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1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von hydrostatischem Hochdruck (100
bis 1000 MPa) auf die Stabilitdt und Infektiositdt von Hamster-Prion-Proteinen
untersucht. Die Studie sollte klaren, inwieweit die Hochdrucktechnologie, die bereits
zur Inaktivierung Lebensmittel relevanter pathogener Mikroorganismen eingesetzt
wird, in der Lage ist Scrapie-Erreger zu inaktivieren. Daneben stellt die thermo-
dynamische Variable Druck eine Moglichkeit dar, physikochemische Eigenschaften
eines Proteins zu untersuchen, die mittels anderen Parametern, wie z.B. Temperatur,
nicht moglich sind.

Im Vergleich zu den empfohlenen Dekontaminationsmethoden (Dampfsterilisation bei
133 °C fur 20 min; einstindige Behandlung mit 1M Natronlauge) zeigte die
Hochdruckbehandlung von mit Scrapie infizierten Hamstergehirnhomogenaten bei
800 MPa und Temperaturen deutlich unterhalb Sterilisationsbedingungen (60-80 °C)
vergleichbare und zum Teil sogar bessere Inaktivierungsraten. Diese relativ milde
Dekontaminationsmethode stellte sich somit nicht nur als Alternative zu den bis-
herigen Inaktivierungsmethoden heraus, sondern ist zudem auch weitaus material-
schonender, wodurch sich eine Weiterverarbeitung von Risikomaterial ermoglichen
konnte.

Da das Verhalten eines Proteins unter Druck durch dessen Konformation bestimmt
wird, konnten im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich neue Kenntnisse Uber die
komplexe Faltung der infektidsen Prion-Proteine gewonnen werden. Die Hochdruck-
behandlung infektioser Hamster-Prion-Proteine konnte Unterschiede in der thermo-
dynamischen Stabilitdt verschieden aufgearbeiteter Prion-Proteine aufzeigen. Je
nach Umgebungsbedingungen (pH-Bedingung, Salzkonzentration) und Aufarbeitung
(Homogenisierung, Ultrazentrifugation) zeigte sich das Prion-Protein unterschiedlich
druckstabil. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass das Prion-Protein in unter-
schiedlich stabilen Konformationen vorliegen kann, die verschieden resistent gegen-
Uber Inaktivierung sind. Zudem konnte die Bedeutung der Struktur des Prion-Proteins
fur dessen Infektiositat verdeutlicht werden. Da die Destabilisierung der Prion-
Protein-Konformation zu einer Reduktion der Infektiositat fuhrt, konnten durch
genaue Kenntnisse Uber die Prion-Protein-Faltung optimale Inaktivierungsmethoden

entwickelt werden.
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2  Einleitung

2.1 Thematische Einfihrung

Als Erreger der Transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE), zu denen
unter anderem BSE beim Rind, Scrapie beim Schaf und die Creutzfeld-Jakob-
Krankheit (CJK) beim Menschen zahlen, gelten fehlgefaltete Prion-Proteine.
Ausgelost werden diese Ubertragbaren, stets todlich verlaufenden degenerativen
Erkrankungen des zentralen Nervensystems durch eine Isoform des zellularen Prion-
Proteins PrP®. Diese fehlgefaltete, pathogene Isoform des Prion-Proteins wird als
PrP5¢ (auch PrP™F) bezeichnet. Die Resistenz von PrP%¢ gegeniiber Proteasen
sowie dessen Stabilitat gegenuber Inaktivierungsmethoden, mit denen herkdmmliche
Krankheitserreger unschadlich gemacht werden konnen, stellt ein grof3es Problem flr
dessen Inaktivierung dar. So ist auch der Ausbruch der BSE-Epidemie in Europa auf
die Verfltterung von ungenligend behandelten Tierkdrpermehlen zurtckzuflhren
(Prusiner 1997). Zu Beginn der siebziger Jahre reduzierte man in den britischen
Tierkorperbeseitigungsanlagen bei der Herstellung von Tiermehl die Behandlungs-
temperaturen und -zeiten. Aufgrund dieser Umstellung des Herstellungsverfahrens
von Tiermehl, bei welchem auch Schafskadaver verwendet wurden, erfolgte
offensichtlich keine Inaktivierung des Scrapie-Erregers mehr, welchen man zuvor
unwissentlich unschadlich gemacht hat. Um die daraus resultierende BSE-Epidemie
einzudammen, sind von der Europaischen Union umfangreiche Malihahmen ergriffen
worden, die das Risiko flur den Verbraucher minimieren sollen. Zu den wichtigsten
Punkten zahlen dabei das Verbot der Verfutterung tierischer Proteine an lebens-
mittelliefernde Tiere, die Entfernung von Risikomaterial (Gehirn und Ruckenmark) bei
der Schlachtung sowie umfangreiche Uberwachungs- und Kontrollprogramme.
Derzeit existiert jedoch kein Verfahren, dass sichere Lebensmittel aus als Nutztier
gehaltenen Wiederkauern (Rinder, Ziegen, Schafe), die mit Prionen verunreinigt sein
konnten, gewahrleistet. Die zurzeit gangigste Methode, um die Sicherheit von
Lebensmitteln zufrieden stellend zu garantieren, liegt im Nachweis von ZNS-
Kontaminationen in Fleisch und Fleischerzeugnissen. Da das Gehirn und Rlcken-
mark BSE-erkrankter Tiere eine hohe Konzentration an infektidsen Prionen
aufweisen, stellen Lebensmittel, die mit diesen Geweben verunreinigt sind, eine

besonders hohe Gefahr fur den Verbraucher dar.
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Geeignete Inaktivierungsmethoden, wie z.B. Autoklavieren bei 133 °C fir 20 min
oder die Behandlung mit 1M Natronlauge oder starken Oxidationsmitteln sind
aggressiv und fuhren zu einem starken Verlust an Qualitdt und Textur des zu
behandelten Materials, der eine Weiterverarbeitung unmdglich macht. Ein mildes
Verfahren zur Reduktion der Stabilitat und Infektiositat von Prionen konnte dagegen
eine Weiterverarbeitung ermoglichen und somit fur sichere Lebensmittel sorgen und
die Verbrauchersicherheit erhéhen. Solch ein mildes Verfahren stellt die Hochdruck-
technologie dar. Diese relativ neuartige Methode, die bereits bei der Haltbarmachung
von Lebensmitteln Anwendung findet, weist mehrere Vorteile gegeniber den
konventionellen Methoden wie z. B. die Behandlung mit Hitze, auf. So kdnnen
beispielsweise unerwlinschte Temperatureffekte wie Vitamin- und Nahrstoffverlust
und Anderungen in Geschmack, Textur und Farbe mit diesem schonenden Verfahren
minimiert werden. Mit hydrostatischem Druck konnen somit qualitativ hochwertige,
haltbare und mikrobiologisch einwandfreie Lebensmittel hergestellt werden.

Eine weitere Besonderheit von Hochdruck stellt dessen Fahigkeit dar, Protein-
konformationen so zu beeinflussen, dass es zur Umfaltung und Denaturation von
Proteinen kommt. Die daraus resultierenden Strukturanderungen unterscheiden sich
dabei von temperatur- oder chemikalieninduzierten Anderungen, da bei der
Druckdenaturation von Proteinen in erster Linie nur Volumeneffekte eine Rolle
spielen. Daher findet Hochdruck nicht nur als Verfahren zum Haltbarmachen von
Lebensmitteln Anwendung, sondern auch als thermodynamischer Parameter zur

Untersuchung von Proteinaggregationen und -faltungen.
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2.2 Hochdruck

2.2.1 Druckerzeugung

Die Erzeugung von hydrostatischem Druck kann auf unterschiedlicher Weise
erfolgen. Abbildung 2.1 zeigt schematisch, wie der Druck erzeugt und auf eine Probe
Ubertragen werden kann. Eine Méglichkeit ist die Ubertragung der mit einem Stempel
mit der Basisflache A erzeugten Kraft F auf ein druckubertragendes Medium M (Abb.
2.1a). Dabei setzt das im Behaltervolumen eingeschlossene Medium die zunachst
gerichtete Kraft in einen Druck vom Betrag F/A um. Im Idealfall wirkt der Druck dabei
direkt und ohne Druckgradient auf die vom Druckmedium umschlossene Probe.
Diese Bedingung ist bei fluiden Medien mit geringer Viskositat normalerweise
gegeben. Eine weitere Mdglichkeit zur Erzeugung von Druck ist, den aulderhalb des
Behalters erzeugten Druck mittels Leitungen in die Probenkammer und somit auf die
Probe zu Ubertragen (Abb. 2.1b). Um Dricke von mehreren tausend bar zu
erreichen, werden Druckubersetzer, die dem hydrostatischen Prinzip folgen,
eingesetzt. Dabei wird im DrucklUbersetzer eine Flache A1 mit dem Primardruck p1
beaufschlagt. Die sich dadurch ergebende Kraft erzeugt auf der kleineren Flache A2
einen dem Flachenverhaltnis entsprechenden Ubersetzungsdruck p2 (Sekundar-

druck), der dann in die Probenkammer Ubertragen wird.

ot
£
=

i
7 A

V

®| | e
i I

Abbildung 2.1: Druckaufbaumethoden (nach Ludwig 2000).
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Abhangig von ihrer Kompressibilitat wird die Probe unter Druck mehr oder weniger
stark verdichtet. Der Probenbehalter muss die daflr notwendige Flexibilitat besitzen.
Eine flussige Probe kann dabei selbst als druckibertragendes Medium fungieren, in
diesem Fall kann auf die Verpackung verzichtet werden. Ist jedoch eine Verpackung
der Probe notwendig, so muss diese wie der Probenbehalter Uber ausreichende
Flexibilitat verfugen. Die Volumenabnahme fur eine wassrige Probe betragt bei
Raumtemperatur bei 1 kbar ca. 4 %, bei 6 kbar liegt sie bei ca. 15 % (Ludwig 2000).
Bei diesen Drlcken verschwinden gasgefullite Hohlraume. Elastische Proben und
Probenbehalter finden beim Entspannen wieder in ihre ursprungliche Form und
GrofRe zuruck.

Um eine zufrieden stellende Ubertragung des erzeugten Druckes auf die Probe
sicherzustellen, sollte das druckibertragende Medium folgende Eigenschaften
besitzen (Ludwig 2000):

- es sollte chemisch inert gegenluber allen Materialien, mit denen es in
Beruhrung kommt sein.

- eine geringe Scherfestigkeit, bzw. niedrige Viskositat besitzen, wodurch ein
homogener Druckaufbau und eine homogene Druckverteilung gewahrleistet
werden.

- Uber eine mdglichst kleine Kompressibilitat verfligen, um ein sicheres Arbeiten
zu ermdglichen. Daher sind Gase aufgrund ihrer hohen Kompressibilitat in
Bezug auf Sicherheit weniger gunstig als Flussigkeiten.

- zudem sollten flissige Druckmedien einen niedrigen Gefrierpunkt aufweisen,
damit ein Festwerden des Mediums bei hohem Druck ausgeschlossen werden

kann.

Flissigkeiten, die die oben beschriebenen Eigenschaften besitzen und deswegen
haufig verwendet werden, sind Mineraldle und ihre Mischungen mit Kerosin sowie
Silikondle. In der Lebensmitteltechnologie bietet sich Wasser als Medium an, da es
fur die Lebensmittelherstellung bzw. -verarbeitung zugelassen ist. Ein weiterer Punkt
der fur Wasser als Druckmedium spricht ist dessen besonderes Verhalten unter
Druck, das an dessen Dichteanomalie liegt: Am Phasendiagramm von Eis (Abb. 2.2)
erkennt man, dass es bei Raumtemperatur bis 10 kbar flissig bleibt. Bei tieferen
Temperaturen ist der Bereich kleiner, bei 0 °C bis 6,3 kbar und bei —22 °C bis 2,1
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kbar. Weitere positive Eigenschaften von Wasser sind die geringe Druckabhangigkeit
dessen Viskositat und die relativ kleine Kompressibilitat im Vergleich zu anderen
Flussigkeiten. Um bestimmte Gerateteile wie z.B. Dichtungen jedoch nicht zu sehr

durch das Wasser zu beanspruchen wird diesem haufig Glykol zugesetzt.

.
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Abbildung 2.2: Phasendiagramm von Eis.

Das Diagramm zeigt die verschiedenen Modifikationen von Eis in Abhangigkeit vom Druck
(L, flissiges Wasser; |h, hexagonales Wasser; II-IX, Kristallformen von Eis).

2.2.2 Thermodynamische und kinetische Effekte von Druck

In welche Richtung eine chemische Reaktion bevorzugt ablauft, ist durch das
Minimum an Freier Enthalpie vorgegeben. Auf diese Weise stellt sich ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Edukten und Produkten ein. Die Lage des
Gleichgewichtes ist von der Temperatur, vom Druck und von der Konzentration der
beteiligten Reaktionspartner abhangig (Schroter 1988). Mit der Veranderung dieser

Parameter kann das Gleichgewicht in die gewlnschte Richtung verschoben werden,
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vorausgesetzt man kennt das Gleichgewicht und die entscheidenden Parameter. Der
Einfluss, den diese Faktoren auf die Lage des chemischen Gleichgewichtes
ausuben, unterliegt dem Prinzip von LeChatelier und Braun. Man bezeichnet diese
allgemeine GesetzmalRigkeit auch als Prinzip des kleinsten Zwanges:

Wird auf ein im Gleichgewichtszustand befindliches System durch
Anderung der &uBeren Bedingungen ein Zwang ausgeiibt, so
verschiebt sich die Lage des Gleichgewichtes derart, dass der &ul3ere

Zwang vermindert wird.

Nach diesem Prinzip wird das Gleichgewicht einer chemischen Reaktion unter
erhdhtem Druck in die Richtung verschoben, in der das Reaktionsprodukt das
kleinere Volumen einnimmt als die Summe der Volumina der Edukte. Das bedeutet,
dass unter Druckeinfluss bevorzugt solche Reaktionen ablaufen, die mit einer

Verringerung des Volumens einhergehen.

Thermodynamisch Iasst sich die Druckbehandlung wie folgt betrachten:

Fur einen einfachen Gleichgewichtsprozess

A—B Gleichung 2.1

kénnen die Anderung des Systems in der freien Enthalpie AG, der inneren Energie
AU, des Reaktionsvolumens AV und der Entropie AS als eine Funktion der

Temperatur T und des Druckes p ausgedruckt werden:

AG =AU + pAV —TAS Gleichung 2.2

Unter Voraussetzung einer isothermen Zustandsanderung (konstante Temperatur)
und unter Annahme der Konvention, dass die Anderung des Reaktionsvolumens AV
gleich der Differenz zwischen Endvolumen Vg und dem Anfangsvolumen V, ist, lautet
die Gleichung 2.2:
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AV:VB—VA:(aA—Gj :—RT(aInKJ Gleichung 2.3
ap J; p ),

In Gleichung 2.3 bedeutet R die allgemeine Gaskonstante (R = 8,3414510 J/mol K)
und K die Gleichgewichtskonstante fur die Gleichung 2.1.

Aus der Gleichung 2.3 lasst sich schliefen, dass bei Vorgangen mit negativen
Reaktionsvolumina die Produktbildung mit steigendem Druck begunstigt wird, bei
Vorgangen mit einem positiven Reaktionsvolumen wird dagegen mit steigendem
Druck die Eduktbildung begunstigt. So betragt z.B. das Reaktionsvolumen fur die
Solvolyse von Wasser -22 cm®mol, d.h. die lonenbildung wird somit mit steigendem

Druck geférdert.

Durch erhohten Druck wird neben der Lage des Gleichgewichts einer chemischen
Reaktion auch die Geschwindigkeit der Einstellung des Gleichgewichts beeinflusst.
Gleichung 2.5 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit der

Gleichgewichtseinstellung und dem Druck.

A A" > B Gleichung 2.4

AV* =v7 —v, =BG | _ _gr[dInk Gleichung 2.5
p ), p ),

In Gleichung 2.5 stehen AG® und AV fir die Anderung der freien
Aktivierungsenthalpie bzw. des Aktivierungsvolumens k ist die Reaktions-
geschwindigkeitskonstante fiir eine Reaktion dargestellt in Gleichung 2.4. V*
kennzeichnet das Aktionsvolumen des aktivierten Systems, Va ist das Volumen vor

der Aktivierung.

Aus Gleichung 2.5 folgt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit einer chemischen
Reaktion bei negativem Aktivierungsvolumen mit steigendem Druck beschleunigt

wird. Eine Volumendnderung von beispielsweise -16 cm*/mol bedeutet bei
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Raumtemperatur und bei einer Druckerhohung von 1 kbar, etwa die Verdoppelung

der Reaktionsgeschwindigkeit.

Die Gleichungen 2.3 und 2.5 sind die quantitative Fassung des Prinzips nach
LeChatelier und Braun vom kleinsten Zwang. Demnach nehmen die Gleichgewichts-
und Geschwindigkeitskonstanten mit dem Druck zu, wenn die betreffenden Vorgange

mit einer Volumenabnahme verknulpft sind.

Die hier aufgezeigten Gleichungen gelten streng genommen nur fur einfache
Reaktionssysteme und in ideal verdinnten LOsungen, welche die Bildung von
Intermediarprodukten oder Reaktionen héherer Ordnung ausschlieRen. Anhand der
thermodynamischen Betrachtungsweise lasst sich jedoch verdeutlichen, dass die
Anderung des Druckes einen bedeutenden Einfluss auf chemische Reaktionen und

deren Reaktionskinetiken haben kann.

Ein Effekt der bei Hochdruckexperimenten eine wichtige Rolle spielen kann und
deswegen nicht aulRer Acht zu lassen ist, ist die Temperaturanderung innerhalb des
druckubertragenden Mediums und der Probe beim Druckaufbau. Verantwortlich fur
diesen Effekt ist der thermische Ausdehnungskoeffizient, der das Ausmal} der

adiabatischen Kompression folgendermalien beschreibt:

(a—Tj :ﬂ Gleichung 2.6
ap ad. pCp

Dabei bedeutet a den thermischen Ausdehnungskoeffizienten, T die absolute
Temperatur, p die Dichte und c, die Warmekapazitat bei konstantem Druck.

Hier nimmt das Wasser wiederum mit einem relativ kleinen Wert eine Sonderstellung
ein, und auch hier ist diese Ausnahmeerscheinung von Vorteil. Die Temperatur-
erhohung ist von der Ausgangstemperatur abhangig, sie betragt bei Wasser bei einer
Ausgangstemperatur von 10 °C 2 K kbar™, bei einer Ausgangstemperatur von 70 °C
bereits 4 K kbar' (Makita 1992). Andere Substanzen, z.B. Fette, filhren zu
wesentlich hoheren Temperaturen. Bei n-Hexan kommt es bei einer Ausgangs-
temperatur von 18 °C zu einer Erhdhung um ca. 40 K kbar'. Von diesem

Temperatureffekt sind sowohl das drucklibertragende Medium als auch die Probe
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betroffen. Demnach erhalt man die geringsten Temperaturerhohungen fur wassrige
Medien und wassrige Proben. Ebenfalls zu berucksichtigen ist, dass beim
Entspannen der umgekehrte Effekt auftritt, d.h. Medium und Probe kihlen sich

entsprechend ab.

2.2.3 Auswirkungen von Druck auf chemische Reaktionen

Wird ein eingestelltes Gleichgewicht einer Reaktion durch aufleren Zwang wie
erhdhten Druck beeinflusst, so reagiert das System mit einer Zwangsverminderung,
bei Druck fuhrt dies zu einer Volumenkontraktion. Folgende Faktoren spielen dabei
eine entscheidende Rolle (Hamann 1980):

» Der intrinsische Volumenanteil AV,

.« €iner gelosten Spezies, bestimmt durch die
Anderung von van-der-Waals-Radien. Dieser Anteil resultiert aus der Bewegung
der Atomkerne der Reaktanden und den Anderungen der Bindungslangen und
Bindungswinkel wahrend der Bildung der Produkte.

> Der Solvatationsanteil AV_,, beschreibt die Volumenanderungen in Abh&ngigkeit

von der veranderten Polaritat, der Elektrostriktion und der Dipolinteraktionen mit

dem Lésungsmittel wahrend der Reaktion.

» Der Einfluss der Wechselwirkungen zwischen den geldosten Teilchen, kann in

verdunnten Losungen vernachlassigt werden.

Das Reaktionsvolumen besteht somit anndherungsweise aus der Summe des

intrinsischen Volumenanteils und dem Volumenanteil der Solvatationshille:

AV = AV

intr

+AV,,, Gleichung 2.7

Das Aktivierungsvolumen kann auf gleiche Art beschrieben werden:

AV” = AV 7inir + AV "o Gleichung 2.8
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Reaktionen bei denen die Solvatisierungsbeitrage zu vernachlassigen sind, werden
AV7durch AV, bestimmt. Dabei wird die Bildung einer kovalenten Bindung, die
mit einer negativen Volumenanderung einhergeht unter Druck begunstigt, wahrend
Bindungsspaltungen zu einer positiven intrinsischen Volumenanderung fuhren und
daher unter Druck gehindert werden. Aus diesem Grund ist es sehr unwahrschein-
lich, dass unter Druck kovalente Bindungen gespalten werden.

Treten Ladungen im Ubergangszustand oder in den gebildeten Produkten auf, so
fuhren diese infolge von Wechselwirkungen mit der Solvatationshtlle zu komplizier-
teren Verhaltnissen. Bei Reaktionen mit starken Anderungen in der Polaritat kann
AV7sy grofRer sein als AV i . Solche polaren Reaktionen zeigen eine ausgepragte
Abhangigkeit von der Lossungsmittelpolaritat. Handelt es sich bei dem Lésungsmittel
um Wasser, so werden die lonen von den Wassermolekulen, die unter Druck
komprimiert werden, umlagert. Daraus resultiert die Volumenabnahme. Diesen
Vorgang nennt man Elektrostriktion.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Bindungsbildung, Ladungstrennung und
die Konzentrierung von Ladungen sowie sterischer Zusammenhalt zu einer Volumen-
kontraktion fuhren. Bindungsspaltungen sowie Neutralisierungen und Delokali-

sierungen von Ladungen fihren dagegen zu einer Volumenexpansion.

2.2.4 Auswirkungen von Druck auf die Proteinstruktur

Die Konformation von Proteinen wird durch verschiedenartige chemischen
Bindungen und Wechselwirkungen zwischen den Peptidketten, mit anderen

Proteinen oder dem umgebenden Lésungsmittel stabilisiert. Dazu zahlen:

» kovalente Bindungen (Peptidbindungen) zwischen den einzelnen Aminosauren.
» Disulfidbriicken zwischen den einzelnen Peptidketten

» Wasserstoffbriickenbindungen

» elektrostatische Wechselwirkungen (lonenbindungen)

= zwischenmolekulare Krafte (van-der-Waals-Krafte)

= hydrophobe Wechselwirkungen.

Unter Druck erleiden Proteine Veranderungen ihrer Struktur, die Auswirkungen sind
dabei sehr vielschichtig. Die Bindungsarten und Wechselwirkungen unterscheiden
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sich hinsichtlich ihrer Drucksensitivitat. Im Folgenden wird die Wirkung
hydrostatischen Hochdrucks auf die in Proteinen vorkommenden Wechselwirkungen

beschrieben (zusammengefasst in Mozhaev et al. 1994):

Kovalente Bindungen konnen durch Druckeinfluss nicht gespalten werden, da
deren Austausch (z.B. A-B + C-D < A-C + B-D) ein AV = Oaufweist und deren
Aufbrechen eine Volumenzunahme bewirken wirde.
Wasserstoffbrickenbindungen werden unter Druck stabilisiert. Die Formation
neuer Wasserstoffbrickenbindungen ist mit keiner Volumenverminderung ver-
bunden, so dass dies unter erhohtem Druck nicht beobachtet werden kann. Der
Austausch von Protein-Protein-Wasserstoffbrickenbindungen durch Protein-Wasser-
Wasserstoffbrickenbindungen und ihre vermeintliche Zerstérung ist ebenfalls mit
keiner ausschlaggebenden Volumenabnahme verbunden (AV = 0).

Auf bestehende elektrostatische Wechselwirkungen wirkt eine Druckerhéhung
destabilisierend, da die Hydratisierung von geladenen Aminosaureseitenketten,
ebenso die Dissoziation eines Molekuls in geladene Teilchen und anschliel3ender
Hydratisierung zu einer Volumenverminderung fiihrt (AV = -10-20 mimol™ in Wasser,
van Eldik et al. 1989). Die Ausbildung einer lonenbindung in Wasser geht jedoch mit
einer Volumenerhdhung von 10-20 mimol™ einher (van Eldik et al. 1989), so dass
dies unter Druck nicht begunstigt wird.

Die Neuformation hydrophober Bindungen wird aufgrund eines positiven AV von
10-20 mimol™" unter Druck nicht gefordert (van Eldik et al. 1989). Dagegen zeigt die
Stapelung aromatischer Ringe eine negative Volumenanderung auf, so dass es unter

Druck zu dieser kommen kann und diese auch stabilisiert wird.

Tabelle 2.1: Ubersicht tiber die Wirkung von Druck auf intra- und intermolekulare
Wechselwirkungen.

Bindungsart /
Wechselwirkung

Formation unter
Druck

Druck wirkt
stabilisierend

Druck wirkt
destabilisierend

kovalente

Wasserstoffbriicken

elektrostatische

hydrophobe




Einleitung 13

Das Verhalten von Proteinen unter Druck ist Gegenstand vieler wissenschaftlicher
Arbeiten und wurde in zahlreichen Artikeln zusammengefasst (Heremans 1982,
Silva und Weber 1993, Balny und Masson 1993, Gross und Jaenicke 1994, Mozhaev
1996, Lange 2002, Royer 2002, Balny 2004). Ein kurzer Uberblick Uber die
Auswirkung von Druck auf die Proteinkonformation soll veranschaulichen, welche

Strukturen inwieweit beeinflusst werden kénnen.

Die Priméarstruktur von Proteinen wird durch die Sequenz von Aminosauren, die
uber kovalente Bindungen (Peptidbindungen) miteinander verknupft sind, bestimmt.
Da kovalente Bindungen unter Druck auflerst stabil sind, zeichnet sich diese
Proteinstruktur als sehr druckresistent aus. Im Gegensatz zur Temperatur sind
Bindungsbriche unter Druck nur bei extremen Bedingungen (sehr hohe Dricke in
Verbindung mit hohen Temperaturen) zu erreichen. Die Sekundarstruktur entsteht
durch Wechselwirkungen Uber kurze Distanz (z.B. Wasserstoffbrickenbindungen),
die bestimmte Anordnungsmuster der Kette bewirken (o-Helix, B-Faltblatt, Turns).
Sie weist ebenfalls eine sehr hohe Druckresistenz auf, erst ab 300-700 MPa sind
Effekte zu sehen, die meist in eine irreversible Denaturierung enden. Dabei stellte
sich die B-Faltblattstruktur als nahezu inkompressibel und damit deutlich stabiler als
die o-helikale Struktur heraus (Gross und Jaenicke 1994). Die Tertiarstruktur
beschreibt die Anordnung der Sekundarstrukturelemente innerhalb eines Molekdls.
Wechselwirkungen (Disulfidbrickenbindungen, elektrostatische und hydrophobe)
erstrecken sich hier Uber ganze Doméanen. Die schwachsten nicht-kovalenten
Bindungen zwischen Aminosaureresten, welche die Tertiarstruktur stabilisieren,
werden als erstes unter Hochdruck destabilisiert, dazu zahlen z.B. London-
Dispersionskrafte. Dabei kommt es zur Ausbildung von Wasser-Protein-
Interaktionen, die ein geringeres Volumen einnehmen (Weber 1993). Reversible
Anderungen der Tertiarstruktur in Proteinen sind bereits ab 200 MPa zu beobachten.
Bei kleineren Proteinen und Monomeren sind jedoch 400 MPa fir die Beeinflussung
ihrer Tertiarstruktur von Noten (Gross und Jaenicke 1994). Die Quartarstruktur
basiert auf Interaktionen zwischen individuellen Ketten und wird durch
intermolekulare elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert.
Diese Strukturanordnung kann bereits durch sehr niedrige Drlicke destabilisiert
werden. So koénnen beispielsweise Driucke von 50-200 MPa die Dissoziation

oligomerer Proteine in ihre Untereinheiten induzieren (Silva und Weber 1993). Die
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druckinduzierte Dissoziation von Oligomeren weist die Besonderheit auf, dass die
Untereinheiten in ihrer nativen Form vorliegen, was nach einer thermischen
Behandlung oder einer mit Chemikalien induzierten Dissoziation nicht der Fall ist
(Mozhaev et al. 1996). Nach der Dissoziation kdnnen die Untereinheiten Aggregate
bilden. Bei Drucken oberhalb 200 MPa beginnen sich die Ketten zu entfalten, und die
dissoziierten Untereinheiten von Oligoproteinen verbinden sich wieder.

Tabelle 2.2: Ubersicht tiber die Wirkung von Druck auf Proteinstrukturen (nach Balny

2004).

Struktur Druck Wirkung
Sekundarstruktur > 300-700 MPa irreversible Proteindenaturierung
Tertiarstruktur 400-800 MPa reversible Auffaltung von Proteinen
Quartarstruktur < 150-200 MPa Dissoziation oligomerer Proteine

> 150-200 MPa Auffaltung von Proteinen
Umlagerung von Untereinheiten
Reassoziation Subunits oligomerer Proteine

MalRgebend fur die native Struktur eines Proteins ist das Gleichgewicht von
stabilisierenden und destabilisierenden Interaktionen zwischen den Polypeptidketten
und dem Losungsmittel. Hydrostatischer Hochdruck wirkt als thermodynamischer
Parameter, der das Gleichgewicht der inter- und intramolekularen Wechselwirkungen
der Polypeptidketten (sowohl stabilisierende als auch destabilisierende) und die
Wechselwirkungen zwischen Losungsmittel und Protein stort. Am starksten wird
dabei die Hydratisierung der einzelnen Komponenten (Protein, Peptidketten,
Lésungsmittel) im gesamten System beeinflusst. Letztendlich kommt es unter Druck
zur Spaltung und Neuformation nicht-kovalenter Bindungen, die zu Anderungen der
Hydratisierung und Konformation der Proteine fuhrt. Die Komprimierbarkeit eines
Proteins wird hauptsachlich durch die Kompression der internen Hohlraume, die
aufgrund mangelhafter Packung der Aminosaureseitenketten entstehen, bestimmt
(Balny und Masson 1993). Weitere Volumenanteile die bei der Kompression von
Proteinen eine Rolle spielen sind der Anteil der beteiligten Atome und der der
Solvatationshtlle (Gross und Jaenicke 1994). Hydrostatischer Hochdruck induziert
entweder lokale oder globale Anderungen der Proteinstruktur die zu einer reversiblen

oder irreversiblen Denaturierung fuhren konnen.
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2.2.5 Druckinduzierte Proteindenaturierung

Bei der Denaturierung von Proteinen kommt es zu einer partiellen oder vollstandigen,
reversiblen oder irreversiblen Anderung der nativen Konformation, die ohne Lésung
von kovalenten Bindungen (aufer Disulfidbindungen) erfolgt. Alle Einflisse die
Wasserstoffbrickenbindungen, lonenbindungen oder hydrophobe Bindungen l6sen
kénnen, flhren zu einer Anderung der Sekundér-, Tertiar- und Quartarstruktur und
somit zur Denaturierung des Proteins. Faktoren die eine Denaturierung auslosen
kénnen sind z.B. Temperatur- und pH-Anderungen, organische Lésungsmittel, Salze,
Harnstoff, Guanidinhydrochlorid oder Detergentien. Ob die Veranderungen
reversibler oder irreversibler Natur sind, hangt davon ab, inwieweit die aufgefalteten
Strukturen durch die Wechselwirkungen mit anderen Peptidketten (z.B. durch
Ausbildung neuer Disulfidbindungen) stabilisiert werden (Belitz und Grosch 1992).
Durch die Entfaltung der Aminosaureketten wahrend der Proteindenaturierung
kommt es zu einer Anderung der sterischen Anordnung des Proteins, wodurch die
Funktionalitat des Proteins verloren geht. Da die gefaltete native Konformation des
Proteins mehr Volumen einnimmt als die ungefaltete denaturierte, wird dieser
Prozess unter Druck begunstigt. Wahrend der Denaturierung verschwinden wasser-
geflullte Hohlraume, dadurch konnen Aminosaureketten besser gepackt, und der
Volumenbedarf des Proteins gesenkt werden (Mozhaev et al. 1996). Die Umfaltung
der Peptidketten kann zuvor im Innern gelegene Seitenketten und Aminosaurereste
freilegen und somit fur das Losungsmittel zuganglich machen. Die dadurch
ermoglichten neuen Interaktionen zwischen dem Losungsmittel, in der Regel Wasser,
und dem Protein fuhren zu einer Reduktion der Protein-Protein- und Wasser-Wasser-
Wechselwirkungen, was mit einer weiteren Volumenabnahme einhergeht (Royer et
al. 1995). Die aus der Hydratisierung der freigelegten Aminosaureresten
resultierende VolumenvergroRerung der Protein-Hydratationshille wird durch die
Volumenminderung die durch die Zerstorung interner Hohlraume und die mit der
Spaltung und Neuformation nicht-kovalenter Bindungen verbundene Anderung der
Konformation kompensiert, so dass der Unterschied zwischen dem Volumen des
nativen und dem des denaturierten Proteins letztendlich nur 2 % betragt (Silva und
Weber 1993).

Die Denaturierung der Proteine unter Hochdruck ist abhangig von der Temperatur.
Das in Abbildung 2.3 dargestellte pT-Phasendiagramm von single-chain Proteinen

verdeutlicht das Denaturierungsverhalten von Proteinen unter Druck. Die Druck-
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Temperaturabhangigkeit kann in diesem Fall als ein 2-Komponenten-System (nativ
<> denaturiert), wie erstmals von Suzuki 1960 beschrieben und von Hawley 1971 am
Beispiel von Chymotrypsinogen gezeigt, betrachtet werden. Demnach nimmt mit
zunehmendem Druck die Denaturierungstemperatur zunachst bis zur maximal
moglichen Ubergangstemperatur (AV =0) zu. Von da an werden bei gegebenem
Druck niedrigere Temperaturen zur Denaturierung des Proteins bendtigt. Bei dem
maximal méglichen Ubergangsdruck (AS =0) andert AS das Vorzeichen, so dass
von diesem Punkt an bei niedrigeren Dricken und sinkender Temperatur das Protein
denaturiert wird. Aus dieser angenaherten ellipsoiden Form der Funktion wird
ersichtlich, dass Proteine sowohl heif® als auch kalt denaturiert werden konnen. Bei
bestimmten hohen Temperaturen, kann die freie Enthalpie AG der Denaturierung bei
Erhdhung des Druckes positiv werden und somit in einen energetisch ungunstigen
Bereich kommen. Das bedeutet, dass bei hdherer Temperatur Hochdruck vor
Hitzedenaturierung schutzt. Andersherum schitzt bei niedrigen Temperaturen eine
Erhdhung der Temperatur vor einer Druckdenaturierung. Bei der Kaltedenaturierung
kommt es unter hohem Druck bereits bei niedrigen Temperaturen zur Entfaltung der
Peptidketten. Das Phanomen der Druckdenaturation von Proteinen wurde bereits
1914 von Bridgeman entdeckt, als er Eiweily durch Druck koagulierte und somit die

Grundlage zur Untersuchung von Proteinen unter Hochdruck lieferte.
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Abbildung 2.3: pT-Phasendiagramm von Proteinen (hach Suzuki 1960, Hawley 1971).

Die Druckdenaturierung von Proteinen ist neben der Temperatur auch abhangig von
der Zusammensetzung des Losungsmittels, wie z.B. dem Salzgehalt und dem pH-
Wert. Extreme Effekte sind bei stark erniedrigter Wasseraktivitat zu erwarten. So wird
z.B. bei Proteinen im trockenen oder kristallinen Zustand kaum eine Denaturierung
beobachtet.

Druckdenaturierte Proteine weisen starke Ahnlichkeiten mit Molten Globules auf
(Ptitsyn 1992, Silva und Weber 1993). Beide bewahren einen Grofteil ihrer
Sekundarstruktur, zudem sind ihre hydrodynamischen Radien um 10-20 % grofer,
als die der nativen Proteine. Das Molten Globule (,geschmolzenes Kiigelchen®) ist
ein Modell zur Beschreibung von Proteine, das ein Faltungsintermediat voraussagt,
den so genannten Molten Globule, den man kinetisch und thermodynamisch als eine

expandierte Form des gefalteten, nativen Zustands charakterisiert hat (Dill 1985).

Der bedeutendste Unterschied zwischen Temperatur- und Druckdenaturierung liegt
darin, dass es unter Druck zu keiner Anderung der chemischen Struktur kommt, dies
ist besonders bei der Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln hinsichtlich der
Farbe, des Aromas und Geschmacks von Bedeutung.
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2.3 Prionen

2.3.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind stets todlich verlaufende,
neurodegenerative Erkrankungen, die sowohl beim Tier als auch beim Menschen
auftreten und durch Prionen ausgeldst werden (Prusiner et al. 1998, Belay 1999,
Collinge 2001). Sie nehmen in der Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen,
die mit der Ablagerung amyloider Aggregate einhergehen, eine Sonderstellung ein.
Im Gegensatz z.B. zur Alzheimerschen Krankheit oder Chorea Huntington, treten
TSEs nicht nur sporadisch oder genetisch bedingt auf, sondern kdnnen aullerdem
durch Infektionen hervorgerufen werden.

Gemeinsames Charakteristikum aller Prion-Krankheiten sind Lasionen mit ausge-
dehnten Proteinablagerungen im Gehirn der erkrankten Individuen. Histopatho-
logische Befunde sind neben einer abnormalen Vermehrung der Astrozyten
(Astrogliose) auch die durch Vakuolisierung des Neuropils hervorgerufenen
schwammartigen (spongiforme) Lasionen im Bereich der grauen Hirnsubstanz
(DeArmond und Ironside 1999). In der Nahe von Neuronen kann es zudem zu einer
Anreicherung diffuser Proteinablagerungen des Prion-Proteins (PrP) in Form
amyloider Plaques kommen (Belay 1999). Im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
findet man im ZNS die hdchste Infektiositat. Aber auch in einigen anderen Organen
konnte Infektiositat in Abhangigkeit von der jeweiligen TSE und betroffenen Spezies
nachgewiesen werden (Belay 1999, Hornlimann 2001, Dormont 2002). Nach einer
langen Inkubationszeit (mehrere Monate bis mehrere Jahrzehnte, abhangig von der
Infektionsroute) kommt es durch die Neurodegeneration zu Bewegungs- und
Koordinationsstorungen (Ataxien), die mit zunehmender Demenz einhergehen. Prion-
Krankheiten enden immer todlich, wobei vom Beginn der ersten Symptome bis zum
Tod mehrere Monate bis zu 1-2 Jahre vergehen kénnen. Da der Erreger nicht als
korperfremd erkannt wird, kommt es im betroffenen Individuum zu keiner
spezifischen Immunreaktion. Aufgrund dieser Tatsache ist eine gesicherte Diagnose
erst post-mortem moglich. Zudem existieren zurzeit keine geeigneten Therapie- oder
Impfmdglichkeiten. Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick tber die wichtigsten Prion-

Krankheiten mit inrem Ursprung.
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Tabelle 2.3 Prion-Krankheiten (nach Prusiner 1998).

Krankheit Wirt Manifestation

Kuru Mensch Infektion durch rituellen
Kannibalismus

iatrogene Creutzfeld-Jakob-Krankheit (iCJD) | Mensch Infektion durch kontaminierte

Wachstumshormone, Transplantate,
Operationsbesteck, etc.

neue Variante der Creutzfeld-Jakob- Mensch Infektion durch BSE ?

Krankheit (vCJD)

spontane Creutzfeld-Jakob-Krankheit Mensch Somatische Mutation oder sgontane

(sCJD) Konversion von PrP in PrP>° ?

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

Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom | Mensch Keimbahnmutation im PrP-Gen

(GSS)

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

Fatale sporadische Insomnie (FSI) Mensch Somatische Mutation oder sgontane
Konversion von PrP® in PrP° ?

Scrapie Schaf, Infektion in (genetisch bedingt)

Moufflon, Ziege | anfélligen Schafen

Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) | Rind Infektion durch kontaminiertes
Tiermehl

Transmissible Nerz Enzephalopathie (TME) | Nerz Infektion durch kontaminierte

Rinderprodukte oder Tiermehl
Chronische Auszehrungs Krankheit (CWD) | Hirsch, Elch unbekannt

Feline spongiforme Enzephalopathie (FSE) | Katze Infektion durch kontaminierte
Rinderprodukte oder Tiermehl

Exotische Huftier Enzephalopathie Antilope Infektion durch kontaminiertes
Tiermehl

Bereits im 18. Jahrhundert wurde in GroRbritannien zum ersten Mal Uber die
Traberkrankheit (Namensgebung aufgrund Koordinationsstérungen beim Laufen) bei
Schafen berichtet (McGowan 1922). Auf Grund eines intensiven Juckreizes kratzten
sich die Schafe ihre Wolle ab (engl.: to scrape — kratzen, daher die englische
Bezeichnung: Scrapie). Der infektiose Charakter von Scrapie wurde 1936 nachge-
wiesen, indem man gesunden Schafen Hirnmaterial von an Scrapie erkrankten
Schafen intraokular injizierte und diese daraufhin an Scrapie erkrankten (Cuillé und
Chelle 1936). Der natiirliche Ubertragungsweg scheint die orale Aufnahme infizierten
Plazentamaterials durch gesunde Schafe zu sein (Pattison und Millson 1961). 1961
konnte die Ubertragbarkeit des Scrapie-Erregers (iber Artengrenzen hinweg gezeigt
werden, indem es gelang Mause mittels intrazerebraler Inokulation mit Scrapie zu
infizieren (Chandler 1961). 1975 gelang dies Marsh und Kimberlin ebenfalls flr den
Syrischen Goldhamster. Diese auf Maus- bzw. Hamster-adaptierten Scrapie-Erreger
werden heute meist als Modellsysteme in der Forschung verwendet.

Anfang der 20iger Jahre erschienen die ersten Berichte von einer TSE-Erkrankung

beim Menschen. Hans Creutzfeld und Alfons Jakob beschrieben unabhangig
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voneinander Patienten mit einem seltenen Syndrom, der Spastischen Pseudo-
Sklerose (Creutzfeld 1920, Jakob 1921). Spater wurde diese Krankheit nach ihren
Entdeckern Creutzfeld-Jakob-Krankheit (CJK, engl. CJD) genannt. Der infektiose
Charakter menschlicher Prion-Krankheiten wurde erstmalig fur die Kuru-Krankheit
einige Jahrzehnte spater beschrieben (Zigas und Gajdusek 1957). Diese Krankheit
trat bei den Fore, einen Volksstamm in Papua-Neuguinea auf, bei dem es bei
kannibalischen Riten zum Verzehr von Hirnen verstorbener Angehdériger kam. Klatzo
et al. beschrieb 1959 neuropathologische Ahnlichkeiten sowohl zwischen Kuru und
Scrapie als auch zwischen CJD und Kuru.

Die haufigste beim Menschen auftretende Prion-Krankheit ist die Creutzfeld-Jakob-
Krankheit. Sie tritt in 85 % aller Falle sporadisch (sCJD), d.h. ohne erkennbare
Infektion oder Genmutation auf (Palmer und Collinge 1993). In 5-15 % konnte eine
genetische (fCJD) und in weniger als 1 % der Falle eine infektidose (iCJD) Korrelation
nachgewiesen werden (zusammengefasst in Belay 1999). Letztere wurde durch
unzureichend sterilisierte neurochirurgische Instrumente bei Operationen oder durch
kontaminierte Dura-Mater-Transplantate oder Wachstumshormone tUbertragen.
Aufsehen erregte in den letzten Jahren das Auftreten einer bis dato unbekannten
Prion-Krankheit bei Rindern, die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE), im
Volksmund auch ,Rinderwahnsinn“ genannt. Im Jahre 1985 trat der erste Fall der
neuen TSE-Erkrankung in Grol3britannien auf (Wells et al. 1987). Hohepunkt der
BSE-Epidemie war 1992/1993 mit schatzungsweise 200.000 erkrankten Rindern in
Grol3britannien und einige Tausende in anderen europaischen Landern und in Japan
(Brown et al. 2001). Als Ursache der BSE-Epidemie wird heute hauptsachlich der
Scrapie-Erreger diskutiert (Wilesmith und Wells 1991). Als Verbreitungsweg der
Erreger gilt die Verfutterung von kontaminiertem Tiermehl, das aus Schafen herge-
stellt wurde, von denen einige mit Scrapie infiziert waren, an Wiederkauern. Es gilt
als am Wahrscheinlichsten, dass die Umstellung in der Tiermehlproduktion Ende der
70er Jahre in GroRbritannien zur Ubertragung des Scrapie-Erregers auf Rinder
fuhrte. Aus dkonomischen Grinden wurde die Temperatur beim Herstellungsprozess
gesenkt, auf diese Weise konnte der Erreger, der zuvor unwissentlich unschadlich
gemacht wurde, nicht mehr ausreichend inaktiviert werden (Prusiner 1997). Nach
dem Verbot der Verfutterung von Tiermehl an Wiederkauer ging die Zahl der BSE-
Falle pro Jahr in GrofRbritannien seit 1992 kontinuierlich zurtick. Seit 2000 sind in

Deutschland 383 Rinder positiv auf BSE getestet worden (Bundesministerium flr
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Verbraucherschutz, Ernahrung und Landwirtschaft, Stand 17.10.05). Parallel zu BSE
traten TSEs bei verschiedenen Zootieren und bei Katzen auf, die sehr wahrscheinlich
auch auf die Verfutterung von kontaminiertem Tiermehl zurickzufihren sind (Wells
und McGill 1992, Schreuder 1994).

Als 1996 in Groldbritannien eine neue Prion-Krankheit beim Menschen, die variante
CJD (vCJD), beschrieben wurde und diese zudem auf einen Zusammenhang mit der
BSE-Epidemie und dem Verzehr von infizierten Rinderprodukten hinwies (Will et al.
1996, Collinge 1999), war erneut flr groRes Aufsehen gesorgt. Diese neue Variante
der CJD tritt im Gegensatz zu den bekannten Creutzfeld-Jakob-Krankheiten verstarkt
bei jungeren Menschen auf (Durchschnittsalter bei sCJD 65, bei vCJD 29). Weitere
Unterschiede zeigen sich in den Symptomen sowie durch einen deutlichen langeren
Krankheitsverlauf von durchschnittlich 15 Monaten (Ironside 1998). Tierversuche mit
Makakken erharteten die These Uber einen Zusammenhang von BSE und vCJD, so
unterscheidet sich das neuropathologische Erscheinungsbild von mit BSE und vCJD
infizierten Tieren nicht. Wahrend sich die Lasionsmuster von mit sCJD-Erregern
infizierten Affen deutlich von denen mit vCJD infizierten unterscheiden (Lasmézas et
al. 1996). Zudem zeigt das Glykosylierungsmuster der vCJD-Erreger groRe Uberein-
stimmung mit denen von BSE und weniger mit denen von sCJD (Collinge und Rossor
1996). In GrofRbritannien sind bisher 151 Menschen der neuen Variante der CJD zum
Opfer gefallen (The UK Creutzfeld-Jakob Disease Surveillance Unit, Stand
04.10.2005). Ob dies bereits das Maximum der vCJD-Falle war, oder ob es noch zu
einer groReren Epidemie kommt, ist derzeit nicht abzuschatzen. Eine realistische
Prognose erscheint aullerst schwierig, die Schatzungen liegen mit 50 bis zu einigen

Tausend Fallen weit auseinander (Ferguson et al. 2002).

2.3.2 Das Prionen-Modell

Aufgrund der Analogien zwischen Kuru, CJK und Scrapie sowie dem Beweis von
Infektiositat durch Ubertragung machte man sich auf die Suche nach der Identitat des
infektiosen Agens. Anfangs vermutete man langsam wirkende Viren (,slow virus
disease®, Sigurdsson 1954). Diese These wurde jedoch verworfen als Alper und
Kollegen 1966 Scrapie-Hirnextrakte mit UV-Licht sowie kurzwelliger ionisierender
Strahlung behandelten, was gewohnlich zur Schadigung und Zerstérung von

Nukleinsauren fuhrt. Erstaunlicherweise behielten die Scrapie-Erreger nach dieser
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Behandlung ihre Infektiositat. Dies fuhrte zu der Annahme, dass sich der Erreger
ohne Nukleinsauren vermehrt (Alper et al. 1967). Daraufhin wurden mehrere
mdgliche Hypothesen bezuglich der Natur des Erregers beschrieben. So wurde z.B.
weiterhin von einem Virus ausgegangen, der ein ,unkonventionelles“ Verhalten
aufzeigt (Gajdusek 1977), andere vermuteten ein Viroid als Scrapie-Erreger (Diener
1972). Es wurde aber auch ein selbstreplizierendes Protein (Griffith 1967, Pattison
und Jones 1967) und ein Zellmembranprotein (Gibbson und Hunter 1967) als
mdgliche Krankheitserreger der TSE in Betracht gezogen. Weitere Untersuchungen
zeigten, dass sich die Infektiositat gereinigter Extrakte mit diversen nukleinsaure-
schadigenden Verfahren nicht verringern liel3 (Prusiner et al. 1980, McKinley et al.
1983a), wohl aber mit Substanzen, die Proteine abbauen oder denaturieren (Prusiner
et al. 1981, Prusiner et al. 1982a). Mit einer neu entwickelten Aufreinigungsmethode
konnte zudem ein Protein als Hauptkomponente des Erregers isoliert werden
(Prusiner et al. 1980, 1982b). Aufgrund dieser Tatsachen formulierte Prusiner 1982
die These, der Erreger der Scrapie besteht Uberwiegend, wenn nicht gar ausschliel3-
lich aus einem Protein. Er nannte die infektidsen Partikel Prionen, abgeleitet aus
.proteinaceous infectious particle” (Prusiner 1982). Fur sein Prion-Modell erhielt
Prusiner 1997 den Nobel-Preis fur Medizin.

Das bei der Aufreinigung aus Gehirnen Scrapie infizierter Hamster isolierte Protein
wird aufgrund seines Molekulargewichtes nach limitiertem Proteinase K-Verdau von
27-30 kDa PrP27-30 genannt. In vitro bildet PrP27-30 schwer I6sliche Aggregate, die
.Prionrods“ genannt werden. Diese zeigen ultrastrukturell fibrillare Strukturen, die
denen von amyloiden Fibrillen gleichen. Zudem ahneln die in vitro erhaltene
Aggregate denen in den Ablagerungen infizierter Gehirnen (Bolton et al. 1982,
Prusiner et al. 1983, McKinley et al. 1983b). Das um ca. 67 Aminosauren verkurzte
Prion-Protein ist weiterhin infektios, und gilt daher als die sauberste Aufreinigung des
Scrapie-Erregers. Bei weiteren Arbeiten konnte das kodierende Gen Prnp, dass
sowohl in gesunden als auch in infizierten Hamstern in gleichem Malie exprimiert
wird, identifiziert werden (Oesch et al. 1985). Somit stand fest, dass das Prion-
Protein ein wirtseigenes Protein ist. Neben der potentiell infektiosen Form des Prion-
Proteins, der Scrapie-Isoform PrPS°, existiert also auch eine nicht infektiose Form,
die zelluldre Form PrP®. Auf die biophysikalischen und strukturellen Unterschiede

dieser beiden Formen wird im folgenden Kapitel genauer eingegangen.
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Nach der ,Protein-only-Hypothese® des Prion-Modells von Prusiner ist PrP%¢ das
infektidse Agens, welches in einem autokatalytischen Prozess PrP® in PrP% um-
wandeln und so Prion-Erkrankungen auslésen kann. Zur Erklarung des Umfaltungs-
mechansimuses wurden mehrere Modelle postuliert. Die meist diskutierten
Replikationsmodelle stammen von Prusiner und Lansbury (Prusiner 1991, Jarrett und
Lansbury 1993, Come et al. 1993). Beide Modelle beruhen auf einer Konformations-
umwandlung des PrP als primarem Ereignis (Abb. 2.4). Der kritische Schritt bei
Prusiners Heterodimer-Modell ist die Bildung eines Heterodimers aus PrP® und
PrP5¢, mdglicherweise (iber einen metastabilen teildenaturierten Ubergangszustand.
Ahnlich wie bei einer enzymatischen Katalyse kann das neu gebildete PrP®® weitere
Umfaltungen von PrP® in PrPS° katalysieren. Nach dem ein zelluldrer Faktor (Protein
X) als Element zur Komplexbildung postuliert wurde (Telling et al. 1995), kam es zur
Erweiterung des Modells zum Template-assistierten Anlagerungs-Modell. Dabei wird
der postulierte Ubergangszustand durch das Protein X stabilisiert, dieser Komplex
interagiert dann mit PrP%® (Cohen und Prusiner 1998). Das Keim-induzierte
Polymerisations-Modell von Lansbury beruht auf den Kenntnissen der Fibrillen-
bildung, wie sie z.B. von Actin und B-Amyloid bekannt sind. Demnach liegt ein
schnelles Gleichgewicht zwischen PrP® und PrPS¢ vor, wobei PrP® stabiler ist. Nur
wenn sich geniigend PrP%°-Molekiile aneinander lagern ist die Bildung eines stabilen
Keims méglich, der eine schnelle Anlagerung weiterer PrPS°-Molekiile induziert. Bei
einer Infektion mit Prionen werden nun Keime, die eine schnelle Anlagerung von
endogenem PrpSe ermdglichen, extern hinzugefligt. Da beide hier beschriebenen
Modelle streng genommen nur fur Zustande frei in Losung gelten, wand Eigen 1996
kinetische Gesetzmalligkeiten an und leitete daraus ein drittes Modell ab. Demnach
mussen zur Umwandlung von PrP® mehrere PrPS°-Molekiile kooperativ zusammen-

wirken.
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Abbildung 2.4: Modelle zur Konversion von PrP® in PrP® (nach Weissmann 2002).

(A)

Heterodimer-Modell nach Prusiner (Prusiner 1991). Der Umfaltungsprozess ist kinetisch
kontrolliert, eine hohe Aktivierungsenergie verhindert eine spontane Umfaltung von PrP°
in PrPS°. Extern hinzugefiigtes PrP° tritt mit PrP® in Wechselwirkungen und bildet ein
Heterodimer, das sich dann in ein Homodimer des PrP®® umlagert. Diese Reaktion kann
Uber einen metastabilen Uberganszustand ablaufen und mdglicherweise durch ein
Enzym oder Chaperon (Protein X) beglnstigt werden.

Keim-induziertes Polymerisationsmodell nach Lansbury (Jarrett und Lansbury 1993).
PrP® und PrP®° befinden sich in einem Gleichgewicht, das fast vollstandig auf der Seite
von PrP® liegt. PrPS® wird nur innerhalb eines Kristall-dhnlichen Keims oder in PrP%°-
Aggregate stabilisiert. Diese Keimbildung findet nur duferst selten statt, ist jedoch mal
ein Keim vorhanden (z.B. extern durch Infektion mit Prionen hinzugefiigt), kommt es zu
einer schnellen Anlagerung der Monomere.

Bisher weiR man nicht genau, wie PrP°° die Hirnzellen schadigt. Versuche mit

kultivierten Neuronen zeigten, dass sich PrP%° nach der Umwandlung von PrP® in

Lysosomen ansammelt (McKinley et al. 1991a). Die physiologische Aufgabe dieser

mit Enzymen geflllten Blaschen besteht im Abbau von ,Abfallgewebe“ aus dem

Zellumbau. Es ist denkbar, dass mit PrP° (berfiilte Lysosomen Nervenzellen

enzymatisch schadigen konnen. Deren Absterben wirde im Gehirn zu Vakuolen

fuhren, das schliel3lich zum Zelltod fuhrt. Die dadurch freiwerdenden Prionen kobnnten

von anderen Zellen aufgenommen werden, wodurch eine kaskadenartige Erreger-

replikation und -ausbreitung im Organismus stattfinden konnte (Prusiner 2001).
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Inzwischen wird nun schon seit vier Jahrzehnten Uber die Natur des Erregers der
Transmissiblen spongiformen Enzephalopathien debattiert, die Prion-Protein-Hypo-
these von Prusiner findet dabei heute die grofite Akzeptanz. Einen entscheidenden
Beweis, dass das Prion-Protein flr die Infektion mit TSE notwendig ist, lieferte 1993
die Arbeitsgruppe um Weissmann. Sie zeigten, dass Mause, die kein funktionales
PrP-Gen enthielten und somit kein Prion-Protein exprimieren konnen, resistent
gegenuber einer Infektion mit Scrapie sind (Bueler et al. 1993). Ein weiterer
Durchbruch zum Beweis der Prusiner-Theorie war die erfolgreiche Weitergabe der
Infektiositat in Neuroblastoma-Zellen (Rubenstein et al. 1984, Race et al. 1987).
Diese Zellen konnten chronisch mit infektiosen Gehirnextrakten infiziert werden, so
dass sich die Infektiositat Gber einige Monate erhielt. Trotz allem treten nach wie vor
Zweifel an der Protein-only-Hypothese auf (zusammengefasst in Peuschel 2000,
Soto und Castilla 2004, Weissmann 2004). So wird auch weiterhin Uber die Viren-
Hypothese diskutiert (zusammengefasst in Naranga 2002, Weissmann 2004). Grund
zur Annahme von Zweifeln gibt die Tatsache, dass weder die genaue Struktur von
PrP%¢ noch der Mechanismus der Infektion und der konformationellen Umfaltung
bekannt sind. Ebenso weil® man wenig Uber die Pathogenese der TSEs. Das
Auftreten verschiedener Prionen-Stammen, die in genetisch identischen Wirten
unterschiedliche Inkubationszeiten und Verteilungsmuster von Lasionen und Protein-
ablagerungen im Hirn bewirken, ist das wichtigste Argument der Gegner der Prion-
Protein-Hypothese. Im Rahmen des Prion-Modells wird versucht, die Prionen-
Stamme auf unterschiedliche Konformationen von PrP%° zuriickzufiihren (Safar et al.
1998). Dies wird jedoch bezweifelt, da bei Infektionskrankheiten unterschiedliche
Stamme normalerweise von genetischen Mutationen oder Polymorphien des
infektiosen Agens ausgehen. Aufgrund dessen wird die Existenz von multiplen Prion-
Stammen als ein Argument fur die Existenz einer Scrapie-spezifischen Nukleinsaure
dargestellt (Bruce und Dickinson 1987, Dickinson und Outram 1988). Nach der
Protein-only-Hypothese miisste die in vitro-Erzeugung infektidser Prionen (PrPS°) aus
nicht infektidsen (PrP®) méglich sei. Obwohl es vielfach gelang PrP® so umzufalten,
dass es Charakteristika von PrP%, wie z.B. erhdhter B-Faltblattanteil, Aggregation,
Generierung amyloider Fibrillen, Unldslichkeit, Proteinase K-Resistenz und sogar
Neurotoxizitat aufweist (Kocisko et al. 1994, Caughey et al. 1995, Kaneko et al.
1995, Hill et al. 1999, Post et al. 2000), gelang die de novo Erzeugung von
Infektiositat in vitro aus nicht infekticsem Material nicht. Eine Arbeitsgruppe um
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Prusiner glaubte 2004 diesen letzten Beweis erbracht zu haben (Legname et al.
2004). Dazu wurden genetisch veranderten Mausen, deren Zellen eine uberhohte
Anzahl Prion-Proteine bilden, aus PrP° synthetisch hergestellte Prion-Fibrillen ins
Gehirn injiziert. Etwa 380 Tage spater zeigten die ersten Tiere Krankheitszeichen,
wahrend in den Kontrollgruppen in diesem Zeitraum keine erkrankten. Doch schon
kurz nach der Veroffentlichung traten Zweifel an der Studie auf. So kdnnen die oben
beschriebenen synthetischen Prion-Fibrillen in wild-type-Mausen keine Krankheit
auslosen, des Weiteren ist es bekannt, dass transgene Mause, die PrP mehrfach
Uberexprimieren, eine spontane, Scrapie-ahnliche Krankheit entwickeln kdnnen
(Westaway et al. 1994, Chiesa et al. 1998). Neuste Forschungsergebnisse bezuglich
dieser Thematik kdnnen die Prionen-Hypothese jedoch eindeutig erharten. Castilla et
al. (2005) gelang es in einem PCR-ahnlichen Verfahren infektioses in vitro
generiertes PrP®® herzustellen. Die von ihnen entwickelte Technik (PMCA — Protein
Misfolding Cyclic Amplification) ermoglicht die Amplifizierung eines einzelnen
infektidsen Prion-Proteins um das 10-millionenfache. Da jedoch von infizierten
Hamstergehirnen ausgegangen wurde, musste das originale infektidse Prion-Protein
durch starkes Verdiinnen herausgeldst werden. Nach einer 10%°-fachen Verdiinnung
nahm Castilla et al. (2005) an, dass ihr in vitro erzeugtes PrP*® 100 % rein ist. Diese
Studie bekraftigt zwar die Protein-only-Hypothese, bestatigt sie aber nicht komplett.
Da hier nicht von einem synthetischen Prion-Protein ausgegangen wurde, sondern
von infektiosen Hamstergehirnen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch
andere Molekule an dem Umfaltungsprozess und somit an der Weitergabe der
Infektiositat beteiligt sind. Der letzte, zweifelsfreie Beweis, namlich die in vitro
Erzeugung infektidser Prionen aus synthetischen Prion-Proteinen (PrP®) fehlt daher

weiterhin.
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2.3.3 Prion-Protein-Isoformen

Im folgenden Kapitel wird naher auf die biophysikalischen und strukturellen
Unterschiede der Isoformen des Prion-Proteins eingegangen. Das Prion-Protein
weist neben der zellularen Form (PrP°) eine fehlgefaltete Isoform (PrP>¢) auf, die
nach Prusiner‘s Prionen-Modell als das infektidse Agens der TSE gilt. Eine weitere
Isoform ist das um ca. 67 Aminosauren verkurzte Prion-Protein 27-30 (PrP27-30),
das beim Proteinase K-Verdau von PrP*° aus diesem hervorgeht und den infektiésen
und Proteinase K-resistenten Teil von PrP° darstellt.

Die Prion-Proteine der Saugetiere sind aullerordentlich stark konserviert. Bei
paarweisem Vergleich ihrer Aminosauresequenz sind sie zu mehr als 90 % identisch
(Schatzel et al. 1995). Dies bedeutet, dass alle Prion-Proteine der Saugetiere
praktisch dieselbe dreidimensionale Struktur haben und ahnliche physikalische
Eigenschaften aufweisen. Daher sind die diesbezlglich durchgefihrten Unter-
suchungen an Maus- und Hamster-Prion-Proteinen reprasentativ fur alle Prion-
Proteine aus Saugetieren anzusehen.

Das zelluldre Prion-Protein PrP® ist ein posttranslational modifiziertes Membran-
protein, das zur Gruppe der Sialoglykoproteine gehoért. Es wird primar im zentralen
Nervensystem und in Lymphozyten exprimiert (Kretzschmar et al. 1986, Cashman et
al. 1990), man findet es aber auch in vielen anderen Geweben und Zellen (Mobeley
et al. 1988, Manson et al. 1992). Hauptsachlich kommt PrP€ in den Zellmembranen
von Neuronen und Gliazellen vor. Die posttranslationale Modifikationen des Proteins
umfassen das Anhangen eines Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Ankers im
endoplasmatischen Retikulum (Bolton et al. 1985), die Ausbildung einer Disulfid-
brickenbindung zwischen den Cysteinresten 179 und 214 (Turk et al. 1988), sowie
eine N-Glykosylierung an den Asparaginresten 181 und 197 (Endo et al. 1989). In
den Zellen liegen alle drei Formen der Glykosylierung vor (nicht, ein- oder zweifach
glykosyliert). Die Verankerung des Proteins in der Membran erfolgt Uber den GPI-
Anker. Wie flir GPI-Membranproteine typisch, reichert sich PrP® auf der Zellober-
flache Uberwiegend in Caveolae-ahnlichen Domanen, den lipid rafts, an (Vey et al.
1996).

Die biologische Funktion des PrP® ist bis heute nicht vollstandig geklart. Genetisch

veranderte Mause, die kein Prion-Protein exprimieren kénnen (Prnp”°

-Mause),
entwickeln sich normal und zeigen bis auf leichte circadiane Rhythmusstérungen kein

auffalliges Verhaltensmuster (Bueler et al. 1992, Manson et al. 1994). Auf eine
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zentrale funktionelle Bedeutung deuten die kupferbindenden Eigenschaften von PrP®
hin. Die N-terminale Oktarepeatregion (meist 5-fache Wiederholung der acht
Aminosauren PQGGTWGQ) kann unter physiologischen Bedingungen 5-6 Kupfer-
ionen binden (Brown et al. 1997, Miura et al. 1999). Aufgrund dessen spricht man
PrP® eine Funktion in der Regulierung des Kupferhaushaltes der Zelle zu (Stéckel et
al. 1998, Viles et al. 1999). Im gleichen Zusammenhang wird auch uber eine
Superoxiddismutase-Aktivitat von PrPC diskutiert (Brown et al. 1999, Waggoner et al.
2000). Des Weiteren zeigten Untersuchungen, dass PrP° verschiedene Signaltrans-
duktionswege beeinflussen kann (Mouillet-Richard et al. 2000, Hundt et al. 2001,
Martins et al. 2002).
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Priméarstruktur von PrP€.

Das pathogene und infektiose PrPS weist die gleiche chemische Zusammensetzung
wie PrP® auf, beide besitzen identische Aminosauresequenzen, Lipidanker und N-
Glykosylierungen (Stahl et al. 1993, Rudd et al. 1999). Gro3e Unterschiede findet
man jedoch bezuglich ihrer biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften. So
ist PrP® in Wasser beschréankt und in milden Detergentien sehr gut 16slich, wahrend
PrPS° unter Beibehaltung seiner Infektiositat bisher nicht in Lésung gebracht werden
konnte. PrP® tritt monomer auf, PrP*° liegt dagegen in Aggregaten polymer vor.
Diese groRen Aggregate findet man als Amyloid-Plaques unterschiedlicher Aus-
formung im Gehirn an TSE erkrankter Individuen (Merz et al. 1981). Auch gegenuber
proteolytischen Enzymen zeigen beide Isoformen unterschiedliches Verhalten, so
wird PrP® von Proteinase K rasch vollstandig abgebaut, wahrend PrpSe lediglich am
N-Terminus um ca. 67 Aminosauren verkurzt wird. Die exakte Position des Schnittes
des N-terminalen Peptids kann je nach Stamm und Spezies zwischen Aminosaure 87
und 91 variieren. Der verbleibende Rest bildet nach der Aufreinigung sehr
regelmalige amyloide Stabchen, die Prionrods (Prusiner et al. 1983), bzw. Scrapie

assoziierte Fibrillen (SAF, Merz et al. 1981). Bei den Prionrods handelt es sich um
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ein Aufreinigungsartefakt, das nur bei der Kombination von Detergens-Extraktion und
limitiertem PK-Verdau zu beobachten ist (McKinley et al. 1991b). PrP27-30
widersteht einer weiteren PK-Verdauung Uber Stunden und behalt neben der
Infektiositat auch alle weiteren oben genannten Eigenschaften von PrP° bei
(McKinley et al. 1991b). Selbst Tiere die nach genetischer Veranderung nur noch
PrP27-30 exprimieren konnen, konnen infiziert werden und die Krankheit kann von

diesen Tieren weiter Ubertragen werden (Fischer et al. 1996).

Abbildung 2.6: Elekronenmikroskopische Darstellung der Prionrods (Prusiner 1998).

Amyloide Struktur des PrP27-30. Der Balken entspricht 100 nm.

Da keine chemischen Unterschiede zwischen PrP® und PrP®° festgestellt werden
konnten, sehr wohl aber grof3e Differenzen in ihrer Struktur, handelt es sich bei den
beiden Proteinen aller Wahrscheinlichkeit nach um Konformationsisomeren. Beide
Isomere zeigen grofRe Unterschiede in ihrer Sekundarstruktur, die mittels spektros-
kopischen Messungen (CD, FTIR) aufgezeigt werden konnten. PrP° besitzt einen
sehr hohen o-helikalen Anteil (ca. 42 %) und einen B-Faltblattanteil von nur ca. 3 %,
wahrend bei PrP%® und PrP27-30 der B-Faltblattstrukturanteil ca. 43 % bzw. 54 %
ausmacht und der o-helikale Anteil bei nur knapp 30 % bzw. 21 % liegt (Pan et al.
1993, Safar et al. 1993a). Mittels NMR-Spektroskopie rekombinanter Prion-Proteine
konnte die PrP®-Struktur geklart werden. Anhand des rekombinanten Prion-Proteins
des Syrischen Goldhamsters (recSHaPrP) konnten folgende Merkmale charakteri-
siert werden. PrP® besteht aus einem flexiblen unstrukturierten Schwanz (AS 29-
125), drei o-Helices (AS 144-157, 172-193, 200-227), einer kurzen o-helikalen
Domane (AS 166-168) und zwei gepaarten B-Faltblattdomanen (AS 129-131, AS
161-163) (James et al. 1997, Donne et al. 1997). Bereits zuvor wurde die
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Molekulstruktur fur das recPrP der Maus beschrieben (Riek et al. 1996), dabei zeigen
beide NMR-Strukturen grolRe Ubereinstimmungen.

Abbildung 2.7: NMR-Strukturanalyse des rekombinanten Hamster-Prion-Proteins
(recSHaPrP 90-231, James et al. 1997).

Die 3 o-Helices (Helix A: AS 144-157, Helix B: AS 172-193, Helix C: AS 200-227) sind lila
dargestellt, die Disulfidbrickenbindung zwischen Cys-179 und Cys-214 gelb, die
konservierte hydrophobe Region rot (AS 113-126) und Loops grau. Die Pfeile (grin und
blau) stellen die B-Faltblattdoméanen (AS 129-131 bzw. 161-163) dar.

Aufgrund der Schwierigkeiten PrP%° in Losung zu bekommen, gibt es fiir dieses
bisher keine hochauflosende Struktur. Es existieren lediglich Modellvorstellungen
Uber seine dreidimensionale Struktur. Das Modell von Huang basiert auf computer-
gestutzten Auswertungen experimenteller Daten, die eine Vielzahl spektroskopischer
und genetischer Fakten bertcksichtigen (Huang et al. 1996). Die von ihm vorge-
schlagene Struktur zeigt eine aus vier Strangen bestehende B-Faltblattdomane, die
an einer Seite von zwei o-Helices bedeckt ist. Ein neueres Modell wurde auf Basis
elektronenmikroskopischer Daten aus 2D-Kristallen von PrP27-30 aufgestellt (Wille
et al. 2002). Nach diesem Modell besteht PrPS® aus mehreren antiparallel gepackten
B-Faltblattstrukturen. Demnach sollen sechs PrP°-Monomere ein Trimer aus

Dimeren bilden. Ein Trimer entspricht dabei einem 2D-Kristall.
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Abbildung 2.8: 3D-Strukturmodelle von PrP*°.
A. Modell nach Huang et al. 1996, basierend auf spektroskopischen und genetischen Daten.

B. Modell nach Wille et al. 2002 auf Grundlage elektronenmikroskopischer Daten.

Es lassen sich trotz der hier aufgezeigten Unterschiede zwischen PrP® und PrPS°
jedoch nicht alle Eigenschaften von Prionen und Prion-Krankheiten allein auf Basis
von PrP®¢ erklaren. Beispielsweise Ubertragen sich Prionen nur schwer von einer Art
auf die andere. Manche Spezies sind sogar resistent gegenuber Prion-Krankheiten
(z.B. Menschenaffen gegenluber Scrapie, Hamster gegenuber BSE, zusammen-
gefasst in Groschup et al. 2001). Versuche mit transgenen Tieren zeigten, dass die
Artenbarriere zu einem grof3en Teil in der Aminosauresequenz des PrP und somit im
PrP-Gen verankert ist (Scott et al. 1989, Weissmann et al. 1994). Eine erfolgreiche
Ubertragbarkeit hangt somit vom Grad der Aminosdurensequenzhomologie zwischen

Spender- und Empfangerart ab.
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Tabelle 2.4: Vergleich der unterschiedlichen PrP-Isoformen.

Eigenschaft Prp® PrP>° und PrP27-30
Sekundarstruktur 40 % o-Helix, 3 % B-sheet | <30 % a-Helix, >40 % B-sheet
Léslichkeit I8slich unldslich
Stabilitat thermo- und drucklabil, sehr stabil, resistent gegen
denaturierbar Hitze, UV- und y-Strahlen
Proteinase K-Sensitivitat vollstdndig abbaubar C-terminal resistent
Infektiositat nicht infektios infektios
Vorliegen Monomer in der hochmolekulare Aggregate in
Zellmembran den Zellen

2.3.4 Inaktivierung infektidser Prionen

In den vorherigen Kapiteln wurde bereits Uber die ungewohnliche Natur des Krank-
heitserregers der Transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE) berichtet.
Eine besonders entscheidende Eigenschaft spielt dabei die bemerkenswert starke
Resistenz des Erregers gegenuber einer Reihe chemischer und physikalischer
Inaktivierungsmethoden, die bei konventionellen pathogenen Mikroorganismen
effektiv sind (Taylor 1999a). Die TSE des Menschen sind zwar nicht per Kontakt
Ubertragbar, es besteht aber die Gefahr einer Infektion durch kontaminierte
medizinische Instrumente. Des Weiteren besteht der Verdacht der Ubertragung von
BSE-kontaminierten Lebensmitteln auf den Menschen in Form der vCJD. Daher ist
eine effektive Dekontamination vor allem medizinischer Instrumente im Krankenhaus
und von BSE-kontaminierten Gegenstanden (z.B. Schlachterwerkzeug) und Raum-
lichkeiten (z.B. im Schlachthof) von besonderer Bedeutung. Dazu sind unter-
schiedliche chemische Desinfektionsmethoden oder -mittel, teilweise in Kombination
mit thermischer Inaktivierung, erforderlich.

Bereits 1950, als Uber die Natur des Scrapie-Erregers noch nichts bekannt war,
wurde die Resistenz des Erregers gegen Hitzebehandlung bei 100 °C wahrend 30
Minuten, sowie gegen Formalin und Chloroform beschrieben (Wilson et al. 1950).
Anderthalb Jahrzehnte spater wurde erstmals Uber die Resistenz der TSE-Erreger
gegenuber Bestrahlungsmethoden berichtet (Alper et al. 1966). Daraus wurde
geschlussfolgert, dass der Erreger keine eigenen Nukleinsduren besitzt (Kap. 2.3.2).
Folglich sind auf virale Nukleinsauren einwirkende Desinfektionsmittel gegen Prionen
unwirksam. Als dann zwei Jahrzehnte spater gezeigt wurde, dass bei einer
Behandlung von PrP°° mit Proteinase K nur etwa die ersten 67 Aminoséuren

abgespaltet werden konnen und dass das daraus resultierende Proteinfragment
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(PrP27-30) gegenuber einer weiteren Enzymbehandlung fur Stunden resistent ist
(Kap. 2.3.3), kam man zu der Annahme, dass die Resistenz gegen Proteinasen und
gegen desinfizierende Wirkstoffe eine ahnliche Grundlagen haben muss. Die
Widerstandsfahigkeit von Krankheitserregern gegenuber auf3eren Einfliussen steht in
enger Beziehung zur Struktur und den chemischen Bausteinen der Erreger, daher
wird die Grundlage der Resistenz des PrP*¢ gegeniiber Proteasen und Chemikalien
in dessen molekularen Struktur vermutet.

Pathogene Prionen sind gegen viele breit eingesetzte bakterizide und virizide
Desinfektionsmittel und -verfahren besonders stabil, da diese am PrPS*-Molekiil nur
erschwert Reaktionen auslésen konnen. Oft ist nur eine Senkung der Infektiositat
und keine komplette Inaktivierung zu erreichen. Dies wird auf Aggregatbildung als
Selbstschutz oder auf sehr resistente Prion-Stamm-Subpopulationen zurtckgefuhrt
(Brown et al. 1990a). So kann beispielsweise mit Alkohol die Infektiositat nicht, mit
Guanidinthiocyanat nur teilweise und mit Natriumhypochlorit nahezu vollstandig
gesenkt werden. Wie bereits in Kapitel 2.3.3 erwahnt spielt die geordnete Tertiar-
struktur des PrP° und seine Tendenz zur Bildung mehr oder weniger geordneter
Aggregate (Prionrods, Abb. 2.6) fur die Resistenz und Infektiositat von Prionen eine
wichtige Rolle. Daher sollte die Zerstérung der geordneten Struktur auch zu einer
Minderung der Infektiositat flhren. Eine irreversible Zerstérung der Aggregatbildung
verbunden mit einer bleibenden Inaktivierung sollte demnach mit Stoffen erreicht
werden konnen, die in der Lage sind die Tertiarstruktur zu destabilisieren. Diese wird
durch intramolekulare Schwefelbricken, hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
unpolaren Aminosaureresten und elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
geladenen Seitenketten stabilisiert. Ein weiteres wichtiges Strukturelement des
PrPS°-Molekiils ist dessen Uberwiegend in B-Faltblattern organisierte Sekundér-
struktur, die hauptsachlich durch Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert wird. Die
auf derartige Strukturen wirkenden Chemikalien konnen in Gruppen, die auf
unterschiedliche Bindungen innerhalb der Proteinstruktur einwirken und diese

destabilisieren, eingeteilt werden (Tabelle 2.5).
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Tabelle 2.5: Wirkung chemischer Desinfektionsmittel auf Proteine und auf PrP%°.

chemischer
Wirkstoff

Wirkung auf die
Proteinstruktur

Inaktivierung von PrP%°

Harnstoff, Guanidin-
Hydrochlorid und -

Zerstdrung der H-Briicken
innerhalb der o-Helices und -

in Kombination mit nachfolgender
Hitzebehandlung gut wirksam:

(z.B. Ameisensaure)

Thiocyanat Faltblattstrukturen = 4 M GdnSCN, 1 h, anschlieRend
ungeordneter Knauel der Dampfsterilisation bei 134 °C flr
Polypeptidkette mind. 18 min (Manuelidis 1997)
Alkalien Zerstorung von polaren und | sehr gut wirksam:
(z.B. NaOH) elektrostatischen Wechsel- 2 M NaOH, 2 x 30 min, besser
wirkungen aufgrund Uber Nacht (Brown et al. 1986,
Neutralisation von Lysin- und | Taylor et al. 1994)
Argininresten
Sauren Zerstorung von polaren und | Ameisensaure wirkt nur partiell

elektrostatischen Wechsel-
wirkungen aufgrund

Neutralisation von Glutamat-
und Aspartatresten

inaktivierend (Brown et al. 1990b).

Alkohole wirken strukturverstarkend, z.B. | Ethanol, 1- und 2-Propanol zeigen
(z.B. Bildung von a-Helices keine Wirkung (Taylor 1999b).
Ethanol,Propanol)

Aldehyde wirken stabilisierend durch Formalin ist nahezu unwirksam
(z.B. Formaldehyd) Verknupfung von Peptidketten | (Brown et al. 1982a, 1990a).
Detergentien Destabilisierung hydrophober | gut wirksam:

(z.B. SDS) Wechselwirkungen durch > 3 % SDS, 10 min sieden (Taylor

Bindung an das Peptidrickrat
= Denaturierung

et al. 1994), noch besser wirksam
bei nachfolgendem Autoklavieren
bei 121 °C fir 1 h (Budka et al.
1995)

Oxidations- und
Reduktionsmittel
(z.B. NaOCl)

Spaltung von
Disulfidbrickenbindungen =
irreversible Denaturierung

sehr gut wirksam:

> 5 % NaOCI, fur mind. 1 h (Brown
et al. 1982b, Brown et al. 1986,
Taylor et al. 1994)

Aus der Tabelle 2.5 ist ersichtlich, dass die aggressivsten Desinfektionsmittel die
effektivste Inaktivierung von Prionen liefern. Dies fuhrt zu der Problematik, dass die
am biologisch wirksamsten Mittel gleichzeitig eine Gesundheitsbelastung fur den
Menschen sowie eine hohe Umweltbelastung darstellen. Zusatzlich ist die Material-
vertraglichkeit bzw. Korrosionsgefahr durch das Desinfektionsmittel aus Oko-
nomischen Aspekten von grof3er Bedeutung. Natronlauge ist zur Inaktivierung von
Prionen besonders gut geeignet, diese sehr irritierende Lauge birgt aber grolle
Gefahren fur den Menschen, ebenso wirkt sie auf Aluminium- und Zinkoberflachen
korrosiv. Ahnlich verhalt sich das starke Oxidationsmittel Natriumhypochlorit (NaOClI),
das alle oxidativ angreifbare Metalle, darunter auch Edelstahl, korrosiv angreift. Ein
von NaOCI

freiwerdende Chlor. Diese Chemikalien eignen sich daher nicht zur Dekontamination

weiterer Nachteil ist die starke Schleimhautreizung durch das
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empfindlicher Oberflachen und Instrumente in neurochirurgischen Kliniken, Augen-
kliniken und Zahnarztpraxen. Fur empfindliche Oberflachen und von Instrumenten
wird daher eine Behandlung mit Guanidinthiocyanat (GdnSCN) empfohlen. Um dabei
eine vollstandige Eliminierung der Infektiositat zu erreichen, ist jedoch eine
zusatzliche Dampfsterilisation notwendig (Manuelidis 1997). Zur Vermeidung von
Veratzungen der Haut und Schleimhaut und zur Vermeidung der Korrosion empfind-
licher Materialien, kann als Alternative zu GdnSCN auch eine Natriumdodecylsulfat-
Lésung (SDS) verwendet werden. Wie mit GdnSCN bleibt auch nach einer
Desinfektion mit SDS eine Restinfektiositat Ubrig, so dass auch hier eine nach-
folgende Dampfsterilisation empfohlen wird (Budka et al. 1995).

Die inaktivierende Wirkung der hier beschriebenen Chemikalien ist auf die
Destabilisierung von inter- und intramolekularen Wechselwirkungen des PrpSe-
Molekuls zurtuckzufuhren. Unter der Einwirkung von NaOCI wird vermutlich aufgrund
zahlreicher kovalenter Modifikationen im PrPS°-Protein die irreversible Inaktivierung
hervorgerufen (Prusiner et al. 1993). Das inaktivierende Prinzip des Natrium-
hypochlorits ist die Erzeugung unterchloriger Saure, die als starkes Oxidationsmittel
auf das Prion-Protein einwirkt. Diese ist in Losung sehr instabil und zerfallt rasch in
naszierenden Sauerstoff und Salzsaure. Der wirksame Teil ist somit der frisch
entstehende Sauerstoff, welcher oxidativ-denaturierende Prozesse am PrP° aus-
I6sen kann. Das genaue Wirkungsprinzip der anderen wirksamen Desinfektions-
mittel ist nicht vollstandig geklart. Im Falle von GAnSCN wird angenommen, dass das
Thiocyanat-Anion der aktiv wirksame Teil ist (Prusiner et al. 1981). Wahrend man
sich bei der Inaktivierung mit SDS dessen starke tensidische Aktivitat zu Nutze

macht.

Prionen zeigen auch eine ausgepragte Resistenz gegenuber physikalischen
Inaktivierungsmethoden. So ist auch die enorme Hitzeresistenz schon seit den 60er
Jahren bekannt (Hunter und Millson 1964). Erst das massive Auftreten von BSE in
der 80er Jahren in Grol3britannien hat die Notwendigkeit einer genauen Kenntnis der
Inaktivierung von Prionen deutlich gemacht. Diese wurde nach dem Verdacht, dass
der BSE-Erreger uUber die Verfutterung bestimmter tierischer Proteine ohne
genugende Inaktivierung Ubertragen wurde, noch verdeutlicht (Kap. 2.3.1). Protein-
und fettreiche Rohstoffe, einschliel3lich Rickenmark und Gehirn geschlachteter

Tiere, waren in GroR3britannien seit den fruhen 70er Jahren nur noch unter relativ
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milden thermischen Bedingungen zu proteinreichen Einzelfuttermitteln verarbeitet
worden (Prusiner 1997). In Deutschland galten dagegen fur die Verarbeitung von
verendeten Tieren und Schlachtabfallen bereits seit 1939 die strengen
Verarbeitungsbedingungen des Tierkdrperbeseitigungsgesetzes mit 132 °C
gespanntem Dampf wahrend einer Zeit von 30 Minuten (von Ostertag 1958). Nach
der Neufassung des Tierkorperbeseitigungsgesetzes von 1973 ist eine Temperatur
von 133 °C wahrend einer Zeit von 20 Minuten vorgeschrieben (Grinewald 1994).
Diese Bedingungen sollten in erster Linie die Abtotung der hitzeresistenten Sporen
des Milzbranderregers gewahrleisten. Heute weil3 man, dass unter diesen
Bedingungen auch eine ausreichende Inaktivierung von Prionen stattgefunden hat,
wahrend bei milderen Bedingungen, wie sie in GroRbritannien angewandt wurden,
keine genlgende Inaktivierung erfolgte.

Temperaturerhohung bewirkt eine Beschleunigung der molekularen Bewegungen,
wodurch vorherrschende Ordnungen zerstort werden. Es kommt u. a. zum Ver-
dampfen von Flussigkeiten, Zerstérung der dreidimensionalen Proteinstruktur und zur
Auflésung zellularer Ordnungen. Bei sehr hohen Temperaturen kann in Wasser der
Abbau von Peptidketten der Proteine durch Hydrolyse stattfinden. Diese Reaktionen
fuhren bei Proteinen zur Denaturierung wodurch z.B. Enzyme ihre Aktivitat verlieren.
Demnach sollten diese Effekte auch zu einer Inaktivierung von Prionen fuhren. Es
kénnen aber auch wiederum Faktoren auftreten, die stabilisierend auf die
ursprungliche Prion-Proteinstruktur wirken, wie z.B. die Adsorption an Oberflachen
(Taylor 1991), das Eintauchen in Fett (Appel et al. 2001), oder wie bereits weiter
oben schon erwahnt die Bildung von grolieren Aggregaten oder Molekulverbanden
aufgrund hydrophober Wechselwirkungen. Kommt es jedoch zu einer Hitze-
denaturierung so ist diese fast ausnahmslos irreversibel.

Abbildung 2.9 zeigt die Inaktivierungskurve des TSE-Erregers eines Maus-
adaptierten Scrapie-Stammes im trockenen Zustand bei 160 °C. Daraus ist
ersichtlich, dass sich bei langen Reaktionszeiten Abweichungen von der Reaktion 1.
Ordnung ergeben. Ein derartiges Verhalten wird haufig bei Inaktivierungs-
experimenten mit TSE-Erregern aber auch mit anderen Erregern wie Bakterien und
Viren gefunden. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass sich ein Teil der Erreger in
einer physikalischchemischen Umgebung befindet, die gegen thermische
Denaturierung stabilisiert. Aufgrund ihrer ausgepragten Hydrophobie kdénnen sich

Prionen durch Aggregation oder durch Adsorption an Oberflachen schutzen. Zum
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anderen besteht die Moglichkeit, dass eine kleine Subpopulation des Erregers
hitzestabiler ist als die Mehrheit (Brown et al. 1990a, Brown 1998). Diese sehr
resistenten Erreger-Subpopulationen kénnte auch die nicht vollstandige Inaktivierung
von Prionen mit prinzipiell gut wirksamen Desinfektionsmitteln (siehe oben) erklaren.
Denkbar ist auch eine Stabilisierung eines kleinen Teils der Prionen durch
hydrophob-hydrophile Grenzflachen, wobei sich ein Teil der Infektiositat in der Fett-

phase ansammelt, wo sie besser geschutzt ist (Taylor et al. 1996a).
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Abbildung 2.9: Inaktivierungskurve von PrP®® (ME7-Stamm) im trockenen Zustand bei
160 °C (Taylor et al. 1996a).

Rote Quadrate, BRVR-Mause; blaue Quadrate, A2G-Mause; braune Kurve, Anpassung an
die experimentellen Befunde mit Hilfe zweier Inaktivierungskurven: einer schnellen mit D =
46 min und einer langsamen mit D = 3840 min.

Wie schon bei den chemischen Desinfektionsmitteln wurde auch zur Untersuchung
der Hitzeinaktivierung verschiedener TSE-Erreger eine Fulle von Messungen durch-
gefuhrt. Dabei zeigte eine 20-minutige Sterilisation mit gesattigtem Wasserdampf (3
bar) bei 133 °C eine Reduktion der Infektiositat um mehr als 3,3 Zehnerpotenzen
(Taylor et al. 1995). Daraufhin wurde 1996 von der Europaischen Union das Druck-
sterilisationsverfahren bei 133 °C fur 20 min zur Verarbeitung von Saugetierabfallen
zugelassen und empfohlen (EU-Entscheidung 96/449/EG).

Die Inaktivierung von Prionen durch Hitze ist ein komplexer Vorgang, bei dem viele
EinflussgroRen eine Rolle spielen. Die Untersuchungen zeigten, dass im trockenen
Zustand eine langsamere Inaktivierung stattfindet als im feuchten wasserdampf-
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gesattigten Zustand. Ebenso erfolgt im stark alkalischen Medium (z.B. in NaOH-Lsg.)
eine deutlich schnellere Hitzeinaktivierung der Prionen als im neutralen Medium. Ein
weiterer wichtiger Einflussfaktor ist das komplexe Medium, in dem sich die Prionen
befinden. Dieses Medium besteht im Allgemeinen aus einer wassrigen Phase, einer
Fettphase und verschiedenen Feststoffen einschliellich der Behaltniswand. Ver-
teilung der Prionen auf die Wasser- und Fettphase resultiert in unterschiedliche
Inaktivierungsgeschwindigkeiten flr beide Phasen. Ebenso kann die Absorption an
Oberflachen eine stabilisierende Wirkung haben und die Inaktivierungsgeschwindig-
keit eines kleinen Teils der Prionen verlangsamen. Weiter konnten amphiphile
Membranproteine an hydrophob-hydrophilen Grenzflachen auf Prionen stabilisierend
wirken. Oxidierende und reduzierende Bedingungen koénnen Einfluss auf die
stabilisierende Disulfidbrickenbindungen des Prion-Proteins nehmen. Die aulerst
geringe Restinfektiositat die sowohl bei chemischen als auch bei physikalischen
Inaktivierungsmethoden zu beobachten ist, ware erklarbar, wenn all diese

stabilisierenden Einflisse zusammenkommen.



Fragestellung 39

3  Fragestellung

Die Infektiositat von Prionen kann nur unter extremen Bedingungen (Autoklavieren
bei 133 °C fur mind. 20 min, Behandlung mit 1 M Natronlauge oder 5 %iger
Natriumhypochlorit-Losung fur mind. 1h) deutlich reduziert werden. Die zur
Inaktivierung geeigneten Verfahren fuhren jedoch dazu, dass die mit Prionen
kontaminierten Materialien oder potentielle Risikomaterialien nach der aggressiven
Prozedur stark an Qualitat und Textur verlieren. In der Regel fuhrt dies zur Unbrauch-
barkeit des Ausgangsmaterials. Eine milde und zugleich effektive Inaktivierungs-
methode konnte dagegen die Weiterverarbeitung solcher Materialien gewahrleisten.
Damit konnte beispielsweise Tiermehl, das bisher verbrannt werden muss, vor
Prionen sicher gemacht werden und somit u. a. eine Verfutterung an Tieren
ermdglichen. Da es zudem gegenwartig keine Mdglichkeit gibt, potentiell mit Prionen
verunreinigte Lebensmittel sicher zu machen, wirde ein fur das Produkt schonendes
Verfahren die Lebensmittelsicherheit und damit auch die Verbrauchersicherheit

deutlich erhohen.

Gesamtziel der vorliegenden Arbeit war es, das Verhalten von Prion-Proteinen unter
Hochdruckbedingungen zu untersuchen. Insbesondere sollte geklart werden ob eine
Behandlung mit Hochdruck die Stabilitat der Proteine beeinflusst um somit eine
Inaktivierung der infektidsen Prionen zu ermoglichen.

Dabei sollte untersucht werden unter welchen Bedingungen Prionen unter Druck
denaturiert werden konnen. Da eine Vielzahl von Proteinen bereits bei Raum-
temperatur unter Druck denaturieren, koénnte das Hochdruckverfahren eine
schonende Alternative zu den bisherigen Inaktivierungsmethoden darstellen. Die
Arbeit sollte zudem klaren, ob Druck bei den aulerst resistenten Prionen eine
Proteinase K-Sensitivitat induzieren kann, und ob diese zugleich zu einer Reduktion
der Infektiositat fuhrt. Eine erfolgreiche Druckinaktivierung von Prionen wirde den
Gebrauch stark denaturierender und atzender Chemikalien Uberflissig machen und
eine Behandlung von Lebensmittel zur Prionen-Dekontamination ermdglichen.
Zudem konnte die Anwendung von Druck, als thermodynamischer Parameter,
Einblicke in die Komplexitat der Aggregation und Faltung des Prion-Proteins
ermdglichen und neue physikochemische Eigenschaften dieses Proteins aufzeigen,

die mittels anderer Methoden, wie z.B. Temperaturstudien nicht moéglich sind.
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Die Experimente wurden mit homogenisierten Gehirnen Scrapie erkrankter Hamster
und Mausen durchgefihrt. Zur modellhaften Untersuchung fehlgefalteter Prion-
Proteinen wurde PrP%¢ aus dem Gehirn an Scrapie erkrankten Hamstern isoliert.
Mittels der Isolierung des infektidsen Prion-Proteins konnte der Einfluss von
Hochdruck auf das PrP®°-Protein allein und ohne Matrix-Effekte, die beim Driicken
von Gehirnhomogenaten eine Rolle spielen konnten, untersucht werden. Der Einfluss
einer Hochdruckbehandlung auf die Proteinase K-Resistenz von Prionen wurde
immunologisch mittels der Western-Blot-Technik untersucht. Der Druckeffekt auf
deren Infektiositat konnte durch Tierversuche an syrischen Goldhamstern und

genetisch veranderten Mausen aufgezeigt werden.
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4 Material und Methoden

Verwendete Chemikalien und Reagenzien entsprechen dem hdchsten Reinheitsgrad
(p- A. — pro Analysi). Eine Auflistung aller eingesetzten Chemikalien und Losungen,
sowie eine Liste der verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien sind im Anhang
unter Kapitel 9 zu finden. Alle Loésungen und Puffer wurden mit hochreinem Wasser,
welches durch ein Wasseraufreinigungssystem (Millipore) gefiltert wurde, angesetzt
und ggf. 20 min bei 121 °C sterilisiert.

4.1 Umgang mit infektiosem Material

Die Arbeiten mit dem Scrapie-Erreger wurden nach §13 der Biostoffverordnung
(BioStoffV) und §19ff des Bundesseuchengesetzes (BSeuchG) bei der zustandigen
Behorde angezeigt. Alle Arbeiten mit infektiosem Material wurden in einem L3**-
Labor (BFEL, Karlsruhe) bzw. in einem L4-Labor (FLI, Tdbingen) unter einer
Sicherheitswerkbank der Klasse 2 und unter Verwendung entsprechender Schutz-
kleidung durchgefihrt. FUr eine detailliete Beschreibung der Sicherheits-
vorkehrungen siehe Beschluss 603 ,SchutzmalRnahmen bei Tatigkeiten mit
Transmissiblen spongiforme Enzephalopathie (TSE) assoziierter Agenzien in TSE-
Laboratorien“ des Ausschusses fur Biologische Sicherheit (ABAS, Ausgabe: BArbBI.
3/03). Kontaminierte Gegenstande wurden mit 2,5 M NaOH Uber Nacht inkubiert.
Gebrauchte Pufferldsungen wurden auf 1 M NaOH eingestellt und ebenfalls Uber
Nacht inkubiert und anschlie3end fur 120 min bei 134 °C autoklaviert. Kontaminierte
Gefalle und Festabfall wurden fur 120 min bei 134 °C autoklaviert. Zur Inaktivierung
von nicht mehr bendtigtem infektiosem Material wurde dieses auf 1 M NaOH

eingestellt und nach Inkubation tUber Nacht fir 120 min bei 134 °C autoklaviert.
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4.2 Aufarbeitung von infektiosem Material

Die Experimente zur Druckinaktivierung von infektiosem TSE-Material wurden mit
dem Hamster-adaptierten Scrapie-Stamm 263K und dem Maus-adaptierten Scrapie-
Stamm RML6 durchgefuhrt. Die Gehirne von an Scrapie erkrankten Hamstern
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. E. Pfaff vom Institut fur Immunologie des
Friedrich-Loeffler-Instituts (Bundesforschungsinstitut fur Tiergesundheit, Tubingen)

zur Verfigung gestellt.

4.2.1 Herstellung von Hamster-PrP*¢-Gehirnhomogenaten

Die Gehirne an Scrapie erkrankter Hamster wurden nach grober Zerkleinerung mit
einem Skalpell in 100 mg Portionen aufgeteilt und in spezielle Gefalke mit
Keramikklgelchen (1,4 mm ceramic spheres, Lysing Matrix D Tubes) mit 1 ml PBS
pH 7,4 in einem Homogenisierungsinstrument (FastPrep® FP 120, Einstellung 4,5)
zweimal fur 45 sec homogenisiert. Durch auf- und abschitteln bei sehr hoher
Geschwindigkeit werden die Zellwande zerstort und die in den Zellen enthaltene
Proteine herausgelost. Auf diese Weise erhalt man ein sehr homogenes Gehirn-
extrakt mit dem infektidsen Prion-Protein PrPS¢. Um eine mdglichst gleich bleibende
Konzentration an PrP%¢ im Homogenat zu gewahrleisten wurden mehrere Pools mit
der Konzentration von 0,1 g Gehirnmaterial/ml PBS aus mehreren infizierten
Gehirnen hergestellt und bei -70 °C gelagert.

FUr die Untersuchung des Einflusses des Homogenatmediums (pH-Wert, Salz-
konzentration, verschiedene Pufferldsungen) auf das Druckverhalten von PrP%c,
wurden die Gehirne unter Verwendung des jeweils angegebenen Mediums wie oben

beschrieben homogenisiert.

4.2.2 Herstellung von Maus-PrP%°-Gehirnhomogenaten

Die Gehirnhomogenate an Scrapie erkrankter Mause wurden bereits aufgearbeitet
als 20 %iges Homogenat (0,2 g/ml) in 0,32 M Saccharose von Prof. L. Stitz und
Mitarbeiter vom Institut fur Immunologie des Friedrich-Loeffler-Instituts aus Tubingen

erhalten.
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4.2.3 Herstellung von PrP27-30-Gehirnhomogenaten

Zur Herstellung von PrP27-30-Gehirnhomogenaten (10 % w/v) aus Hirnen syrischer
Goldhamster, die mit dem Scrapie-Stamm 263K infiziert wurden, sind diese zunachst
wie oben beschrieben in dem jeweils angegebenen Medium homogenisiert worden.
Die Homogenate wurden dann bei 37 °C fur 1 h unter standigem Schutteln in einem
Thermomixer mit Proteinase K (Endkonzentration 72 ug/ml) behandelt. Die an-
schliefende Inaktivierung der Proteinase K erfolgte durch Erhitzung der Homogenate
fur 10 min bei 90 °C. Durch die Proteinase K-Behandlung wurden neben den
sonstigen enthaltenen Proteinen auch das zellulare Prion-Protein Prp° vollstandig
und vom PrP%¢ der N-Terminus abgebaut, so dass in dem Homogenat als einzige
Proteinkomponente nur noch das PrP27-30 vorlag. Die Hirnextrakte wurden bis zu

ihrer weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert.

4.2.4 lIsolierung von PrP27-30 aus Gehirnen Scrapie erkrankter Hamster

Die Extraktion und Aufreinigung des N-terminal verkurzten PrP27-30, wurde nach
einer modifizierten Version der Methode von Hilmert und Diringer (1984) mittels
Detergensextraktion und Ultrazentrifugation durchgefuhrt:

Zur Extraktion der Prion-Proteine wurde 1 g Hirnmaterial an Scrapie erkrankter
Hamster mit 2,5 ml Detergenslosung A wie in Kap. 4.2.1 beschrieben homogenisiert
und anschlieRend 30 min stehen gelassen. Zur Zentrifugation wurde das Homogenat
in Polycarbonatgefalle (Polyallomer Bell-top Quick-Seal™, 13 x 32 mm) Uberfuhrt,
diese wurden dann mit Detergenslosung A vollstandig aufgeflllt und anschlielend
thermisch verschlossen. Danach wurde in der Beckmann TL-100 Ultrazentrifuge mit
dem Rotor TLA 100.3 fur 10 min bei 4 °C bei 20.000 rpm (22.000 g) zentrifugiert. Das
Pellet wurde verworfen und der Uberstand in ein neues PolycarbonatgefaR tberfiihrt.
Nach dessen Auffullung mit Detergenslosung A und Verschlielung wurde erneut fur
20 min bei 4 °C mit 100.000 rpm (540.000 g) zentrifugiert. AnschlielRend wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit Detergenslosung B resuspendiert und nach
Uberfiihrung in ein neues Polycarbonatgefa® nochmals fiir 25 min bei 4 °C mit
100.000 rpm (540.000 g) zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde mit 1,5 ml
Proteinase K-Losung (10 pg/ml) aufgenommen und bei 37 °C fur 1 Stunde inkubiert.
Nach abschlieBender Zentrifugation bei 22.000 g fur 10 min in einem Mikro-

zentrifugengefal® wurde das Pellet mit 500 ul des jeweils angegebenen Mediums
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(PBS, pH 7,4; 50 mM Tris, pH 7,0; Wasser) aufgenommen und nochmals wie zuvor
zentrifugiert und wiederum mit dem angegebenen Medium aufgenommen. Nach
Wiederholung des letzten Waschschrittes wurden die Losungen bis zu ihrer weiteren

Verwendung bei -70 °C aufbewahrt.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Aufreinigung von PrP27-30.
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4.3 Hochdruckbehandlung von infektiosem Material

4.3.1 Hochdruckapparatur

Die Druckbehandlung erfolgte in einer Hochdruckapparatur (Laboratory Hydraulic
Press U101) die manuell Uber eine Doppelkolben-Hydraulikpresse mit einer
maximalen Kraft von 300 kN betrieben wird. Der Kolben hat eine Lange von 100 mm
und kann bis 80 mm in den Druckbehalter mit einem inneren Durchmesser von 16
mm und einer Hohe von 150 mm geschoben werden. Der Druckbehalter ist ein
Zylinder aus Stahl und besitzt ein Fassungsvermdgen von ca. 20 ml und ermdglicht
einen Arbeitsdruck bis 1300 MPa bei Temperaturen bis 100 °C. Der Druck im
Behalter wird Uber ein Manganin-Druckmessgerat (MU101) gemessen und digital
angezeigt. Die Kolbenposition wird ebenfalls digital angezeigt. Als druckuber-
tragendes Medium wurde ein Gemisch aus Petroleumether (Siedebereich 80-100 °C)
und Hydraulikdl (Viskositat 32) im Verhaltnis von 7:3 verwendet. Der Effekt der
adiabatischen Erhitzung wurde durch lange Druckaufbauzeiten (150 sec um 800
MPa zu erreichen) und durch kontinuierliches Temperieren des Druckbehalters mit
einem Thermostat (Polystat) minimiert.

Abbildung 4.2: Hochdruckapparatur U101 (Polish Academy of Sciences).
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4.3.2 Hochdruckbehandlung von aufgearbeitetem infektiosem Material

Das aufgearbeitete infektiose Material (Hirnextrakte und resuspendiertes iPrP27-30)
wurde in 250 pl Polyethylen-Gefalle moglichst ohne Luft gefullt. Anschliefend
wurden die GefalRdeckel thermisch verschlossen und zusatzlich mit Teflonband
abgedichtet. Um die Druckapparatur vor einer mdglichen Kontamination mit
infektiosem Material zu schitzen, wurden die Probengefalde zur Sicherheit zu-
satzlich in eine mit Polyethylen beschichtete Alufolie eingeschweilt. Die Hochdruck-
behandlung erfolgte wie beschrieben in der Hydraulikpresse U101. Die gedrickten
Proben wurden nach der Behandlung bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C

gelagert.

4.3.3 Hochdruckbehandlung von Gehirnen Scrapie erkrankter Hamster

Die Hochdruckbehandlung von nicht homogenisierten Gehirnen erfolgte in speziellen
Teflongefalden fur die oben beschriebene Hochdruckapparatur. Dazu wurde ein
Gehirn (ca. 1g) eines an Scrapie erkrankten Hamsters grob mit einem Skalpell
zerkleinert und in den Teflonbehalter moglichst ohne Luft geflllt. Die Hochdruck-
behandlung erfolgte wie oben beschrieben in der Hydraulikpresse U101. Das unter
den angegebenen Bedingungen gedruckte Gehirn wurde nach der Druckbehandlung
wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben homogenisiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-70 °C gelagert.
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4.4 Immunologischer Nachweis infektioser Prion-Proteine

4.4.1 Nachweis von PrPS¢ und PrP27-30 in Hirnextrakten von Hamstern

Probenvorbereitung

15 ul hochdruckbehandelte und unbehandelte Gehirnextrakte, die PrPS¢ oder PrP27-
30 enthalten wurden mit 3 pl Proteinase K-Gebrauchslosung 1:25 (PK-positiv
Proben) unter Zugabe von 15 yl PK-Puffer fur 1 h bei 37 °C inkubiert (Endkonzen-
tration der PK: 72 pg/ml). Bei PK-negativ Proben wurde anstelle der PK-Losung 3 pl
20 mM Tris-Puffer, pH 7,4 verwendet. Fur jede Probe wurde eine Dreifach-
bestimmung durchgeflhrt. Nach Inkubation der Proben wurden diese bei 95 °C fur
10 min mit 10 pl Ladepuffer behandelt und anschliefiend mittels SDS-Polyacryl-
amidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) getrennt.

Elektrophorese und Western-Blot

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels
denaturierender, diskontinuierlicher SDS-PAGE nach Laemmli (1970). Zur
Herstellung vertikaler Plattengele (10 x 10 x 0,05 cm) wurde eine 10 %ige Trenngel-
I6sung zwischen zwei Glasplatten eingeflllt und mit Ethanol Gberschichtet. Nach
Polymerisation und Entfernung von Ethanol wurde eine 5 %ige Sammelgellésung
daruber geschichtet und mittels eines Kammes Taschen zur Auftragung der Proben
in das Sammelgel gemacht.

Zur Auftrennung der Prion-Proteine wurden 10 pl der wie oben beschrieben
vorbereitete Proben (35 pg Gehirnmaterial/ul) aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde zunachst fur 30 min bei 90 V und dann fur weitere 120 min bei 110 V
durchgefuhrt. Pro Gel wurden jeweils ein ECL-Molekulargewichtsmarker (14,4-97
kDa) und ein Prestained-Molekulargewichtsmarker (19-118 kDa) mitgefuhrt.

Die Detektion der Prion-Proteine erfolgte mittels Western-Blot-Technik. Dazu wurde
das Gel nach vorsichtigem Herauslosen aus den Glasplatten und Abtrennung des
Sammelgels auf eine mit Methanol getrankte PVDF-Membran (0,2 pym) gelegt, die
auf drei mit Kathodenpuffer getrankten Filterpapieren liegt. Auf das Gel wurden
wiederum ein mit Anodenpuffer-2 getranktes Filterpapier und zwei mit Anodenpuffer-
1 getrankte Filterpapiere gelegt. Der Western-Blot wurde in einer Semidry-Blot-
Apparatur fur 30 min bei 130 mA und max. 9 V durchgeflihrt. AnschlielRend wurden

die Proteine mittels immunologischen Nachweises detektiert.



Material und Methoden 48

Antikdrperinkubation

Freie Protein-Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Schwenken in
Blockierldsung (5 % Magermilchpulver, 5 % Rinderserumalbumin) fur 1 h geblockt.
Anschlielend wurde die Membran unter leichtem Schutteln Uber Nacht bei 4 °C mit
dem Anti-PrP-Antikorper 3F4 (Maus |gG2a) inkubiert. Dazu wurden 3 pl Antikorper in
15 ml Blockierlosung (1. Antikorperlosung, 1:5000) gelost. Der monoklonale Anti-
korper 3F4 erkennt die Aminosauren 109-112 von denaturiertem PrP® und PrP®¢ von
Menschen, Hamster und Katzen. Nach der Inkubation mit der 1. Antikérperlésung
wurde die Membran nach zweimaligem Spulen mit PBS-T viermal fur 15 min mit
PBS-T gewaschen. Danach wurde die Membran 90 min bei Raumtemperatur mit
dem an Peroxidase gekoppelten Anti-Maus IgG-Antikorper inkubiert. Hierflr wurden
4 pl des Antikorpers in 12 ml PBS-T geldst (2. Antikérperlosung, 1:3000). Zur
Detektion des biotinylierten ECL-Molekulargewichtsmarkers wurden der 2. Anti-
korperlosung 8 pl an Peroxidase gekoppeltes Streptavidin zugegeben (1:1500).

Zuletzt ist die Membran wie zuvor mit PBS-T gespult und gewaschen worden.

Detektion durch Chemilumineszenz

Die Detektion der Prion-Proteine erfolgt durch Chemilumineszenz. Dazu wurde die
Membran 2 min in ECL-L6sung inkubiert und diese dann mit einer Folie, die auf die
Membran gelegt wurde, wieder abgestrichen. Anschlielend wurde ein hoch
sensitiver Autoradiographie-Film in einer Belichtungskassette fur 30-90 s von der in
Frischhaltefolie eingepackten Membran belichtet. Bei der Reaktion der an das Prion-
Protein gebundenen Peroxidase mit ihrem Substrat wird Licht emittiert, das im
Dunkeln den Film belichtet. Der belichtete Film wird je nach Belichtungsdauer in
Entwicklerlosung fur 30-120 s entwickelt, gewassert, fixiert und abschliefend noch

mal gewassert und schliellich getrocknet.

Prpc Prpsc
kba -+ - + PK

31 —

20—

Abbildung 4.3: Western-Blot von PrP® und PrP*°.
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Abbildung 4.3 zeigt die Resistenz von PrpSe gegenuber Proteinase K(PK)-Verdau.
Der Gehirnextrakt eines gesunden Hamsters (linkes Bild, PrPC—Préparation) und der
eines an Scrapie erkrankten Hamsters (rechtes Bild, PrPS°-Praparation) wurde wie
oben beschrieben jeweils einmal mit PK (PK+) und einmal ohne PK (PK-) behandelt,
anschliel3end gelelektrophoretisch getrennt, mittels Western-Blot auf eine Membran
uberfahrt und mit Hilfe von 3F4 anti-PrP-Antikorper markiert und nach ECL-Detektion
fotografiert. Die rechten Spuren zeigen das charakteristische Verhalten von
infektidsen Prionen im Western-Blot: der ,down shift* der PrP®°-Bande nach PK-
Verdau resultiert aus der Abspaltung des PK-sensitiven N-terminalen Fragments (ca.
67 Aminosauren) von PrP%¢. Dadurch kommt es zu einer Verringerung des
Molekulargewichtes von 30-33 kDa (PrPS°) auf 27-30 kDa (PrP27-30). Dagegen wird
das zellulare Prion-Protein PrP® vollstandig durch PK abgebaut, womit keine Bande
mehr nachweisbar ist. Das Prion-Protein zeigt im Western-Blot drei Banden, die aus
dem unterschiedlichen Glykosylierungsgrad resultieren. Die untere Bande entspricht
der nicht, die mittlere der einfach und die obere der zweifach glykosylierten Form des

Proteins.

4.4.2 Nachweis von PrPS¢ in Hirnextrakten von Mausen

Der Nachweis von Maus-PrPS° erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie der Nachweis
von Hamster-PrP*® mittels der Western-Blot-Technik, jedoch mit folgenden

Modifikationen:

Probenvorbereitung

15 ul hochdruckbehandelte und unbehandelte Gehirnextrakte Scrapie erkrankter
Mause, wurden mit 1 yl Proteinase K-Gebrauchslosung 1:25 (PK-positiv Proben)
und/oder mit 1 yl 20 mM Tris-Puffer, pH 7,4 (PK-negativ Proben) unter Zugabe von
15 ul PK-Puffer fir 30 min bei 37 °C inkubiert (Endkonzentration der PK: 25 ug/ml).
Fur jede Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgeflhrt. Nach dem Verdau mit
PK wurden die Proben bei 95 °C fur 10 min mit 10 ul Ladepuffer behandelt und
anschliel3end mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) getrennt.
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Elektrophorese und Western-Blot
Die gelelektrophoretische Auftrennung der Maus-Prion-Proteine sowie die Durch-

fihrung des Western-Blots erfolgten analog zum Nachweis von Hamster-PrPSC.

Antikdrperinkubation

Freie Protein-Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Schwenken in
Blockierldsung fur 1 h geblockt. AnschlieRend wurde die Membran unter langsamen
Schwenken Uber Nacht bei 4 °C mit dem Anti-PrP-Antikérper POM1 inkubiert. Dazu
wurden 3 pl Antikorper in 15 ml Blockierlosung geldst (1. Antikorperlosung, 1:5000).
Der monoklonale Antikdrper POM1 erkennt spezifisch denaturiertes PrP® und PrPS°
der Maus. Nach der Inkubation mit der 1. Antikérperlésung wurde die Membran nach
zweimaligem Spullen mit PBS-T viermal fir 15 min mit PBS-T gewaschen. Danach
wurde die Membran 90 min bei Raumtemperatur mit dem an Peroxidase gekoppelten
Anti-Maus 1gG-Antikorper inkubiert. Hierfur wurden 4 pl des Antikorpers in 12 ml
PBS-T geldst (2. Antikorperlésung, 1:3000).

Detektion durch Chemilumineszenz

Die Detektion mittels ECL wurde wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben durchgeflhrt.

4.4.3 Nachweis des isolierten PrP27-30 (iPrP27-30)

10 ul hochdruckbehandeltes oder unbehandeltes aufgereinigtes Material, das
isoliertes PrP27-30 (iPrP27-30) enthalt wurde mit 3 yl PK-Gebrauchslésung 1:100
(Endkonzentration der PK 46 ug/ml) und/oder mit 3 yl 20 mM Tris-Puffer, pH 7,4
versetzt. Nach anschlieRender Inkubation bei 37 °C fur 1 h wurde den Proben 10 ul
Ladepuffer zugegeben und fur 10 min bei 95 °C erhitzt. Die gelelektrophoretische
Trennung der Proben, sowie der Western-Blot, die Antikorperinkubation und die
Visualisierung der Prion-Proteine mittels Chemiluminiszenz erfolgte wie in Kapitel
4.4.1 beschrieben.
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4.5 Elektronenmikroskopischer Nachweis der Prionrods

Der Nachweis der Prionrods erfolgte nach Aufreinigung infektiosen Materials (Kap.
4.2.4) im Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM). Dazu wurde iPrP27-30 nach
der Isolierung mit 50 ul Wasser aufgenommen und einem ,negativ staining“ unter-
zogen. Zunachst mussten Formvar®-Kohle-Kupfernetzchen (3 mm Durchmesser,
300 mesh) beglimmt werden, bevor sie mit 10 yl Probenvolumen beschichtet werden
konnten. Nach 5-minutiger Inkubation wurden die Netzchen vorsichtig mit Filterpapier
abgetupft. Die Farbung erfolgte mit dem Kaliumsalz der Phosphorwolframsaure (2 %
w/v). Nach 7 Minuten wurde die Farbeldésung vorsichtig mit einem Filterpapier
entfernt. Die getrockneten Proben wurden anschlieBend im Transmissions-
Elektronenmikroskop Zeiss 910 bei 80 kV und einer Vergroflerung von 20.000 bis
50.000 betrachtet.
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4.6 Bioassays zur Infektiositatsbestimmung

Die Durchfuhrung der fur die Bestimmung der Infektiositat des mit Hochdruck
behandelten TSE-Materials notwendigen Bioassays wurden in Kooperation mit Prof.
Dr. E. Pfaff und Prof. Dr. M. Buttner und Mitarbeiter vom Institut fir Immunologie des
Friedrich-Loeffler-Instituts (Bundesforschungsinstitut fur Tiergesundheit, Tubingen)

vorgenommen.

4.6.1 Bioassays mit Syrischen Goldhamstern

Die Proben wurden unmittelbar vor Inokulation aufgetaut und mit einem Vortex gut
gemischt. Pro Probenansatz wurden mehrere Verdiinnungen (107 bis 10°) der
unbehandelten bzw. druckbehandelten Proben zur Inokulation vorbereitet. Pro
Verdinnung wurden 3 bis 6 syrischen Goldhamstern jeweils 150 pl Probenmaterial
intrazerebral inokuliert. Kontroll-Hamster bekamen 140 mM NaCl-Lésung intra-
zerebral verabreicht. Die Inokulationen erfolgten nach vorheriger Ether-Anasthesie
mit einer 26-gauge Nadel ca. 3 mm tief in den linken Parietallappen.

Die Hamster wurden uber einen Zeitraum von mind. 270 Tagen (9 Monate)
beobachtet und anschlielend bzw. bei Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums
getotet. Zu den klinischen Zeichen der Scrapie zahlen Verhaltens-, Sensibilitats- und
Bewegungsstorungen. Deutliche Anzeichen einer Erkrankung der Hamster an
Scrapie sind Schwierigkeiten beim Aufrichten aus der Ruckenlage sowie der
besonders ausgepragte breitbeinige Gang der Hinterbeine. Wahrend des Terminal-
stadiums der Scrapie liegen die erkrankten Hamster ruhig auf der Seite.

Das Gehirn wurde unmittelbar nach der Entnahme bei -70 °C bis zur weiteren
Verwendung eingefroren. Sowohl die Gehirne von nicht erkrankten als auch die von
erkrankten Hamstern wurden im Western-Blot auf PK-resistentes PrPS¢ hin

untersucht.

Die Berechnung des Infektiositatstiters erfolgte Uber die Inkubationszeit und wurde

mit folgender Formel nach Prusiner et al. 1982a vorgenommen:

log IDso/ml = 26,66 — 12,99 log (T; — 40) — log D

Mit log IDso/ml = Titer in log infektidsen Einheiten pro ml Originalprobe, T; =

Inkubationszeit in Tagen und log D = Verduinnungsfaktor der Originalprobe im
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Inokulum. Anhand des eingesetzten Gehirnmaterials wurde in log IDso/g Gehirn-

material umgerechnet.

Die Formel beruht auf Auswertungen der Inkubationszeiten zahlreicher Tierversuche
mit infektiosen Hamstergehirnhomogenaten unterschiedlichster Titer. Die Titer der
verwendeten Homogenate wurden mittels Endpunkttitrationen und anschliel3ender
Berechnung des IDso-Wertes nach der Methode von Karber (1931) ermittelt. Aus der
Beziehung zwischen der Injektionsdosis (Titer x Verdinnung) und der Inkubationszeit
wurde eine lineare Funktion abgeleitet. Um die lineare Beziehung zwischen
Inkubationszeit und Dosis zu maximieren wurde zusatzlich ein Zeitfaktor von 40 ein-
gefuhrt, mit diesem Faktor betragt der Regressionskoeffizient der Geraden 0,87. Der
Vergleich von Infektiositatstiter, die sowohl mittels obiger Formel kalkuliert als auch
aus Endpunkttitrationen errechnet wurden, zeigte eine Ubereinstimmung von + 0,5

log IDse/g (Prusiner et al. 1982a).

4.6.2 Bioassays mit Tga20-Mausen

Die Bioassays mit Tga20-Mausen wurden in Kooperation mit Prof. Dr. L. Stitz und
Mitarbeiter vom Institut fir Immunologie des Friedrich-Loeffler-Instituts (Bundes-
forschungsinstitut fur Tiergesundheit, Tubingen) durchgefihrt.

Tga20-Mause sind transgene Mause, die das zellulare Prion-Protein etwa achtfach
Uberexprimieren. Aufgrund dessen erkranken diese Mause nach erheblich kirzeren
Inkubationszeiten an Scrapie, so dass dadurch ein schnelles System zur Ermittlung
der Erregerinaktivierung zur Verfugung steht.

Die zu untersuchenden Proben wurden unmittelbar vor Inokulation aufgetaut und mit
einem Vortex gut gemischt. Pro Probenansatz wurden Verdinnungen des TSE-
Agens von 107 bis 10”° zur Inokulation vorbereitet. Pro Verdiinnung wurden 3 bis 7
Tga20-Mausen jeweils 50 pl Probenmaterial intrazerebral inokuliert. Kontrolltiere
bekamen 140 mM NaCl-Lésung intrazerebral verabreicht. Die Inokulationen erfolgten
wie bei den Hamstern nach vorheriger Ether-Anasthesie mit einer 26-gauge Nadel
ca. 3 mm tief in den linken Parietallappen.

Die Mause wurden Uber einen Zeitraum von mind. 300 Tagen (10 Monate)
beobachtet und anschlieRend bzw. bei Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums

getotet. Die Pathogenese ist durch ahnliche Symptome, wie sie bei Hamster
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auftreten, gekennzeichnet. Unmittelbar nach der Entnahme des Gehirnes wurde es
bei -70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Sowohl die Gehirne von nicht
erkrankten als auch die von erkrankten Mausen sind im Western-Blot auf PK-

resistentes PrP° hin untersucht worden.

Die Berechnung des Infektiositatstiters erfolgte nach der 50 %-Endpunktmethode von
Reed und Muench (1938). Diese Methode erméglicht die Ermittlung des 50 %-End-
punktes einer Serum- bzw. Virus-Titration. Als 50 %-Endpunkt wird dabei diejenige
Verdunnung des infektiosen Agens angesehen, bei der die Halfte der Versuchstiere
eine Reaktion auf das verabreichte Agens zeigt. In der hier durchgefuhrten Titration
ist die zu erwartende Reaktion die Erkrankung der Tiere an Scrapie. Da es vorher
nicht abschatzbar ist, bei welcher Verdinnung der Endpunkt erreicht wird, ist es
notig, eine Vielzahl von Versuchstieren mit verschiedenen Verdinnungen des
infektiosen Materials zu injizieren. Der Vorteil der hier angewandten Methode liegt an
der Miteinbeziehung der gesamten Anzahl der Versuchstiere in die Berechnung. Dies
erfolgt unter der Annahme, dass ein Versuchstier, welches bei einer gegebenen
Verdunnung eine Reaktion auf die injizierte Substanz gezeigt hat, auch bei einer
geringeren Verdunnung darauf reagiert hatte. Auf diese Weise erhoht sich die Anzahl
der erkrankten Tiere einer gegebenen Verdinnung um die Anzahl, der bei
niedrigeren Dosen erkrankten Tiere. Sind beispielsweise bei der Verdunnung 107
finf, bei 10 vier und bei 10 drei Versuchstiere an Scrapie erkrankt, so wird nach
der Methode von Reed und Muench angenommen, dass die Tiere, die bei den
hoheren Verdinnungen (102 und 107°) eine Reaktion auf das injizierte Agens
zeigten, auch bei der niedrigeren Verdiinnung (107') eine Reaktion gezeigt hatten.
Demnach erhoht sich die in die Titerberechnung eingehende Zahl der bei der
Verdiinnung von 10" erkrankten Tiere von fiinf auf zwdlf, bzw. bei der Verdiinnung
von 107 von vier auf sieben Mause.

Die Kalkulation des genauen Endpunktes der Titration erfolgt nach folgenden

Formeln:

Formel zur Berechnung des proportionalen Abstandes vom Endpunkt (50 % der
Versuchstiere an Scrapie erkrankt) zur nachst kleineren Verdlinnung (die eine
Mortalitat oberhalb 50 % aufweist):
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(Mortalitat der nachst kleinerenVerdinnung) —50 %
(Mortalitat der nachst kleinerenVerdinnung) — (Mortalitat der nachst héherenVerdinnung)

Da die Verdinnungen logarithmisch ansteigen, wird der Endpunkt logarithmisch

angegeben:

Logarithmus der nachst kleineren Verdinnung zum Endpunkt
+ proportionaler Abstand dieser Verdinnung zum Endpunkt * log (Verd.faktor)

Summe (log Endpunkt)

Der Infektiositatstiter IDsy gibt die Dosis in Infektiositatseinheiten pro ml injiziertes
infektioses Material an, bei der 50 % der Versuchstiere mit Scrapie infiziert worden
sind. Da eine Infektion mit Scrapie stets todlich verlauft, kann der IDsp-Wert auch als

LDso angegeben werden.
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5 Ergebnisse

5.1 Hochdruckbehandlung von PrpP>°

5.1.1 Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von Hamster-Prp>¢

Der Einfluss einer Hochdruckbehandlung auf die Resistenz von PrPS® gegeniiber
Proteinase K wurde anhand der Immuno-Western-Blot-Technik untersucht. Wahrend
PK-resistentes Material nach PK-Verdau mittels Detektion der PrPS:-Banden im
Immunoblot nachweisbar ist, zeigt PK-sensitives Material nach dem Verdau keine
detektierbaren Protein-Banden mehr (Abb. 4.3).

Gehirne von Scrapie erkrankten Hamstern, die in PBS, pH 7,4 homogenisiert wurden
(10 % w/v), sind bei 20 °C und 60 °C fur 120 min mit Dricken von 100 bis 1000 MPa
behandelt und anschlielfend mittels Western-Blot untersucht worden. Nach der
Hochdruckbehandlung wurde das Lysat mit (PK+) und ohne (PK-) Proteinase K
inkubiert. Als Kontrolle wurde unbehandeltes (20 °C) und erhitztes (bei 60 °C fur 120
min) Gehirnhomogenat untersucht. Abbildung 5.1 zeigt die resultierenden Immuno-
blots der Proben.
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Abbildung 5.1: Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von Hamster-PrP%°.
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Immunologische Western-Blot-Detektion von Hamster-PrP°. Proben wurden bei 20 °C und
60 °C fir 120 min mit 200-1000 MPa gedrickt. Kontrollen sind druckunbehandelte Proben. (-
), PK unbehandelt; (+), PK behandelt. Es wurden jeweils mindestens drei unabhangige
Doppelbestimmungen durchgefihrt.
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Beide Kontrollproben zeigen den charakteristischen ,down shift* der PrPS¢-Banden,
der aus der N-terminalen Abspaltung von ca. 67 Aminosauren resultiert. Der
Western-Blot zeigt, dass eine zweistliindige Temperaturbehandlung bei 60 °C keinen
Einfluss auf die PK-Resistenz von PrP%° nimmt. Die bei 20 °C fiir zwei Stunden
gedruckten PK-resistenten Proben zeigen ab einem angewandten Druck von 700
MPa eine leichte Abnahme der Intensitat des PK-resistenten Prion-Proteins (PrP™®),
dies bedeutet, dass ein geringer Anteil der PK-Resistenz von PrP%¢ in diesem Druck-
bereich verloren ging. Das bei 60 °C gedruckte PK-resistente Hirnhomogenat zeigt
dagegen eine deutliche druckabhangige Reduktion der PK-Resistenz. Ab 600 MPa
kommt es zu einer Intensitdtsabnahme der PrP™*-Banden, ab einem Druck von 800
MPa ist mit dem hier angewandten immunologischen Nachweissystem kein PK-
resistentes Material mehr detektierbar. Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dass
eine Behandlung bei 800 MPa unter erhdhter Temperatur bei Hamster-PrPS¢ eine
PK-Sensitivitat induziert.

Bei der Untersuchung mehrerer Pools aus Scrapie infizierten Hamstergehirnen (10 %
w/v in PBS) wurden ahnliche Ergebnisse erhalten (Abb. 5.2). Dabei stellte sich
heraus, dass ab einem Druck von 800 MPa bei 60 °C fur zwei Stunden in allen
untersuchten Hamstergehirnhomogenaten kein PrP™® mehr mittels Immunoblot
nachweisbar war. Im Ubergangsbereich von 500-700 MPa wurden unterschiedliche
Ergebnisse beobachtet, so zeigten einige Pools in diesem Bereich eine groRere

Druckstabilitat des enthalten PrP>¢ als andere.

500 700 1000 MPa
- + PK
-
' ' Pool 1
' . Pool 2

Abbildung 5.2: Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz verschiedener Hamster-
PrP°-Pools.

Proben verschiedener Pools aus Gehirnen Scrapie infizierter Hamster (10 % w/v in PBS)
wurden mit 200-1000 MPa bei 60 °C fiir 120 min behandelt und anschlieRend im Western-
Blot untersucht.
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5.1.2 Einfluss von Hochdruck auf die Infektiositat von Hamster-PrpP>°

Um Aufschluss {ber die Wirkung von Hochdruck auf die Infektiositit von PrPS¢ zu
erlangen, sind Infektiositatsversuche mit Syrischen Goldhamstern durchgefuhrt
worden. Tierversuche sind das empfindlichste Nachweissystem von PrP%¢, so dass
letztendlich die Ergebnisse aus diesen Versuchen genaue Informationen Uber den
Einfluss einer Hochdruckbehandlung auf infektioses Scrapie-Material geben konnen.
Der Nachweis mittels Western-Blot-Technik von PrP™® als Indiz fiir Infektiositat ist
dagegen weitaus weniger sensitiv.

In Abbildung 5.3 sind die Inkubationszeiten der einzelnen Hamster, denen Kontroll-
proben und druckbehandelte Proben intrazerebral inokuliert wurden, dargestellt. Bei
den hier im Tierversuch verwendeten Druckproben handelte es sich um den in
Abbildung 5.2 dargestellten Pool 2, bei dem im Western-Blot ab einem Druck von

500 MPa kein PrP°° mehr nachweisbar war.
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Abbildung 5.3: Inkubationszeiten von druckbehandeltem Hamster-PrP°.

Inkubationszeiten erkrankter Hamster nach intrazerebraler Inokulation von 1,5 mg unbe-
handeltem, temperaturbehandeltem und druckbehandeltem Gehirnmaterial (10 % wi/v in
PBS, pH 7,4) Scrapie erkrankter Hamster.
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Die Inkubationszeit des Hamster-adaptierten Scrapie-Stammes 263K betrug bei den
Kontrollen 81 = 3 Tage und bei den Temperaturkontrollen (60 °C, 120 min) 90 + 6
Tage. Die 100 und 200 MPa Druckproben zeigten im gleichen Zeitraum ebenfalls
eine 100 %ige Infektiositat (100 MPa: 81 + 2 Tage, 200 MPa: 79 + 2 Tage). Diese
Ergebnisse stimmen mit denen der Western-Blots, bei denen PK-resistentes Prion-
Protein nachgewiesen werden konnte, Uberein (Abb. 5.2, Pool 2). Im Gegensatz
dazu konnte bei den mit Dricken ab 500 MPa behandelten Proben im Western-Blot
kein PrP™ mehr nachgewiesen und im Tierversuch eine deutliche Erhéhung der
Inkubationszeit beobachtet werden. Durch eine Druckbehandlung oberhalb 500 MPa
bei 60 °C fir 120 min konnte somit der Ausbruch der Krankheit von 78-85 Tagen auf
114-142 Tagen verzdgert werden. In Tabelle 5.1 sind die Inkubationszeiten der

Druckproben und die damit verbundene Reduktion des log IDsy Wertes dargestellt.

Tabelle 5.1: Inkubationszeiten und Infektiositatstiter von druckbehandeltem Hamster-
Prpse

Inkubationszeiten und Infektiositatstiter erkrankter Hamster nach intrazerebraler Inokulation
von 1,5 mg unbehandeltem, temperaturbehandeltem und druckbehandeltem Gehirnmaterial
(10 % w/v in PBS, pH 7,4) Scrapie erkrankter Hamster. Der Infektiositatstiter wurde nach der
Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in log IDs-Einheiten pro g Gehirnmaterial
angegeben.

Probe PrP*>-Nachweis Inkubationszeit Infektiositatstiter
im Western-Blot (in Tagen) (log 1Dso/g)
Kontrolle positiv 81+3 8,59
60 °C, 120 min positiv 90+6 7,47
100 MPa, 60 °C, 120 min positiv 81+2 8,53
200 MPa, 60 °C, 120 min positiv 79+2 8,82
500 MPa, 60 °C, 120 min negativ 153 +12 2,79
700 MPa, 60 °C, 120 min negativ 158 + 44 2,59
800 MPa, 60 °C, 120 min negativ 170 £ 38 2,50
900 MPa, 60 °C, 120 min negativ 144 + 14 3,27
1000 MPa, 60 °C, 120 min negativ 189+ 39 1,25
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Eine Hochdruckbehandlung von Hamster-PrP%° bei Driicken ab 500 MPa und
gleichzeitiger Erhitzung auf 60 °C fur 120 min fuhrt nahezu zu einer Verdoppelung
der Inkubationszeit. Die Erhéhung der Inkubationszeit von ca. 85 Tage im Falle der
Kontrollen auf ca. 160 Tage flr die bei 500-1000 MPa behandelten Proben bedeutet
gleichzeitig eine Reduktion des Infektiositatstiters um ca. 5-7 log IDsg Einheiten/g. Die
Tierversuchsergebnisse konnten zudem die Ergebnisse aus den Western-Blot-
Analysen bestatigen. Die Proben, bei denen nach der Druckbehandlung kein PrP™®
mehr nachweisbar war, zeigten im Tierversuch eine deutlich reduzierte Infektiositat
von Hamster-PrP®°. Dass es trotz fehlendem Nachweis von PrP®¢ im Western-Blot
zum Ausbruch von Scrapie bei den Versuchstieren kam, deutet darauf hin, dass
diese Nachweismethode in ihrer Sensitivitat begrenzt ist. Demnach bleibt ein
geringer, im Western-Blot nicht nachweisbarer Anteil von PrP®¢ nach der Druck-
behandlung PK-resistent. Dieser verbliebene Rest enthalt gentgend Infektiositat um
bei den Versuchstieren nach intrazerebraler Inokulation Scrapie auszuldsen. Dies
konnte durch die Inokulation mit PK behandelter Druckproben bestatigt werden.
Dazu wurden Proben die bei 700 MPa und 900 MPa bei 60 °C fur 120 min gedruckt
wurden, nach der Druckbehandlung mit PK verdaut und nach anschlieRender
Inaktivierung der PK intrazerebral in Hamster inokuliert. Bei diesen Proben konnte
die gleiche Reduktion der Infektiositat wie bei den unverdaut inokulierten Druck-

proben beobachtet werden (Tabelle 5.2).

Tabelle 5.2: Inkubationszeiten und Infektiositatstiter von druckbehandeltem Hamster-
PrP>¢ vor und nach PK-Verdau.

Inkubationszeiten und Infektiositatstiter erkrankter Hamster nach intrazerebraler Inokulation
von 1,5 mg druckbehandeltem (bei 60 °C fur 120 min) Gehirnmaterial (10 % w/v in PBS, pH
7,4) Scrapie erkrankter Hamster. PK+ Druckproben wurden mit 72 ug PK/ml bei 37 °C fir 1 h
inkubiert, die anschliefende Inaktivierung der PK erfolgte bei 90 °C fur 10 min. Der
Infektiositatstiter wurde nach der Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in log 1Ds,-
Einheiten pro g Gehirnmaterial angegeben

inokulierte Probe | 700 MPa PK- | 700 MPa PK+ | 900 MPa PK- | 900 MPa PK+
PrP*¢-Nachweis negativ negativ negativ negativ

im Western-Blot

Inkubationszeit 158 + 44 158 + 23 144 £ 14 155 + 26
(in Tagen)

Infektiositatstiter 2,59 2,58 3,27 2,70

(log IDs/g)




Ergebnisse 61

Die Diagnose der Erkrankung der Hamster an Scrapie erfolgte durch die typischen
klinischen Anzeichen und wurde zusatzlich durch immunologische Analysen bestatigt
(Abb. 5.4).
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Abbildung 5.4: Immunologischer Nachweis von PrP* in Scrapie-Gehirnen.
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Die Gehirne der Hamster, die unbehandeltes und bei 100-1000 MPa bei 60 °C fliir 120 min
behandeltes infiziertes Gehirnhomogenat intrazerebral verabreicht bekamen, wurden nach
Ausbruch der Krankheit immunologisch auf PrP*¢ hin untersucht.

5.1.3 Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von Maus-PrP>°

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass es sich bei der druckinduzierten Reduktion der
PK-Resistenz und Infektiositat von Hamster-PrP® um einen spezifischen Effekt, der
nur bei Hamster-Prionen zu beobachten ist, handelt, wurde das Druckverhalten von
Maus-Prionen ebenfalls untersucht. Abbildung 5.5 zeigt den Effekt einer Hochdruck-

behandlung auf die PK-Resistenz von Maus-PrP*e.
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Abbildung 5.5: Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von Maus-PrP*c.

Western-Blot-Detektion von Maus-PrP® mit POM1-Antikérper. Probe wurde bei 800 MPa
und 60 °C fir 120 min behandelt. Kontrolle ist eine druckunbehandelte Probe. (-), PK-
unbehandelt; (+), PK-behandelt. Es wurden jeweils mindestens drei unabhangige Doppel-
bestimmungen durchgefihrt.



Ergebnisse 62

Das infektiose Maus-Prion-Protein stellte sich, wie auch schon zuvor das Hamster-
Prion-Protein als drucksensitiv heraus. Die Behandlung von 20 %igem (w/v)
Hamstergehirnhomogenat Scrapie erkrankter Mause bei 800 MPa und 60 °C fur 120
min fuhrt zu einem Verlust der PK-Resistenz unterhalb der Nachweisgrenze. Damit
konnte gezeigt werden, dass Hochdruck in der Lage ist, sowohl beim PrP%¢ vom

Hamster als auch von der Maus eine PK-Sensitivitat zu induzieren.

5.1.4 Einfluss von Hochdruck auf die Infektiositat von Maus-Prp>¢

Inwieweit die im Immunoblot beobachtete Reduktion der PK-Resistenz des Maus-
PrP5¢ auch mit einem Infektiositatsverlust verbunden ist, wurde mit Infektions-
versuche mit Tga20-Mausen geklart. Dazu wurde je Verdiinnung (107" bis 10°) 50 pl
unbehandeltes, temperatur- und druck/temperaturbehandeltes infektioses Gehirn-
homogenat den Versuchstieren intrazerebral inokuliert. In Tabelle 5.3 sind die
Ergebnisse der 10 Verdiinnung (entspricht 10 ug Gehirnmaterial) dargestellt.

Tabelle 5.3: Inkubationszeiten und Infektiositatstiter von druckbehandeltem Maus-
Prpse

Inkubationszeiten und Infektiositatstiter erkrankter Tga20-Mause. Gehirnmaterial (20 % w/v
in Saccharose) an Scrapie erkrankter Mause wurde bei 800 MPa und 60 °C fir 120 min
behandelt und anschlieRend 50 pl einer zuvor 10 verdiinnten Probe (10 pug Gehirnmaterial)
intrazerebral inokuliert. Der Infektiositatstiter wurde nach der Methode von Reed und Minch
berechnet und in log IDsg-Einheiten pro g infektidses Gehirnmaterial (log IDsy u/g) ange-
geben.

Probe Inkubationszeit (Tage) Infektiositatstiter (log IDsou/g)
Kontrolle 69+0 7,6
Temperatur-Kontrolle 80+0 6,2
Druckprobe 134 + 24 3,4

Die Behandlung des Scrapie-adaptierten Maus-Stammes RML6 mit einem Druck von
800 MPa bei 60 °C fur 120 min fuhrt zu einer Reduktion der Infektiositat von 4,2 log
IDsp u/g. Die zuvor beschriebene Drucksensitivitat von Hamster-PrPS¢ konnte damit
auch auf das infektidse Maus-Prion-Protein Ubertragen werden. Damit konnte gezeigt
werden, dass der Druckeffekt auf PrPS° nicht hamsterspezifisch ist, wodurch bestatigt
werden konnte, dass hydrostatischer Druck in Verbindung mit Temperatur die
Struktur und somit die Infektiositat des infektidsen Prion-Proteins PrPS¢ entscheidend

beeinflussen kann.
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5.2 Hochdruckbehandlung von PrP27-30

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Druck in Kombination mit erhohter
Temperatur bei infektidosen und PK-resistenten PrPS¢ eine PK-Sensitivitit induzieren
kann, und dies gleichzeitig mit einer Reduktion der Infektiositat einhergeht, wurde als
nachstes der Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz und Infektiositat von
PrP27-30 ebenfalls untersucht. Dazu wurde pathogenes Hamstergehirnhomogenat
(10 % w/v in PBS, pH 7,4) zunachst mit PK verdaut und anschlief3end mit Hochdruck
behandelt. Da nach dem Verdau des Lysats mit Protease als einzige Protein-
komponente im Gehirnhomogenat nur das infektiose PrP27-30 vorliegt, konnte somit
der Effekt von Hochdruck auf den PK-resistenten Teil des Prion-Proteins in der
Gehirnmatrix untersucht werden. Zur Untersuchung dieses Effektes wurden die
Bedingungen (800 MPa, 60 °C, 120 min), die sich zuvor bei PrP°® am effektivsten

erwiesen haben, gewahlt.

5.2.1 Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von PrP27-30

Abbildung 5.6 zeigt den Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von PrP27-30
im Vergleich zu PrP%¢. Daraus ist ersichtlich, dass PrP%¢ und PrP27-30 gleiches
Verhalten unter Druck aufweisen. Die Ergebnisse zeigen, dass auch das N-terminal
verkurzte Prion-Protein PrP27-30 in Gehirnhomogenat ein drucksensitives Verhalten,
das zum Verlust der PK-Resistenz fuhrt, besitzt. Mit diesem Versuch konnte somit
bestatigt werden, dass pathogene Prion-Proteine wahrend der Druckbehandlung von
800 MPa bei 60 °C fir 120 min die Resistenz gegentuber dem Abbau durch
Proteasen verlieren. Da PrP27-30 nach der Druckbehandlung im unverdauten
Zustand (PK-) im Western-Blot nachweisbar ist, kann eine Aggregation von PrP27-30
bzw. PrPS® unter Druck, die zu falschlichen Ergebnissen beim gelelektrophoretischen
Nachweis hatte fihren kénnen, ausgeschlossen werden. Der Versuch zeigte, dass
die PrP27-30-Banden vor und nach der Druckbehandlung identisch sind, jedoch mit
dem entscheidenden Unterschied, dass das druckbehandelte PrP27-30 sensitiv
gegenuber proteolytischem Abbau ist. Zudem konnte mit diesem Versuch gezeigt
werden, dass der PrP-Antikdrper 3F4 sein spezifisches Epitop auch beim druck-

denaturiertem Prion-Protein erkennt.
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Abbildung 5.6: Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von PrP*¢ und PrP27-30.

Western-Blot-Detektion von Hamster-PrP® und vom N-terminal verkiirztem Hamster-PrP27-
30 mittels 3F4 Antikorper. Die linke Bildhalfte zeigt unbehandeltes (oben) und bei 800 MPa
und 60 °C fiir 120 min gedriicktes (unten) PrP*°, in der rechten Bildhalfte ist unbehandeltes
und bei gleichen Bedingungen gedriicktes PrP27-30 dargestellt. Die Proben wurden vor und
nach der Druckbehandlung mit (+) und ohne (-) PK behandelt.

5.2.2 Einfluss von Hochdruck auf die Infektiositat von PrP27-30

Aus den Versuchen mit PrPS® war ersichtlich, dass der Verlust der PK-Resistenz
infektidser Prionen auch zu einer Verminderung der Infektiositat fihrt. Welchen
Einfluss Druck auf die Infektiositat des N-Terminal-verkiirzten PrPS¢ (PrP27-30)
nimmt wurde durch intrazerebrale Inokulation gedruckter PrP27-30-Proben in
Hamster untersucht. In Tabelle 5.4 sind die Ergebnisse des Tierversuches darge-

stellt.
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Tabelle 5.4: Inkubationszeiten und Infektiositatstiter von druckbehandeltem PrP27-30.

Inkubationszeiten und Infektiositatstiter erkrankter Hamster nach intrazerebraler Inokulation
von 1,5 mg unbehandeltem und druckbehandeltem Gehirnmaterial (10 % w/v in PBS, pH
7,4) Scrapie erkrankter Hamster, das vor der Druckbehandlung mit (PK+) und ohne (PK-)
Proteinase K behandelt wurde (72 ug/ml, 37 °C, 1 h). Der Infektiositatstiter wurde nach der
Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in log IDso-Einheiten pro g Gehirnmaterial
angegeben

Probe Inkubationszeit Titer

(in Tagen) (log ID50/g)
PrP27-30 - Kontrolle 83+6 8,29
PrP27-30 - 800 MPa, 60 °C, 120 min 118 £19 4,91
PrPS° - 800 MPa, 60 °C, 120 min 170 + 38 2,50

Erstaunlicherweise zeigen die Druckversuche mit PrP27-30 eine geringere
Inaktivierung als die mit PrP®°. Wahrend eine Druckbehandlung von unbehandeltem
Gehirnhomogenat zu einer Reduktion der Infektiositat um 5,8 log IDsp-Einheiten pro g
Gehirnmaterial fuhrt, ist beim Dricken von zuvor PK-verdautem Gehirnhomogenat
nur eine Reduktion um 3,4 log Einheiten zu beobachten. Es konnte jedoch wie zuvor
ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Resistenz infektioser Prionen gegen-
Uber proteolytischen Abbau und der Infektiositat gezeigt werden. Die druckinduzierte
Reduktion der PK-Resistenz flhrt gleichzeitig zu einer verminderten Infektiositat der
Prionen. Die Tatsache, dass bei druckbehandelten PrP°- und PrP27-30-Proben
immunologisch keine PK-Resistenz mehr nachweisbar ist, im Infektiositatsversuch
dagegen aber deutliche Unterschiede zwischen diesen beiden Prion-Proteinen zu
beobachten sind, zeigt erneut, dass trotz negativer Befunde im Immunoblot, ein Teil
der Prionen ihre PK-Resistenz beibehielten, und dass dieser verbliebene, im
Immunoblot nicht nachweisbare Rest, die im Tierversuch detektierte Infektiositat

tragt.
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5.3 Hochdruckbehandlung von isoliertem PrP27-30 (iPrP27-30)

5.3.1 Einfluss von Hochdruck auf die PK-Resistenz von iPrP27-30

Abbildung 5.7 zeigt die Vorgehensweise bei der Isolierung infektioser Prion-Proteine
ausgehend vom Gehirnhomogenat eines mit Scrapie infizierten Hamsters. Die in
Abbildung 5.8 dargestellten Ergebnisse wurde nach Schema A erhalten, indem die
Isolierung der Proteine aus hochdruckbehandeltem Gehirnhomogenat erfolgte. Zur
Untersuchung des Effektes von Hochdruck auf die PK-Resistenz isolierter Prionen
wurden diese zunachst aus einem unbehandeltem Gehirnhomogenat isoliert und
anschlieRend hochdruckbehandelt (Schema B). Die Ergebnisse dazu sind in
Abbildung 5.10 dargestellt.

v Druck - Isolation % Western-Blot (A)
Gehirnhomogenat
\A Isolation—¥ Druck - Western-Blot (B)

Abbildung 5.7: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Hochdruck-
behandlung isolierter Prion-Proteine.

Die Isolation von PrP27-30 erfolgte wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben mittels
Detergensbehandlung und mehreren Ultrazentrifugationsschritten. Abbildung 5.8
zeigt iPrP27-30 aus unbehandeltem (Kontrolle, 111) und aus bei 200 MPa (200 MPa,
ll1) bzw. 800 MPa (800 MPa, Ill) und 60 °C fur 120 min behandeltem Gehirn-
homogenat. Wahrend bei der Kontrolle und bei der 200 MPa Druckprobe nach der
Aufarbeitung PK-resistentes Material im Western-Blot nachweisbar war, konnte bei
der 800 MPa Druckprobe kein isoliertes PK-resistentes Material, das gleichbe-
deutend mit iPrP27-30 ist, nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stimmen mit
denen aus der Western-Blot-Analyse der Gehirnhomogenaten Uberein. Ist PrP27-30
im Gehirnhomogenat nachweisbar (Abb. 5.8, 1), konnte dies auch isoliert und nach
anschliellender Resuspension immunologisch nachgewiesen werden (Abb. 5.8, IlI).
Bei der 800 MPa Probe konnten sowohl im Gehirnhomogenat als auch nach der
Isolation keine PK-resistenten Prionen detektiert werden. Somit konnten erneut
falsch negative Ergebnisse ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse bekraftigen
die zuvor erhaltenen Resultate, dass Druck eine PK-Sensitivitdt bei infektidsen

Prionen induzieren kann.
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Abbildung 5.8: PrP27-30-Isolation nach Druckbehandlung.

Immunologischer Nachweis von PrP¢ (1), PrP27-30 (I1) und iPrP27-30 (l1l). iPrP27-30 wurde
aus druckbehandeltem, 10 %igem Hamstergehirnhomogenat (in PBS, pH 7,4 bei 60 °C fur
120 min) mittels Detergensextraktion und Zentrifugation isoliert und in PBS, pH 7,4
resuspendiert.

Zur Untersuchung der Druckeffekte auf isoliertes infektidses Material, wurde iPrP27-
30 (Abb. 5.8, Kontrolle Ill) in PBS, pH 7,4 bzw. in Tris, pH 7,0 oder in Wasser
resuspendiert und bei 60 °C far 120 min mit Druck behandelt. Zuvor wurde das aus
unbehandeltem infektiosen Gehirnhomogenat gewonnene und in Wasser resus-
pendierte iPrP27-30 (siehe Kap. 4.2.4) mittels Elektronenmikroskop untersucht (siehe
Kap. 4.5). In Abbildung 5.9 sind die auflerst PK-resistenten Prionen-Fibrillen
(Prionrods) zu sehen. Anhand einer Druckbehandlung dieser Aufreinigungsartefakte
soll der Druckeffekt auf die Struktur des infektidsen Prion-Proteins, ohne den Einfluss
von Matrixeffekten (Protein- und Fettkomponenten des Gehirns die im Homogenat

vorliegen) untersucht werden.
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Abbildung 5.9: Elektronenmikroskopischer Nachweis der Prionrods.

Unbehandeltes iPrP27-30 (resuspendiert in H,O) wurde nach der Aufreinigung aus einem
Gehirn eines an Scrapie erkrankten Hamsters im Elektronenmikroskop untersucht. Der
Balken entspricht 100 nm.

Im Gegensatz zu PrPSc- und PrP27-30-Gehirnhomogenaten, bei denen eine
Druckbehandlung bei 800 MPa und 60 °C fur 120 min zum Verlust der Resistenz
gegenuber proteolytischem Abbau fuhrt, zeigt isoliertes PrP27-30, das stark
aggregiert in fibrillaren Strukturen vorliegt, eine ausgepragte Druckresistenz. Aus
dem Immunoblot der druckbehandelten iPrP27-30-Proben (Abb. 5.10) ist ersichtlich,
dass eine Behandlung bei 800 MPa und 60 °C fur 120 min in keiner der getesteten
Matrizen zu einem Verlust der Proteinase K-Resistenz fuhrt. Die Druckbehandlung
der Prionrods in PBS fuhrt dagegen zur Bildung groRerer Prion-Aggregate, die erst
nach Ultraschall- und Hitzebehandlung unter Zugabe von SDS dissoziieren und im
Western-Blot nachweisbar werden (Abb. 5.10, PBS). Diese druckinduzierte
Aggregation isolierter infektioser Prionen ist bei Resuspension dieser in einem
gesunden PK-verdautem PBS-Gehirnhomogenat nicht zu beobachten (Abb. 5.10
PBS-Homogenat). Das gleiche gilt fur die Druckbehandlung in ddH,O und in Tris-
Puffer. In allen untersuchten Fallen behalt iPrP27-30 jedoch seine PK-Resistenz
nach der Druckbehandlung bei. Da das isolierte Prion-Protein auch nach Resus-
pension in einem Gehirnhomogenat eine ausgepragte Druckstabilitat zeigt (Abb. 5.10
PBS-Homogenat), kann der Einfluss von Komponenten in der Gehirnmatrix auf die

zuvor beobachtete Drucksensitivitat von PrPS° ausgeschlossen werden.



Ergebnisse 69

PBS PBS Homogenat H,O Tris
+ - + SDS + - + + - + + - + PK

45— —— - ¥ ¥ i

|
: |
20 — - i pra—— - “ ‘ - -l

Abbildung 5.10: Hochdruckbehandlung von iPrP27-30.

kDa

Immunologischer Nachweis von gedricktem iPrP27-30. iPrP27-30 wurde nach Resus-
pension in PBS, pH 7,4; PBS Gehirnhomogenat (gesundes, PK-verdautes Hamstergehirn),
pH 7,4; H,O, pH 7,5 und in 50 mM Tris, pH 7,0 fir 120 min bei 60 °C mit 800 MPa behandelt.
PBS-Druckprobe wurde zur Detektion von iPrP27-30 nach der Druckbehandlung 30 min mit
Ultraschall und anschlielend mit 2 %iger SDS-Ldsung bei 95 °C fur 120 min behandelt.

Aufgrund des unterschiedlichen Druckverhaltens von PrP5¢ bzw. PrP27-30 in Gehirn-
homogenaten und iPrP27-30, sind diesbezlglich weitere Untersuchungen unter-
nommen worden. Dazu wurde der Einfluss jedes einzelnen Behandlungsschritts
(Abb. 4.1, S.44) auf das Druckverhalten des Prion-Proteins getestet. Die Proben
wurden alle in PBS, pH 7,4 bei 800 MPa, 60 °C flir 120 min gedrickt und
anschlielfend immunologisch untersucht. In Abbildung 5.11 ist der Einfluss einer
Detergensbehandlung (a) und der Einfluss einer Ultrazentrifugation (b) auf die
Drucksensitivitit von PrPS® zu sehen. Die Versuche zeigten, dass die Behandlung mit
Detergens (10 %iges Sarkosyl) und die anschlieBende Zentrifugation bei 22.000 g,
keinen Einfluss auf das Druckverhalten von PrPS° nimmt, da auf dem Immunoblot der
druckinduzierte Verlust der PK-Resistenz zu sehen ist. Hochdruckbehandlung von
ultrazentrifugiertem und resuspendiertem PrP®° fiihrt jedoch zu keinem Verlust der
PK-Resistenz. Das Prion-Protein ist nach diesem Schritt weitaus resistenter
gegenuber Druck als zuvor. Das gleiche Ergebnis erhalt man bei der Ultrazentri-
fugation von unbehandeltem Prpse (Abb. 5.11, c). Damit konnte gezeigt werden, dass
durch die Ultrazentrifugation wahrend der Aufreinigung von PrP27-30, das zuvor in
Gehirnhomogenaten drucksensitive PrP®® in eine druckresistente Form iberfiihrt
werden kann. Die vorausgegangene Detergensbehandlung spielt dabei keine Rolle,
da der Effekt sowohl bei der Ultrazentrifugation von Gehirnhomogenat, das mit
Detergens behandelt wurde (Abb. 5.11, b), als auch bei solchem, dass nicht mit

Detergens behandelt wurde (Abb. 5.11, c¢), zu beobachten war.
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Abbildung 5.11: Hochdruckbehandlung von PrP®® nach Ultrazentrifugation.

Hochdruckbehandlung von PrP%¢ nach den einzelnen Bearbeitungsschritten zur Isolierung
von PrP27-30. (a) hochdruckbehandeltes PrP%® nach Detergensbehandlung und
anschlieRender Zentrifugation bei 22.000 g fiir 10 min. (b) hochdruckbehandeltes PrP>° (aus
Uberstand der 1. Zentrifugation) nach Zentrifugation bei 540.000 g fir 20 min. (c)
hochdruckbehandeltes PrPS® nach Zentrifugation bei 540.000 g fiir 20 min ohne vorherige
Detergensbehandlung. Alle Proben wurden in PBS, pH 7,4 bei 800 MPa und 60 °C fur 120
min behandelt und anschlieRend mit und ohne PK inkubiert.
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5.4 Einfluss verschiedener Faktoren auf das Druckverhalten von
Prp®°

Die bisherigen Versuche konnten zeigen, dass Druck eine PK-Sensitivitat bei PrpSe
bzw. PrP27-30 in Gehirnhomogenaten induzieren kann, die gleichzeitig mit einer
Reduktion der Infektiositat dieser Prion-Proteine einhergeht. Dagegen lies sich die
PK-Resistenz von aufgereinigten und isolierten Prion-Proteinen durch Druck nicht
beeinflussen. Im Folgenden wurden nun weitere Untersuchungen zum Druck-
verhalten von PrP®® angestellt. Dazu sind mehrere Faktoren die Einfluss auf das
Druckverhalten und damit auf die PK-Resistenz und Infektiositat von druck-

behandelten Prion-Proteinen nehmen konnen, untersucht worden.

5.4.1 Einfluss der Temperatur und der Druckhaltezeit

Der wohl wichtigste Einflussfaktor der Druckinaktivierung von Prionen ist die
Temperatur. Aufgrund dessen wurden zunachst die Temperaturabhangigkeit und die
Kinetik der PrPSC-Inaktivierung unter Druck untersucht. Hierfur wurden bei einem
konstanten Druck von 800 MPa die Temperatur und die Druckhaltedauer variiert.
Abbildung 5.12 zeigt die Immunoblots von bei 20 bis 80 °C fur 30 bzw. 120 min
gedrucktem infektiosen Gehirnhomogenat. Daraus geht eine deutliche Temperatur-
abhangigkeit der Reduktion der PK-Resistenz hervor. Wahrend bei einer Druck-
behandlung von 800 MPa bei 20 °C nur ein geringer Effekt auf die PK-Resistenz zu
sehen ist, sind die zuvor PK-resistenten Proben nach einer Druckbehandlung bei 60
bzw. 80 °C PK-sensitiv. Bereits nach einer 30-minutigen Druckbehandlung liegt die
Konzentration des PK-resistenten Materials unterhalb der Nachweisgrenze. Bei den
20 °C Proben ist eine Abnahme in der Intensitat der PrP°-Bande der 120 min-Probe

im Vergleich zur 30 min-Probe zu sehen.
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Abbildung 5.12: Temperatur- und Zeitabhangigkeit der druckinduzierten PK-
Sensitivitat von PrPsc,

80 °C
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Hochdruckbehandlung von PrP*¢ bei 800 MPa und 20 °C bis 80 °C fiir 30 bis 120 min. Alle
Druckversuche wurden mit 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4 durchgefuhrt.
Proben wurden nach der Behandlung mit PK inkubiert und immunologisch nachgewiesen.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass der Verlust der PK-Resistenz mit einer
Reduktion der Infektiositat verbunden ist. Diejenigen Proben, die im Immunoblot
negativ waren, zeigten im Tierversuch auch eine geringere Infektiositat, als die
positiven Proben. Inwieweit die hier gezeigte temperatur- und zeitabhangige
Reduktion der PK-Resistenz von PrPS® mit einer Inaktivierung verbunden ist, wurde
anhand von Tierversuchen untersucht. Wie aus Abbildung 5.13 zu entnehmen ist,
zeigen die Tierversuche ebenfalls eine deutliche Temperatur- und Zeitabhangigkeit
der PrPSC—Druckinaktivierung. Damit konnte erneut bestatigt werden, dass PK-
Resistenz und Infektiositat von PrP° eng miteinander verbunden sind. Des Weiteren
bestatigten die Tierversuche die bereits zuvor beschriebene mangelhafte Sensitivitat
der immunologischen Prionen-Nachweismethode. Obwohl in den Druckproben bei 60
°C und 80 °C kein PK-resistentes Material nachgewiesen werden konnte, waren die

Proben im Tierversuch infektios.
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Abbildung 5.13: Einfluss der Temperatur und Druckhaltezeit auf die Druckinakti-
vierung von PrP%°,

Intrazerebrale Inokulation von hochdruckbehandeltem PrP5¢ in Hamster. Alle Druckversuche
wurden mit 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4 bei 800 MPa durchgefuhrt. Bei den
60 °C und 80 °C Temperaturkontrollen war zwischen der 30- und der 120-minUtigen
Behandlung kein Unterschied bezuglich der Titerreduktion zu sehen, daher wurde fur die
Abbildung Mittelwerte beider Behandlungen herangezogen. Infektiositatstiter wurde nach der
Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in log 1Ds Einheiten (u) pro g Gehirnmaterial
angegeben.

Wie aus der Abbildung 5.13 enthommen werden kann, ist die Inaktivierung der
Prionen bei Druckbehandlungen mit hdheren Temperaturen und mit langeren Halte-
zeiten am effektivsten. Dabei ist der Unterschied der Titerreduktion bei 30- und 120-
minutiger Behandlung bei gleicher Temperatur deutlich geringer, als der bei unter-
schiedlichen Temperaturen und gleicher Druckhaltezeit. So wird der Infektiositatstiter
nach einer 120-minutigen Druckbehandlung bei 800 MPa und 60 °C nur um weitere
0,9 log IDsp u/g von 3,4 log IDsp u/g auf 2,5 log IDsg u/g im Vergleich zur 30-minttigen
Behandlung gesenkt. Bei den 80 °C Druckproben betragt der Unterschied in der
Titerreduktion zwischen den Druckbehandlungen bei 30 min und 120 min nur 0,4 log
IDso u/g (30 min: 1,0 log IDsp u/g; 120 min: 0,6 log IDs u/g).
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Abbildung 5.14 verdeutlicht den Effekt der Temperatur bzw. den der Druckhaltezeit
auf die Titerreduktion. Die effektivste Wirkung des Druckes entfaltet sich demnach
zwischen dem Zeitpunkt Null, d.h. unmittelbar nach Beginn des Druckaufbaus, und
30 min. Eine Druckbehandlung Uber diese Zeitspanne hinaus fuhrt dagegen zu

keiner deutlich grof3eren Titerreduktion.
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Abbildung 5.14: Temperatur- und Zeitabhéngigkeit der PrP%*-Druckinaktivierung.

Intrazerebrale Inokulation von hochdruckbehandeltem PrP®¢ in Hamster. Alle Druckversuche
wurden mit 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4 bei 800 MPa durchgefuhrt.
Infektiositatstiter wurde nach der Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in log IDsy
Einheiten (u) pro g Gehirnmaterial angegeben.

Zudem zeigten diese Versuche, dass eine Druckbehandlung bei Raumtemperatur zu
einer ahnlichen PrPS°-Inaktivierung fiihrt, wie eine Hitzebehandlung bei 80 °C unter
Normaldruck. Dagegen weisen Druckbehandlungen bei 60 °C und 80 °C eine
deutliche Inaktivierung auf. Diese Ergebnisse verdeutlichen damit, dass eine effektive
Inaktivierung von Prionen unter Druck nur in Kombination mit Temperatur beobachtet

werden kann.
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Da bereits nach einer 30-minutigen Druckbehandlung von 800 MPa bei 60 °C kein
PrP5¢ mehr im Immunoblot nachweisbar war und zudem eine deutliche Inaktivierung
stattgefunden hat, wurden zusatzlich kurzere Druckhaltezeiten untersucht. In
Abbildung 5.15 ist die zeitabhdngige Drucksensitivitit von PrP®¢ sehr gut erkennbar.
Die Intensitaten der Protein-Banden nehmen mit zunehmender Druckhaltezeit von 1
sec (Dekompression unmittelbar nach Erreichen von 800 MPa) uber 5 min bis zur 30
min Probe ab. Schon wahrend der Aufbauphase des Druckes, die ca. 150 s betragt,

ist ein Effekt auf die PK-Resistenz von PrP5¢ zu sehen.
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Abbildung 5.15: Einfluss der Druckhaltezeit auf die PK-Resistenz von PrP%°.

+ PK

Hochdruckbehandlung von PrPS® bei 800 MPa und 60 °C fiir 1 sec (Druckabbau unmittelbar
nach Erreichen von 800 MPa, ca. nach 150 sec), 5 min und 30 min. Alle Druckversuche
wurden mit 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4 durchgefiihrt. Proben wurden nach
der Behandlung mit PK inkubiert und immunologisch nachgewiesen.

Alleinig der Druckaufbau zeigt Auswirkungen auf die PK-Resistenz von PrP%, so
dass weitere Untersuchungen zum Einfluss der Kompression und Dekompression
unternommen worden sind. Dazu wurde infektioses Gehirnhomogenat dreimal
hintereinander fur je 5 Minuten bei 800 MPa und 60 °C behandelt. Die Ruhezeit
zwischen den einzelnen Druckaufbauphasen betrug 3 Minuten. Die Versuche
zeigten, dass jede Druckaufbauphase zu einem weiteren Verlust der PK-Resistenz
von PrP®¢ fiihrt (Abb. 5.16). Nach dreimaligem Druckaufbau und jeweils 5-miniitigem
Halten des Druckes, ist kein PrP® mehr im Immunoblot nachweisbar. Somit konnte
nach insgesamt 15-minutiger Druckhaltezeit die Konzentration des PK-resistenten

PrP5¢ unterhalb der Nachweisgrenze gesenkt werden.
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Abbildung 5.16: Einfluss von Druckimpulse auf die PK-Resistenz von PrP°.

Hochdruckbehandlung von PrP%° in 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4 bei 800
MPa und 60 °C. Proben wurden dabei 1- bis 3-mal fir 5 min gedrickt. Zwischen den
einzelnen Druckimpulsen wurde die Probe 3 min bei 60 °C inkubiert. Proben wurden nach
der Behandlung mit PK inkubiert. PK-resistente Prionen wurden mittels 3F4 Antikérper im
Western-Blot nachgewiesen.

Die Immunoblot-Ergebnisse aus Abbildung 5.16 konnten im Tierversuch bestatigt
werden, da analog der Reduktion der PK-Resistenz auch eine Verringerung der
Infektiositat der Prionen nach jedem Druckimpuls zu beobachten war. Ein Druck-
impuls setzt sich zusammen aus der Kompressionsphase (ca. 150 sec), der Druck-
haltezeit (5 min) und der Dekompressionsphase (ca. 3 sec). Dreimaliges wiederholen
dieses Druckimpulses fuhrt zu einer linearen Abnahme der Infektiositat um jeweils
ca. 2 log IDsp u/g (Abb. 5.17). Aber auch bei dieser Druckbehandlung behalt ein Teil
der Prionen ihre Infektiositat bei. Die Restinfektiositat in Hohe von 2,0 log IDsg u/g ist
jedoch geringer als einmaliges Drucken fur 30 min (Titer = 3,4 log IDsp u/g) und
vergleichbar mit einer 120-minttiger Druckbehandlung (2,5 log IDsy u/g). Dieser
Versuch konnte zeigen, dass durch wiederholte kurze Druckimpulse die

Druckhaltezeit insgesamt deutlich reduziert werden kann.
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Abbildung 5.17: Einfluss von Druckimpulse auf die Inaktivierung von PrP%.

Intrazerebrale Inokulation von hochdruckbehandeltem PrP*¢ in Hamster. Alle Druckversuche
wurden mit 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4 bei 800 MPa und 60 °C
durchgefihrt. Proben wurden dabei 1- bis 3-mal fir 5 min gedrickt. Zwischen den einzelnen
Druckimpulsen wurde die Probe 3 min bei 60 °C inkubiert. Kontrolle zeigt unbehandeltes
Material. Infektiositatstiter wurde nach der Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in
log IDso Einheiten (u) pro g Gehirnmaterial angegeben.
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5.4.2 Einfluss des Puffermediums

Weitere Einflussgrofien, die untersucht worden sind, waren die Zusammensetzung
und der pH-Wert des Puffermediums, mit dem das homogenisierte infektiose
Gehirnmaterial gedrickt wurde.

Abbildung 5.18 zeigt die Immunoblots druckbehandelter Gehirnextrakte, die in
Phosphat- und Tris-Puffer sowie in Wasser homogenisiert wurden. Da bei allen
Proben eine druckinduzierte PK-Sensitivitit zu sehen ist, weist PrPS in allen hier

getesteten neutralen Medien dasselbe Druckverhalten auf.
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Abbildung 5.18: Einfluss des Puffermediums auf das Druckverhalten von PrP*,

Hochdruckbehandlung von PrP° in 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4; H,O, pH
7,5 und in Tris/HCI-Puffer, pH 7,0. (D) bei 800 MPa, 60 °C fiur 120 min druckbehandelte
Proben. (K) unbehandelte Proben. Proben wurden nach der Behandlung mit PK inkubiert
und immunologisch nachgewiesen.
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Im néchsten Versuch wurde das Druckverhalten von PrP®° {iber einen gréReren pH-
Bereich, vom schwach sauren bis in den schwach alkalischen Bereich, getestet. Wie
aus Abbildung 5.19 ersichtlich ist, stellte sich das Prion-Protein im schwach sauren
pH-Bereich (in PBS, pH 5,6) als deutlich druckstabiler heraus, als im neutralen oder
schwach alkalischen Bereich. Aufgrund dessen wurde das Druckverhalten des Prion-

Proteins im schwach sauren Medium naher untersucht.
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Abbildung 5.19: Einfluss des pH-Wertes auf das Druckverhalten von PrP°.

Hochdruckbehandlung von PrP*¢ in 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 5,6-7,9 und in
Tris/HCI-Puffer pH 7,0-9,0. (D) bei 800 MPa, 60 °C fur 120 min druckbehandelte Proben. (K)
unbehandelte Proben. Proben wurden nach der Behandlung mit PK inkubiert und immuno-
logisch nachgewiesen.

Die Druckresistenz von PrP° in schwach saurem PBS-Puffer konnte auch, wie aus
Abbildung 5.20 zu entnehmen ist, in Acetatpuffer bestatigt werden. In beiden Fallen
behalt ein Teil der Prionen ihre PK-Resistenz nach einer Behandlung mit 800 MPa
und 60 °C. Demnach ist davon auszugehen, dass es bei einem pH von 5,6 zu
Anderungen in der Protein-Struktur kommt, die in eine erhohte Druckstabilitdt des

PrP° resultieren.
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Abbildung 5.20: Einfluss von schwach saurem pH-Wert auf das Druckverhalten von
Prp®°.

Hochdruckbehandlung von PrP%¢ in 10 %igem Gehirnhomogenat in PBS, pH 7,4, pH 5,6 und
in Acetat-Puffer, pH 5,6. (D) bei 800 MPa, 60 °C fiur 120 min druckbehandelte Proben. (K)
unbehandelte Proben. Proben wurden nach der Behandlung mit PK inkubiert und immuno-
logisch nachgewiesen.
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In Abbildung 5.21 ist der Effekt der lonenstarke auf das Druckverhalten von PrpSe
dargestellt. Infektioses Gehirnmaterial wurde in PBS-Puffer mit verschiedenen
Konzentrationen an Salz und Phosphat homogenisiert und bei 800 MPa und 60 °C
fur 120 min gedrickt. Proben, die in geringer konzentriertem PBS-Puffer (0,1-0,5-
fach konz. PBS) gedriickt wurden, zeigten einen schwachen PrP%¢-Anteil, der
wahrend der Druckbehandlung PK-resistent blieb. Die Immunoblots der mit physio-
logischen PBS-Konzentrationen gedrickten Proben (1- und 2-fach konz. PBS)
zeigen dagegen keine PK-resistente Prionen. Wird PrpSe jedoch in 10-fach konzen-
triertem PBS-Puffer hochdruckbehandelt, verbleibt nahezu das gesamte PrPS¢ PK-
resistent. Die Druckresistenz von PrP% in Puffer mit hoher lonenstirke ist
vergleichbar mit der in schwach saurem pH-Bereich. Unter diesen Bedingungen und
in isolierter Form zeigen infektidse Prionen ein deutlich stabileres Druckverhalten,

das auf eine stabilere Proteinkonformation unter diesen Bedingungen hindeutet.

800 M Pa, 60 °C, 120 min
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Abbildung 5.21: Einfluss der lonenstérke auf das Druckverhalten von PrP*,

Hochdruckbehandlung von PrP*¢ in 10 %igem Gehirnhomogenat in H,O und in 0,01- bis 10-
fach konzentriertem PBS. Alle Proben wurden fir 120 min bei 800 MPa und 60 °C behandelt
und anschliefend mit PK inkubiert und immunologisch nachgewiesen.
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5.4.3 Einfluss der Homogenisierung infektiéser Gehirne

Als letzter Einflussfaktor auf das Verhalten von PrP%¢ unter Druck ist die Rolle der
Homogenisierung der infektiocsen Gehirne genauer untersucht worden. Gehirne von
terminal an Scrapie erkrankten Hamstern sind mit einem Skalpell grob zerkleinert
oder mit einem Homogenisierungsinstrument fein zerkleinert und ohne Medium bei
800 MPa und 60 °C fur 120 min behandelt worden. In Abbildung 5.22 sind die
Immunoblots dieser Druckproben im Vergleich zu einer in PBS, pH 7,4 homogeni-

sierten und gedruckten Probe dargestellt.
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Abbildung 5.22: Einfluss der Homogenisierung infektioser Gehirne auf die PK-
Resistenz von gedriicktem PrP*,

Hochdruckbehandlung von PrP%¢ bei 800 MPa, 60 °C fiir 120 min. (A) Hochdruckbehandlung
eines in PBS homogenisierten infektiosen Gehirnes. (B) Hochdruckbehandlung eines grob
zerkleinerten, nicht homogenisierten Gehirnes. (C) Hochdruckbehandlung eines fein zer-
kleinerten, nicht homogenisierten Gehirnes. Die Proben (B) und (C) wurden nach der
Hochdruckbehandlung in PBS homogenisiert (10 % w/v) und anschlielRend mit PK inkubiert
und immunologisch nachgewiesen.

Erstaunlicherweise zeigt PrP®® in den ohne Medium gedriickten nicht homogeni-
sierten Proben eine deutlich grofiere Stabilitat gegenuber Druck auf als in wassrigen
Medien homogenisierten Proben. Ein nachweisbarer Anteil der infektiosen Prionen
bleibt nach der Druckbehandlung PK-resistent. Dieses unterschiedliche Druck-
verhalten der Prion-Proteine weist darauf hin, dass der Hydratationsgrad des
Proteins fur dessen Druckverhalten mit verantwortlich ist. Zudem vermittelt
mdglicherweise das wassrige Medium, von dem die Prion-Proteine im Homogenat

umgeben sind, den Druckeffekt auf die Proteinstruktur.
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Abbildung 5.23 zeigt die Druckinaktivierung von infektiosem Gehirnmaterial, dass
grob zerkleinert und ohne Medium gedruckt wurde, im Vergleich zu in PBS homo-
genisierten und gedrickten Material. Bei der nicht homogenisierten Druckprobe ist
eine Reduktion der Infektiositat von 8,4 log IDsy u/g auf 5,1 log IDsp u/g um 3,3 log
IDsp u/g zu beobachten. Die Druckbehandlung einer in PBS homogenisierten Probe
erreicht dagegen eine Reduktion um 5,9 log IDsy u/g. Liegt PrPS¢ bei der
Druckbehandlung in wassriger Umgebung vor, so wirkt sich dies gunstig auf die

Inaktivierung aus.
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Abbildung 5.23: Einfluss der Homogenisierung infektioser Gehirne auf die Druck-
inaktivierung von PrP%°.

Intrazerebrale Inokulation von hochdruckbehandeltem PrP%¢ in Hamster. Druckversuche
wurden mit nicht homogenisiertem, grob zerkleinertem infektiosem Gehirn und mit in PBS
homogenisiertem infektiosem Gehirn bei 800 MPa, 60 °C fir 120 min durchgeflhrt.
Infektiositatstiter wurde nach der Formel von Prusiner et al. 1982a berechnet und in log IDsy
Einheiten (u) pro g Gehirnmaterial angegeben.
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6 Diskussion

Mittels hydrostatischen Hochdrucks konnen Faktoren beeinflusst werden, die zur
Stabilitat eines Proteins und somit zu dessen Struktur malfigeblich beitragen. Dazu
zahlen insbesondere die Spaltung und Neuausbildung schwacher, nicht-kovalenter
Bindungen die zu Storungen im Gleichgewicht intra- und intermolekularer Wechsel-
wirkungen, sowohl zwischen den Polypetidketten als auch zwischen dem Protein und
dem Lésungsmittel fiilhren. Ein weiterer wichtiger Faktor, der Anderungen in der
Proteinkonformation induzieren kann, sind Modifikationen in der Hydratisierung eines
Proteins. Aufgrund dieser Eigenschaften konnen mit diesem thermodynamischen
Parameter Proteinstrukturen systematisch geandert werden. Die Untersuchung des
Verhaltens von Proteinen unter Druck ist daher Gegenstand vieler Studien, die das
Ziel haben, Kenntnisse Uber die Faltung von Proteinen zu erlangen, die anhand von
Temperaturstudien nicht erreichbar sind. Zur Untersuchung der physiko-chemischen
Eigenschaften von Proteinen ist eine Druckanwendung damit unabdingbar. Die
Hochdruckbehandlung infektidser Prion-Proteine kann somit nicht nur eine potentielle
Inaktivierungsmethode darstellen, sondern auch zur Aufklarung bzw. dem
Verstandnis der komplexen Faltung dieses Proteins dienen

Studien mit Amyloid-bildenden Proteinen zeigten, dass Druck die Faltung dieser
Proteine beeinflussen kann. So induziert Druck z. B. Strukturanderungen in Lysozym
(Akasaka et al. 1997), Transthyretin (Ferrao-Gonzales et al. 2000, Dirix et al. 2005)
und Amyloid-A Protein (Dubois et al. 1999), die je nach den gewahlten Bedingungen
zu Aggregationen oder Disaggregationen der Proteine fuhren konnen. Dagegen ist
iiber die Wirkung von Druck auf die Faltung des infektidsen Prion-Proteins PrP°
nichts bekannt. Es existieren lediglich einige Studien Uber das Verhalten des
zellularen Prion-Proteins PrP® unter Druck. Kuwata et al. (2002) konnte ein meta-
stabilen Umfaltungs-Konformer des PrP® anhand von NMR-Messungen unter Druck-
einwirkungen bis 250 MPa identifizieren. Die Drucksensitivitat von PrP° konnte auch
von Torrent et al. (2003) gezeigt werden, indem es ihnen gelang, PrP° mittels Druck
in eine aggregierte und Proteinase K-resistente Form mit erhdhtem (-Faltblattanteil
zu Uberfuhren. In Tierversuchen konnte jedoch keine Infektiositat des druck-
induzierten Intermediats nachgewiesen werden. Bisher gibt es nur eine Arbeit die
Uber die Druckbehandlung von infektiosem TSE-Material berichtet (Brown et al.

2003). Bei der dabei angewandten Methode handelt es sich jedoch um eine
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druckunterstutzte Hitzesterilisation. Bei diesem Prozess macht man sich den Effekt
der adiabatischen Erwarmung zu nutze, indem durch sehr schnelle Kompression des
Probenmaterials die Ausgangstemperatur von 90 °C innerhalb von Sekunden auf
135-142 °C erhoht wird. Bei dieser Methode kann daher davon ausgegangen
werden, dass die unter diesen Bedingungen erzielten Wirkungen auf das PrPSc-
Molekul eher auf die Temperatur als auf den angewandten Druck zurlckzuflhren
sind. Mehrere Studien belegen, dass Druck in der Lage ist, Proteine umzufalten bzw.
aggregierte Proteine zu dissoziieren (zusammengefasst in Silva und Weber 1993).
Bisher gibt es keine Studien iber das Druckverhalten von PrP% bei Raumtemperatur
bzw. bei Temperaturen deutlich unterhalb der Sterilisationsbedingungen, daher
werden in dieser Arbeit die ersten Ergebnisse Uber das Druckverhalten infektioser

Prion-Proteine diskutiert.
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6.1 Druckeffekte auf die Struktur infektioser Prion-Proteine

Zur Untersuchung des Effektes von Druck auf die Struktur infektioser Prion-Proteine
wurden Experimente am kompletten PrP® und am N-terminal verklrztem PrPS°
(PrP27-30) in Gehirnhomogenaten an Scrapie erkrankten Hamstern sowie an

isolierten Prion-Proteinen (iPrP27-30, Prionrods) durchgefuhrt.

6.1.1 Druckeffekte auf das native infektivse Prion-Protein (PrP°)

Zunachst wurde das Druckverhalten von PrPS¢ unter physiologischen Bedingungen
untersucht. Dazu wurden Gehirne von mit Scrapie infizierten Hamstern in PBS-
Puffer, pH 7,4, homogenisiert (10 % w/v) und bei Temperaturen von 20 bis 80 °C mit
Dricken von 100 bis 1000 MPa behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass ab 500
MPa bis 800 MPa bei einer gleichzeitigen Temperatureinwirkung von 60 °C und einer
Druckdauer von 120 min kein PK-resistentes PrPS° immunologisch mehr nachweis-
bar ist. Bei einem Druck von 800 MPa und unter gleichzeitigem Erhitzen auf 60 °C
bzw. 80 °C ist bereits nach 30-minutiger Behandlung kein PK-resistentes Material
mehr im infektidsen Hirnextrakt detektierbar. Die negativen Immunoblots deuten an,
dass das hochdruckbehandelte PrPS¢ seine charakteristische Resistenz gegenuber
proteolytischem Abbau verloren hat. Druckbehandlungen bei 20 °C zeigten dagegen
keinen deutlichen Effekt auf die PK-Resistenz von PrP*°. Folglich kann Druck nur in
Kombination mit erhdhter Temperatur (60-80 °C) bei PrP®¢ eine PK-Sensitivtiat
induzieren. Tierversuche konnten zudem bestatigen, dass die beobachtete Abnahme
der PK-Resistenz im Immunoblot gleichzeitig mit einer Verringerung der Infektiositat
einhergeht. Druckproben, bei denen im Western-Blot nach PK-Verdau kein PrpSe
mehr nachweisbar war, d.h. PrP®® wurde bis unterhalb der Nachweisgrenze verdaut,
zeigten auch im Tierversuch eine deutliche Reduktion der Infektiositat (3-8 log IDsg
u/g). Die Tatsache, dass trotz negativen in vitro-Befundes die Proben in vivo infektios
waren, verdeutlicht zum einem die bekannte geringere Sensitivitat des immuno-
logischen Nachweises von Prionen (Schmerr et al. 1994, Wadsworth et al. 2001) und
zum anderem deren hohe Infektiositat. Selbst in geringen Mengen kann PrPS¢ bei
den Versuchstieren Scrapie auslosen. Der Vergleich der Immunoblotergebnisse mit
den Daten aus den Tierversuchen zeigte, dass infektioses Material mit einem Titer >

5 log IDsp u/g mittels Detektion PK-resistenter Proteinbanden immunologisch
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nachweisbar ist. In infektiocsem Material, dass einen Titer < 5 log IDso u/g aufweist ist
die PK-Resistenz des infektiosen Prion-Proteins dagegen nur schwach oder gar nicht
mehr im Immunoblot detektierbar. Folglich sagt der mittels der Immunoblot-Analyse
nachgewiesene Verlust der PK-Resistenz von Hamster-Scrapie-Material (bei einem
Ausgangstiter von 8-9 log IDsg u/g) eine Infektiositatsreduktion um mindestens 3-4
log IDs u/g auf mindestens 5 log IDsg u/g aus.

Inwieweit PK-Resistenz und Infektiositat von PrP° zusammenhangen, ist bisher
noch nicht eindeutig geklart. In der Literatur existieren sowohl Berichte Uber PK-
resistentes Material, das keine Infektiositat besitzt (Shaked et al. 1999), als auch
uber PK-sensitives Material, das im Tierversuch infektioses Potential aufwies (Hsiao
et al. 1990, Telling et al. 1996). Trotz allem gilt jedoch seit der Charakterisierung des
Prion-Proteins als infektioses Agens der TSE-Erkrankungen die Annahme, das
Protease-Resistenz und Infektiositat eng miteinander verbunden sind (McKinley et al.
1983b, Bolton et al. 1984), so dass der Nachweis von PK-Resistenz nach wie vor als
Marker fur Infektiositat angesehen wird. Die hier bei der Druckbehandlung infektidser
Prionen beobachtete gleichzeitige Reduktion der PK-Resistenz und Infektiositat
sprechen fur einen eindeutigen Zusammenhang beider Eigenschaften.

FUr das charakteristische Verhalten infektioser Prionen, zu dem u.a. das amyloid-
ahnliche Verhalten (Prusiner et al. 1983), die enorme Hitzeresistenz (Safar et al.
1993b) und die Resistenz gegenuber proteolytischem Abbau (McKinley et al. 1983b)
zahlen, wird dessen Sekundarstruktur mit dem hohen Anteil an B-Faltblattelementen
(Bolton et al. 1987) und der damit verbundenen starken Tendenz zur Aggregation
verantwortlich gemacht. Das zellulare Prion-Protein, das Uberwiegend aus o-
helikalen Strukturen besteht, weist diese Eigenschaften dagegen nicht auf. Daher
kann angenommen werden, dass die kombinierte Druck/Temperaturbehandlung die
Reduktion der PK-Resistenz und die damit verbundene Infektiositatsabnahme mittels
Konformationsénderungen im Prion-Protein induziert hat. Welche Anderungen der
Proteinstruktur dabei genau abgelaufen sind, ist nur schwer zu beurteilen. Eine
mogliche Erklarung ware eine Reduktion des Struktur- und Eigenschaften
bestimmenden B-Faltblattanteils. Prusiner's Protein-only-Hypothese geht bei der
Propagation infektioser Prionen von einer Umfaltung a-helikaler Strukturen zu B-
Faltblattstrukturen aus. Demnach musste eine Ruckfaltung von B- zu a-Strukturen zu
einem Verlust der Infektiositat fuhren. In der Tat konnten Safar et al. (1993b) zeigen,

dass der Verlust an Infektiositat mit einer Abnahme an B-Faltblattstrukturelementen
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und einer gleichzeitigen Zunahme von a-helikalen Strukturkomponenten korreliert.
Spektroskopische Untersuchungen von iPrP27-30, das mit Hitze und verschiedenen
Denaturierungsmitteln behandelt worden ist, konnten bestatigten, dass die B-
Faltblattstruktur eine entscheidende Rolle bei der physikalischen Stabilitat infektidser
Prionen spielt. Demnach fuhren Behandlungen, die in einer irreversiblen Umfaltung
des Prion-Proteins unter Reduktion des B-Faltblattanteils resultieren, gleichzeitig zu
einer Infektiositatsabnahme. Andererseits gelten [B-Faltblattstrukturen jedoch
allgemein als extrem druckstabil (Balny und Masson 1993, Heremans 2000, Ly-
Nguyen et al. 2003). Die Druckstabilitat Amyloid-bildender Proteine konnte zudem
anhand des Hefe-Prion-Proteins Ure2, welches in vitro amyloide Eigenschaften
besitzt, bestatigt werden (Zhou et al. 2001). Driicke bis 600 MPa zeigten bei Raum-
temperatur keine Auswirkungen auf die Proteinstruktur von Ure2. Eine kombinierte
Druckbehandlung mit dem Denaturierungsmittel Guanidinhydrochlorid (Gnd-HCL)
induzierte dagegen eine irreversible Umfaltung des Proteins. Dabei sind nicht
denaturierende Konzentrationen von Gnd-HCI eingesetzt worden. Dieser Versuch
verdeutlichte, dass Drlcke unterhalb 600 MPa allein nicht in der Lage sind, die
Struktur des aggregierten Ure2-Proteins zu beeinflussen. Die hier durchgefuhrte
Behandlung von Hamster-Prion-Proteinen mit Dricken bis 1000 MPa bei Raum-
temperatur zeigten ebenfalls keinen bzw. nur einen sehr geringen Effekt auf die
Struktur von PrP%°. Fand die Druckbehandlung jedoch bei Temperaturen von 60 °C
bis 80 °C statt, so konnten bereits ab 500 MPa deutliche irreversible Effekte auf die
PrPSC-Struktur, die zur Reduktion der PK-Resistenz und Infektiositat fuhrten,
beobachtet werden. Aus dem pT-Phasendiagramm flr Proteine (Abb. 2.3, S. 17) ist
ersichtlich, dass bei bestimmten Druck/Temperatur-Bedingungen Proteine
denaturieren. Bei 20 °C liegen in der Regel die meisten monomeren Proteine bei
einem Druck ab 500 MPa denaturiert vor. Nach den hier vorliegenden Daten ist im
Falle des infektidsen Prion-Proteins jedoch eine Temperatur von 60 °C notwendig,
um bei einem Druck oberhalb von 500 MPa zu denaturieren. Dies bedeutet, dass das
thermodynamisch sehr stabile Prion-Protein eine hohe Aktivierungsenergie bendtigt,
um unter Druck umfalten zu kdnnen. Demnach verschiebt sich die in Abbildung 2.3
(S.17) dargestellte Funktion im Falle des Prion-Proteins nach rechts zu hoheren

Temperaturen.
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Da Druck kovalente Bindungen nicht beeinflussen kann, sind die irreversiblen Druck-
effekte auf die PrPS¢-Struktur héchst wahrscheinlich auf die Destabilisierung inter-
und intramolekularer Wechselwirkungen zuruckzufihren. Denkbar ware eine Beein-
flussung der Stabilitat der als Amyloid-Plaques vorliegenden PrPS¢-Aggregate. Die
Dissoziation dieser Aggregate konnte zu einer Sensitivitatserhdhung gegenuber PK-
Verdau fuihren. Ahnliche Effekte wurden von Riesner et al. (1996) berichtet, die
zeigen konnten, dass das Detergensmittel SDS die als regelmaRige Stabchen ange-
ordnete Prionrods spalten kann. Die dabei gebildeten Protein-Partikel besitzen einen
hohen Anteil an a-helikalen Strukturelementen und weisen gleichzeitig eine geringere
Infektiositat auf. Dies wulrde jedoch wiederum auf die bereits erwahnte druck-
induzierte Reduktion des B-Faltblattanteils zu Gunsten o-helikaler Strukturelementen
hindeuten. Viele experimentelle Daten sprechen jedoch flr eine auliergewdhnliche
Druckresistenz von Sekundarstrukturen die auf B-Faltblatter basieren. So dissoziiert
z.B. aggregiertes Amyloid-A Protein erst unter extremer Druckeinwirkung bei 1200
MPa. Der extreme Druck bewirkt dabei eine Umfaltung des Proteins unter
Reduzierung des B-Faltblattanteils in a-helikalen und ungeordneten Struktur-
elementen (Dubois et al. 1999). Die Bericksichtigung der existierenden Ansichten
Uber das limitierte Potential von Druck, konformationelle Anderungen in B-Faltblatt-
strukturen zu induzieren, macht die hier beobachtete bemerkenswerte Wirkung von
500-800 MPa bei moderaten Temperaturen von 60-80 °C auf die extrem stabile
PrPSc-Struktur nur schwer erklarbar. Die gefundenen Ergebnisse sprechen fiir eine
irreversible druckinduzierte Denaturation der B-Faltblattstrukturen. Folglich ware die
hier beobachtete Reduktion der PK-Resistenz und Infektiositat Scrapie infizierter
Gehirnhomogenate einfacher anhand struktureller Anderungen im Bereich der
Quartar- und Tertiarstruktur zu erklaren. Diese Proteinstrukturen werden Uber-
wiegend durch elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert, die
im Allgemeinen als sehr drucklabil gelten (zusammengefasst in Balny 2004). Durch
die Destabilisierung dieser Wechselwirkungen kommt es bereits bei relativ
moderaten Dricken von 50 bis 200 MPa zur Dissoziation oligomerer Proteine (Silva
und Weber 1993), wahrend kleine monomere Proteine meist bei einer Druckein-
wirkung von 400 bis 800 MPa umfalten (Heremans 1982, Gross und Jaenicke 1994).
Da diese Effekte fur gewohnlich aber reversibel sind (Heremans 1982, Silva und
Weber 1993), erklaren sie die hier beschriebenen irreversiblen Modifikationen in der

PrPS¢-Struktur nicht hinreichend. Druckinduzierte Anderungen in der Tertidrstruktur
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konnen sich jedoch auf die gesamte Funktionalitat eines Proteins auswirken
(Mozhaev et al. 1996). Daher ware es vorstellbar, dass eine druckinduzierte
Destabilisierung der Quartar- bzw. Tertiarstruktur des Prion-Proteins gleichzeitig
auch zu einer Destabilisierung dessen Sekundarstruktur flhrt. Damit ware eine

irreversible druckinduzierte Modifikation der B-Faltblattstruktur erklarbar.

Obwonhl die Druckstabilitdt von B-Strukturen an mehreren Proteinen gezeigt werden
konnte, existieren Zweifel daruber, Druckeffekte, die bei der Druckbehandlung eines
bestimmten Proteins unter ganz bestimmten Bedingungen beobachtet worden sind,
fur alle Proteine zu generalisieren (Royer 2005). Es ist schwierig, wenn nicht sogar
nahezu unmoglich allgemein gulltige Gesetzmaligkeiten Uber die Auswirkung von
Druck auf die Proteinstruktur aufzustellen. Die einzige Regel die aufgestellt werden
kann und die fur alle Proteine unter allen Bedingungen gultig ist, folgt dem Prinzip
von LeChatelier und Braun, das besagt, dass unter Druck jene Konformation eines
Proteins bevorzugt wird, die mit einer Verminderung des Volumens einhergeht.
Welche Konformation ein Protein dabei unter den gewahlten Temperatur-, Druck-
und Pufferbedingungen einnimmt, hangt von den Enthalpien und Entropien, den
spezifischen Volumina, den Warmekapazitaten und den thermischen Ausdehnungs-
koeffizienten aller einzelner maoglicher Proteinkonfigurationen ab. Eine Konfor-
mationsanderung wird durch die energetische Beglinstigung eines Ubergangs in
einen anderen Zustand, z.B. ungefaltet, intermediat oder aggregiert, ermaoglicht.
Konformationsanderungen, die mit Volumenverminderungen verbunden sind, kénnen
meist auf Anderungen in der Hydratation des Proteins zurlickgefiihrt werden
(Heremans 2005, Royer 2005). Obwohl Proteine sehr dicht gepackt sind, befinden
sich in ihrem Innern nicht solvatisierte Hohlraume. Die Freilegung nicht hydratisierter
Regionen fiihrt zu Anderungen im Hydratationsgrad, da das entfaltete Protein eine
grolere Angriffsflache flir das Loésungsmittel bietet. Der Grad und die Art der
Hydratation fUhren zu Volumenanderungen. Die Basis druckinduzierter Struktur-
anderung von Proteinen resultiert aus diesem Grund aus Anderungen innerhalb der
Solvatisierung. Die Eliminierung von nicht hydratisierten Hohlrdumen und die damit
verbundene Hydratation der freigelegten Aminsaurenreste fihren zu einer
Volumenabnahme. Daher tragen Hohlrdume, Packungsfehler und Anderungen in der
Hydratation am meisten zu negativen Volumenanderungen bei. Schlussfolgernd sind
Proteine, die diese Eigenschaften aufweisen, empfanglicher fur eine Druck-
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Umfaltung bzw. -Dissoziation als dichtgepackte Proteinstrukturen, in denen Wasser
ausgeschlossen ist. Unter Berucksichtigung dieser Aspekte musste das hier als
drucksensitiv charakterisierte infektiése Prion-Protein PrPS® Hohlraume und nicht

hydratisierte Regionen besitzen, die einen Angriff von Druck ermdglichen.

6.1.2 Druckeffekte auf das N-terminal verkirzte Prion-Protein (PrP27-30)

Experimente zum Druckverhalten des am N-Terminus verkirzten PrPS® in homo-
genisierten Hamsterhirnextrakten zeigten zunachst dieselben Ergebnisse, wie das
komplette Prion-Protein. Der resistente und infektidse Teil von PrP stellte sich auch
ohne den N-Terminus als drucksensitiv heraus, da unter Einwirkung von Druck (800
MPa) und Hitze (60 °C) bei einer Dauer von 120 min die Resistenz gegenuber
proteolytischem Abbau vermindert wurde. Nach der Druckbehandlung war immuno-
logisch kein PK-resistentes PrP27-30 mehr nachweisbar. PK-unbehandeltes,
gedrucktes PrP27-30 zeigte im Immunoblot eine eindeutig nachweisbare Protein-
bande, deren Muster sich nicht vom druckunbehandeltem, PK-verdautem PrP27-30
unterscheidet (Abb. 5.6, S. 64). Somit konnte ausgeschlossen werden, das infektiose
Prionen zum Einem unter Druck grofRe, elektrophoretisch nicht nachweisbare
Aggregate bilden und zum Anderen konnte gezeigt werden, dass Druck keinen
Einfluss auf das Epitop des Prion-Proteins nimmt, da es auch nach der Druck-
behandlung vom verwendeten PrP-Antikorper erkannt wird. Damit konnte bestatigt
werden, dass Druck eine Strukturanderung bei Prionen, die aufgrund des hohen (3-
Faltblattanteils druckstabil sein sollten, induzieren kann, die zur deren Destabili-
sierung fuhrt.

Bei der Inaktivierung von PrP27-30 sind jedoch im Vergleich zu PrP%¢ deutliche
Unterschiede zu sehen. Wahrend die Infektiositat des kompletten PrP®¢ durch eine
Druckbehandlung bei 800 MPa, 60 °C fur 120 min um 5,9 log 1Dsg u/g auf 2,5 log 1Dsg
u/g gesenkt wird, ist bei der um den N-Terminus verklrzten Form bei gleichen
Bedingungen nur eine Reduktion um 3,4 log IDsp u/g auf 4,9 log IDsy u/g zu
beobachten. Obwohl bei beiden Proben im Western-Blot keine PK-Resistenz
nachweisbar war, sind im Tierversuch grol3e Unterschiede erkennbar. Diese
Unterschiede sind auf die bereits schon erwahnte begrenzte Sensitivitat des

Immunoblot-Testsystems zurtickzufihren.
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Es konnte jedoch ein eindeutiger Zusammenhang zwischen PK-Resistenz und
Infektiositat festgestellt werden, indem beide Parameter durch eine Druckeinwirkung
bei 60 °C reduziert worden sind. Dass ein Grofteil der PrP27-30-Molekule ihre PK-
Resistenz wahrend der Druckbehandlung nicht verloren haben, kann mehrere
Grunde haben. So ware beispielsweise denkbar, dass PrP27-30 aufgrund der
Abspaltung der N-terminalen 67 Aminosauren im Vergleich zum kompletten Prion-
Protein PrP%° eine andere Konformation einnimmt, die eine grolkere Resistenz
gegenuber Druck besitzt, vermutlich aufgrund von Ausbildung stabilerer Aggregate.
In der Tat spielt der N-Terminus des Prion-Proteins sowohl bei der Umfaltung als
auch bei der Aggregation eine zentrale Rolle (Frankenfield et al. 2005, Cordeiro et al.
2005). Des Weiteren zeigten Umfaltungsstudien mit Guanidinhydrochlorid, dass
PrP27-30 eine hohere thermodynamische Stabilitat besitzt als PrPS° (Safar et al.
1993b), womit die hier beobachteten Unterschiede in der Druckresistenz zwischen

dem kompletten PrP®° und dem N-terminal verkiirztem PrPS¢ erkldrbar waren.

6.1.3 Druckeffekte auf das isolierte Prion-Protein (iPrP27-30)

Wie gezeigt induziert Druck bei infektiosen nativen Prionen (mit und ohne N-
Terminus, in Gehirnhomogenaten) eine Konformationsanderung, die zu einem
teilweisen Verlust der PK-Resistenz und Infektiositat fihrt. Hochdruckbehandlungen
von aufgereinigten und in wassriger Losung resuspendierten infektidsen Prion-
Proteinen, iPrP27-30, zeigten dagegen unter gleichen Bedingungen (800 MPa, 60
°C, 120 min) erstaunlicherweise keinen Einfluss auf deren PK-Resistenz. Im Gegen-
satz zu dem bisher beobachteten Druckeffekt auf die Struktur nativer Prionen, erwies
sich iPrP27-30 als druckstabil. Die Konformation isolierter Prion-Proteine kann
demnach nicht durch eine kombinierte Hochdruck/Temperatur-Behandlung destabili-
siert werden. Eine plausible Erklarung fur diese Druckstabilitat basiert auf dem hohen
B-Faltblattanteil dieses Proteins. Spektroskopische Untersuchungen an isoliertem
PrP27-30 bestatigten einen Anteil an B-Faltblatter von ca. 54 % (Safar et al. 1993a,
Pan et al. 1993). Aufgrund der in der Literatur beschriebenen und bereits zuvor
diskutierten extremen Druckstabilitat von (-Faltblattstrukturen ware von iPrP27-30
auch kein anderes Druckverhalten zu erwarten. Druck bewirkt hier im Gegenteil eher
eine Stabilisierung von Sekundarstrukturen, die einen hohen Anteil an B-Faltblatt-

strukturen aufweisen (Balny und Masson 1993). Und in der Tat ist bei der Druck-
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behandlung von iPrP27-30 in PBS eine weitere Aggregation in Form von grol3eren
und stabileren Aggregaten beobachtet worden (Abb. 5.10, S. 69). Somit konnte die
Druckstabilitat der Prionrods auf das charakteristische Druckverhalten von [-
Faltblattern zurtckgefuhrt werden. Gleiches Druckverhalten konnte auch nach der
Resuspension von iPrP27-30 in Gehirnhomogenaten von gesunden, nicht mit
Scrapie infizierten Hamstern beobachtet werden (Abb. 5.10, S. 69). Aufgrund dieser
Tatsache konnte ein Einfluss von Komponenten aus der Gehirnhomogenatmatrix auf
das Druckverhalten nativer Prion-Proteine ausgeschlossen werden, so dass letzt-
endlich allein die Konformation des Proteins ausschlaggebend fur dessen Druck-
verhalten ist.

Weitere Untersuchungen bezlglich der Diskrepanz zwischen dem Druckverhalten
nativer und isolierter Prionen flihrten zum Ergebnis, dass die Ultrazentrifugation bei
der Isolierung die beobachtete Druckresistenz induziert (Abb. 5.11, S. 70). Bei einer
Zentrifugation eines Proteins bei 540.000 g sind mehrere Aspekte zu beachten.
Einerseits verursacht die hohe Zentrifugalkraft auf dem Boden Kkleiner Zentri-
fugationsgefalle Dricke von mehreren Hundert MPa, die zur Inaktivierung der
infektiosen Prionen beitragen konnten. Andererseits kann es aufgrund der hoheren
Dichte von Proteinen im Vergleich zu Wasser zur Agglomeration hydrophober
Proteine kommen. Sehr hohe Zentrifugalkrafte kénnten die Zusammenballung
hydrophober Proteine unter Bildung eines hydrophoben Kerns, in dem die Proteine
stark aggregiert und dehydriert vorliegen, ermdglichen. Daher ware es denkbar, dass
hydrophobe Proteine unter der Einwirkung hoher Zentrifugalkrafte semikristalline
Strukturen ausbilden kénnen. In der Tat wird in der Literatur Uber eine kristalline
Struktur von isoliertem PrP27-30 berichtet (Wille et al. 2002). Die Aufklarung dieser
Kristalle mittels Elektronen-Kristallographie fuhrte zu einem Modell der Struktur
infektioser Prionen. Bisher wird angenommen, dass sich die Strukturen des isolierten
(iPrP27-30) und des nativen Prion-Proteins gleichen (Baskakov et al. 2002). Bis
heute ist jedoch ohne eine vorherige Aufreinigung, die mindestens einen Ultra-
zentrifugationsschritt beinhaltet, keine spektroskopische Untersuchung von PrpSe
bzw. PrP27-30 moglich, so dass die Daten uber die Zusammensetzung der
Sekundarstruktur aus CD- und FTIR-Untersuchungen von dehydrierten, isolierten
Prionen stammen. Das gegensatzliche Druckverhalten nativer und isolierter Prionen
deutet auf Unterschiede in den Strukturen dieser beider Isoformen hin. Die Druck-

resistenz isolierter Prionen ist bei der Aufarbeitung mittels Ultrazentrifugation
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induziert worden. Da bisher zur Aufreinigung infektioser Prionen ein solcher Schritt
zwingend notwendig ist, kann folglich nicht ausgeschlossen werden, dass das
isolierte infektidse Prion-Protein eine andere Struktur als das native PrPS® einnimmt.
Die starke Aggregation und der Mangel an Hydratation sind mogliche Faktoren, die
zu einer Konformationsanderung fuhren konnten. Prionen mit dieser Konformation
sind zwar PK-resistent und infektios, verhalten sich jedoch unter Druck anders als
native Prionen. Unterschiedliche thermodynamische Stabilitat nativer und
dehydrierter Prionen wurde bereits in der Literatur diskutiert (Safar et al. 1993b). Die
Arbeiten dieser Gruppe zeigten, dass der Verlust an freiem Wasser zu einem Anstieg
an [B-Faltblattsrukturen fuhrt, der gleichzeitig eine abnormale Resistenz der
dehydrierten Prionen gegenuber Hitze mit sich fuhrt. Folglich erhdht sich die Stabilitat
infektiéser Prionen mit zunehmendem B-Faltblattanteil und steigender Dehydrierung.
Beides kann bei der Isolierung infektioser Prionen durch die Ultrazentrifugation
induziert worden sein, was die Druckstabilitdt von iPrP27-30 erklaren kénnte. Die
Hydratation hat einen wesentlichen Einfluss auf die Druckstabilitat eines Proteins.
Arbeiten mit rekombinanten Prion-Proteinen bestatigten die wichtige Rolle des
Hydratations- und Aggregationsgrades auf die Drucksensitivitat dieser Proteine
(Cordeiro et al. 2004). Demnach zeigen verschieden stark in-vitro aggregierte
rekombinante Prion-Proteine unter-schiedliche Druckresistenz, wobei die gereiften
Aggregate am druckstabilsten sind. Gleiches Verhalten zeigen amyloide Fibrillen des
Transthyretin-Peptids (105-115), die im frihen Bildungsstadium drucksensitiv sind,
wahrend gereifte, dehydrierte und dichtgepackte Fibrillen eine extreme Druckstabilitat
aufweisen (Dirix et al. 2005).

Wie bereits in Kapitel 6.1.1 erwahnt, tragt neben der Hydratisierung eines Proteins
auch das Vorhandensein interner Hohlraume einen entscheidenden Beitrag zum
Druckverhalten eines Proteins bei. Unter Berlcksichtigung aller dargelegten Fakten,
mussten isolierte Prionen weniger interne Hohlrdume und einen geringeren
Hydratationsgrad besitzen, als native. Das Fehlen komprimierbarer Hohlraume und
die geringere Hydratation kdnnten demnach die Unterschiede in der Konformation
zwischen isolierten und nativen Prionen ausmachen und fur die extreme Druck-

stabilitat von iPrP27-30 verantwortlich sein.
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6.1.4 Einflussfaktoren auf das Druckverhalten des infektiosen Prion-Proteins

Einfluss des Puffermediums

Die Wahl des Puffermediums spielt bei der Druckbehandlung von Proteinen eine
wichtige Rolle. Druck beeinflusst die Dissoziation von Wasser und in Puffern gelosten
Salzen. Daher kommt es unter Druckeinwirkung bei Phosphatpuffern zu einer
Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich (Ludwig 2000, Funtenberger et
al. 1995, Butz et al. 1997). Dies kann bis zu 0,3 Einheiten pro 100 MPa ausmachen
(Funtenberger et al. 1995). Im Falle von PBS, pH 7,4, wirde dies bei einer
Druckanwendung von 800 MPa eine Reduktion des pH-Wertes auf ca. 5 bedeuten.
Auch Wasser zeigt sich nicht unbeeinflusst vom Druck. Aufgrund seines negativen
lonisationsvolumens kommt es unter Druckeinwirkung zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts in Richtung H3O"- und OH™-lonen (Tauscher 1995). Zu den Puffern,
die druckstabil sind und ihren pH-Wert unter Druck konstant halten kénnen, zahlen
Tris-Puffer (Funtenberger et al. 1995). Um einen Einfluss des Puffermediums auf das
Druckverhalten infektioser Prionen ausschlieRen zu kdnnen, wurden Druckversuche
mit infektidsen Prionen sowohl in drucksensitiven Medien (in PBS und Wasser), als
auch in druckstabilen Medium (in Tris/HCL) unter neutralen Bedingungen unter-
nommen. Infektiositatsversuche konnten jedoch aufgrund der intrazerebralen
Inokulation des gedruckten Probenmaterials nur mit physiologischen PBS-Losungen
durchgefuhrt werden, so dass die Beurteilung Uber den Einfluss des Puffermediums
auf das Druckverhalten nativer Prionen auf den Untersuchungen des Druckeffektes
auf die Proteinase K-Resistenz beruhen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Dissoziation des PBS-Puffers und des Wassers
unter Druck keinen Einfluss auf die Drucksensitivitat von PrPS® nimmt, da dessen PK-
Resistenz sowohl in drucksensitiven, als auch in druckstabilen Medien bis unterhalb
der Nachweisgrenze reduziert werden konnte. Unterschiede in der verbleibenden
Infektiositat konnen jedoch nicht ausgeschlossen werden, da wie bereits erwahnt,
TSE-Materialien mit negativem Immunoblot-Befund immer noch eine Infektiositat bis
ca. 5 log IDsp u/g aufweisen konnen. Da immunologisch keine Unterschiede
zwischen den getesteten Medien zu sehen sind, muss der Effekt von Druck auf den
pH-Wert des Mediums gleichzeitig mit dem Effekt auf die Proteinstruktur erfolgen.
Eine Druckbehandlung bei anfanglich neutralen Bedingungen fuhrt somit unabhangig

vom gewahlten Medium zu einer Reduktion der PK-Resistenz infektidser Prionen.
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Einfluss des pH-Wertes

Bei einer Druckbehandlung in anfanglich schwach sauren Losungen (PBS, pH 5,6
und Acetat-Puffer, pH 5,6) ist jedoch ein gegensatzliches Druckverhalten von PrPs°
zu beobachten, da in diesem Fall die PK-Resistenz erhalten bleibt. Demnach
induzieren niedrige pH-Werte beim infektiosen Prion-Protein eine Druckstabilitat.
Unter Berucksichtigung der Druckinstabilitat von PBS, kann mit einem tatsachlichen
pH-Wert von ca. 3,2 bei 800 MPa gerechnet werden. Die Immunoblot-Ergebnisse
sprechen flr eine Stabilisierung der Proteinstruktur wahrend der Druckeinwirkung.
Dieser protektive Effekt konnte auf eine pH-induzierte Aggregation der Prion-Proteine
zuruckgefuhrt werden, die vermutlich ausreichend war, um die Wirkung des Druckes
zu inhibieren. Es ist bekannt, dass Prion-Proteine im schwach sauren Milieu (pH < 6)
unter Beibehaltung ihrer Infektiositat aggregieren (Prusiner et al. 1981, Cai et al.
2002). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass das PK-resistente und neurotoxische
PrP-Peptid (106-126) bei niedrigen pH-Werten einen hoheren B-Faltblattanteil besitzt
als bei neutralen Bedingungen (Selvaggini et al. 1993). Angenommen es ist bereits
vor der Druckbehandlung durch den sauren pH zu einer Erhdhung des B-Falt-
blattanteils gekommen, dann konnte dies die erhdhte Druckresistenz erklaren. Ein
hoherer Anteil an [-Strukturen konnte auch die unter sauren Bedingungen
beobachtete (Prusiner et al. 1981, Cai et al. 2002) Erhéhung des Aggregations-
grades erklaren. Daraus lasst sich schlie3en, dass saure pH-Bedingungen Konfor-
mationsanderungen im Prion-Protein induzieren, die mit einer erhdhten Druck-
resistenz einhergehen.

Das Druckverhalten von PrP° unter sauren Bedingungen zeigt Parallelitiaten mit dem
Verhalten von isolierten Prionen unter Druck, in beiden Fallen ist allem Anschein
nach durch Konformationsanderungen die beobachtete Druckstabilitat induziert
worden. In beiden Fallen kdnnte diese Druckstabilitat auf eine starkere Aggregation
der Prion-Proteine, verursacht durch einen erhohten B-Faltblattanteil, zurickgefuhrt
werden. Dies wurde dann wiederum im Einklang mit der in der Literatur berichteten

Druckstabilitat von Proteinen mit hohem [3-Faltblattanteil stehen.

Einfluss der lonenstéarke
Die Ergebnisse zeigten, dass auch die lonenstarke des Druckmediums einen
entscheidenden Einfluss auf das Druckverhalten infektidser Prionen nimmt. Wahrend

eine Druckbehandlung in Puffern mit geringen Salzkonzentrationen ahnliche
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Ergebnisse lieferte, wie eine in reinem Wasser, zeigte es sich, dass PrPS® in héher
konzentriertem PBS druckstabil ist. Die hohere Konzentration an lonen im Druck-
medium koénnte Einfluss auf die elektrostatischen Wechselwirkungen des Prion-
Proteins nehmen. Wie bereits in Kapitel 6.1.1 diskutiert, spielen diese Wechsel-
wirkungen aufgrund ihrer Druckinstabilitat vermutlich eine wichtige Rolle beim druck-
sensitiven Verhalten nativer Prionen. Denkbar waren lokale Effekte auf geladene
Aminosaurereste, die durch Starkung elektrostatischer Wechselwirkungen zur
Stabilisierung der Proteinstruktur fuhren. Bekraftigt wird diese These anhand von
Berichten Uber die Stabilisierung intermolekularer 3-Faltblattstrukturen durch elektro-
statische Wechselwirkungen (Goossens et al. 2003). Die Stabilisierung der B-Falt-
blattstrukturen kdénnte daher fiir die beobachtete Druckstabilitit von PrPS° in PBS mit
hoher lonenstarke verantwortlich sein. Dies deutet erneut auf einen direkten Zusam-
menhang zwischen der Stabilisierung bzw. der Erhéhung von B-Faltblattelementen
und der damit verbundenen induzierten Druckresistenz infektidser Prionen hin.

Ein weiterer Aspekt der bei der Druckstabilitat von PrPS® in PBS mit hoher lonen-
starke berucksichtigt werden muss, ist die aufgrund der Hydratationsneigung der
lonen herabgesetzte Loslichkeit von Proteinen in solch einem Puffer. Daher kann es
zu einer verringerten Hydratation des PrP5¢-Molekiils kommen. Da der Hydratations-
grad eines Proteins einen entscheidenden Einfluss auf dessen Druckverhalten
ausubt, kdnnen Anderungen in der Hydratation auch zu relevanten Anderungen im

Druckverhalten von Proteinen fiihren.

Einfluss der Homogenisierung

Druckstudien an nicht homogenisierten, grob zerkleinerten infektiosen Hamster-
gehirnen und an in wassriger Losung homogenisierten infektiosen Gehirnen zeigten
deutliche Unterschiede bezlglich der PK-Resistenz und Infektiositat. Nur wenn das
infektidse Prion-Protein nach der Homogenisierung von Scrapie-Hamstergehirnen in
wassriger Losung vorliegt kann der Druck seine Wirkung auf dessen Konformation
entfalten. Die Hochdruckbehandlung von in PBS homogenisiertem Material resultiert
in einer Infektiositatsreduktion von 5,9 log-Einheiten, dagegen verliert nicht
homogenisiertes Gehirngewebe nur 3,3 log-Einheiten an Infektiositat. Eine wichtige
Rolle spielt dabei vermutlich die Hydratisierung des Prion-Proteins, die wie bereits
erwahnt, das Druckverhalten eines Proteins entscheidend mitbestimmt. Es kann

angenommen werden, dass das native Prion-Protein nach der Homogenisierung des
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Gehirns in wassriger Losung starker hydratisiert vorliegt, als es in grob zerkleinertem
Gehirngewebe der Fall ist. Um eine druckinduzierte Umfaltung des Proteins und die
damit verbundene Reduktion der Proteinase K-Resistenz und Infektiositat zu

erreichen, muss das infektidse Prion-Protein in einer wassriger Lésung vorliegen.

6.1.5 Zusammenfassung der Druckeffekte auf das infektiose Prion-Protein

Das im Gehirn Scrapie erkrankter Hamster vorkommende pathogene Prion-Protein
PrP5¢ erwies sich in seiner nativen Form (nach Homogenisierung in Wasser und in
physiologischen Puffern) als drucklabil. Die Ergebnisse deuten eindeutig auf eine
druckinduzierter Konformationsanderung hin, die zum Verlust der PK-Resistenz und
Infektiositat fuhrt. Auch das teilverdaute Prion-Protein PrP 27-30 verliert nach einer
Druckbehandlung unter physiologischen Bedingungen im Gehirnhomogenat einen
Teil seiner PK-Resistenz. Dagegen ist das mittels Ultrazentrifugation isolierte PrP 27-
30 druckstabil. Gleiches Verhalten weist PrP%® in Gehirnhomogenaten unter nicht
physiologischen Bedingungen (saurer pH, hohe lonenstarke) auf. Diese Diskrepanz
im Druckverhalten zwischen nativen (unter physiologischen Bedingungen) und
aufgereinigten bzw. nicht-nativen Prion-Proteinen (unter nicht physiologischen
Bedingungen) deutet auf unterschiedliche Konformationsmaoglichkeiten dieser
Proteine hin. Allem Anschein nach existieren neben drucklabilen auch druckstabile
Prion-Konformationen. Bekraftigt wird diese These durch die Tatsache, dass das
Verhalten eines Proteins unter Druck durch dessen Struktur und Hydratisierung
bestimmt wird. Druckempfindliche Proteine sind hydratisiert und besitzen komprimier-
bare Hohlraume und so genannte ,packing defects®, wahrend druckstabile Proteine
sich als auferst dicht gepackt und dehydriert auszeichnen. Die Bedeutung der
Hydratisierung kann durch die Ergebnisse bezuglich des Einflusses der Homogeni-
sierung infektioser Gehirne auf das Druckverhalten des infektidsen Prion-Proteins
bestatigt werden. In wassrigen Gehirnhomogenaten ist PrPS® drucklabil wahrend es
in nicht homogenisierten Gehirnen druckstabil ist. Von groRer Bedeutung sind zudem
die Wechselwirkungen die zur Stabilisierung der Proteinstruktur beitragen.
Hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen sind drucklabil und daher eher
bei drucksensitiven Proteinstrukturen stabilitatsbestimmend. Die druckresistenten
Wasserstoffbrickenbindungen spielen dagegen bei der Stabilisierung druckstabiler

Proteinstrukturen die vorherrschende Rolle. Bezieht man nun all diese Fakten auf die
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erhaltenen Ergebnisse uber das Druckverhalten nativer und nicht-nativer Prion-
Proteine, so kommt man zu dem Schluss, dass die Konformation des als druck-
sensitiv charakterisierten native Prion-Protein (PrPSC), wie es in Gehirnhomogenaten
unter physiologischen Bedingungen hydratisiert vorliegt, vermutlich durch druck-
sensitive hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen stabilisiert wird. Des
Weiteren kann angenommen werden, dass diese Konformation interne nicht-
solvatisierte Hohlraume und ,packing defects“ besitzt. Das in grob zerkleinerten
(nicht homogenisierten) Gehirnen vorliegende Prion-Protein weist vermutlich einen
deutlich geringeren Hydtratationsgrad auf als es im wassrigen Homogenat der Fall
ist, wodurch sich die Konformation als druckstabiler auszeichnet. Die Konformation
des druckstabilen isolierten Prion-Proteins (iPrP27-30) muss dagegen uberwiegend
aus dicht gepackten Strukturelementen, bei denen Wasser ausgeschlossen ist,
bestehen und vorwiegend durch Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert werden.
Diese Eigenschaften weisen die als druckstabil geltenden B-Faltblattstrukturen auf.
Daher kann die Druckresistenz von isoliertem PrP27-30 auf dessen, spektroskopisch
nachgewiesenen, hohen Anteil an B-Faltblattstrukturen (Pan et al. 1993) zurick-
gefuhrt werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ultrazentrifugation des
Prion-Proteins die entscheidende Konformationsanderung induziert hat. Dabei ist es
nicht relevant, ob das komplette Protein, PrPS®, oder das N-terminal verkiirzte
Protein, PrP27-30, zentrifugiert wird, da in beiden Fallen eine Druckstabilitat induziert
worden ist (Abb. 5.11, S. 70). Es ist zwar bekannt, dass isoliertes PrP%® mit 43 %
einen geringeren Anteil an B-Faltblattelementen beinhaltet als isoliertes PrP27-30,
das einen Anteil von 54 % aufweist (Pan et al. 1993). Dieser Unterschied kann
jedoch nicht das unterschiedliche Druckverhalten erklaren, da in beiden Fallen die
Aufreinigung mittels Ultrazentrifugation erfolgte, so dass es vermutlich in beiden
Fallen zu einer Konformationsédnderung kam. Bisher wurde angenommen, dass
Studien am isolierten PrP27-30 relevant sind fur das in Gehirnen an Scrapie
erkrankter Tiere vorkommende PrP*. Die Ergebnisse zeigen jedoch aufgrund der
gravierenden Unterschiede im Druckverhalten beider Isoformen ernste Zweifel an
dieser Annahme. Bisher sind aufgrund der physikalischen Eigenschaften von PrPS°
keine spektroskopischen Studien an nativen infektidsen Prionen moglich. Ebenso ist
bis heute die Tertiarstruktur dieses Proteins nicht bekannt. Die Daten die zu Modellen
der Tertiarstruktur fihrten und die Daten Uber die Zusammensetzung der Sekundar-

struktur stammten allesamt aus Untersuchungen an isolierten Prionen. Spektros-
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kopische Untersuchungen von isoliertem PrP®°, das nach der Aufreinigung wieder in
Liposomen eingesetzt wurde zeigte einen um 9 % verringerten B-Faltblattanteil (Safar
et al. 1993a). Dies bestitigt die Vermutung, dass das infektiése Prion-Protein PrP°
in unterschiedlich stabilen Konformationen vorliegen kann, deren Hauptunterschiede
im B-Faltblattanteil und/oder in der Stabilisierung dieses Strukturelements zu suchen
sind. Das Druckverhalten infektidser Prionen in sauren Losungen, bzw. in Puffern mit
hoher lonenstarke bekraftigen diese These, da unter diesen Umstanden eine
Erhéhung bzw. eine Stabilisierung der B-Faltblatter stattfinden kann. Der Anteil an (3-
Faltblattelementen und deren Anordnung beeinflusst wiederum den Aggregations-
grad der Prion-Proteine, der auch einen Einfluss auf das Druckverhalten nimmt.

Ebenso begrenzt wie das Wissen uUber die native Struktur des PrP%¢, sind die
Kenntnisse Uber den tatsachlichen Aggregationszustand von PrP®¢ in Gehirnen
Scrapie erkrankter Tiere. Sowohl die in praparierten Gehirnen erkrankter Tiere
beobachteten SAF (scrapie-associated fibrils) als auch die bei der Aufreinigung von
Scrapie-Gehirnen mittels Detergensextraktion und PK-Verdau gebildeten Prionrods
sind infektids und zeigen trotz gleichem biochemischen Verhalten morphologische
Unterschiede (Barry et al. 1985, Merz et al. 1987). Es scheint so, als ob Prion-
Fibrillen, die auf verschiedene Art und Weise erhalten worden sind, einen unter-
schiedlichen Aggregationszustand desselben Proteins darstellen. Ihre Morphologie
scheint dabei von der Praparations- und Aufreinigungsprozedur abzuhangen. Ob die
natlrliche Prion-Proteinaggregate, die in amyloiden Plaques in Gehirnen erkrankter
Tiere vorkommen, fibrillare oder amorphe Strukturen zeigen, konnte bis heute nicht
endgultig geklart werden, man geht jedoch davon aus das sie von diffuser Struktur
sind (Appel et al. 2001). Dies zeigt, dass Aufreinigungsprozeduren (pH-Anderungen,
Chemikalien, Ultrazentrifugation) die Struktur nativer Prion-Proteine nachhaltig
verandern kann, und dass daher die gegenwartigen Modelle fur die Proteinstruktur
der Prionen, die allesamt aus aufgereinigten und somit nicht-nativen Prion-Proteinen
basieren, nicht auf das tatsachliche, native Prion-Protein Ubertragbar sind. Fir das
hier beobachtete und diskutierte unterschiedliche Druckverhalten nativer und nicht-
nativer Prion-Proteine durften wohl Unterschiede in der Tertiar- und Quartarstruktur
verantwortlich sein: Prionen mit fibrillaren Strukturen (z.B. Aufreinigungsartefakte)
sind druckstabil, dagegen ist das vermutlich in amorpher Struktur vorliegende native

Prion-Protein in wassriger Lésung drucksensitiv (Abb. 6.1).
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druckresistente G nicht-physiologische physiologische drucksensitive
Konformation Bedingungen Bedingungen Konformation
Prpse
ungeordnete
Aggregate
iPrP27-30
W druckresistente
NYWWWWN Konformation

amyloide Fibrillen

Abbildung 6.1: Druckverhalten unterschiedlicher Prion-Protein-Isoformen in wassriger
Losung.
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6.2 Druckinaktivierung infektioser Prion-Proteine

Da Prionen samtliche Standardinaktivierungsprozesse, wie z.B. konventionelles
Autoklavieren, ohne hohen Verlust an Infektiositat Uberstehen, gehdren sie unter
allen pathologischen Agenzien zu den resistentesten. Empfohlene Methoden zur
Inaktivierung infektioser Prionen sind u.a. Dampfsterilisation bei 133 °C fur mind. 20
min und die Behandlung mit 1 M Natriumhydroxid-Losung fur 1 h bei Raum-
temperatur. Derartige Behandlungen flhren jedoch zur Unbrauchbarkeit des
behandelten Materials. Eine Hochdruckbehandlung bei milden Temperaturen kdnnte
dagegen eine schonende Inaktivierungsmethode darstellen. Die mogliche Anwen-
dung von Hochdruck zur Inaktivierung Lebensmittel relevanter pathogener Mikro-
organismen wurde bereits intensiv erforscht (zusammengefasst in Raso und
Barbosas-Canovas 2003). Selbst die als aullerst persistent geltenden Bakterien-
sporen kénnen durch kombinierte Temperatur/Druckbehandlung (400-700 MPa bei
40-70 °C) inaktiviert werden (zusammengefasst in Raso und Barbosas-Canovas
2003). Eine mogliche Inaktivierung infektioser Prionen mittels Druck und
Temperaturen unterhalb Sterilisationsbedingungen wurde bisher nicht untersucht.
Daher liegen diesbezlglich keine Vergleichswerte vor, so dass hier die ersten

Ergebnisse Uber die Hochdruckinaktivierung infektioser Prionen vorgestellt werden.

Die Ergebnisse aus den durchgeflhrten Tierversuchen konnten zeigen, dass unter
bestimmten Bedingungen eine deutliche Reduktion der Infektiositat von Prionen
unter Druckeinwirkung moglich ist. Als besonders effektiv stellte sich dabei eine
zweistundige Behandlung bei 60 °C mit Driucken von 800 bis 1000 MPa heraus.
Unter diesen Bedingungen konnte eine Reduktion der Infektiositat um ca. 6-7 log IDsg
u/g beobachtet werden. Bei einer Druckanwendung von 800 MPa unter gleichzeitiger
Temperatureinwirkung von 80 °C konnte die Reduktion des Titers sogar auf ca. 8 log
IDso u/g erhoht werden. Bereits nach einer 30-minutigen Druckeinwirkzeit bei 800
MPa und 80 °C ist eine Titerreduktion von ca. 7 log IDsg u/g zu beobachten. Zudem
konnte gezeigt werden, dass bei wiederholtem Auf- und Abbauen des Druckes auf
800 MPa und 60 °C die Druckhaltezeit von 120 min auf insgesamt 15 min (3 mal 5
min) reduziert werden kann. Sowohl eine dreimalige Druckbehandlung von jeweils 5-
minutiger Dauer, als auch eine einmalige 120-minutige Behandlung flihren zu einer
Reduktion der Infektiositdt um ca. 6 log-Einheiten. Da die Wiederholung der

Kompressions- und Dekompressionsphasen kombiniert mit einer relativ kurzen



Diskussion 103

Druckhaltezeit zu vergleichbaren Inaktivierungsraten fuhrt wie eine lange Druck-
einwirkzeit, scheinen die Kompressions- und Dekompressionsphasen von gro3erer
Bedeutung zu sein, als die Druckhaltedauer. Vermutlich widerfahren dem Prion-
Protein schon wahrend des Druckaufbaus (ca. 150 sec bei 800 MPa) irreversible
Strukturanderungen, die durch die schnelle Dekompression (wenige Sekunden)
verstarkt werden. Dass eine langere Druckhaltezeit nicht unbedingt zu einer deutlich
besseren Inaktivierungsrate fuhrt, verdeutlicht Abbildung 5.14 (S.74). Daraus ist
ersichtlich, dass der Grofteil der infektidsen Prionen innerhalb der ersten 30 min
inaktiviert wird. In der Zeitspanne von 30-120 min findet jeweils nur noch eine weitere
Infektiositatsreduktion < 1 log-Stufe statt. Aus der Abbildung kann ebenfalls
entnommen werden, dass die Temperatur neben der Druckhdhe eine entscheidende
Rolle bei der Inaktivierung infektidser Prionen spielt. Nur bei einer Druckbehandlung
unter erhohter Temperatur ist eine Reduktion der Infektiositat zu beobachten
gewesen. Die dabei zurlUckgebliebene Restinfektiositat fiel bei einer Druck-
behandlung mit 800 MPa fur 120 min je nach angewandter Temperatur mit Werten
von 0,6 bis 2,5 log IDsg u/g relativ gering aus (Tab. 6.1). Dabei ist zu bertcksichtigen,
dass bei der 80 °C-Behandlung nur 55 % der Versuchstiere an Scrapie erkrankten.

Unterschiede in der Druckinaktivierung konnten zwischen Maus- (RML6-Stamm) und
Hamster-Prion-Proteinen (263K-Stamm) beobachtet werden. Gleiche Druck-
bedingungen (800 MPa, 60 °C, 120 min) fuhrten bei dem Hamster-Scrapie-Stamm
(263K) zu einer um ca. 2 log IDsp u/g besseren Inaktivierung. Obwohl bei der Dampf-
sterilisation (134 °C, 18 min, 3 bar) von TSE-Material aus Rinder-, Hamster- oder
Mausegehirnen ahnliche Inaktivierungsraten beobachtet wurden (Taylor 1996b),
besitzen Maus- und Hamster-Prion-Proteine unterschiedliches Druckverhalten.
Vermutlich resultiert dieser Unterschied aus Differenzen in der Proteinkonformation

und im Aggregations- und Hydratationsgrad.

Die hier beschriebene Druckinaktivierung infektioser Prionen zeigt groRe Ahnlich-
keiten mit der Inaktivierung mittels Dampfsterilisation. In beiden Fallen kann die
Inaktivierung mit steigender Temperatur und zunehmender Dauer erhoht werden. Ab
einer 30-minutigen Druckbehandlung ist wie bei der Dampfsterilisation jedoch keine
deutlich grolRere Titerreduktion mehr zu beobachten. Daher kann, wie in Abbildung
5.14 (S.74) angedeutet, von einem exponentiellen Verlauf der Druckinaktivierung

infektioser Prionen ausgegangen werden. Die Kinetik der Druckinaktivierung kann
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analog zur Dampfsterilisation (Rohwer 1984a) mit einer Zerfallsreaktion 1. Ordnung
beschrieben werden. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die Tatsache, dass ein Teil der
infektiosen Prion-Proteine die Prozedur unbeschadet Uberstehen. Kinetische
Inaktivierungsstudien mit dem Scrapie-Erreger bestatigten, dass die Resistenz
dieses TSE-Erregers gegenuber vielen Inaktivierungsmittel auf eine kleine Fraktion
beschrankt ist (Rohwer 1984b). Die Hauptfraktion der Infektiositat ist dagegen
sensitiv gegenuber Inaktivierung. Die hier erhaltenen Ergebnisse zur Druck-
inaktivierung stimmen mit der Schlussfolgerungen von Rohwer Uberein, da selbst
nach einer Druckbehandlung mit 800 MPa und 80 °C fur 120 min noch ein kleiner
Teil an infektiose Prionen detektiert werden konnte. Zurlckzufuhren ist dies
vermutlich auf eine heterogene Population der Prionen, die unterschiedliches
Inaktivierungsverhalten aufzeigen. Des Weiteren kénnte ein Verklumpen der Prionen
eine Schutzwirkung besitzen. Es gibt Vermutungen, dass die enorme Resistenz
eines Teils des Scrapie-Erregers gegenuber Hitze und Chemikalien auf einen
schitzenden Effekt durch Aggregation zurickzuflhren ist (Taylor 1991). Im Kapitel
zuvor wurde bereits Uber die Auswirkung des Verlustes an freiem Wasser auf den -
Faltblattanteil von isolierten Prionen diskutiert. Safar et al. (1993b) beobachtete in
diesem Fall eine erhdhte Aggregation und thermische Resistenz des Prion-Proteins,
die auf den gestiegenen B-Faltblattanteil zurickzufiihren waren. Das Vorhandensein
einzelner stark aggregierter Prion-Fraktionen, die eine ausgepragte Druckresistenz
aufzeigen, konnte somit fur die beobachtete Restinfektiositat verantwortlich sein.
Einen weiteren wichtigen Einflussfaktor stellt vermutlich die Hydratation des Prion-
Proteins dar. Im vorausgegangenen Kapitel wurde bereits der Einfluss der
Hydratation auf das Druckverhalten des Prion-Proteins diskutiert. Die Inaktivierungs-
versuche deuten nun darauf hin, dass sie auch bei der Inaktivierung der Prionen von
wesentlicher Bedeutung ist. Es ist bekannt, dass auf Oberflachen (z.B. Metall oder
Glas) verschmiertes und angetrocknetes infektioses Gehirnmaterial weitaus
schwieriger zu inaktivieren ist als in Wasser mazeriertes oder homogenisiertes
Gehirngewebe (Asher et al. 1986, Taylor et al. 1994, Taylor et al. 1998). Es wird
angenommen, dass es zur Dehydratation des auf der Oberflache verschmierten
Gewebes kommt. Das Antrocknen und Dehydrieren infektiosen Gewebes konnte
daher auch fur die beobachtete geringere Druckinaktivierung von zerkleinertem und
nicht homogenisiertem Scrapie-Gehirngewebe verantwortlich sein. Vermutlich kommt

es bei der Hochdruckbehandlung des nicht homogenisierten Gehirngewebes zur
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Dehydratation und Fixierung des PrP®°, dessen Druckstabilitat dadurch erhéht wird

und somit vor einer Inaktivierung geschutzt wird.

Die Hochdruckbehandlung infektioser Gehirnhomogenate zeigte einen eindeutigen
Effekt von Hochdruck auf die Infektiositat des Hamster-adaptierten Scrapie-Stammes
263K. Je nach gewahlten Druckbedingungen (Temperatur, Zeit) zeigt eine
Druckanwendung von 800 MPa ahnliche und zum Teil bessere Inaktivierungsraten
als die zur Inaktivierung infektioser TSE-Materialien empfohlenen Inaktivierungs-
methoden (Tab. 6.1). Die dabei angewandten maximalen Temperaturen liegen mit
60-80 °C deutlich unterhalb konventioneller Sterilisationsbedingungen. So liefert
beispielsweise eine Hochdruckbehandlung bei 800 MPa und 60 °C fir 30 min eine
ahnliche Inaktivierungsrate wie die Dampfsterilisation bei 134 °C fur 30 min oder wie
eine einstundige Behandlung mit 1M Natronlauge. Beim Vergleich dieser Methoden
muss jedoch hervorgehoben werden, dass die Druckbehandlung weitaus material-
schonender ist, und daher eine Weiterverarbeitung des behandelten Materials
ermdglicht. Selbst die sehr effektiven Inaktivierungsraten, die mittels ,Porous-load*-
Autoklavierung (Autoklav zieht vor und nach dem Sterilisationsprozess Vakuum,
daher fur Fluide nicht geeignet) erhalten werden, konnen mittels Hochdruck-
behandlung bei 800 MPa und 80 °C fur 30 min erreicht werden. Die Inaktivierungs-
daten der Hochdruckbehandlung zeigen jedoch wie die der Dampfdrucksterilisation
ein uneinheitliches Bild. Da es sich hierbei um einen komplexen Vorgang handelt, bei
dem viele Einflussgro3en eine Rolle spielen, gestaltet sich die Ursachensuche
schwierig. Mégliche Grunde fur unterschiedliche Ergebnisse kdnnen in der Unzulang-
lichkeit des Mediums liegen (z.B. Verteilung auf Fettphase) oder auch durch unter-
schiedliche Anteile an besonders resistenten Prion-Subpopulationen. Ein
entscheidender Faktor spielt jedoch die Vorbehandlung des infektiosen Materials
(intaktes, zerkleinertes, mazeriertes oder homogenisiertes Gehirngewebe) und die
Versuchsdurchfihrung (z.B. ruhendes oder ruhrendes Medium). So erwies sich
beispielsweise auf Oberflachen verschmiertes und angetrocknetes infektidses

Gehirngewebe als besonders resistent (Tabelle 6.1).
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Tabelle 6.1: Inaktivierung des Hamster-Scrapie-Stammes 263K.

Vergleich unterschiedlicher Inaktivierungsmethoden zur Dekontamination infektiéser Prionen.
PL, ,Porous-Load“-Autoklavierung: Evakuierung der Luft mittels Vakuum. Y Ernst und Race
1993, ? Brown et al. 1990a; ¥ Taylor et al. 1998, * Taylor et al. 1994. * nicht
homogenisiertes, grob zerkleinertes Gehirngewebe.

Inaktivierungsmethode Gehirnmaterial Titerreduktion | Restinfektiositat
(log IDso u/g) (log IDso u/Q)
800 MPa, 60 °C, 120 min | zerkleinertes Gewebe* 3,3 51
800 MPa, 60 °C, 120 min | Homogenat (10 % w/v) 59 2,5
800 MPa, 60 °C, 3x5 min | Homogenat (10 % wi/v) 6,4 2,0
800 MPa, 60 °C, 30 min Homogenat (10 % w/v) 5,0 3,4
800 MPa, 80 °C, 30 min Homogenat (10 % w/v) 7,4 1,0
121 °C, 60 min " Homogenat (10 % w/v) 5,4 4,0
134 °C, 60 min " Homogenat (10 % wi/v) 6,7 2,7
134 °C, 30 min ? mazeriert 5,3 3,5
PL: 134 °C, 18 min mazeriert, angetrocknet 3,3 5,0
PL: 134 °C, 18 min ¥ mazeriert 7,2 2,1
1 M NaOH, 60 min ¥ Homogenat (10 % w/v) 55 3,8
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7 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Verantwortlich fur das Druckverhalten von Proteinen ist deren Konformation, die
durch viele Faktoren beeinflusst werden kann (z. B. Pufferbedingungen, pH-Wert,
Salzkonzentration; Temperatur, Detergentien). Welche Konformation ein Protein
dabei unter den gewahlten Bedingungen einnimmt, hangt vom ,energy landscape®
des Proteins ab. Konformationsdnderungen werden ermdglicht, wenn der Ubergang
in einen anderen Zustand (z. B. gefaltet — intermediat — ungefaltet) energetisch be-
gunstigt wird. Druck begunstigt Konformationen mit geringerem Volumen. Damit ein
Protein unter Druck umfalten kann, muss es eine Konformation mit kleinerem
Volumen als zuvor einnehmen konnen. Daher sollte es interne, nicht-solvatisierte
Hohlraume und Packungsdefekte aufweisen. Des Weiteren sollten die stabilitats-
bestimmenden Wechselwirkungen elektrostatischer und hydrophober Natur sein.
Zeigt nun ein und dasselbe Protein bei unterschiedlichen Umgebungsbedingungen
verschieden druckstabiles Verhalten, so kdnnen Unterschiede bzgl. der Faltung, der
stabilisierenden Wechselwirkungen und dem Hydratations- und Aggregatzustandes
angenommen werden, da all diese Faktoren die Druckstabilitat eines Proteins
bestimmen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass das infektiose Hamster-Prion-Protein
je nach Umgebungsbedingung (pH-Anderung, hohe Salzkonzentration) und Auf-
arbeitung (Homogenisierung, Ultrazentrifugation) verschiedene Druckstabilitaten
besitzt. Die unterschiedliche Druckempfindlichkeit geht hochstwahrscheinlich auf
verschieden gefaltete Protein-Konformere zurtick. Besonders deutliche Unterschiede
im Druckverhalten konnten zwischen nativen Prion-Proteinen in infizierten Gehirn-
homogenaten und isolierten, resuspendierten Prion-Proteinen gezeigt werden. Da
angenommen wird, dass beide Formen Uberwiegend p-Faltblattstrukturelemente
enthalten und dass diese Strukturelemente fur das charakteristische Verhalten der
Prion-Proteine (extrem resistent gegenuber Hitze und Proteolyse) verantwortlich
sind, muss es Unterschiede in der Stabilisierung dieser Strukturen bei nativen und
isolierten Prion-Proteinen geben. Natives PrP5¢ besitzt den Ergebnissen zufolge
drucksensitive B-Faltblattstrukturen, die durch Druck destabilisiert werden, wodurch
die PK-Resistenz und die, vermutlich daran gekoppelte, Infektiositat der Prionen
deutlich reduziert werden kann. Dagegen weist isoliertes PrP27-30 aullerst druck-

stabile B-Faltblattstrukturen auf. Fir die unterschiedlichen Stabilitdten der B-Faltblatt-
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strukturen konnten Differenzen in der Tertidar- und Quartarstruktur mit eine Rolle
spielen. Isolierte Prion-Proteine bilden Aufreinigungsartefakte die fibrillare Strukturen
(SAF, Prionrods) besitzen. Da Proteine mit fibrillaren Struktureigenschaften (dicht
gepackt, Uberwiegend Wasserstoffbrickenbindungen) als extrem druckstabil gelten,
ist die beobachtete Druckresistenz von isolierten Prion-Proteinen nicht Uberraschend.
Viel erstaunlicher ist dagegen die nachgewiesene Drucksensitivitat nativer Prion-
Proteine in Gehirnhomogenaten. Bisher existieren nur Modellvorstellungen Uber die
Struktur von PrP%¢, sowohl Tertiar- als auch Quartarstruktur sind nicht bekannt. Bis
heute wird angenommen, dass die Strukturanalysen isolierter Prion-Proteine auf
native Ubertragen werden konnen, daher basieren alle Strukturmodelle auf Unter-
suchungen an isolierten Prion-Proteinen. Das im Rahmen dieser Arbeit nachge-
wiesene unterschiedliche Druckverhalten deutet jedoch auf bisher nicht in Betracht
gezogene Unterschiede in der Konformation isolierter und nativer Prion-Proteine hin.
Die Diskrepanzen zwischen PrP®¢ und iPrP27-30 legt die Vermutung nahe, dass
native Prion-Proteine weniger dicht gepackt sind und mehr interne Hohlraume
aufweisen als nach der Aufreinigungsprozedur. Weiter deuten die Ergebnisse auf
eine Stabilisierung der Tertidr- und Quartarstruktur von PrPS¢ durch drucksensitive
hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen hin, wahrend bei iPrP27-30
vermutlich druckstabile Wasserstoffbrickenbindungen Gberwiegen. Es kénnte daher
mdglich sein, dass Druck eine Destabilisierung der Tertiar- bzw. Quartarstruktur
induziert, die in eine Schwachung der Sekundarstruktur resultiert. Dass Druck
letztendlich die Sekundarstruktur modifiziert, kann durch die Tatsache belegt werden,
dass eine Reduktion des B-Faltblattanteils die thermodynamische Stabilitat verringert
und gleichzeitig zu einer Infektiositatsverminderung fuhrt (Safar et al. 1993b). Zudem
konnte gezeigt werden, dass die hitzeresistenteste Prion-Protein-Konformation,
namlich die von dehydrierten isolierten Prionen (Safar et al. 1993b) auch die druck-
stabilste ist. Dies verdeutlicht die wichtige Rolle der Hydratation infektioser Prion-
Proteine, sowohl bei deren Faltung als auch bei deren Inaktivierung.

Die Hochdruckbehandlung infektidser Hamster-Prion-Proteine lieferte nicht nur
Informationen Uber die Komplexe und bis heute nicht geklarte Faltung dieser
Proteine. Sie bietet sich zudem als durchaus ernst zunehmende Alternative zur
Inaktivierung infektidser TSE-Materialen an. Im Vergleich zu den herkdmmlichen
Inaktivierungsmethoden (133 °C, 20 min, 3 bar; 1 M NaOH, 60 min) fur infektiose
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Prionen schneidet die Druckbehandlung (800 MPa, 60-80 °C, 30-120 min bzw. 3-mal
5 min) dabei sehr gut ab und ist zudem weitaus schonender, so dass eine Weiter-
verarbeitung des behandelten Materials gewahrleistet ware. Dabei ist jedoch zu
beachten, dass das infektiose Material homogenisiert in wassriger Phase vorliegen
muss und dass die Hochdruckbehandlung in Kombination mit Hitze stattfindet. Unter
der Berucksichtigung, dass von den empfohlenen Standard-Dekontaminations-
methoden auch keine in der Lage ist die Infektiositat ganzlich zu zerstoéren, und dass
eine orale Infektion im Vergleich zu der hier angewandten intrazerebralen Inokulation
laut Diringer et al. (1994) 10°fach bzw. laut Prusiner et al. (1985) 10°-fach
schwacher ist, kann die erhaltene Infektiositatsreduktion (7-8 log IDsy u/g,
Restinfektiositat < 1 log IDsg u/g) durchaus als gut beurteilt werden. Dennoch ist eine
Weiterverarbeitung (z.B. als Tiermehl) von druckinaktiviertem Material mit Vorsicht zu
genielen, da ein kleiner Teil der Infektiositat unbeschadet die Behandlungen Uber-
standen hat, so dass von einem, wenn auch sehr geringen Restrisiko ausgegangen
werden muss. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass mittels der Hochdrucktechnologie
infektidse Prionen (hier am Beispiel von Hamster-Prion-Proteinen gezeigt) bei
Temperaturen deutlich unterhalb Sterilisationsbedingungen effektiv inaktiviert werden
konnen. Die hier diskutierten Ergebnisse der Druckinaktivierung der Scrapie-Erreger
geben Anlass zu weiteren Optimierungsversuchen. Bisher konnte nur nach ein-
stindigem Autoklavieren bei 121 °C bei vorausgegangener einstindiger Natron-
laugebehandlung (1M) bzw. nach Autoklavieren (121 °C, 30 min) in 1M Natronlauge
keine Infektiositat mehr nachgewiesen werden. (Taylor 2001). Derartige Behand-
lungen flhren jedoch zur vollstandigen Vernichtung des zu dekontaminierenden
Materials so dass die Frage einer mdglichen Weiterverarbeitung erst gar nicht

aufkommt.

Inwieweit das Druckverhalten der hier untersuchten Hamster-Scrapie-Prionen auf die
fur die Lebensmittelsicherheit relevanten BSE-Prionen Ubertragbar ist, mussen
Druckversuche mit BSE-Material zeigen. Da der im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Hamster-Scrapie-Stamm 263K jedoch einer der resistentesten TSE-
Strange darstellt (Brown et al. 2000), besteht Hoffnung, dass auch der BSE-Erreger
mittels Hochdruck inaktiviert werden kann. Zu beachten ist, dass es zudem Faktoren
gibt, die sich negativ auf das Druckverhalten und somit auf die Druckinaktivierung

infektioser Prion-Proteine auswirken konnen (z. B. saure pH-Bedingungen; hohe
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Salzkonzentrationen; dehydriertes oder getrocknetes Gewebe), sind Druckversuche
mit BSE-infiziertem Tiermehl bzw. BSE-infizierten Lebensmitteln (z.B. Rindfleisch,

Wurst) von besonderem Interesse.
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Einfluss der Temperatur und Druckhaltezeit auf die
Druckinaktivierung von PrP%°,
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9.2 Glossar

263K

A2G-Mause

BRVR-Méause

BSE

CWD

fCJD

FFI

FSE

FSI

GSS

iCJD

|D50 u/g

iPrP27-30

L Dso

ME7

Hamster-adaptierter Scrapie-Stamm (—)

Transgene Mause, die ein mutiertes SMN-Gen besitzen (das
SMN-Protein ist der Ausléser der Spinalen Muskelatrohie).

bacteria-resistant, virus-resistant (engl.); Mause die resistent
gegenuber Salmonellen und Enzephalitis-Viren sind.

Bovine Spongiforme Enzephalopathie, schwammartige
Hirndegeneration der Rinder, wird im Volksmund auch
,Rinderwahnsinn® genannt.

Chronic Wasting Disease (engl.), chronisch zehrende Krankheit
der Hirsche.

Familiare CJD, ist auf eine Vererbung zurlckzufihren.

Fatal Familiar Insomnia (engl.), todliche familiare Schlaflosigkeit,
ist auf eine Vererbung zurtickzufihren.

Feline Spongiforme Enzephalopathie, schwammartige
Hirndegeneration der Katzen.

Fatal Sporadic Insomnia (engl.), todliche sporadische
Schlaflosigkeit.

Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom, ist auf eine
Vererbung zurtckzufuhren.

iatrogen bedingte CJD, durch einen ,medizinischen Unfall
ubertragen.

Infektiositatsdosis, gibt an, wieviel Einheiten pro Gramm (u/g)
des infektidsen Agens ndétig sind, um 50 % der Versuchstiere zu
infizieren.

mittels Detergensextraktion und Ultrazentrifugation
aufgereinigtes (isoliertes) PrP27-30 (—); Hauptkomponente der
Prionrods (—).

hier: isoliertes und in wassriger Losung resuspendiertes PrP27-
30.

Letale Dosis, siehe IDsp; Da TSEs (—) stets todlich verlaufenden
kann die Infektiositat als IDso- und LDsg-Wert angegeben werden.

Maus-adaptierter Scrapie-Stamm (—)
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nvCJD

PK

Prionrods

PrP

PrP-(106-126)

PrP27-30

PrP33-35
PrpBSE

Prp©

Prp™®

PrP>

PrpTSE

recPrP

recSHaPrP 90-231

new variant Creutzfeld Jakob Disease (engl.),
hdchstwahrscheinlich durch BSE (—) verursacht.

Proteinase K, sehr aggressives Eiweil3-spaltendes Enzym.

In Form amyloider Fibrillen vorliegende Aggregate PrP27-30 (—),
die nur bei der Aufreinigung unter gleichzeitiger Anwendung von
Detergens-Extraktion und Proteinase K-Verdau entstehen.

Prion-Protein

Synthetisches Peptid, homolog zu den Aminosaureresten 106-
126 des menschlichen PrP (—). Besitz neurotoxisches Potential
und bildet in vitro amyloide Fibrillen.

Infektidser und Proteinase-resistenter Kern des PrP (—),
Folgeprodukt von PrPS¢ nach Abspaltung des N-Terminus (ca. 69
AS) durch PK (—), Reduktion des Molekulargewichts von 33-35
kDa auf 27-30 kDa, wobei die Infektion voll erhalten bleibt. Bei
Einwirkung von PK und Detergentien bildet PrP27-30 amyloide
Strukturen aus (— Prionrods).

hier: Proteinase K-verdautes Gehirnhomogenat, das PrP27-30
enthalt.

Synonym fur PrP (Molekulargewicht von 33-35 kDa)
Prion-Protein-BSE, pathogenes Prion-Protein der BSE (—).

Prion-Protein-Cellular (engl.), zellulare (normale), apathogene
Isoform des PrP (—).

Proteinase K-resistenter Teil von PrPS¢, Synonym fiir PrP27-30
(=)

Prion-Protein-Scrapie, pathogene (fehlgefaltete) Isoform des
Prion-Proteins. Hauptbestandteil der Infektiositat und Ausloser
von Prion-Krankheiten (TSE). Als Superfix wird unabhangig von
Spezies und Krankheit meist ,Sc* verwendet, neuerdings auch
PrP™sE ().

hier: native infektiose Prionen (PrPSC) in Gehirnhomogenat (10
% wiv).

infektioses Prion-Protein, Ausléser der TSE (—); Synonym flr
PrP%° (—)

rekombinantes Prion-Protein

rekombinantes Prion-Protein des syrischen Goldhamsters mit
den Aminosaureresten 90-231.
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RML6

SAF

sCJD

Scrapie-Stamme

TME

TSE

Ure2

vCJD

wt-Mause

Maus-adaptierter Scrapie-Stamm (—)

engl.: scrapie-associated fibrils, nach der Aufarbeitung von
Gehirnen von mit Scrapie infizierten Tieren gefundene
Aggregate, die ahnlich wie die Prionrods fibrillare Strukturen
aufzeigen.

sporadisch auftretende CJD, genaue Ursache unbekannt.
Prion-Varianten, die unterschiedliche Krankheitsphanotypen
hervorrufen. Sie unterscheiden sich in klinische Symptome,
Histopathologie, Topologie der PrPSc-Akkumulation und in der
Form des glykosylierten und deglykosylierten PrP®¢ im Western-
Blot.

Transmissible Mink Encephalopathy (engl.), Gbertragbare
Hirndegeneration der Nerze.

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien, Ubertragbare
schwammartige Hirndegenerationskrankheit, Synonym fur Prion-
Krankheiten.

Hefe-Prion-Protein

siehe nvCJD

Wildtyp-Mause, gentechnisch nicht veranderte Mause.
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9.3 Liste der verwendeten Chemikalien

Bezeichnung: Lieferant/Bezugsquelle:

Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung 37,5:1 (40 %) Fluka (Buchs, Schweiz)
Ammoniumperoxidisulfat Merck (Darmstadt)

Anti-Maus-Antikorper-Peroxidase-Konjugat ~ Calbiochem (Darmstadt)

Anti-Prion-Protein-Antikorper, Klon 3F4 Signet (Dedham, MA, USA)
Bromphenolblau Fluka (Buchs, Schweiz)
Calciumchlorid Merck (Darmstadt)
Capronsaure Merck (Darmstadt)
p-Cumarsaure Merck (Darmstadt)
Diethylether Merck (Darmstadt)
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Aldrich (St.Louis, MO, USA)
ECL-Molekulargewichtsmarker Amersham (Little Chalfont, UK)
Entwicklerldsung, Roentoroll Tetenal (Norderstedt)
Essigsaure Merck (Darmstadt)

Ethanol Merck (Darmstadt)
Fixierldsung, Superfix Tetenal (Norderstedt)
Glycin Merck (Darmstadt)

Glycerin Roth (Karlsruhe)
Hydraulikdl, Viskositat 32 (Nuto H 32) Esso (Hamburg)
Kaliumchlorid Merck (Darmstadt)
Kalium-Dihydrogenphosphat Merck (Darmstadt)

Luminol Merck (Darmstadt)

Magermilchpulver Merck (Darmstadt)
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Mercaptoethanol Merck (Darmstadt)
Methanol Merck (Darmstadt)
Natriumacetat Merck (Darmstadt)
Natriumchlorid Merck (Darmstadt)
Natrium-Dihydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
Natriumhydroxid-Platzchen Merck (Darmstadt)
N-Lauroylsarcosin Natriumsalz Merck (Darmstadt)

Petroleumether (Siedebereich 80-100 °C) Merck (Darmstadt)

Prestained-Molekulargewichtsmarker Peqlab (Erlangen)

Proteinase K Sigma (St.Louis, MO, USA)
Rinderserumalbumin (BSA) Merck (Darmstadt)

Salzsaure, 32 %ig Merck (Darmstadt)
Sodium-Dodecylsulfat (SDS) Merck (Darmstadt)
Streptavidin, Peroxidase gekoppelt Amersham (Little Chalfont, UK)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck (Darmstadt)

Triton-X100 Merck (Darmstadt)
Wasserstoffperoxid, 30 %ig Fluka (Buchs, Schweiz)
Phosphorwolframsaure Kaliumsalz Aldrich (St.Louis, MO, USA)

Der POM1-Antikorper (Anti-Maus-Prion-Protein-Antikorper) wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. Lothar Stitz, Bundesforschungsinstitut fur Tiergesundheit, Institut fur

Immunologie, Tubingen zur Verfugung gestellt.
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9.4 Liste der verwendeten Geréate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung:

Autoklav, LA-MCS-204
Autoradiographiefilm, Hyperfilm™ ECL™
Belichtungskassette

Biofreezer, 86C

Digitalwaage, BP 221 S

Digitalwaage, HL-200

Druckmessgerat, MU101

Elektrophoresekammer
Formvar®-Kohle-Kupfernetzchen
GelgieRkammer

Heizplatte, RCT basic

Hochdruckapparatur, Hydraulic Press U101

Hochdruck-Dichtungsringe, LV 30/16

Homogenisierungs-System , FP 120
Homogenisierungs-Tubes, Lysing Matrix D
Mikrozentrifugentubes (1,5 ml)
Mini-Rocker, MR-1

Netzgerat, Modell 1000/500

O-Ringe, 12+2

Hersteller:

Sanoclav (Bad Uberkingen)
Amersham (Little Chalfont, UK)
Dr.Goos-Suprema (Heidelberg)
Forma (Philadelphia, PA, USA)
Sartorius (Gottingen)

A&D (Oxford, UK)

Polish Acadademy of Science
(Warschau, Polen)

Peglab (Erlangen)

Plano (Wetzlar)

Peglab (Erlangen)

IKA (Staufen)

Polish Acadademy of Science
(Warschau, Polen)

Polish Acadademy of Science
(Warschau, Polen)

Qbiogene (Irvine, CA, USA)
Qbiogene (Irvine, CA, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Peglab (Erlangen)

Biorad (Mlnchen)

Polish Acadademy of Science

(Warschau, Polen)
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pH-Messgerat, pH 211

Pipettenspitzen

Polycarbonatgefale, Polyallomer

Polyethylen-Einschweil¥folie
Polyethylen-Gefalle, 0,25 ml
Probenschuttler, Reax Control
PVDF-Membran

Rotor, TLA 100.3
Semidry-Blot-Apparatur
Sterilbank, UVF 6.18 S

Teflonband

Teflonbehalter fur Hochdruckapparatur U101

Thermomixer, Comfort

Thermostat, Polystat

Transmissions-Elektronenmikroskop, 910

Ultrazentrifuge, TL-100

Wasseraufreinigungssystem, Milli-Q

Whattmann-Filterpapiere
Zentrifuge, 5403

Zentrifuge, 5415C

Hanna (Woonsocket, RI, USA)
Neolab (Heidelberg)

Beckman (Fullerton, CA, USA)
Wiberg (Salzburg, Osterreich)
Biozym (Hessisch Oldendorf)
Heidolph (Schwabach)

Biorad (MlUnchen)

Beckman (Fullerton, CA, USA)
Peqlab (Erlangen)

BDK (Sonnenbuhl)

Bauhaus (Mannheim)

Polish Acadademy of Science
(Warschau, Polen)

Eppendorf (Hamburg)

Huber, Pfaffenhofen

Zeiss (Oberkochen)

Beckman (Fullerton, CA, USA)
Millipore (Billerica, MA, USA)
Amersham (Little Chalfont, UK)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)



Anhang

137

9.5 Verwendete L6osungen und Puffer

Aufarbeitung des infektiosen Materials:

PBS (10 x), pH 7,4

Acetat-Puffer, pH 5,6

Detergenslosung A

Detergenslosung B

Proteinase K-Losung

Hochdruckbehandlung:

Druckmedium

1,4 M NaCl
27 mM KCI
65 mM Nax;HPO4

15 mM KH2PO4

0,1 M Essigsaure

0,1 M Natriumacetat

10 % N-Lauroylsarcosin Natriumsalz
pH 7,4 mit 1 M Natrium-Dihydrogenphosphat

einstellen

10 % NaCl
1 % N-Lauroylsarcosin Natriumsalz
pH 7,2 mit 1 M Natrium-Dihydrogenphosphat

einstellen

10 pg/ ml Proteinase K in Tris-Puffer, pH 7,0

70 % Pertroleumether, Siedebreich 80-100 °C

30 % Hydraulikdl, Viskositat 32
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Probenvorbereitung:

Proteinase K-Ldsung Stammldsung: 20 mg/ml in 20 mM Tris-Puffer, pH
7,0
Gebrauchslsg. fur Hirnextrakte (1:25): 0,8 mg/mi

Gebrauchslsg. fur isol. Material (1:100): 0,2 mg/ml

PK-Puffer 20 mM Tris-Puffer, pH 7,8

1 % SDS

2 mM CaCl;

Elektrophorese und Western-Blot:

Elektrophoresepuffer (4 x) 100 mM Tris
0,8 M Glycin
Elektrophoresepuffer (1 x) 0,25 x Elektrophoresepuffer (4 x)
0,1 % SDS
Sammelgelpuffer: 1 M Tris, pH 6,8
Trenngelpuffer: 1 M Tris, pH 8,8
Ladepuffer 1,0 ml Glycerin

0,5 ml Mercaptoethanol
3,0 ml SDS (10 %ig)
1,25 ml Sammelgelpuffer

0,5 ml Bromphenolblau (ges. in 0,1 % EtOH)
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Kathodenpuffer

Anodenpuffer-1

Anodenpuffer-2

Antikorperinkubation:

PBS-T

Blockierldsung

1. AntikOrperlosung

2. Antikorperldsung

25 mM Tris
40 mM Capronsaure

20 % Methanol

0,3 M Tris

20 % Methanol

25 mM Tris

20 % Methanol

0,1 % Triton-X100 in PBS (1 x)

5 % Magermilchpulver
5 % Rinderserum-Albumin

in PBS-T

3 ul Anti-PrP-Antikorper 3F4
(1:5000, ca. 200 pl Antikdrperlésung / cm?
Membran)

in 15 ml Blockierlésung

4 ul Peroxidase Anti-Maus-IgG-Antikorper (1:3000)
8 ul Streptavidin-Peroxidase (1:1500)

in 12 ml PBS-T
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Chemilumineszenz-Detektion:

ECL-L6sung

ECL-LOsung-1

ECL-L6sung-2

ECL-LOsung-1 und ECL-L6sung-2 kurz vor

Inkubation der Membran zusammenschitten.

100 pl 250 mM Luminol (in DMSO)
44 pl 90 mM p-Cumarsaure (in DMSO)
1ml1MTris, pH 8,5

8,85 ml ddH,0O

6 ul 30 %iges H20,
1ml1MTris, pH 8,5

9 ml ddH0
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