Aus dem Zentrum fiir Neuropathologie und Prionforschung der LMU Miinchen

Vorstand: Herr Prof. Dr. med. Dr. h.c. H. A. Kretzschmar

Untersuchung der Spaltung des zelluliiren Prionproteins

bei zerebralem Trauma und ischimischem Insult im Mausmodell

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitiat Miinchen

vorgelegt von

Veronika Kohlmannsperger
aus

Miinchen

2011






Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit

der Universitit Miinchen

Berichterstatter Prof. Dr. med. Dr. h.c. H. A. Kretzschmar

Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. med. C. Opherk
Prof. Dr. med. N. Plesnila

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Dr. med. B. Krebs

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FACR, FRCR

Tag der miindlichen Priifung: 05.05.2011






Fiir Hans Leopold






Inhaltsverzeichnis

1 EQNIEIUNG couveeiireiinieicninicnsnicssanicssanesssasssssasesssssesssssessssssssasssssasssssasssssasessssssssssssssasssssasssses 1
1.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE).............eoeeveverevererercrnesneesessssssnsns 1
TL1oT DEEINMITION ettt ettt ettt s bt st st et e bt e bt e s bt e sae e et e enbeebeens 1
1.1.2 0 TSE e TIEIC ...ttt ettt st st st et e b e b e s bt e st e st e ebeebeens 2
1.1.3 TSE des MENSCREM......couiiiiiiiiiiiieieeteet ettt sttt et et st eat e et e e 2
1.2 Die Isomere PrPC und PP..............veeeereeresesesesessesssssesssssssssssssssssssssessessessessessssesss 3
1.3 Pathophysiologie des PrP ... ceeevesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssens 4
1.3.1  Replikation des PrP% ...........coooviiieieeeeeeeeeee e 4
1.3.2  Hypothese des “Loss” und “Gain of PrP -FUNCtion” .............ccoevivrvreersrsssrsressensennnn. 4
14 Das ZeIULATe PTIONPTOLOIIN ...........econevueevrneenirereisiriasesissssssesssssssssssssessssssssesssssssassssesasssses 5
141 Prop und Prind ...coocooiiie ettt sttt 5
142 Biosynthese des PrPC ............co.ooviuiieeeeeeeeeeeeee e 6
143 Topologie des PrPC ...........ccooovoioeoeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
144 SHUKLUE eS PrP ... oottt 7
1.4.5  Stoffwechsel und Spaltungsprodukte...........cccceevirviiiriiniinieniiniceeeeceeeee e 9
1.5 Potentielle Funktionen des zellulren PriOnproteins.............ueeeereeesseeecseerereeesseeessasessaees 10
1.5.1  Prop-KnOCK-OUL ......oociiiiiiiiiiiieee ettt st st et 10
1.5.2 Interaktionspartner und SigNalWEZE........cccceeviiriiriiriiiriieiieeenecnee ettt 11
1.5.3  PrP€ schiitzt vor Bax-vermittelter APOPOSE..............vueveeveerererereeessssessessssesseessessenes 11
1.54  Essentielle Rolle der N-terminalen Domiine fiir die Funktion des PrPC.............cccco........ 12
1.5.5  PrPOUNA KUPFET......ooovevieeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.5.6  Einfluss des PrP¢ auf die synaptische Ubertragung ..............ccocvverververeesrseesrensessessennnns 13
1.5.7 Funktionelle Bedeutung der Spaltprodukte des PrPC.............cccoovvuivveveevereeereiesreereens 14
1.6 Neuroprotektive Wirkung des PrPC il Vivo ..........cceeecneecesssssessssssssssssssssssssssssssessss 14
1.6.1 Controlled Cortical IMpact (CCI) .......oevuiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeete st 15
1.6.2  Middle Cerebral Artery Occlusion (IMCAO) ......cooueiiiiiiiiiiiieniente e 15
1.7 ZICISCITUNG ....eeeeoneeneinineeninineistsesestsstssasestsstsssessssss st sssse st s st ssasassssassassssesassstssssssssssosasnes 16
2 Material und Methoden .........uiieiiseiisuiisnnnseinsnissnncsnisssecssnssssnsssnssssssssssssssssssssssssssans 18
2.1 Y ) o] L ORI 18
211 THETRAITUNG ....coniiiiii ettt st 18

N B € 1< 1< 1 USSP 19
2.2 INCUFPOCRITUTGIC ..nneeeeeeeeneeeeneeecceeeeceeeesseeesseescsssessssessssessssssssssssssasesssssessassssssessssssssssssssasssssees 20
2.2.1  Controlled Cortical Impact (CCI) ........eeviuiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt 20
2.2.2  Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAQ) .......ccovuiiriiiiiniieniieeieeeie ettt 20

2.3 Histologische UnterSUCHUIZGEN. ...........uceeueeeeeereeereeereecraeesaessaessassssssssssssasssasssassssesssssssassasns 21



2.3.1 Anfertigen der KryOSChNIte .......c.cceriiriiriiiiiiieiieiieriericeceece et 21

2.3.2  Fixierung und Rehydrierung von Kryoschnitten ...........ccocceeveeneeniienieniicnnenneeneeneenee. 22
2.3.3  ImmunhiStOChEMIUE. ....cc..eoiiiiiiiiiiniiiic ettt sttt 22
234 NISSIEFArDUNZ.c..coiiiiiieiie ettt et 24
2.3.5 Konservierung der gefarbten Schnitte..........ccccooiiiiiniiiiiniinieecececee, 24
2.4 0727 T 1 O 24
2.5 IMMUNODIOI-ATNALYSE@....e..eeeeeneeeneeceeerreesrerseensseesseesseessasssassssssssasssssssssssasssassssssssssssesssasssasssnes 25
2.5.1 Farbung vor dem LySIEren .........cccieiiiiiiiiiiiiiiieiteste ettt 25
2.5.2  LySIerungSVerfahIen .........coccceiuiiiiiiiiiieiieeeee ettt sttt st s nbe e 26
2.5.3 Abschitzung des Volumenverlusts bei der Lysierung durch Verdunstung ..................... 27
2.5.4 Kontrolle der Schnittdicke der histologischen Schnitte..........c.cccoceeriiniininiinicineenen. 27
2.5.5 Detektionsgrenze der Immunoblot-Technik ..........cc.ccoooiriiiiiiiiiiiinieeee 27
2.5.6  Herstellung der Proben fiir das CCI- und MCAO-Projekt..........cocceevieniiniiniiiniiincenene 27
2.5.7 Herstellung der Konzentrationsreihen fiir MCAO und CCI ........ccccooieviiniiniinnieinienenne 28
2.5.8 Deglykosylierung mit Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F)......c.c.cccccevviininiinicincnnen. 29
2.5.9  Laden der Proteine ..........ccccooierieniiiiiiiiiiieiieeeseceeeee ettt 30
2.5.10 Herstellung eines Bis-Tris-Polyacrylamidgels .........cccccooeevieninniniiiniincnicniceen 30
2.5.11 EIEKIrOPROTESE .....c.eeiiiiiieiiet ettt et s 31
2.5.12 Coomassie Farbung zur Kontrolle der elektrophoretischen Auftrennung................... 32
2.5.13 Semidry Blotting Technik ..........coccooiiiiiiiiiiiiiiec e 32
2.5.14 IMMUNOAELEKEION. ...c..eiiiiiiiiiiirieeeeee ettt et s s 33
2.5.15 DENSILOMELIIE. .....eetieiiieiieiiet ettt ettt sttt sre e s s s 34
2.6 Y 271 11 OO 39
2.7 Experimentelles ProtoKolL..................ueoeueeeeeeeeceenereeseseeecseeecssesssssssssssssssssssssssssssssasssaees 39
EXZEDIISSE cuveiecueiicirenisssaicsssnnesssnnessnnssssnssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssssssssnssss 40
3.1 Prézision der Methoden und VOrversuche..................eoevevsevsensenucnunsensensensessessessesseses 40
3.1.1  Uberpriifung der SChNIttdiCKE ...........coevevreererereereeceeseceeeeeeseeseesee s seneeaas 40
3.1.2  Vollstindigkeit des LYSIEIINS ....cc.eerutiriiriiiiieieerieerite sttt ettt ettt eniee s 40
3.1.3 Detektionsgrenze der Immunoblot-Technik ..........cc.ccoooiiriiiiiiiiiiiiiniieeee 41
3.1.4  Deglykosylierung mit PNGase F .......cccccociiiiiiiiiiiniiieeeeteeeeeeeeieene 42
3.2 Controlled Cortical IMPACE (CCI).......uuuunneeeecueeeceereceeecseeecceescsseessssesssssssssssssssssssssssssssssnes 43
3.2.1 Histologie und ImmunhiStochemie ............coceeviinieniiniiniiiiccecceeeeeene 43
3.2.2  Volumetrische Messungen bei CCl ...........cociiviiiiiniiniiiiiiiieeiceeeeeeee e 44
3.2.3 Immunoblot-Analyse und DensitOmMetrie. .......ccceeveereerieriiernierieeieeieeneenee st eeeeneeens 45
3.3 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAQ) .......euueeeueeeeeeecsrencreeecsseessssesssssssssssssasssssees 56
3.3.1 Histologie und ImmunhiStochemie ............coccceviiniiniiniiniiiieceeeeeeeene 56

3.3.2  VOIUIMEITIE ..ottt e e e e e ettt e e e e e e et aa e e s e e e e e taaaeseseeesesaaans 57



RN W

3.3.3 Immunoblot-Analyse und DensitOmMetrie. .......ccceereereerieriersiernieerieieeneenee et eeeeeeens 60

3.4 Untersuchung der Spaltung des APrP32-93 ..........uoeeeecceeecreeecrersssesecssssssssessssssssssssssessas 70
DISKUSSION accueireiisnecsnissnnssensenssnnssncsnnssnsssesssissnsssecsssssssssessssssesssessasssssssessssssassssssassssssssssess 74
4.1 Prdzision der histologischen SCRRIHAICKE. ..............ouuceuenvuensinienisiniiriiciiescissinsssstssenesnns 74
4.2 Der LYSICTUNGSPIOTESSES ..uuuuevnnererenarvneuinsainiairisissesssssssssssssssssssssssssessssssssssatssstssssssssessasssses 74
4.3 Detektionsgrenzen der IMmunoblot-ARALYSe ..............cuouuevcirverevinsirinesinsereissinssssissnnensnns 75
4.4 Deglykosylierung mit PNGASE F...........ueeeueeeveeereeeressesssesssesssesssssssasssasssassssssssasssasssassaes 75
4.5 LIHETIALES ....uunnennennnenneinneiiainninntiecnecsatssstssstsstsesssessss st ssatssatsssssssssssssssssssasssssssssssnsens 76
4.6 Modell der traumatischen und ischimischen Gewebeschadigung...............ceeeeveeveeeruennnes 76
4.7 Das histologische Expressionsmuster des PrP¢ nach CCI und MCAO zeigt Parallelen .77
4.8 Unterschiedliche Liisionsgriofien nach CCI und MCAQ in Prup+/+- und Pranp0/0-
LIHEETIALES .....cnenneonnninnirniineinneiiniininisinctectesatssatssat st s stsssssssasssasssstsssssssssssssssssssassstssssesssessasssaes 78
4.9 PrnpA32-93- und Prnp0/0-Littermates zeigen nach MCAQO vergleichbare
Y23 1 ) e 1/ 78
4.10  Histologisches Expressionsmuster von PrP¢ und f-Aktin in Hinblick auf die
TUUNODIOL-ATIALYSE c....ceeeeeeeeneeeeereeeeceeeeceeecsaesessseessasessssessssessssssssssssssassssssesssssesssssssssesssssssssssssanes 79
4.11  Westernblot-Analyse des PrPC RACH CClL........uuuueeeeeeeseesessesessssssssssssssssassssssssssses 80
4.12  Westernblot-Analyse des PrPC RACH MCAOQ ...........ueeeeeeeesessesesssrssssesssssssssssssssssas 80
4.13  Westernblot-Analyse des PrPA32-93 nach MCAQ ...........ueeueeeeueeeceeecreeecsvescrnessseessseenas 81
4.14  a-Cleavage des PrP€ bei CCI und MCAQ iSt €rRORE ........u.eneeeeeneeeeseseseseessssesessssensns 82
4.15  a-Cleavage des PrPA32-93 existiert und ist bei MCAQ ist erhoht .................coeeeeeeenenene.. 84
4.16  f-Cleavage bei AS 88/89 : PrPA32-93 unterliuft keiner f-Cleavage...............ucceueeereeenn... 85
ZUSAMMENTASSUNG c..ouveierrrnicssaresssanesssanesssansssssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssnsssses 87
LiteraturverzeiChmiS. ... ieeiiiiiiiiiiiieicnninsnnisnncsnnnsnisssnississsecsssssssssssssssseesssssssssssssnes 89
DAanKSAGUING ....cccovvuriicissrnniicsssnnicsssssnsesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 103
ANNANG auveiiiiirrniiiinisnniicsssniecsssssniesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssassssss 104
8.1 Histologische SCRIHIPIOtOKOIe ............ueeeneeeueeeueereeecreenerseesseesseessassssesssesssssssasssasssasssansns 104
8.2 ADKUFZURGSVETZOICHIIS ......eoeeieenneininenieinsacsinineisstssesesssstssasssssssssstesssssssssssasesssssssasnes 110






Einleitung 1

1 Einleitung

Das zellulire Prionprotein (PrP) ist ein in jeder untersuchten Spezies konstitutiv exprimiertes
Protein. Die physiologische Funktion ist noch nicht aufgeklirt - es gibt jedoch aus der Pa-
thophysiologie Evidenzen fiir eine Rolle in der Neuroprotektion. Entdeckt wurde das Protein
1982 in Zusammenhang mit den Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (synonym
Prionkrankheiten), bei denen von einer Dysfunktion durch autokatalytische Konformation-
sinderung des PrP zu PrP*° ausgegangen wird. Dies fiihrte zum Begriff Prion (proteinaceous
infectious agent) als neue Erregerklasse, die anders als klassische Krankheitserreger kein Erb-
gut besitzt (Prusiner, 2001). Im Folgenden wird zunéchst auf diesen geschichtlichen Hinter-
grund eingegangen, anschlieBend werden die besonderen Eigenschaften des PrP¢ beleuchtet
und schlieBlich dessen mogliche Funktionen und Reaktionen unter dem Aspekt der Neuropro-

tektion dargestellt.

1.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE)

1.1.1 Definition

TSE sind seltene degenerative und letal endende Erkrankungen des Zentralen Nervensystems,
die Menschen und Tiere befallen. Der Ursprung des Auslosers PrP*¢ ist unbekannt (Col-
chester and Colchester, 2005). In der Biologie ist die Krankheitsgruppe einzigartig, da sie
erblich (autosomal dominant), sporadisch sowie infektios und speziesiibergreifend auftreten
kann (Kretzschmar and Feiden, 2002). Namen gebendes histologisches Merkmal sind
schwammartige (,,spongiforme‘) Verdnderungen mit konfluierenden Vakuolen im Neuropil,
begleitet von Ablagerungen, die als Plaques imponieren konnen. Wie andere degenerative
Gehirnerkrankungen sind Prionkrankheiten begeleitet von Nervenzellverlust und astrozytérer
Gliose. Eine Entziindungsreaktion fehlt (Aguzzi, 2003). Aufgrund unterschiedlicher Befalls-
muster verschiedener Hirnregionen haben Prionkrankheiten variable klinische Phéinotypen.
Allen gemeinsam ist die Latenz und die Letalitit. Die klinische Verdachtsdiagnose wird un-
terstiitzt durch neuroradiologische Befunde, EEG-Ableitungen oder Liquoranalysen, kann

jedoch letztlich nur (post mortem) histologisch gesichert werden.
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1.1.2 TSE der Tiere

Unter den tierischen Formen waren die Traberkrankheit (Scrapie) der Schafe und der ,,Rin-
derwahnsinn® (Bovine Spongiforme Enzephalopathie, BSE) epidemiologisch und wirtschaft-
lich am bedeutsamsten. Die Traberkrankheit ist seit iiber 250 Jahren bekannt (Leopoldt,
1759). Im Verlauf entwickeln die Schafe ein unkoordiniertes ,,trabendes* Gangbild und Juck-
reiz, der iiber stindiges Kratzen (,,to scrape) zu Wollschiden fiihrt (Bulgin and Melson,
2007). Das Krankheitsbild BSE der Rinder hingegen ist gepridgt von Schreckhaftigkeit und
Ataxie. In GrofBbritannien wurde 1986 der erste BSE-Fall berichtet (Wells et al., 1987). 2001
verbreitete sich die Krankheit seuchenartig weltweit. Als auslosend gilt eine Kontamination
des Tiermehls, zu der es durch Lockerung der Herstellungsvorschriften 1972 kam (Ricketts,
2004). Seit 2001 1ist in der EU die Beifiitterung von Tiermehl verboten
(http://www.bmelv.de). TSE wurden auch bei anderen Nutz- und Haustieren sowie Zootieren

beobachtet (Kirkwood et al., 1990; Wyatt et al., 1991).

1.1.3 TSE des Menschen

1920 wurde die CJD erstmals von den Neurologen Hans Creutzfeltd und Alfons Jakob als
,spastische Pseudosklerose* beschrieben (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921). In 85 % der Fille
ist die Atiologie unbekannt (sporadische CID) (Prusiner, 1991). Ca. 10 % sind hereditir (fa-
milidre CJD). Es wurden verschiedene Mutationen des Prionprotein-Gens ,,Prnp* auf Chro-
mosom 20 identifiziert (Gambetti et al., 2003). AuBerst selten kam es zur iatrogenen Ubertra-
gung durch kontaminierte Instrumente, Hornhauttransplantation oder Therapie mit aus Lei-
chenhypohysen extrahierten Wachstumshormonen (Brown et al., 1992). Unter CJD-
Erkrankten finden sich > 90 % homozygote Gentrdger (Normalbevolkerung: 50 %) des Prnp-
Codons 129, das polymorph fiir die Aminosidure Methionin oder Valin codiert. Es scheint hier
einen Suszeptibilitit steigernden oder modifizierenden Effekt auf die Entstehung der CJD zu
geben (Mead, 2006). Die klassische (sporadische) CJD ist gekennzeichnet durch spiten Be-
ginn um das 60. Lebensjahr mit unbestimmtem Prodromalstadium, spiter durch progressive
Demenz und Myoklonien, Ataxie, pyramidale oder extrapyramidale Dysfunktionen im End-
stadium. In 70% der Fille vergeht bis zum Eintritt des Todes ein halbes Jahr (Cali et al.,
2006). Mit dem Auftreten einer neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJID)
1996 musste auch eine Ubertragung der BSE auf den Menschen als hochstwahrscheinlich
angenommen werden (Beghi et al., 2004; Caramelli et al., 2006). Patienten mit nvCJD sind
bei Beginn ihrer Erkrankung jiinger (um das 30. Lebensjahr) und der Verlauf ist mit 14 Mona-
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ten etwas ldnger (Collins et al., 2006). Von nur mehr historischem Interesse ist ,,Kuru®, eine
frithe Form menschlicher iibertragbarer Prionerkrankungen. Mitglieder des Stammes der Fore
in Papua Neu Guinea infizierten sich durch Verzehr der Gehirne Verstorbener (Gajdusek and
ZIGAS, 1957). Zu den hereditiren TSE gehoren das Gerstmann-Striussler-Scheinker Syn-
drom (GSS) (Gerstmann et al., 1936) und die Letale Familidre Insomnie (Lugaresi et al.,
1986) mit zugeordneten Mutationen (Collins et al., 2001). Das GSS kommt in einem Durch-
schnittsalter von 45 Jahren zum Ausbruch und zeigt lange Verlaufe (Liberski and Budka,
2004). Bei der Letalen Familidren Insomnie stehen medikationsresistente Schlaflosigkeit und
Storungen des vegetativen Nervensystems im Vordergrund (Montagna, 2005). Es sind noch
andere deutlich seltenere Mutationen im Gen des Prionproteins bekannt, auf die aber hier

nicht ndher eingegangen werden soll.

1.2 Die Isomere PrP¢ und PP

Seit den 1950er Jahren wurde ein gemeinsamer Pathomechanismus der Spongiformen En-
zephalopathien vermutet (Hadlow, 1959). Die Infektiositdat von Scrapie war bereits 1936 be-
kannt (Cuille and Chelle, 1936), 1961 gelang die speziesiibergreifende Ubertragung auf die
Maus (Chandler, 1961). Menschen infizierten sich mit diesem Stamm nicht, es wurden so
genannte Speziesbarrieren angenommen (Moore et al., 2005). Innerhalb der Primaten gelan-
gen jedoch Infektionen von Schimpansen durch intrazerebrale Inokulation von an CJD er-
krankten humanen Gehirns (Gibbs, Jr. et al., 1968). Man postulierte zundchst als Ausloser der
langsam verlaufenden Erkrankungen ein allen Spezies gemeinsames ,,slow virus® (Sigurds-
son, 1954). Die Infektiositdt von Hirnextrakten erwies sich jedoch als resistent gegeniiber
Nukleinsdure modifizierende Verfahren. Weil Protein zerstorende Reagenzien zur Inaktivie-
rung fiithrten, wurde schlieBlich ein Agens aus Aminosiduren vermutet. Es stellte sich nun die
Frage, wie sich das Agens entgegen des molekularbiologischen Dogmas (Crick, 1970) ohne
Genmaterial replizieren konnte (Alper et al., 1967). Der Neurologe Stanley Prusiner formu-
lierte die Hypothese eines autokatalytisch aktiven Prion (proteinaceous infectious agent) als
neue Erregerklasse (Prusiner, 1998). Das gesuchte Prion Protein (PrP) war aufgrund seiner
besonderen Resistenz gegen den Abbau durch die Proteinase K zu isolieren: das “PrPres”
(Proteinase K resistent) zeigte ein Molekulargewicht von 27-30 KDa (Bolton et al., 1982).
Das dazugehorige Gen Prnp (cDNS-Sonde (Prusiner et al., 1984)) liel sich iiberraschender
Weise in infiziertem wie in normalem Hirn nachweisen (Chesebro et al., 1985; Oesch et al.,

Cec

1985). Es wird zunichst als physiologisches ,,PrP~* (cellular) exprimiert. Erst die Bildung
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Scc

eines Konformationsisomers fithrt zum pathologischen ,,PrP™* (Scrapie causing) (Stahl et al.,
1993). Der genaue Mechanismus der Umfaltung ist unbekannt. Die Isomere unterscheiden
sich in ihren biochemischen Eigenschaften: PrP*° besitzt iiberwiegend eine B-Faltblatt-
Struktur und kaum o-Helices, bei PrP€ finden sich umgekehrt vor allem o-helikale Anteile
und weniger B-Faltblitter (Pan et al., 1993). Aufgrund der amyloidogenen B-Faltblattstruktur
akkumuliert PrP% (Borchelt et al., 1990) und kann von Proteasen nur zu dem Fragment PrPres
hydrolysiert werden (McKinley et al., 1991). PrP® wird dagegen komplett abgedaut und ist

ohne Denaturierung 16slich (Oesch et al., 1985).

1.3 Pathophysiologie des PrP>*

1.3.1 Replikation des PrP*

Der Replikationsmechanismus ist noch ungeklart. Man geht von einer Autokatalyse aus, bei
der das infektiose PrP* dem PrP® seine pathogene Konformation ,,aufzwingt*. Jedes neu ent-
standene PrP* beginnt seinerseits mit weiteren Umwandlungen. Im Rahmen dieses Prozesses
kommt es zur Akkumulation und zum Untergang von Neuronen. Dabei werden zwei Modelle
diskutiert, die nach reaktionskinetischen Berechnungen als realistisch gelten (Eigen, 1996):
Das Refolding-Modell mit einem intermedidren PrP* und einer Verschiebung des Gleichge-
wichts von PrP¢ und PrP* (Cohen and Prusiner, 1998), sowie das Nukleationsmodell mit ei-

ner amyloiden Anlagerung an einen induzierendem Keim (Lansbury, Jr. and Kosik, 2000).

1.3.2 Hypothese des “Loss” und “Gain of PrP“-Function”

Es konnte bislang jedoch nicht endgiiltig gekldart werden, wie die Entstehung des pathologi-
schen PrP* zum Nervenzelluntergang fiihrt. Eine These, die mit der postulierten neuroprotek-
tiven Funktion des physiolischen PrP¢ vereinbar ist, stellt den so genannten ,,LLoss of Functi-
on“ bei der Bildung von PrP% dar. Jedoch entwickeln sich Tiere mit einem knock-out des
Prnp weitgehend normal. Die neuroprotektive Funktion scheint also nicht von substantieller
Bedeutung zu sein oder kann von anderen Mechanismen iibernommen werden (Bueler et al.,
1992). Wie fiir andere neurodegenerative Erkrankungen, z.B. M. Alzheimer, gibt es auch eine
andere Hypothese, den ,,Toxic Gain of Function®, bei der akkumulierende Proteinaggregate
eine von der physiologischen Funktion des Proteins unabhingige toxische Aktivitidt entwi-

ckeln. PrP**-Aggregate konnten z.B. auf diese Weise den axonalen Transport blockieren oder
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mit synaptischer Transmission interferieren. Prnp-knock-out-Tiere zeigen jedoch sogar bei
intrazerebraler Inokulation hoher Dosen von PrP*° nicht die erwartete Neurodegeneration, d.h.
von PrP% per se geht offensichtlich keine wesentliche neurotoxische Wirkung aus (Bueler et
al., 1993). Es kann daher diskutiert werden, dass entweder ein Funktionsverlust bei der Bil-
dung des PrP%¢ entsteht, der unter normalen Labor- und Lebensbedingungen nicht von Bedeu-
tung ist, oder wihrend des Vorgangs der Heteromerisierung des PrP zum PrP* eine toxische
Wirkung entsteht, wobei das grole Aggregat einen inerten Residualzustand darstellt. Ange-
sichts der Expression des PrP® in allen untersuchten Spezies und der hohen Konservierung
des Gens (s.u.) wiire es zumindest nahe liegend, dass dem PrP® eine grundlegende Bedeutung

zukommt, die den evolutionsbiologischen Nachteil einer fatalen Prionerkrankung aufwiegt.

1.4 Das zelluldre Prionprotein

PrP€ findet sich bei allen untersuchten Vertebraten vom Hamster bis hin zum Kugelfisch (Su-
zuki et al., 2002). Das bedeutet einen frithen stammesgeschichtlichen Ursprung und eine hohe
evolutionidre Konservierung des PrP¢-Gens ,»Prnp“ (Westaway and Prusiner, 1986). Die Pri-
onproteine der Siugetiere sind > 90% homolog in Sequenz und Struktur (Lysek et al., 2005).
So kann das im Folgenden beschriebene PrP€ der Maus — ein in der Prionforschung gut unter-

suchtes Versuchstier — als stellvertretend fiir andere Spezies betrachtet werden.

1.4.1 Prnp und Prnd

Das murine PrP® ist auf dem relativ einfachen single-copy-Gen Prnp in 3 Exons, getrennt von
2 Introns, auf Chromosom 2 kodiert. ORF (open reading frame) ist das Exon am 3’-Ende, die
Introns werden nicht translatiert, womit alternatives Spleiflen ausgeschlossen ist (Westaway et
al., 1991). Das Prnp wird ubiquitédr von jeder Zellart exprimiert. In Korrelation mit der klini-
schen Manifestation der TSE findet sich das mit Abstand hochste m-RNA-Niveau in Neuro-
nen des ZNS und im Lymphgewebe, die peripheren Organe zeigen eine 20-50-fach niedrigere
Expressionsrate (Kretzschmar et al., 1986a; Ning et al., 2005). Das Gehirn enthilt 3-5 pg
PrP€ / g Gewebe (Moudjou et al., 2001), absolut macht Prp© jedoch weniger als 0,1 % der
Gesamtproteinmasse des ZNS aus (Turk et al., 1988). Das Prnp hat auf demselben Chromo-
som ungefihr 16 Kilobasen entfernt eine zu ca. 25 % homologe Kopie, genannt ,,Prnd*. Prnd
kodiert fiir die N-terminal verkiirzte PrP®-Version ,Doppel“ (downstream prion protein like

element), die vorwiegend in Herz und Hoden, jedoch nicht in Neuronen exprimiert wird (Sil-
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verman et al., 2000). Die Funktion ist nicht geklart, ménnliche Méuse ohne Doppel sind steril

(Behrens et al., 2002).

1.4.2 Biosynthese des PrP®

Wie bei den meisten sekretorischen Proteinen beginnt die Synthese des 254 Aminosduren
(AS) umfassenden PrP®-Priiproteins an zytosolischen Ribosomen mit der Translation einer N-
terminalen Signalsequenz von 22 AS. An diese kann ein sogenanntes ,,signal recognition par-
ticle* binden und iiber Interaktion mit seinem Rezeptor sowie einer Translokationspore den
Ribosom-Peptid-Komplex in das raue endoplasmatische Retikulum importieren. Dort wird die
Signalsequenz abgespalten (Hope et al., 1986). Wihrend der Translation werden optional und
abhidngig vom Redoxstatus n-glykosidisch Oligosaccharide an Asparagin in Position 181 und
197 angehingt. Diese Core-Glykane hingen an einer intramolekularen Schleife, gebildet
durch eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen in Position 179 und 214 (Kretzschmar et
al., 1986b; Stimson et al., 1999). Nach Beendigung der Elongation wird ein C-terminales Pep-
tid hinter Serin in Position 231 abgespalten und durch einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-
Anker (GPI-Anker) ersetzt (Stahl et al., 1992). Bei der im Golgi-Apparat posttranslational
fortgefiihrten Modifikation werden GPI-Anker und Core-Glykane weiter mit komplexen Zu-
ckerketten charakteristisch fiir Spezies und Zellart ausgestattet (Haraguchi et al., 1989; Hoo-
per, 2005). Nicht immer sind beide N-Glykosylierungsstellen besetzt, dariiber hinaus konnen
die Zuckerketten unterschiedliche Lingen haben (Caughey et al., 1989). Daher bildet sich das
native PrP® in der Masse auf dem Immunoblot als breit ,,verschmierte Bande (smear) zwi-
schen 27-37 kDa ab. Nach enzymatischer Deglykosylierung mit PNGase F (Plummer, Jr. and
Tarentino, 1991) kann das Molekulargewicht exakter bestimmt werden und betrdgt 27-29 kDa
(Haraguchi et al., 1989). Vereinzelt kommen Hydroxylierung (Gill et al., 2000) und / oder
Phosphorylierungen (Negro et al., 2000) des PrP€ vor. Der GPI-Anker und eine spezielle N-
terminale Domine signalisieren den vesikuldren Transport des fertig prozessierten Proteins,
schematisch dargestellt in Abbildung 1, vom Golgi-Apparat zur Zellmembran (Walmsley et
al., 2003).



Einleitung 7

s
- LGP
|

I | I I I |
23 51 91 111 181 197 231

Abbildung 1: PrPC-Volllinge mit posttranslationalen Modifikationen (schematisch) Das N-
terminale Fragment (AS 23-120) ist frei beweglich enthilt die Oktarepeat-Region (AS 51-90). Der
strukturierte C-terminale Teil (AS 121-231) gliedert sich in drei a-Helices (H1-3) und zwei antipa-
rallele B-Faltblitter (31, 82). H2 und H3 sind verbunden durch eine Disulfidbriicke (S-S) zwischen
Cystein 179 und 214. Das fertig prozessierte PrPC (AS 23-231) besitzt zwei variabel glykosylierte
Core-Glykane an Asparagin 181 und 197 sowie C-terminal einen Glykosyl-Phosphytidyl-Inositol-
Anker (GPI).

1.4.3 Topologie des PrP©

Zu iiber 55% integriert sich PrP® mit dem GPI-Anker in cholesterin- und cerebrosidreiche
Hraft“-Domidnen der MembranauB3enseite (Naslavsky et al., 1997). Neben dieser vorherr-
schenden sekretorischen Form (secPrPC) gibt es noch zwei transmembrane Varianten: zum
einen das ebenfalls an der AuBenseite GPI-verankerte CtmPrP® (35%, C-terminal trans-
membrane), das jedoch in einer lipophilen Schleife mit der N-terminalen Domine wieder
nach intrazelluldr eintaucht; zum anderen das N-terminal nach extrazelluldar zeigende
NtmPrP© (15%, N-terminal transmembrane) mit einer lipophilen Transmembrandomine (AS
111-134) ohne GPI-Anker (Kim et al., 2001; Roucou et al., 2004). Diese Lokalisation spiegelt
sich in der Sensitivitit gegeniiber Phospholipase C, die das PrP€ aus dem Membranverbund

herauslosen kann (Griffoni et al., 2003).

1.4.4 Struktur des PrP¢

Als Modell gilt die mit der NMR (nuclear magnetic resonance) Spektroskopie bestimmte
Struktur von rekombinantem PrP aus Escherichia coli (sieche Abbildung 2). Dabei muss die
Einschrinkung gemacht werden, dass diesem Glykosylierungen sowie GPI-Anker fehlen und
die Untersuchung nicht unter natiirlichen Bedingungen des geweblichen Milieus durchgefiihrt
werden konnte. Am Aufbau des PrP werden zwei Bereiche unterschieden: ein ungefaltetes,

frei bewegliches Polypeptid N-terminal (AS 23-120) und eine hoch strukturierte Doméne C-
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terminal (AS 121-231). Etwa die Hilfte (AS 51-91) des N-terminalen Teils nimmt die ,,Okta-
repeat-Region®, eine sich wiederholende Sequenz von acht AS (Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-
Gly-Gln), ein. Der C-terminale Teil setzt sich aus drei a-Helices und zwei antiparallelen B-
Faltblittern, die die erste kleine Helix A einfassen, zusammen. Dieser strukturierte Teil des
PrP hat mit den B-Faltblittern und der Disulfidbriicke zwischen Helix B und C einen relativ

rigiden lipophilen Kern (Riek et al., 1997).

: O Mannose
o,

d
N-acetylgalactosamine g

®
® - i
HN-~C Glucosamine

SOOOOOOOOOCOOOOOCOOOOOOOCOOCOOOOOCOCOCOOOOCOCCOCOCOCOOOOOOOOOOOCO0)
LOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO00

Abbildung 2: Tertidre Struktur des zelluliren Prionproteins (schematisch) Das PrPC der Siugetiere
besitzt folgende Grundstruktur: ein frei bewegliches Polypeptid N-terminal (AS 23-120) sowie eine
hoch strukturierte Doméne C-terminal (AS 121-231) mit drei a-Helices und zwei antiparallelen B-
Faltblittern. C-terminal ist es mit einem GPI-Anker in die duere Zellmembran integriert (Aguzzi and
Heikenwalder, 20006).
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1.4.5 Stoffwechsel und Spaltungsprodukte

Etwa 10 % des fertig prozessierten PrP¢ wird durch eine an der Membran lokalisierte
Phospholipase innerhalb des GPI-Ankers gespalten und aus dem Membranverbund herausge-
16st (Caughey, 1991). Der GroBteil des PrP® bleibt membranstindig und geht mit einer Halb-
wertszeit von ungefihr 5 h (Borchelt et al., 1990) den reguldren Weg der Membranproteine
tiber Endozytose in Clathrin-coated-pits zum Abbau in Endolysosomen (Taylor and Hooper,
2007). Uber 90 % des endozytierten PrP€ rezirkulieren. Wihrend jeder Passage werden etwa
5 % durch proteolytische Spaltung degradiert (Harris et al., 1993). Man nimmt an, dass diese
Prozessierung in aziden endosomalen Kompartimenten wihrend Endozytose und Riicktrans-
port zur Zellmembran stattfindet (Laffont-Proust et al., 2005). Wie schematisch in Abbildung
3 dargestellt, entstehen zwei grolere Spaltprodukte: CI (a-Cleavage) und C2 (B-Cleavage)
mit korrespondierenden N-terminalen Fragmenten N/ und N2. In gesundem Nervengewebe
findet vor allem die a-Cleavage statt, mit Spaltstelle an Aminosédure-Position 110/ 111 (Chen
et al., 1995). Das korrespondierende N1-Fragment wird nach extrazelluldr abgegeben (Vin-
cent et al., 2000). Die Spaltstelle der B-Cleavage wird nahe der Oktarepeat-Region vermutet
und in dieser Arbeit noch niher eingegrenzt. Mittels enzymatischer Deglykosylierung durch
PNGase F lassen sich die C-terminalen Fragmente nachweisen. Das deglykosylierte C1-
Fragment mit Molekulargewicht 16 kDa ist wie die Volllinge komplex glykosyliert und bleibt
mit GPI-Rest in raft-Doménen der Zellmembran verankert (Laffont-Proust et al., 2006). Es ist
wie die Vollldnge hitzestabil. Sein isoelektrischer Punkt (pl) ist relativ sauer (C1 pH 6,0; PrP©
pH 7,8), da mit der N-terminalen Domine ca. 10 basische AS fehlen (Chen et al., 1995). C2,
das groBere Spaltprodukt der B-Cleavage, zeigt sich im Immunoblot als zarte Bande bei 20
kDa (deglykosyliert). Mit ldangerer N-terminaler Doméne als C1, d.h. mehr basischen AS,
wandert es in der zweidimensionalen Gelelektrophorese zwischen C1 und PrP¢. Potentielle
spaltende Proteinasen der a-Cleavage konnten Metalloproteasen wie ADAMI10 und TACE
darstellen (Vincent et al., 2001). Die B-Cleavage konnte auch durch freie Radikale und ab-

hingig von Kupfer ausgelost werden (McMahon et al., 2001).



10 Einleitung

23 51 91 111 231

l a-Cleavage
23 11V 112 231
N- i oK
3-Cleavage
23 o1 ¥ 92 231

. B I C

Abbildung 3: Spaltung des zelluliren Prion-Proteins Dargestellt sind die Spaltprodukte der PrPC-a-
und B-Cleavage. Die Spaltstelle der a-Cleavage befindet sich zwischen den Aminoséuren Histidin in
Position 111 und Methionin in Position 112. Die Spaltstelle der 3-Cleavage ist entsprechend bisheri-
gen Angaben hinter der Oktarepeat-Region (AS 51-91) angegeben (Mange et al., 2004).

1.5 Potentielle Funktionen des zelluldiren Prionproteins

Die Interpretation bisheriger Daten deutet auf eine komplexe Beteiligung des PrP€ in Neuro-
protektion, synaptischer Ubertragung und zelluliren Signalwege verschiedenster Funktionsbe-
reiche hin (Griffoni et al., 2003). Bedeutende Studien zur Funktionsbestimmung des PrP©
wurden an transgenen Miusen mit Uberexpression, Deletion oder komplettem knock-out des

Gens Prnp durchgefiihrt.

1.5.1 Prnp-knock-out

Bis auf geringfiigige verhaltensbiologische Unterschiede im zirkadianen Rhythmus (Tobler et
al., 1996) und Lernfihigkeit (Nishida et al., 1997) zeigten die PrP0/0-Mduse ,,Ziirich I und
,,Edinburgh* unter normalen Bedingungen einen unauffilligen Phéanotyp (Bueler et al., 1992;
Manson et al.,, 1994). Als moglichen Kompensationsmechanismus nimmt man ein PrPC-
Homolog m an, das die Funktion des PrP® bis zu einem gewissen Grad iibernehmen konnte.
Andere PrP0/0-Linien wie Nagasaki, Ziirich II oder Rikn zeigten letale Ataxien (Yokoyama et
al., 2001). Wie man inzwischen weil}, waren diese nicht auf die Abwesenheit des Prnp zu-
riickzufiihren, sondern es kam bei iiber das ORF hinausreihenden Deletionen zu ektoper Dop-

pel-Expression, die per se neurotoxisch wirkte (Moore et al., 1999). In Doppel exprimieren-
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den Zellen hiitte solch ein PrP“-Homolog = eine niedrigere Affinitit zu funktionellen Ligan-

den (Flechsig and Weissmann, 2004).

1.5.2 Interaktionspartner und Signalwege

Die hohe Rezirkulationsrate des PrPC legte zunichst eine mégliche Funktion als membrange-
bundener Rezeptor nahe (Shyng et al., 1993). Ein Ligand konnte jedoch bisher nicht gesichert
werden. Es wurde allerdings eine Reihe so genannter PrP°-Bindungspartner (PCBP) identifi-
ziert, fiir die physiologische Relevanz etwaiger Interaktionen besteht jedoch noch Kldrungs-
bedarf (Chen et al., 2003). Einige favorisierte Interaktionen werden nachfolgend kurz darge-
stellt: Durch extrazellulidre Interaktion wie mit dem Matrixprotein Laminin konnte PrP¢ zu-
satzlich in Zelladhésion und -migration sowie axonale Regeneration involviert sein (Martins
et al., 2001). Es gibt zudem Hinweise, dass PrPC als Bestandteil von raft-Domiinen auf darin
organisierte Signal-Proteine Einfluss nehmen konnte: in Zellkultur aktivierte es nach Antikor-
per vermittelter Vernetzung zusammen mit Caveolin-1 die Thyrosin-Kinase Fyn (Mouillet-
Richard et al., 2000). Diese setzt durch Phosphorylierung der ERK 1/2 (extracellular signal-
regulated kinase 1/2) zelluldre Signalkaskaden in Gang. Transkriptionsfaktoren, Proteine des
Zellzyklus, Apoptose-Regulatoren, Elemente des Zytoskeletts gehdren zu den iiber 160 be-
kannten Substraten dieser Kaskaden (Yoon and Seger, 2006). Das Stress-inducible-protein-1
(STI-1) vermittelt iiber Phosphorylierung der ERK 1/2 Proteinkinase Neuritogenese. In hip-
pocampalen Neuronen mit rekombinantem STI-1 konnte gezeigt werden, dass die Auslosung
dieses Signalwegs abhédngig von PrPC—EXpression und -Bindung ist (Lopes et al., 2005). Nach
Bindung des PrP® an das STI-1 konnte der aktivierte Proteinkinase A / cCAMP Signalweg reti-
nale Explantate von Ratten gegen Zelltod schiitzen (Zanata et al., 2002).

1.5.3 PrP® schiitzt vor Bax-vermittelter Apoptose

Die Beteiligung des PrP¢ wihrend der Induktion des programmierten Zelltodes stellt eine
gesonderte Form der Interaktion dar. Untersuchungen zeigten, dass hippocampale Neurone
von Prnp-knock-out-Miusen verglichen mit dem Wildtyp auf Serumdeprivation bzw. oxidati-
ven Stress verstdrkt mit Apoptose reagierten (Kuwahara et al., 1999). Obwohl eine bemer-
kenswerte Ahnlichkeit der Oktarepeat-Region mit der Bcl-2-Homologie-Doméne (BH2) des
pro-apoptotischen Bax und anti-apoptotischen Bcl-2 besteht, wird PrPC nicht zur Bcl-2-

Proteinfamilie gezidhlt (LeBlanc, 1998). Stattdessen konnte mittels yeast-two-hybrid-System
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eine direkte synergistische Interaktion von PrPC mit Bcl-2 nachgewiesen werden (Kurschner
and Morgan, 1995). Ebenso wie die Coexpression des anti-apoptotischen Bcl-2 mit Bax
schiitzt in Zellkultur eine PrP“-Coexpression offensichtlich vor der Bax-vermittelten Apopto-
se (Bounhar et al., 2001). Die anti-apoptotische Aktivitit des PrP® inhibiert weiterhin die
Freisetzung von zytotoxischem Cytocrom C beim Bax-vermittelten mitochondrialen apoptoti-
schen Pathway (Kim et al., 2004). Das molekulare Target hierbei ist jedoch noch unbekannt.
Moglich wire eine getriggerte Supprimierung des Bax iiber eine der oben beschriebenen ERK
1/2 oder Proteinkinase A Signalkaskaden. Man nimmt an, dass fiir die anti-Bax-Wirkung die

N-terminale Doméne von besonderer Bedeutung ist (s. u.).

1.5.4 Essentielle Rolle der N-terminalen Domiine fiir die Funktion des PrP¢

Neben Prnp-knock-out-M#usen wurden weitere transgene Tiere zur Untersuchung der fiir die
potentielle Funktion essentiellen Abschnitte des Proteins geziichtet. Mduse mit N-terminalen
Deletionen (APrP), insbesondere solchen der hoch konservierten kupferbindenden Oktare-
peat-Region, zeigten eine reduzierte anti-apoptotische Wirkung ihres APrP (Bounhar et al.,
2001). Offensichtlich wiesen sie wie knock-out-Tiere auch erhohte Spiegel von ,,reactive o-
xygen species (ROS) auf, die von manchen Autoren auf eine dem Enzym Superoxiddismuta-
se dahnliche Aktivitit des PrP zuriickgefiihrt wurden (Brown et al., 1999; Sakudo et al., 2006).
Ein experimentell an die Zellmembran fixierter und damit wahrscheinlich inaktiven N-
terminalen Domine fiihrte ebenfalls zu erhdhten zerebralen ROS-Spiegeln und gesteigerter
Empfindlichkeit gegeniiber Kupferionen (Zeng et al., 2003). Andererseits steigerten zusatz-
lich eingefiigte Oktapeptide die Kupfer-Bindung und anti-apoptotische Wirkung nicht, son-
dern manifestierten sich als toxische Mutationen (Leliveld et al., 2006). Wurden die Vollldnge
versus einem N-terminal deletiertem Prnp in Doppel-exprimierenden Méause der Null-Linie
Nagasaki transgen eingefiihrt, konnte das APrP nicht vor der Neurodegeneration bewahren
(Atarashi et al., 2003). Bislang ist konnte noch nicht geklart werden, ob und welche Reaktio-
nen des PrP® fiir eine anti-apoptotische Wirkung von Bedeutung sein konnten. Zumindest
legen diese und eine Vielzahl dhnlicher Untersuchungen legen nahe, dass die neuroprotektive
Funktion des PrP® in der hoch konservierten Oktapeptidregion der N-terminalen Domine zu

suchen ist.



Einleitung 13

1.5.5 PrP® und Kupfer

Eine besondere Eigenschaft des N-terminalen Abschnites des PrP€ ist die selektive Affinitiit
zu Kupfer. Ein PrP“-Molekiil bindet abhingig vom pH- Wert bis zu fiinf Kupferatome
(Brown et al., 1997). Ob allerdings die Bindung direkte Auswirkungen auf den Kupferhaus-
halt und die Endozytose des PrP® hat (Pauly and Harris, 1998) bleibt fraglich. PrP¢ scheint
zumindest angesichts seiner hohen Rezirkulationsrate und deren Abfall bei Mutation der kup-
ferbindenden Oktarepeats mit in den Kupferhaushalt involviert zu sein (Perera and Hooper,
2001). Kupfer ist als Redox-Ubergangselement Bestandteil vieler Enzymsysteme und kann in
hoherer Konzentration eine oxidative Wirkung entfalten (Bush, 2000). Tatsidchlich zeigten
Prnp-knock-out-Miuse eine groflere Vulnerabilitdt gegen Kupfertoxizitiat und damit verbun-
denen oxidativen Stress (Brown et al., 1998). Eine Modulation des in der Bekdmpfung von
oxidativem Stress zentralen Cu-Proenzyms Superoxiddismutase (SOD) durch PrP¢ wird un-
terschiedlich diskutiert (Brown et al., 1997b; Kretzschmar et al., 2000; Rachidi et al., 2003).
Einige Autoren nehmen an, dass in der Oktarepeat-Region des PrP¢ eine eigene ,,SOD-like-
Aktivitdt sowie Gluthation-Reduktase-Aktivitdt von Bedeutung ist (Brown et al., 1999; Ra-
chidi et al., 2005; White et al., 1999). Erginzend ist auch an die kupferabhiingige Katalyse

eines anderen Reaktionskomplexes zu denken.

1.5.6 Einfluss des PrP€ auf die synaptische Ubertragung

Die Rolle des vorwiegend synaptisch lokalisierten PrP¢ in der Neurotransmission ist noch
nicht geklirt (Fournier et al., 2000). Es gibt starke Evidenz, dass das PrP€ in die synaptische
Transmission und Langzeitpotenzierung involviert ist (Collinge et al., 1994). Die synaptische
Ubertragung scheint desweiteren von der PrP®-Expressionsstirke abhingig zu sein (Carleton
et al., 2001). Bei Prnp-knock-out wurden Storungen synaptischer Strome und Potentiale ge-
funden (Colling et al., 1996). Als Ursache hierfiir wird die nachweisliche Modulation span-
nungsabhingiger L-Typ-Kalziumkanile sowie Kalzium-aktivierter Kalium-Kanéle durch das
PrPC diskutiert (Herms et al., 2001; Korte et al., 2003). Diese Verianderungen in der synapti-
schen Kalzium-Homoostase konnten Beeintrichtigungen von Kurz- und Langzeitgedichtnis
sowie bestimmter Lernprozesse, die Prnp-knock-out-Miuse zeigten, bedingen (Nishida et al.,
1997). Die Synapse ist bei der Manifestierung sowohl humaner als auch tierischer Prion-

Krankheiten sehr friih betroffen (Liu et al., 2002).
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1.5.7 Funktionelle Bedeutung der Spaltprodukte des PrP®

Uber die funktionelle Rolle der Proteolyse des PrP© weif man noch wenig. In Zellkultur wur-
de gezeigt, dass die Generierung der C-terminalen PrPC—Spaltprodukte — insbesondere die 8-
Cleavage nahe der kupferbindenden Oktarepeat-Region — durch ROS-Exposition gesteigert
werden konnte (McMahon et al., 2001). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Spaltung des
PrPC durch Zugabe eines Chelators divalenter Kationen inhibiert, jedoch nur durch Zugabe
der Redox-Ubergangselemente Kupfer und Eisen reaktiviert werden konnte (Jimenez-Huete et
al., 1998). Es liegt die Vermutung nahe, dass die Spaltung des Proteins weniger einem unspe-
zifischen Prozess des Protein-Katabolismus entspricht, sondern vielmehr eine Bedeutung in
der Funktion des PrP® haben konnte (Chen et al., 2003): Neurone mit Deletion der o-
Cleavage-Schnittstelle zeigten unter oxidativem Stress eine verbesserte Uberlebensfihigkeit
als Wildtyp-Neurone. Es wurde daraus die Hypothese entwickelt, dass das C2-Fragment das
biologisch aktive Spaltprodukt darstellen und durch eine schnell nachfolgende a-Cleavage
inaktiviert werden konnte. Dies wiirde zusétzlich die hohere Detektionsrate des C1-Fragments
erkldren (Mange et al., 2004). Die Spaltstelle der a-Cleavage zwischen Histidin 111 und
Methionin 112 befindet sich in der potentiell neurotoxischen amyloidogenen Domine AS
106-126 des PrPS (Jobling et al., 1999). Es wurde ferner auch gezeigt, dass in mit PrP* infi-
zierten Zellen ein C-terminales PrPC-Fragment in der Linge des C2-Fragments akkumulierte
(Parchi et al., 1999), weshalb die PrPC—Spaltung auch pathophysiologisch von Bedeutung sein
konnte. Die kleineren N-terminalen Spaltprodukte des PrP€ (etwa 9-12 kDa) sind sehr instabil
und die Funktion ist unbekannt (Hornemann and Glockshuber, 1996). Inwiefern eines der
Spaltungsfragmente oder der Moment der Spaltung an sich funktionell bedeutend ist, bleibt

weiter zu untersuchen.

1.6 Neuroprotektive Wirkung des PrPC in vivo

Oxidativer Stress ist eine der wichtigsten Ursachen fiir Zelluntergang des ZNS bei Hypoxie
(Lehtinen and Bonni, 2006). Die hochsten Konzentrationen erreichen ROS (reactive oxygen
species) unter dem hypoxischen Stress einer traumatischen (Lewen and Hillered, 1998) oder
ischamischen Schiadigung des zerebralen Gewebes (Fotheringham et al., 2000). Eine Vielzahl
protektiver und antioxidativer Proteine wird bei gesteigerter zelluldrer Antwort auf oxidativen
Stress exprimiert (Touzani et al., 2001). Unter anderem wurde auch eine gesteigerte PrP®-

Expression bei Autopsien hypoxischer menschlicher Gehirne beobachtet (Esiri et al., 2000).
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Sollte das Prionprotein eine zentrale Rolle in der Neuroprotektion spielen, miissten unter der-
artigen Hirnschidigungen die PrP®-abhingigen Effekte deutlich werden. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese wurden in-vivo-Tierversuchsmodelle zur Erzeugung zerebraler Lisionen
durch Schidelhirntraumata (Hoshino et al., 2003) oder fokale Ischdmie (McLennan et al.,

2004; Vosko et al., 2006) in der Prionforschung etabliert.

1.6.1 Controlled Cortical Impact (CCI)

Die Technik des CCI-Modells erlaubt mittels eines pneumatischen Sto3gerits die Erzeugung
einer gut dosierbaren Traumatisierung des Gehirns. Die grundlegende Studie fiir weitere Un-
tersuchungen mit CCI-Modellen in der Neurotraumatologie wurde 1991 zunichst an Ratten-
hirnen durchgefiihrt. Es wurden die Effekte verschiedener Intensititen des CCI anhand neuro-
logischer, kardiovaskulédrer und histopathologischer Kenngréfen analysiert: die gemessenen
technischen Parameter wie StoBkraft und -geschwindigkeit korrelierten eindeutig mit dem
histologischen Ausmall der Gewebeschddigung und funktionellen Beeintrachtigungen (Dixon
et al., 1991). Bei der Maus wurden die Auswirkungen eines CCI spiter ebenfalls genauer un-
tersucht und vergleichbar aussagekriftige Ergebnisse ermittelt (Zweckberger et al., 2003). Zur
Ermessung der Rolle des PrP€ bei einer traumatischen Hirnschiddigung verglichen 2003 Hos-
hino et al. 8 Wochen alte minnliche Prnp-knock-out-Méause auf C57/BL/6-Hintergrund mit
heterologen Prnp+/0-Littermates. Die Méuse wurden einem CCI mit einer Intensitit von 200
g/cm und 2 mm tiefer Impression des linken parietalen Kortex unterzogen. Vier Wochen nach
Kontusion hatten die Prnp0/0-Miuse signifikant groflere Ladsionsvolumina und schlechtere
Neuroscores als ihre Prnp+/0-Littermates manifestiert. Imunhistochemische Farbungen des
mauseigenen IgG, ein sensitiver Marker fiir Schadigung von Hirngewebe durch Extravasati-
on, zeigten zudem einen vergleichsweise extensiven Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke

bei den Prnp0/0-Méiusen (Hoshino et al., 2003).

1.6.2 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)

Auch die Effekte zerebraler Ischamie durch experimentelle Okklusion der A. cerebri media
mit und ohne Reperfusion sind gut dokumentiert (Hata et al., 1998). Bei der Maus wurde die
Entwicklung der Infarktgroe abhingig von Ischdmiedauer und verschiedenen postischimi-
schen Reperfusionszeiten sowie das histologische AusmaBl des mikrovaskuldren Schadens

genauestens untersucht: kurze Ischdmie (1 h) mit langer Reperfusion (24 h) verursachte weit-
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aus groflere Infarkte als schwere Ischimie (3 h) ohne Reperfusion. Die ischdmische Region
zeigte bei ersterem eine hoch signifikante Reduktion der GefidBdichte und Kollagen-Typ-IV
Immunoreakivitit auf: < 28 % verglichen mit der kontralateralen Hemisphire. Am ausgeprag-
testen waren die Basalganglien von der mikrovaskuldren Schidigung betroffen (Vosko et al.,
2006). In der Prionforschung fand das Modell einer MCAO erstmalig 2004 Anwendung: Mc-
Lennan et al. untersuchten Hirne ausgewachsener ménnlicher 129/0Ola Prnp+/+, 129/0Ola
PrP€0/0 sowie heterozygoter 129/0la Prnp+/0 Miuse 24h nach Elektrokoagulation der linken
MCA (Permanente Okklusion ohne Reperfusion). Schein- und nicht operierte Maushirne
dienten als Kontrolle. Prnp0/0-Méuse zeigten verglichen mit dem Wildtyp einen extensiven
Neuronenverlust. Bei Prnp+/+ und Prnp+/0 wies die Infarktzone keine, die Penumbra subletal
geschidigter Neurone dagegen die stirkste PrPC-Immunoreaktivitit auf. Bei allen ischimi-
schen Hirnen wurde die Léasionsfliche in 500 pm-Schnittstufen mit Hilfe einer semi-
automatischen Software analysiert und um die Volumenzunahme durch das Hirnédem korri-
giert. Es konnte objektiviert werden, dass Prnp(0/0-Miuse signifikant groBere ischdmische
Lasionsvolumina als der Wildtyp aufwiesen. Zusitzlich wurden bei Kontrolltieren jedes Ge-
notyps der Circulus Willisi und die beiden MCA mit Latex-Tinte dargestellt, um Vaskularisa-

tionsvariabilititen auszuschlieen (McLennan et al., 2004).

Die Ergebnisse beider Versuchsmodelle deuten darauf hin, dass neuronale Empfindlichkeit
gegeniiber oxidativen Stress und respektive eine neuronale Gewebsschidigung von der PrP-

Expression abhiingig ist.

1.7 Zielsetzung

Aus den bisherigen Studien lisst sich eine neuroprotektive Rolle des exprimierten PrP® ablei-
ten, welche in vivo besonders bei kritischen Bedingungen wie dem oxidativem Stress unter
Trauma oder Ischdmie deutlich wird. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht auf-
geklart. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung einer Spaltung
des PrP, die von duBeren Stressbedingungen abhingig zu sein scheint und eine funktionelle
Modifikation des PrP¢ darstellen konnte. In dieser Arbeit sollen daher die Spaltungsprodukte
des PrP° unter solchen Bedingungen in vivo nédher untersucht werden. Basierend auf den Er-
gebnissen von Hoshino et al. (2003) sowie McLennan (2004) wurde vom Zentrum fiir Neuro-
pathologie und Prionforschung (LMU) das Projekt ,,Zerebrales Trauma und ischamischer In-

sult im Mausmodell* in Kooperation mit dem Institut fiir chirurgische Forschung (LMU, Ar-
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beitsgruppe Prof. Dr. med. Plesnila) und der Neurologischen Klinik (LMU, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. med. Hamann) initiiert. Als Teil dieses Projekts beschiftigt sich die vorliegende
Arbeit mit der Spaltung des PrP in vivo unter den ischimischen Versuchsbedingungen. Zu-
nichst soll dazu an Littermates von Wildtyp-, Prnp-knock-out-Méusen und transgenen Méau-
sen mit Deletion der fiir die neuroprotektive Funktion als relevant erachteten Oktarepeat-
Region (PrPA32-93) die Ausdehnung der Léasion untersucht, bzw. nachvollzogen werden.
Darauf aufbauend soll nun die Auswirkung des Schadens hinsichtlich PrP-Expression und
Veridnderung der Spaltung im Vergleich mit schein- und unbehandelten Kontrollmédusen un-
tersucht werden. In Zellkulturen konnte bereits gezeigt werden, dass unter oxidativem Stress
vermehrt die N-terminal verkiirzten PrPC—Spaltprodukte C1 und C2 auftreten (Watt et al.,
2005). Viele der in vitro gewonnenen Erkenntnisse konnten aber im Tiermodell noch nicht
weiterfiihrend untersucht werden. Fiir die Experimente wurde eine Methode entwickelt, die es
ermdglicht, isolierte Hirnschnittareale einer Westernblot-Analyse zu unterziehen. In einer
densitometrischen Auswertung der Immunoblots soll die Expression der Proteinvolllinge
sowie des C1-Spaltprodukts von PrP® und PrPA32-93 quantitativ und in Referenz zum stabi-
len Zytoskelettmarker 3-Aktin analysiert werden. Dabei werden die Proteinexpression in ipsi-
und kontralateraler Hemisphire sowie bei MCAO zusitzlich im nekrotischen Infarktareal
verglichen. Anschlieend soll untersucht werden, inwieweit das PrPA32-93 einer B-Cleavage

unterlduft und ob die Region der Spaltung néher eingegrenzt werden kann.
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2 Material und Methoden

Die Tierexperimente wurden von der oberbayerischen Regierung genehmigt (Protokoll-
Nummer: 209.1-2531-81/01) und gemil Tierschutzstandards durchgefiihrt. Es wurden alle
Bemiihungen unternommen, die Zahl der Versuchstiere zu reduzieren und sicherzustellen,

dass sie frei von Schmerzen waren.

Die Tierzucht wurde im Zentrum fiir Neuropathologie und Prionforschung, LMU Miinchen,

unter der Leitung von Dr. med. vet. Mitteregger durchgefiihrt.

Der operative Teil des Projektes wurde von folgenden Kooperationspartnern durchgefiihrt:
Von Herrn Prof. Dr. med. Plesnila und den Dres. med. Ardeshiri (mit Arbeitsgruppe), Institut
fiir Chirurgische Forschung (LMU), wurden Maushirnschnitte und volumetrische Analysen
nach Controlled Cortical Impact (CCI) zur Verfiigung gestellt, vergleiche Abschnitt 2.2.1.
Von Herrn Prof. Dr. med. Hamann und Herrn Dr. med. Vosko (mit Arbeitsgruppe), Neurolo-
gische Klinik (LMU), wurden Maushirnschnitte und volumetrische Analysen nach Middle
Cerebral Artery Occlusion (MCAO) zur Verfiigung gestellt, vergleiche Abschnitt 2.2.2.

Das Gewebematerial wurde von mehreren Arbeitsgruppen im Zentrum fiir Neuropathologie
und Prionforschung (LMU) weiter untersucht. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich im We-

sentlichen mit der Prioproteinexpression und —spaltung nach zerebraler Schidigung.

Entsprechend jedem Textabschnitt werden die Bestanteile verwendeter Puffer und Losungen
aufgelistet sowie der Herstellernachweis aller nicht iiblicherweise in einem Standardlabor zur

Verfiigung stehenden Materialien und Gerite erbracht.

2.1 Tierzucht

2.1.1 Tierhaltung

Zur Sicherstellung eines hohen Hygiene-Standards waren die Tierhaltungsriume iiberdruck-

beliiftet und iiber ein geschlossenes Schleusensystem zu betreten. Die fiir die Versuche einge-
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setzten médnnlichen Miuse wurden unter diurnalen Bedingungen bei konstant 21 °C in Ge-

meinschaftskifigen mit maximal 5 Tieren gehalten.

2.1.2 Genetik

Es wurden Prnp0/0-Méuse der Prnp-knock-out-Linie ,,Ziirich I (Weissmann and Flechsig,
2003) und Wildtyp-Maiuse mit 129/Sv-C57/B16 Hintergrund gekreuzt. Die Prnp+/0 Rekombi-
nanten wurden zur Ziichtung der fiir die Versuche benotigten ménnlichen Prnp+/+, Prnp+/0
und Prnp0/0 Littermates verwendet. Zur Untersuchung der Funktion der Oktarepeat-Region
des PrP¢ (AS 51-91) wurden transgene C4/0-Miuse mit N-terminal verkiirztem PrPA32-93
(Flechsig et al., 2000) geziichtet. Es wurden hemizygote C4/0-Méuse mit Prnp0/0-Miusen
verpaart, um méinnliche C4/0- und Prnp(0/0-Littermates zu erhalten. Alle Miuse wurden mit-
tels PCR entsprechend publizierter Protokolle genotypisiert (Shmerling et al., 1998). In ho-
mozygoten C4-Tieren wurde eine dreifach hohere und in hemizygoten C4/0 eine 1,5-fach

hohere PrP-Expression detektiert als im Wildtyp, vergleiche Abbildung 4.

(28 kDa) - ,
S . -

(16 kDa)
3 4 5 6 7 8

Abbildung 4: PrP-Expressionsstirken Wildtyp, PrPA32-93 homozygot und heterozygot Um die im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren 3-fach hohere PrP-Expressionsstirke homozygoter C4-Méuse darzustel-
len, wurden im Westernblot Gewebeproben von Wildtyp-Hirn und hetero- sowie homozygoter
PrPA32-93-Hirnen aufgetragen. Lane 1: Marker, Lane 2: Wildtyp-PrP, 28 kDa (Konzentration 100%),
Lane 3: PrPA32-93 heterozygot, 21 kDa (100%), Lane 4: PrPA32-93 heterozygot (33%), Lane 5:
PrPA32-93 heterozygot (10%), Lane 6: PrPA32-93 homozygot (100%), Lane 7: PrPA32-93 homo-
zygot (33%), Lane 8: PrPA32-93 homozygot (10%). Es deutlich zu erkennen, dass PrPA32-93 homo-
zygot 33% (Lane 7) etwa die gleiche Intensitiit wie die Wildtyp-Probe (Lane 2) aufweist.



20 Material und Methoden

2.2 Neurochirurgie

2.2.1 Controlled Cortical Impact (CCI)

Das Tierversuch-Modell eines Schidelhirntraumas durch Controlled Cortical Impact (CCI)
wurde zuerst fiir Ratten beschrieben (Dixon et al., 1991) und spiter die Anwendung bei Miu-
sen modifiziert (Smith et al., 1995). Die Narkose wurde mit 3 % Isoflouran eingeleitet und bei
1.5 % in einem 70% / 30% Gemisch von N,O / O, aufrechterhalten. Uber den gesamten chi-
rurgischen Prozess mit anschlieBender Erholungsphase wurde mit Heizmatten die physiologi-
sche Korpertemperatur der Miuse (rektal 37 + 0,1 °C) konstant gehalten. Die Mause wurden
in Bauchlage fixiert. Der rasierte Kopf wurde in der zur Interaurallinie horizontalen Ebene in
ein stereotaktisches Rahmensystem eingespannt. Die Kopthaut wurde links parietotemporal in
Hohe des Bregma inzidiert. Nach Retraktion der Kopfschwarte wurde mittels eines Bohrers
eine 5 mm durchmessende Kraniotomie iiber dem linken parietalen Kortex (etwa 0,5 mm
posterior der Sutura coronalis und etwa 3 mm lateral der Sutura sagittalis) durchgefiihrt. Ein
pneumatisch betriebener Stahlzylinder von 3 mm Durchmesser wurde iiber der Kraniotomie
positioniert und das Trauma mit einer gewiinschten Geschwindigkeit von 8 m/s und einer
Eindringtiefe von 1 mm gesetzt. Je nach Versuchsgruppe schloss sich eine posttraumatische
Erholungsphase von 15 Minuten bzw. 24 Stunden an. Die Sham-Méuse wurden bis auf die
Setzung des Traumas den gleichen Operationsbedingungen unterzogen und wurden nach 15
Minuten durch intrakardiale Perfusion eiskalter isotonischer Kochsalzlosung (5 g/l bovines
Serumalbumin, 10 IU/I Heparin, 0,9 % NaCl) entblutet. Sofort im Anschluss wurden die Ge-
hirne entnommen und auf Trockeneis konserviert. Alle Méduse waren zum Zeitpunkt ihrer

Totung 2 Monate alt und wogen 25-35 g.

2.2.2 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)

Zur Okklusion der Arteria cerebri media (occlusion of the middle cerebral artery, MCAO)
wurde das intraluminale Filament Modell eingesetzt (Vosko et al., 2006). Die Narkose wurde
mit 3 % Isoflouran eingeleitet und bei 1.5 % in einem 70 % / 30 % Gemisch von N,O / O,
aufrechterhalten. Mit einem homoothermischen Decken-System und rektaler Temperaturmes-
sung wurde die physiologische Korpertemperatur der Méuse bei 37 + 0,1 °C konstant gehal-
ten. Der regionale cerebrale Blutfluss (rCBF) wurde bei allen Tieren mit Laser Doppler
Flussmessung (Perimed, Jarfdla, Schweden) iiberwacht, wofiir ein Glasfaserendoskop {iiber

dem Versorgungsgebiet der A. cerebri media 2 mm posterior und 6 mm lateral des Bregma
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angebracht wurde (Hata et al., 1998). Unter Schonung des N. vagus wurde die Arteria carotis
communis auf Hohe ihrer Bifurkation in Arteria carotis interna und externa durch Inzision in
medianer Halslinie freigelegt. Die A. carotis communis wurde temporir geclippt, nach kranial
eroffnet und ein Nylon-Faden (je nach Gewicht des Tieres mit einem Durchmesser von 0,2 —
0,3 mm) mit Silikonbeschichtung (Ethicon, Johnson&Johnson, Norderstedt, Belgien) ante-
rograd in die A. cerebri interna (bis 9 mm ab Bifurkation) vorgeschoben. An das Gewicht der
Tiere angepasst wurde ein Fadendurchmesser zwischen 0,2 - 0,3 mm gewéhlt. Daraufhin re-
duzierten sich die Werte der basalen rCBF des Stromgebiets der A. cerebri media um iiber 70
%. Der Faden wurde nach Ablauf einer einstiindigen Ischdmie zuriickgezogen, entsprechend
der Initiierung der Rekanalisation. Die Wundfldche wurde mittels Gewebekleber verschlos-
sen. Die Sham-Miuse wurden den gleichen Operationsbedingungen unterzogen, jedoch wur-
de hier der Faden lediglich in die A. carotis communis eingefiihrt. Dies induzierte keine ce-
rebrale Ischimie. Am Ende einer 24-stiindigen Reperfusionsphase wurden die die Tiere unter
tiefer finaler Narkose (Ketamin/Rompun) durch intrakardiale Perfusion kalter isotonischer
Saline (bovines Serumalbumin (5 g/l), Heparin (10 IU/l) und 2 ml Natrium-Nitroprussid-
Losung (100 pl, 18 mg in 10 ml Saline) entblutet und gekiihlt. Die Gehirne wurden rasch ent-
nommen und auf Trockeneis konserviert. Alle Miuse waren zum Zeitpunkt ihrer Totung 2

Monate alt und wogen 25-35 g.

2.3 Histologische Untersuchungen

2.3.1 Anfertigen der Kryoschnitte

Das kryokonservierte Hirn wurde mittels Tissue-Tek® (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA)
auf dem Kryotom (HM 360, Microm, Deutschland) befestigt. Entsprechend der Schnittstufen
des Schneideprotokolls wurden 10 um bzw. 20 um dicke koronare Kryoschnitte auf die Ob-
jekttrager aufgezogen. Jeder 50. Schnitt wurde fiir die volumetrische Analyse gesammelt.
Festgelegte Abschnitte wurden verworfen. Die iibrigen Schnitte wurden fiir immunhistoche-
mische Firbungen und Gewebeanalysen verwendet. Fiir die Immunblot-Analyse wurden
Schnitte der Schnittstufe 3,0 — 4,0 mm ab rostral herangezogen (siehe histologische Schnitt-

protokolle im Anhang).
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2.3.2 Fixierung und Rehydrierung von Kryoschnitten

Um eine Kondenswasserbildung beim Auftauen der Schnitte und daraus folgende Gewebever-
fliissigung und —ablosung vom Objekttriger zu vermeiden, wurden die Kryoschnitte vor der
Farbung fixiert. Hierzu wurden die Kryoschnitte direkt aus -80 °C in -20 °C kaltem 100 %-
igem Ethanol dehydriert und anschlieend bei 4 °C in 4 %-igem Paraformaldehyd (PFA-
Fixierlosung) iiber Nacht fixiert. Die weitere Behandlung am folgenden Tag erfolgte im
Kiihlschrank bei 2 °C bzw. auf Eis. Die Objekttriger wurden dreimal je 20 Minuten in eisge-
kiihltem (2 °C) PBS pH 7,3 gespiilt, anschlieBend 30 Minuten in gekiihltes (2 °C) 100 %-iges
Ethanol gegeben und danach 30 Minuten bei RT luftgetrocknet. Dann wurden die Kryoschnit-
te unmittelbar vor der Farbung bei RT zunéchst 10 minuten in 70 %-igem Ethanol rehydriert,

anschlieend mit Aqua dest. gespiilt und zwiemal je 10 Minuten in PBS pH 7,3 gewaschen.

2.3.3 Immunhistochemie

Unmittelbar vor der Farbung wurden die fixierten Schnitte bei Raumtemperatur 10 Minuten in
70 %-igem Ethanol rehydriert. AnschlieBend wurde das Gewebe mit Aqua dest. gespiilt und
zweimal je 10 Minuten in Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung gewissert. Die Protokolle
aller immunhistochemischen Farbungen wurden per Hand entwickelt und auf einer halbauto-
matischen histologischen Fiarbemaschine (Ventana BenchMark, Strassburg, Frankreich) wie

folgt durchgefiihrt:

PrPC-Fiirbung

1. Antigen-Retrieval: Gewebe-Andau mit Protease 1 (Ventana, Strassburg, Frankreich)

2. 15-miniitiges Blocken unspezifischer Bindungen mit 0,05 % Kasein (I-Block™, Tropix,
Bedford, MA, USA) bei 37° C

3. 2 Waschschritte mit Reaction Buffer (Ventana, Strassburg, Frankreich)

4. 32-miniitige Inkubation bei 37°C mit dem gegen rekombinantes Volllinge-Maus-
Prionprotein, AS 23-231 gerichteten Primédrantikorper CDC1 Kaninchen-Anti-Maus (Ei-
genproduktion), 1:500 verdiinnt in 100 ul Antibody Dilutant (Ventana, Strassburg, Frank-
reich)

5. 1 Waschschritt mit Reaction Buffer (Ventana, Strassburg, Frankreich)

6. Detektion des Primérantikorpers durch 32-miniitige Inkubation bei 37 °C mit dem biotiny-

lierten sowie Streptavidin bindenden polyklonalen Sekundirantikérper Schwein-Anti-
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Kaninchen (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland), 1: 150 verdiinnt in 100ul Antibo-
dy Dilutant (Ventana, Strassburg, Frankreich)

7. 1 Waschschritt mit Reaction Buffer (Ventana, Strassburg, Frankreich)

8. 12-miniitige Inkubation bei 37 °C mit an Alkalische Phosphatase gekoppeltem Streptavi-

din (Enhanced SA-AP/Ventana-Reagenz, Ventana, Strassburg, Frankreich)

9. 1 Waschschritt mit Reaction Buffer (Ventana, Strassburg, Frankreich)

10. 4-miniitige Inkubation bei 37 °C mit 100 pul Enhanced Enhancer/Ventana Reagenz
(Ventana, Strassburg, Frankreich) und 100 ul Enhanced Naphthol (Ventana, Strassburg,
Frankreich)

11. Entwicklung mit dem Chromogen Fast Red, das durch die Aktivitdt der Alkalischen
Phosphatase als rot-fluoreszierender Farbstoff ausfillt (Absorption: 488 nm, Emission:
562 nm): 8-miniitige Inkubation bei 37 °C mit 100 ul Enhanced Fast Red A (Ventana,
Strassburg, Frankreich), anschliefend 8-miniitige Inkubation bei 37 °C mit 100 ul En-
hanced Fast Red B (Ventana, Strassburg, Frankreich)

12. 2 Waschschritte mit Reaction Buffer (Ventana, Strassburg, Frankreich)

13.  Gegenfirbung mit Hamalaun und DAPI per Hand

14. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol 70 %, Ethanol 96 %, 5 Minuten
Ethanol 100 %).

J-Aktin-Fdrbung

Auch die immunhistochemische Farbung des B-Aktins wurde auf der Farbemaschine durchge-
fithrt. Bis auf Weglassen des Antigen-Retrieval-Schrittes zu Beginn der Farbung und die
Verwendung eines anderen Primérantikorpers (polyklonaler Anti-B-Aktin-Antikorper Actin I-
19, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland, Verdiinnung 1:500 verdiinnt in 100
ul Antibody-Dilutant) erfolgte die B-Aktin-Firbung mit demselben Programm wie die PrP¢-
Féarbung.

Immunfluoreszenz

Fiir die Immunfluoreszenzfarbung von B-Aktin und PrP¢ wurden mit dem Flourochrom CY3
konjugierte Sekundirantikorper (1:100 verdiinnt in 100 pl Antibody-Dilutant, Dianova
GmbH, Hamburg, Deutschland) verwendet. Die Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff 42,6-Diamino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (1:10.000, Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland) gegengefirbt. Die gefidrbten Schnitte wurden nicht in Alkohol dehydriert, son-

dern mit Wasser iiberschichtet.
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2.3.4 Nissl-Firbung

Die Kresylviolett-Farbung nach Franz Nissl (Nissl, 1894) ist eine Methode zur Darstellung
basophiler Verbindungen von Nukleinsiduren des Zellkerns und des der Kernhiille angehoren-
den rauen endoplasmatischen Retikulums (Nissl-Substanz). Da sich Nissl-Substanz in Ner-
venzellen nur im Zellkorper und nicht in Zellfortsédtzen befindet, kann graue von weiller Sub-
stanz abgegrenzt werden. Die Nissl-Fiarbung ermoglicht es sehr gut Verdnderungen empfind-
licher Neurone unter Apoptose oder Nekrose (Pyknose, Karyorhexis, Verdnderungen der Pro-
teinsynthese in der Nissl-Substanz) darzustellen. Die gefrorenen Kryoschnitte wurden in 70 %
Ethanol dehydriert. AnschlieBend wurden sie 1h mit 0,002 % Kresylviolett gefarbt und mit
Aqua dest. gespiilt. Unter mikroskopischer Kontrolle folgte die Kern-Diffenzierung in auf-
steigender Alkoholreihe und Zugabe von Eisessig (96 % Ethanol, 100 % Ethanol + 8 Tropfen
von 100 %-igem Eisessig, 100 % Ethanol, je zwei Minuten).

2.3.5 Konservierung der gefiarbten Schnitte

Mit Ausnahme der Immun-Fluoreszenz-Fiarbungen wurden alle gefidrbten Schnitte nach der
Dehydrierung in Ethanol abschlieBend in Xylol gespiilt und mit einem Deckgldschen und
Eindeckmedium (Coverquick, Labornord, Monchengladbach, Deutschland) konserviert. Die
Immun-Fluoreszenz-Firbungen wurden nur mit Wasser und einem Deckgldschen vor Aus-

trocknung geschiitzt und unverziiglich mikroskopiert.

2.4 Volumetrie

Von den Hirnen der CCI- und MCAO-Versuche wurden von 3 mm ab rostral (Entfernen des
olfaktorischen Bulbus) bis etwa 5 mm hinter Bregma koronare Serienschnitte angefertigt. Fiir
die volumetrische Analyse wurde jeder 50. der 10 um dicken Schnitte gesammelt (siehe histo-
logische Schneideprotokolle) und nach Nissl gefarbt, wobei sich das nekrotische Gewebe
blass abgrenzte. Die Schnitte wurden mit einem hochauflésenden Flachscanner (Epson,
Meerbusch, Deutschland) digitalisiert. Mit Optimas Imaging Software (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA) wurden nach Eichung der Bildgrofle die Flachen der Lidsion und der
Hemisphéren metrisch bestimmt. Die Partialvolumina zwischen den Schnittstufen wurden mit

folgender Formel berechnet und zusammengesetzt:
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n—1
Lésionsvolumen = Z area; x 500um
i=1

(beginnend bei 500 um, i = 1, bis 7500 um, n = 15)

2.5 Immunoblot-Analyse

Fiir eine differenzierte Analyse der PrPC-Spaltprodukte war es notwendig einzelne Regionen
der Hirnschnitte zu untersuchen: bei Ischdmiemiusen die Infarktzone, das umgebende ipsila-
terale Gewebe mit Penumbra sowie die kontralaterale Hemisphire, bei Traumaméusen ipsi-
und kontralaterale Hemisphire. Zur Untersuchung dieser mikroskopischen Gewebemengen
aus den histologischen Schnitten wurde ein hoch sensitives Immunoblot-Verfahren mit einer
volumenbezogener Technik der Gewebe-Lysierung entwickelt (Krebs et al., 2006). Dabei
werden zunichst Areale im histologischen Schnitt ausgesucht und deren Gewebevolumen
vermessen. AnschlieBend wird dieses Gewebe mit einem Lysierungspuffer lysiert und denatu-
riert, so dass die enthaltenen Proteine mittels einer miniaturisierten Gelelektrophorese aufge-
trennt werden konnen. Es erfolgen nun Ubertrag und Immobilisation auf einen Immunoblot,
der nachfolgend mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert wird. Eine enzymatische Fir-

bung dient der Visualisierung der detektierten Proteine.

2.5.1 Férbung vor dem Lysieren

Gemill der Zielsetzung war fiir die Immunoblot-Analyse eine orientierende Farbung der
Schnitte notwendig, um die verschiedenen Hirnregionen abgrenzen zu konnen, bzw. die Ge-
websnekrosen sichtbar zu machen. Es wurde eine abgewandelte Form der Kresylviolett-
Féarbung von Nukleinsdure nach Nissl entwickelt. Diese Technik ohne vorangehende Gewebe-
fixierung erlaubt, die Proteine, welche sich nicht anfiarben, in moglichst nativen Zustand zu
belassen — trotz histologischer Voruntersuchung. Zusitzlich erleichtert ein farbiges Lysat die
Kontrolle der vollstindigen Abnahme des Gewebes vom Objekttriger. Die bei -80° C einge-
frorenen Schnitte wurden auf einer Warmeplatte (ca. 35°C) rasch erwidrmt, um einen feuchten
Beschlag zu vermeiden. Das Gewebe wurde nun 2 min in 100 % Ethanol entwissert und an-
schlieend mit 0,002 % Kresylviolettlosung in 70% Ethanol etwa 5 min gefarbt bis die Hirn-
regionen abgrenzbar waren. Uberschiissige Farbe wurde in 100 % Ethanol gelost. Die Schnit-

te wurden getrocknet und rasch weiterverarbeitet.
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2.5.2 Lysierungsverfahren

Die oben beschriebenen Regionen der histologischen Schnitte wurden mit einem spitzen
Skalpell durch Einritzen feiner Trennlinien unter mikroskopischer Kontrolle markiert. Fiir ein
moglichst schonendes und vollstindiges Extrahieren der Proteine aus dem Gewebeverband
wurde ein spezieller Lysierungspuffer (60 mM Tris-HCI, pH 7,2, 2 % SDS, 50 mM DTT, 10
% Glycerin, 1 mM EDTA) verwendet. Dabei bewirkt SDS eine Auflosung des Gewebes ohne
mikroskopisch sichtbare Fragmente innerhalb weniger Minuten und Dithiothreitol (DTT) zu-
satzlich stark reduzierend. Glycerin dient der Einstellung der Hygroskopie und Viskositit, die
fiir die Handhabung der geringen Probevolumina von groBer Bedeutung ist. Die Proteasen
werden rasch denaturiert und in ihrer Aktivitét inhibiert. iir das vollstindigen Auflosen von 1
mm? (bei Schnittdicke 20 pum = 0,02 mm’) erwies sich ein vorgesehenes Puffervolumen von
ca. 2 ul (2 mm’) als optimal. Bei zu geringer Puffermenge tritt eine Schleimbildung des Ly-
sats auf (vermutlich DNS-Faden), die zur ungeniigenden Auflosung und Abnahme fiihren. Ein
groferes Puffervolumen verbessert den Lysierungsprozess nicht und stellt nur eine unnotige
Verdiinnung dar. Fiir die Lyse der abgegrenzten Regionen wurde jeweils das erforderliche
Volumen des Lysierungspuffers (siche unten) mit einer Pipette aufgezogen und davon vor-
sichtig soviel Lysierungspuffer auf die entsprechende Region aufgebracht, so dass das aufzu-
losende Gewebeareal vollstindig bedeckt war, aber keine Pufferfliissigkeit iiber die mit dem
Skalpell eingeritzte Markierung hinauslief. Ein Pufferiiberschuss kam in das vorbereitete Ge-
fal. Um moglichen Pufferverlust durch Verdunstung bei Raumtemperatur zu minimieren,
wurde der Objekttrager zum Lysieren neben ein Coolpack (- 20° C) gelegt. Hierbei wurde
ausgeniitzt, dass die kalte, mit Wasser iibersittigte Luft zu Boden sinkt und dabei kontinuier-
lich den Objekttriger ,,iiberfliet*. Nach 2 Minuten hatte sich das Gewebe im Lysierungspuf-
fer makro- und mikroskopisch komplett gelost. Das homogene leicht viskose Lysat wurde mit
der Pipette aufgezogen und zu dem restlichen Puffervolumen gegeben. Mit einem weiteren
Tropfen aus dem Lysat wurde die Region auf dem Objekttriger nach dem Lysieren gespiilt,
um eventuell verbliebene Lysatreste moglichst komplett abnehmen zu kénnen. Dies wurde
durch die vorangehende Farbung des Gewebes mit Kresylviolett erleichtert. Das Lysat wurde
nun nochmals durch Auf- und Hinunter-Pipettieren und auf dem Vortex-Gerit gemischt. Ein
eventueller Schaum oder Tropfen am Rand des Gefilles wurden vor der Weiterverarbeitung
zum Probenvolumen zuriick-zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben in einem PCR-
Cycler (DNA Thermal Cycler, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) fiir 10 Minuten bei 95° C
weiter denaturiert und schlieflich auf 4° C gekiihlt. Die Objekttriger wurden beziiglich der

Vollstindigkeit der Lyse, bzw. verbliebener Reste eines Gewebeverbands kontrolliert.
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2.5.3 Abschitzung des Volumenverlusts bei der Lysierung durch Verdunstung

Ein Maushirn-Schnitt von 10um Dicke wurde im Ganzen durch Auftragen von Lysie-
rungspuffer lysiert. Der maximal mogliche Verlust an Lysierungspuffer durch Verdunstung
bei Raumtemperatur wurde evaluiert. Dazu wurde der Objekttriager mit einer Prizisionswaage
(CP224S, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland) vor und nach Auftragen des Lysierungspuf-
fers sowie nach Abnehmen des Gewebelysats gewogen. Die Objekttriger wurden nicht mit

Hilfe von Coolpacks gekiihlt.

2.5.4 Kontrolle der Schnittdicke der histologischen Schnitte

Fiir die korrekte Messung des zu untersuchenden Gewebevolumens musste die Schnittdicke
der histologischen Schnitte genau vermessen werden. Dazu wurden mit dem unten angegebe-
nen Kryotom Kontrollschnitte angefertigt (Einstellung 10um und 20um) und mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff DAPI (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) angefédrbt. Mit Hilfe der kon-
fokalen Laser-Mikroskopie (TCS System SP2, Leica, Wetzlar, Deutschland) konnte nun die

Messung der Schnittdicke mit hoher Genauigkeit durchgefiihrt werden.

2.5.5 Detektionsgrenze der Immunoblot-Technik

Zur Abschitzung der Limitationen des Verfahrens wurde das minimale mit dem Immunoblot-
Verfahren detektierbare Gewebevolumen eines Hirngewebeschnitts ermittelt. Zu diesem
Zweck wurde bei einem koronaren Maushirn-Schnitt von 20um Dicke (kontrolliert mit kon-
fokaler Laser-Mikroskopie) die Fldche eines kleinen Kortexausschnitts nahe Bregma mit dem
Skalpell markiert und digital bestimmt. Aus diesen Werten wurde das Gewebevolumen exakt
berechnet. Die darin enthaltene durchschnittliche Zahl an Neuronen wurde histologisch er-
fasst. AnschlieBend wurde die Fliche mit 2 pl Lysierungspuffer / mm? aufgelost. Diese Probe
wurde in 10-facher Wiederholung 1:1 mit Lysierungspuffer verdiinnt, um eine logarithmische

Verdiinnungsserie zu erhalten.

2.5.6 Herstellung der Proben fiir das CCI- und MCAO-Projekt

Fiir die Immunoblot-Analyse wurden kryofixierte und Nissl gefirbte koronare Maushirn-
schnitte der 3,5 mm ab rostral verwendet. Bei Hirnschnitten des Trauma-Versuchs sowie bei

Sham- und Kontroll-Tieren wurden die Hemisphéren I und C (ipsi- und kontralateral) durch
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Einritzen einer medialen Trennlinie getrennt. Bei den Ischdmie-Hirnen wurden die zu unter-
suchenden Areale N (Nekrose), 1 (ipsilateraler Rest der geschiddigten Hemisphére) und C
(kontralaterale Hemisphire) unter mikroskopischer Kontrolle markiert. Die Fliache von N ent-
sprach typischerweise 1/3 Hemisphére und von I 2/3 Hemisphére. Die Areale wurden nach-
einander, im Fall der Ischamie mit der kleinsten Fliche N beginnend, mit Lysierungspuffer
aufgelost (vergleiche Abbildung 5). Eine Maushirn-Hemisphidre wurde mit 42 ul Lysie-
rungspuffer aufgelost, entsprechend N mit 14 pl, I mit 28 pl. Die abschlieBende Behandlung
zur Deglykosylierung (s.u.) verdoppelte das Probenvolumen. Fiir die spitere quantitative
Auswertung der Proteinbanden wurden die Proben mit einer standardisierten Konzentrations-

reihe (s.u.) auf jedem Gel verglichen.

Abbildung 5: Lysierung Die zu homogenisierenden Schnittregionen (hier bei MCAO Nekrose (N),
ipsilaterale (I) und kontralaterale Hemisphére (C)) wurden mit dem Lysierungspuffer nacheinander
mit dem kleinsten Areal (N) beginnend aufgelost und das Lysat mit der Pipette vom Objekttriger ab-
genommen.

2.5.7 Herstellung der Konzentrationsreihen fiir MCAO und CCI

Zur spiteren Quantifizierung der Banden wurden auf jedes Gel standardisierte Konzentrati-
onsreihen von dquivalentem Maushirngewebe aufgetragen. Der Ubersichtlichkeit halber wird

mit den Volumina der auftragsfertigen Proben gerechnet.

Von allen Proben wurden jeweils identische Volumina (100 %) auf das Gel aufgetragen (s.u.),
nidmlich 14 pl (bei einem Fassungsvolumen einer Geltasche von 25 pl). Fiir eine Konzentra-

tionsreihe mit 4 Werten errechnen sich z.B. folgende Volumina:
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K1 (150 %) =21 ul

K2 (100 %) = 14 ul, entspricht Probenvolumen
K3 (75 %) = 10,5 pl

K4 (50 %) =7 pl

Gesamt 52,5 pl (pro Gel)

Fiir 10 Konzentrationsreihen wurden 525 ul auftragfertiges bzw. die Hilfte = 262,5 ul direk-
tes Lysat benotigt. Ein durchschnittlicher Kryo-Maushirnschnitt hat ein Volumen von ca. 6
mm x 9 mm x 0,02 mm = 1,08 mm’ = 1,08 mg und wurde mit 84 pl (42 ul a Hemisphire)
Lysierungspuffer aufgelost. Fiir die Konzentrationsreihe wurden keine Kryoschnitte verwen-
det, sondern eine dquivalente Menge kryofixierten Maushirngewebes: d.h. fiir 10 Gele muss-
ten (262,5 ul/ 84) x 1,08 mg = 3,375 mg Hirngewebe auf einer Prizisionswaage abgewogen
und mit 262,5 pul Lysierungspuffer aufgelost werden. Mit den folgenden Reagenzien der
Deglykosylierung (PNGase F Kit) und der Versetzung mit SDS (Limmli-Puffer) verdoppelte
sich das Volumen des unbehandelten Lysats auf 525 pl.

2.5.8 Deglykosylierung mit Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F)

Das variabel aminoglykosylierte PrP€ Lisst sich am Immunoblot nur ohne den glykosidischen
Shift des Molekulargewichts exakt quantifizieren. Das industriell aus dem Flavobacterium
meningosepticum gewonnene Enzym Peptid-N-Glykosidase F (Peptid—N4—(N—acetyl—B—D—
glucosaminyl)-Asparagin-Amidase) spaltet N-glykosidisch an Asparaginseitenketten gebun-
dene Glykoglykane ab (Plummer, Jr. and Tarentino, 1991). Die enzymatische Deglykosylie-
rung wurde mit dem Reagenziensystem des Herstellers (New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland) nach modifiziertem Standardprotokoll durchgefiihrt: den Proben wurde 1/5 des
Ausgangsvolumens an Glykoprotein-Denaturierungs-Puffer (0,5 % SDS, 40 mM DTT) zuge-
geben. Das Gemisch wurde 10 min bei 95 °C im PCR-Cycler denaturiert. Nach anschlieen-
dem Abkiihlen auf 4 °C wurden jeweils 1/5 Ausgangsvolumen NP40-Puffer (1 % Nonylphe-
nol 40), G7-Puffer (50 mM Natrium-Phosphat, pH 7,5) und PNGase-Suspension
(500,000 Units/ml in 20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 % Glycerin, pH 7,5)
zugefiigt. Der enzymatische Verdau lief 12 h im PCR-Cycler bei Optimaltemperatur 37 °C.

Beendet wurde die Reaktion durch 10 miniitiges Erhitzen auf 95 °C.
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2.5.9 Laden der Proteine

Unmittelbar vor der Gel-Elektrophorese wurde den Proben bei 95 °C iiber 10 min im PCR-
Cycler unter Zugabe von 1/5 Ausgangsvolumen ,,Limmli-Puffer (50 mM Tris-HCI, 2 %
SDS, 10 % B-Mercaptoethanol, 10 % Glycerin, 0,1 % Bromophenolblau, pH 6,8) erhitzt
(Laemmli, 1970). Beim Erhitzen gehen Wasserstoffbriickenbindungen der Sekundir-, Tertiér-
und Quartédrstruktur verloren. Das DTT des Lysispuffers wie auch B-Mercaptoethanol redu-
zieren kovalente Disulfidbriicken. So kann sich das anionische Detergens SDS im Verhiltnis
1,4:1 an basische und aromatische Aminosdurereste anlagern. SDS {iberkompensiert Protein-
Eigenladungen: mit den exponierten SO4>-Gruppen des SDS werden die Proteine zu Polyani-
onen und konnen nun ausschlieBlich nach ihren Grofen aufgetrennt werden. Der Farbstoff
erleichtert das Befiillen der Geltaschen und ldsst bei der Elektrophorese die Lauffront ab-
schitzen. Glycerin sorgt fiir die notige Dichte der Probe, die sich am Boden Geltasche

gleichméBig legen muss. Der pH 6,8 ist dem Sammelgel angeglichen.

2.5.10 Herstellung eines Bis-Tris-Polyacrylamidgels

Fiir die Auftrennung der SDS-beladenen Proteine im elektrischen Feld wurde ein diskontinu-
ierliches Gelsystem auf Polyacrylamid-Basis, das sogenannte SDS-PAGE (sodiumdodecylsul-
fate polyacrylamide gel elektrophoresis) (Laemmli, 1970), genutzt. Ein PAG hat zwei Teile:
ein ,,weitmaschiges Sammelgel mit saurem pH (stacking gel, ca. 1 cm, mit Probentaschen)
auf Seiten der Kathode fiir einen schnellen Durchtritt aller SDS-Protein-Komplexe, die am
Ubergang in das mit der Anode verbundene ,.feinmaschige* Trenngel mit basischem pH (re-
solving gel oder running gel) fokussiert werden. Dort werden sie durch den Widerstand einer
feinporigen Gelmatrix aus Polyacrylamid aufgetrennt. Polyacrylamid ist das Polymerisations-
produkt des Acrylsdureamids und wurde mit N,N-Methylen-bisacrylsdaureamid quervernetzt.
Das grobporige Sammelgel enthielt maximal 5 % Polyacrylamid. Der Porendurchmesser des
Trenngels ist je nach Molekulargewicht des untersuchten Proteins zu variieren, fiir das kleine
PrP€ (28 kDa) wurde ein engmaschigeres Gel mit 12 % Acrylamid gewihlt. Das Gel wurde
mit BisTris (Bis (2-hydroxyethyl) amino-tris (hydroxymethyl) methan) gepuffert. Die Sub-
stanz hat einen pKa von 6,4 und ist fiir Proben im pH-Bereich 5,5-7,5 einsetzbar. Ausgelost
und katalysiert wurde die Polymerisation durch Versetzung mit den Radikalbildnern Ammo-
niumperoxosulfat (APS) als Starter und Tetramethylethylendiamid (TEMED) als Katalysator.
Zuerst wurde die Trenngel-Mischung (12-%-ig: 6,25 ml 40-%-ige Acrylamidlésung, 5 ml
Running-Gel-Puffer (18,15 g Tris ad 75 ml H,O, pH 8,8 mit HCI ad 100 ml H,0), 0,2 ml 10
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% SDS, 6,7 ul TEMED, 100 ul APS, 8,56 ml H,O) ziigig durch ein einen 0,45 um Filter zwi-
schen zwei absolut fettfreie, abgedichtete Glasplatten gegossen (2/3 der Hohe) und mit I-
sopropanol iiberschichtet. Das Trenngel war nach ca. 45 Minuten auspolymerisiert und konnte
nach Absaugen des Isopropanols mit dem Sammelgel (1,25 ml 40 %-ige Acrylamidlosung,
2,5 ml Stacking-Gel-Puffer (3,0 g Tris ad 40 ml H,O, pH 6,8), 100 ul 10 % SDS, 6 ml H,O, 7
ul TEMED, 100 ul APS) iiberschichtet werden. Die Gro8e der Gele fiir die densitometrischen
Auswertungen betrug ca. 6 cm x 8 cm, fiir hochauflosende Immunoblot-Untersuchungen
wurden Gele mit Laufhohen iiber 25 cm hergestellt. Durch abschlieBendes Einsetzen eines
Kamms in das Sammelgel wurden Taschen ausspart, die hinterher mit Proben befiillt wurden.
Fiir einen hohen Durchsatz der groen Anzahl von Proben wurden zusétzlich industriell her-
gestellte 12 % Bis-Tris-Gele (NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel 12 %, 1,0 mm, 10 wells, In-

vitrogen™, Karlsruhe, Deutschland) eingesetzt.

2.5.11 Elektrophorese

Das Gel wurde in die Elektrophorese-Apparatur (Modell P8D8, Owl Separation Systems,
Portsmouth, NH, USA) eingespannt und der Kamm entfernt. Die Anoden- und Kathoden-
kammer wurden mit leitendem Laufpuffer bis iiber den Spiegel der Taschen befiillt. Als lei-
tender Puffer wurde der MOPS-Laufpuffer eingesetzt (50 mM Tris, pH 7.2, 0,1 % SDS, 1
mM EDTA, 50 mM 3-(N-Morpholino)-propanesulfonicacid), der eine scharfe Auftrennung
von Molekulargewichten um 30 kDa durch retrograde Diffusion in das Trenngel begiinstigt.
Mit einer speziellen lang ausgezogenen Pipette wurden die Taschen mit den Proben beschickt.
Das im Lysierungspuffer enthaltene schwere Glycerin wirkte dem Auftrieb der SDS-Protein-
Komplexe entgegen. In die erste Tasche wurden statt einer Probe 5 ul des Markers geladen
(SeeBlue® Pre-Stained Standard, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), ein fertiges vorgeférb-
tes Protein-Standardgemisch mit ,,Limmli-Puffer* fiir die spitere Zuordnung der untersuchten
Proteine anhand ihres Molekulargewichts. Damit die Gele beim Prozess der Elektrophorese
nicht iiberhitzten, wurde das in die Apparatur integrierte Kithlkammersystem an die Wasser-
leitung (ca. 10° C) angeschlossen. Es wurde eine kontinuierliche Spannung von 100 V iiber
ca. 40 min angelegt. In der ersten Phase verdichtet sich schnell die eingefiillte Probe beim
Eindringen in das Sammelgel (1. Fokussierung). In der 2. Phase wird das Sammelgel mafig
schnell durchlaufen und die Proteine verdichten sich erneut beim Ubertritt in das basische
Trenngel (2. Fokussierung). Nun erfolgt in der 3. Phase der langsame Auftrennungsprozess

im Trenngel: kleinere Komplexe wandern schneller zur Anode als grof3e, d.h. das Molekular-
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gewicht ist umgekehrt proportional zur Wanderungsgeschwindigkeit (siche Abbildung 6). Ein
ausreichender Auftrennungsgrad wurde erreicht, wenn die Lauffront eine vom Boden der
Geltaschen gemessene Strecke von ca. 2,5 cm (bzw. bei hochauflésenden Untersuchungen ca.

23 cm) erreicht hatte.

2.5.12 Coomassie Fiarbung zur Kontrolle der elektrophoretischen Auftrennung

Die Firbung mit Coomassie ist eine Standard-Methode um im Polyacrylamid enthaltene Pro-
teine sichtbar zu machen. Sie diente der Kontrolle, ob die Geltaschen mit derselben Protein-
menge beschickt wurden und ob sich die Proteine korrekt aufgetrennt haben. Eine anschlie-
Bende Weiterverarbeitung (z.B. Immunoblot) ist nicht méglich. Das Gel wurde ca. 10 Minu-
ten in die Farbelosung (0,1 % Coomassie Brilliantblau R, 50 % Methanol, 7 % Essigsidure)
gelegt. Die Siure fixierte die Proteine im Gel, der Farbstoff lagerte sich nahezu irreversibel an
basische und aromatische Aminosiuren. Uberschiissige Farbe wurde durch Wissern des Gels

in 50 % Methanol entfernt.

2.5.13 Semidry Blotting Technik

Zwei Filterpapiere (Whatman, Dassel, Deutschland), zugeschnitten auf die GroB3e des Gels,
wurden 2 min in Transfer-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol, 0,1 % SDS,
pH 8,3) getrinkt. Die hydrophobe Polyvinyl-Difluorid-Membran (Immobilon, Millipore,
Eschborn, Deutschland), ebenfalls mit Fliache des Gels, wurde mittels 100 % Methanol be-
feuchtet und mit Transferpuffer gepuffert. Das Gel wurde mit Transferpuffer befeuchtet. Mit
einem Plastikspatel wurden die Taschen und der Rand unter der Lauffront abgestochen, um
einen inhomogenen Stromfluss zu verhindern. Zum Transfer der SDS-Protein-Komplexe
wurden Gel und Membran im Sandwich-System zwischen die Filterpapiere geschichtet: das
erste Filterpapier kam auf den Boden (Anode) des Blot-Gerits (Semi Phor, Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, CA, USA), darauf blasenfrei die PVDF-Membran (am leichtesten
lieBen sich Luftblasen durch hin und her Rollen eines Glaszylinders beseitigen), wiederum
darauf das Gel und zum Schluss das zweite Filterpapier. Der Stapel wurde vorsichtig mit dem
Deckel (Kathode) beschwert. Das Gerit wurde an eine konstante Stromstiarke von 70 mA / 50
cm? Gelfliche iiber 2,5 h angeschlossen (Towbin et al., 1979). Die SDS-Protein-Komplexe
wanderten in Richtung Anode und sammelten sich in den Poren der PVDF-Membran (ver-

gleiche Abbildung 6). Die Membran wurde mit Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (137
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mM NaCl, 2,7 mM KCl, 7 mM Na,HPOy,, 1,5 mM KH,PO,4, pH 7,4) iiber 5 min auf den fiir
die Antikorperbindung geeigneten physiologischen pH 7,4 umgepuffert (Aquilibrieren). Zu-
satzlich wurde ein Grofteil des SDS gelost, so dass viele Proteine ihre Epitopstruktur anneh-

men konnten.

2.5.14 Immunodetektion

Nach dem Transfer und Aquilibrieren wurde die PVDF-Membran 1 h bei Raumtemperatur
(RT) mit PBS-Puffer (0,05 g Casein (I-Block™, Tropix, Bedford, MA, USA), 0,5 %
Tween20 (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz) ad 1 L Phosphat gepufferte Saline (137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7 mM Na,HPOy,, 1,5 mM KH,PO,), pH 7,4) geblockt, um unspezifi-
sche Bindungsstellen der Membran mit dem inertem Casein zu blockieren. So banden bei der
anschlieenden Immunodetektion die Antikorper selektiv ihr Epitop und es entstand kein
Banden-Hintergrund. Zur Entfernung eventueller Reste wurde die Membran nach dem Blo-
cken dreimal gewissert. Danach wurde mit der Primér-Antikorper-Inkubation begonnen. Der
PrPC—Antikbrper 4H11 (monoklonal Maus, Produktion H. Schitzl, Institut fiir Virologie der
LMU Miinchen), gerichtet gegen die Helix 1 (AS 145-153) des PrP€, wurde in der Verdiin-
nung 1:2000 in PBS-Puffer eingesetzt. Die Membran wurde 12 h iiber Nacht bei 4°C inku-
biert. Der sehr reaktive Antikorper Actin I-19 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland) gegen B-Aktin wurde 1:5000 verdiinnt und als zweite Primir-Antikorper-
Inkubation eingesetzt (1h bei RT). Nach jeder Primir-Antikorperinkubation wurde die Memb-
ran gewissert und es folgten drei 15-miniitige Waschschritte bei RT mit PBS-Puffer. Es wur-
de noch einmal gewissert und 1h bei RT mit Alkalische Phosphatase verbundenem Sekundir-
Antikorper ,,Polyklonal Ziege Anti-Maus® fiir die Detektion des 4H11 bzw. , Anti-
Kaninchen* fiir die Detektion des Actin (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) 1:2000
verdiinnt in PBS-Puffer, inkubiert. Durch Bindung mehrerer Sekundérantikdrper an einen
Primérantikorper wurde eine Signalverstiarkung erreicht. Wieder wurde die Membran gewds-
sert, dreimal 15-miniitig mit PBS-Puffer bei RT gewaschen und noch einmal gewissert. Zur
Farbung wurde sie mit Alkalische-Phosphatase-Puffer (100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 100 mM
Tris, pH 9,5) 1 min auf pH 9,5 4quilibriert und in die Férbelosung iiberfiihrt. Diese bestand
aus Alkalische-Phosphatase-Puffer mit 0,1 % Losung von Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
(NBT) sowie 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat (BCIP), Stamml6sung jeweils 1:1 in 100 %
Dimethylformanid gelost. Die Losung wurde zeitnah angesetzt, da sich die Chromogene

spontan verbrauchten. Die an die Sekundir-Antikorper gekoppelte alkalische Phosphatase
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dephosphoryliert das BCIP, das daraufthin mit dem NBT in einer Redox-Farbreaktion einen
unldslichen blauen Farbstoff generiert (vergleiche Abbildung 6). Nach etwa 30 min waren die
mit Sekundar-Antikdrpern markierten Protein-Banden ausreichend angefirbt (Leary et al.,
1983). Die Reaktion wurde, wenn die schwichsten Banden zart sichtbar waren, durch Wis-
sern und Umpuffern in PBS-Puffer (pH 7,4) gestoppt. Fiir ein gleichméfBiges Ergebnis wurde

bei allen Inkubations- und Waschschritten eine automatische Wippe eingesetzt.

+

Abbildung 6: Gelelektrophorese und Immunoblot-Technik Die Proteine der Probe wurden im Gel
elektrophoretisch nach Molekulargewicht aufgetrennt (SDS-PAGE) (1). Die Proteinbanden wurden
mit Hilfe elektrischer Spannung aus dem Gel heraus in eine Membran transferiert (2). Die Detektion
der Banden erfolgte in standardisierten Inkubations- und Wisserungsschritten: zundchst wurde die
Membran mit dem gegen das gesuchte Protein gerichteten Primérantikorper inkubiert. Zur Signalver-
stidrkung folgte eine Inkubation mit gegen den Primérantikorper gerichteten und an das Enzym ,,Alka-
lische Phosphatase* gekoppelten Sekundérantikdrpern. Mit Hilfe des Enzyms wurde in einem weiteren
Inkubationsschritt ein Farbstoff umgesetzt, der die Proteinbande sichtbar werden lief (3,4).

2.5.15 Densitometrie

Die Immunoblots wurden mit einem hoch auflésenden Flachscanner (Epson, Meerbusch,
Deutschland) digitalisiert und die Intensitdt der Banden mit der Software Total Lab V 2.01
(Nonlinear Dynamics, Newcastle-upon-Tyne, UK) quantifiziert. Die halbautomatische Navi-
gation des Programms erlaubte eine individuelle Auswahl der auszuwertenden Lanes und Pro-

tein-Banden. Wie dargestellt in Abbildung 8 und Abbildung 9 wurden die Proteinbanden an



Material und Methoden 35

der exakten Pixel-Position ihres Intensitdtspeaks zur Messung bestimmt. Auf jedem Blot be-
fand sich die Probe eines Protein-Standard-Gemischs mit bekannten Molekulargewichten,
sieche Abbildung 7. Mit diesen Werten konnte das Programm das exakte Molekulargewicht
jeder Proteinbande anhand ihres Intensititspeaks berechnen (sieche Abbildung 10). Die defi-
nierten Proteinmengen der Verdiinnungsreihe aus Kontrollhirn-Lysat wurden zur Bestimmung
der Proteinmenge der Proben herangezogen. Die Pixel-Intensitdtswerte der Banden wurden
dem Prozentwert der Verdiinnung zugeordnet. Aus diesen Werten wurde mit Hilfe des Pro-
gramms fiir die Proteine B-Aktin und PrP®-Volllinge eine Regressionsanalyse (,,Eichkurve®)
errechnet. Der prozentuale Intensitdtswert entsprach der relativen Angabe der in der Probe
enthaltenen Proteinmenge (,,quantity calibration®), siche Abbildung 11. Auf diese Funktionen
normalisiert wurden die Intensititswerte des B-Aktins und PrP® in den Proben prozentual an-
gegeben. Der relative Anteil der PrP®-Spaltprodukte wurde anhand der Regressionsfunktion
der PrPC—Vollléinge berechnet (C1 und PrPC—Vollléinge werden am selben Epitop mit Antikor-
per 4H11 erkannt).

T T T — -
28 kD
el — e m— ——
7 > —— ""*3 4 :1‘.‘,“_;“‘,‘3
(16 kDa) (GG —— —
150% 100% 75% 50% N | C

Abbildung 7: Immunoblot mit Verdiinnungsreihe und den Proben einer Prnp+/+-Maus nach 1h
MCAQO mit 24h Reperfusionsphase Lane 1 enthilt ein Protein-Standard-Gemisch mit bekannten Mo-
lekulargewichten. In Lane 2-5 sind festgelegte Mengen der Verdiinnungsreihe aus Wildtyp-
Kontrollhirn-Lysat aufgetragen, 100 % entsprechen der Auftragsmenge (14 ul) der Proben des Isché-
mie-Hirns (Nekrose (N), ipsi- (I) und kontralaterale Hemisphire (C), Lanes 6-8). Die Immunoblots
wurden eingescannt und mit der TotalLap Software densitometrisch ausgewertet.
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Abbildung 8: Analyse der Proteinbanden einer Hirnlysat-Probe einer Prup+/+-Maus Immunode-
tektiert wurden die Proteine B-Aktin bei ca. 47 kDa (1) und PrPC mit der Vollldnge bei ca. 31 kDa (3)
sowie den PrPC-Spaltprodukten C2 bei ca. 24 kDa (4) und C1 bei ca. 17 kDa (5), Bande 2 ist unspezi-
fisch (vergleiche auch Abbildung 7). Fiir jede Bande wurde das Maximum der Pixel-Intensitit (Pixel-
intensitit = durchschnittliche Helligkeit der Pixel im ausgewéhlten Bereich) bestimmt. Zusitzlich war

es moglich anhand einer Standard-Protein-Probe das exakte Molekulargewicht der Banden zu errech-
nen.
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Abbildung 9: Analyse der Proteinbanden einer Hirnlysat-Probe einer PrnpA32-93-Maus Immuno-
detektiert wurden die Proteine B-Aktin bei ca. 47 kDa (1) und der PrnpA32-93-Vollldange bei ca. 25
kDa (3) sowie dem Spaltprodukt C1 bei ca. 17 kDa (5), Bande 2 ist unspezifisch. Fiir jede Bande wur-
de das Maximum der Pixel-Intensitét (Pixelintensitit = durchschnittliche Helligkeit der Pixel im aus-
gewihlten Bereich) bestimmt. Zusitzlich war es moglich anhand einer Stan-dard-Protein-Probe das
exakte Molekulargewicht der Banden zu errechnen.
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Abbildung 10: Beziehung von Laufhohe (x) und Nominalgewicht (y) der Markerproteine Die be-
kannten Molekulargewichte der Markerproteine (sieche auch Abbildung 7) wurden der detektierten
Pixelposition (Laufhohe) zugeordnet. Aus diesen Koordinaten erstellte die Software eine Regressions-
funktion zur exakten Bestimmung des Molekulargewichts der detektierten Proteine der Proben.
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Abbildung 11: Quantity Calibration Mit Hilfe der Bandenintensitit der definierten Proteinmengen
der Verdiinnungsreihe (sieche Abbildung 7) wurde fiir jedes detektierte Protein eine Regres-
sionsfunktion ermittelt. Die Bandenintensititen der Proben wurden relativ zur Verdiinnungsreihe in
prozentualem Volumen angegeben. Das R2-Value (BestimmtheitsmaB, maximal 1) gibt die Giite der
Modellfunktion an.
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2.6 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit dem SPSS Softwaresystem (SPSS for Windows, Version
9.0, SPSS, Chicago, IL, USA) und EXCEL2003 (Microsoft GmbH, 85716 Unterschleiheim,
Germany) durchgefiihrt. Fiir jede Messreihe wurden ein arithmetischer Mittelwert sowie die
Standardabweichung ermittelt. Der parametrische zweiseitige t-Test fiir unabhéngige Stich-
proben wurde zur Determinierung signifikanter Unterschiede zwischen zwei Gruppen ver-

wendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angenommen.

2.7 Experimentelles Protokoll

CCI (1. Versuchsreihe) Prnp+/+ 15 min post CCI  n=35
Prnp+/+ 24 h post CCI n=>5

CCI (2. Versuchsreihe) Prnp+/+ Kontrolle n=10
Prnp+/+ Sham n=10

Prnp+/+ 15 min post CCI  n=10
Prnp+/+ 24 h post CCI n=10

MCAO Prnp+/4+ 1h MCAO mit 24h Reperfusionsphase = n=7
Prnp+/+ Sham n=4
PrPA32-93 1Th MCAO mit 24h Reperfusionsphase n =35
PrPA32-93 Kontrolle n=4
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3 Ergebnisse

3.1 Prdzision der Methoden und Vorversuche

3.1.1 Uberpriifung der Schnittdicke

Die Prizision des Kryotoms wurde mittels konfokaler Laser-Mikroskopie iiberpriift. Die
Schnittdicke von jeweils n = 4 der 20 um und 10 pm dicken mit Fluoreszenzfarbstoff geférb-
ten Maushirnschnitten wurde mit einer Genauigkeit von 10 nm untersucht. Wie dargestellt in
Tabelle 1 betrug die durchschnittliche Dicke bei den 10 um-Schnitten 10,61 pum (min. 9,89
pm - max. 11,23 um), bei den 20 um-Schnitten 17,56 um (min. 14,65 pm - max. 21,55 um).

10 pm Schnitte 20 um Schnitte
Beginn (um) |Ende (um) Differenz (um) [Beginn (um) |Ende (um) Differenz (um)
1532,43 1543,57 11,14 1542,28 1557,08 14,8
1530,7 1541,93 11,23 1544,18 1558,83 14,65
1530,34 1540,23 9,89 1535,01 1554,27 19,26
1528,21 1538,38 10,17 1536,39 1557,94 21,55
Mw. (um) 10,61 Mw. (um) 17,56
Stabw. (um) 0,68 Stabw. (um) 3,41

Tabelle 1: Schnittdicke An jeweils n = 4 20 pm sowie 10 um dicken Kryoschnitten wurde mittels
konfokaler Lasermikrokopie die durchschnittliche Schnittdicke tiberpriift. Unter Differenz sind die
gemessenen Abstinde in um mit errechnetem Mittelwert und Standardabweichung angegeben.

3.1.2 Vollstiandigkeit des Lysierens

Die Genauigkeit des Lysierens wurde in einem Vorversuch untersucht. Vor und nach jedem
Schritt wurde das Gewicht des Objekttrigers mit Nissl-gefirbtem Hirnschnitt mit einer Prizi-
sionswaage bestimmt, um den Verlust an Gewebelysat im Verlauf der Homogenisierung ab-
zuschitzen (siehe Tabelle 2). Unmittelbar nach Auftrag von 20 ul Lysierungspuffer wurde
eine Gewichtsdifferenz von 20,4 ug gemessen (bedingt durch die hohe Dichte der im Puffer
enthaltenen Salze und des Glycerins). Der Verlust an Lysierungspuffer durch Verdunstung
betrug nach bewusst lang gehaltener 3-miniitiger Wartezeit bei Raumtemperatur (21 °C) 0,9
ug (4,4 %). Bei der praktischen Durchfithrung betrug die Wartezeit fiir die Wirkung des Ly-

sierungspuffers maximal 1 min. Nach Abnahme des Lysats mit der Pipette verblieben ohne
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nachzuspiilen 0,4 ug auf dem Objekttriager. Dies entspricht einer Gewebeabldsung von 98 %

bei Raumtemperatur.

Lysierungsprozess
Prozess Gewicht mg  Differenz mg
OT + Schnitt 4867,0
ad 20 pl Puffer 4887,4 20,4
nach 3 min. 4886,5 -0,9 Verdunstung 4,40%
Abnahme des Schnittes 4867,4 -19,1 Rest auf OT 2,05%

Tabelle 2: Lysierungsprozess Nach jedem Schritt des Lysierungsprozesses wurde das Gewicht des
Objekttriagers (OT) bestimmt. Aus den Gewichtdifferenzen wurden anteilig verdunsteter Puffer und
nach dem Lysieren auf dem Objekttriger verbliebener Lysatrest errechnet.

3.1.3 Detektionsgrenze der Immunoblot-Technik

Es sollte das minimale mit dem Immunoblot-Verfahren detektierbare Gewebevolumen eines
kryofixierten Hirngewebeschnitts ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurde bei einem koro-
naren Maushirn-Schnitt von 20um Dicke mit dem Skalpell ein kleiner Kortexausschnitt mar-
kiert. Der Schnitt wurde eingescannt und nach digitaler Bestimmung der Fliche (0,34 mm?)
das Gewebevolumen berechnet. Anschliefend wurde das Areal lysiert. Die Probe wurde in
10-facher Wiederholung 1:1 fiir eine logarithmische Serie verdiinnt. Im Immunoblot wurde in
jeder Verdiinnungsstufe der stabile Zytoskelettmarker B-Aktin immunodetektiert. In der 4.
Verdiinnungsstufe, entsprechend einer Flache von 0,021 mm? bzw. einem Gewebevolumen
von 42 nl, war die Bande des Zytoskelettmarkers B-Aktin noch sehr gut zu sehen (siehe Ab-
bildung 12). Ein Volumen von 42 nl entsprechend einer Fliche von 0,021 mm?, exemplarisch

dargestellt in Abbildung 13, ist in etwa dquivalent zu 15 kortikalen Neuronen.

R-actin O -

tissue area [mm?:  0.34 0.17 0.085 0.043 0.021

Abbildung 12: Immunoblot mit Verdiinnungsserie eines Maushirnschnitts Das Lysat einer Aus-
schnittfliche eines Maushirnschnitts wurde in logarithmischer Serie 1:1 verdiinnt. In der Immunoblot-
Analyse wurde das stabile Zytoskelettprotein 3-Aktin immunodetektiert. Die Abbildung zeigt die ers-
ten fiinf Verdiinnungen mit Angabe der zugehorig errechneten Gewebeflidche. Die Bande bei 0,021
mm?2 (42 nl Gewebevolumen) war noch hinreichend detektierbar.
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Abbildung 13: Nissl-Farbung eines koronaren Maushirnschnitts Der vergroflerte Ausschnitt zeigt
exemplarisch eine Kortex-Fliche von 0,021 mm’® entsprechend 42 nl Gewebevolumen der Im-
munoblot-Verdiinnungsreihe. 0,021 mm® eines 20 um dicken Kortex-Schnitts enthalten etwa 15 Neu-
rone.

3.1.4 Deglykosylierung mit PNGase F

Um eine optimale Deglykosylierung und Auftrennung der niedermolekularen Prionprotein-
Volllange mit den Spaltprodukten C1 und C2 im Kryolysat zu erzielen wurden verschiedene
Konzentrationen des Enzyms PNGase F sowie des denaturierenden Sodiumdodecylsulfat
SDS) in Lysierungspuffer sowie Puffern des PNGase-Kits getestet, vergleiche Abbildung 14.
Es wurde nach einer Konzentration des SDS gesucht, die eine maximale Denaturierung der
Proteine ermdglichte ohne das deglykosylierende Enzym zu stark anzugreifen. Am geeignets-
ten erwies sich der Einsatz jeder Komponente des PNGase-Kits mit 1/5 des Ausgangsvolu-
mens der Probe (sieche Material und Methoden). Ohne die enzymatische Deglykosylierung mit
PNGase F bildete sich das Prionprotein im Immunoblot mit deutlicher Verschiebung des Mo-
lekulargewichts (ca. 35 kDa) und zahlreichen unspezifischen Banden ab. Eine quantitative
Beurteilung der Volllange und der Spaltprodukte war nur nach weitgehend vollstindiger
Deglykosylierung méglich. Die PrP¢-Volllinge wurde bei ca. 28 kDa, das Spaltprodukt C2
bei ca. 21 kDa sowie das Spaltprodukt C1 bei ca. 16 kDa detektiert.



Ergebnisse 43

PrP¢
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Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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LENE RS (D) (A ) 05 025 1 05 05 025 05 05
se-Kit)
Denaturierungspuffer i ) 4 + ) ) i )
(PNGase-Kit)
Zeit (h) 1 1 1 1 1 12 12 1 12

Abbildung 14: Volistindigkeit der Deglykosylierung Fiir eine bestmogliche Auftrennung des PrP¢
wurden an jeweils 10 ul Hirnschnitt-Lysat verschiedene PNGase- und Pufferkonzentrationen sowie
Dauer des enzymatischen Verdaus getestet (vergleiche Tabelle unten und Kapitel 2.5.7). Am geeig-
netsten erwies sich die Zusammensetzung in Lane 4: hier wurde eine saubere Proteinauftrennung ohne
Verschmieren bei kleinstmoglichem Rest unspezifischer Banden erzielt. Die Dauer des enzymatischen
Verdaus hatte keinen Einfluss auf das Ergebnis.

3.2 Controlled Cortical Impact (CCI)

3.2.1 Histologie und Immunhistochemie

Die traumatische Verletzung der linken Hemisphére schloss zumeist den Mortorkortex mit
hoher gelegenen Anteilen der Hippocampus-Formation sowie kleine Teile des sensorischen
Kortex ein. Die primédre mechanische Verletzung durch den StoBel verursachte eine stempel-
formige Impression des Kortex umgeben von einem blassen Saum nekrotischen Gewebes. Die
immunhistochemische Firbung des PrP® (PrP®-Atikérper CDC1) in Prnp+/+-Hirnen 24 h
nach CCI zeigte eine abgeschwichte Anfirbung des nekrotischen Impressionstraumas und der
Penumbra (siehe Abbildung 15). Angrenzend an die Penumbra waren zahlreiche angeschwol-
lene Axone mit sehr starker Farbreaktion zu sehen. Bei einzelnen Neuronen war zusitzlich
das Zytoplasma angeférbt, viele Pyramidalzellen der Hippocampus-Formation zeigten eine
vermehrte Immunoreaktivitit. Zusétzlich wurden zur Kontrolle von allen Schnittstufen Fir-

bungen des ubiquitidren Zytoskelettmarkers B-Aktin angefertigt. Im nekrotischen Areal war 24
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h nach Trauma eine deutliche Minderung der B-Aktin-Farbreaktion feststellbar. Die 3-Aktin-

Verteilung im vitalen Gewebe war weitgehend homogen.

Abbildung 15: PrP¢-Firbung eines Prup+/+-Maushirns 24h nach Trauma A: 24 h nach CCI war
die linkskortikale Impressionsldsion mit schwach angefiarbter Penumbra deutlich abgrenzbar B: Bei
hoherer VergroBerung fanden sich in der Penumbra zahlreiche geschwollene Axone und vereinzelte

stark immunoreaktive Neurone (—). Die Firbung erfolgte mit dem panreaktiven polyklonalen PrP-
Antikorper CDC1.

3.2.2 Volumetrische Messungen bei CCI

Die unmittelbare Lision des Impressiontraumas wurde 15 min nach CCI untersucht: es zeig-
ten sich vergleichbar kleine Kontusionsvolumina von 6,5 % * 2,0 % des totalhemisphérischen
Volumens bei den Prnp0/0 (n = 7) sowie 7,0 % + 0,4 % bei den Prnp+/4+ Méusen (n = 6). Das
maximale Ausmal der sekundiren Lision wurde bei allen Médusen 24 h nach CCI in Hohe des
Bregma gefunden. Beim Vergleich der relativen Lisionsvolumina der drei Gruppen 24 h nach
CCl, dargestellt in Abbildung 16, zeigten die Prnp0/0 Méuse (n = 7) das groflite Lisionsvolu-
men mit 11,3 % + 1,0 % des totalen hemisphirischen Volumens. Das Lésionsvolumen der
hemizygoten Prnp+/0 Méause (n = 7) erreichte 10,5 % + 1,0 % des totalen hemisphirischen
Volumens. Die Prnp+/+ Wildtyp-Méduse (n = 6) zeigten die kleinsten Lésionsvolumina mit
9,8 % + 0,8 % des totalen hemisphérischen Volumens. Demnach vergrof3erte sich die primire
Lision (15 min nach CCI) in 24 h 1,73-fach in Prnp0/0 und 1,52-fach in Prnp+/+ Méusen. In
allen Hirnen war nach 24 h ein Mittellinien-Shift nach rechts zu sehen mit vergleichbarem
Volumen-Verhiltnis von ipsilateraler zu kontralateraler Hemisphére: 1,1 % bei Prnp-knock-

out, 1,2 % bei hemizygoten Prnp+/0 und 1,1 % beim Prnp-Wildtyp.
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Abbildung 16: Relative Lisionsvolumina 24h nach CCI in Prap+/+, Prup+/0 und Prup0/0 Maus-
hirnen Das grofite Lasionsvolumen bezogen auf das Volumen der ipsilateralen Hemisphire wiesen die
Prnp0/0-Tiere auf, signifikant groBer als die Wildtyp-Littermates (*p < 0,05)

3.2.3 Immunoblot-Analyse und Densitometrie

Die Immunoblot-Analyse wurde an kresylviolettgefarbten Kryo-Hirnschnitten der groften
Infarkt-Ausdehnung (3 mm ab Bregma) durchgefiihrt. Verglichen wurden Miuse 15 min und
24h nach CCI mit Sham- und unbehandelten Kontrolltieren. Die Proben wurden vor der Gel-
elektrophorese mit PNGase F deglykosyliert, um das Molekulargewicht exakt bestimmen zu
konnen. Bei Detektion mit dem PrP-Antikorper 4H11 zeigte sich die PrP®-Volllinge als
scharfe und stark gefiarbte Bande bei 28,5 kDa. Eine zusitzliche tiefere Bande wurde bei 16
kDa beobachtet und entspricht dem C1-Fragment des PrPC. Das C2-Fragment des PrP€ war
dazwischen schwach sichtbar bei 21 kDa. Als Referenzprotein wurde zusitzlich 3-Aktin (43
kDa), ein ubiquitdrer und stabiler Zytoskelettmarker, mit dem Primir-Antikorper Actin I-19
immunodetektiert. Die Intensitit der Banden wurde anhand der Kalibrierung densitometrisch
quantifiziert. Es wurden die Intensititswerte (dimensionslos, bezogen auf die Prozentwerte
der Konzentrationsreihe auf jedem Gel) des B-Aktins, der PrPC—Volll'ainge sowie des Cl1-
Fragments bezogen auf das histologische Gewebevolumen ermittelt. Die Intensitiatswerte der
PrP®-Volllinge und des C1-Fragments wurden zusitzlich mit den Werten des B-Aktins jeder
Lane abgeglichen, um Gewebevolumenschwankungen der Proben durch Nekrose oder Odem

beurteilen zu konnen.

Vergleich der Prnp+/+-Littermate-Mduse 15 min und 24h post CCI
In einem ersten Versuch wurden die Hemisphédren von jeweils n = 5 Prnp+/+-Littermate-

Maiusen der Gruppen 15 min und 24 h post CCI untersucht. Die Messungen zeigten in der
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ipsilateralen Hemisphire eine signifikante Reduktion (p < 0,01) der Intensitit des B-Aktins
24h nach CCI (ipsilateral 67,2 + 6,4 und kontralateral 100,6 + 31,0) im Vergleich zu 15 min
nach CCI (ipsilateral 79,4 + 19,7 und kontralateral 78,5 + 8,2), sieche Abbildung 17. Wie in
Abbildung 18 dargestellt, war die Intensitit der PrP®-Volllinge ebenfalls ipsilateral 24 h nach
CCI (34,5 £ 10,0) im Vergleich mit 15 min nach CCI (64,7 + 17,8) signifikant gesunken (p <
0,02), beim Vergleich der kontralateralen Hemisphéren (24 h post Trama 54,8 + 15,6 und 15
min post Trauma 74,8 + 22,3) findet sich ein Trend. Auch das PrP“-Fragment C1 zeigte in
beiden Hemisphiren ein Absinken 24h nach CCI (ipsilateral 43,8 + 29,2 und kontralateral
62,1 + 25,1) verglichen mit 15 min nach CCI (ipsilateral 70,1 £ 17,1 und kontralateral 87,7 +
9,2), p < 0,06 beim Vergleich der ipsilateralen Hemisphéren, siche Abbildung 19. In Relation
zu dem Zytoskelettmarker B-Aktin sanken 24 h nach CCI verglichen mit 15 min nach CCI die
Intensititen sowohl der PrP®-Volllinge (24 h post Trauma ipsilateral 48,5 + 24,3 und kontra-
lateral 63,0 + 31,3 sowie 15 min post Trauma ipsilateral 85,1 + 41,0 und kontralateral 102,7 +
72,2) als auch des PrPC—Fragments C1 (24 h post Trauma ipsilateral 51,5 + 31,2 und kontrala-
teral 66,4 + 55,2 sowie 15 min post Trauma ipsilateral 86,8 + 83,6 und kontralateral 105,5 +
56,0) in beiden Hemisphiren, vergleiche Abbildung 20 und Abbildung 21. 24 h nach CCI
zeigte die Ratio der PrPC—Fragment C1 zur PrPC—Volll'ainge ipsilateral (24 h post Trauma 82,2
+ 49,9 und 15 min post Trauma 50,2 + 18,0) wie kontralateral (24 h post Trauma 75,3 + 33,5
und 15 min post Trauma 49,6 + 8,6) einen Anstieg zugunsten des C1-Fagments, dargestellt in
Abbildung 22, allerdings mit erheblichen Schankungen der Werte — das Signifikanzniveau

wurde nicht erreicht.
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Abbildung 17: Quantifizierung des fi-Aktins nach CCI (Vorversuch) 24 h nach CCI zeigen die abso-
luten Intensititswerte des Zytoskelettmarkers B-Aktin eine signifikante Reduktion in der ipsilateralen
Hemisphire im Vergleich mit der ipsilateralen Hemisphiare der Versuchsgruppe 15 min nach CCI (*p
< 0,01). Die Messwerte fiir die kontralaterale Hemisphére der Miause 24 h nach CCI streuen stark.
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Abbildung 18: Quantifizierung der PrPC-Volllinge nach CCI (Vorversuch) 24 h nach CCI zeigen
die absoluten Intensitdtswerte des Zytoskelettmarkers B-Aktin eine signifikante Reduktion in der ipsi-
lateralen Hemisphire im Vergleich mit der ipsilateralen Hemisphire der Versuchsgrup-pe 15 min nach
CCI (*p < 0,02). Die Werte der kontralateralen Seite zeigen einen Trend.
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Abbildung 19: Quantifizierung des C1-Fragments nach CCI (Vorversuch) 24 h nach CCI zeigen die
absoluten Intensitdtswerte des C1-Fragments in beiden Hemisphéren eine Reduktion im Vergleich mit
der Versuchsgruppe 15 min nach CCI (beim Vergleich der ipsilateralen Hemi-sphéren betrug das p-
Value 0,006).
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Abbildung 20: Ratio PrPC-Volllinge und f3-Aktin nach CCI (Vorversuch) 24 h nach CCI zeigt die
Ratio der PrPC-Vollldnge mit dem Zytoskelettmarker 3-Aktin in beiden Hemisphéren eine Reduktion
im Vergleich mit der Versuchsgruppe 15 min nach CCL
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Abbildung 21: Ratio CI1-Fragment und f-Aktin nach CCI (Vorversuch) 24 h nach CCI zeigt die
Ratio des C1-Fragment mit dem Zytoskelettmarker B-Aktin in beiden Hemisphéren eine Reduktion im
Vergleich mit der Versuchsgruppe 15 min nach CCL
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Abbildung 22: Ratio CI-Fragment und PrPC-Volllinge nach CCI (Vorversuch) 24 h nach CCI
zeigt die Ratio des C1-Fragments mit der PrPC-Vollldnge in beiden Hemisphiren. Die Werte der Ra-
tios streuen stark. Der Anstieg zugunsten des C1-Fragments im Vergleich mit der Versuchsgruppe 15
min nach CCI ist nicht signifikant.
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Vergleich der Prnp+/+-Littermate-Mduse Kontrolle, Sham, 15 min und 24h post CCI

Um die beobachteten Auswirkungen des CCI genauer zu untersuchen, wurde der Versuch
erweitert: Es wurden jeweils n = 10 Prnp+/+-Littermates der Gruppen 15 min nach CCI und
24h nach CCI mit Sham-behandelte sowie unbehandelten Kontrollen verglichen. Abbildung
23 und Abbildung 24 zeigen exemplarisch Immunoblots dieser Versuchsreihe. Wie in Abbil-
dung 25 dargestellt zeigten die dimensionslosen Intensitidtswerte des Zytoskelettmarkers 8-
Aktin nach Trauma eine signifikante Reduktion in der ipsilateralen Hemisphdre (24 h post
Trauma 116,4 + 31,2 sowie 15 min post Trauma 106,8 £+ 24,3) im Vergleich mit der ipsilate-
ralen Hemisphire der Versuchsgruppen Sham (152,3 + 24,7) und Kontrolle (129,6 + 21,7),
alle p < 0,05. Die Werte der kontralateralen Hemisphéren zeigen einen Trend und streuen bei
den Kontrollmiusen stark (24 h post CCI 135,1 + 28,2, 15 min post CCI 112,3 + 28,4, Sham
145,1 + 29,6, Kontrolle 202,5 + 201,3). Die PrPC—Volll'ange zeigte sowohl ipsi- als auch
kontralateral nach CCI (24 h post CClI ipsilateral 101,4 + 29,5 und kontralateral 118,9 + 27,4
sowie 15 min post CCI ipsilateral 88,9 + 38,3 und kontralateral 107,2 + 26,3) beim Vergleich
mit der Shamgruppe (ipsilateral 196,8 + 57,6 und kontralateral 203,2 + 70,3) eine signifikante
Reduktion der Intensititswerte auf das Niveau der Kontrollméuse (ipsilateral 108,8 + 38,2
und kontralateral 124,5 + 49,7), alle p < 0,01, sieche Abbildung 26. Weiterhin zeigte sich beim
Vergleich mit den Sham-Tieren (ipsilateral 157,8 + 68,1 und kontralateral 156,7 + 68,2) 15
min nach CCI in beiden Hemisphéren (ipsilateral 76,2 £ 46,8 und kontralateral 97,0 £ 57,5)
eine signifikante Reduktion der absoluten Intensitdtswerte des Cl-Fragments unter das Ni-
veau der Kontrollméuse (ipsilateral 114,4 + 74,9 und kontralateral 111,8 + 53,4). 24h nach
CCI (ipsilateral 96,8 + 56,1 und kontralateral 106,1 + 56,5) fand sich im Vergleich mit den
Sham-Littermates ipsilateral eine signifikante Reduktion, kontralateral ein entsprechender
Trend, alle p < 0,05, siehe Abbildung 27. Diese Daten bestitigten die immunhistochemischen

Féarbungen quantitativ.
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Abbildung 23: Beispiel-Blot Littermates 15 min und 24h nach CCI sowie Kontrolle Inmunodetek-
tiert wurden B-Aktin (43 kDa) und deglykosyliertes PrPC mit Volllinge (28 kDa) und Fragmenten C1
(16 kDa) sowie C2 (zarte Bande bei ca. 21 kDa). Lane 1 enthilt einen Proteinmarker, Lane 2-4 eine
Konzentrationsreihe aus Prnp+/+-Sham-Hirnlysat. In Lane 5-10 sind Proben der ipsi- und kontralate-
ralen Hemisphédren (I und C) von Prnp+/+-Méusen 15 min und 24h nach CCI sowie einer Kontroll-
Littermate-Maus aufgetragen. Die Banden Proben der ipsilateralen Hemisphéren (I) nach CCI stellen
sich aufgrund der Gewebelédsion etwas schwicher als kontralateral (C) dar. Die Intensititsverschie-
bung der Banden von PrPC-Volllidnge zugunsten des Fragments C1 nach CCI verglichen mit den Ban-
den der Verdiinnungsreihe (Sham-Hirnlysat) ist deutlich zu sehen.

CCl Sham
i R ——

R
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(16 kDa) s PR —
200% 100% 50% I C

Abbildung 24: Beispiel-Blot der Proben einer Maus mit CCI-Sham-Behandlung Lane 1 enthilt
einen Proteinmarker, Lane 2-4 eine Konzentrationsreihe aus Prnp+/+-Sham-Hirnlysat. In Lane 5,6
sind Proben der ipsi- und kontralateralen Hemisphéren (I und C) von Prnp+/+-Sham-Méausen aufge-
tragen. Im Unterschied zu den CCI-Miusen zeigen die Sham-Tiere keine Intensititszunahme der C1-
Banden (vergleiche die vorangehende Abbildung 23).
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Abbildung 25: Quantifizierung des f-Aktins bei Prnp+/+-CCI sowie Sham- und Kontroll-
Littermates Nach CCI zeigen die absoluten Intensititswerte des Zytoskelettmarkers 3-Aktin eine sig-
nifikante Reduktion in der ipsilateralen Hemisphire im Vergleich mit der ipsilateralen Hemisphére der
Versuchsgruppen Sham und Kontrolle (alle *p < 0,05, **p < 0,05). Die Werte der kontralateralen He-
misphiren zeigen einen Trend. Die Messwerte fiir die kontralaterale Hemisphire der Kontrollmiuse
streuen stark.
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Abbildung 26: Quantifizierung der PrPC-Volllinge bei Prup+/+-CCI sowie Sham- und Kontroll-
Littermates Beim Vergleich mit der Shamgruppe zeigt sich nach CCI jeweils im Vergleich der Hemi-
sphéren sowohl ipsi- wie auch kontralateral eine signifikante Reduktion der absoluten Intensititswerte
der PrPC-Vollldnge auf das Niveau der Kontrollméuse (alle *p < 0,01).
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Abbildung 27: Quantifizierung des CI-Fragments bei Prup+/+-CCI sowie Sham- und Kontroll-
Littermates Beim Vergleich mit der Shamgruppe zeigt sich nach CCI in der ipsi- und kontralateralen
Hemisphidre 15 min nach CCI eine signifikante Reduktion der absouten Intensititswerte des C1-
Fragments unter das Niveau der Kontrollméuse. 24h nach CCI zeigt sich im Vergleich mit den Sham-
Littermates ipsilateral eine signifikante Reduktion, kontralateral zeigt sich ein Trend (alle *p < 0,05).

Die hohere Anzahl n erlaubt bei diesem Versuch eine bessere Betrachtung der Protein-Ratios.
Es wurden jeweils ipsilaterale bzw. kontralaterale Hemisphéren untereinander verglichen. Die
PrP-Volllinge in Relation zu dem Referenzprotein B-Aktin zeigte sich nach CCI sowohl in
der Gruppe der 15 min post CCI (ipsilateral 86,9 + 14,0 und kontralateral 96,2 + 14,9) als
auch der Gruppe 24h post CCI (ipsilateral 89,9 + 21,9 und kontralateral 90,0 + 15,8) auf dem
Niveau der Kontrollméuse (ipsilateral 85,7 + 30,0 und kontralateral 83,8 + 25,1). In dieser
Relation waren die Ratios der drei Gruppen beim Vergleich mit den Sham-Tieren (ipsilateral
130,2 £ 35,5 und kontralateral 141,7 + 58,7) in beiden Hemisphiren signifikant erhoht (alle p
< 0,05), vergleiche Abbildung 28. Die Ratio des Spaltungsprodukts C1 mit 3-Aktin nach CCI
(24 h post CCI ipsilateral 91,6 + 48,0 und kontralateral 85,1 + 38,7 sowie 15 min ipsilateral
88,0 £+ 35,3 und kontralateral 85,7 + 42,9) sowie die Kontrolltiere (ipsilateral 97,3 + 70,9 und
kontralateral 102,0 + 74,5) zeigten eine relativ groe Streuung. Der niedrige Wert der Sham-
behandelten Littermates (ipsilateral 78,4 + 16,4 und kontralateral 75,4 + 21,8) ist nicht sigifi-
kant, dargestellt in Abbildung 29. Die Ratio C1 / PrP®-Volllinge (24 h post CCI ipsilateral
93,0 £ 45,9 und kontralateral 86,8 + 36,0, 15 min ipsilateral 89,5 + 32,5 und kontralateral 87,1
+ 40,8, Sham ipsilateral 78,5 + 16,4 und kontralateral 75,4 + 21,7, Kontrolle ipsilateral 100,7
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+ 68,0 und kontralateral 111,8 + 72,4) streut ebenfalls stark und erreicht im Vergleich nicht

das Signifikanzniveau, siche Abbildung 30.
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Abbildung 28: Ratio PrPC-Volllinge zu f-Aktin bei Prnp+/+-CCI sowie Sham- und Kontroll-
Littermates Beim Vergleich der jeweiligen Hemisphédren mit der Shamgruppe zeigt sich nach CCI
sowohl ipsilateral, als auch der kontralateral eine signifikante Reduktion der PrP“-Volllinge (in Rela-
tion zu dem Referenzprotein B-Aktin) auf das Niveau der Kontrollmiuse (alle *p < 0,05).
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Abbildung 29: Ratio CIl-Fragment und f-Aktin bei Prup+/+-CCI sowie Sham- und Kontroll-
Littermates Das Verhiltnis des PrPC-a-Cleavage-Produkts C1 zu dem Referenzprotein 3-Aktin wurde
anhand der densitometrischen Daten errechnet. Es zeigte sich ein Anstieg des Spaltprodukts nach CCI
verglichen mit Sham-behandelten Littermates. Die Littermates der unbehandelten Kontrollgruppe
zeigen eine hohe Streuung der Messwerte.
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Abbildung 30: Ratio C1 : PrPC-Volllinge bei Prup+/+-CCI sowie Sham- und Kontroll-Littermates
Das Verhiltnis des PrPC-a-Cleavage-Produkts C1 zur PrPC-Volllinge wurde anhand der densi-
tometrischen Daten errechnet. Es zeigte sich ein Anstieg des Spaltprodukts nach CCI verglichen mit
Sham-behandelten Littermates. Die unbehandelten Littermates (Kontrolle) zeigen eine hohe Streuung
der Messwerte.
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3.3 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO)

3.3.1 Histologie und Immunhistochemie

Die Nervenzellen der Infarkt-Region zeigten in den Nissl gefarbten Schnitten eine sehr
schwache Farbung und erschienen geschrumpft mit schmalen pyknotischen oder fragmentier-
ten Kernen. Hiufig wurden vakuoldre Verdnderungen beobachtet. Der polyklonale CDCl1-
Antikérper (Kaninchen), gerichtet gegen rekombinantes Volllinge-Maus-PrPC, reagierte stark
an Neuronen und auch Gliazellen besonders in Hippocampus und Neokortex der Prnp+/+-
und C4/0-MCAO-Tiere. In der nekrotischen Infarktregion fand sich keine immunologische
PrP-Farbreaktion. Die Penumbra der Infarkt-Region zeigte dagegen punktuell intensive PrP¢-
Immunoreaktivitit. An Prnp0/0-Littermates-Kontrollschnitten zeigte sich keine Reaktion des
gegen PrP gerichteten Antikorpers (siehe Abbildung 31). Sowohl in Prnp0/0- als auch in
C4/0-Miusen war im Gegensatz zu Prnp+/+-Miusen eine ausgeprigte Schwellung der isché-
mischen Hemisphére mit Mittellinienverlagerung zur kontralateralen Seite festzustellen. Nach
24-stiindiger Reperfusionsphase nach 1 h Ischimie wurden in allen Gruppen klar begrenzte
Liasionen in der ischdmischen Hemisphéire gefunden. In Prnp0/0- und C4/0-Méusen reichten
Lasionen vom Vorderhirn bis einige Millimeter hinter das Bregma. Analog fand sich bei allen
Gruppen in der Infarktregion kaum B-Aktin Immunoreaktivitit. Die Verteilungsmuster von
PrP¢ und B-Aktin wurden mittels Immunfluoreszenz-Firbemethode dargestellt (vergleiche
Abbildung 32). Es zeigte sich eine betonte Farbung des B-Aktins in den Basalganglien und
duBeren Kortexschichten und schwiichere Firbung des Corpus callosum. Das Muster des PrP©

verhielt sich zum B-Aktin nahezu entgegengesetzt.
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Abbildung 31: Immunhistochemische Fdrbungen mit dem polyklonalen PrPC-Antikorper CDC1
A: Der Ausschnitt aus der Infarkt-Penumbra einer PrP+/+-Maus nach MCAO zeigt eine Anzahl stark
immunreaktiver Neurone, wihrend andere Neurone und Gliagewebe negativ erscheinen B: In den
Kontroll-Schnitten der Prnp0/0-Littermates wurde keine Reaktion des Antikorpers detektiert.

-

[3-Aktin

Abbildung 32: PrPC- und f-Aktin-Immunfloureszenz-Fdrbung Von formalinfixierten koronaren
Kryo-Hirnschnitten einer Prnp+/+-Maus nach MCAO wurden Immunfluoreszenz-Féarbungen angefer-
tigt. In beiden Hirnen findet sich eine geminderte Farbreaktion des nekrotischen Infarktgewebes. PrP¢
und B-Aktin zeigen im vitalen Gewebe nahezu gegensitzliche Verteilungsmuster: der stabile Zytoske-
lettmarker B-Aktin findet sich vermehrt in duBleren Kortex-Schichten und Basalganglien, PrPC ver-
mehrt in tieferen Kortexschichten, Septumkernen und Hypothalamus.

3.3.2 Volumetrie

Verglichen wurden Prnp+/+-Miuse (n = 7) und C4(PrPA32-93)/Prnp0/0-Miuse (n = 8) mit
Prnp0/0-Littermates (n = 9). Von jeder Schnittstufe aller 1 h MCAO mit 24 h Reperfusion
unterworfenen Hirne wurde eine Nissl-Farbung angefertigt. Die schwach angefirbten Areale
der Schidigung waren bereits makroskopisch deutlich abgrenzbar und wurden nach mikro-

skopischer Aufnahme mit Optimas Imaging Software metrisch bestimmt. Die ischimischen
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Lisionen reichten vom Vorderhirn bis einige Millimeter hinter das Bregma mit maximaler
Ausdehnung in Hohe des Bregma. Abbildung 33 zeigt exemplarisch die Verteilung des Lési-
onsvolumens einer Prnp+/+-Maus iiber die histologischen Schnittstufen. Die Lasionsvolumina
betrugen 10,06 mm’® + 4,8 mm® in Prnp+/+ Miusen, 34,78 mm’® + 12,99 mm® in Prnp0/0
Maiusen und 33,54 mm® + 14,93 mm? in C4/0 Miusen. Bei den Prnp0/0 und C4/0 Miusen
war ein schwer ausgeprigtes Odem der betroffenen Hemisphire mit Mittellinienverschiebung
feststellbar. Die Volumina der Hemisphiren betrugen bei Prnp+/+ Miusen 50,19 mm® + 19,5
mm’ ipsilateral und 50,89 mm® + 19,88 mm® die kontralateral. Bei den Prnp(0/0 Miusen waren
es 86,45 mm° + 18,4 mm?® fiir die ipsilaterale Hemisphire und 79,20 mm’ £ 15 ,03 mm?® fiir die
kontralaterale Hemisphire. Bei den C4/0 Méusen wurden 86,44 mm’ + 29,28 mm’ ipsilatera-
les und 76,12 mm° + 24,66 mm° kontralaterales Hemisphidrenvolumen gemessen. Lisionsvo-
lumen und Hemisphirenvolumina der Prnp0/0 und C4/0 Miuse verhielten sich nahezu iden-
tisch. Die Ratio Infarktvolumen zu ipsilateralem Hemisphidrenvolumen, dargestellt in Abbil-
dung 34, zeigte einen hemisphérischen Anteil des Infarkts von 20 % + 3 % in Prnp+/+ Miu-
sen, 39 % £ 10 % in Prnp0/0 Méausen und 37 % + 6 % in C4/0 Mausen. Die Ratio ipsilaterale
zu kontralateraler Hemisphire lag bei 99 % + 5 % in den Prnp+/+ Miusen, 114 % + 10 % in
Prnp0/0 Méusen und 113 % £ 6 % in C4/0. Dieses Ergebnis zeigt einen Shift zur kontralatera-
len Hemisphére in C4/0 und PrP0/0 Miusen und steht fiir ernsthafte Auswirkungen des i-
schimischen Schadens in beiden Linien in vergleichbarer Weise. Die Unterschiede Prnp+/+-

Mause vs. Prnp0/0- bzw. vs. C4/0-Mdiuse waren signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 33: Lésionsvolumen Prup+/+-Maus nach MCAO Maushirn von dorsal: links olfakto-
rischer Bulbus (rostral), rechts Medulla oblangata (caudal). Die Koordinaten geben 1mm Ab-stinde
an, 0 (gelb) markiert die Projektion des Bregma (Abbildungsquelle: http://www.mbl.org). Die Flichen
der Hemisphidren wurden von 3,0 mm ab rostral bis 5,0 mm hinter Bregma in 500 um Abstédnden ge-
messen und das hemisphérische Volumen berechnet. Die ischdmische Lasion reichte vom Vorderhirn
bis einige Millimeter hinter das Bregma mit maximaler Ausdehnung (in Relation zum hemisphiiri-
schen Volumen ipsilateral) in Hohe des Bregma. Die Hirnschnitte fiir die Inmunoblot-Analysen wur-
den der Schnittstufe mit der grof3ten Infarktausdehnung (0-1 mm hinter Bregma) entnommen.
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Abbildung 34: Lisionsvolumina nach 1h MCAO mit 24h Reperfusionsphase Verglichen wurden
Prop+/+- (n = 7), PrPA32-93- (C4/0, n = 8) und Prnp0/0-Littermates (n = 9). In den Prnp+/+-Hirnen
fanden sich signifikant geringere Lisionsvolumina (relativer Anteil Lision / ipsilaterale Hemisphire)
als bei den Prnp0/0- und C4/0-Hirnen (*p und **p < 0,001). C4/0-Méuse zeigten vergleichbare Lisi-
onsvolumina wie die Prnp0/0-Littermates.

3.3.3 Immunoblot-Analyse und Densitometrie

Die Immunoblot-Analyse wurde an kresylviolettgefirbten Kryo-Hirnschnitten der groBten
Infarkt-Ausdehnung (3 mm ab Bregma) durchgefiihrt. Verglichen wurden Prnp+/+-Miuse
nach 1 h MCAO mit 24 h Reperfusionsphase (n = 7) und mit Sham-Tieren (n = 4) sowie
C4(PrPA32-93)-Miuse nach 1Th MCAO mit 24h Reperfusionsphase (n = 5) mit unbehandelten
C4/0-Kontrolltieren (n = 4). Es wurden Homogenisate des Infarkt- Areals (N), der ipsilatera-
len Hemisphire (I) und der kontralateralen Hemisphire (C) der Versuchstiere hergestellt. Zu-
satzlich wurde aus weiteren Schnitten der jeweiligen Vergleichsgruppe ein Homogenisat fiir
eine Konzentrationsreihe hergestellt. Die Proben wurden fiir eine optimale Proteinauftrennung
einer enzymatischen Deglykosylierung mit PNGase F unterzogen. Zur Detektion der Banden
des PrP¢ und PrPC—Spaltprodukten wurde der gegen ein Epitop in der ersten a-Helix des PrP©
gerichtete Primir-Antikorper 4H11 eingesetzt. Das Molekulargewicht der deglykosylierten
PrP®-Volllinge wurde bei 28,5 kDa detektiert. Zwei zusitzliche Banden entsprechend den C2
und C1 Fragmenten des PrP® wurden bei etwa 21,1 und 16,4 kDa beobachtet. Mit einer zwei-
ten Immunodetektion mit dem Primér-Antikorper Actin I-19 wurde der Zytoskelettmarker B-

Aktin bei 42,8 kDa detektiert. Die detektierten Proteine wurden anhand der auf jedem Gel
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standardisiert aufgetragenen Verdiinnungsreihe densitometrisch quantifiziert (relative dimen-
sionslose Werte). Abbildung 35 zeigt einen Immunoblot mit den Proben einer Prnp+/+-

MCAOQO-Maus und eines Sham-behandelten Littermate-Tieres.

Vergleich der Prnp+/+-Mduse nach MCAQO mit Sham-Tieren

Bei den Sham- Maiuse zeigte die PrPC—Vollléinge das stirkste Intensitéts-Signal (ipsilateral
64,6 + 36,8 und kontralateral 69,9 + 32,8), wihrend die dem C1-Fragment entsprechenden
Banden eine schwichere Intensitét zeigten (ipsilateral 30,7 £ 17,9 und kontralateral 35,5 +
17,1). Die Bande des C2-Fragments war zart gefirbt. Auch das Expressionsniveau des B-
Aktins war in beiden Hemisphéren vergleichbar (ipsilateral 34,1 + 26,5 und kontralateral 40,6
+ 35,0). Bei den Ischimie-Maiusen fanden sich in der Infarktregion (N) eine sehr schwache
Intensititswerte aller detektierten Banden mit groBen Abweichungen (PrP®-Volllinge 57,2 +
47,1, C1-Fragment 33,8 + 25,5 und B-Aktin 64,9 + 60,7). Im Vergleich mit den Sham-Méusen
wurden in der Penumbra (I) der MCAO-Tiere deutlich stirkere Werte der PrPC—Volll'ainge
(85,7 £ 46,3), des Cl-Fragments (50,6 + 26,5) sowie des B-Aktins (92,1 £ 60,2) detektiert.
Auch in der kontralateralen Hemisphire (C) zeigte sich beim Vergleich mit der entsprechen-
den Hemisphidre (C) der Sham-Mduse ein Intensititsanstieg der drei gemessenen Proteine
PrPC-Volllinge (82,6 + 44,6), PrP“-Fragment C1 (51,6 + 26,6) sowie B-Aktin (103,3 * 58,4),
vergleiche hierzu Abbildung 36, Abbildung 37 und Abbildung 38. Wie in Abbildung 39 dar-
gestellt, zeigte die Ratio PrP® : B-Aktin einen signifikanten Abfall der Intensitit der kontrala-
teralen Hemisphiare nach MCAO (N: 138,0 + 125,8, I: 121,1 + 59,3 und C: 87,6 £ 26,5) im
Vergleich zur Shamgruppe (I: 121,4 + 19,7 und C: 128,8 £+ 13,5), p < 0,01. Die Ratio des
Spaltprodukts C1 : B3-Aktin zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen MCAO (N: 83,9
+ 68,3, I: 74,3 + 40,8 und C: 56,7 + 20,1) und Sham (I: 57,3 £ 9,4 und C: 65,0 £ 6,7), sieche
Abbildung 40. Die Ratio des C1-Fragments zu PrP®-Volllinge, dargestellt in Abbildung 41,
war bei den MCAO-Miusen in allen Arealen (N: 64,2 + 13,2, I: 61,0 £ 6,5 und C: 64,0 £5,4)
im Vergleich zur entsprechenden Hemisphire der Sham-Maéuse (I: 47,2 + 1,6 und C: 50,6 +
3,6) signifikant angestiegen (p < 0,02 (N) und p < 0,001 (I, C)) und zeigte die geringsten
Standardabweichungen. Damit zeigt sich in den MCAO-Tieren eine vermehrte Spaltung der

PrPC—Vollléinge zum Spaltprodukt C1.
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Abbildung 35: Wildtyp-MCAO und Sham-Kontrolle Inmunodetektiert wurden 3-Aktin (43 kDa) und
deglykosyliertes PrPC mit Vollldnge (28 kDa) und Fragmenten C1 (16 kDa) sowie C2 (zarte Bande
bei ca. 21 kDa). Lane 1 enthilt einen Proteinmarker, Lane 2 und 3 enthalten Proben der ipsi- und
kontralateralen Hemisphire (I und C) einer Prnp+/+-Sham-Maus. In Lane 5-7 sind Proben von Nekro-
seareal (N) sowie ipsi- und kontralateraler Hemisphére (I und C) einer Prnp+/+-Maus nach 1h MCAO
mit 24h Reperfusionsphase aufgetragen. Die Banden des Referenzproteins B-Aktin sind in allen Lanes
etwa gleich intensiv entsprechend einer Beladung mit konstanter Proteinmenge. Das nekrotische Areal
(N) stellt sich aufgrund der Gewebelidsion ins-gesamt schwicher dar. Die Intensititsverschiebung der
Banden von PrPC-Volllidnge zugunsten des Fragments C1 bei MCAO verglichen mit der Sham-Probe
ist deutlich zu sehen.
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Abbildung 36: Quantifizierung des f-Aktins bei Prup+/+-MCAQ und Sham-Kontrolle Nach 1h
MCAO mit 24h Reperfusionsphase zeigten die absouten Intensitdtswerte des Zytoskelettmarkers B-
Aktin einen Anstieg in ipsilateraler- (I) und kontralateraler Hemisphire (C) im Vergleich mit den ent-
sprechenden Hemisphéren der Sham-behandelten Versuchsgruppe.
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Abbildung 37: Quantifizierung der PrPC-Volllinge bei Prup+/+-MCAQO und Sham-Kontrolle Nach
1 h MCAO mit 24 h Reperfusionsphase zeigten die absouten Intensititswerte der PrPC-Vollldnge
einen Anstieg in ipsilateraler- (I) und kontralateraler Hemisphire (C) im Vergleich mit den ent-
sprechenden Hemisphéren der Sham-behandelten Versuchsgruppe.
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Abbildung 38: Quantifizierung des C1-Fragments bei Prup+/+-MCAO und Sham-Kontrolle Nach
1h MCAO mit 24h Reperfusionsphase zeigten die absouten Intensititswerte des C1-Fragments der
PrPC-Volllinge einen Anstieg in ipsilateraler- (I) und kontralateraler Hemisphire (C) im Vergleich
mit den entsprechenden Hemisphiren der Sham-behandelten Versuchsgruppe.
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Ratio PrP-Volllange : B-Aktin
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Abbildung 39: Ratio PrP-Volllinge und f3-Aktin bei Prup+/+-MCAQO und Sham-Kontrolle Um die
PrP-Volllinge quantitativ unabhiingig von Schwankungen des Gewebevolumens durch Odem und
Nekrose beurteilen zu konnen wurde die Ratio mit dem Referenz-Protein B-Aktin bestimmt. Hirne
nach MCAO zeigen im Vergleich mit den Sham-Tieren in der kontralateralen Hemisphire ein signifi-
kantes Absinken des Prionproteins (*p < 0,01).
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Abbildung 40: Anteil des PrPC-Spaltprodukts C1 bei Prup+/+-MCAQ und Sham-Kontrolle Um das
PrPC-Spaltprodukte C1 quantitativ unabhingig von Schwankungen des Gewebevolumens beurteilen
zu konnen wurde die Ratio mit dem stabilen Zytoskelettprotein B-Aktin berechnet. Es fanden sich
keine signifikanten Unterschiede verglichen mit der Sham-Kontrollgruppe. In den ischimisch gesché-
digten Regionen N und I bestehen relativ hohe Schwankungen des Verhéltnisses C1 und B-Aktin.
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Ratio C1-Fragment : PrP-Volllange
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Abbildung 41: Relation C1 : PrP-Volllinge bei Prap+/+-MCAO und Sham-Kontrolle Das Ver-
hiltnis des PrPC-a-Cleavage-Produkts C1 zur PrPC-Volllinge wurde anhand der densitometrischen
Daten errechnet. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Spaltungsprodukts in der Infarktregion
(N), ipsilateraler Hemisphire (I) sowie kontralateraler Hemisphire (C) der MCAO-Méuse (n = 7) ver-
glichen mit der Sham-Gruppe (n =4) (*p < 0,001, **p < 0,02).

Vergleich C4/0-Mduse nach MCAO mit C4/0-Kontroll-Littermates

Um néher zu untersuchen, inwieweit die Oktapeptidregion Einfluss auf die Spaltung der PrP©
zu dem Fragment C1 hat, wurden die Deletionsmutanten C4(PrPA32-93) geziichtet. Die Re-
gionen N, I und C der C4/0-Méause nach 1 h MCAO mit 24 h Reperfusionsphase (n = 5) wur-
den mit Hirnhomogenisaten unbehandelter C4/0-Kontroll-Littermates (n = 4) verglichen. Ab-
bildung 42 zeigt einen exemplarischen Immunoblot mit den Proben einer C4/0-MCAO-Maus
und einer Homogenisat-Kontrolle. Bei etwa 20,1 kDa war PrPA32-93-Vollldnge und bei 16,4
kDa das Cl-Fragment zu beobachten. Die zweite Immunodetektion mit dem Primaér-
Antikorper Actin I-19 stellte den Zytoskelettmarker B-Aktin bei 42,8 kDa dar. Wie in Abbil-
dung 43 und Abbildung 44 ersichtlich, zeigte sich in allen untersuchten Arealen (Nekrose (N),
ipsilaterale- (I) und kontralaterale Hemisphére (C)) eine Reduktion absouten Intensitdtswerte
des Zytoskelettmarkers B-Aktin (N: 62,9 £ 254, I: 65,1 £ 19,7 und C: 75,6 + 24,2) und der
PrPA32-93-Volllange (N: 60,4 + 30,0, I: 50,5 £ 10,3 und C: 90,3 + 21,0) im Vergleich mit
unbehandeltem Kontrollhirn (B-Aktin 91,5 + 8,8, sowie PrPA32-93-Vollldnge 131,3 + 71,3).
Ipsilateral zeigte sich jeweils ein signifikanter Unterschied (*p < 0,05). Auch das Cl-
Fragment der PrPA32-93-Volllinge war nach MCAO in allen drei Arealen (N: 57,9 + 31,0, I:
49,9 + 23,4 und C: 83,8 +41,3) im Vergleich zur Kontrolle (104,7 + 56,5) gesunken, vergleiche
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Abbildung 45. In Relation zu dem Zytoskelettmarker 3-Aktin war nach MCAO eine Redukti-
on der PrPA32-93-Volllinge (N: 109,9 + 40,5, I: 91,7 + 50,0 und C: 135,5 + 48,2) sowie des
Cl1-Fragments (N: 118,1 £62,7, I: 84,7 £ und C: 137,8 £ 89,6) im Vergleich mit der Kontrolle
(Ratio PrPA32-93-Volllange / B-Aktin: 166,0 £ 121,9 sowie Ratio C1-Fragment / -Aktin:
115,0 = 101,0) festzustellen, siche Abbildung 46 und Abbildung 47. Die Ratio des Cl-
Fragments zur PrPA32-93-Volllidnge zeigte in allen Arealen (N: 101,8 + 30,1, I: 86,1 + 28,4
und C: 91,2 + 40,9) der MCAO-Miuse einen Anstieg der Ratio zugunsten des Spaltungspro-
dukts C1 verglichen mit der Kontrolle (65,9 + 26,9). In der nekrotischen Region fand sich ein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle (*p < 0,03), siche Abbildung 48.
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Abbildung 42: C4/0-MCAO-Maus und C4/0-Kontroll-Maus Immunodetektiert wurden B-Aktin (42
kDa) und deglykosyliertes PrPA32-93 mit Volllinge (21 kDa) und Fragment C1 (16 kDa). Ein C2-
Fragment ist nicht differenzierbar. Lane 1 enthélt einen Proteinmarker, Lane 2-4 enthalten Hirnhomo-
genisat einer PrPA32-93-Littermate-Kontrollmaus. 100% entsprechen dem Auftragsvolumen der Pro-
ben. In Lane 5-7 sind die Proben von (N), ipsi- und kontralateraler Hemisphire (I und C) einer
PrPA32-93-Maus nach 1 h MCAO mit 24 h Reperfusionsphase aufgetragen. Nach MCAO ist eine
Intensitétsverstirkung des C1-Fragments in Relation zur PrPA32-93-Vollliange erkennbar.
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Abbildung 43: Quantifizierung des f-Aktins bei C4/0-MCAQO und Kontrolle Nach 1Th MCAO mit
24h Reperfusionsphase zeigten die absouten Intensititswerte des Zytoskelettmarkers B-Aktin eine
Reduktion in allen untersuchten Arealen (Nekrose (N), ipsilaterale- (I) und kontralaterale Hemisphére
(C)) im Vergleich mit Kontrollhirn. Ipsilateral zeigte sich ein signifikanter Unter-schied (*p < 0,05).
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Abbildung 44: Quantifizierung der PrPA32-93-Volllinge bei C4/0-MCAQ und Kontrolle Nach 1h
MCAO mit 24h Reperfusionsphase zeigten die absouten Intensititswerte der PrPA32-93-Vollldnge
eine Reduktion in allen untersuchten Arealen (Nekrose (N), ipsilaterale- (I) und kontralaterale Hemi-

sphére (C)) im Vergleich mit Kontrollhirn. Ipsilateral zeigte sich ein signifikanter Unterschied (*p <
0,04).
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Abbildung 45: Quantifizierung des C1-Fragments der PrPA32-93-Volllinge bei C4/0-MCAQO und
Kontrolle Nach 1Th MCAO mit 24h Reperfusionsphase zeigten die absouten Intensititswerte des C1-
Fragments der PrPA32-93-Volllidnge eine Reduktion in allen untersuchten Arealen (Nekrose (N), ipsi-
laterale- (I) und kontralaterale Hemisphére (C)) im Vergleich mit Kontrollhirn.
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Abbildung 46: C4/0-MCAO - Ratio PrP432-93 : f3-Aktin Um die PrP-Volllinge quantitativ un-
abhingig von Schwankungen des Gewebevolumens beurteilen zu konnen wurde die Ratio mit dem
stabilen Referenz-Protein B-Aktin bestimmt. Hirne nach MCAO zeigen im Vergleich zur Kontrolle
keinen signifikanten Unterschied.
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Relation C1 : B-Aktin
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Abbildung 47: C4/0-MCAO Ratio C1 : i-Aktin Um das Spaltprodukt C1 quantitativ unabhingig von
Schwankungen des Gewebevolumens beurteilen zu konnen wurde die Ratio mit dem Referenz-Protein
B-Aktin berechnet. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede verglichen mit der Kontrolle.
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Abbildung 48: C4/0-MCAO Ratio CI : PrPA32-93 Das Verhiltnis des Spaltungsprodukts C1 zur
PrPA32-93-Volllinge wurde anhand der densitometrischen Daten errechnet. Es zeigte sich in allen
untersuchten Arealen (Nekrose (N), ipsilaterale- (I) und kontralaterale Hemisphire (C)) der MCAO-
Miuse ein Anstieg der Ratio zugunsten des Spaltungsprodukts C1 verglichen mit der Kontrolle. In der
nekrotischen Region fand sich ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (*p < 0,03).
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3.4 Untersuchung der Spaltung des APrP32-93

Um genauer zu untersuchen, welche Grofle das C2 Fragment hat und ob dies bei PrPA32-93
entstehen kann, bzw. Vorraussetzung oder Vorldufer des C1 Fragments ist, wurde die Spal-
tung des PrP® mit einer hochauflssenden Gelelektrophorese untersucht. Jeweils 3 Homogeni-
sate nativer C4/0(PrPA32-93)- und Wildtyp(Prnp+/+)-Maushirne wurden mit PNGase F
deglykosyliert und in einem hoch auflésenden Gel-Lauf iiber 23 cm aufgetrennt. Das Pri-
onprotein wurde mit dem PrP-Antikorper 4H11, gerichtet gegen Helix 1 (AS 145-153) immu-
nodetektiert. Die Immunoblots wurden zur densitometrischen Auswertung eingescannt. Es
zeigte sich ein etwa 1,5-fach hoheres Expressionsniveau des APrP® in C4/0-Miusen (Flechsig
et al., 2000) als in Wildtyp-Miusen, vergleiche Abbildung 4. Mit Hilfe der vom Hersteller
angegebenen Molekulargewichte der Markerproteine wurden in einem Interpolationsverfah-
ren die molekularen Gewichte der Banden bei ihrem Intensititspeak bestimmt (siehe Kapitel
2.5.15 mit Abbildung 10). Die C4/0-Miuse zeigten mit zwei Hauptbanden entsprechend der
PrPA32-93-Volllinge und dem C1-Fragment. Der Wildtyp zeigte zwei Hauptbanden entspre-
chend der PrP®-Volllinge und dem Fragment C1 sowie eine zarte Bande, die das Fragement
C2 reprasentiert. Das Molekulargewicht der PrPC—Vollléinge des Wildtyps wurde bei 31,36 +
0,04 kDa gemessen. Die PrPA32-93-Volllidnge lag bei 24,52 + 0,17 kDa und unterschied sich
damit signifikant von dem C2-Fragment des PrPC mit 23,70 £ 0,16 kDa (p < 0,01). Das Mole-
kulargewicht des C1-Fragments lag in den Wildtyp-Méusen bei 16,34 £ 0,23 und in den C4/0-
Mausen bei 16,54 + 0,30. Die ermittelten Molekulargewichte sind in Tabelle 3 mit Mittelwer-

ten und Standardabweichung aufgefiihrt.

Prnp+/+ PrnpA32-93
PrPC C2 C1 PrPA32-93 |C1
kDa 31,398 23,870 16,272 24,675 16,871
31,321 23,566 16,162 24,326 16,489
31,349 23,655 16,596 24,564 16,272
Mw. (kDa) 31,36 23,70 16,34 24,52 16,54
Stabw.(kDa) 0,04 0,16 0,23 0,18 0,30

Tabelle 3: Molekulargewicht-Bestimmung der Prap+/+- und PrnpA32-93-Volllinge mit den Frag-
menten C1 und C2 am hoch auflosenden Immunoblot An jeweils 3 Proben eines Prnp+/+-Hirn-
Homogenisats sowie eines PrnpA32-93-Hirn-Homogenisats wurde das exakte Molekulargewicht
(kDa) der PrPC-Volllidnge bzw. der PrnpA32-93-Volllidnge und der Spaltprodukte C1 und C2 ermittelt.
Es wurden Mittelwerte (Mw.) sowie Standardabweichung (Stabw.) der Molekularge-wichte berechnet.
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Vergleich mit dem nominalen Molekulargewicht

Viele Proteine zeigen eine Abhédngigkeit ihrer elektrophoretischen Mobilitdt von hydrophoben
Eigenschaften und wandern iiber der Position ihres theoretisch berechneten Molekularge-
wichts (Shirai et al., 2008). Fiir das Prionprotein ist ein solcher Effekt ebenfalls bekannt
(Chen et al., 2000). Auch in dieser Untersuchung zeigten sich Abweichungen des detektierten
Gewichts der PrP-Banden von dem theoretisch berechneten Nominalgewicht. Um die mole-
kulare Masse des gesuchten C2-Fragments noch priziser zu bestimmen wurden daher fiir die
gemessenen Werte der jeweilige Korrekturfaktor mittels des bekannten theoretischen Moleku-
largewichts der PrP“-Volllinge, der PrPA32-93-Volllinge und des C1-Fragments (Tabelle 3)
berechnet. Die theoretischen Molekulargewichte wurden durch schrittweise Summierung der
Aminosduren inklusive GPI-Anker von der C-terminalen Doméne beginnend errechnet. Dabei
wurde der deglykosylierte GPI-Anker mit einer molekularen Masse von gemittelt 835 Dalton
angenommen (Baldwin, 2005). Es errechneten sich folgende Nominalgewichte (Flechsig et

al., 2000; Mange et al., 2004):

PrP -Volllinge (AS 23...231+GPI) 27,56889 kDa
PrPA32-93-Volllidnge (AS 23...31-94...231+GPI) 20,39786 kDa
C1-Fragment (AS 111...231+GPI) 16,85402 kDa

Fiir die PrPA32-93-Volllinge, welche knapp oberhalb des C2-Fragment des PrP liuft, ergibt
sich ein Korrekturfaktor von gemessener Lauthohe (Tabelle 3) / theoretisches Molekularge-
wicht = 0,83180725. Bei einer eng benachbarten Lauthohe beider Proteine kann fiir das C2-
Fragment der Korrekturfaktor der PrPA32-93-Volllinge annommen werden. So ldsst sich an-
hand des gemessenen Molekulargewichts (Tabelle 3) das Nominalgewicht des C2 mit
19,7113364 kDa errechnen. Bei der Aufsummierung der Aminosiduren von C-terminal ergidbe
sich das Nominalgewicht ziemlich genau mit 19,6469 kDa bei AS 89 (Glycin, 75,07 Da). Bei
AS 88 (Tryptophan, 204,22 Da) wire das Zielgewicht des C2-Fragments bereits deutlich ii-
berschritten. Zwischen AS 88 und 89 konnte demnach die Schnittstelle der 3-Cleavage liegen.
Die relevanten N-terminalen Abschnitte sind in Abbildung 49 gegeniibergestellt. Es ist un-
wahrscheinlich, dass das C2-Fragment aus PrPA32-93 (C4) hervorgeht. Fiir diese Berechnung
miissen zwei Einschrinkungen beachtet werden. Zum einen liegt die Standardabweichung der
Molekulargewichtsmessung von PrPA32-93-Volllinge und C2-Fragment bei ungefihr 0,18
kDa (Tabelle 3), so dass unter Beachtung der Nominalgewichte die errechnete Schnittstelle

der B-Cleavage hier als AS 88/89 + 1 anzugeben wire. Zum anderen zeigt sich eine komplexe,
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nicht-lineare Abhéngigkeit zwischen wirklicher Lauthohe und Nominalgewicht, so dass die
Bestimmung der Lauthohe mit einem kleinen Fehler behaftet ist. Dieser Fehler ist daran er-
kennbar, dass z.B. PrP®-Volllinge einen Korrekturfaktor (Nominalgewicht / gemessene Lauf-
hohe) von 0,879225667 besitzt, der Korrekturfaktor von PrPA32-93-Vollldnge aber 6 % nied-
riger ist. Ein solcher Unterschied erklért sich nicht allein den in Tabelle 3 aufgefiihrten Stan-
dardabweichungen mit ca. = 0,2 %, sondern eher aus der eingangs erwihnten Abhédngigkeit
der elektrophoretischen Mobilitdt vieler Proteine von hydrophoben Eigenschaften. Wie in
Tabelle 3 ersichtlich, verlduft die Beziehung zwischen gemessener Laufhohe und nominalem
Molekulargewicht relativ flach aus, so dass eine Unterschitzung des gemessenen Molekular-
gewichts moglich wire, konsequenter Weise also die B-Cleavage-Stelle N-terminal von AS
88/89 liegen konnte. Trotz dieser Fehler ist es sehr wahrscheinlich, dass das C1-Fragment als
,»de novo Spaltung* aus dem PrPA32-93-Volllinge entsteht und nicht sekundér aus dem C2-
Fragment generiert wird. Die Schnittstelle zwischen Glycin und Trypthophan ist eine bekann-

te Schnittstelle von Endoproteasen wie z.B. Proteinase K.
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PrPC

Pos AS MW
C4-PrP
Pos AS MW

85 G 75,07 23 K 146,19
86 G 75,07 24 K 146,19
87 G 75,07 C2-PrP 25 R 174,2
88 W 204,22 Pos AS MW 26 P 115,13
89 G 75,07 89 G 75,07 27 K 146,19
90 Q 146,15 90 Q 146,15 28 P 115,13
91 G 75,07 91 G 75,07 29 G 75,07
92 G 75,07 92 G 75,07 30 G 75,07
93 G 75,07 93 G 75,07 31 W 204,22
94 T 119,12 94 T 119,12 94 T 119,12
95 H 1551 95 H 1551 95 H 1551
96 N 132,12 96 N 132,12 96 N 132,12
97 Q 146,15 97 Q 146,15 97 Q 146,15
98 W 204,22 98 W 204,22 98 W 204,22
99 N 132,12 99 N 132,12 99 N 132,12
100 K 146,19 100 K 146,19 100 K 146,19
101 P 115,13 101 P 115,13 101 P 115,13
102 S 105,09 102 S 105,09 102 S 105,09
103 K 146,19 103 K 146,19 103 K 146,19
104 P 115,13 104 P 115,13 104 P 115,13
105 K 146,19 105 K 146,19 105 K 146,19
106 T 119,12 106 T 119,12 106 T 119,12
107 N 132,12 107 N 132,12 107 N 132,12
108 L 131,17 108 L 131,17 108 L 131,17
109 K 146,19 C1-PrP 109 K 146,19 109 K 146,19
110 H 155,1 Pos AS MW 110 H 155,1 110 H 155,1
111 V 117,15 111 V 117,15 111 V 117,15 111V 117,15
112 A 89,09 112 A 89,09 112 A 89,09 112 A 89,09

I 27569 X 16854 T 19647 X 20397

Abbildung 49: Abschnittsweise Darstellung der Sequenzen von PrP, C1- und C2-Fragment sowie
PrPA32-93 In der Grafik sind jeweils die Position, Bezeichnung und das Molekulargewicht der Ami-
nosduren von PrP-Volllinge, den Fragmenten C1 und C2, sowie PrPA32-93 (C4) im N-terminalen
Abschnitt gegeniibergestellt. Wihrend sich die Sequenz der PrP-Volldnge nach oben und unten weiter
fortsetzt, endet das Fragment C1 N-terminal bei AS 111. PrPA32-93 (C4) reicht N-terminal bis AS 23
ohne die Oktapeptidregion (gekennzeichnet mit schwarzem Strich). Die Ldnge von C2 wurde aus der
Laufhohe berechnet. Es endet bei AS 89 und kann daher nicht aus PrPA32-93 (C4) hervorgehen
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4  Diskussion

Die Ergebnisse aus Tierversuchen mit dem CCI- (Hoshino et al., 2003) und MCAO-Modell
(McLennan et al., 2004) waren Ausgangspunkt fiir eine ndhere Untersuchung der neuropro-
tektiven Funktion des PrP€ in Form des Projekts ,,Zerebrales Trauma und ischdmischer Insult
im Mausmodell®. Fiir die Versuche wurden PrPC—Wildtyp—Mﬁuse, PrPC-knock-out-Miuse
sowie ein Genotyp mit N-terminaler Deletion des PrP® verglichen. Der tierexperimentelle Teil
bestétigte die Ergebnisse der Vorarbeiten. Die hier vorliegenden Arbeit beschiftigt sich mit
der Rolle der Spaltung des PrP€ in vivo. Dazu wurde die Expression des PrP€ und des PrP®-
Spaltungsprodukts C1 in ipsi- und kontralateraler Hemisphire sowie bei MCAOQO zusitzlich im
nekrotischen Infarktareal verglichen. Zusitzlich wurde die Liange des Spaltungsprodukts C2
bestimmt. Zu diesem Zweck wurde in Vorversuchen eine Methode zur Aufbereitung ausge-

wihlter Hirnschnittregionen fiir eine hochauflésende Immunoblot-Analyse entwickelt.

4.1 Prdzision der histologischen Schnittdicke

Die Untersuchung mikroskopischer Gewebemengen aus histologischen Maushirnschnitten
setzte ein volumenbezogenes Homogenisierungsverfahren voraus. Wie dargelegt in Tabelle 1,
kommt es zu Abweichungen der Schnittdicke. Insgesamt ist die Abweichung um 7 % bis zu
maximal 17 % als gering einzuschitzen, muss aber bei der volumenbezogenen Auswertung

beriicksichtigt werden.

4.2 Der Lysierungsprozesses

Wie dargelegt in Tabelle 2, ist der Verlust an Lysierungspuffer durch Verdunstung bei
Raumtemperatur auch bei bewusst lang gehaltener Wartezeit bis zur Auflésung des Gewebes
gering. Bei Abnahme des Lysats mit der Pipette wurde eine Gewebeablosung von 98 % bei
langer Verdunstungszeit und Raumtemperatur erreicht. Bei der praktischen Durchfiihrung
betrug die Zeit bis zur kompletten Auflésung des Gewebes jedoch maximal 1 min. Zusétzlich
wurde die Verdunstung weiter minimiert durch Ausnutzen des Effekts kalter auf den Objekt-
trager hinabstromender Luft eines Coolpacks. Damit ist von einer nahezu vollstindigen Ge-

webeablosung vom Objekttriager auszugehen. Die Technik ist als ausreichend verlésslich ein-
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zustufen. Die kleinen Lysatmengen waren nicht fiir weitere Zentrifugation oder mechanische
Homogenisierung geeignet. Die Konzentration des im Lysierungspuffer enthaltenen Sodium-
dodecylsulfat (SDS) erwies sich als ausreichend, um das Gewebe ohne sichtbare Riickstinde
aufzulosen. Das stark reduzierende Reagenz Dithiothreitol im Lysierungspuffer inhibierte
zudem oxidative Prozesse, so dass ein frithzeitiger Abbau der zu untersuchenden Proteine
verhindert wurde (Wang et al., 1996). Mit dem anschlieBendem Denaturieren der Proben bei
95° C konnte von einer kompletten Solubilisierung und Stabilisierung der Proteine ausgegan-

gen werden.

4.3 Detektionsgrenzen der Immunoblot-Analyse

Bisher war es kaum moglich eine Immunoblot-Analyse mikroskopischer Gewebemengen aus
histologischen Schnitten durchzufiihren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Analyse sehr
geringer Materialmengen ein hoch sensitives Immunoblot-Verfahren mit volumenbezogener
Technik der Gewebe-Lysierung entwickelt (Krebs et al., 2006). Um die Grenzen zu testen
wurde das minimale im Immunoblot-Verfahren nachweisbare Gewebevolumen eines Kortex-
ausschnitts eines Maushirnschnitts ermittelt. Bei einem Gewebevolumen von 42 nl war es
noch gut moglich die Bande des Zytoskelettmarkers 3-Aktin (Herman, 1993) zu detektieren
(vergleiche Abbildung 12). Dieser Menge entsprechen nur noch ca. 15 kortikale Neurone (ex-
emplarisch dargestellt in Abbildung 13). Bei derartigen Detektionsgrenzen ist die grobe Auf-
teilung in Infarkt und Hemisphiren als unkritisch hinsichtlich der Sensitivitit des Verfahrens

zu beurteilen.

4.4 Deglykosylierung mit PNGase F

Physiologischerweise liegt das PrP€ in un-, mono- sowie diglykosylierter Form vor (Haragu-
chi et al., 1989), was Schwankungen des Molekulargewichts um bis zu 10 kDa bedingen
kann. Die Bindungsstickstoffe (Asparagin 181 und 197) fiir die zwei Core-Glykane befinden
sich an der C-terminalen Domine (Otvos, Jr. and Cudic, 2002). Daher war es gerade fiir eine
hochauflésende Differenzierung und quantitative Analyse der PrPS- bzw. PrPA32-93-
Vollldnge mit den C-terminalen Spaltprodukten C1 und C2 in der Immunoblot-Analyse unbe-
dingt notwendig eine moglichst vollstindige Deglykosylierung der Proben mit PNGase F
(Peptide-N-Gylcosidase F) (Chu, 1986) zu erreichen. Herkommliche Verfahren arbeiten mit
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weniger aggressiven Lysierungspuffern, welche die PNGase F kaum beeintrichtigen. Fiir die-
se Arbeit mussten jedoch die Bedingungen in Richtung einer hoheren Konzentration und lén-
geren Inkubation der PNGase modifiziert werden. Es konnte so ein zufrieden stellendes Re-

sultat erreicht werden (vergleiche Abbildung 14).

4.5 Littermates

Fiir moglichst vergleichbare Vorraussetzungen der Versuchstiergruppen wurden unter Stan-
dardbedingungen sowohl fiir das CCI-, als auch fiir das MCAO-Modell Littermate-Miuse der
Genotypen Prnp+/+, Prnp+/0, Prnp0/0 sowie C4/0 (PrPA32-93) geziichtet. Littermates bediir-
fen einer aufwendigen Zucht, bieten aber den hochsten Verwandschaftsgrad und damit die
bestmoglichen Voraussetzungen fiir die geplanten Versuche. Fiir die Vergleichbarkeit der
MCAO-Tiere stellt dies einen besonders wichtigen Punkt dar, da die eine Variabilitit der
HirngefidBversorgung entscheidende Auswirkungen haben kann. Fiir Experimente wurden
auBerdem nur minnliche Tiere verwendet, da die Neuroprotektion des PrP¢ vom Geschlecht

abhéngig zu sein scheint (Sakurai-Yamashita et al., 2005).

4.6 Modell der traumatischen und ischdmischen Gewebeschddigung

Es wurden zwei tierexperimentelle Modelle zur neuronalen Schiadigung eingesetzt: das Mo-
dell des parasagittalen Controlled Cortical Impact (CCI) fiir eine traumatische Hirnverletzung
(Zweckberger et al., 2003) sowie das Faden-Okklusionsmodell zur Erzeugung einer fokalen
zerebralen Ischdmie (middle cerebral artery occlusion, MCAQO) mit 1 h Ischimie und 24 h
Reperfusionsphase (Vosko et al., 2006).

Das Modell des parasagittalen Controlled Cortical Impact (CCI-Modell) fiir eine traumatische
Hirnschadigung erlaubt es sehr stabile abgegrenzte Lisionsvolumina mit hoher Reliabilitit
herzustellen (Smith et al., 1995). Zusitzlich ist das CCI-Modell anders als das Modell der
MCAO weitgehend unabhéngig von zerebralen Vaskularisationsvarianten und Gabe zerebral
wirksamer Medikamente (Narkotika). Auf dem Boden der Nekrose kommt es im Zeitraum
von 24 Stunden nach CCI zum verzdgerten Untergang des umliegenden Gewebes, so dass
hier ebenfalls eine ischdmische Komponente vorliegt (Engel et al., 2008).

Bei dem Modell der MCAO werden anatomische Strukturen nicht direkt und sofort verletzt,

sondern es ensteht ein sich iiber 2-10 Stunden langsam entwickelnder Infarkt des Stromgebie-
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tes der A. cerebri media. Zunichst kommt es zur volligen Ischdmie und Nekrose des Stria-
tums, die Ischdmie des Cortex entwickelt sich aufgrund der vasalen Kollateralisierung verzo-
gert. Dadurch ist der ischamische Schaden bei dem Modell der MCAO nicht so scharf ab-
gegrenzbar wie bei einer traumatischen Schadigung. Diesbeziiglich muss bei einem Faden-
Okklusionsmodell auch immer eine Variabilitdt der Lisionsgrofle abhingig von der Erfahrung
des Operateurs in Kauf genommen werden (Yanamoto et al., 2003).

Der neuroprotektive Effekt des PrP wurde in verschiedenen Modellen reproduziert und
scheint unabhéngig von der Schidigungsart mit eher allgemeinen zelluliren Mechanismen des

Schutzes gegen oxidativen Stress in Zusammenhang zu stehen.

4.7 Das histologische Expressionsmuster des PrP nach CCI und MCAO zeigt
Parallelen

24 h nach CCI umfasste die Verletzung zumeist ipsilateral den Mortorkortex mit hoher gele-
genen Anteilen der Hippocampus-Formation sowie Teile des sensorischen Kortex. Die im-
munhistochemischen PrPC-Firbungen der Hirne nach CCI priisentierten in der Penumbra der
Kontusion zahlreiche stark farbreaktive Somata von Neuronen und geschwollene Axone,
wihrend sich das Neuropil im Hintergrund relativ blass darstellte (vergleiche Abbildung 15).
Nach 1 h MCAO mit 24 h Reperfusionsphase war in Firbungen nach Nissl die blasse nekroti-
sche Region (bei Prnp+/+ im Bereich der Basalganglien, bei Prnp0/0 und C4/0 dariiber hinaus
iiber weite Teile des parietalen Kortex) im Stromgebiet der A. media deutlich zu sehen. Die
neuronale Histologie der ischdmischen Lision durch MCAO zeigte ein zum CCI analoges
Bild der oxidativen Schadigung und Zelltod im Areal des Infarkts. Wie nach CCI wurde nach
MCAO die stirkste PrP® Immunreaktivitit bei Prap+/+- sowie C4/0-Tieren in Neuronen der
Penumbra der Lasion gesehen (vergleiche Abbildung 31). Diese immunhistochemischen Er-
gebnisse stimmen mit vorangehenden Beobachtungen iiberein (McLennan et al., 2004). Das
neuronale Expressionsmuster des PrP® nach einer oxidativen Schiidigung scheint daher unab-
hingig von deren Atiologie zu sein. Die Beobachtung der einzelnen stark PrP-
immunoreaktiven Zellen konnte Ausdruck eines direkten protektiven Effekts des PrP¢ in

Form einer gesteigerten Resistenz gegen oxidativen Stress sein.
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4.8 Unterschiedliche Ldsionsgrofsen nach CCI und MCAQO in Prnp+/+- und
Prnp0/0-Littermates

Wihrend die primdren Kontusionen 15 min nach CCI bis auf minimale Abweichungen bei
allen Méausen identische Volumina hatten, vergroBerte sich iiber 24 h nach CCI das sekundire
Lisionsvolumen (relativ zum ipsilateralen hemisphérischen Volumen) in den verschiedenen
Genotypen unterschiedlich: Prnp-0/0-Méuse wiesen mit 11,3 % + 1,0 % signifikant groBere
Lasionsvolumina als Wildtypmiuse mit 9,8 % + 0,8 % auf, die Lasionsvolumina der hetero-
logen Prnp+/0-Miuse lagen mit 10,5 % * 1,0 % dazwischen. Dieses Ergebnis stiitzt die vor-
hergehende Studie mit prolongierten posttraumatischen Zeiten (Hoshino et al., 2003). Die
PrPC-abhiingige Empfindlichkeit gegen neuronale Schidigung wurde ebenfalls mit Modellen
sowohl transienter als auch permanenter Ischdmie demonstriert (McLennan et al., 2004; Spu-
dich et al., 2005; Weise et al., 2004). Auch die Ergebnisse des MCAO-Teils dieses Projekts
bestétigten die hohe Empfindlichkeit der Prnp-knock-out-Méuse gegeniiber oxidativen Stress.
Nach 1 h transienter Ischdmie mit 24 h Reperfusionsphase fand sich mit einem hemisphéri-
schen Anteil des Infarkts von 39 % + 10 % in Prnp0/0-Miusen ein signifikant groBeres Aus-
malf} der Lision als in den Prnp+/+-Littermates mit 20 % + 3 % Infarktanteil. Sowohl das Mo-
dell des CCI, als auch das der MCAO bestitigen die Abhingigkeit der Resistenz und des U-
berlebens einzelner Neurone unter hypoxischen Bedingungen von der Expression des PrPC.
Die vergleichsweise grolen Lisionsvolumina nach einer transienten Ischdmie sind auf einen
massiven Reperfusionsschaden zuriickzufiihren (Vosko et al., 2006). Auch diese Daten wei-
sen darauf hin, dass das PrP® maBgeblich am Schutz des Nervengewebes gegen oxidativen

Stress beteilgt zu sein scheint.

4.9 PrnpA32-93- und Prnp0/0-Littermates zeigen nach MCAO vergleichbare Lii-
sionsvolumen

Die Rolle der PrP®-Volllinge in der Verhinderung von Schiden durch oxidativen Stress ist
gut beschrieben (Klamt et al., 2001; Milhavet and Lehmann, 2002; Rachidi et al., 2003; White
et al., 1999) und konnte auch in dieser Arbeit eindeutig nachvollzogen werden. Um den fiir
den neuroprotektiven Effekt verantwortlichen Teil des Prionproteins zu finden, wurden trans-
gene Tiere mit Deletionen des PrP€ in der kritischen Oktapeptidregion (siehe Einleitung) un-
tersucht. In verschiedenen Zellkultur-Experimenten zeichnete sich bereits ab, dass Zellen mit

einem PrP ohne Oktapeptidregion - vergleichbar zu den PrP-knock-out-Miusen - empfind-
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licher auf oxidativen Schiddigung reagieren (Kuwahara et al., 1999; Vassallo et al., 2005).
C4/0-Miuse haben ein N-terminal verkiirztes PrPC mit einer die gesamte Oktapeptidregion
(AS 51-91) umfassenden Deletion (PrPA32-93), die aber wie Prnp-knock-out-Miuse als phi-
notypisch normal beschrieben werden (Flechsig et al., 2000). Nach der MCAO iiber 1 h mit
24 h Reperfusion fanden sich in den Modell-Miusen ohne Oktapeptidregion mit 37 % + 6 %
anteiligem Lédsionsvolumen anndhernd identische Lésionsvolumina wie in den Prnp0/0-
Littermates und damit ein signifikanter Unterschied zu den Wildtyp-Tieren. Auch andere Stu-
dien zu oxidativem Stress mit weiteren transgenen Tieren mit Deletionen bzw. Insertionen der
N-terminalen Oktapeptidregion des PrP€ (Sakudo et al., 2003; Yin et al., 2006) zeigten einen
funktionellen Knock-out-Typus. Zusammenfassend muss davon ausgegeangen werden, dass
die Existenz des N-terminalen Oktarepeats bzw. eine intakte N-terminale Doméne die Vor-
raussetzung fiir die neuroprotektive Funktionalitidt des Phidnotyps unter oxidativen Stressbe-

dingungen ist.

4.10 Histologisches Expressionsmuster von PrP und f3-Aktin in Hinblick auf die
Immunoblot-Analyse

Wie die Immunfluoreszenzfirbungen in Abbildung 32 zeigen, wiesen die Proteine PrP® und
B-Aktin im Gehirn unterschiedliche Expressionsmuster auf. In Ubereinstimmung mit anderen
Untersuchungen fand sich eine hohe Immunoreaktivitét des PrP€ vermehrt in tieferen Kortex-
schichten, Septum-Kernen, Hypothalamus und Hippocampus-Formation (Moya et al., 2000).
Dagegen schien das Zytoskelettprotein B-Aktin tendenziell vermehrt in duferen Kortex-
Schichten und Basalganglien exprimiert zu werden. Zielsetzung dieser Experimente war es,
die hemisphérische PrPC—Expression und PrPC—(x—Cleavage mittels Immunoblot-Analyse quan-
titativ zu untersuchen. Als Referenzprotein wurde B-Aktin als stabiles Zytoskelettprotein und
zugleich zuverldssiger Immunoblot-Marker detektiert. Aufgrund der zu MCAO vergleichs-
weise geringen Lisionsgrofe wurden bei CCI Proben der ganzen ipsi- bzw. kontralateralen
Hemisphire der Versuchsgruppen verglichen. Dafiir musste das Expressionsmuster der Prote-
ine nicht beriicksichtigt werden. Bet MCAO jedoch wurde das Nekrose-Areal (N) sowie die
Region der Infarkt-Penumbra (verbleibende ipsilaterale Hemisphére (I)) mit einer Probe der
ipsilateralen Hemisphidre der Sham-Tiere verglichen. Somit ist von einer Verschiebung des
PrP€ : B-Actin-Verhiltnisses je nach Lokalisation und Ausdehnung der Schidigung auszuge-
hen. Bei Ausdehnung iiber tiefere Kortexschichten wird die Menge von PrP® im Verhiltnis

zum B-Actin tiberschitzt, bzw. die Unterschiede zum restlichen Hirngewebe unterschitzt.
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4.11 Westernblot-Analyse des PrP® nach CCI

Die Intensititswerte der im Westernblot detektierten Proteine wurden beim Controlled Corti-
cal Impact in ipsi- und kontralateraler Hemisphire verglichen. In einem ersten Versuch mit
einer geringen Anzahl von n = 5 Tieren in den Gruppen 15 min und 24 h nach CCI fand sich
ipsilateral eine signifikante Reduktion sowohl des PrP® als auch des Referenzproteins 8-Aktin
nach 24h, in der kontralateralen Hemisphére zeigte sich ein Trend (vergleiche Abbildung 17
und Abbildung 18). Das PrP® zeigte auch in Relation zu B-Aktin groBe Schwankungen. Es
erfolgte ein zweiter Versuch mit einer Gruppengrofle von n = 10 unter Einbeziehung von
Sham-Tieren (Narkose, Scheinoperation mit Schiadelerdffnung, kein CCI). Die zusitzliche
unbehandelte Kontrollgruppe sollte jedoch wegen der fehlenden Vergleichbarkeit (Vorbe-
handlung, operativer Stress, etc.) in ihrer Bedeutung nicht zu hoch bewertet werden. Bei die-
sem Versuch zeigten alle CCI-Tiere in beiden Hemisphéren deutliche, groftenteils signifikan-
te Reduktionen des B-Aktins im Vergleich mit den Sham- und Kontrollgruppen (siehe Abbil-
dung 25). Desgleichen zeigten die CCI-Tiere ipsilateral ein signifikantes Absinken des PrP®
im Vergleich zu den Shamtieren. Kontralateral zeigte sich ein entsprechender Trend (Abbil-
dung 26). Auch relativ zu dem Referenzprotein -Aktin bestétigte sich das Absinken des PrP©
nach CCI ipsilateral als signifikant und mit entsprechendem Trend der Werte kontralateral
(vergleiche Abbildung 28). Konsequenterweise iiberwiegt also eine insgesamt schwichere
Expression des PrP® trotz der immunhistologisch nachweisbaren fokalen starken PrP-

Immunoreaktivitit.

4.12 Westernblot-Analyse des PrP¢ nach MCAO

Bei der Bewertung der Expressionsstiarken nach MCAO sind die zerebralen Expressionsmus-
ter des PrP¢ und B-Aktins zu beriicksichtigen, da das Infarktareal im Bereich der Basal-
ganglien mit der ipsilateralen Penumbra gesondert untersucht wurde. Nach 1 h MCAO mit 24
h Reperfusionsphase fand sich in allen untersuchten Regionen (Infarktareal, Penumbra und
kontralaterale Hemisphire) ein nicht signifikanter Anstieg des 3-Aktins im Vergleich mit der
entsprechenden Hemisphire der Sham-Littermates. Auch das PrP© zeigte nach MCAOQO einen
nicht signifikanten Anstieg der absoluten Intensititswerte. Obwohl das Sigifikanzniveau beide
Male nicht erreicht wurde, konnten diese Ergebnisse dennoch von Bedeutung sein, da die Vo-
lumen-bezogene Proteinmessung wegen des Odems grundsitzlich zu einer Unterschitzung

fithrt. Die Infarktzone zeigte jeweils die niedrigste Proteinexpression. Diese Daten stimmen
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mit dem immunhistochemischen Bild iiberein und sind auf den Nekrosekern zuriickfiihrbar.
Da die Infarktzone (N) der Wildtypméuse im Bereich der Basalganglien lokalisiert war, muss
davon ausgegangen werden, dass hier entsprechend der zerebralen Expressionsmuster die

Werte des B-Aktins iiberreprisentiert und die des PrP® umgekehrt unterreprisentiert waren.

Der Anstieg beider Proteine nach MCAO im Gegensatz zu CCI kénnte durch das Phdnomen
des ,ischemic preconditioning* hervorgerufen sein, einer relativ unspezifischen Proteinex-
pressionssteigerung von antioxidativem und neuroprotektiven Charakter, induziert durch tran-
siente Hypoxie (Cadet and Krasnova, 2009; Chen and Simon, 1997). Gerade bei PrP€ als Pro-
tein mit zugeordneter neuroprotektiver und anti-apoptotischer Funktion (Kuwahara et al.,
1999) ist im Rahmen eines ,,ischemic preconditioning mit einer Expressionssteigerung zu
rechnen. ErwartungsgemiB und in Ubereinstimmung mit bisherigen Untersuchungen zur
PrPC—Expression nach transienter Ischdmie (McLennan et al., 2004) wurde in dieser Arbeit ein
Anstieg der PrP -Expression nach MCAO gemessen. Besonders interessant ist der Bezug von
PrP€ auf das B-Aktin als allgemeiner Zytoskelettmarker. Relativ zu B-Aktin zeigte das PrP® in
Infarktzone (N) und Penumbra (I) der MCAO-Maéuse vergleichbare Werte wie in der ipsilate-
ralen Hemisphére der Sham-Miuse, jedoch in der kontralateralen Hemisphére einen signifi-
kant niedrigeren Wert. Diese Konstellation deutet auf eine vergleichsweise stiarkere Expressi-
onssteigerung des PrP® in der ipsilateralen Hemisphire hin. Es muss allerdings einschriinkend
betont werden, dass im MCAO-Modell grole Variabilititen auftreten konnen. Anders als un-
ter den Bedingungen einer transienten Hypoxie (MCAO) kann es bei einer unmittelbaren
traumatischen Hirnschddigung (CCI) kaum zu einer Proteinregulierung und Expressionsstei-
gerung wie im Rahmen eines ,,ischemic preconditioning* kommen (Shpargel et al., 2008). In
den Versuchen wurde in der ipsilateralen Hemisphire 24 h nach CCI eine signifikante Redu-
zierung des PrPC detektiert. Zusammengenommen sprechen die Daten aus MCAO- und CCI-
Versuchen fiir eine Expressionssteigerung sowie einen Verbrauch des PrP€ unter nervenzell-

schidigenden Bedingungen und damit fiir eine neuroprotektive Funktion des Proteins.

4.13 Westernblot-Analyse des PrPA32-93 nach MCAO

Anders als die Wildtyp-Miuse zeigten C4/0-Miuse nach 1 h MCAO mit 24 h Reperfusi-
onsphase im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Littermates in allen untersuchten Arealen
eine Reduktion sowohl des PrPA32-93 als auch des B-Aktins, die in der Penumbra das Signi-

fikanzniveau erreicht. Auch relativ zum Referenzprotein zeigte das PrPA32-93 in allen Area-
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len eine Reduktion nach MCAO. Allerdings muss einschrinkend in Betracht gezogen werden,
dass es sich um Kontroll- und nicht Sham-operierte Tiere handelt — der Vergleich ist also mit
Zuriickhaltung zu interpretieren. Wie die volumetrischen Auswertungen zeigten, fanden sich
in C4/0-Miusen mit N-terminal verkiirztem PrPA32-93, dhnlich wie in Prnp0/0-Méausen nach
MCAQO, signifikant grofere Infarktvolumina als in Wildtyp-Méusen, so dass also ein in die-
sem Zusammenhang ,,funktionsloses* PrPA32-93 zu diskutieren wire. Die Abhédngigkeit ei-
ner protektiven Funktion des PrP® von der Oktarepeat-Region wurde in verschiedenen Stu-
dien an Zellkuturen vermutet (Watt and Hooper, 2005). Inwieweit von der Oktapeptidregion
eine katalytische Wirkung ausgeht und ob eine Kupferbindung dafiir erforderlich ist, kann
aber zum aktuellen Zeitpunkt nicht abschlieBend gekliart werden. Aus dem vorhergehenden
Experiment wire zu vermuten gewesen, dass im Rahmen eines ,,ischemic preconditioning*
auch das PrPA32-93 nach der MCAO vermehrt nachzuweisen ist, was aber bei den C4-
Miusen nicht zutraf. Als mogliche Erkldarungen neben obigen Einschriankungen fiir die nicht
Sham-operierten Tiere kann diskutiert werden, dass ,,funktionsuntaugliches PrPA32-93“ sich
nicht wie PrP® verhilt. Zudem muss beachtet werden, dass PrPA32-93 auf dem Knock-out-
Hintergrund eingefiihrt wurde, hochstwahrscheinlich sich also nicht in dem Genlocus des
,hormalen“ Prnp befindet und deshalb anderen Regulationsprozessen unterliegen kann. Limi-
tierend fiir alle diese Aussagen und Uberlegungen ist aber die hohe, experimentell bedingte
Streuung der Werte bei der MCAO, demzufolge bei nicht erreichtem Signifikanzniveaus kei-

ne Uberinterpretation stattfinden darf.

4.14 a-Cleavage des PrP¢ bei CCI und MCAO ist erhiht

Die Untersuchung der Spaltung des Prionproteins stellt einen wichtigen Aspekt bei der putati-
ven neuroprotektiven Funktion des Prionproteins dar, da moglicherwiese eine funktionelle
Aktivierung mit der Abspaltung des N-terminalen Peptids vonstatten gehen konnte. Der ge-
naue Vorgang und dessen Auswirkungen auf die Neuroprotektion, der synaptischen Ubertra-
gung oder Modulation zelluldrer Signalpathways wird derzeit aber noch diskutiert (Brown et
al., 2001; Chen et al., 2003; Mange et al., 2004). Die hauptsichlich vorkommenden C-
terminalen Spaltprodukte des PrP® wurden bereits beschrieben. Durch Sequenzanalyse gelang
es ein Fragment C1 zu finden, welches durch Spaltung an Position 111 / 112 (a-Cleavage)
entsteht und wie PrP“-Volllinge variabel glycolysiert und in der Zellmembran verankert ist
(Chen et al., 1995). Daneben wurde ein zweites nur schwach detektierbares Fragment C2

durch Spaltung C-terminal der Oktarepeat-Region gefunden. Die vermutete Spaltstelle war
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bislang nicht genau zu identifizieren und wurde in Position 91 / 92 (B-Cleavage) (Chen et al.,
1995) vermutet. Auch in den in dieser Arbeit untersuchten Proben lieen sich beide Fragmen-
te detektieren, wobei aber nur das C1-Fragment deutlich abzugrenzen war. In verschiedenen
Zellkultur-Experimenten beobachtete man unter oxidativen Stressbedingungen ein Abfallen
der PrPC—Volll'ainge zugunsten eines Anstiegs ihrer aminoterminal verkiirzten Fragmente
(McMahon et al., 2001; Watt et al., 2005). Mit dem CCI-Modell wurden in dieser Arbeit zwei
Versuche mit 24 h Wartezeit zur Ausbildung des Sekundirschadens durchgefiihrt. In dem
ersten Versuch zeigte sich im Vergleich zu der Versuchsgruppe 15 min nach CCI beidhe-
misphérisch eine Reduktion der Intensitdtswerte des C1-Fragments absolut und in Relation zu
dem Referenzprotein B-Aktin (vergleiche Abbildung 19 und Abbildung 21). In Relation zur
PrP®-Volllinge fand sich jedoch ein Anstieg des C1-Fragments in beiden Hemisphiren. Das
Signifikanzniveau wurde allerdings nicht erreicht. Bei der Erweiterung des Versuchs auf 10
Mause je Versuchsgruppe mit zusitzlicher Shamgruppe zeigte sich nun sowohl 15 min als
auch 24 h nach CCI eine ipsilateral signifikante Reduktion der absoluten Intensititswerte des
Cl1-Fragments im Vergleich mit den Sham-Littermates (siehe Abbildung 27). Der Bezug auf
B-Actin und die PrP®-Volllinge zeigte weiterhin nur einen Trend. Die Werte der unbehandel-
ten Kontrollgruppe sollten wegen der anderen Bedingungen nicht iiberinterpretiert werden.
Insgesamt ist bei dem Modell des CCI von einem Anstieg des C1-Fragments nach 24 h aus-
zugehen. Im Ubereinstimmung dazu zeigte sich auch bei Tieren nach 1 h MCAO mit 24 h
Reperfusionsphase ipsi- und kontralateral ein Anstieg der absoluten Intensititswerte des C1-
Fragments im Vergleich zur Shamgruppe (siehe 39). Die Werte zeigen aber groere Schwan-
kungen als bei dem CCI-Modell. So bleibt die Ratio C1-Fragment : B-Aktin ohne Aussage-
kraft. Zudem muss das unterschiedliche zerebrale Expressionsmusters der Proteine PrP und
B-Aktin (s.0.) bei der Interpretation mit beriicksichtigt werden. Die Ratio C1-Fragment : PrP-
Vollldnge ist davon unabhingig. Hier war ein signifikanter Anstieg des Spaltungsprodukts
sowohl ipsilateral in Infarktregion und Penumbra, als auch in der kontralateralen Hemisphére
(sieche Abbildung 41) nachzuweisen. Beide Tierversuchmodelle lassen eine Ubereinstimmung
hinsichtlich einer verstirkten a-Cleavage unter den oxidativen Stressbedingungen erkennen.
Das steht ebenfalls in Ubereinstimmung mit eingangs erwihnten Publikationen unter Ver-
wendung von Zellkulturen. McMahon et al. demonstrierten 2001, dass 16sliches PrP€ abhin-
gig von einer Exposition zu ROS (H,0, und Kupfer) verstirkt der B-Cleavage unterlief. 2005
konnten Watt et. al. weiterfilhrend anhand densitometrischer Immunoblot-Auswertung von
SH-SY5Y-Zell-Lysat (n = 3) einen signifikanten Anstieg der B-Cleavage der PrP®-Volllinge
nach 10-miniitiger ROS-Exposition (H,O, und Kupfer) zeigen. Untersuchungen dieser Art
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miissen jedoch in Hinblick auf eine in-vitro-Degradation des PrP® kritisch betrachtet werden.
Bei den in dieser Studie eingesetzten in-vivo-Modellen lassen die rasche Kryokonservierung
des Gewebes und der Einsatz denaturierender Reagenzien jedoch eine spitere Spaltung des

PrP€ — auch durch unspezifische Proteolyse — weitestgehend ausschlieBen.

4.15 a-Cleavage des PrPA32-93 existiert und ist bei MCAO ist erhoht

Uberaschenderweise zeigte die Immunoblot-Analyse, dass das N-terminal verkiirzte PrPA32-
93 der C4/0-Miuse ebenfalls einer a-Cleavage unterliegt. Nach 1 h MCAO mit 24 h Reperfu-
sionsphase fand sich in allen untersuchten Arealen eine deutliche Reduktion der absoluten
Intensitdtswerte der PrPA32-93-Vollinge sowie des C1-Spaltprodukts im Vergleich mit den
mit unbehandelten Kontrollhirnen (vergleiche Abbildung 45), wobei fiir den Vergleich mit
den Kotrolltieren obige Einschrinkungen zu machen sind (siehe 4.13.). Die C4/0-Tiere zeig-
ten nach MCAO im Infarktareal einen signifikanten sowie in ipsi- und kontralateraler Hemi-
sphire einen deutlichen Anstieg des Verhiltnisses C1-Fragment : PrPA32-93-Vollldnge (Ab-
bildung 48). Diese Verdnderung verhilt sich @hnlich wie bei den Untersuchungen an den
Wildtyptieren. Interessanterweise scheint also die a-Cleavage des PrP© und PrPA32-93 unab-
hingig vom Vorhandensein der Oktarepeat-Region durch oxidativen Stress gesteigert zu wer-
den. Wie jedoch die volumetrischen Ergebnisse zeigten konnte das N-terminal verkiirzte
PrPA32-93 trotz 1,5-fach hoherer Expressionsrate den neuroprotektiven Effekt des PrP© nicht
erhalten. Diese Ergebnisse deuten an, dass weder die Priasenz des Cl-Fragments, noch der
Prozess der Cleavage an der neuroprotektiven Funktion des PrP® beteiligt sein kénnen. Mog-
licherweise stellt aber das korrespondierende N1-Fragment mit seiner Oktapeptidregion das
biologisch aktive a-Cleavage-Produkt dar. Das zelluldre Trafficking der niedermolekularen,
nach extrazelluldr abgegebenen N-terminalen Spaltprodukte ist variabel, von schneller weite-
rer Degradation begleitet und sein Nachweis schwierig (Perera and Hooper, 2001). Ein bakte-
riell hergestelltes N-terminales Peptid erwies sich als zu instabil und unterlag einem schnellen
Abbau (Hornemann and Glockshuber, 1996). In Zellkultur gelang es immerhin, ein PrPC-
Fragment von 11-12 kDa als den N-terminalen Gegenpart des C1-Fragments zu identifizieren
(Vincent et al., 2000). Der Metabolismus des N1-Fragments in vivo und seine Rolle fiir eine
neuroprotektive Funktion des PrP bleibt leider noch offen. In jedem Fall kann aber in dieser
Arbeit ein Anstieg der a-Cleavage unter oxidativem Stress festgestellt werden, der auf eine
Bedeutung der Spaltung iiber eine physiologische Degradation (und Inaktivierung) des Prote-

ins hinaus hinweisen konnte. Die Spaltstelle der o-Cleavage zwischen Histidin 111 und
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Methionin 112 befindet sich in der potentiell neurotoxischen amyloidogenen Domine AS
106-126 des PrP© (Jobling et al., 1999). Somit kénnte die Aufkldrung der funktionellen Be-
deutung der PrPC-Spaltung helfen, bei Prionkrankheiten die dysfunktionale Komponente der
Neurodegeneration zu verstehen. Der Mechanismus der a-Cleavage selbst ist noch unbekannt.
Verschiedene Untersuchungen deuten auf eine iiber den Proteinkinase-C-Pathway und durch
diverse Disintegrin-Metalloproteasen (ADAM 9, 10, 17) regulierte Proteolyse hin (Vincent et
al., 2000). Inwiefern einer der Pathways als Ziel einer therapeutischen Intervention zum Auf-
halten oder Verlangsamen Prion-assoziierter Erkrankungen dienen kann, bleibt zu untersu-

chen.

4.16 f-Cleavage bei AS 88/89 : PrPA32-93 unterlduft keiner 3-Cleavage

Wie die detaillierte Analyse unter Kapitel 3.4 zeigt, befindet sich die Schnittstelle der PrPC-83-
Cleavage sehr wahrscheinlich in der Oktarepeatregion (AS 51-90) zwischen Tryptophan 88
und Glycin 89. Auch unter Beriicksichtigung eventueller Fehler und groBziigiger Auslegung
kann das APrP der C4/0-Méuse mit Deletion der N-terminalen Aminosduresequenz 32-93 die
B-Cleavage-Stelle nicht enthalten, sondern unterlduft allein einer a-Cleavage, die zu einem
C1-Fragment wie beim Wildtyp fiihrt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit bisherigen Un-
tersuchen, die die B-Cleavage ebenfalls in oder nahe der Oktarepeatregion vermuten lieBen
(Jimenez-Huete et al., 1998; Mange et al., 2004; McMahon et al., 2001). Ubereinstimmend
mit dieser Studie fanden McMahon et al. bereits 2001 unter oxidativen Bedingungen einen
Anstieg der aminoterminal verkiirzten Spaltprodukte der PrP®-Volllinge. Des Weiteren be-
richteten sie, dass die Oktapeptidregion einer spezifischen kupfer- und pH-abhingigen Spal-
tung unterstehe. Wie in bisherigen Untersuchungen erschienen auch in dieser Studie die dem
C2-Fragment entsprechenden Banden der ischdmischen Prnp+/+-Méusehirne schwicher zu
sein, wihrend die Intensitit der Banden des Cl-Fragments verglichen mit Prnp+/+-Sham-
Kontrollen verstirkt detektiert wurde. Mangé und Mitarbeiter argumentierten, dass das PrP®
zuerst an der B-Cleavage-Stelle nahe der Oktapeptidregion gespalten und das C2-Fragment als
biologisch aktive Form des PrP® freigesetzt werde. Dieses biologisch aktive erste Spaltpro-
dukt werde durch eine schnell nachfolgende a-Cleavage inaktiviert, was die verstirkte Detek-
tion des C1-Fragments erklidren konnte. Sie zeigten zudem anhand eines PrPA110-119 (Dele-
tion der a-Cleavage-Stelle 111 / 112) ein von der a-Cleavage unabhéngiges Auftreten der 3-
Cleavage bei signifikant verbesserter Uberlebensfihigkeit der transgenen Zellen unter oxida-

tivem Stress (Mange et al., 2004). In dieser Studie zeigten PrPA32-93-Miuse mit Deletion der
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berechneten B-Cleavage-Stelle 88/89 unter hypoxischen Bedingungen ein signifikant ver-
schlechtertes zellulires Uberleben trotz (gesteigerter) a-Cleavage. Diese Daten deuten einer-
seits darauf hin, dass o- and p-Cleavage des PrPC als zwei jeweils unabhiingige proteolytische
Ereignisse eintreten konnten. Andererseits konnte das verkiirzte APrP der C4/0-Méuse anstel-
le des C2 als funktionsloses Substrat der a-Cleavage abgebaut werden. Ob das C2-Fragment
tatsdchlich als Precursor-Protein einer relevanten a-Cleavage unterlduft, miisste weiterfiihrend
untersucht werden, erscheint aber hochst unwahrscheinlich. Zusammen genommen unterstiit-
zen die Daten die Hypothese, dass ein Fehlen der B-Cleavage assoziiert ist mit dem Verlust
der neuroprotektiven Funktion des PrP¢ (Watt et al., 2005). Die hier identifizierte B-Cleavage-
Stelle zwischen Tryptophan in Position 88 und Glycin in Position 89 ist eine bekannte Spalt-
stelle von Serinproteasen wie der Proteinase K (Zou et al., 2003). Die Familie der ubiquitidren
Subtilisin-dhnlichen Serinproteasen umfasst auch die Verdauungsenzyme Trypsin, Elastase,
Plasmin oder Thrombin. Serinproteasen verdauen Proteine bevorzugt hinter hydrophoben
Aminosduren, wofiir das aromatische Tryptophan an Position 88 in Frage kommen wiirde
(Mekonnen et al., 2006). Es wire denkbar, dass die gesteigerte B-Cleavage des PrPC bei oxi-
dativem Stress und Zelltod die Folge einer unspezifischen Proteolyse durch eine ubiquitidre
Serinprotease sein konnte (Solary et al., 1998). Im Sinne einer oxidativen nicht-
enzymatischen Proteinspaltung konnten jedoch auch durch Redox-Reaktionen am proteinge-
bundenen Kupfer generierte ROS die 3-Cleavage auslosen (Kim et al., 1985). In diesem Fall
ist eine Partizipation der Kupfer bindenden Oktapeptide an Redox-Reaktionen anzunehmen
und daher eine Rolle der N-terminalen Spaltung bei der zelluldren Antwort auf oxidativen
Stress. Es konnte deswegen die Hypothese aufgestellt werden, dass Freisetzung durch die
Spaltung die Oktapeptide direkt zu entgiftenden Reaktionen oder Interaktion mit Signal-
pathways befédhigt (Vassallo and Herms, 2003). Weitere Studien miissen zeigen, inwiefern die
Spaltung des PrP¢ mit der Freisetzung N-terminaler Fragmente fiir die neuroprotektive Funk-

tion des Proteins wirklich relevant ist.
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S Zusammenfassung

Die physiologische Funktion des mit den Prionerkrankungen assoziierten zelluldren Prionpro-
teins (PrP%) ist noch ungeklirt. Jedoch gibt es Evidenz fiir eine komplexe Beteiligung des
vorwiegend im zentralen Nervensystem exprimierten PrP€ bei pathophysiologischen Mecha-
nismen unter oxidativem Stress. Miuse mit Knock-out des PrP -Gens Prnp zeigten eine er-
hohte neuronale Empfindlichkeit gegeniiber oxidativem Stress (Brown et al., 1998). Weitere
Untersuchungen mit Deletion des Prnp weisen auf eine essentielle Bedeutung der N-
terminalen Oktarepeats (repetetive Sequenz von acht AS) des PrPC fiir die neuroprotektive
Funktion hin (Bounhar et al., 2001). Viele der in vitro gewonnenen Erkenntnisse wurden im
Tiermodell noch nicht weiterfiihrend untersucht. Bei ersten in-vivo-Studien von Hoshino et
al. (2003) und McLennan et al. (2004) zeigten Prnp-knock-out-Mause nach experimenteller
Hirnschéadigung signifikant groBere Lisionen als Wildtyptiere. Im Rahmen des Projekts ,,Ze-
rebrales Trauma und ischdmischer Insult im Mausmodell* in Kooperation mit dem Institut fiir
chirurgische Forschung (LMU, Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Plesnila) und der Neurologi-
schen Klinik (LMU, Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Hamann) wurde ein Traumamodell
(Controlled Cortical Impact, CCI) sowie das Modell einer transienten zerebralen Ischdmie mit
Reperfusionsphase (Middle Cerebral Artery Occlusion, MCAO) etabliert. Es wurden Ge-
schwister von Wildtyp-, Prnp-knock-out-Miusen und transgenen Méausen (Deletion der Okta-
repeat-Region: PrPA32-93) mit schein- und unbehandelten Kontrollméusen verglichen. Uber-
einstimmend mit den Ergebnissen der vorausgehenden Studien zeigten volumetrische Aus-
wertungen nach CCI sowie nach MCAO signifikant grolere Lisionsvolumina der Prnp-
knock-out-Miuse im Vergleich mit den Wildtyp-Littermates. In Mdusen mit N-terminaler
Deletion (PrPA32-93) fanden sich nach MCAO vergleichbare Lésionsvolumina wie in den
Prnp-knock-out-Miusen, ein Hinweis auf die Abhidngigkeit der neuroprotektiven Funktion
des PrP® vom Vorhandensein einer intakten N-terminalen Domine. Aus Zellkultur-
Untersuchungen wurde vermutet, dass unter oxidativem Stress vermehrt die N-terminal ver-
kiirzten PrP¢-Spaltprodukte C1 (a-Cleavage, Position 111/112) und C2 (B-Cleavage, Schnitt-
stelle hinter der Oktarepeat-Region AS 51-91 vermutet) auftreten. Ein wichtiger Schritt zur
Aufklirung der Funktion des PrPC ist daher eine detaillierte Kenntnis dieser Prozesse in vivo.
Mittels einer neuen Methode gelang in der vorliegenden Arbeit isolierte Hirnschnittareale
beziiglich des Auftretens der Spaltprodukte zu untersuchen. Das Molekulargewicht der PrP®-
Vollldnge lag bei ca. 28 kDa, das Cl-Fragment bei ca. 16 kDa, das C2-Fragment als zarte
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Bande bei ca. 21 kDa sowie das PrPA32-93 bei ca. 20 kDa. Das stabile Zytoskelettprotein B-
Aktin stellte sich bei etwa 43 kDa dar. In einer densitometrischen Auswertung wurde die Ex-
pression der PrP“- und PrPA32-93-Volllinge sowie des Spaltprodukts C1 quantitativ und in
Referenz zu B-Aktin analysiert. 24h nach CCI zeigte sich ein Abfall der detektierten PrP-
Menge. Bei MCAO zeigte sich im Infarktareal die niedrigste Proteinexpression, diese Daten
stimmten mit dem immunhistochemischen Bild iiberein. Wie bei den bisherigen in-vitro-
Versuchen (McMahon et al., 2001) zeigte sich nach CCI und MCAO ein Anstieg der Ratio
Cl-Fragment : PrP®-Volllinge zugunsten des Spaltprodukts. Der Anstieg der a-Cleavage
(s.0.) des PrP® scheint daher von Intensitit und AusmaB der oxidativen Schidigung abhingig
zu sein. Uberraschenderweise fand sich unter den ischiimischen Bedingungen eine ebenfalls
gesteigerte a-Cleavage des PrPA32-93. Wie jedoch die volumetrischen Ergebnisse zeigten,
konnte das N-terminal verkiirzte PrPA32-93 den neuroprotektiven Effekt des PrP€ nicht erhal-
ten. Diese Ergebnisse deuten an, dass das C1-Fragment nicht an der neuroprotektiven Funkti-
on des PrP beteiligt sein kann. Des Weiteren zeigte sich in einer hoch aufldsenden Immu-
noblot-Analyse, dass das PrPA32-93 keiner B-Cleavage unterliegt. Die Spaltstelle der B-
Cleavage wurde innerhalb der Oktarepeat-Region bei AS 88/89 identifiziert. Damit wire die
Moglichkeit einer unspezifischen Proteolyse des PrPC durch ubiquitdre Serinproteasen wie
Proteinase K nicht auszuschlieBen. Der genaue Mechanismus beider Spaltungen bleibt jedoch
noch ungeklirt. Die diskutierte Funktion des C2-Fragments als biologisch aktives erstes
Spaltprodukt mit Inaktivierung durch eine schnell nachfolgende a-Cleavage erscheint un-
wahrscheinlich. Die korrespondierenden N-terminalen Fragmente sind schwierig zu detektie-
ren und ein Einfluss auf die neuroprotektive Funktion des PrP® ist unbekannt. Sie kénnten
aber eine entscheidende Rolle bei der Neuroprotektion einnehmen.

Der Grof3teil der erhobenen Daten ist im Rahmen folgender Artikel veroffentlicht:

Mitteregger G, Vosko M, Krebs B, Xiang W, Kohlmannsperger V, Nolting S, Hamann GF,

Kretzschmar HA. The role of the octarepeat region in neuroprotective function of the cellular

prion protein. Brain Pathol. 2007 Apr;17(2):174-83.

Krebs B, Kohlmannsperger V, Nolting S, Schmalzbauer R, Kretzschmar HA. A method to

perform Western blots of microscopic areas of histological sections. J Histochem Cytochem.

2006 May;54(5):559-65.
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8 Anhang

8.1 Histologische Schittprotokolle

Die Protokolle wurden durch die histologische Abteilung des Zentrums fiir Neuropathologie
und Prionforschung erstellt. Die Maushirne wurden nach Entfernen des Bulbus olfactorius in
frontaler Schnittebene von rostral nach kaudal durchgestuft. Aus jeder Schnittstufe (am rech-
ten Tabellenrand — bei Trauma in mm, bei Ischdmie in um — angegeben) wurde die Schnittan-
zahl (linke Spalte) auf den Objekttriger (OT) aufgezogen und durch eine OT-Nummer ge-

kennzeichnet. Schnittdicken und verworfenes Material sind bei jeder Schnittebene aufgelistet.
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Schneideprotokoll Trauma Vol / WB / RNA

Tiernummer :

Projekt: ZNP

Anzahl
der Schnitte

Verworfen

OT-Nummer

Schnitte

Verwendung

Bemerkung

100x10ym

Vol 1/1 A

1x10ym

Vol 1/1 B [1x10ym

48x10ym

1,5

Vol 1/2 A

1x10ym

Vol 1/2 B

1x10ym

48x10ym

Vol 1/3 A

1x10ym

Vol 1/3 B

1x10ym

E1/3A

1x10ym

E1/3B

1x10ym

46x10ym

2,5

Vol 1/4 A

1x10ym

Vol 1/4 B

1x10ym

E1/4A

1x10ym

E1/4B

1x10ym

46x10ym

Vol 2/5 A

1x10ym

Vol 2/5B

1x10ym

E1/5A

1x10ym

E1/5B

1x10ym

WB 5/1

4x20ym

AlIDN|[=]=]|=]=

WB 5/2

4x20ym

30x10ym

3,5

Vol 2/6 A

1x10ym

Vol 2/6 B

1x10ym

E1/6 A

1x10ym

E1/6 B

1x10ym

WB 6/1

4x20ym

AR | ==

WB 6/2

4x20ym

30x10ym

Vol 2/7 A

1x10ym

Vol 2/7 B

1x10ym

E2/7A

1x10ym

_|alala

E2/78B

1x10ym

3x10ym
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Schneideprotokoll Trauma Vol / WB / RNA

Seite 2
Anzahl Verworfen |OT-Nummer Verwendung |Bemerkung
der Schnitte Schnitte
1 RNA 1 1x20ym
1 RNA 2 1x20ym
1 RNA 3 1x20ym
1 RNA 4 1x20ym
1 RNA 5 1x20ym
1 RNA 6 1x20ym
1 RNA 7 1x20ym
1 RNA 8 1x20ym
1 RNA 9 1x20ym
1 RNA 10  1x20ym
1 RNA 11 1x20ym
1 RNA 12 1x20ym
1 RNA 13 1x20ym
1 RNA 14 1x20ym
1 RNA 15  1x20ym
1 RNA 16 1x20ym
1 RNA 17 1x20ym
1 RNA 18 1x20ym
1 RNA 19 1x20ym
1 RNA 20  1x20ym
3x10ym
1 Vol 2/8 A 1x10ym
1 Vol 2/8 B 1x10ym
1 E2/8A  1x10ym
1 E2/8B  1x10ym
4 WB 8/1 4x20ym
4 WB 8/2  4x20ym
30x10ym
1 Vol 3/9 A 1x10ym
1 Vol 3/9B  1x10ym
1 E2/9A  1x10ym
1 E2/9B  1x10ym
4 WB 9/1 4x20ym
4 WB 9/2  4x20ym
30x10ym
1 Vol 3/10 A 1x10ym
1 Vol 3/10 B 1x10ym
1 E2/10A 1x10ym
1 E2/10B 1x10ym
46x10ym
1 Vol 3/11 A 1x10ym
1 Vol 3/11 B 1x10ym
1 E3/11 A 1x10ym
1 E3/11B 1x10ym
46x10ym
1 Vol 3/12 A 1x10ym
1 Vol 3/12 B 1x10ym
1 E3/12 A 1x10ym
1 E 3/12B 1x10ym
46x10ym
1 Vol 4/13 A 1x10ym
1 Vol 4/13 B 1x10ym
48x10ym

Vol 4/14 A 1x10ym

Vol 4/14 B 1x10ym

4,5

55

6,5

7,5
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Schneideprotokoll Ischamie

Tiernummer : Seite 1
Anzahl Verworfen OT-Nummer Verwendung Bemerkung
der Schnitte Schnitte
50x10um
1 Vol 1/1 A 1x10um
1 Vol 1/1 B 1x10um
480um
1 Vol 1/2 A 1x10um
1 Vol 1/2B  1x10um
1 E1/2A  1x10um
1 E1/2B  1x10um
1 E1/2C  1x10um
1 E1/2D  1x10um
440um
1 Vol 1/3 A 1x10um
1 Vol 1/3B  1x10um
1 E1/3A  1x10um
1 E1/3B  1x10um
1 E1/3C  1x10um
1 E1/3D  1x10um
440um
1 Vol 1/4 A 1x10um
1 Vol 1/4 B 1x10um
1 E1/4A 1x10um
1 E1/4B  1x10um
1 E1/4C  1x10um
1 E1/4D 1x10um
4 N1/4A  4x10um
4 N1/4B  4x10um
4 WB 1/4  4x20um
4 WB 2/4  4x20um
200um
1 Vol 2/5 A 1x10um
1 Vol 2/5B 1x10um
1 E1/5A  1x10um
1 E1/5B  1x10um
1 E1/5C 1x10um
1 E1/5D 1x10um
4 N2/5A  4x10um
4 N2/5B  4x10um
4 WB1/5 4x20um
4 WB2/5 4x20um

200um

500

1000

1500

2000

2500

3000
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Schneideprotokoll Ischamie

3500

Tiernummer : Seite 2
Anzahl Verworfen OT-Nummer Verwendung Bemerkung
der Schnitte Schnitte
1 Vol 2/6 A 1x10um
1 Vol 2/6 B 1x10um
1 E2/6 A 1x10um
1 E2/6 B  1x10um
1 E2/6 C  1x10um
1 E2/6D 1x10um
1 N36A 1x10um
1 N36B 1x10um
10um
1 RNA 1 1x20um
1 RNA 2 1x20um
1 RNA 3 1x20um
1 RNA 4 1x20pm
1 RNA 5 1x20pm
1 RNA 6 1x20um
1 RNA 7 1x20um
1 RNA 8 1x20um
1 RNA 9 1x20um
1 RNA 10  1x20um
1 RNA 11 1x20um
1 RNA 12 1x20um
1 RNA 13 1x20um
1 RNA 14 1x20um
1 RNA 15  1x20um
1 RNA 16 1x20um
1 RNA 17  1x20um
1 RNA 18  1x20um
1 RNA 19  1x20um
1 RNA 20  1x20um
10um
1 Vol 2/7 A 1x10um
1 Vol 2/7 B  1x10um
1 E2/7A  1x10um
1 E2/7B  1x10um
1 E2/7C  1x10um
1 E2/7D 1x10um
4 N4/7A  4x10um
4 N4/7B  4x10um
4 N4/7C  4x10um
4 N4/7D  4x10um
4 WB 1/7  4x20um
4 WB 2/7  4x20um
120um

4000

Vol 2/8 A 1x10um

Vol 2/8 B 1x10um

E2/8A  1x10um

E2/8B  1x10um

E2/8C 1x10um

Iy PN DENY Iy JEIY Y

E2/8D 1x10um
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Schneideprotokoll Ischamie

Tiernummer : Seite 3

Anzahl Verworfen OT-Nummer Verwendung Bemerkung
der Schnitte Schnitte
N5/8A  4x10um

N58B  4x10um

N58C 4x10um

N58D 4x10um

WB 1/8  4x20um

WB 2/8  4x20um

120um 4500
Vol 3/9 A 1x10um
Vol 3/9 B 1x10um
E2/9A 1x10um
E2/9B 1x10um
E2/9C 1x10um
E2/9D 1x10um
N6/9A  4x10um
N6/9B  4x10um
N6/9C  4x10um
N6/9D  4x10um
280um 5000
Vol 3/10 A 1x10um
Vol 3/10 B 1x10um
E 3/10A 1x10um
E 3/10B 1x10um
E3/10C 1x10um
E3/10D 1x10um
440um 5500
Vol 3/11 A 1x10um
Vol 3/11 B 1x10um
E3/11 A 1x10um
E3/11B 1x10um
E 3/11C 1x10um
E3/11 D 1x10um
440um 6000
Vol 3/12 A 1x10um
Vol 3/12 B 1x10um
E3/12A 1x10um
E3/12B 1x10um
E 3/12C 1x10um
E3/12D 1x10um
440um 6500
Vol 4/13 A 1x10um
Vol 4/13 B 1x10um
E3/13A 1x10um
E 3/13B 1x10um
E 3/13C 1x10um
E 3/13D 1x10um
440um 7000
1 Vol 4/14 A 1x10um
1 Vol 4/14 B 1x10um

I EESESED

N AN AN N Y PRy PRy Y N Y

Iy Iy PEIY ENY JEIY PENY

[Ny Iy PEIY JINY JEIY PENY

[Ny PNy DIy PEIY Py DI

[Ny PEIY DIy PINY pENY DI
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8.2 Abkiirzungsverzeichnis

APS
AS
BCIP
BSE
C

C1

C2

C4
cAMP
CCI
CJD
DDT
DNS
Doppel
ERK
GPI
GSS

MCAO
MOPS
m-RNA
N

NBT
nvCJD
ORF
PAGE
PBS
PCBP
PCR
PFA
PNGase

Prion

Ammoniumperoxosulfat

Aminosdure
Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat
Bovine Spongiforme Emzephalopathie
Kontralaterale Hemisphére
PrPC-Spaltprodukt (,,a-Cleavage)
PrPC-Spaltprodukt (“B-Cleavage)
vergleiche PrPA32-93

zyklisches Adenosinmonophosphat
Controlled Cortical Impact

Creutzfeldt Jakob Disease

Dithiothreitol

Desoxyribonukleinsdure

Downstream Prion Protein Like Element
Extracellular Signal Regulated Kinase
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol
Gerstmann-Striussler-Scheinker Syndrom
Ipsilaterale Hemisphére

Middle Cerebral Artery Occlusion
3-(N-Morpholino)-propanesulfonicacid
messanger Ribonukleinsédure

Nekrose

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Neue Variante der Creutzfeldt Jakob Disease
Open Reading Frame

Polyacrylamide Gel Elektrophoresis
Phosphate Buffered Saline

Cellular Prion Protein Bindungspartner
Polymerase Chain Reaction
Paraformaldehyd
Peptid-N4-(N-acetyl-B-D-glucosaminyl)-Asparagin-Amidase

Proteinaceous infectious agent
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Prnp Gen des Prion-Proteins

Prnp+/+ Prion-Protein Wildtyp

Prnp0/0 Prion-Protein knock-out

PrPC Cellular Prion-Protein

PrPres Proteinase K resistent

PrPSc Scrapie causing Prion-Protein

PrPA32-93 PrPC mit N-terminaler Deletion (AS 32 bis 93), synomym ,,C4*
PVDF Polyvinyl-Difluorid

rCBF Regionaler cerebraler Blutfluss

ROS Reactive Oxygen Species

RT Raumtemperatur

SDS Sodium Dodecylsulfate

SOD Superoxiddismutase

STI Stress Inducible Protein

TEMED Tetramethylethylendiamid

TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

ZNS Zentrales Nervensystem

APrP Prion Protein mit Deletion



