisierung (3. bzw. 4.boost). Die Seren wurden 1:400 verdiinnt. Fiir die
Detektion wurde anti-Maus IgG1 (=) und anti-Maus IgG2a (==) verwendet.

Um die Spezifitdt der in den Seren enthaltenen Antikorper zu bestimmen, ist ein ELISA oft
nicht ausreichend. Seren konnen unter Umstinden unspezifisch an verschiedene Molekiile
und Oberflichen binden. Es war deshalb notwendig zu untersuchen, ob die induzierten
Antikorper in der Lage sind in geldster Form vorliegendes Prion-Protein zu binden.

Um die mittels ELISA erhaltenen Daten zu verifizieren, wurde zusétzlich ein kompetitiver
ELISA durchgefiihrt (Coleman et al., 1986). Bei dieser Methode wurde das spezifische

Antigen (Hamster-PrP oder Maus-PrP) an der Oberflidche einer Festphase fixiert. Vor der
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Zugabe der Seren wurden diese zuvor mit dem jeweiligen Antigen vorinkubiert, um die in den
Seren enthaltenen Antikorper abzusittigen. Als Kontrollwerte dienten Ansitze, bei denen
vorher kein freies Antigen zugesetzt wurde. Die Spezifitdt der Antikdrper lieB sich somit aus
den Differenzwerten abschitzen. Fiir die Kompetitionsexperimente wurden nur die Seren der
Tiere verwendet, die im ELISA eine messbare Konzentration von PrP-spezifischen
Antikorpern aufwiesen. Wie Tabelle 4 aufzeigt war es moglich, bei allen untersuchten Tieren
die Maus-spezifischen Antikorper mit Maus-Prion-Protein zu inhibieren. Im Gegensatz dazu
war die spezifische Abséttigung von Hamster-spezifischen Antikérpern mit Hamster-PrP nur
bei einem Tier aus der Gruppe der mit PrP-P30 immunisierten Tiere moglich. Eine
Kreuzreaktivitit von Hamster-bzw. Maus-spezifischen Antikorpern konnte bei insgesamt
zwei bzw. vier Tieren beobachtet werden, wobei die Kompetition in der PrP-P30 Gruppe
erfolgreicher war als in den Tieren, die nur das rekombinante Maus-Prion-Protein ohne das T-

Helferepitop erhielten.

Antigen Vorinkubation PrP-P30 immunisierte rek. PrP immunisierte
mit freiem Tiere Tiere
Antigen [Erfolgreiche Kompetition/ [Erfolgreiche Kompetition/
Gesamtzahl getesteter Tiere] Gesamtzahl getesteter Tiere]
Maus-PrP Maus-PrP 6/6 5/5
Maus-PrP Hamster-PrP 2/6 0/5
Hamster-PrP Maus-PrP 3/6 1/5
Hamster-PrP Hamster-PrP 1/6 0/5

Tabelle 4. Spezifititsnachweis der Seren fiir Maus- und Hamster-PrP mittels
Kompetitivem ELISA. Jedes Serum wurde in einer Verdiinnungsreihe mit je 100pug von rek.
Maus-bzw. Hamster-PrP vorinkubiert. Alle Seren zeigten eine spezifische Bindung an Maus-
PrP, wobei nur eins von elf getesteten Seren spezifisch durch Hamster-PrP kompetitiert
werden konnte.
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4.1.3 Klonierung eines Expressionsvektors fiir die spezifische Expression von

Hamster-Prion-Protein

Fiir die Analyse der Antikorper in Bezug auf die Bindung an die nativen Formen des Prion-
Proteins wurde ein Expressionsvektor benotigt, der die Hamster-Form des Proteins
exprimiert. Als Grundlage fiir die Herstellung diente der eukaryotische Expressionsvektor
pAdMd-CMV-PrP, welcher die kodierende Region des murinen Prion-Proteins unter der
Kontrolle des humanen CMV-Promotors enthdlt. Fiir den Austausch der Maus- gegen die
Hamster-Sequenz wurde aus einer Hamster-transgenen Maus (Tg(SHaPrP)3922) Blut
entnommen und die DNA daraus isoliert (Scott et al., 1993). Mittels PCR wurde die
kodierende Region fiir das Hamster-Prion-Protein aus dem Genom herausamplifiziert und
tiber eine BamHI und Mfel-Schnittstelle in den zuvor geschnittenen Vektor kloniert (Abb.

16). Durch Sequenzanalyse wurde die korrekte Klonierung tiberpriift und bestatigt.

HaPrP Bamfor

mp  ONAdsdieruy L _

Maws mit Hanster-
Pr P(PruSyHa)

BamHl
M fel
pAd-CMV-Maus -PrP

~6, 9 kb

Bam H/Mfel -Ve rd au

BamHI/M fel-Verdau

; Ligation

pdy A

p Ad -CMV-HaPrP
~6,9 kb

Abbildung 16. Klonierungsschema fiir den Austausch der murinen Sequenz des PrP-
Gens gegen die Hamster-Region. Mit der DNA einer Hamster-PrP-exprimierenden Maus
(Tg(SHaPrP)3922) wurde eine PCR-Reaktion durchgefiihrt und die Hamster-PrP-Sequenz
daraus amplifiziert. Uber eine BamHI und Mfel-Schnittstelle wurde die Maus-Sequenz aus
dem Vektor herausgeschnitten und dafiir die Hamster-Sequenz eingefiigt.

62



4. ERGEBNISSE

4.1.4 Nachweis der Spezifitit der Anti-PrP Antikorper mittels FACS-Analyse

In den vorangehenden Versuchen wurde gezeigt, dass es moglich war, anti-PrP Antikdrper in
den Hamster-transgenen Tieren zu induzieren. Da bei der ELISA-Methode rekombinantes
Protein fiir den Nachweis verwendet wurde, stellte sich die Frage, ob die Antikorper in den
Seren auch in der Lage waren natives Protein zu detektieren. Fiir diese Bestimmung und den
Nachweis der Spezifitdt der Anti-PrP Antikorper auf natives Hamster-bzw. Maus-Prion-
Protein wurden humane 293T-Zellen mit den zuvor klonierten Expressionsvektoren pAd-
CMV-Maus-PrP bzw. -Hamster-PrP transfiziert. Da 293T-Zellen keine endogene Expression
von PrP® aufweisen, sind diese Zellen fiir eine Transfektion mit PrP-exprimierenden Vektoren
geeignet. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit einem LacZ-exprimierenden Vektor
transfiziert wurden. Die Seren der immunisierten Mdusen wurden im Verhdltnis 1: 50
verdiinnt und zu den zuvor transfizierten Zellen gegeben. Als sekundérer Antikorper wurde
anti-Maus-IgGesamt verwendet. Abb. 17 zeigt die FACS-Analyse der Seren nach der
sechsten Immunisierung (5.boost). Alle getesteten Seren zeigen eine spezifische Bindung an
die Zellen, die die murine Form des Prion-Proteins exprimieren (blaue Kurve), im Vergleich
zur Bindung an die Zellen, die B-Galaktosidase exprimieren (gelb gefiillte Kurve). Eine
spezifische Bindung an Zellen die das Hamster-Prion-Protein exprimieren, konnte hingegen
nur bei 4 der 11 getesteten Seren nachgewiesen werden, wobei die Stirke der Bindung
innerhalb der Gruppen stark variierte. Die Seren der Tiere 1 und 5 der mit PrP-P30
immunisierten Gruppe zeigen eine starke und signifikante Bindung, wihrend bei den Tieren
3, 4 und 7 nur eine schwache bzw. keine Bindung an die native Form des Hamster-Proteins
nachweisbar war (A, PrP-P30 Gruppe). In der Gruppe der mit rek.PrP-immunisierten Tieren
zeigten Tier 3 und 6 eine starke Bindung an Hamster-PrP wihrend die Tiere 1, 2, 5 und 7 nur
minimale Bindungsaffinititen gegen die Hamster-Form des Proteins aufwiesen (B, rek.PrP-
Gruppe). Als Negativkontrolle dienten die Seren der Tiere, die mit Ovalbumin immunisiert
wurden (C, Kontrollen, Ova Tier 3 und 4). Diese Seren zeigen keine Bindung an die
transfizierten 293T-Zellen, unabhédngig vom verwendeten Konstrukt. Als Positivkontrolle
wurden die transfizierten Zellen mit dem monoklonalen Antikdrper 6H4 inkubiert, welcher

sowohl das murine als auch das Hamster-Protein erkennt (C, Positivkontrolle).
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Abbildung 17. Bindung von Anti-PrP-spezifischen Antikorpern an 293T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie. Gezeigt ist die spezifische Bindung von mit Maus- (==) bzw.
Hamster-PrP (==) transfizierten 293T-Zellen durch Antikoérper in Seren von PrP-P30- (A) und
rek.PrP- (B) immunisierten Tieren. Alle getesteten Seren (1:50 verdiinnt) zeigen eine
spezifische Bindung an Maus-PrP, wihrend nur 4 von 11 immunisierten Tiere eine
signifikante Bindung an die Hamster-Form des Prion-Proteins aufweisen (A, B). Als
Kontrolle dienten sowohl Anti-PrP-negative Seren aus mit Ovalbumin immunisierten Tieren,
sowie der monoklonale Anti-PrP-Antikérper 6H4 (C).

4.1.5 Nachweis der Spezifitit der Anti-PrP Antikorper mittels Westernblot

Im vorangegangenen Versuch konnte gezeigt werden, dass die Antikdrper in den Seren
einzelner immunisierter Tiere die zelluldre Form des Hamster-bzw. Maus-Prion-Proteins auf
293T-Zellen binden konnen. Im Folgenden soll nun gezeigt werden, ob diese Antikdrper auch
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in der Lage sind die zelluldre Form des Prion-Proteins im Westernblot zu detektieren. Hierfiir

wurden 10%ige Gehirnhomogenate von PrP-Knockout Méusen (Prnp®°

) hergestellt sowie
Homogenate von wildtypischen C57BL/6-Méausen und Hamsterhirnen. Alle getesteten Seren
zeigten eine spezifische Bindung an Wildtyp-Hirnhomogenat, wie beispielhaft mit Tieren der
einzelnen Immunisierungsgruppen in Abb. 18 (Spuren 2), gezeigt. Von elf getesteten Seren
zeigten allerdings nur drei Tiere im Westernblot eine spezifische Bindung an die Hamster-
Form des Prion-Proteins (Spuren 3). Keines der Seren wies eine unspezifische Bindung an das
Homogenat einer PrP-Knockout-Maus auf (Spuren 1), welches als interne Negativkontrolle
diente. Die Spezifitit der Seren wurde weiterhin durch ein fehlendes Signal bei Verwendung
von Seren von mit Ovalbumin immunisierten Méausen bestitigt (B, Ova). Als Positivkontrolle

diente der monoklonale Antikérper 6H4, welcher sowohl das Hamster- (B, 6H4) als auch das
Maus-Prion-Protein (nicht gezeigt) im Westernblot detektiert.

Prp PrP-P30
A
A ~ A ~ 7~ TN
1 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
,. ' - -
| . 1 | ‘ ”.
3skpa | ‘ - § t
25kDa | ' f ‘ N .
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Abbildung 18. Bindung der Seren an PrP® im Westernblot. A) Nachweis der PrP‘-
Spezifitit verschiedener Seren. Alle getesteten Seren zeigen eine spezifische Bindung an Maus-
PrP (C57BL/6), wobei die Antikérper von nur drei Seren eine spezifische Detektion von
Hamster-PrP im Westernblot zeigen (Spuren 3). Als Kontrolle diente der monoklonale Anti-
PrP-Antikorper 6H4 und ein Serum einer mit Ovalbumin immunisierten Maus (B). Auftrag der
Gehirnhomogenate: 1) Prnp®®, 2) C57BL/6, 3) Hamster
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4.1.6 Rekombinantes PrP- und PrP-P30-induziertes Maus-Immunserum ist

funktionell aktiv und inhibiert die PrPsc-Biogenese in lebenden Zellen

Es wurde gezeigt, dass die Anti-PrP-Antikorper der immunisierten Mause natives Maus-PrP
erkennen. Nun wurde die Fahigkeit der induzierten Antikérper untersucht, die pathogene
Form des Prion-Proteins PrP*® zu binden und somit in vitro Einfluss auf die Replikation und
Akkumulation von PrP*® zu nehmen. Hierfiir wurden Zellen einer murinen Neuroblastoma-
Zellinie (ScN2a-Zellen), welche die pathogene Form von Maus-PrP (PrP%°) tragen, mit Seren
der immunisierten Tiere in der Verdiinnung 1:1000 behandelt und nach fiinf Tagen
Kultivierung im Westernblot auf den Gehalt von PrP% untersucht (Abb. 19). Zur
Unterscheidung von zellulirem PrP (PrP%) und der pathogenen Form PrP*® wurden die Zellen
einem Proteinase-K- (PK) Verdau unterzogen. PrP¢ wird durch einen PK-Verdau vollstandig

abgebaut wihrend PrP™ eine particlle Resistenz gegeniiber PK aufweist.

-PK +PK
PrP-P30 Ova PrP-P30 Ova
. 103 + o A ~ ) . 103 4 A ~—
kDa: |
35 —
- - P
27 — o
Tier 1 3 5 4 7 3 13 5 4 7 3

Tier 2 3 5 1 4 1 2 3 5 1 4 1

Abbildung 19. Reduktion des PrP*-Gehaltes von ScN2a-Zellen durch Anti-PrP
Antikorper in den Seren der immunisierten Tiere. Zur Detektion des PrP*°-Gehaltes
wurden alle Lysate mit Proteinase K behandelt (+PK). Die Zellen wurden einmal mit einer
1:1000 Verdiinnung der Seren behandelt, fiir fiinf Tage kultiviert und anschlieBend im
Westernblot analysiert (150pug Protein pro Spur). Als Positivkontrolle wurde der Antikdrper
103 und ein Anti-PrP-positives Mausserum (+, Serum aus PrnpO/O-Méiusen, die mit rek.PrP
immunisiert wurden) verwendet. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (-) und
Seren von Tieren, die mit Ovalbumin (Ova) immunisiert wurden. Die Detektion erfolgte mit
dem polyklonalen Kaninchenserum SA2124 (1:5000).
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Als Ladekontrolle dienten dabei unverdaute Zellysate (-PK). Die Signalintensitit von
unbehandelten Zellen (-) wurden als negative Referenz verwendet. Zellen, die mit dem
monoklonalen Anti-PrP-Antikdrper 103 behandelt wurden, dienten als Positivkontrolle. Von
diesem Antikorper ist bekannt, dass er die Fahigkeit besitzt, die Prionenreplikation in der
verwendeten Zellinie zu inhibieren. Es war moglich PrP*® in unbehandelten ScN2a-Zellen zu
detektieren, was eine konsistente Produktion des pathogenen Proteins durch die mit dem
Mausprionenstamm RML-infizierten ScN2a-Zellen bestitigt (Abb. 19 -). Die Behandlung der
Zellen mit dem Antikorper 103 fiihrte zu einer verminderten bzw. vollstindigen Hemmung
der PrP*-Replikation. Alle untersuchten Seren der mit rek.PrP immunisierten
Versuchsgruppe (Tier 1, 2, 3, 5) waren in der Lage, den PrP-Gehalt der Zellen zu
reduzieren, wie man durch den Vergleich der mit Ovalbumin immunisierten Gruppe erkennen
kann. Die Zellen, die mit Serum aus der mit Ovalbumin-immunisierten Gruppe behandelt
wurden, zeigen eine starke Bande in der erwarteten GroBe. Die Inhibierung der PrP*-
Biogenese kann also nicht auf unspezifische Serumkomponenten zuriickgefiihrt werden. Aus
der Gruppe der mit PrP-P30 immunisierten Tiere zeigten drei Tiere eine vollstindige
Hemmung der Prionenreplikation (Tier 3,5 und 7), wiahrend andere Seren nur eine partielle
bzw. keinen Einfluss auf den PrP*-Gehalt der Zellen aufwiesen (Tier 1, 4). Diese Ergebnisse
korrelieren mit der Hohe der erreichten Endpunkte gegen das Maus-PrP im ELISA. Alle
Tiere, die einen Endpunkt von 320000 oder hoher gegen Maus-PrP im ELISA erreichten,

zeigten in Zellkultur einen deutlichen Einfluss auf die Prionenreplikation (Tabelle 5).

PrP-P30 rek.PrP
Ti (Inhibition der (Inhibition der
ter Prionenreplikation in vitro) | Prionenreplikation in vitro)

1 320 000 (+/-) 640 000 (+)

2 320 000 (-) 1280 000 (+)

3 1280 000 (+) 1280 000 (+)

4 160 000 (+/-) 320 000 (+)

5 320 000 (+) 640 000 (+)

6 320 000 (-) 640 000 (+)

7 320 000 (+) 640 000 (+)

Tabelle 5. Vergleich der Endpunkte gegen Maus-PrP im ELISA und Fihigkeit der
Immunseren die Prionenreplikation in ScN2a-Zellen zu inhibieren. Die erreichten
Antikorpertiter korrelieren mit der Féhigkeit auf die Prionenreplikation in Zellkultur Einfluss
zu nehmen. Dabei zeigten alle Seren, die im ELISA einen Endpunkt von 320000 oder hoher
erreichten, auch in vitro eine spezifische Reduktion im PrP*-Gehalt der Zellen (Einfluss auf
Prionenreplikation in vitro: + = stark, +/- = partiell, - = keine Inhibierung).
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4.1.7 Immunisierung mit PrP-P30 verlingert die Inkubationszeit nach Infektion

mit Hamster-Prionen

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebene Immunisierungsstrategie zeigt, dass
spezifische Anti-PrP-Antikorper (Anti-Maus und Anti-Hamster) in dem verwendeten
Mausmodell induziert werden konnten. Obwohl die verwendeten Tiere das Hamster-Prion-
Protein nicht im lymphoretikuldren System exprimieren, sind sie iiber den intraperitonealen
Weg mit Prionen infizierbar (Race et al., 2000). Um zu iiberpriifen, ob die Anti-PrP°-
Immunglobuline in den Tieren nach einer Infektion mit Prionen eine schiitzende Wirkung
zeigen und zur Verzogerung bzw. Verhinderung der Krankheit fiihren, wurde eine in vivo
Infektionsstudie durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Tiere nach der dritten Immunisierung mit
einer Infektionsdosis von 3loglLDsy des Hamsterprionenstamms Sc237 intraperitoneal
infiziert. Dieser Stamm zeigt in der verwendeten transgenen Mauslinie NSEHa-Prnpc’/O eine
variable Inkubationszeit und fiihrt bei nichtbehandelten Tieren zwischen Tag 184 und Tag
312 zum Tode (Race et al., 2000). Nach Infektion mit Hamsterprionen erhielten die Tiere drei
weitere Immunisierungen und wurden alle zwei Tage auf typische klinische Scrapie-
Symptomatik wie Ataxie, allgemeine Bewegungsstorungen und Gewichtsverlust untersucht.
Jeweils ein Tier aus der mit PrP-P30- (Tier 6) und mit rek.PrP-immunisierten Versuchsgruppe
(Tier 4) wurde aufgrund allgemeiner gesundheitlicher Probleme vorzeitig ohne Auftreten
typischer Scrapie-Symptome aus der Analyse herausgenommen.

Trotz signifikanter Anti-Hamster- und Anti-Maus-PrP-spezifischer Antikdrper im Serum der
mit rek.PrP-immunisierten Tiere zeigen diese im Vergleich zur mit Ovalbumin-immunisierten
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied in den Inkubationszeiten (Abb. 20, p =
0.51, Logrank Test). Die Tiere wurden durchschnittlich am Tag 337,5 (rek.PrP-Gruppe) bzw.
Tag 368 (Ova-Gruppe) nach Infektion aufgrund von Krankheitssymptomen getdtet und
analysiert. Beide Immunisierungsgruppen zeigten innerhalb der Gruppen eine starke Variation
der Inkubationszeiten von 68 bzw. 162 Tagen. Im Gegensatz dazu zeigten Tiere, die mit dem
Fusionsprotein PrP-P30 immunisiert wurden sowohl im Vergleich zu der mit Ovalbumin
immunisierten Kontrollgruppe als auch zu der Gruppe, die mit rek.PrP immunisiert wurden,
eine signifikant verldngerte Inkubationszeit von durchschnittlich 488 gegeniiber 368 bzw.
337,5 Tagen nach Infektion (p = 0.0056 und p = 0.0111, Logrank Test). 547 Tage nach
Infektion wurde der Versuch beendet. Eine Maus der PrP-P30-Versuchsgruppe (Tier 3) war
zu diesem Zeitpunkt ohne phiinotypische Auffilligkeiten. Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber

die individuellen Inkubationszeiten in den einzelnen Immunisierungsgruppen.
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Abbildung 20. Die Immunisierung mit dem Fusionsprotein PrP-P30 fiihrt zu
verlingerter Inkubationszeit von infizierten NSEHa-PrnpOIO-Tieren. Drei Gruppen von
NSEHa-Prnp®°-Miusen immunisiert mit PrP-30 (==), rek.PrP (=) oder Ovalbumin (=)
wurden mit 3logLDs infektidsen Einheiten des Hamsterprionenstamms Sc237 intraperitoneal
inokuliert. Jedes Symbol bezeichnet ein individuelles Tier der einzelnen
Immunisierungsgruppen, das zu dem jeweiligen Zeitpunkt getdtet wurde. Je ein Tier aus der
Gruppe der mit PrP-P30 (Tier 6) und mit rek.PrP immunisierten Tiere (Tier 4) mussten
vorzeitig aufgrund allgemeiner gesundheitlicher Probleme aus dem Versuch genommen
werden (nicht dargestellt). Die offenen Symbole kennzeichnen Tiere, bei denen kein PrP> im
Gehirn nachgewiesen werden konnte.

Inkubationszeiten (in Tagen) der NSEHa-Prnp°/°-Miiuse nach Infektion mit Sc237 und
Immunisierung

Tier PrP-P30 rek.PrP Ova
1 460 294 448
2 273 334 206
3 547 400 368
4 464 [152] 407
5 512 341 325
6 [184] 405 211
7 538 295 395
Mittelwerte 488 337,5 368
Standardabwe | 215 68 162
ichung

Tabelle 6. Individuelle Inkubationszeiten der immunisierten und inokulierten NSEHa-
Prnp°’° Miuse. Dargestellt sind die Inkubationszeiten (Tage nach Infektion) der einzelnen
Tiere innerhalb der verschiedenen Immunisierungsgruppen mit Mittelwerten und
Standardabweichung. Die Zahlen in Klammern bezeichnen die Tage, an denen Tiere aufgrund
allgemeiner gesundheitlicher Probleme (keine Scrapie-Symptome) aus dem Versuch
genommen wurden. An Tag 547 nach Infektion wurde der Versuch beendet. Ein Tier der PrP-
P30 immunisierten Gruppe (Tier 3) war zu diesem Zeitpunkt klinisch gesund (kursiv).
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4.1.8 Die Immunisierung mit PrP-P30 fiihrt zur Reduktion des PrP%-Gehaltes im

Gehirn der mit Prionen-infizierten Tiere

4.1.8.1 PrP%-Gehalt im Gehirn der immunisierten und infizierten Tieren mittels

Westernblot-Analyse

Um die Menge des im Verlauf der Scrapie-Infektion entstandenen PrP> zum terminalen
Zeitpunkt zu bestimmen, wurde von den immunisierten bzw. nicht-behandelten Tieren
10%ige Hirnhomogenate in PBS hergestellt und im Westernblot analysiert (Abb. 21). Mit
einem Teil der Probe wurde ein Proteinase-K-Verdau durchgefiihrt, um die zellulire Form
von der pathogenen Form des Prion-Proteins unterscheiden zu konnen. Die Detektion erfolgte

mit dem monoklonalen Anti-Hamster-PrP-Antikorper 3F4 in der Verdiinnung 1:5000.

Tier 1 2 4 3 5 7
PK -+ -+ -+ -+ -+ -+
s =

PrP-P30
27 =
Dpi 460 273 464 546 512 538

PK - + -+ -+ -+
35 - |
- —
Prp —
27
Dpi 400 405 341

295

Tier 1 2 4 Tier 2 3 4
PK - + -+ -+ PK - - +
35kDa nicht 35kDa ==
Ova _.. immunisiert .* L
27 kDa = —
" 27 kDa w
Dpi 368 407 211 Dpi 329 229 547

Abbildung 21. PrPS-Nachweis in Hirnhomogenaten der inokulierten und immunisierten
Miiuse bzw. in Kontrolltieren mittels Westernblot. Aufgetragen sind je 100pg unverdaute
(PK -) und mit Proteinase-K verdaute (PK +) 10%ige Gehirnhomogenate der einzelnen Tiere
der verschiedenen Immunisierungsgruppen. In den Tieren 1,2,3 und 7 der PrP-P30
Versuchsgruppe ist kein PrP%-Signal detektierbar. Im Gegensatz dazu konnte in der rek PrP-
Gruppe und den Kontrollgruppen in allen Tieren die pathogene Form des Prion-Proteins
nachgewiesen werden.
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Alle unverdauten Proben (100ug) zeigten nach der Durchfiihrung des Westernblots die
charakteristischen Banden des Prion-Proteins mit einem Molekulargewicht zwischen 20 und
35 kDa (Abb. 21, unverdaute Proben, PK -). In allen untersuchten Tieren der
Kontrollgruppen, die Ovalbumin erhielten bzw. nicht immunisiert wurden, war es auflerdem
moglich nach Verdau der Proben (100ug) die pathogene Form PrP* zu detektieren, wie
exemplarisch in Abb. 21 von je drei Tieren gezeigt. Im Gegensatz dazu war es in der mit PrP-
P30 immunisierten Versuchsgruppe in nur zwei der sechs untersuchten Homogenate mdglich
(Tiere 4 und 5), das pathogene Protein nachzuweisen. Diese Tiere zeigten Inkubationszeiten
von 464 bzw. 512 Tagen. In den Tieren 1,2,3 und 7 hingegen konnte unabhingig von den
Inkubationszeiten kein deutliches Signal von PrP*® im Westernblot detektiert werden. Auch in
der mit rek.PrP-immunisierten Versuchsgruppe war es in einem Tier (Tier 6) nicht moglich

ein PrP%-Signal im Gehirn nachzuweisen.

4.1.8.2 Nachweis des PrP>-Gehaltes in den Gehirnen immunisierter Tiere mittels

Histoblot

In den Gehirnen von mit PrP-P30- und rek.PrP- immunisierten Tieren war es teilweise nicht
moglich, die pathogene Form des Prion-Proteins mittels Westernblot zu detektieren. Um diese
Ergebnisse zu verifizieren, wurden von ausgewdhlten Tieren Gehirnschnitte angefertigt und
mittels Histoblot auf den Gehalt von PrP* analysiert. Diese Technik kombiniert eine
hochsensitive PrP*-Detektion mit der Erhaltung von anatomischen Strukturen. Unfixiertes,
gefrorenes Hirngewebe wurde hierzu auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen, getrocknet
und einem Proteinase-K-Verdau unterzogen. Proteinase-K resistentes PrP* wurde durch
Guanidinhydrochlorid denaturiert und mit dem monoklonalen Anti-Hamster-PrP-Antikorper
3F4 detektiert. Die Methode des Histoblots ist sensitiver als herkdmmliche Immunoblot-
Verfahren und somit fiir die Verifizierung der erhaltenen Westernblot-Resultate geeignet.
Abb. 22 zeigt die Histoblot-Analyse der ausgewéhlten Tiere der verschiedenen
Versuchsgruppen aus coronaren bzw. sagittalen Gehirnschnitten. Konsistent mit den
erhaltenen Westernblot-Resultaten wurden auch mit der Histoblot-Technik nur in den Tieren
PrP% nachgewiesen, die schon ein detektierbares Signal im Westernblot aufzeigten. Die
Kontrollgruppen mit nicht-immunisierten Tieren und mit Ovalbumin immunisierten Tieren
zeigen alle einen deutlichen Gehalt an PrP*® in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns. Die
Stiarke des erhaltenen Signales ist dabei innerhalb der einzelnen Gruppen variabel. Die
Expression von PrP*® ist vor allem in Bereichen der grauen Substanz, im Thalamus,

Hypothalamus und in Bereichen des zerebralen Kortex detektierbar.
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Abbildung 22. PrP%-Nachweis in den Gehirnen infizierter und immunisierter NSEHa-
Prnp®® Miuse. Fiir die Histoblots wurden gefrorene Gehirngewebsschnitte auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und einem Proteinase K-Verdau unterzogen. In zwei von
drei Méusen der mit PrP-P30-immunisierten Gruppe und einem Tier der mit rek.PrP
immunisierten Versuchsgruppe konnte kein PK-resistentes PrP*° detektiert werden. Im
Gegensatz dazu wurde in allen Kontrolltieren (nicht-immunisiert bzw. mit Ova-immunisierte
Tiere) im Gehirn z.T. sehr starke PrP*-Akkumulierung beobachtet.

4.1.8.3 Bestimmung der Infektiositit infizierter und immunisierter Tiere mittels

Bioassay

Der Bioassay bezeichnet einen biologischen Nachweis, bei dem die Ubertragbarkeit und die
Infektidsititsmenge durch eine Infektion auf Prionensensitive Empfingertiere gemessen
werden. In diesem Versuch wurden weitere Hamster-transgene Miuse (Tg(SHaPrP)3922)
verwendet (Weissmann et al., 1998), welche die zelluldre Isoform des Hamster-Prion-Proteins

stark iiberexprimieren (Raeber et al., 1997; Scott et al., 1989; Scott et al., 1993). Die
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Inokulierung mit Hamster Prionen fiihrt in diesen Tieren nach 50-75 Tagen zum Tode. Von
ausgewdhlten Tieren der immunisierten und infizierten Versuchsgruppen (PrP-P30, rek.PrP
und Ova) wurden 1%ige Hirnhomogenate in PBS hergestellt und 30ul intrazerebral in die
Indikatorméuse injiziert.

Die Transmission von nicht-immunisierten Kontrollmausen fiihrte zur terminalen Erkrankung
nach durchschnittlich 62+1 Tagen (n=2) (Abb. 23). Die Indikatorgruppe, welche ein
Hirnhomogenat von mit Ovalbumin-immunisierten Méusen (Tier 3) erhielten, starben nach
61+2 Tagen (n=2). 2 Gruppen von Tg(SHaPrP)3922-Indikatormiusen, welche
Gehirnhomogenate von PrP-P30 immunisierten Versuchstieren erhielten, wurden an Tag 115
nach Infektion getotet, zeigten aber zu diesem Zeitpunkt keine klinischen Symptome
(dargestellt als Tag 115, PrP-P30, Tiere 2 und 7, Abb. 23). Die Indikatormduse, welche mit
dem Homogenat aus Tier 5 der PrP-P30 Gruppe infiziert wurden, starben nach 67+3 Tagen
(n=3). Die Infektidsitdt innerhalb der einzelnen Gruppen, die zum terminalen Stadium der
Tiere fiihrten, zeigten keinen Unterschied im Hinblick auf die unterschiedlichen

Immunisierungsproteine.
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Abbildung 23. Bioassay mit Hirnhomogenat von Scrapie-infizierten, immunisierten
Hamster-transgenen Miusen. Alle Indikatortiere, die mit 1%igen Hirnhomogenaten der mit
rek.PrP- und Ova-immunisierten Tiere sowie Homogenat von nicht-immunisierten Tiere
injiziert wurden, starben nach Inkubationszeiten zwischen 59 wund 70 Tagen.
Tg(SHaPrP)3922-Tiere, welche mit dem Homogenat der Tiere 2 und 5 der PrP-P30 Gruppe
infiziert wurden, entwickelten die Krankheit im gesamten Beobachtungszeitraum nicht.
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4.1.9 Analyse der T-Zell-Immunantwort nach Immunisierung mit rekombinantem

PrP und dem Fusionsprotein PrP-P30

°°_Mzuse mit dem rekombinanten

In den vorangehenden Experimenten wurden NSEHa-Prnp
Maus-Prion-Protein und dem Fusionskonstrukt PrP-P30 immunisiert. Es war damit méglich,
spezifische Antikdrper sowohl gegen Maus-PrP als auch gegen Hamster-PrP zu induzieren.
Diese Immunseren waren in der Lage in vitro die Akkumulation von PrP% zumindest
teilweise zu inhibieren und konnten natives PrP detektieren. Nach Inokulation mit dem
Hamsterprionenstamm Sc237 zeigte sich allerdings, dass nur die Gruppe, die mit dem
Fusionskonstrukt PrP-P30 behandelt wurden, eine Verldngerung in der Inkubationszeit
aufwies. Auf humoraler Ebene, d.h. in der Hohe der spezifischen Anti-Maus bzw. Anti-
Hamster-Antikdrpertiter konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede erkannt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine zweite Gruppe von NSEHa-PrnpO/ 0

-transgenen Tieren
mit den zwei Proteinen immunisiert, die wieder auf die humorale Immunantwort in der
Zellkultur, und zusétzlich auf zellulirer Ebene untersucht wurden. Zum Zeitpunkt der
Vakzinierung waren die Tiere ca. 12 Wochen alt. Im Gegensatz zur ersten Gruppe wurden die
Tiere schon mit der ersten Immunisierung das Adjuvanz CpGs-1826 verabreicht. Die Mause
erhielten insgesamt sechs Immunisierungen s.c. mit je 50pg Protein plus 10pug CpGs-1826 im

Abstand von sechs Wochen. Jeweils nach sieben Tagen wurden den Tieren Blut entnommen

und die Seren analysiert.

Immunisierung (alle 6 Wochen) 50ng Protein + CpGs 1826

1 2 3 4 5 6

I S S S T VIR

Blut Analyse Proliferation-
Analyse

Abbildung 24. Ubersicht iiber den Immunisierungsverlauf der zweiten Gruppe von mit
rek.PrP und PrP-P30 immunisierten NSEHa-Prnp®°. Gruppen von 8 Tieren wurden
jeweils mit 50ug Protein und 10pg CpGs-1826 im Abstand von sechs Wochen subkutan
immunisiert. Jeweils sieben Tage nach Injektion wurde den Tieren Blut entnommen und die
Seren auf Anti-PrP“-Antikorper untersucht. Als Negativkontrolle dienten Tiere, die
Ovalbumin erhielten. Nach der sechsten Immunisierung wurden die Tiere getdtet und Milz-
und Lymphknotenzellen fiir die Proliferationsanalyse (Hilchey and Bernstein, 2007)
verwendet.
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4.1.10 Die Immunseren sind hochspezifisch fiir Maus-und Hamster-Prion Protein

Die Ergebnisse der ELISA-Analysen der Seren nach der fiinften Injektion sind in Abb. 25
grafisch dargestellt. Alle ELISA-Analysen wurden, wie im Methodenteil beschrieben mit dem
Streptavidin-ELISA-System unter gleichen standardisierten Bedingungen durchgefiihrt.
Positiv wurden die Seren gewertet, die bei den entsprechenden Verdiinnungen mindestens den
dreifachen Wert der Kontrollgruppe (Ovalbumin-immunisierte Tiere) erreichten. Sowohl mit
rek.PrP-als auch mit PrP-P30 vakzinierte Tiere wiesen in ihren Seren hohen Titer gegen
Maus-PrP und Hamster-PrP auf (Abb. 25 A und C). So ergaben die Seren aller Tiere, die mit
rek.PrP immunisiert wurden, im ELISA gegen das Hamster-Prion-Protein Absorptionen von
iber 1,0 bei einer Serum-Verdiinnung von 1:800, wobei die durchschnittliche Absorption bei
2,1 lag. Bei den mit PrP-P30 vakzinierten Tiere wurde bei 5 Tieren in der gleichen

Serumverdiinnung eine Absorption von >1,0 gemessen.
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Abbildung 25. Humorale Immunantwort gegen Maus-und Hamster-PrP in den Seren
mit rek.PrP-und PrP-P30 immunisierten NSEHa-Prnp®°-Méausen. Dargestellt sind die
Titer in den Seren in der Verdiinnung 1:800 gegen Hamster-PrP und 1:10000 gegen Maus-PrP
(A und C). Mit der Endpunktbestimmung (B und D) konnten ca. 20fach hohere Anti-Maus-
PrP als Anti-Hamster-PrP Titer bestimmt werden. (m = NSEHa-Prnp®® mit PrP-P30
immunisiert, A = NSEHa-Prnp®° immunisiert mit rek.PrP, ¥ = mit Ova immunisierte
NSEHa-Prnp®©).
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In drei Tieren dieser Gruppe wurde bei dieser Analyse Optische Dichten (ODs) von >0,7
gemessen, d.h. in 37,5% dieser Versuchsgruppe konnten keine spezifischen Anti-Hamster-
PrP-Antikdrper nachgewiesen werden (A). Im Hinblick auf die Induktion Maus-PrP-
spezifischer Antikorper lag die Erfolgsquote deutlich hoher (C). In allen Seren der mit
rek.PrP-immunisierten Gruppe konnten Titer von iiber 1,0 OD erreicht werden (<& 2,5) und
auch in den PrP-P30 Versuchstieren wurden in allen untersuchten Tieren Antikorpertiter
hoher als 1,0 gemessen (< 2,1). Die Seren wurden hierfiir 1:10000 verdiinnt, d.h. es wurde in
beiden Gruppen ca. 13fach hohere Anti-Maus-Titer als Anti-Hamster-Titer erreicht. Fiir eine
exaktere Analyse der Immunseren wurden zusétzlich die spezifischen Endpunkte der
Hamster-bzw. Maus-PrP-spezifischen Antikorper bestimmt (Abb. 25 B und D). In der
Untersuchung wurden Anti-Hamster-PrP-spezifische Antikorper bis zu einer Verdiinnung von
1:500000 erreicht, wobei der Durchschnittswert bei 1:100000 fiir die mit rek.PrP-
immunisierten Tiere und 1:80000 bei den mit PrP-P30 vakzinierten Tieren lag. In beiden
Gruppen war die Stirke der Immunantwort sehr heterogen wobei es Tiere gab, die nur einen
Endpunkt von ca. 1:1500 aufwiesen. Der Titer der Anti-Maus-Antikdper im Endpunkt lag
gegeniiber den Hamster-Werten deutlich hoher. Die rek.PrP-Gruppe erreichte im Durchschnitt
Endpunkte von 3000000, wobei in einzelnen Tieren Endpunkte von bis zu 5000000 erreicht
wurden. Ahnliche Werte wurden in den mit PrP-P30 immunisierten Tieren beobachtet. Hier
lag die Durchschnittsverdiinnung der Seren bei 1:500000, was ein 10 fach hoherer Wert als
fiir Maus-PrP darstellt. Insgesamt zeigte sich, dass die Immunisierung mit rek.PrP ca. 2-5 fach
hohere spezifischere Antikorper in den Seren generierten als die Immunisierung mit dem
Fusionskonstrukt PrP-P30. Wie in der ersten Immunisierungsgruppe wurden auch die
Immunseren dieser neuen Versuchsgruppen auf Spezifitit gegeniiber Hamster-und Maus-
Prion-Protein durch Kompetitionsexperimente untersucht. Wie unter 4.1.2. beschrieben,
wurden die Seren vor Inkubation auf mit Prion-Protein (Hamster-PrP bzw. Maus-PrP)
beladenen Mikrotiterplatten mit rekombinantem Protein vorinkubiert. Durch dieses Vorgehen
wurden spezifische Anti-PrP-Antikodrper in den Seren abgesittigt und die messbare Optische
Dichte (OD) im ELISA dadurch erniedrigt. Als positive Kompetition wurden die Seren
gewertet, die eine mindestens 25%ige Reduktion der Signale im direkten Vergleich zu den
mit PBS inkubierten Seren aufwiesen. Abb. 26 zeigt exemplarisch die Auswertung der
Spezifitit im Serum einer mit PrP-P30 immunisierten Maus nach der vierten Immunisierung.
Dieses Tier zeigt eine Reduktion des Hamster-spezifischen Titers nach Vorinkubation des
Immunserums mit Hamster-PrP um 75%, bei Vorinkubation mit Maus-PrP um 45% (Abb. 26

A). Auch die Maus-PrP-spezifischen Antikorper in dem Serum konnten durch Préabsorption
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Hamster-PrP auf Oberflache gebunden Maus-PrP auf Oberfldche gebunden
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Abbildung 26. Kompetition des Immunserums eines mit PrP-P30 immunisierten
NSEHa—PrnpO’O'Tieres. Sowohl die Vorinkubation mit Hamster-PrP als auch mit Maus-PrP
filhrten zur Reduktion der Hamster-PrP-spezifischen Titer (linke Abb.) und der Maus-PrP-
spezifischen Titer (rechte Abb.) um bis zu 75%.

mit rekombinantem Maus- oder Hamster-PrP abgesittigt werden, was durch eine Reduktion
der Antikorpertiter von 77% fiir beide Proteine zu erkennen war (Abb. 26 B). In Tabelle 7 ist
die  Auswertung aller  durchgefiihrten Serumneutralisationen ~ der  beiden
Immunisierungsgruppen zusammengefasst. Der Versuch wurde nur fiir die Tiere
durchgefiihrt, die im ELISA gegen das Hamster-PrP bei einer OD von 450 einen Titer von 0,7
oder hoher erreichten. Die Spezifitit sowohl der Anti-Maus als auch der Anti-Hamster-
Antikorper konnten in 12 (fiir Maus-PrP, 75%) bzw. 11 (fiir HaPrP, 69%) der Seren durch die
Kompetitionsexperimente bestétigt werden. Dabei zeigten fiinf bzw. zwei der untersuchten

Mausseren kreuzreaktive Antikdrper gegeniiber den artunterschiedlichen Proteinen.

Antigen auf Vorinkubation mit Mit PrP-P30 immunisierte Tiere Mit rek.PrP immunisierte Tiere

Oberflache freiem Antigen [Erfolgreiche Kompetition/ [Erfolgreiche Kompetition/
Gesamtzahl getesteter Tiere] Gesamtzahl getesteter Tiere]

Maus-PrP Maus-PrP 6/8 6/8

Maus-PrP Hamster-PrP 2/8 3/8

Hamster-PrP Maus-PrP 2/8 0/8

Hamster-PrP Hamster-PrP 5/8 6/8

Tabelle 7. Auswertung der Kompetitionsexperimente mittels ELISA. 75% bzw. 69% der
immunisierten Tiere zeigten fiir Maus-PrP bzw. Hamster-PrP spezifische Antikorper in den
Seren, da sie durch Vorinkubation mit den entsprechenden Proteinen abgesittigt werden
konnten. Die Kompetition wurde mit Seren nach der vierten Immunisierung durchgefiihrt.
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4.1.11 Bestimmung der Spezifitit mittels FACS-Analyse

Auch die Seren dieser Immunisierungsgruppen wurden auf die Spezifitdt gegen natives
Hamster-PrP bzw. Maus-PrP getestet (Abb. 27). Hierfiir wurde die Immunseren mit 293T-
Zellen inkubiert, die transient Maus- (blaue Linie) bzw. Hamster-PrP (rote Linie) an der
Oberfliache exprimieren. Die Zellen wurden dafiir entweder mit dem Hamster-Prion-Protein
exprimierenden Vektor pAdMd-HaPrP bzw. dem Maus-Prion-Protein exprimierenden Vektor

pAdMd-MoPrP transfiziert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit pAdMd-LacZ

transfiziert wurden und somit eine Expression von -Galaktosidase aufwiesen.
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Abbildung 27. Spezifitit der Immunseren gegen Hamster- (=) und Maus-PrP (=) auf
der Oberfliche von 293T-Zellen im FACS. Alle mit PrP-P30 (A) und rek.PrP-
immunisierten Tiere (B) zeigten eine deutliche Bindung an natives Maus-Prion-Protein,
wobei nur einzelne Tiere eine Bindung an natives Hamster-PrP aufwiesen. Als Kontrollen
dienten Seren von Mausen, die mit Ovalbumin behandelt wurden (C, Ova) und der
monoklonale Anti-PrP Antikorper 103. Gezeigt sind die Ergebnisse nach der fiinften
Immunisierung in Serumverdiinnungen von 1:50.

Alle Immunseren der untersuchten Tiere zeigten eine Verschiebung der Histogramm-Kurven
spezifisch fiir Maus-PrP-exprimierende Zellen zu hoheren Intensititen im Vergleich zu B-

Galactosidase-exprimierende Zellen, was auf Bindung der Antikorper an natives Maus-PrP

schlieBen ldsst. Im Gegensatz dazu wiesen 12 von 16 Tieren (75%) eine spezifische Bindung
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an Hamster-PrP exprimierende Zellen auf. Wie in den Neutralisationsversuchen unterschieden
sich hierbei die Seren zwischen und innerhalb der einzelnen Immunisierungsgruppen, wobei
mit rek.PrP-immunisierte Mé&use einen hoheren Prozentsatz an Hamster-PrP-positiven
Signalen aufwiesen als die Tiere, die mit dem Fusionsprotein PrP-P30 vakziniert wurden (7
von 8 bzw. 5 von 8). Auch lagen die Signalintensitdten in der rek.PrP-Gruppe im Vergleich zu
den PrP-P30-Tieren deutlich hoéher. Die Spezifitit gegeniiber Hamster-PrP im FACS
korreliert dabei nur bedingt mit den erhobenen ELISA-Daten (siche Tabelle 8). So gibt es
innerhalb der mit PrP-P30 immunisierten Gruppe Tiere, die im ELISA hohe Endpunkte
erreichten, aber im FACS keine Spezifitit gegeniiber Hamster-PrP aufwiesen (PrP-P30
Gruppe, Tier 1, 3 und 7).

Endpunkttiter gegen Hamster-PrP Endpunkttiter gegen Maus-PrP
(Spezifitit im FACS) (Spezifitit im FACS)

Tier PrP-P30 rek.PrP PrP-P30 rek.PrP

1 64000 (-) 50000 (-) 32000 (+++) 1280000 (+++)
2 3200 (+) 25000 (+++) 1280000 (+++) 2500000 (+++)
3 6400 (-) 200000 (+) 320000 (+++) 5000000 (+++)
4 3200 (+) 100000 (+++) 1280000 (+++) 2000000 (+++)
5 12800 (+++) 50000 (+++) 320000 (+++) 5000000 (+++)
6 300000 (+) 25000 (++) 1280000 (+++) 5000000 (+++)
7 128000 (-) 300000 (++) 320000 (+++) 5000000 (+++)
8 256000 (+) 100000 (+++) 6400000 (+++) 2500000 (+++)

Tabelle 8. Vergleich der erreichten Endpunkttiter im ELISA mit der Spezifitit der
Seren im FACS. Alle Immunseren zeigen im FACS eine spezifische Bindung an natives
Maus-PrP, wohingegen die Bindung an Hamster-PrP nur teilweise nachzuweisen ist. Die
Hoéhe der Endpunkttiter korreliert dabei nur teilweise mit den FACS-Daten (PrP-P30 Gruppe).
(Stirke der Bindung an PrP® im FACS: +++ = sehr starke Bindung, ++ = starke Bindung, + =
schwache Bindung, - = keine Bindung an natives PrP® im FACS).

4.1.12 Spezifitit der Inmunseren im Westernblot

Im vorangegangenen Versuch wurde bestétigt, dass die Antikdrper in den Immunseren der
behandelten Hamster-transgenen Méuse in der Lage waren, die native Form des Maus-PrP zu
binden und zumindest einige Seren die zellulire Form des Hamster-Prion-Proteins auf 293T-
Zellen erkannten. Jetzt sollte wie im Ansatz zuvor iiberpriift werden, ob diese Antikorper
auch in der Lage sind die zelluldre, denaturierte Form des Prion-Proteins im Westernblot zu
erkennen. Fiir die Analyse wurden nur Seren der Tiere verwendet, die im ELISA gegen das

Hamster-PrP bei einer Verdiinnung von 1:800 eine OD von >1,0 zeigten. Es wurden wieder
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10%ige Gehirnhomogenate von PrP-defizienten Mausen (Prnp®°

), Homogenate von
wildtypischen C57BL/6-Méusen und Homogenate von Hamstergehirnen hergestellt. Wie
Abb. 28 zu entnehmen, waren alle getesteten Seren in der Lage das Maus-Prion-Protein aus
dem Wildtyp-Hirnhomogenat (Spuren 3) zu detektieren, was eine Bestdtigung der erhaltenen
FACS-Ergebnisse darstellt. Beide Immunisierungsproteine waren in der Lage, Maus-PrP-
spezifische Antikorper in den Tieren zu induzieren. Von den getesteten Seren zeigte
allerdings nur ein einzelnes Tier im Westernblot eine spezifische Bindung an die Hamster-
Form des Prion-Proteins (Spuren 1, Tier 6 aus PrP-P30-Gruppe). Durch die interne Kontrolle,
den Auftrag von PrP-Knockout Gehirnhomogenat (Spuren 2), wurden unspezifische
Bindungen ausgeschlossen, da in keinem der Experimente ein Signal detektiert werden
konnte. Die Spezifitdt der Seren wurde wiederum durch ein fehlendes Signal bei Verwendung
von Seren von mit Ovalbumin immunisierten Méusen bestétigt (C, Ova). Als Positivkontrolle

diente der monoklonale Antikorper 3F4, welcher spezifisch das Hamster-Prion-Protein im

Westernblot detektiert (C, 3F4).
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Abbildung 28. Westernblotanalyse ausgewihlter Immunseren fiir die Spezifitat
gegeniiber Hamster- und Maus-Prion-Protein. Aufgetragen wurden jeweils 150pg
Gesamtprotein aus 10%igen Hamster-Gehirnhomogenaten (Spuren 1), Hirnhomogenate aus
PrP-defizienten Miusen (Spuren 2) und Homogenate aus C57BL/6-Tieren (Spuren 3). Die
Seren wurden in einer Verdiinnung von 1:1500 aufgetragen. Alle untersuchten Seren zeigten
eine spezifische Bindung an Maus-PrP, jedoch konnte nur bei einem Tier aus der PrP-P30-
Gruppe eine Bindung an Hamster-PrP nachgewiesen werden (Tier 6).

80




4. ERGEBNISSE

4.1.13 Die Immunseren sind in der Lage die PrP% Akkumulation in vitro zu

inhibieren

Im nidchsten Schritt wurde wieder die Féahigkeit der Anti-PrP-Immunseren untersucht, die
Prionenreplikation in mit Scrapie-infizierten Zellen (ScN2a-Zellen) zu hemmen. Die Zellen
wurden hierfiir fiinf Tage lang mit den Seren der immunisierten Maiuse behandelt
(Verdiinnung 1:1500) und der PrP*-Gehalt nach erfolgter Westernblot-Analyse qualitativ
bestimmt, wobei jeweils 100ug Gesamtprotein aufgetragen wurde. Die in Abbildung 29
dargestellten Ergebnisse wurden mehrere Male reproduziert und bestétigt. Als
Negativkontrolle wurden Zellen mit Seren von mit Ovalbumin-behandelten Tieren unter den
gleichen Bedingungen inkubiert bzw. unbehandelte Zellen mit aufgetragen. Der monoklonale
Anti-PrP-Antikdrper 6H4 diente als Positivkontrolle und wurde in einer Konzentration von
Ipg zu den Zellen gegeben. Die Wirkung dieses Antikorpers auf die Prionenreplikation wurde

bereits in anderen Studien gezeigt (Enari et al., 2001; Heppner et al., 2001).
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Abbildung 29. Reduktion der PrP*-Akkumulation in ScN2a-Zellen durch Anti-PrP
Antikorper aus den Immunseren mit PrP-P30 (A) und rek.PrP-immunisierten Tieren
(B). Die ScN2a-Zellen wurden fiir fiinf Tage mit den Seren behandelt und im Westernblot
analysiert (100pug Gesamtprotein). Als Positivkontrolle wurde der Antikdrper 6H4 verwendet
und als Negativkontrolle Seren aus mit Ova-behandelten Tieren sowie unbehandelte Zellen.
Zur Detektion des PrP*°-Gehaltes wurden alle Zellysate mit Proteinase K behandelt und neben
unverdauten Lysaten aufgetragen (+PK, -PK). Die Analyse erfolgte mit dem polyklonalen
Antikorper SA2124 in der Verdiinnung 1:5000.
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Insgesamt wurden 14 Seren getestet, wobei nur sechs Seren aufgrund mangelnder
Verfligbarkeit aus der PrP-P30-Gruppe und alle Seren aus der rek.PrP-Versuchsgruppe
verwendet wurden. Von den 14 Immunseren hatten 9 einen starken Einfluss auf die PrP-
Akkumulation, was einer Erfolgsquote von 64% entspricht. Auch hierbei dominierten die
Seren aus der rek.PrP-Gruppe, von denen alle eine Hemmung auf die Replikation zeigten.
Aus der Gruppe der mit PrP-P30 vakzinierten Tier hingegen zeigte nur ein einzelnes Tier
(Abb. 29 A, Tier 2) eine deutliche und signifikante Abnahme im Gehalt von PrP% im
Vergleich zu den durchgefiihrten Kontrollen (Zellen unbehandelt, Ova, Abb. 29 A und B).

4.1.14 Einfluss der Proteinimmunisierung auf die Proliferation von T-Lymphozyten

Vor der Analyse der spezifischen Proliferation von T-Zellen nach in vitro Stimulierung mit
Hamster- und Maus-PrP sollte zuerst untersucht werden, ob die rekombinanten Proteine einen
direkten Einfluss auf die Differenzierung von Dendritischen Zellen (DCs) ausiiben. Hierfiir
wurden Monozyten aus dem Knochenmark einer C57BL/6 Maus in Gegenwart von entweder
Hamster- oder Maus-PrP (10pg) und rek.GM-CSF (5 ng/ml) fiir 7-8 Tage kultiviert. Die

daraus resultierenden DC-Populationen wurden in einer FACS-Analyse untersucht (Abb. 30).

ohneProtein +LPS +Maus PrP + Hamster Pr
8 30112007.002 ] 30112007.007 2 30112007.012 2 30112007.017
2 17,4 2 1,2 2 16,7% 23 11,4%
2g H 2g M 2Q A ne
B7.2 %! M1 5 M1 g M1 E©®7 M1
g 3% 39 ‘.:..:G;
8 & 8 &4
o =] =]
bt Sl e e 2 o3
107 10" 10° 10° 10 R ¥ s T i T i 4
FLI-H 10 W M0 10110 1Y w0’ _100° 10° 10 10° 10! 102 10° 10
L1 FLI-H FLIH
g 30112007.004 g 30112007008 g 30112007.014 g 30112007019
2 8 |‘-7“| 84 87
ne w w
£3 2 M1 £2 M1 £8: M1
Ccpeo o = 5o 8o
< - or 3%
8 2 8 8
(= o - o < o 3 {
1 2 4 " 4 1 4
10° 10" 1% 10° 10 0 T .- g | 10° 10" 107 10° 10 w0? 10" 10° 10° 10
3 10 o 10 10 10 .
FL2-H FlL2-H FL2-H FL2-H
8 30112007.005 8 30112007.010 3 30112007.015 8 30112007.020
g 248 2 1 2 18,4% = 18,1% |
n O o n y
ccry i°% | .ml 28 . M1 £3 M1 £3 =l I
22 2g 29 29 L [
0¥ b I o¥ o¥
8 & 8 &
o (=] o o
0 1 2 3 4 1 3 4 z 4 3 4
w® 1" 1w 1w 10 10° 10" 107 10° 10 10° 10" 10 10° 10! 100 10! 10 10° 10
FL2H FL2H FL2H FL2-H

Abbildung 30. Einfluss von Maus-und Hamster-PrP auf die Differenzierung von
dendritischen Zellen. Es wurde der FEinfluss der Prion-Proteine auf die Fahigkeit
Dendritische Zellen (DCs) aus Knochenmark-Vorldauferzellen zu generieren, untersucht. Die
Knochenmark-Kulturen wurden 8 Tage in Gegenwart von Maus- oder Hamster-PrP (je 10 pg)
und IL-4 (1 ng/ml) inkubiert, wobei ein Teil der DCs fiir 24 h mit LPS (1 pg) aktiviert wurde.
AnschlieBend wurde der DC-Phénotyp iiber die Expression der Oberflichenmarker 8 7.2,
CD40 und CCR7 in einer FACS-Analyse bestimmt.
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Beide Préparationen fiihrten zu einer Ausbildung des typischen Phinotyps unreifer DCs
(CD40°, B7.2"°, CCR7° (lo = ,low expression, geringe Expression). All diese
Oberflachenmarker wurden nach LPS-Stimulation hochreguliert (+LPS, Abb. 30). Keine
Ausdifferenzierung der DCs wurde hingegen nach Zugabe der beiden rekombinanten Prion-
Proteine beobachtet (+ Maus bzw. + Hamster-PrP). Nachdem kein unspezifischer Einfluss der
Prion-Proteine auf die Entwicklung von DCs beobachtet werden konnte, wurde untersucht, ob
eine T- Zellaktivierung, moglicherweise durch verstirkte Antigenaufnahme bzw. -
prisentation, durch die Immunisierung mit rek.PrP bzw. PrP-P30 induziert werden kann.
Hierzu wurden Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten der immunisierten Tiere isoliert.
Diese Lymphozyten wurden mit dem Farbstoff Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester
(CFSE) markiert und in Gegenwart von Hamster-PrP bzw. Maus-PrP in einer Konzentration
von lpg/ml kultiviert. Der Anteil der proliferierenden CD4-und CD8-positiven T-Zellen
wurde liber die Verminderung der Intensitidt des CFSE-Farbstoffes in einer FACS-Analyse
bestimmt (Abb. 31 + 32).
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Abbildung 31. Nach in vitro Stimulierung mit Hamster-oder Maus-PrP bzw. Ovalbumin
kommt es zu keiner spezifischen Proliferation von CD4-positiven Zellen aus den
Lymphknoten immunisierter Miuse.
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Dies gab indirekt Aufschluss dariiber, ob die eingesetzten Proteine fiir die Immunisierung von
APCs aufgenommen und présentiert wurden, und dies zu einer Aktivierung der PrP-
spezifischen T-Zellen fiihrt. Der Proliferationstest ergab, dass CD4-positive Zellen sowohl
aus den Lymphknoten (Abb. 31) als auch aus der Milz der Tiere (Abb. 32), die mit rek.PrP,
PrP-P30 und zusétzlich CpGs-1826 immunisiert worden waren, nach spezifischer Stimulation
mit den rekombinanten Proteinen keine bzw. nur eine geringe Proliferation aufwiesen. Das
gleiche Ergebnis erhielt man bei der Analyse von CD8-positiven T-Zellen. Auch diese wiesen

nach der in vitro Stimulierung keine signifikante Proliferation auf (nicht gezeigt).
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Abbildung 32. Nach in vitro Stimulierung mit Hamster-oder Maus-PrP bzw. Ovalbumin
kommt es zu keiner spezifischen Proliferation von CD4-positiven Zellen aus den
Milzzellen immunisierter Miuse.
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4.2 Analyse der Funktion der apoptotischen Proteine BAX und BCL-2 in der

Prionenpathogenese

Eine Infektion mit Prionen fiihrt zu charakteristischen neuropathologischen Verdnderungen
im zentralen Nervensystem von betroffenen Individuen. Dazu gehdren unter anderem
spongiforme Verdanderungen, die Aktivierung von Mikroglia, die Proliferation von Astrozyten
und letztendlich das Absterben von Neuronen (Aguzzi et al., 2007). Die genauen
Mechanismen, welche zum Absterben von Neuronen fiihren, sind noch unbekannt. Allerdings
scheinen Apoptosemechanismen bei der Pathologie von Prionenerkrankung involviert zu sein
(Sikorska, 2004; Westergard et al., 2007).

Die Proteine BAX und BCL-2 spielen in mitochondrialen apoptotischen Signalvorgingen
eine Schliisselrolle und es wurde gezeigt, dass die Hohe der Expression beider Proteine in
Gehirnen von mit Scrapie-infizierten Hamstern verdndert ist (Park et al., 2000). Das
proapoptotische Protein BAX ist bei einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen
involviert und seine Reduktion oder der Verlust von BAX fiihrt zur Abschwichung der
Symptome in diesen Krankheiten (Chiesa et al., 2005; Gould et al., 2006; Heitz et al., 2007;
Li et al., 2007). Weiterhin wurden durch yeast-Two-Hybrid-Experimente gezeigt, dass die
zellulire Form von PrP an den C-Terminus des BCL-2 Proteins bindet (Kurschner and
Morgan, 1995). Diese Interaktion kann der BAX-induzierten Apoptose entgegenwirken
(Bounhar et al., 2001).

Das Ziel in diesem Teil der Arbeit war es, die Rolle der apoptotischen Proteine BAX und
BCL-2 in der Prionenpathogenese zu untersuchen. Hierfiir wurde embryonales
Neuroektoderm aus BAX-und BCL-2 Knockout-Miusen (BAX”", BCL-2") in das Gehirn von

o/o

Prnp™"-Maiusen intrazerebral transplantiert und anschlieBend mit Prionen inokuliert. PrP-

olo

defiziente Méuse (Prnp™") sind nicht mit Prionen infizierbar und somit ist die Replikation und
die Pathologie auf das PrP%exprimierende Transplantat beschrinkt, wihrend die
Empfangertiere klinisch gesund bleiben. Durch immunhistochemische Untersuchungen der
Transplantate sollte herausgefunden werden, ob und welchen Einfluss das Fehlen von BAX

und BCL-2 auf die Prionenpathogenese besitzt.
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4.2.1 Genotypisierung der Embryonen und Transplantation von

neuroektodermalem Gewebe

Um den Einfluss der apoptotischen Faktoren BAX und BCL-2 auf die Prionenpathogenese zu
untersuchen, wurde neuroektodermales Gewebe von BAX- bzw. BCL-2-defiziente Embryonen
verwendet (Knudson et al., 1995; Veis et al., 1993). Dazu wurden BAX" und BCL-2"*-Miuse
untereinander zeitlich verpaart und die Embryonen am Embryonaltag 12,5-13,5 gewonnen.
Aus den Embryonen wurde mithilfe eines Stereomikroskops das Telencephalon prépariert und
von Bindegewebshduten befreit. Die neuroektodermale Anlage wurde dann in das
Caudoputamen bzw. in einen Seitenventrikel von 8-10 Wochen alten Prnp°/°-
Empfangermiusen transplantiert. Das restliche embryonale Gewebe wurde fiir die
Genotypisierungen verwendet. Es resultierten Embryonen mit folgenden Genotypen: BAX™,
BAX™ BCL-2", BCL-2"* und Wildtyp (WT). Abb. 33 zeigt Beispiele der Genotypisierungen
von BAX bzw. BCL-2 neuroektodermalen Geweben. Das fiir BAX-defiziente Allel zeigt im
Gel gegeniiber dem wildtypischen Allel eine niedrigere elektrophoretische Mobilitét.

genomische DNA _E'E@_.. {1 J—
Exon | Exonll Intron Il Exon Ill
BCL-2
Knockout-Allel _DE@_.._ PGKNeo | |
Exon | Exonll Intron Il Exon Il
1kb
genomische DNA D—D.E : : :
BAX [ | \% VI Exon
Knockout-Allel 1kb
| V VI Exon

o < BAX"
<+ BAX™"

BCL-2""*
BCL-2"

Abbildung 33. PCR-Analyse der Transplantate. A) Schematische Karte der genetischen
Loci von BAX-und BCL-2 mit den entsprechenden Knockout-Allelen. B) Ergebnis der BAX-
Genotypisierungen. Das Knockout-Allel zeigt gegeniiber dem Wildtyp-Allel in der
Elektrophorese eine niedrigere elektrophoretische Mobilidt. 1. Kontrolle, ohne DNA, 2. + 3.
BAX*", 4. Wildtyp, 5. BAX". B) Ergebnis der BCL-2-Genotypisierungen. Das BCL-2-
Knockout-Allel zeigt gegeniiber dem wildtypischen Allel eine hohere Mobilitit im Gel. 1.
Kontrolle, ohne DNA, 2. + 5. BCL-2*", 3. + 4. Wildtyp, 6. BCL-2"",
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Das fiir BCL-2-defiziente Allel weist eine hohere Mobilitdt im Gel auf als das fiir BCL-2
wildtypische Allel (Abb. 33 B). Insgesamt wurden 66 Prnp®°-Miuse mit neuroektodermalem
Gewebe von Embryonen verschiedener Genotypen transplantiert (Tabelle 9). Hiervon waren
10 bzw. 11 Transplantate defizient fiir das BAX bzw. BCL-2-Allel und 6 bzw. 19 heterozygot
fir das entsprechende Gen. Als Kontrolle dienten 20 Tiere, die mit wildtypischem

neuroektodermalem Gewebe transplantiert wurden.

Genotyp des transplantierten ~ BAX”  BAX""  Wildtyp BCL-2" BCL-2""

neuroektodermalen Gewebes

Anzahl der erfolgreich
transplantierten 6/10 1/6 6/20 3/11 6/19

olo

Prnp”®-Tiere/ Gesamtzahl

der transplantierten Tiere

Tabelle 9. Anzahl der mit BAX- bzw. BCL-2 neuroektodermalem Gewebe

transplantierten und inokulierten Prnp®°-Tiere.

4.2.2 Seren von transplantierten Empfingertieren zeigen eine spezifische Anti-PrP-

Immunantwort

Die Transplantation von PrP“-exprimierenden Gewebe in PrnpO/o-Empfaingertiere fiihrt zu
einer humoralen Immunantwort (Brandner et al., 1996b). Um die erfolgreiche Transplantation
des PrP-exprimierenden, fiir BAX-bzw. BCL-2-defizienten Gewebes in PrP-Knockout Miuse
zu iiberpriifen, wurde sechs Wochen nach der Transplantation Blutproben der transplantierten
Miuse genommen und mittels ELISA auf PrP%spezifische Antikorper untersucht
(Verdiinnung 1:250, Abb. 34). Als Positivkontrolle wurde der monoklonale Antikérper 6H4
verwendet, der im Bereich der Helix-1 des Prion-Proteins bindet. Es konnten PrP-spezifische
Antikorper innerhalb jeder Gruppe der Tiere, welche Transplantate unterschiedlicher BAX-
bzw. BCL-2-Genotypen erhielten, nachgewiesen werden. In 37 der insgesamt 66
transplantierten Tiere (56%) wurden Antikorpertiter erreicht, die bei einer 1:250
Serumverdiinnung eine Optische Dichte (OD, 450 nm) von 0,5 oder hoher zeigten und
welches auf eine erfolgreiche Transplantation des PrP-exprimierenden Gewebes hinwies.
Nichttransplantierte PrnpO/ °-Tiere zeigten keine spezifischen Antikdrpertiter gegen das Prion-
Protein und dienten als Negativkontrolle. Ebenfalls konnte in 44% der transplantierten Tiere

keine PrP-spezifischen Antikorper nachgewiesen werden.
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Abbildung 34. Anti-PrP-Titer in Seren von Prnp°/°-Méiuse mit PrP-exprimierenden
neuroektodermalen Transplantaten. Dargestellt sind Anti-PrP Antikérper im Blut der
Prnp®°-Tiere sechs Wochen nach der Transplantation in der Verdiinnung 1:250. 56% der
transplantierten Tiere zeigten spezifische Anti-PrP-Antikorpertiter im Serum mit einer OD
hoher als 0,5 (gestrichelte Linie), was auf eine erfolgreiche Transplantation hinweist.

4.1.1 Analyse der Transplantate
70-81 Tage nach der Transplantation wurden erste Gehirne aserviert und die Transplantate

histologisch untersucht. Abb. 35 zeigt am Beispiel eines BAX'/'-Transplantats die Lage des

transplantierten Gewebes im Wirtsgewebe mit Hilfe einer Himatoxylin-Eosin-(HE) Farbung.
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Abbildung 35. Typische Position eines PrPC-exprimierenden Transplantats im
Seitenventrikel des Gehirns einer Prnp°/° Empfingermaus. Die Himatoxylin und Eosin
(HE) Farbung dieses BAX" “-Transplantats 70 Tage nach Transplantation zeigt die deutliche
Abgrenzung zwischen dem ausdifferenzierten Transplantat und dem umgebenden
Wirtsgewebe.

88



4. ERGEBNISSE

Das neuroektodermale Gewebe ist im Seitenventrikel des PrnpO/O

-Empfangertieres lokalisiert
und zeigt einen Differenzierungs-und Reifungsgrad &hnlich dem umgebenden Gewebe.
Lymphozytenansammlungen oder das Auftreten nekrotischen Gewebes wurden nicht
beobachtet, welche ein typisches Zeichen von AbstoBungsreaktionen darstellen. Jeweils sechs
bis acht Wochen nach der Transplantation wurden die Tiere intrazerebral mit Mausprionen
(RML) in einer Konzentration von 7log LDsy inokuliert (Abb. 36). Nach Inkubationszeiten

zwischen 206-376 Tagen wurden die Tiere getdtet und das Gehirn fiir histologische

Untersuchungen verwendet.

Transplantation von BAX-

bzw. BCL-2 defizientem | .~ braie Immunohistochemische Analyse
neuroektodermalem Inokulation der Transplantate
Gewebe RML

4-6 Wochen pach 261 dpi 376 dpi
Transplantation

Abbildung 36. Zeitverlauf der Transplantation und Analyse. 4-6 Wochen nach der
Transplantation mit BAX-und BCL-2-defizientem Neuroektoderm wurden die Tiere mit
Mausprionen (RML) infiziert und im Zeitraum von 261-376 Tage nach Inokulation
immunhistochemisch auf typische Charakteristika der Prionenpathogenese untersucht.

4.1.1.1 Nachweis von PrP*" in neuroektodermalen Transplantaten

Nach Inokulation wurden die PrnpO/O Tiere, welche mit unterschiedlichen BAX-bzw. BCL-2-
defizienten neuroektodermalen Gewebe transplantiert wurden, im Zeitraum zwischen 206-376
Tage nach Infektion mit Prionen analysiert. Die Tiere blieben iiber den beobachteten Zeitraum
klinisch unauftillig. Nach dieser Zeit konnte in Paraffinschnitten des Gehirnes, welche mit
Héamatoxylin und Eosin gefarbt wurden, in 22 Tieren das Transplantat detektiert werden. Das
transplantierte Gewebe konnte hierbei klar von dem Gewebe des Empfingertieres abgegrenzt
werden (Abb. 37 A, gestrichelte Linie). Die Mehrzahl der Transplantate wurde im
Seitenventrikel oder Caudoputamen der Empfiangertiere detektiert. Fiir den Nachweis von
PrP*¢ in den neuroektodermalen Transplantaten wurde die Petblot-Technik verwendet. Mit
Proteinase-K-Verdau wurde dabei die Ansammlung von PK-resistentem PrP* in den

betroffenen Bereichen sichtbar gemacht. Die mit RML-inokulierten Transplantate zeigen eine
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A) HE B) Petblots

BAX™ (202dpi)

BAX"" (206dpi)

BCL-2"" (373dpi)

BCL-2" (373dpi)

Wildtyp (268dpi)

Wildtyp-Kontrolle nicht Wildtyp-Kontrolle nicht
transplantiert transplantiert, nur zweiter
Antikdrper

Abbildung 37. Detektion von PrP* in transplantiertem neuroektodermalem Gewebe mit
der Petblot-Technik A) Paraffinschnitte mit intraparenchymal gelegenen Transplantaten
(gestrichelte Linie). B) Petblots der Transplantate nach Proteinase-K Verdau. Die Ablagerung
von Proteinase-K resistentem PrP kann in allen Transplantaten der unterschiedlichen BAX
und BCL-2 Genotypen nachgewiesen werden. C) Petblot-Kontrollen, Wildtyp (C57BL/6),
inokuliert, nicht transplantiert, Proteinase-K verdaut (obere Abb.) und nur mit
Zweitantikorper inkubiert (untere Abb.).

starke PrP-Immunreaktivitit im Bereich des transplantierten, PrP®-exprimierenden Gewebes
(Abb. 37 B). Hinsichtlich der Stirke der PrP%-Akkumulation sind zwischen den einzelnen
BAX-und BCL-2 defizienten Transplantaten trotz abweichenden Inkubationszeiten (dpi in
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Klammern) keine Unterschiede erkennbar. Als Kontrolle diente ein nicht-transplantiertes,
infiziertes, wildtypisches (C57BL/6) Tier. Die Akkumulation von PrP* war beim Wildtyp
tiber den gesamten Bereich des Gehirnes zu erkennen. Im Gegensatz zu den transplantierten
Tieren kommt es hier zu einer diffusen Firbung von PrP* vor allem im Bereich der grauen
Substanz (C), konsistent mit der starken Expression von PrP in dieser Region. Als
Negativkontrolle wurde ein Folgeschnitt nur mit dem Zweitantikdrper inkubiert und fiihrte zu

keiner spezifischen PrP*-Detektion.

4.1.1.2 Immunhistochemische Analyse der Transplantate

Eine pathogene Eigenschaft von Prionenerkrankung ist das Vorhandensein von spongiformen
Verdnderungen, welche durch das Auftreten von Vakuolen im Neuropil des ZNS
charakterisiert sind. Die auftretenden Vakuolen variieren dabei in ihrer Grofle zwischen 20
und 200um. Obwohl noch nicht bekannt ist, ob diese Vakuolisierung des Neuropils direkt mit
neuronalem Zelltod in Zusammenhang steht (Armstrong et al., 2003; Masters and Richardson,
1978) ist das Auftreten von Vakuolen ein Zeichen von neuronalen Verdnderungen (Jeffrey et
al., 1992). Die Vakuolisierung konnte in den einzelnen infizierten Transplantaten in der HE-
Féarbung dargestellt werden, wobei die Pathologie auf das Transplantat beschrankt und nur in
diesen Bereichen die Zellarchitektur des Gewebes zerstort war (Abb. 38 A, HE in
unterschiedlicher VergroBerung). Abb. 38 zeigt eine Ubersicht iiber die Transplantate der
verschiedenen BAX-und BCL-2 Genotypen zu den Zeitpunkten 202 (BAX'/ ", BAX" ), 268
(Wildtyp) und 373 Tagen (BCL-2"", BCL-2"") nach Inokulation. Nach dieser Zeit
entwickelten alle Transplantate intrazerebral infizierter —Tiere die typischen
histopathologischen  Eigenschaften einer schweren Scrapie-Enzephalopathie. Die
spongiformen Verdnderungen mit dem damit verbundenen Absterben von Neuronen sind in
diesem spdten Stadium der Krankheit als Spongiose zu bezeichnen. Im Vergleich zu
Transplantaten mit wildtypischem Genotyp (B) konnten keine Unterschiede in Hinsicht auf
Stiarke der spongiformen Verdnderung oder GroB3e der Vakuolen erkannt werden.

Spongiforme Verdnderungen im Gehirn sind mit Neuronenverlust und Gliose von sowohl
Astrozyten als auch Mikroglia verbunden. Die Analyse der Transplantate zeigt eine starke
astrozytire Gliose, gekennzeichnet durch eine hohe Expression des sauren Gliafaserproteins
(GFAP). Im Vergleich des Gewebes ist kein Unterschied innerhalb der Gruppen und zu dem
wildtypisch transplantierten Neuroektoderm zu erkennen. Die BAX-und BCL-2 defizienten
Transplantate zeigen hierbei keine Unterschiede in Bezug auf die Morphologie des

transplantierten Gewebes oder in der Stirke der Astrozytenaktivierung im Vergleich zu
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Abbildung 38. Nachweis der Scrapie-Pathologie in den Transplantaten. Zu erkennen ist
eine starke Vakuolisierung des Neuropils (HE-Farbung) und GFAP-positive Astrozyten in
Scrapie-infizierten neuroektodermalen Transplantaten mit verschiedenen BAX-und BCL-2
Genotypen (A) und transplantiertem Wildtyp-Gewebe als Kontrolle (B). Der Vergleich von
BAX-und BCL-2 defizientem Gewebe zeigt keinen signifikanten Unterschied in der Stirke
der Vakuolisierung oder Aktivierung der GFAP-exprimierenden Astrozyten innerhalb der
einzelnen Gruppen.

wildtypisch transplantiertem Gewebe (B). In einigen untersuchten Transplantaten konnten
Lymphozyten detektiert werden, was auf eine AbstoBungsreaktion hinweist. Die meisten

Transplantate zeigten jedoch keine spezifische Infiltration von Lymphozyten ins Gewebe.
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4.1.1.3 Normale Differenzierung der neuroektodermalen Transplantate

Um die Integritét der neuroektodermalen Transplantate und die Funktionalitit der Neuronen
nach Infektion des Gewebes zu untersuchen, wurden die Transplantate auf die Expression von
MAP-2 und Synaptophysin untersucht (Abb. 39). Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs)
und Synaptophysin sind Schliisselproteine fiir die Funktion und Morphogenese von Neuronen
des Gehirns. MAP-2 wird hierbei vorwiegend in Neuronen exprimiert, wo es fiir die Stabilitét
und Strukturbildung von neuronalen Mikrotubuli verantwortlich ist. Die Expression von
MAP-2 ist somit ein Marker fiir neuronale Differenzierung und die Neubildung von Neuriten
(Matus, 1991). Synaptophysin ist ein Ca’-bindendes Protein, welches vor allem in
synaptischen Vesikeln der priasynaptischen Nervenendigungen in Vertebraten lokalisiert ist
(Wiedenmann et al., 1986). Synaptophysin ist ein zellbiochemischer Marker fiir die
Funktionalitdt von Nervenendigungen. Wildtyp-Transplantate zeigen normalerweise die flir
Scrapie charakteristische histopathologische verminderte Synaptophysin-Immunreaktivitit
zwischen 70- 160 Tage nach Infektion, was den Zeitrahmen der Inkubationszeit fiir Scrapie
darstellt. Sowohl die immunhistochemische Analyse der MAP-2 Expression (Abb. 39 A) als
auch die Synaptophysin-Farbungen (Abb. 39 B) zeigten in den unterschiedlichen
Transplantaten hingegen eine ausgepragt granuldre und starke Farbung sowohl innerhalb der
Transplantate (gestrichelte Linie in 4x Vergroferung) als auch im umgebenden Wirtsgewebe.
Dabei konnte innerhalb der einzelnen Genotypen, trotz unterschiedlichen Inkubationszeiten
von 233 Tagen (BAX'"), 260 Tagen (BCL-27), 268 Tagen (Wildtyp), 341 Tagen (BAX") und
376 Tagen (BCL-2+/'), keine Unterschiede in der Stirke der Expression von MAP-2 und
Synaptophysin festgestellt werden. Zu den untersuchten Zeitpunkten, die das post-terminale
Stadium von Wildtyp-Tieren kennzeichnen, erkennt man zusétzlich deutliche Anzeichen von

spongiformen Verianderungen.
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4.1.1.4 Die Deletion von BAX oder BCL-2 hat keinen Einfluss auf die Induktion der
Apoptose

Um zu untersuchen, ob andere apoptotische Proteine als BAX oder BCL-2 in den durch
Prionen-induzierten neuronalen Zelltod involviert sind, wurden Gehirnschnitte der infizierten,
transplantierten Tiere auf Immunreaktivitit gegen aktivierte Caspase-3 getestet. In den
neuroektodermalen Transplantaten defizient fiir BAX-oder BCL-2 kommt es zu vereinzelter
Expression von aktivierter Caspase-3 (Abb. 40 gekennzeichnet durch Pfeile). Im Gegensatz
dazu ist in nicht-infizierten Tieren eine Farbung von aktivierte Caspase-3 im Gehirn nicht
nachweisbar (Abb. 40, Negativkontrolle). Caspase-3 wird nach Aktivierung normalerweise im
gesamten Zellkorper exprimiert und erscheint als Ansammlung von kleinen granuldren
Korpern innerhalb der Zelle (Abb. 40, Pfeile). Caspase-3-positive Neuronen sind vereinzelt
tiber das gesamte Transplantat nachweisbar und in allen untersuchten BAX-und BCL-2
Genotypen zu finden. Sie sind umgeben von Neuronen, in denen aktivierte Caspase-3 nicht
detektierbar ist. Die fiir den apoptotischen Marker Caspase-3-positiven Neuronen
unterscheiden sich untereinander hinsichtlich der Stirke der Caspase-3-Expression. Manche
Neuronen zeigen ein nur schwach positives Signal innerhalb des Zytoplasmas (Wildtypisches
Transplantat), wihrend der Zellkern negativ auf die Farbung reagiert. In anderen Neuronen ist
das Signal stark ausgeprdgt und sowohl der Zellkern als auch das Zytoplasma enthélt das
aktivierte Protein (BAX -Transplantat). Eine andere Morphologie findet sich in dem BCL-2-
defizienten Transplantat. Hier kommt es zu granuldren Ansammlungen von Caspase-3

positiven Material (BCL-2'/ 7) verteilt iber den gesamten Bereich des Gewebes.
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Abbildung 40. Aktivierte Caspase-3 innerhalb der verschiedenen Transplantate. Sowohl
in BAX-defizienten als auch in BCL-2-defizienten Transplantaten (in verschiedenen
Vergroferungen, 40x bzw. 100x) zeigen einzelne Neurone eine Immunreaktivitit gegeniiber
aktivierter Caspase-3, welche sich in der Stirke der Expression nicht von wildtypischem
Gewebe unterscheidet.
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Mit Hilfe des TUNEL-Verfahrens lassen sich die als pathognomisch geltenden DNA-
Einzelstrangbriiche apoptotischer Zellen hochsensitiv nachweisen. Durch
Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich markierte Einzelstrangbriiche (,,nicks) einer apoptotischen
Zelle detektieren. Abb. 41 zeigt die Farbung von TUNEL-negativen und TUNEL-positiven
Zellen in BAX-und BCL-2-defizienten Transplantaten wobei die Anzahl an TUNEL-
positiven Zellen im BCL-2" Transplantaten deutlich héher ist als die der BAX-losen.
TUNEL-positive Zellen sind in beiden Genotypen iiber den gesamten Bereich punktuell im
Gewebe aufzeigbar und weisen darauf hin, dass diese zerstorten Zellen in die Apoptose
eingehen. Zusdtzlich zum TUNEL-Nachweis wurden die Gewebsschnitte mit einem
Antikorper gegen das Neuronenspezifische nukledre Protein (NeuN) gefarbt. Dabei handelt
sich um einen monoklonalen Antikérper, der als spezifischer Marker fiir Neuronen sowohl
des zentralen wie auch des peripheren Nervensystems gilt. NeuN wird im Zellkern und
Zellkorper postmitotischer Neuronen wéhrend ihrer Differenzierung exprimiert (Mullen et al.,
1992). Zusitzlich zu den TUNEL-positiven Neuronen sind NeuN-positive Neurone in
unmittelbarer Umgebung erkennbar, die kein apoptotisches Signal aufweisen. In wildtypisch
transplantiertem Gewebe und in Transplantaten heterozygot fiir BAX- oder BCL-2 lieen sich
ebenfalls punktuell TUNEL-positive Zellen nachweisen (Daten nicht gezeigt), mit einer

insgesamt vergleichbaren Morphologie.

aktivierte

NeulN Caspase-3

BAX”

o . .

Abbildung 41. Immunhistochemische Analyse von TUNEL-positiven Neuronen und
aktivierter Caspase-3 in BAX-und BCL-2-defizienten Transplantaten. Durch
Doppelfarbung mit NeuN fiir Neuronen (griin) sind TUNEL-positiven Zellen (rot) sowohl in
BAX- als auch in BCL-2 defizientem Gewebe nachweisbar, wobei der Anteil an TUNEL-
positiven Zellen im BCL-2-Transplantat deutlich hoher ist. In beiden Genotypen erkennt man
zusitzlich aktivierte-Caspase-3 positive Zellen (rot).
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Die Gehirnschnitte wurden auch hier wieder auf Immunreaktivitit gegeniiber aktivierter
Caspase-3 untersucht. Caspase-3-positive Zellen waren an roten, im Zytoplasma verstreuten
Punkten erkennbar (apoptotischen Korperchen), was mit dem Vorkommen der aktiven Form
der Caspase-3 im Zytoplasma zu erkliren ist (Abb. 41). Die Schnitte wiesen sowohl einzeln
verstreut liegende als auch mehrere, einander unmittelbar benachbart liegende, apoptotische
Kerne auf. Die aktivierten Caspase3-positiven Zellen machten insgesamt einen sehr geringen
Anteil aus. Beim Vergleich der Genotypen konnten lichtmikroskopisch keine Unterschiede im

Hinblick auf die Anzahl aktivierter Caspase-3- positiven Zellen festgestellt werden.
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5 DISKUSSION

5.1 Immunisierungsstrategien gegen Prionenerkrankungen im Mausmodell

Prionenerkrankungen sind infektiose tiibertragbare neurodegenerative Erkrankungen, die
sowohl Tiere als auch Menschen betreffen und fiir die bis heute weder Therapien noch
prophylaktische MaBnahmen existieren. Neben einer Vielzahl von therapeutischen
Wirkstoffen, wie Kongorot (Caughey and Raymond, 1993), polyene Antibiotika (Adjou et al.,
1999; Adjou et al.,, 1995), Derivaten von Anthracyclinen (Tagliavini et al., 1997),
Porpyhrinen (Priola et al., 2000) und verzweigten Polyaminen (Supattapone et al., 2001), die
alle in Tierexperimenten zu einer Verldngerung in der Inkubationszeit und zur Reduktion der
Infektiositdt von Prionen sowohl in vitro als auch in vivo fiihrten, gibt es inzwischen eine
Vielfalt an Untersuchungen, die sich mit dem Einfluss von Antikérpern auf die Vermehrung
und Ausbreitung von Prionen beschéftigen. Neben passiven Immunisierungsstrategien (Enari
et al., 2001; Heppner et al., 2001; Peretz et al., 2001; Perrier et al., 2004; White et al., 2003),
liegt ein bedeutendes Augenmerk der Forschung auf der Entwicklung von aktiven
Immunisierungsmdéglichkeiten (Gilch et al., 2003; Heppner et al., 2001). Es wurde gezeigt,
dass das Immunsystem bei der Neuroinvasion von Prionen eine wichtige Funktion einnimmt
(Klein et al., 1997; Klein et al., 2001; Mabbott et al., 2000), trotzdem wird nach Infektion
eines Organismus auf humoraler oder zelluldrer Ebene keine Immunantwort gegen das Prion-
Protein  beobachtet. Dieses Fehlen einer detektierbaren Immunreaktion bei
Prionenerkrankungen ist die Folge einer immunologischen Toleranz eines Individuums
aufgrund der ubiquitiren Expression des kdrpereigenen Prion-Proteins (Bueler et al., 1993;
Kingsbury et al., 1981; Porter et al., 1973). Eine Hauptaufgabe bei der Entwicklung neuer
Vakzinierungsstrategien liegt deshalb darin, die immunologische Toleranz zu brechen und
somit die spezifische Induktion von Antikdrpern zu ermoglichen. Die vorliegende Arbeit
beschiftigte sich mit der Etablierung einer aktiven Immunisierungsstrategie mittels Proteinen
gegen das Prion-Protein. Es wurde gezeigt, dass es moglich ist mit der Wahl geeigneter

o/o

Vakzinen und Adjuvanzen in NSEHa-Prnp™"-Maiusen eine PrP-spezifische humorale

Immunantwort zu induzieren.
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5.1.1 Immunisierung mit rekombinantem Prion-Protein und dem Fusionskonstrukt

PrP-P30

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Induktion spezifischer Antikorper mittels
Proteinimmunisierung untersucht. Einige Studien zeigen, dass ein starke Vakzine und der
Einsatz entsprechender Tiermodelle unabdingbar sind, um eine spezifische Anti-PrP
Immunantwort in Mausen zu induzieren (Gilch et al., 2003; Rosset et al., 2004; Schwarz et
al., 2003; Sigurdsson et al., 2002; Souan et al., 2001a). Bis heute gibt es nur eine einzige
Arbeit, die nach Immunisierung mit rekombinantem Hamster-PrP in dem Wildtyp-
Mausstamm BALB/c messbare Anti-PrP Antikorperkonzentrationen nachweisen konnte
(Xiao et al., 2005). Allerdings waren die induzierten Antikdrper dabei nicht in der Lage,
natives PrP unter nichtdenaturierenden Bedingungen zu erkennen. Im Gegensatz dazu war es
in dieser Arbeit moglich, durch die Verwendung des Hamster-transgenen Mausmodells
NSEHa-PrnpO/O schon ohne Zugabe eines Adjuvanzes, nach Immunisierung mit
rekombinantem murinen PrP eine starke humorale Immunantwort in den Tieren zu induzieren
(Abb.13). Dabei wurden im ELISA erwartungsgemiB deutlich hhere Anti-PrPC-Titer gegen
die murine Form des Prion-Proteins erzielt als fiir die Hamster-Isoform. Der Aufbau
spezifischer Anti-Hamster-PrP® Titer wurde durch die Anwesenheit von endogenem Hamster-
PrPs in den NSEHa-Prnp®°-Miusen offensichtlich erschwert, was die im Gegensatz zu Anti-
Maus-PrP€ ca. 4 bis 8fach niedrigeren Anti-Hamster-PrP® Titer erklirt. Dies weist darauf hin,
dass eine klonale Deletion potentiell autoreaktiver Lymphozyten stattgefunden haben konnte.
Wahrscheinlich werden B-Zell-Klone mit der héchsten Affinitit gegeniiber PrP¢ durch
Toleranzmechanismen eliminiert, wobei Klone mit niedrigerer Affinitdt erhalten bleiben.
Somit sind B-Zellen allerdings nicht intrinsisch tolerant gegeniiber PrP® und kénnen im
Prinzip eine humorale Immunantwort aufbauen. Murines PrP und die Hamster-Isoform
weisen in ihrer Sequenz einen Unterschied von 12 Aminosduren auf und die dadurch
auftretenden Strukturunterschiede im Protein konnten zur teilweisen Umgehung der B-
Zelltoleranz fithren und somit zur Induktion spezifischer Anti-PrP“-Antikorper. Zusitzlich zur
Immunisierung mit rekombinantem PrP wurde eine Gruppe von Tieren mit dem
Fusionsprotein PrP-P30 immunisiert. Die im C-terminalen Bereich des Prion-Proteins
zusitzlich eingefiigten Aminoséuren des Tetanus-Toxins stellen ein bekanntes T-Helferepitop
(Ty-Epitop) dar. Dieses P30-Epitop wurde in anderen Studien erfolgreich eingesetzt, um eine
Immunantwort gegen korpereigene Antigene zu induzieren (Hertz et al., 2001; Steinaa et al.,
2005). In in vivo-Experimenten fiihrte der Einbau des P30-Epitops zur erfolgreichen

Stimulierung von T-Helferzellen und der entsprechenden B-Zellen und trug somit zur
99



S . DISKUSSION

Erhohung der Immunogenitit von ansonsten nur schwach immunogenen Peptiden bei (Astori
and Kraehenbuhl, 1996). Durch die Einfithrung des Ty-Epitops P30 sollte in dieser Arbeit die
Immunogenitidt des Prion-Proteins verstirkt und die immunologische Toleranz gebrochen
werden. Wie die Immunisierung mit rekombinantem PrP alleine, fiihrte die Immunisierung
mit dem Fusionsprotein in den Tieren auch ohne Adjuvanz nach drei Behandlungen zu einer
starken humoralen Immunantwort. Auch in dieser Gruppe waren deutlich hdhere Anti-Maus-
PrP-Antikorper als Anti-Hamster-PrP-Antikdrper in den Seren nachweisbar. Spezifische
Unterschiede in der Hohe der Anti-PrP-Titer innerhalb der einzelnen Immunisierungsgruppen
waren dabei nicht ersichtlich. Der Einbau des T-Helferepitops P30 fiihrte also zu keiner
erhohten Anti-PrP-spezifischen humoralen Immunantwort.

Allgemein ist der Erfolg von Proteinimmunisierungen abhingig von der Wahl eines
geeigneten Adjuvanz (Bomford, 1998; Freund, 1956; Gupta et al., 1993; Warren et al., 1986).
Im Vergleich zur Injektion eines bestimmten Antigens alleine, erlaubt die Verwendung von
Antigen mit einem Adjuvanz geringere Mengen des Antigens und kann zu einer deutlichen
Erh6hung der induzierten Antikorpertiter fithren. Trotz sehr hoher Antikorpertiter schon nach
drei Immunisierungen mit den Proteinen alleine, wurde in der ersten Immunisierungsgruppe
ab der vierten Injektion zusitzlich das Cytidyl-guanyl Oligodeoxynukleotid- (CpG-ODN)
1826 als Adjuvanz verabreicht. CpGs wurden als Adjuvanz bereits erfolgreich in der
Entwicklung von Tumorvakzinen zur Stimulation der Immunantwort gegen Selbst-Antigene
eingesetzt (Cho et al., 2002; Davila et al., 2003; Miconnet et al., 2002; Stern et al., 2002).
Durch die Bindung von CpGs an Toll-like Rezeptoren-9 (Chu et al., 1997; Krug et al., 2001a;
Krug et al., 2001b) kommt es zur Sekretion der Zytokine IL-12 und TNFa, ein Merkmal einer
Ty-Immunantwort. Zusdtzlich kommt es zur verstirkten Expression kostimulatorischer
Molekiile auf der Oberfliche antigenpréisentierender Zellen (APCs) (Martin-Orozco et al.,
1999) und B-Zellen werden zur Proliferation angeregt und sezernieren IL-6 (Krieg et al.,
1995). Abb. 42 gibt einen Uberblick iiber die allgemeine Wirkungsweise und beschriebene
therapeutische Anwendungen von CpGs. Die Verwendung von CpGs-1826 ab der vierten
Immunisierung zusitzlich zu den Proteinen rek.PrP und PrP-P30 in dieser Arbeit fiihrte
nochmals zu einer weiteren Erhohung der Anti-Maus-PrP-spezifischen Antikdrperantwort. Im
Gegensatz dazu blieben die Anti-Hamster-PrP-Titer in den Seren der behandelten Tiere iiber
den Zeitraum der dritten bis fiinften Booster-Injektionen konstant. Da nach jeder
Immunisierung die Serum-Antikorpertiter bestimmt wurden und nur eine Booster-Injektion
verabreicht werden sollte, wenn die Titer wieder abzusinken drohten (Cooper et al., 1991; Hu
and Kitagawa, 1990; Siskind et al., 1968), wurde die Immunisierung in der ersten

Immunisierungsgruppe nach der fiinften Booster-Injektion eingestellt. In der nachfolgenden
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Abbildung 42. Therapeutische Anwendungen von CpG-Oligonukleotiden (CpGs-ODNs)
(Klinman, 2004). Bis heute wurden vier verschiedene therapeutische Anwendungsbereiche
fiir CpGs beschrieben. CpGs ahmen den stimulierenden Effekt bakterieller DNA nach. Als ein
Faktor der angeborenen Immunitdt beeinflussen sie sowohl die unspezifische als auch die
spezifische Immunantwort. Wenn sie mit anderen Allergenen kombiniert werden, stimulieren
sie eine Antigen-spezifische Ty-Immunantwort, welche dem Auftreten von Typ-
Zellvermittelten allergischen Asthma entgegenwirkt. Die CpGs-ODNs fordern auch die
Wirkung von APCs und konnen den Zytokin bzw. Chemokinspiegel der Zellen verdndern,
welche fiir eine adaptive Immunantwort bei Immunisierungen verantwortlich sind. Durch
Aktivierung von NK-Zellen und zytotoxischen T-Lymphozyten konnen auBerdem
therapeutische Behandlungen von Krebs unterstiitzen.

Immunisierungsgruppe wurde das Adjuvanz CpG schon zu Beginn der ersten Injektion
verabreicht (Abb.24). Durch diese leichte Abweichung des Immunisierungsprotokolls zur
ersten Gruppe wurden nach der fiinften Injektion von sowohl rek.PrP als auch PrP-P30 im
ELISA bis zu 10-fach hohere Anti-Hamster-PrP spezifische Antikorpertiter erreicht (Vgl.
Abb.25 mit Abb.14). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Immunstimulation durch
den TLR9-Agonisten CpGs-1826 die humorale Immunantwort gegen PrP deutlich erh6hen
kann. Diese Effekte sind wahrscheinlich das Ergebnis einer erhohten Antigenaufnahme,
Antigenprozessierung oder/und der Hemmung von potentiellen Funktionen von
regulatorischen T-Zellen (Tregs) (El Andaloussi et al., 2006; Kabelitz et al., 2006; Pasare and
Medzhitov, 2003; Wiegard et al., 2005; Wu and Peng, 2006). Es gibt Arbeiten, die zeigten,
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dass ODNs ohne CpG-enthaltene Abschnitte, keinen Einfluss auf die humorale
Immunantwort ausiiben (Davis et al., 1998; Kraft et al., 2005) obwohl inzwischen bekannt ist,
dass auch diese DNA-Abschnitte iiber den TLR9-Rezeptor wirken (Vollmer et al., 2004). Ob
die in der vorliegenden Arbeit erhaltene deutliche Erhdhung der humoralen Immunantwort
gegen PrP¢ als ein Wirkungsmechanismus iiber TLR9 erklirt werden kann ist nicht klar, da
keine NSEHa-Prnp®® Gruppe in die Studie mit aufgenommen wurde, die andere Arten von
Adjuvanzen erhielt. Die Wirkung von ODNs konnte auch auf allgemeine
immunstimulatorische Eigenschaften der Phosphotiestergruppen in den Oligonukleotiden
zuriickgefiihrt werden (Vollmer et al., 2002). Dennoch ist die Verwendung von CpGs-1826
von Beginn der Immunisierung an in dieser Arbeit sehr erfolgreich gewesen.

Wie oben beschrieben, wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass die Verwendung von
CpGs als Adjuvanz bei einer Immunisierung die induzierte Immunantwort qualitativ in
Richtung einer Ty;-Antwort verschieben kann (Chu et al., 1997; Klinman et al., 1996; Raz et

0/o

al., 1996). Um dies zu iiberpriifen, wurden die Seren der NSEHa-Prnp™" Méuse vor (3.boost)
und nach der Verwendung von CpGs (4.boost) auf IgG1 und IgG2a-spezifische Subtypen hin
untersucht, welche charakteristisch sind fiir eine Typ- bzw. Ty;- Immunantwort (Abb.15).
Sowohl vor der Verwendung von CpGs als auch nach dem Einsatz dieses Adjuvanz sind die
Hamster-PrP-spezifischen induzierten Antikorper fast ausschlieBlich vom IgG1-Subtyp und
auch in den Seren mit Maus-PrP-spezifischen Antikdper iiberwiegt diese Subtypenklasse
(Abb. 15). Auch in der zweiten Immunisierungsgruppe konnte die beschriebene Polarisierung
der Immunantwort hin zu einer Ty;-Antwort nicht gezeigt und in dieser Arbeit also nicht
bestétigt werden. Diese Diskrepanz zu verdffentlichten Arbeiten kann durch das Konzept der
»vorbestimmten Ty, Entwicklung® erklart werden (,,default Ty, response® (Jankovic et al.,
2001). Dieses Konzept geht davon aus, dass sich Ty, Zellen in vivo immer dann spontan
entwickeln, wenn keine mikrobiellen Faktoren zur Verfligung stehen, welche fiir die
Induktion der Expression von Tyj-Zytokinen verantwortlich sind. Nach einer
Peptidimmunisierung kommt es also nur dann zu einer Verschiebung der Immunantwort in
Richtung Ty, wenn geniigend CpG-Motive verfiigbar sind, was mit dem vorliegenden
Immunisierungsprotokoll eventuell nicht gegeben war. Somit scheint die Richtung der Ty-
Zellpolarisierung nach Proteinimmunisierung im Wesentlichen von der Menge und der
Verfiigbarkeit der CpG Motive als Adjuvanz abzuhéngen.

Im néichsten Schritt wurde die Spezifitit der durch die Immunisierung induzierten Antikdrper
in den Immunseren mittels kompetitivem ELISA iiberpriift. Dabei konnten erwartungsgemal
die Anti-Maus-PrP-Antikorper in den Seren aller Tiere durch Vorinkubation mit rek. Maus-

PrP abgesittigt werden und somit die Spezifitit der AntikGrper gegen Maus-PrP bestitigt
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werden (Tabelle 4 und 7). Durch die Verwendung von Maus-PrP als Vakzine gegen endogen
exprimiertem Hamster-PrP sollte die induzierte Immunantwort durch molekulare Mimikry
beeinflusst werden (Hemmer et al., 1998). Molekulare Mimikry bedeutet, dass aufgrund der
Ahnlichkeit der verwendeten antigenen Determinante mit den Proteinen des Wirtsorganismus
dieser mit der Bildung von Auto-Antikorpern bzw. Auto-aggressiven T-Lymphozyten reagiert
(Benoist and Mathis, 2001). Die daraus resultierende Auto-Aggression sollte das Brechen der
Selbsttoleranz induzieren (Choi and Craft, 2004). Die Ergebnisse der kompetitiven ELISA-
Experimente zeigten, dass in einigen, jedoch nicht allen Tieren, solche Auto-Antikdrper
gegen Hamster-PrP induziert werden konnte. Diese Immunseren zeigten zudem kreuzreaktive
Eigenschaften gegeniiber Maus-PrP. Die Immunantwort, die durch rek. Maus-PrP bzw. PrP-
P30 hervorgerufen wurde ist demnach nicht nur spezifisch fiir Maus-PrP, sondern auch fiir
das entsprechende Hamster-Epitop. Anders ausgedriickt fiihrte demnach die Immunisierung
mit Maus-PrP durch molekulare Mimikry zur Erkennung von homologen Epitopen des
Hamster-PrPs.

Insgesamt bietet das Ergebnis der ELISA-Versuche tiber die Hohe der Anti-PrP-Titer keine
zuverldssige Aussage iiber die Fihigkeit der induzierten Antikorper, natives PrPS auf
lebenden Zellen zu erkennen. Deshalb wurden die Immunseren im Westernblot mit PrP-
enthaltenden Hirnhomogenaten bzw. PrP®-exprimierenden Zellen auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, natives PrP® zu detektieren. Eine spezifische Bindung aller getesteten Immunseren
an natives Maus-PrP¢ konnte sowohl durch FACS-Analyse, als auch im Immunoblot
nachgewiesen werden (Abb. 17-18 und 27-28). Im Gegensatz dazu konnte eine Bindung der
Autoantikérper an das Hamster-PrPC nur in einer Minderheit der Tiere gezeigt werden, selbst
unter den vorliegenden denaturierenden Bedingungen des Immunoblots. Diese Ergebnisse
miissen in ihrer Aussagekraft nicht automatisch negativ gewertet werden. Die
Antikorperkonzentrationen im murinen Blut konnten mit den verwendeten Methoden fiir den
Nachweis und die Bestimmung der Spezifitit zu niedrig sein. Dies bestdtigen die erhaltenen
ELISA-Daten, die ca. 4 bis 8 fach hohere Werte gegen das Maus-PrP als gegen Hamster-PrP
ergaben. Trotz fehlender Reaktion im Westernblot und im FACS konnten die induzierten
Antikorper einen Einfluss auf die Prionenkonversion zeigen oder durch andere Mechanismen
wie z.B. durch die Interaktion mit putativen im Konversionsprozess entstehenden
Zwischenformen, ihre Wirkung entfalten.

Das Ziel der durchgefiihrten Immunisierungsstrategie war die Induktion von Autoantikdrper
in NSEHa-Prnp®°-Miusen, die fihig sind auf der Zelloberfliche lokalisiertes PrP¢ zu
erkennen und zu binden. Verschiedenen Studien in Mausen haben gezeigt, dass zelluldres PrP

in vielen Arten ohne phinotypische Auswirkungen entfernt werden kann (Bueler et al., 1992;
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Mallucci et al., 2003; Richt et al., 2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Verminderung in
der Expressionsstirke von PrP® eine Verldngerung in der Inkubationszeit zufolge hat und
somit ein wirksames Mittel gegen eine Prionenerkrankung darstellt (Gilch et al., 2001). Fiir
die Biogenese des pathogenen Prion-Proteins ist die Expression der zelluliren Form auf der
Zelloberfliche unbedingt notwendig (Borchelt et al., 1992; Caughey and Raymond, 1991;
Taraboulos et al., 1995). Um den Einfluss der induzierten Antikorper auf die Biogenese von
PrP* zu untersuchen, wurden PrPSC—tragende N2a-Zellen (ScN2a-Zellen) mit den
Immunseren behandelt. Die Anti-PrP-Antikorper in den Seren aller mit rek.PrP-

°°_Miuse waren in der Lage, den PrP*-Gehalt in den Scrapie

immunisierten NSEHa-Prnp
infizierten Zellen signifikant zu reduzieren (Abb. 19 und 29). Diese Ergebnisse stimmen mit
bereits verdffentlichen Ergebnissen iiberein, in denen die Behandlung mit Anti-PrP®-
Antikdrpern in diesem Zellsystem ebenfalls zur Reduktion des PrP*‘-Gehaltes fiihrte
(Beringue et al., 2004; Enari et al., 2001; Feraudet et al., 2005; Kim et al., 2004; Miyamoto et
al., 2005). Auch in diesem in vitro Zellkultursystem fiihrten hingegen die Immunseren der mit
PrP-P30 immunisierten NSEHa-Prnp®°-Mausen nur in einigen Tieren bzw. nur zur partiellen
Reduktion der Prionenreplikation. Da in allen Tieren mit den zuvor beschriebenen
Experimenten eine spezifische Anti-Maus-PrP Immunantwort bestétigt wurde war dieses
Ergebnis unerwartet. Eine mogliche Erkldarung fiir die in vitro unterschiedlich funktionellen
Immunseren liegt in der moglicherweise unterschiedlichen Epitoperkennung der induzierten
Anti-PrP-Antikorper. Es wurde gezeigt, dass spezifische Antikorper, die gegen Epitope von
PrP im Bereich der Aminosduren 95-103 und 220-231 gerichtet sind, in vitro einen Effekt auf
die Prionenreplikation zeigen, wihrend Antikorper gegen die Region 29-37 bzw. 72-86 in
diesem System keinen Effekt zeigen. Dies weist auf eine starke Bedeutung der Epitop-
Lokalisierung des Antigens hin (Sigurdsson et al., 2003). Zusitzliche Studien zeigen, dass
monoklonale Antikérper genauso wie rekombinante Fab-Fragmente gegen Aminosiuren 32-
156 (Helix 1 des Prion-Proteins) fihig sind, die PrP*-Replikation in Zellkultur zu inhibieren
(Enari et al., 2001; Peretz et al., 2001). Die in dieser Arbeit induzierten Immunseren sind
polyklonale Seren, die Antikorper mit unterschiedlichen Epitoperkennungssequenzen
aufweisen. In den beschriebenen ELISA, FACS und Westernblot Experimenten sind diese
Seren zwar teilweise fahig natives und denaturiertes PrP zu erkennen, durch méglicherweise
unterschiedliche Epitop-Spezifititen aber nicht in der Lage die Prionenreplikation zu

inhibieren.
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5.1.2 Die Immunisierung mit PrP-P30 fiihrt zu einer Verlingerung der

Inkubationszeit

Um den Einfluss der induzierten Antikorper gegen eine TSE-Infektion in vivo zu untersuchen,

o/o

wurden die immunisierten NSEHa-Prnp~ -Maéuse intraperitoneal (i.p.) mit Hamsterprionen

inokuliert (Abb. 12). Trotz nachweisbar signifikanter Anti-PrPC-Titer im Serum der mit

o/o

rek.PrP-immunisierten NSEHa-Prnp™"-Tiere, starben die Mause im gleichen Zeitraum (& 338
Tage nach Inokulation (dpi)) wie die mit Ovalbumin-immunisierten Kontrolltiere (J368 dpi).
Im Gegensatz dazu zeigten die Méuse, die mit dem Fusionsprotein PrP-P30 immunisiert
wurden, eine durchschnittliche Inkubationszeit von 488 Tagen, was eine Verldngerung in der
Inkubationszeit zur mit Ova-behandelten Kontrollgruppe von ca. 30% darstellt (Abb. 20,
Tabelle 6). Diese signifikante Verldngerung in der Lebensdauer der Tiere weist darauf hin,
dass die in diesen Tieren induzierte Immunantwort mittels PrP-P30 Immunisierung in die
Krankheitsentwicklung eingreift. Uber die genauen molekularen Mechanismen, die diesem
Effekt zugrunde liegen kann nur spekuliert werden. Basierend auf der ,,Prion-only*-
Hypothese* (Abb. 43a) und den vorliegenden Ergebnisse, sowie den Daten anderer Arbeiten
sind verschiedene Mechanismen vorstellbar (Abb. 43 b-d). Die wohl allgemeingiiltigste
Vorstellung liegt in der Inhibierung der Interaktion von PrP® und PrP% durch die mit
Immunisierung induzierten Anti-PrP¢ Antikorper (Peretz et al., 2001). Erreicht wird dies mit
Immunglobulinen, die entweder spezifisch sind fiir PrP® bzw. PrP*° (Abb. 43b), oder in der
Lage sind, beide Isoformen des Prion-Proteins zu erkennen (Abb. 34c). Die Konversion von
PrP€ zu PrP wird verhindert, weil eine direkte Interaktion beider Formen durch die Blockade
durch die Antikdrper nicht mehr moglich ist und somit das notwendige Substrat (zelluldres
PrP) fir die Umwandlung nicht mehr zur Verfligung steht. In den
Immunisierungsexperimenten in dieser Arbeit wurden sowohl spezifische Anti-Maus-PrP als
auch in einigen Tieren spezifische Anti-Hamster-PrP Antikdrper in den NSEHa-Prnp®°-
Miusen nachgewiesen. Diese Antikorper zeigten in Zellkultur einen Einfluss auf die
Prionenreplikation ohne erkennbare Unterschiede zwischen den mit rek.PrP und PrP-P30
immunisierten Tieren. Trotzdem hatten nur die Tiere, die PrP-P30 als Vakzine erhielten, eine
signifikant verldngerte Inkubationszeit. Dies lasst auf  unterschiedliche
Wirkungsmechanismen der induzierten Antikorper in einer in vitro im Gegensatz zur in vivo

Situation schlief3en.
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Abbildung 43. Maogliche Wirkungsweisen der induzierten Anti-PrP-Immunantwort.
Basierend auf der Prion-only-Hypothese (a) gibt es verschiedene Moglichkeiten wie die
induzierten Antikorper auf die Prionenreplikation wirken konnten. Durch Bindung der Serum-
Antikorper an PrP¢ (b) oder/und PrP* (c) kommt es zur Inhibierung der PrP“-PrP*
Interaktion und somit zur Verhinderung der Konversion von PrP¢ in die pathogene Isoform.
Eine weitere Moglichkeit liegt in der Inhibierung des Konversionsprozesses unter Beteiligung
von follikuldr dendritischen Zellen (DCs) und membranstindigen Anti-PrP-Antikorper auf B-
Zellen (d).

Die vorliegenden Ergebnisse weisen auf eine entscheidende Funktion Peptid-spezifischer
Antikorper bei dem Prozess der Konversion von PrP® zu PrP* hin. Allgemein ist bekannt,
dass spezifische Anti-PrP® IgG-Antikorper in vivo einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
haben konnen. Viele in passiven Immunisierungen verwendeten monoklonale Anti-PrP©
Antikorper scheinen ihre Wirkung allerdings nur temporir zu vermitteln, da im Mausmodell
unphysiologische Konzentrationen der Antikdrper verabreicht werden miissen, um den
Ausbruch der Krankheit zu verhindern oder zu verzogern. Ein Beispiel dafiir ist ein
transgenes Mausmodell, welches eine konstitutive Expression von anti-PrP IgGs aufweist
(Heppner et al., 2001), oder infizierte Miuse, die asymptomatisch blieben, solange sie
zweimal wochentlich mit sehr hohen Dosen von Anti-PrP IgGs behandelt wurden (White et
al., 2003). Wenn die Anti-PrP IgG Levels unter einen spezifischen Wert fallen, bevor die
Infektionsdosis eliminiert wird, sterben die Tiere aufgrund der Infektion. Die verzogerte
Inkubationszeit der mit PrP-P30 immunisierten Tiere, die in dieser Arbeit beobachte wurde,
korreliert nicht mit den individuell induzierten Antikorper-Titern gegen Hamster-PrP (siche
Abb. 44). Eine Korrelation wiirde darauf hindeuten, dass die Tiere geschiitzt wiren, wenn
eine bestimmte Antikdperantwort erreicht wurde. Der Mechanismus wie Immunglobuline vor
einer TSE-Infektion schiitzen, ist noch nicht geklédrt. Es wird vermutet, dass Anti-PrP IgGs

monomerisches zelluldres PrP binden, dies dadurch stabilisiert wird und somit die infektiGse
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Form neutralisiert und seine Verbreitung verhindert wird. Es konnte sein, dass die Neigung
von PrP-P30 in Losung Aggregate zu bilden, dazu fiihrt in den damit immunisierten Tieren
eine oligomer-gerichtete Immunantwort auszuldsen. In verschiedenen Zellkultursystemen
wurde gezeigt, dass PrP-spezifische Antikorper, die gegen kovalent-gebundene PrP-Dimere
gerichtet sind, einen stirkeren Anti-Prion Effekt aufweisen als gegen PrP-Monomere (Gilch et
al., 2003). Es ist vorstellbar, dass die Igs die durch PrP-P30 induziert wurden, einen dhnlichen

Anti-Prion Effekt aufweisen.
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Abbildung 44. Abhingigkeit der spezifischen Serum Anti-Hamster-PrP -Titer auf die
Inkubationszeit. Dargestellt sind die erreichten Endpunkttiter der induzierten Anti-Hamster-
PrP-Antikérper einzelner NSEHa-Prnp®°-Mause nach der letzten Immunisierung und die
dazugehorigen Inkubationszeiten nach Prioneninfektion. Die Hohe der induzierten
Immunantwort korreliert dabei nicht mit den erhaltenen Inkubationszeiten.

Eine andere Hypothese stellt die schon oben diskutierten unterschiedlichen
Epitoperkennungen der induzierten Antikdrper dar. Rekombinantes PrP und PrP-P30 kdnnten
eine unterschiedliche Konformation einnehmen und zur Induktion spezifischer
konformationsabhingiger Antikorper fithren. Ein wichtiges Epitop in diesem Zusammenhang
stellt die Aminosdure Asparagin an Stelle 155 des Hamster Prion-Proteins dar. In der
Maussequenz ist an dieser Stelle die Aminosdure Tyrosin lokalisiert, was zu teilweise
unterschiedlichen Konformationen der Proteine fiihrt und welche als ein wichtiger Faktor in
der Artenbarriere zwischen Maus und Hamster identifiziert wurde (Priola et al., 2001). Diese
Barriere ist nicht absolut, da gezeigt werden konnte, dass Maduse prinzipiell mit
Hamsterprionen infizierbar sind, auch wenn die Krankheit erst nach extrem langen

Inkubationszeiten ausbricht (Race and Chesebro, 1998). Die Konformation von PrP-P30
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konnte zur Induktion von Antikorper gefiihrt haben, die spezifisch gegen diese Region um
Aminoséure 155 gerichtet sind, was die deutlich verldngerte Inkubationszeit erkldren wiirde.

Eine weitere Moglichkeit der Funktionalitdt von PrP-P30 gegeniiber rek.PrP konnte auf B-
Zell-Ebene liegen. Durch den Einbau des P30-Epitops zusitzlich zum rekombinanten Prion-
Protein konnte es direkt zur Stimulierung von B-Zellen gekommen sein und dadurch zur
Expression von Anti-PrP-Immunglobulinen auf der Oberfliche. Es ist bekannt, dass follikulédr
dendritische Zellen (FDCs), die im Stroma von lymphoretikuldren Organen lokalisiert sind,
eine wichtige Funktion in der peripheren Prionenpathogenese einnehmen (Montrasio et al.,
2000). Da FDCs mit B-Zellen interagieren, konnten membrangebundene Anti-PrP Antikorper
auf der Oberfliche von B-Zellen durch diese Interaktion mit FDCs in die Prionenpathogenese

eingreifen (Abb. 43 d).

In der Arbeitsgruppe um Sethi wurde 2002 gezeigt, dass die Immunisierung mit CpGs alleine
ausreicht, um eine Verldngerung in der Inkubationszeit nach Prioneninfektion zu erreichen
(Sethi et al., 2002). In dieser Arbeit konnte dies nicht gezeigt werden. Trotz Behandlung der
Tiere mit Ovalbumin und CpGs als Kontrolle, konnte in diesen Tieren keine signifikante
Verliangerung in der Inkubationszeit gegeniiber infizierten, nichtbehandelten Tieren
beobachtet werden. Durch die Verwendung von CpGs kommt es zur Aktivierung des
Immunsystems tliber den TLR9. Wie diese Aktivierung zum Schutz gegen eine mogliche
Prioneninfektion fithren soll, ist schwierig zu erkliren, da gezeigt wurde, dass MyD88™"
Mause, bei denen die Signaliibertragung tiber den TLR9 nicht mehr funktioniert, eine normale
Krankheitsentwicklung aufweisen (Prinz et al., 2003b). Im Jahr 2004 wurde um die
Arbeitsgruppe von Junt gezeigt, dass die wiederholte Immunisierung mit CpGs zur
Zerstorung von Keimzentren in lymphoidalen Geweben filihrt, welche Orte der
Prionenreplikation darstellen. Es wird deshalb vermutet, dass der durch die Verabreichung
von CpGs beobachtete Anti-Prionen-Effekt eher auf immunsuppressive statt auf
immunstimulatorische Eigenschaften zurlickzufiihren ist (Heikenwalder et al., 2004).
Zusitzlich gibt es auch diverse Studien mit immundefizienten Tieren, in denen die
Prionenreplikation und Ausbreitung der Krankheit verhindert ist (Frigg et al., 1999; Klein et
al., 1997; Klein et al., 1998; Prinz et al., 2003a).
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5.1.3 Untersuchung zur Induktion einer T-Zell-spezifischen Immunantwort durch

Immunisierung mit rek.PrP und PrP-P30

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es moglich ist, durch Immunisierung mit

°°_Mzusen zu

rek.PrP und PrP-P30 eine spezifische humorale Immunantwort in NSEHa-Prnp
induzieren. Diese induzierten Antikorper waren in der Lage sowohl natives PrP¢ auf lebenden
Zellen zu erkennen und zumindest teilweise einen Einfluss auf die Prionenreplikation in vitro
zu zeigen. Obwohl in den durchgefiihrten in vitro-Versuchen dabei keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der mit rek.PrP und PrP-P30 immunisierten Versuchstiere gezeigt
werden konnten, flihrte nur die Immunisierung mit PrP-P30 zu signifikant verldngerten
Inkubationszeiten nach der Infektion mit Prionen in der in vivo-Situation. Eine Mdglichkeit
diesen Unterschied zu erkldren liegt in der unterschiedlichen Induktion einer spezifischen
zelluldaren Immunantwort, das heif3t auf der Ebene von T-Zellen. Aullerdem kann das Brechen
der immunologischen Toleranz gegen ein Selbstantigen unter Umstinden zu fiir den
Organismus schidlichen autoaggressiven Effekten fithren. Eine Charakterisierung der T-Zell-
Immunantwort nach einer Immunisierung ist deshalb unabdingbar und wurde auch in dieser
Arbeit vorgenommen. Bis heute gibt es nur wenige Arbeiten, die sich mit dem Einfluss einer
Anti-PrP T-Zell-Antwort befassen (Bainbridge and Walker, 2003; Gregoire et al., 2005;
Rosset et al., 2004; Souan et al., 2001a; Souan et al., 2001b). Dabei wurde aber klar gezeigt,
dass PrP-Knockout Méuse prinzipiell in der Lage sind eine zelluldre Immunantwort gegen das
Prion-Protein aufzubauen (Bainbridge and Walker, 2003). In dieser Studie wurde gezeigt,
dass es nach ex vivo Stimulierung von aus Milz und Lymphknoten der immunisierten NSEHa-

o/o

Prnp™ -Maiusen isolierten T-Lymphozyten mit Maus-PrP bzw. Hamster-PrP zu keiner
spezifischen Proliferation von CD4-positiven oder CD8-positiven T-Lymphozyten gekommen
ist (Abb. 31, 32). In wildtypischen Mausen wird PrP¢ sowohl auf ruhenden als auch auf
aktivierten T-Lymphozyten exprimiert. Durch eine Aktivierung der Lymphozyten kommt es
dabei zur einer erhdhten Expression des zelluliren PrPs, was auf eine Funktion von PrP® bei
der Lymphozytenaktivierung schlieBen lisst. Entsprechend dieser Funktion von PrP¢ wird
nach einer ex vivo Stimulierung mit Mitogenen eine erniedrigte Aktivierung von T-
Lymphozyten in Prnp®°~-Miusen beobachtet (Mabbott et al., 1997). Da fiir die in dieser Arbeit
verwendeten Immunisierungen der transgene Stamm NSEHa-Prnp® verwendet wurde,
welcher in der Peripherie keine Expression des zelluldren PrPs aufweist, konnte die
Abwesenheit von CD4 und CD8-proliferierender T-Zellen auf diesen Effekt zuriickgefiihrt

werden. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass anti-PrP“-Antikérper in der Lage sind, die T-Zell-

Proliferation nach Mitogen-Stimulation zu reduzieren (Bainbridge and Walker, 2003;
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Cashman et al., 1990). Die durch rek.PrP und PrP-P30 induzierten Anti-PrP®-Antikérper in
den NSEHa—PrnpO/o—Méiusen konnten, wie in dieser Arbeit beobachtet, zu einer verminderten
T-Zell-Proliferation beigetragen haben.

In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass nur die Verabreichung von CpGs-1826 als
Immunstimulator ausreicht, um T-Zellen zu aktivieren und dies zur Induktion auto-
aggressiver T-Lymphozyten fiihren kann (Sacher et al., 2002). Des Weiteren fiihrte die
Injektion dieser Oligonukleotide in die Kniegelenke von Méusen zu einer durch Makrophagen
induzierten Arthritis (Deng et al., 1999). Diese Beispiele fiir eine Induktion von
autoaggressiven T-Lymphozyten konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht bestatigt
werden, da weder die Proteinimmunisierungen noch die Immunisierung mit dem
Kontrollpeptid Ovalbumin mit CpGs nach ex vivo Stimulation zu einer signifikanten
Proliferation von T-Lymphozyten fiihrte. Die in anderen Versuchen beobachteten
autoaggressiven Immunreaktionen blieben in den vorliegenden Immunisierungsexperimenten
aus.

Es ist allgemein bekannt, dass T-Zellen bei der Abwehr viraler und bakterieller Infektionen
eine wichtige Funktion einnehmen. In der vorliegenden Arbeit scheinen allerdings
neutralisierende Antikorper die Hauptmediatoren fiir einen wirksamen Schutz gegen eine
Prioneninfektion zu sein. Diese humorale Immunantwort gegen das Prion-Protein scheint
dabei unabhéngig von einer T-Zell-Antwort zu sein. Dieser Effekt wird teilweise auch bei der
Aktivierung von virus-spezifischen Gedéchtniszellen beobachtet (Hebeis et al., 2004). Wie B-
Zellen zur Sekretion von Antikorpern aktiviert werden, ohne die Hilfe von T-Zellen, muss
noch geklart werden. Eine Moglichkeit liegt in der Aktivierung durch andere T-Zell-
unabhéngige Faktoren, wie z.B. durch verschiedene Komplementfaktoren (Fischer et al.,

1998) oder Typ-I Interferone (Le Bon et al., 2001).

5.1.4 Ausblick

Noch vor einigen Jahren galten Prionenerkrankungen als génzlich nicht-therapierbar.
Tatsdchlich ist es bis heute nicht moglich, Prionenerkrankungen beim Menschen oder Tieren
erfolgreich zu behandeln. Trotz allem gab es in jlingster Zeit eine Vielzahl an therapeutischen
Entwicklungen im Bereich der Intervention gegen diese Krankheit, die auf vielversprechende
Therapiemoglichkeiten schlieBen lassen. Die Immuntherapie von Prionenerkrankungen
verfolgt das Ziel, das Prion-Protein durch das korpereigene Immunsystem anzugreifen. Viele
Ansatzmdglichkeiten bei der Entwicklung von Vakzinen kommen aus dem Bereich der

Onkologie, die ganz dhnlichen Prinzipien wie bei der Impfung gegen das Prion-Protein
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unterliegt. Seit einigen Jahren werden beispielsweise dendritische Zellen als Vakzine gegen
Tumore eingesetzt. Die DCs werden mit Tumorantigen beladen, wandern in die Lymphknoten
und aktivieren Tumor-spezifische T-Zellen (Papewalis et al., 2008, Zhang, 2008). Wie in
diesen Arbeiten gezeigt werden konnte, konnte der Einsatz von PrPS-exprimierenden DCs
einen moglichen Ansatz in der Therapie von TSEs darstellen. Andere Moglichkeiten liegen in
der Verwendung von rekombinanten Viren wie z.B. Vaccinia, Adenoviren oder Salmonella
(Goni, 2005).

Allgemein ist die Entwicklung von Anti-Prionen-Therapeutika eindeutig im Bereich der
Prophylaxe einzuordnen. Sobald sich die Krankheit klinisch manifestiert hat, kommt es zu
massiven Schadigungen des Gehirns und eine Behandlung ist aller Wahrscheinlichkeit nicht
mehr wirksam. Auch in der Zukunft wird es eine gro3e Herausforderung sein, therapeutische
Immunisierungsstrategien zu entwickeln, die eine schiitzende Immunantwort gegen
Selbstantigene induzieren. Ein grundlegendes Verstindnis fiir die Prozesse, die bei diesen
Reaktionen wichtig sind, wird auch bei der Entwicklung von Impfstoffen gegen andere
neurologische Erkrankungen wie z.B. die Alzheimer-Erkrankung oder gegen Tumore eine

wichtige Rolle spielen.
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5.2 Funktion von BAX und BCL-2 bei Prionenerkrankungen

Der Mechanismus, wie die Akkumulation von Prionen im zentralen Nervensystem von
betroffenen Individuen zu Neurotoxizitdt und Neurodegeneration fiihrt, ist noch nicht geklart.
Die typische Pathologie von Prionenerkrankungen sind astrozytdre Gliose, die Aktivierung
von Mikroglia, die Ablagerung von PrP* und letztendlich das Absterben von Neuronen. Es
gibt zahlreiche Hypothesen {liber den Mechanismus der Prionentoxizitdt im Gehirn und die
dadurch entstehenden spongiformen Veréinderungen. Obwohl die Expression von PrP® fiir die
Infektion eines Individuums essentiell ist, scheint die pathogene Form PrP*® keine direkte
toxische Aktivitdt zu besitzen. Es sind Prionenerkrankungen beschrieben, in denen keine oder
nur sehr geringen Mengen von PrP% nachgewiesen werden konnen (Collinge et al., 1995;
Hsiao et al., 1990; Lasmezas et al., 1997; Medori et al., 1992). Méuse, die nur eine geringe
Expression von PrP® aufweisen, sind dennoch in der Lage eine groBe Menge von PrP> im
Gehirn zu akkumulieren, haben aber ldngere Inkubationszeiten als ihre wildtypischen
Artgenossen (Bueler et al., 1994). Im Gegensatz dazu sind in Tg20-Tieren, welche eine 10-20
fache Expression von PrP® aufweisen und im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich verkiirzte
Inkubationszeit haben, nur geringe Mengen der pathogenen Form PrP* nachweisbar (Fischer
et al., 1996). Einen weiteren Hinweis darauf, dass PrP5¢ an sich nicht toxisch wirkt, erhielt
man durch Studien mit PrP“-exprimierendem Gewebe, welches in Gehirne von Prnp®®-
Empféangertiere transplantiert wurde. In diesen Fillen ist die Pathologie strikt auf das
transplantierte Gewebe begrenzt und es kommt nach Infektion nicht zu einer Schédigung des
angrenzenden Wirtsgewebe durch PrP*® (Brandner et al., 1996a), was auch in dieser Studie
gezeigt werden konnte. Die Toxizitdt von Prionen wird also {iber andere Mechanismen wie
z.B. Apoptose vermittelt. Die Apoptose, das Zelltodprogramm der Zelle, wird tiber Caspasen
vermittelt, und ist fiir die Aufrechterhaltung des Zellgleichgewichts von entscheidender
Bedeutung. Die Proteine BAX und BCL-2 gehdren zur BCL-2 Familie von apoptotischen
Proteinen, welche sowohl pro-als auch anti-apoptotische Regulatoren umfassen. Diese
Proteine reagieren auf verschiedenste Formen von intrazellulirem Stress wie z.B. DNA-
Schadigungen oder Mangel an Zytokinen. Thre Sequenzen zeigen einen hohen Anteil an
konservierten Aminosduren, haben aber funktionell unterschiedliche Aufgaben. BCL-2
inhibiert apoptotische Vorgidnge, wobei BAX diesen anti-apoptotischen Funktionen
entgegenwirkt. BAX ist ein zytoplasmatisches Protein, das infolge apoptotischer Stimuli ins
Mitochondrium transloziert, wo es verantwortlich ist fiir die Freisetzung von Cytochrom C
und dem anschlieBenden Tod der Zelle (Putcha et al., 1999). Sowohl in mit Prionen-

infizierten Mausen, Hamstern und Schafen als auch in an Creutzfeldt-Jakob oder an FFI-
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leidenden Patienten werden verdnderte apoptotische Signalwege beschrieben (Dorandeu et al.,
1998; Ferrer, 2002; Gray et al., 1999). Die genauen molekularen Signalvorgédnge sind
allerdings nicht bekannt. Die genetische Manipulation von pro-oder anti-apoptotischen
Signalwegen fiihrte in Mausmodellen flir neurodegenerativen FErkrankungen zu einer
Verzogerung der Pathologie, wie z.B. in Mausmodellen fiir Amyotrophe Lateralsklerose,
Ischdmie oder Axotomie (Dubois-Dauphin et al., 1994; Gould et al., 2006; Kostic et al., 1997;
Li et al., 2007; Martinou et al., 1994; Tsai et al., 2006). In anderen Untersuchungen jedoch
hatte die verdnderte Expression apoptotischer Proteine keinen Einfluss auf die Pathologie
neurodegenerativer Erkrankungen (Chiesa et al., 2005; Coulpier et al., 2006; Kang et al.,
2003; Sagot et al., 1995; Selimi et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass die zelluldire Form des
Prion-Proteins an das C-terminale Ende von BCL-2 bindet, nicht aber mit BAX interagiert
(Kurschner and Morgan, 1995, 1996). Neuronale Zellinien, die kein PrP© exprimieren, zeigen
eine durch Serummangel ausgeldste erhdhte Apoptoserate. Diesem Effekt kann aber durch die
Uberexpression von BCL-2 entgegenwirkt werden (Kuwahara et al., 1999). Die ektopische
Expression von BAX in humanen Neuronen fiihrt innerhalb von 24 Stunden zum Zelltod,
wobei dieser Effekt mit der Expression von BCL-2 oder PrP® abgeschwicht werden kann
(Bounhar et al., 2001). Die Komplexitidt von Prionen-vermittelter Neurodegeneration wird
durch verschiedene in vivo Studien mit BAX-und BCL-2 noch untermauert. Zum Beispiel
deletierten in der Arbeitsgruppe um Li et al. die Forscher BAX aus zwei unterschiedlichen
PrP-Transgenen, wobei die Deletion in der einen Mutante zur Verhinderung des Zelltodes
fiihrte (PrP32-134) wihrend die BAX-Deletion in der anderen Mutante keinen Einfluss zu
haben scheint (PrP105-125). In einer neueren Studie wirkt die Uberexpression von BCL-2 im
fiir PrP-transgenen Mausmodell protektiv. Die Uberexpression dieses anti-apoptotischen
Faktors fiihrt in diesen Tieren zu einer verldngerten Inkubationszeit und verzogert das
Absterben von Neuronen (Nicolas et al., 2007). In Hamstern, die mit dem
Hamsterprionenstamm 263K infiziert wurden, kam es zur Uberexpression von BAX im
Gehirn (Park et al., 2000) und dies ldsst darauf schlieBen, dass es in der Pathologie von
Prionenerkrankungen eine wichtige Funktion iibernimmt. Allerdings zeigt BAX in Miusen,
die mit dem Maus-adaptierten Prionenstamm RML infiziert werden, keine erhdhte
Expression. Die Rolle von BAX in Prionenerkrankung ist somit nicht vollstindig geklért.

Da die Proteine BAX und BCL-2 in vielen neurologischen Erkrankungsmodellen in
apoptotischen Signalvorgédngen von entscheidender Bedeutung sind und ihr Fehlen in diesen
Modellen zu einer Verzdgerung der Erkrankung fithren kann, entstand die Frage, ob BAX-
oder BCL-2 defizientes neuronales Gewebe einen Einfluss auf die Prionenpathogenese

besitzt. Kommt es durch das Fehlen des proapoptotischen Faktors BAX zum Schutz
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gegeniiber Prioneninfektion? Und zeigt die Deletion des BAX-Gegenspielers BCL-2 eine
starkere Pathologie als wildtypisches Gewebe? Um diese Fragen zu untersuchen, wurde das
Transplantationsmodell verwendet. Mit Prionen-inokulierte und mit neuroektodermalen
o/o

Gewebe transplantierte Prnp
fiir BAX-und BCL-2 defizientes Gewebe bis zu 376 Tage nach Infektion mit Prionen auf

-Empféangertiere werden nicht krank und somit war es moglich,

Prionenpathologie zu untersuchen, einen Zeitraum, welchen die Donoren des ektodermalen
Transplantats nicht erreicht hitten. Der Einfluss des Fehlens der apoptotischen Faktoren BAX
und BCL-2 auf den Verlauf der Erkrankung wurde analysiert. In dieser Arbeit konnte kein
schiitzender Effekt der Deletion von BAX oder BCL-2 auf die Prionenpathogenese gezeigt
werden. Die Akkumulation von PrP*® im transplantierten Gewebe wurde mittels der Petblot-
Technik detektiert und konnte nur im transplantierten Gewebe nachgewiesen werden (Abb.
37). Die Anreicherung der pathogenen Form des Prion-Proteins war dabei strikt auf das PrP¢-
exprimierende Transplantat beschriankt, ein Ergebnis das die Resultate von Aguzzi bestitigt
(Aguzzi et al., 1997). In friiheren Arbeiten wurde eine Verbreitung der PrP*® Molekiile in das
umgebende Wirtsgewebe beobachtet, ohne jedoch zur typischen Prionenpathologie zu fiihren
(Brandner et al., 1998; Brandner et al., 1996a). Solch eine Verbreitung von PrP* in das
benachbarte Wirtsgewebe wurde in den untersuchten Transplantaten dieser Arbeit nicht
beobachtet.

Mittels Immunhistochemie konnte in den Transplantaten eine starke Gliose und Hypertrophie
von Astrozyten und erhdhter GFAP-Expression nachgewiesen werden (Abb. 38). Hinsichtlich
der Stiarke der auftretenden Pathologie wurde weder zwischen BAX-und BCL-2 defizientem
Gewebe oder wildtypisch-transplantiertem Gewebe signifikante Unterschiede detektiert.
Vakuolisierung und der Verlust von Synapsen im Gehirn ist ein typisches Merkmal von
spongiformen Enzephalopathien. Obwohl es noch nicht bekannt ist, ob das Auftreten von
spongiformen Verdnderungen direkt mit dem Tod von Neuronen in Zusammenhang gebracht
werden kann (Armstrong et al., 2003; Masters and Richardson, 1978), ist gezeigt worden,
dass die Vakuolisierung des Neuropils zu neuronalen Verdnderungen fiihrt (Jeffrey et al.,
1992). Mit einer HE-Firbung wurde gezeigt, dass es innerhalb des transplantierten, PrP¢-
exprimierenden und fiir BAX-oder BCL-2 defizienten Gewebes zu einer ausgeprigten
Vakuolisierung des Gewebes kommt (Abb. 38). Es konnten hierbei keine Unterschiede
hinsichtlich des Genotyps des transplantierten Gewebes festgestellt werden. Obwohl keine
Quantifizierung der Vakuolen vorgenommen wurde, sind signifikante Unterschiede zwischen
BAX-oder BCL-2 defizienten Gewebe und wildtypischem Gewebe nicht ersichtlich. Die
Deletion der apoptotischen Faktoren BAX und BCL-2 hat auf den Prozess der Vakuolisierung

und des damit verbundenen spongiformen Phénotyps keinen Einfluss. Es muss davon
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ausgegangen werden, dass fiir die Vermittlung der Toxizitdt im zentralen Nervensystem
sowohl BAX-abhingige als auch BAX-unabhéngige Signalvorgéinge verantwortlich sind. Die
erhaltenen Ergebnisse sind konsistent mit anderen Arbeiten bei denen beispielsweise BAX-
defiziente Mause mit Rinderprionen infiziert wurden. In dieser Arbeit von Coulpier und
Kollegen hatte die Deletion von BAX ebenfalls keinen Einfluss auf die Neuropathologie, auf
die Inkubation und den Verlauf der Krankheit oder die PrP%-Akkumulation. Auch fiir diesen
Prionenstamm scheint ein BAX-abhingiger Apoptose-Signalweg fiir die Entwicklung der
Pathologie keinen Einfluss zu haben (Coulpier et al., 2006), dhnlich wie fiir den in dieser

Arbeit verwendeten Prionenstamm RML.

5.2.1 Die neuronale Differenzierung der Transplantate ist unbeeinflusst

Zusitzlich wurden in den immunhistochemischen Analysen Antikdrper verwendet, die gegen
Synaptophysin oder MAP-2 gerichtet sind, um die Integritit des neuronalen Gewebes zu
untersuchen und Verdnderungen innerhalb der Transplantate aufzudecken. Die
immunhistochemische Untersuchung auf MAP-2- und Synaptophysin- Expression innerhalb
der Transplantate zeigte eine starke Farbung sowohl innerhalb der Transplantate als auch im
umgebenden Wirtsgewebe (Abb. 39). Ein signifikanter Unterschied zwischen BAX-bzw.
BCL-2 defizienten neuronalem Gewebe und Gewebe aus Wildtyp-Spendertieren war nicht zu
erkennen. Verdnderungen in der Expression von MAP-2 und Synaptophysin sind in der
Funktion von Neuronen von Bedeutung. MAP-2 ist bei der Neubildung von Synapsen und
dem Neuronenwachstum von Bedeutung (Gordon-Weeks, 1993). Es wurde gezeigt, dass
neuronale Degeneration mit dem Verlust von MAP-2 korreliert (Matesic and Lin, 1994).
Synaptophysin ist ein in prisynaptischen Vesikeln lokalisiertes Protein, welches fiir die
Exozitose von gespeicherten Neurotransmittern verantwortlich ist (Thomas et al., 1988).
Verdanderungen in der Expression von Synaptophysin fiihren dabei zur Verdnderung der
synaptischen Ubertragung. Abweichungen in der Expression von MAP-2 und Synaptophysin
konnen somit zu verdnderter neuronaler Aktivitdt im Gehirn fithren. In den untersuchten
Transplantaten konnte hinsichtlich der Expression von MAP-2 und Synaptophysin kein
signifikanter Unterschied zwischen infizierten Transplantaten und nicht-infiziertem
Wirtsgewebe beobachtet werden. Die Deletion von BAX oder BCL-2 hat somit in den hier
beschriebenen Untersuchungen keinen Einfluss auf die synaptische Integritit von neuronalen
Transplantaten.

Nach dem Stand der heutigen Forschung werden allgemein apoptotische Mechanismen als

moglicher Ausldser von neuronalen Zelltod in TSEs angesehen. Allerdings wird ein wichtiges
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biochemisches Kennzeichen der Apoptose, die Fragmentierung von DNA in die typische
Leiterstruktur, nicht mehr als notwendige Bedingung angesehen. In einigen Tiermodellen
scheint diese Fragmentierung trotz morphologischer Charakteristika von Apoptose nicht zu
entstehen (Cohen et al., 1992). Die typische DNA-Fragmentierung wurde auch in mehreren
Féllen von Zelltod beobachtet, die durch Nekrose ausgeldst wurden (Ferrer, 1999; Ferrer et al.,
1994; Sastry and Rao, 2000). Die Frage nach apoptotischem Zelltod in Prionenerkrankungen
ist deshalb widerspriichlich. In verschiedenen mit Scrapie-infizierten Mausmodellen wurden
apoptotische Mechanismen nachgewiesen (Giese et al., 1995; Giese and Kretzschmar, 2001;
Kretzschmar, 1999; Kretzschmar et al., 1997; Lucassen et al., 1995; Williams et al., 1997). Die
charakteristische DNA-Fragmentierung wurde sowohl in BSE-Fillen (Jesionek-Kupnicka et
al., 1999; Theil et al., 1999) als auch in natiirlich vorkommenden Scrapie-Féllen (Fairbairn et
al., 1994) beobachtet. TUNEL-Fiarbungen wiesen zusdtzlich auf apoptotische Zellen in
humanen CJD-Féllen (Ferrer, 1999) und FFI-Patienten (Dorandeu et al., 1998) hin. Auf der
anderen Seite wurden in humanen TSE-Biopsaten trotz TUNEL-positiver Zellen keine
morphologischen Eigenschaften von Apoptose gefunden (Ferrer, 1999). Die Markierung der
aktivierten Caspase-3 stellt eine Alternative zur mittlerweile kontrovers diskutierten TUNEL-
Féarbung dar, die fragmentierte DNA detektiert (Gavrieli et al., 1992). Inzwischen wurde
festgestellt, dass DNA-Strangbriiche auch beim nekrotischen Zelluntergang, bei Autolyse und
bei der Gewebefixierung und —bearbeitung entstehen (Grasl-Kraupp et al., 1995). Demzufolge
kann die TUNEL-Farbung nicht akkurat zwischen nekrotischen und apoptotischen Zellen
unterscheiden und ist somit kein spezifischer Marker fiir Apoptose (Charriaut-Marlangue and
Ben-Ari, 1995). Um herauszufinden, ob andere apoptotische Proteine als BAX oder BCL-2 in
dem durch Prionen-induzierten Zelltod involviert sind, wurden in dieser Arbeit
Gehirnschnitten von mit BAX-und BCL-2-defizientem Gewebe auf die Expression von
aktivierter Caspase-3 untersucht. Es war moglich dieses Protein, welches zur Familie der
Exekutions-Caspasen gehort und unter anderem durch BAX und BCL-2 reguliert wird, in allen
Transplantaten nachzuweisen (Abb. 40). Es wurden hinsichtlich der Stirke der Expression
keine Unterschiede zwischen den BAX-und BCL-2 defizienten Transplantaten festgestellt.
Dies weist darauf hin, dass fiir die Aktivierung zumindest dieser Caspase, BAX-und BCL-2-
unabhingige Signalwege existieren miissen. Ein Kandidat fiir solch eine Aktivierung ist die
Caspase-12, welche in diesem Signalweg Caspase-3 vorangeschaltet ist. Ein Hinweis darauf
zeigten die Arbeiten von Hetz und Mitarbeitern (Hetz et al., 2003b), welche gezeigt haben,
dass diese Caspase bei verschiedenen Prionenerkrankungen beteiligt ist und fiir die
Aktivierung der Caspase-9 und somit auch fiir die Aktivitit der Caspase-3 verantwortlich ist

(Morishima et al., 2002). Insgesamt konnten in den Transplantaten nur vereinzelt Caspase-3
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positive Zellen detektiert werden, was einerseits auf die doch zeitlich begrenzte Aktivitét
dieser Proteine zuriickzufiihren ist. In nicht-infizierten Wildtyp-Kontrollen wurden allerdings
keine deutlich positiven Zellfirbungen fiir Caspase-3 beobachtet. Zusétzlich zum Nachweis
der Caspase-3 Aktivierung, wurden die Transplantate mit TUNEL-Farbung auf apoptotische
Zellen untersucht. Es konnten sowohl in BAX- als auch BCL-2 defizienten Transplantaten
TUNEL-positive Zellen nachgewiesen werden, wobei der Anteil an positiven Zellen in BCL-2-
losen Transplantaten im Vergleich zu BAX-defizientem Gewebe deutlich hoher war (Abb. 41).
Obwohl diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass zumindest einige Neuronen aufgrund
apoptotischer Mechanismen sterben, weisen viele Ergebnisse darauf hin, dass andere

Zelltodarten fir den Neuronenverlust in TSE-Fallen verantwortlich sind.

5.2.2 Autophagie als moglicher Mechanismus des neuronalen Zelltods in TSEs

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Deletion von BAX oder BCL-2 auf die
Pathologie von Prionenerkrankungen keinen Einfluss hat. In den untersuchten Zeitrdumen
{iber 200 Tage nach Infektion mit Prionen, war die Akkumulation von PrP*® im Gehirn und
die Astrogliose durch die Abwesenheit der apoptotischen Faktoren im Vergleich zum Wildtyp
nicht verdndert. Diese Ergebnisse korrelieren mit anderen Arbeiten, die die Funktion von
BAX und BCL-2 in der Prionenpathogenese mit Hilfe anderer Modelle untersucht haben.
Steele und Mitarbeiter inokulierten sowohl BAX-defiziente als auch BCL-2
iiberexprimierende Méuse mit Prionen. Auch in dieser Arbeit konnte weder der Ausbruch der
Krankheit verhindert, noch die Schwere der Pathologie beeinflusst werden (Steele et al.,
2007).

Trotz der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann eine Funktion von BAX oder BCL-2 in
Prionen-induzierter Neurodegeneration nicht vollig ausgeschlossen werden. Wenn ein BAX-
oder BCL-2 abhéngiger Signalweg bei der Vermittlung der Pathologie involviert ist, konnte
die Deletion dieser Faktoren in diesem frithen Stadium durch andere apoptotische
Mechanismen kompensiert werden. In diesem Fall konnte man durch die Untersuchung der
Transplantate in einem fritheren Stadium der Krankheit eine eventuell verzogerte Pathologie
im Gehirn beobachten. Eine andere Moglichkeit der Kompensation des Fehlens von BAX
oder BCL-2 besteht in der Ubernahme der Funktion dieser Proteine von Mitgliedern derselben
Familie apoptotischer Faktoren. Sowohl in vitro als auch in vivo wurde gezeigt, dass die
Deletion von BAK zusitzlich zu BAX, Photorezeptoren effizienter vor Apoptose schiitzen
kann, als das Ausschalten eines dieser Proteine allein (Hahn et al., 2004; Wei et al., 2001).

Ein anderer moglicher Signalweg fiir die durch Prionen induzierte Neurotoxizitit besteht in
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nicht-apoptotischen Prozessen wie beispielsweise dem Prozess der Autophagie. Der Prozess
der Autophagie ist ein degradativer Mechanismus, der am Recycling und Umsatz
zytoplasmatischer Proteine und auch Organellen beteiligt ist. Zusdtzlich zur Funktion der
Aufrechterhaltung der zelluliren Homeostase kann die Autophagie auch zum Zelltod
beitragen. Der Mechanismus der Autophagie spielt widhrend der Morphogenese als
autophagischer programmierter Zelltod eine Rolle, aber es gibt inzwischen auch Hinweise auf
seine Beteiligung im adulten Organismus (Bursch and Ellinger, 2005). Ein Hinweis auf die
Beteiligung von Autophagie an neurodegenerativen Prozessen lieferten Arbeiten von Liberski
und Mitarbeitern (Liberski et al., 2004) einerseits durch Untersuchungen an humanen TSE-
Féllen als auch in verschiedenen mit Scrapie-infizierten Tiermodellen. (Dron et al., 2005,
2006). Obwohl die Autophagie ein verbreitetes Merkmal von TSE-Fillen darstellt, bleibt es
unklar wie die Autophagie zur allgemeinen Pathologie und zum neuronalen Zelltod im
Besonderen beitrdgt. Die in der Literatur vorhandenen, zum Teil gegensitzlichen Studien
lassen keine klare Aussage dariiber zu, welcher Zelltodtyp zur Pathologie von TSE-

Erkrankungen beitragt.

Mit den Ergebnissen in dieser Arbeit kann man davon ausgehen, dass BAX-und BCL-2, zwei
Hauptmediatoren neuronaler Apoptose, fiir die Toxizitdt von Prionen keine unmittelbare
Rolle spielen. Dies steht im Gegensatz zu vielen anderen pathologischen Situationen, in denen
BAX und BCL-2 bei der neuronalen Apoptose eine wichtige Rolle zu spielen scheinen, wie

z.B. bei einigen vererbbaren Formen von Prionenerkrankungen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Prionenerkrankungen oder Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSEs) sind
tibertragbare Krankheiten, zu denen die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) beim Menschen,
Scrapie bei Schafen und die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern
gehoren. Der infektiose Erreger (PrP‘) besteht dabei aus einer abnormalen Form des
zelluldren Prion-Proteins (PrP®) und unterscheidet sich von dieser nur in der Proteinstruktur.
Ein Hauptproblem bei der Entwicklung von aktiven Immunisierungsstrategien gegen
Prionenerkrankungen besteht in der fehlenden Reaktion des Immunsystems auf das ubiquitér
exprimierte Selbst-Antigen PrP®, welche auf einer Immuntoleranz gegen das korpereigene
Protein beruht. In dieser Arbeit wurde ein transgenes Mausmodell fiir aktive
Immunisierungsexperimente verwendet. Diese transgenen Tiere exprimieren Hamster-PrP©
(HaPrP) unter der Kontrolle des Neuronen-spezifischen Enolase-Promotors (NSE)
ausschlieBlich im Nervensystem auf einem PrnpOIO—Hintergrund. Durch die Verwendung eines
»artfremden Proteins (rekombinantes Maus-PrP) gegen endogenes Hamster-PrP als Vakzine
sollte die Immunogenitit des Proteins verstirkt werden. Zusitzlich wurde fiir die
Immunisierungen ein Fusionsprotein aus Maus-PrP und einem T-Helferepitop des
Tetanustoxins (P30) eingesetzt. Als Adjuvanz diente das bakterielle DNA-Motiv CpG-1826,
welches die Fihigkeit besitzt T-und B-Lymphozyten direkt zu stimulieren und die Sekretion
von Interleukinen zu induzieren. Die Immunisierungen erfolgten subkutan und wurden
monatlich durchgefiihrt. Nach jedem Boost wurden die Blutseren auf Antikorper sowohl
gegen Maus-PrP als auch gegen Hamster-PrP untersucht. Neben der Analyse der humoralen
Immunantwort mittels ELISA, Westernblot und FACS, wurden die Seren der immunisierten
Mause auf ihre Fiahigkeit getestet, die Prionenreplikation in vitro zu inhibieren. Mit der
gewidhlten Immunisierungsstrategie war es mit beiden Proteinen moglich, hohe
Antikorperantworten sowohl gegen Maus- als auch gegen Hamster-Prion-Protein zu
induzieren. In Zellkultur waren die Seren in der Lage, signifikant den PrP*-Gehalt zu
reduzieren. Die immunisierten Mause wurden mit Hamsterprionen infiziert, um den Einfluss
der induzierten Antikorper auf den Verlauf der Krankheit zu untersuchen. Nach
Immunisierung mit PrP-P30 zeigten die Maiuse gegeniiber mit Ovalbumin-behandelten
Kontrolltiere eine signifikant verlingerte Inkubationszeit von ca. 30%. Im Gegensatz dazu
konnte nach Immunisierung mit PrP ohne das zusitzliche T-Helferepitop keine Verldngerung
in den Inkubationszeiten beobachtet werden. Abschlieend wurde die Immunantwort in den
immunisierten Tieren auf zelluldrer Ebene mittels Proliferationsanalyse von T-und B-

Lymphozyten untersucht. Dafiir wurden Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten der
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o Miusen isoliert, ex vivo mit Maus-PrP bzw. Hamster-PrP

immunisierten NSEHa-Prnp
stimuliert und auf die Proliferation von CD4-positiven oder CD8-positiven T-Lymphozyten
untersucht. Durch die Analyse wurde gezeigt, dass es nach Immunisierung mit rek.PrP oder
PrP-P30 zu keiner spezifischen Proliferation von T-Lymphozyten kam. Die beobachtete
humorale Immunantwort scheint also unabhingig von einer spezifischen T-Zell-
Immunantwort zu wirken.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, durch die Wahl von geeigneten
Immunisierungsstrategien, die Toleranz gegen das Selbstprotein PrP zu brechen. Sie stellen

eine Grundlage fiir weitere Forschungsansitze dar, um prophylaktische Immunisierungen

gegen Prionenerkrankungen in Zukunft zu realisieren.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde die Funktion der apoptotischen Faktoren BAX und
BCL-2 in der Prionen-induzierten Neurodegeneration in Vvivo untersucht. Dazu wurde
neuroektodermales Gewebe aus BAX” und BCL-2" -Embryonen in das Gehirn von PrP-

ol transplantiert. Diese PrP®-defizienten Tiere sind nicht mit

Knockout-Mausen (Prnp
Prionen infizierbar und konnen PrP% nicht propagieren. Nach Langzeitinfektion mit
Mausprionen wurden die Transplantate histochemisch auf Prionenpathologie untersucht. Die
typischen neuropathologischen Verinderungen waren dabei strikt auf das PrP%-positive
Transplantat begrenzt. Zusdtzlich wurden die Transplantate auf apoptotische Verdnderungen
untersucht und dabei TUNEL-Féarbungen und aktivierte-Caspase-3 Féarbungen durchgefiihrt.
Es zeigten sich hierbei hinsichtlich Auspriagung und Starke der Pathologie keine Unterschiede
zwischen den BAX-bzw. BCL-2-Knockout Transplantaten und wildtypischen Transplantaten.
Daraus konnte gefolgert werden, dass in diesem Modell weder BAX noch BCL-2 eine
signifikante Rolle bei der Prionenpathogenese spielen. Die Ergebnisse aus diesem Teil der
Arbeit leisten einen wichtigen Beitrag fiir das bessere Verstindnis der durch Prionen-

induzierten Neurodegeneration und sind fiir die Entwicklung von potentiellen therapeutischen

Strategien hilfreich.
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Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are a group of fatal neurodegenerative
disorders that affect animals as well as humans (Prusiner, 1997). The most prominent are
Creutzfeldt-Jacob disease (CJD) in humans, bovine spongiform encephalopathy (BSE) in
cattle, scrapie in sheep and goats and chronic wasting disease (CWD) in cervids. These
diseases are characterized by the conversion of the cellular prion protein (PrP%) into the
abnormally folded isoform termed PrP®¢, which accumulates and represents the major
component of infectious prions (Aguzzi and Polymenidou, 2004). The development of an
effective PrP vaccine has been hampered by immunotolerance to the ubiquitously expressed
endogenous PrP® and the immunization with recombinant PrP led only to weak antibody-
responses against the protein in wildtype mice. Here, we tried to circumvent this problem
experimentally by generation of anti-PrP immunity in hamster transgenic mice. These mice
(NSEHa-Prnp®® express Hamster-PrP under the control of the neuron-specific enolase

Promotor (NSE) exclusively in the nervous system on a Prnp®°

background (Race et al.,
1995). To further enhance the immunogenic feature of the mouse Prion-Protein, we fused a T-
Helper epitope of the tetanus toxin (P30) to the C-terminal end of the protein (Panina-
Bordignon et al., 1989). This epitope has been successfully in the development of several
anti-tumour vaccines (Hertz et al., 2001; Steinaa et al., 2008). For the immunization the
recombinant mouse Prion-Protein (PrP) as well as the fusion construct, called PrP-P30, was
used. The bacterial DNA-Motif CpG-1826 was co-injected as an adjuvant, known as a direct
stimulator of T-and B-cells and to have the ability to induce the secretion of interleukins
(Krieg, 2002). The immunization was performed monthly and the sera were analysed after
every boost for the presence of antibodies against Mouse- and Hamster-PrP. Beside the
analysis of the humoral response via ELISA, Westernblot and FACS, the sera of the
immunized mice were tested for their ability to inhibit prion replication in vitro. With the
selected immunization strategy it was possible to induce a high antibody response both
against Mouse-PrP as well as against Hamster-PrP. In the cell culture assay with prion-
infected cells a significant decrease of the PrP* level was observed.

Furthermore the immunized animals were inoculated with Hamster prions to assess the
efficiency of the induced antibodies to prolong the incubation time of the disease. With the
introduction of the T-Helper epitope P30 it was possible to prolong the survival time of the
treated animals about 30%, in comparison to the animals receiving only PrP without P30 or

control animals, which were treated with Ovalbumin, respectively. A second group of
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transgenic mice was immunized to investigate the cellular immune response by proliferation
assays. Towards this, lymphocytes of spleen and lymph nodes of the immunized animals were
isolated and stimulated ex vivo with either mouse- or hamster-PrP. This analysis showed that
the induced humoral immune response was independent of T-cells, because no specific
proliferation of neither CD4- nor CD8-positive T-cells could be observed.

In conclusion, the results clearly demonstrate that the possibility to break the self-tolerance
against PrP by using appropriate vaccination strategies. It therefore might open a new avenue

for the future development of prophylactic prion vaccines.

In a second part of the work, the role of BAX and BCL-2 in prion-mediated
neurodegeneration was characterized in vivo. BAX- and BCL-2- deficient neuroectodermal
tissue was transplanted into the brain of Prnp®® recipient mice. Mice devoid of PrP¢ (Prnp®®)
are resistant to prions and do not propagate the infectious agent (Bueler et al., 1993). After
long-term infection with mouse scrapie prions, typical histopathological features of the
disease, such as gliosis, spongiosis and PrP*® accumulation were examined with histochemical
techniques in the engrafted brains and the pathological changes were restricted to the PrP-
expressing neurografts. Furthermore we perform TUNEL and active-Caspase 3 stainings for
determination and detection of apoptotic changes in the neurografts. Regarding the strength
and characteristics of prion pathology no differences were seen between BAX- and BCL-2-
Knockout grafts in comparison to the wildtype tissue. In summary, these results demonstrate
that neither BAX nor BCL-2, two major players of apoptosis, are necessary for prion-induced
neurodegeneration. These results therefore contribute to a better understanding of the

pathogenic mechanisms in prion diseases and are useful for the development of future

therapeutical strategies.
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Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Uber die gebriuchlichen SI- und IUPAC-Einheiten hinausgehend wurden die folgenden
Abkiirzungen verwendet

A Alanin

AB Amyloid-f3

ACP Adenylatzyklase

A.dest. destilliertes Wasser

AD Alzheimer-Krankheit

Ak Antikorper

amp Ampicillin

Apaf-1 apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1
APC Antigen-prisentierende Zelle

APP Amyloid-Precursor-Protein

AS Aminoséure

BAX™" BAX-defiziente Méuse (Knockouts)
BCL-2" B-cell Lymphoma-defiziente Miuse (Knockouts)
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

BSE bovine spongiforme Enzephalopathie
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

Cav-1 Caveolin-1

CD Lymphozyten-Differenzierungsmarker
CDR Complementary determining region
CJD Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

CMV Cytomegalievirus

CO, Kohlendioxid

CpG Cytosin-Guanosin-Dinukleotide

CSFE Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester
CTL zytotoxische T-Zelle

Cu Kupfer

CWD Chronic wasting disease (chronisch zehrende Krankheit)
D Asparaginsdure

DC dendritische Zellen

DED death effector domain

ddH,O doppelt destilliertes Wasser

ddNTP Didesoxyribonukleotid-triphosphat
DISC death inducing signalling complex
DMSO Dimethylsufoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dpi days post inoculation (Tage nach Inokulation)
E Glutaminsdure

E. coli Escherichia coli

ECL Enhanced Chemiluminescense

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked-immunosorbent-assay
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ERK
Fab
FACS
FADD
Fc
fCJD
FCS
FDC
FFI
FITC
FSE
GFAP
GM-CSF
GPI
GSS

H

HE
H-Kette
HaPrP
HAT-Medium
HRP
i.c.
i.d.R.
L.p.
1CID
IFA
IFN

Ig

IL

in vitro
K

kb
kDa
LB
LDsg
mAk
MHC
N
NH4SCN
NK
NMR
NSE
NSEHa-Prnp®®
OD
ODN
ORF
PAGE
pAK
PBS
PCD
PCR
PE

extrazelluldr regulierte Kinase

Fragment antigen binding

Fluorescence activated cell sorter

Fas Associated protein with Death Domain
Fragment crystallisable

familidre Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
Fetal Calf Serum (fotales Kélberserum)
follikular dendritische Zellen

fatal familidre Insomnie
Fluoresceinisothiocyanat

feline spongiforme Enzephalopathie
saures Gliafaserprotein
Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Gruppe
Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom
Histidin

Hiamatoxylin-Eosin

heavy (schwere) Kette

Hamster-PrP
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-Medium
Horseraddish peroxidase

intrazerebral

in der Regel

intraperitoneal

iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
inkomplettes Freundsches Adjuvants
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

in Zellkultur/Reagenzglas

Lysin

Kilobasenpaar

Kilodalton

Luria Broth (Medium)

letale Dosis

monoklonaler Antikérper
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Asparagin

Ammoniumthiocyanat

natiirliche Killerzelle
Kernresonanz-Spektroskopie
Neuronenspezifische Enolase
Hamster-PrP transgene Méuse (PrP-Knockout Hintergrund)
Optische Dichte

Oligodinukleotid(e)

offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
polyklonaler Antikorper

Phosphate buffered saline (Phosphat gepufferte Salzlosung)7

programmierter Zelltod
Polymerasekettenreaktion
Phycoerythrin
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PEG
pH
PK
PKA
PMSF
PRNP
Prnpolo
PrP©
PrP*°
PVDF
Q

R

rek. PrP
rER
RML
ROS
rpm
RSS
s.C.
S.0.
s.u.
SAF
SSC
sCID
SDS
ST-1
STE
T
TAE
TBST
TCR
Tg(SHaPrP)3922
TGF
Tx
™
TME

TNF
Treg
TSE
TUNEL
\%
vCID
Wdh.
WT
z.B.
z.T.
/n
ZNS

Polyethylenglykol

negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration
Proteinase K

Proteinkinase A
Phenylmethylsulfonylfluorid

Genlocus des humanen Prion-Proteins
PrP-defiziente Mause (Knockout)

zelluldres Prion-Protein

pathologische Form des Prion-Proteins
Polyvinylidene Fluoride

Glutamin

Arginin

rekombinantes Maus-PrP

raues endoplasmatisches Retikulum
Rocky-Mountain-Laboratory

reaktive Sauerstoffprodukte

Runden pro Minute

Recombination Signal Sequence

subcutan

sieche oben

siche unten

Scrapie-assoziierte Fibrillen
Seitwértsstreulicht

sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
Natriumdodecylsulfat

stress-inducible protein 1

Stop Transfer Effektor Seite

Threonin

Tris-Essigsdaure-EDTA-Puffer

tris buffered saline tween 20

T-Zell Rezeptor

Hamster-PrP transgene Mause
Tumorwachstumsfaktor

T-Helferzelle

transmembrane Region

Transmissible Mink Encephalopathy (libertragbare Nerz
Enzephalopathie)

Tumornekrosefaktor

Regulatorische T-Zelle

transmissible spongiforme Enzephalopathien
TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
Volt

variante Form der Creutzfeldt-Jakob-Disease
Wiederholung

Wildtyp

zum Beispiel

zum Teil

Zink

zentrales Nervensystem
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