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Einleitung 1

1 Einleitung

Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind eine Gruppe von infektibsen,
neurodegenerativen Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) von Menschen und Tieren,
die auch als Prionkrankheiten bezeichnet werden. Ausldser dieser Erkrankungen ist die pathologisch
veranderte Form eines korpereigenen Proteins. Der Begriff Prion wurde gepragt von Stanley B.
Prusiner. Er leitet sich ab von den Begriffen proteinaceous infectious particle (proteinartiges
infektioses  Partikel).  Prusiner postulierte mit der Protein-only-Hypothese ein neues
infektionsbiologisches Modell, demzufolge die Hauptkomponente der TSE-Erreger, das fehlgefaltete
Prionprotein, das infektitse Agens darstellt (Prusiner, 1982).

Die TSE gehen einher mit einer grofRen Zahl von neurologischen Merkmalen und verhaltens-
verdndernden Symptomen wie Ataxie (Stoérungen der Gleichgewichtsregulation und der
Bewegungskoordination) und Demenz (Einschrankung der geistigen Leistungsfahigkeit, vor allem des
Gedachtnisses, ferner des Denkvermdgens, der Sprache und der Motorik). Des Weiteren
charakteristisch fur diese Erkrankungen sind eine ungewohnlich lange Inkubationszeit und eine
fehlende humorale bzw. zellulare Immunantwort auf das infektidse Agens. Histologisch sind vor allem
eine Astrozytose, Mikrogliose und die fir die Diagnose besonders wichtigen charakteristischen
spongiformen Veranderungen und Ablagerungen des infektiosen Prionproteins PrP>° zu erkennen.
Bei den TSE handelt es sich um stets todlich verlaufende Erkrankungen. Eine Schutzimpfung oder
eine kausale Therapie sind derzeit nicht bekannt. Eine Diagnose kann bisher nur post mortem

gesichert werden.

1.1 TSE bei Saugetieren

Zu den am besten untersuchten TSE-Erkrankungen z&hlt Scrapie bei Schafen und Ziegen. Sie wurde
erstmalig 1732 erwahnt und 1759 von dem Veterindrmediziner J. G. Leopoldt als Traberkrankheit

beschrieben (Brown and Bradley, 1998).

Abbildung 1: Scrapie bei Schafen und Ziegen. Die Symptomatik von Scrapie ist sehr vielfaltig. Durch Schadigung des ZNS
kommt es zu Verhaltensstérungen, Kratzen und damit verbundenen Wollschéden, zunehmenden Bewegungsstorungen bis zum
Festliegen, Zittern und schlie3lich zum Exitus (www.jenagen.de).
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Die Bezeichnung Scrapie wurde von einem der klinischen Symptome abgeleitet, namlich den starken
Kratzbewegungen (engl.: to scrape = sich kratzen). Bereits Mitte des 18.Jh. ging man davon aus, dass
es sich um eine ansteckende (kontagitse) Krankheit handelt. 1936 gelang es schlief3lich experimentell
zu beweisen, dass Scrapie Ubertragbar (transmissibel) und somit eine Infektionskrankheit ist (Cuillé
and Chelle, 1936). Die Ausbreitung der Scrapie erfolgt zum einen vertikal durch Ubertragung des
Erregers vom Muttertier auf inre Nachkommen vermutlich wéahrend des Geburtsvorganges, aber auch
eine horizontale Ubertragung von Tier zu Tier durch eine kontaminierte Umgebung ist bekannt
(Hoinville, 1996). Bis auf Australien und Neuseeland ist die Scrapie weltweit verbreitet. Es existieren
mehr als 20 verschiedene Stamme des Erregers, die oft nur durch aufwéndige Untersuchungen zu
unterscheiden sind.

Ein weiterer Vertreter der TSE bei Tieren ist die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) des
Rindes, die erstmalig 1986 in GrofRbritannien diagnostiziert wurde. Die Ursache der BSE liegt
mdglicherweise in der Schafscrapie, die seit Jahrhunderten in Grol3britannien endemisch vorkommt.
Kontaminiertes Tiermehl, das Scrapie-infiziertes Schafhirngewebe beinhaltete und ungeniigend erhitzt
wurde, konnte zur Ubertragung des Erregers gefiihrt haben (Wells et al., 1987), der damit letztlich die
Artenschranke zum Rind Gberwinden konnte. Die Folge war eine BSE-Epidemie in England, die sich
durch den Export von Tiermehl auch auf andere Lander wie Deutschland, die Schweiz und Frankreich
ausweitete. Bis heute wurden in England 181.064 Falle von BSE bestatigt (Stand 2.01.2008; Quelle:
www.defra.gov.uk). In Deutschland wurden allein im Zeitraum 2001-2008 410 amtlich bestétigte Falle

registriert (Stand 31.01.2008, Quelle: www.Verbraucherministerium.de). Aus experimentellen

Pathogenesestudien ging eine Inkubationszeit von 36+2 Monate hervor. Au3erdem fand man heraus,
dass 0,1 Gramm infektiéses Hirngewebe von BSE-Kiihen ausreicht, um Rinder oral zu infizieren. Um
die Ausbreitung der BSE zu verhindern, ist seit 2001 in der gesamten europdischen Union die
Verfitterung von Tierkérpermehl an alle Nutztiere verboten.

Eine weitere Ursprungshypothese geht davon aus, dass schon sehr lange eine symptomlose BSE-
Form vorgekommen ist. Durch eine ,Virulenzsteigerung” des BSE-Erregers und dessen Ruckfiihrung
Uber Tiermehl im Futter konnte sich schlie3lich die BSE-Epidemie etablieren (Schreuder, 1998). Eine
weitere BSE-Ursprungshypothese besagt, dass schon seit jeher eine sporadische Form von
Prionkrankheit im Rind auftritt. Aufgrund mangelnder Uberwachung ist diese aber durch ihre geringe
Haufigkeit vor der BSE-Epidemie nicht entdeckt worden. Durch die Verédnderungen in der
Tierkoérperverwertungstechnologie in GroRbritannien ist danach der Erreger der BSE innerhalb der
Rinderpopulation rasch rezykliert worden, was zur BSE-Epidemie fuhrte (Chastel, 1996; Eddy, 1995).
Zusatzlich zur infektids Ubertragenen BSE ist inzwischen auch eine weitere, moglicherweise
sporadische Form der BSE entdeckt worden, die sich hinsichtlich des Ablagerungsmusters von der
bisher bekannten unterscheidet und der sCJD &hnelt (Casalone et al., 2004).

Mit dem Auftreten von BSE kam die Frage auf, ob BSE auch auf Schafe und Ziegen Ubertragen
werden kann. In Laborversuchen ist Wissenschaftlern das schon vor Jahren gelungen (Foster et al.,
1993) und 2005 wurde BSE erstmals bei einer Ziege in Frankreich bestétigt (Eloit et al, 2005).

Weitere Prionerkrankungen bei S&ugetieren sind die transmissible Enzephalopathie der Nerze
(TME - transmissible mink encephalopathy), die bei Farmnerzen auftritt (Marsh et al., 1992) und

die feline spongiforme Enzephalopathie (FSE), die erstmalig bei einer britischen Hauskatze im
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Jahre 1990 diagnostiziert wurde. Ebenso tritt sie bei exotischen Wildkatzen auf, die in Zoologischen
Garten gehalten werden. Beide Erkrankungen scheinen durch den Verzehr bzw. die Verfitterung von
tierischen Produkten, die mit dem BSE-Erreger kontaminiert sind, ausgeldst zu werden (Marsh et al.,
1992; Kirkwood and Cunningham, 1994; Ryder et al., 2001).

Die ,chronisch zehrende" Krankheit (chronic wasting disease, CWD) tritt vorwiegend bei
verschiedenen Hirscharten wie Maultierhirschen und Rocky Mountain-Hirschen (deutsch: Wapiti;
engl.: elk — falschlicherweise oft als Elch ins Deutsche Ubersetzt) in den USA und Kanada auf. Die
CWD wurde bereits in den 60er Jahren beobachtet, allerdings erst 1978 als TSE diagnostiziert
(Williams et al., 1982). 1981 wurde die CWD erstmals bei einem wildlebenden Hirsch gemeldet
(Spraker et al., 1997).

1.2 TSE beim Menschen

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) wurde erstmals in den Jahren 1920 und 1921 von den
deutschen Neurologen Hans-Gerhard Creutzfeldt und Alfons Jakob als sporadische Pseudosklerose
beschrieben (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921). Die CJD, die seit den 60er Jahren als transmissible
Krankheit gilt (Gajdusek et al., 1966), aulert sich durch Demenz und Ataxie. Die CJD tritt mit einer
Inzidenz von etwa einem Fall pro 1 Million Einwohner pro Jahr auf und ist seit 1994 meldepflichtig. Die
haufigste Form der CJD ist die sporadische CJD (sCJD). Es wird angenommen, dass sie spontan
auftritt und weder durch eine Mutation des Priongens PRNP noch durch eine Infektion mit einem
extern aufgenommenen pathogenen Prionprotein verursacht wird (Will, 1993). Sie stellt 80-90% aller
CJD-Falle dar. Das Durchschnittsalter der sCJD-Patienten liegt bei 55-60 Jahren.

Eine weitere Form der CJD ist die familiare CJD (fCJD). Sie stellt eine autosomal dominant
vererbbare TSE dar, die durch unterschiedliche Punkt- und Insertionsmutationen des Priongens
gekennzeichnet ist, und etwa 10-15% aller CJD-Félle ausmacht. Zu diesen familidren TSE gehdren
das 1936 erstmals beschriebene Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) (Gerstmann et
al., 1936) sowie die fatale familidre Insomnie (FFI) (Manetto et al., 1992).

Die iatrogene CJD (iCJD) umfasst die seltenen CJD-Falle, die durch medizinische Interventionen
verursacht wurden, zu denen neurochirurgische Eingriffe mit kontaminierten und unzureichend
sterilisierten Instrumenten, aber auch Gewebetransplantationen von Cornea und Dura mater CJD-
kranker Patienten zahlen (Gibbs et al., 1985; Brown et al., 1988; Harvey et al., 1992; Brown et al.,
1990; Zobeley et al., 1999). Am haufigsten wurde die iICJD aber durch die Behandlung mit
Wachstumshormonen Ubertragen, die aus infektiésen Leichenhypophysen extrahiert wurden (Fradkin
etal., 1991).

Eine weitere infektios erworbene CJD ist die neue variante CJD (vCJD bzw. nvCJD), die 1996
erstmals beschrieben wurde (Will et al., 1996) und die in einem engen Zusammenhang mit der
Rinderseuche BSE gesehen wird. Vermutlich wurde sie durch den Verzehr von BSE-Erreger-haltigen
Produkten (Risikomaterial) auf den Menschen ubertragen (Hill et al., 1997). Zahlreiche Experimente
stutzen diese Hypothese. So konnte der BSE-Erreger auf Makaken (Lasmezas et al., 1996) und
andere nicht humane Primaten Ubertragen werden (Bons et al., 1999), wobei dieselben

neuropathologischen Verénderungen und Glykosilierungsmuster der Prion-Proteine festgestellt



Einleitung 4

werden konnten, die auch bei der vCID auftreten (Collinge et al., 1996). Durch das sog. ,strain
typing“, das auf Ubertragungsversuchen auf Mause basiert, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die
vCJD durch den gleichen Erregerstamm verursacht wird wie BSE und FSE (Bruce et al., 1997), denn
die mit vCJD, BSE und FSE infizierten Tiere wiesen die gleichen Lasionsprofile und Uberlebenszeiten
auf.

Die vCJD unterscheidet sich von der sCJD durch ein jingeres Durchschnittsalter und einen l&angeren
klinischen Verlauf der Erkrankung. Zudem kdnnen neuropathologisch charakteristische ,floride
Amyloidplaques” beobachtet werden (lronside, 2002). Letztendlich kann aber erst post mortem
festgestellt werden, ob es sich bei der Erkrankung um sCJD oder vCJD handelt. Bislang sind keinerlei
vCJD-Félle in Deutschland diagnostiziert worden. In GroRbritannien hingegen sind bislang 166 vCJD-
Todesfalle registriert worden. In Frankreich wurden 23, in Irland 4, in den USA 3, in den Niederlande
und Portugal je 2 Félle gemeldet. In Italien, Kanada, Japan, Spanien und Saudi-Arabien trat jeweils
nur ein Fall der vCJID auf (Quelle: www.cjd.ed.ac.uk , Stand Dezember 2007).

Die CJD laRt sich bislang nur symptomatisch behandeln. Hierfir werden Antidepressiva und

Neuroleptika eingesetzt. Eine Therapie zur Heilung der Erkrankung existiert bislang nicht.

Abbildung 2: Kuru beim Menschen. Ein Eingeborener des Fore-Stammes tréagt einen an Kuru erkrankten Jungen.
Bewegungsstérungen sind bei Kuru schon frihe charakteristische Merkmale. Eine Demenz, d.h. der Zerfall der geistigen

Fahigkeiten ist vergleichsweise selten und tritt meistens erst im Terminalstadium auf (www.pathology.mc.duke.edu).

Eine verwandte Form der CJD ist die Kuru. Sie stellt eine endemische Form einer durch Infektion
Ubertragenen TSE dar. Das Vorkommen der Kuru begrenzt sich auf Angehérige des Fore-Stammes
auf Papua-Neuguinea. Sie wurde durch kannibalische Rituale tbertragen (Liberski et al., 1997) und
durch entsprechende Prévention konnte ein Abklingen der Epidemie in den 60er Jahren erreicht

werden.

1.3 Eigenschaften des Erregers

1.3.1 Das zellulére Prionprotein PrP® und seine pathologische Isoform Prps°

Das zellulare Prionprotein (PrPC) ist ein Glykoprotein, das auf der Zelloberflache fast aller Zelltypen,

besonders aber von Neuronen, stark exprimiert wird (Kretzschmar et al., 1986). Das Protein umfasst
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vor seiner posttranslationalen Modifikation 254 Aminosauren bei Maus und Hamster bzw. 253
Aminosauren beim Menschen (Kretzschmar et al., 1986).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Biosynthese und posttranslationalen Modifikation des zellularen
Prionproteins. Das PrP® der Maus umfasst nach seiner Biosynthese 254 AS. Wahrend seiner Prozessierung im
endoplasmatischen Retikulum kommt es zu einer Abspaltung eines Signalpeptids am N-Terminus, zur Anheftung eines GPI-
Ankers am C-terminalen Ende, zwei Glykosylierungen finden statt und eine Disulfidbriicke entsteht. Die sog. Prion Rods
entstehen nach proteolytischer Abspaltung eines N-terminalen Restes von PP, wohingegen das zelluléare PrP vollstandig
durch Proteinase K abgebaut wird (aus: Biologen heute, 6/1999; modifiziert nach Weissmann, 1994).

Wahrend seiner Prozessierung im endoplasmatischen Retikulum (Abb. 3) wird ein Signalpeptid, das
22 Aminosauren umfasst, vom primaren Translationsprodukt abgespalten (Hope et al., 1986; Harris et
al., 1993). Glykosylierungen erfolgen an den Positionen 181 und 197 (Endo et al., 1989; Stahl et al.,
1993). Zusatzlich bilden die Cysteinreste an Position 179 und 214 eine Disulfidbriicke aus (Stahl et al.,
1991). Am C-Terminus des Proteins wird ein 23 Aminosauren umfassender Rest durch eine Glykosyl-
Phosphatidylinositol(GPI)-Einheit ersetzt, womit das PrP° auf der Zelloberflache verankert wird (Stahl
et al., 1987). Hier ist es in Cholesterin-reichen Mikrodoménen, sog. caveolae-like domains, lokalisiert
(Vey et al., 1996).

Das PrP° ist ein hoch konserviertes Protein. Seine biologische Funktion ist bislang aber noch nicht
ausreichend geklart. Da Méause, denen das Priongen fehlt, auBer einem veranderten Schlaf-Wach-
Rhythmus keinerlei Auffalligkeiten in ihrer Entwicklung oder ihrem Verhalten zeigen, geht man davon
aus, dass PrP® keine vitale Funktion tibernimmt (Tobler et al., 1996; Bueler et al., 1994). Durch eine
hoch konservierte Oktapeptid-Repeatsequenz im N-Terminus ist Prp°© allerdings in der Lage, Kupfer
zu binden. Daher kdnnte es moglicherweise fir die Regulation des Kupferspiegels in den Synapsen
verantwortlich sein. Ebenfalls kdme eine Superoxid-Dismutase-Funktion zum Schutz vor freien
Radikalen in der Zelle in Frage (Kretzschmar et al., 2000; Brown et al., 1999).
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Durch eine Infektion von PrP”-Mausen mit dem Scrapie-Erreger konnte aul3erdem gezeigt werden,
dass das Vorhandensein des PrP® essentiell fiir eine Scrapie-Infektion ist, da die infizierten Knockout-
Mause nicht an Scrapie erkrankten (Bueler et al., 1992; Manson et al., 1994). Transgene Mause, die
PrP® tiberexprimierten, zeigten dagegen eine verkiirzte Inkubationszeit gegeniiber Wildtyp-Mausen
(Bueler et al., 1994).

Zudem stehen eine Vielzahl von Punkt- und Insertionsmutationen des Prionproteingens PRNP in
Zusammenhang mit unterschiedlichen erblichen Prionkrankheiten wie beispielsweise GSS und FFI.
Wodurch unterscheidet sich das infektiose PrP®® von zellularem PrP®? Beide Proteine weisen die
gleiche Aminosauresequenz auf. Allerdings zeichnet sich die Sekundarstruktur des PrP*® durch einen
erhohten Anteil an R-Faltblattstrukturen aus (45%), wohingegen PrP® nur etwa 3% dieser R-
Faltblattstrukturen aufweist, daflir aber Gberwiegend aus o-helikalen Strukturen besteht (40%) (Pan et
al., 1993). Diese Konformationsunterschiede fuhren dazu, dass PrPS® wasserunléslich und extrem
resistent gegeniiber proteolytischem Abbau, Hitze und herkdmmlichen Desinfektionsmitteln ist.

Zur Prion-Replikation entwickelte Prusiner das Heterodimer-Modell. Dabei flhrt die Anlagerung eines
PrP%°-Monomers an ein PrP-Molekiil zu dessen Umfaltung in die pathogene PrP°°-Konformation.
AnschlieBend stehen nach Dissoziation des entstandenen Homodimers zwei PrP°°-Molekiile zur

weiteren Replikation zur Verfigung (Raeber et al., 1992).

Abbildung 4: Das zellulare Prionprotein PrP® und seine pathologische Isoform PrP*°. Die dreidimensionale Struktur des
PrP® wird vorwiegend von o-Helices bestimmt. Die pathologische Isoform PrP*® weist hingegen hauptsachlich R-
Faltblattstrukturen auf. Eine Anlagerung eines PrP*® an ein PrP°-Molekil fiihrt nach der Protein-only-Hypothese zu seiner

Umfaltung zu PrP* (www.pharmaceutical-technology.com).

Nach wie vor wird diese Protein-only-Hypothese, der zur Folge biologische Information ohne
Beteiligung einer Nukleinsdure weitergegeben wird, von einigen Forschern in Frage gestellt
(Chesebro, 1985; Narang, 2002). Letztendlich wird als endgultiger Beweis fiir die Prion-Hypothese die
synthetische Herstellung von PrP*°, das auch in vivo infektios ist, angesehen. Was zuvor bereits im
Hefemodell gezeigt werden konnte (Sparrer et al., 2000; King and Diaz-Avalos, 2004), ist nun auch in
einem Tierexperiment gelungen. In vitro erzeugtes PrP®® konnte in Mausen eine Prionerkrankung

auslésen. Diese Mause waren transgen fur PrP°, das sie 20-fach héher exprimierten als die Wildtyp-
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Kontrollen (Legname et al., 2004). Der Nachweis einer erregerspezifischen Nukleinsaure konnte

hingegen noch nicht erbracht werden (Diringer et al., 1997).

1.4 Pathogenese von TSE

1.4.1 Pathogenese in der Peripherie und Neuroinvasion

Der natirliche und somit epidemiologisch relevanteste Infektionsweg von TSE ist die orale
Ubertragung des Erregers. Bei der experimentellen Ubertragung stellt die intracerebrale Infektion mit
PrP%° die weitaus effektivste und somit schnellste Methode dar. Bei intravendsem, intraperitonealem,
subcutanem und oralem Infektionsweg verlangert sich die Inkubationszeit. Das zentrale Nervensystem
(ZNS) ist unabhangig von der Art der Inokulation immer das letztliche Zielgebiet des TSE-Erregers.
Die Ausbreitung des Erregers beginnt mit dem transepithelialen Transport durch die M-Zellen aus dem
Darmlumen in die Peyerschen Plaques. Das lymphoretikulare System (LRS), zu dem neben den
Peyerschen Plagues auch Lymphknoten, Tonsillen und Milz gehdren, scheint eine entscheidende
Rolle bei der peripheren Prion-Replikation und Akkumulation von PrP°¢ zu spielen, da nach einer
oralen bzw. intraperitonealen Infektion in der Milz bereits eine hohe Infektidsitat detektierbar ist, bevor
der Erreger im ZNS nachgewiesen werden kann. Die Prion-Replikation erfolgt innerhalb des LRS vor
allem in den follikularen dendritischen Zellen (FDC's) der Milz (Kitamoto et al., 1991). FDC'’s bilden als
Bindegewebszellen mit ihren Fortséatzen in Lymphfollikeln die Keimzentren fir die klonale Expansion
antigenaktivierter B-Zellen. FDC-defiziente Mause sind intraperitoneal nicht infizierbar, da durch das
Fehlen reifer FDC’'s die Prion-Replikation in der Milz, als auch die Neuroinvasion signifikant
beeintrachtigt sind (Mabbot et al., 2000). Es zeigte sich zudem, dass die Positionierung der FDC's
eine grol3e Rolle fur eine effektive periphere Prion-Infektion spielt. Mause, die defizient fir den
Chemokinrezeptor CXCR5 waren, zeigten eine Positionierung von FDC'’s in der Nahe sympathischer
Nerven, die zu einem beschleunigten Transfer von Prionen in das Rickenmark fiihrte (Prinz et al.,
2003).

Von den FDC's gelangt der Erreger Uber den Nervus (N.) splanchicus in die graue Substanz des
thorakalen Rickenmarks wo er sich in auf- und absteigender Richtung ausbreitet. Eine weitere
Ausbreitung ist Uber parasympathische Kerngebiete des N. vagus mdglich, wodurch er direkt in die
Medulla oblangata gelangt, um das ZNS zu infizieren (McBride et al., 2001).

1.4.2 Pathogenese im ZNS

TSE weisen ein charakteristisches histopathologisches Erscheinungsbild im ZNS auf. Es wird gepragt
durch die Ablagerung von PrP*, spongiosen Veranderungen, Nervenzellverlust, astrozytarer Gliose,
sowie einer zum Teil massiven Mikrogliaaktivierung. Ansonsten kdnnen in der Regel keine zellularen
immunologischen Reaktionen beobachtet werden (Collis et al., 1983). Daher spricht man auch von
einer lokal induzierten, chronischen, nicht immunvermittelten Neuroinflammation (Rezaie and Lantos,
2001).
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Bereits im sehr friihen Krankheitsstadium kommt es zur Akkumulation von PrP%°. Die Ablagerungen
kénnen in Neuronen, Astrozyten und Mikroglia nachgewiesen werden (Diedrich et al., 1991; Williams
et al.,, 1997; Ye et al., 1998). Ausmalf’ und Lokalisation sind allerdings vom Erregerstamm, Wirt und
Genotyp des Prionproteins abhangig (McKinley et al., 1991; Rubenstein et al., 1991).

Eine Folge der PrP*-Ablagerung ist die Aktivierung von Mikroglia. Diese besitzen unspezifische
Abwehraufgaben und reprasentieren die gewebestédndigen Makrophagen des Gehirns (Del Rio
Hortega et al., 1919; 1932), die im ZNS als Zellen mit phagozytotischer Funktion fungieren. Daher
nehmen sie eine zentrale Rolle bei pathologischen Vorgangen im Gehirn ein. Im ruhenden Zustand
weisen Mikroglia eine ramifizierte bzw. verzweigte Morphologie auf und exprimieren in geringem Mal3e
immunrelevante Molekile wie MHC-II (major histocompatibility complex) (Kreutzberg et al., 1996).
Wahrend der Scrapie-Infektion kommt es nach Ablagerung von PrP°® im Gehirn zur Aktivierung der
Mikroglia, bei der Rezeptoren wie FPRL-1 (formyl peptide receptor like-1), RAGE (receptor for
advanced glycation endproduct) oder CD14 (Le et al., 2001; Yan, 1996; Fassbender et al., 2004)
beteiligt sein konnten. Auch andere Scavenger Rezeptoren konnten dabei eine Rolle spielen
(Husemann et al., 2002; El Khoury et al., 2003). Die Aktivierung der Mikroglia fihrt zu einer
morphologischen Veranderung, die eine Reduzierung ihrer Zellauslaufer und eine Vergrof3erung des
Zellkérpers umfasst (Streit et al., 1988; Kreutzberg et al., 1996). In diesem Zustand exprimieren sie im
hohen Male Zelloberflichenmolekile wie CD45, MHC-II, F4/80 und IBA-1 (Graeber et al., 1988;
Williams et al., 1994 b) und es kommt zu einer Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin
(IL-) 1, IL-6 und TNF-a. (tumor necrosis factor alpha) (Forloni et al., 1993; Brown et al., 1996 a;
Williams et al., 1994 b; Campbell et al., 1994), wodurch weitere Mikroglia aktiviert, mobilisiert und
rekrutiert werden. Neben Zytokinen sezernieren Mikroglia auch reaktive Sauerstoffspezies,
Neurotoxine und Chemokine (Ju et al., 1998; Rogers et al., 1996; Riemer et al., 2000; Lewicki et al.,
2003). AuRerdem sind Mikroglia in der Lage, PrP°°-Ablagerungen zu phagozytieren und mit der
Sekretion von neurotrophen Faktoren Neuronen zu schitzen (Peyrin et al., 1999; Nakajima and
Kohsaka, 2004).

Neben den Mikroglia werden auch Astrozyten aktiviert, die zu den Stiitz- und Schutzzellen des ZNS
gehoren. Astrozyten sind die gréf3ten Glia des ZNS, die mit ihren zytoplasmatischen Fortsatzen in
Kontakt mit Nervenzellen und Blutkapillaren stehen und dadurch an der Bildung der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt sind. Unter anderem sind sie an der Versorgung und dem Sauerstoffaustausch
zwischen Nervenzellen beteiligt und férdern die Erregungsleitung. lhre Aktivierung geschieht durch die
von Mikroglia sezernierten proinflammatorischen Zytokine, wie z.B. IL-1 und anderen l6slichen
Faktoren (Hafiz and Brown, 2000; Schultz et al., 2004). Eine direkte Interaktion mit PrP® fiihrt
ebenfalls zu einer Aktivierung, wobei eventuell wiederum Scavenger Rezeptoren eine Rolle spielen
kénnten (Wyss-Coray et al., 2003). lhre Aktivierung ist neben der Mikrogliose ein friiher Prozess im
Krankheitsverlauf der Scrapie-Infektion und kann bereits vor dem Auftreten von neurodegenerativen
Prozessen detektiert werden.

Aktivierte Astrozyten steigern ebenfalls ihre Zytokin- und Chemokinproduktion, wodurch unter
anderem, weitere Mikroglia aktiviert werden und es zu ihrer Migration in entziindete Hirnregionen

kommt. Die von Mikroglia, Astrozyten und Neuronen sezernierten Zytokine und Chemokine spielen
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also insgesamt eine wichtige Rolle fur die Entwicklung der Neuroinflammation wahrend der TSE-
Pathogenese (Williams et al., 1997).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal aller TSE's ist der Nervenzelltod, der sowohl apoptotisch als
auch durch Nekrose erfolgt (Giese et al., 1995). Man geht dabei von einem multifaktoriellen Prozess
aus. Hierzu zahlt neben der Sekretion von Zytokinen und neurotoxischen Faktoren durch Mikroglia
und Astrozyten auch die Deregulation des extrazelluldren Glutamatspiegels. Glutamat ist der
wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn und seine Deregulation bzw. Uberstimulation
fuhrt vermutlich zu einer letalen Neurodegeneration (Exzitotoxizitét) (Brown et al., 1999).

Zudem konnten fiir Apoptose charakteristische Merkmale, wie DNA-Fragmentierung, ein
schrumpfendes Zellvolumen sowie spezifische Proteine bei experimentellen Untersuchungen
nachgewiesen werden (Fairbain et al., 1994; Giese et al., 1995; Park et al., 2000), obwohl sie nicht
immer mit den lokalen Ablagerungen von PrP®° korrelieren.

Eine weitere Folge der TSE-Erkrankungen ist die Vakuolisierung, eine spongiése Verénderung des
Gehirns, die durch Hohlrdume im Hirnparenchym gekennzeichnet ist. Es sind kleine, mitunter opak
erscheinende blasenartige Gebilde im Neuropil, die vereinzelt oder als Gruppen vorliegen und in
unterschiedlicher Auspragung bei praktisch allen Prionkrankheiten auftreten. Das L&sionsprofil, das
die Verteilung und das Ausmal} dieser Vakuolen beschreibt, ist stammspezifisch und teilweise auch
wirtsabhangig. Im Endstadium von TSE spricht man schlielich vom ,Status spongiosus”, wenn es zu
einer ausgepragten astrozytaren Gliose, Gewebsauflockerungen mit groRen perizellularen Spaltraum-
bildungen und einem fast vollstandigen Nervenzellverlust gekommen ist (Zlotnik et al., 1962; Jeffrey et
al., 1992; Jeffrey et al., 1995).

1.5 Diagnostik von TSE-Erkrankungen

TSE bei Menschen und Tieren haben eine ungewdhnlich lange Inkubationszeit und kdnnen bislang
erst nach dem Tod des infizierten Lebewesens sicher diagnostiziert werden. Diese Verfahren beruhen
auf dem Nachweis von PrP*® und den typischen histologischen Veradnderungen im Gehirn. Es besteht
jedoch die Hoffnung, dass in haher Zukunft mit Hilfe der PMCA (protein misfolding cyclic amplification)
PrP%® im Blut nachgewiesen werden kann. Dieses Testverfahren nutzt die Eigenschaft des PrP®°,
seine fehlgefaltete Struktur dem PrP® aufzuzwingen, wodurch es gelingt, die geringe Zahl von PrP**
im Blut um den Faktor 10" zu vermehren und es somit leicht nachweisbar zu machen. Inzwischen
konnte in Versuchsreihen mit Hamstern PrP°° im Blut mit einer Zuverlassigkeit von 89 %
nachgewiesen werden. An der Anwendbarkeit auch fir die Diagnose beim Menschen und einer
Kontrolle von Blutspenden wird gearbeitet (Soto et al., 2005).

Die definitive Diagnose der sCJD setzt nach zurzeit geltenden Kriterien nach wie vor eine
neuropathologische Untersuchung voraus. Letztendlich kann sie aber nur post mortem gestellt
werden.

Auch im Falle von BSE bestehen derzeit nur Méglichkeiten zur post mortem Diagnose. Die
Nachweismethoden bestehen in der Detektion der typischen degenerativen Veranderungen mittels

pathologischer und immunhistologischer Untersuchungen.
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Da inzwischen der Zusammenhang zwischen dem Verzehr BSE-kontaminierten Rindfleisches und
dem Auftreten der vCJD beim Menschen als gesichert gilt, ist die Entwicklung empfindlicher und noch
am lebenden Tier anwendbarer BSE-Tests wichtig fiir die Lebensmittelsicherheit und den

Verbraucherschutz.

1.6 Scavenger Rezeptoren

Scavenger Rezeptoren (SR’s) (engl.: scavenger = StralRenkehrer, Millmann) sind glykosylierte
Zelloberflachenproteine, die in die intrazellulare Signaltransduktion involviert sind, wobei sie im
Lipidmetabolismus und der Abwehr von bakteriellen Erregern eine Rolle spielen. Der Ausdruck
.Scavenger Rezeptor* wurde von Brown und Goldstein eingefiihrt, um Bindungsstellen fur chemisch
modifizierte Formen (acetylierte und oxidierte Form) von Lipoproteinen mit niedriger Dichte (,low
density lipoprotein“ (LDL)) auf der Oberflache von Makrophagen zu beschreiben (Goldstein et al.,
1979; Hart et al., 1996). Haufig werden sie aber auch als ,pattern recognition receptors”
("mustererkennende Rezeptoren") bezeichnet (Husemann et al., 2002). Scavenger Rezeptoren
wurden erstmalig im Zusammenhang mit der Schaumzellbildung bei Makrophagen wahrend
atherosklerotischer Gefal3erkrankungen identifiziert (Chenevard et al., 2003).

Scavenger Rezeptoren stellen eine Familie von strukturell unterschiedlichen Rezeptoren mit einer
breiten Ligandenspezifitdt dar (Platt et al., 1998). Neben acetyliertem oder oxidierten Lipoprotein
binden sie auch eine ganze Reihe anderer strukturell nicht verwandter Substanzen, zu denen
fibrillares R-Amyloid (fAR), Thrombospondin-1 und polyanionische Polysaccharide gehéren (Alarcén et
al., 2005). Zusétzlich werden sie in unterschiedlichen Geweben von verschiedenen Zelltypen
exprimiert, was auf wichtige physiologische Funktionen dieser Rezeptoren schlie3en lasst (Platt et al.,
1998). Sie koénnten vielerlei Funktionen Ubernehmen wie beispielsweise in der erworbenen und
angeborenen Immunabwehr (Pearson, 1996). Auch eine Beteiligung an der Beseitigung von
Endotoxinen ist mdglich (Hawarth et al.,, 1996). Scavenger Rezeptoren sind zudem attraktive
Kandidaten fir Rezeptoren zur Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen, da ihre Liganden
durch Modifikationen wie Oxidation oder Glykosylierung charakterisiert sind. Genau diese
Veranderungen sind auch auf apoptotischen Zellen zu finden (Rigotti et al., 1995).

Eine ganze Reihe von SR’s wurden bislang identifiziert, die in sechs Klassen unterteilt werden kdnnen
(Abb. 5).

Die erste Klasse wird von den trimeren Glykoproteinen SR-Al, SR-All und MARCO reprasentiert. SR-
Al und SR-AIl sind alternative Transkripte desselben Gens. Sie werden durch eine gewundene
kollagene Domane charakterisiert, die auch eine Bindestelle fir acetyliertes LDL (acLDL) besitzt
(Pearson, 1996). Sie unterscheiden sich durch die Anwesenheit einer C-terminalen Cystein-reichen
Domaéne bei SR-AI (Platt et al., 1998).

Die SR’s der Klasse B besitzen alle eine extrazellulare Domé&ne mit einer C-terminalen Region, die
konservierte Cystein-Reste enthalt (Krieger and Hertz, 1994; Pearson, 1996). Zu ihnen zahlt auch
CD36.
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Abbildung 5: Scavenger-Rezeptor-Familien. Sechs Familien von SR’s konnten bislang aufgrund ihrer strukturellen

Homologien und Liganden-Bindungseigenschaften identifiziert werden (Platt, da Silva and Gordon et al., 1998).

SR-Cl ist das einzige Mitglied der Klasse C und wurde in Drosophila isoliert. SR-CI besitzt multiple
Domaénen, die Regionen enthalten, die homolog zu Proteinen von Vertebraten sind (Pearson, 1996).

Macrosialin bildet die Klasse D. Es ist ein Mitglied der Familie der lysosomal-assoziierten
Membranproteine (LAMP) (Platt et al., 1998). Klasse E und Klasse F werden ebenfalls von einem
einzigen Mitglied représentiert. Sie werden als LOX-1 (Sawamura et al., 1997) bzw. END SR (Adachi

et al., 1997) bezeichnet und werden beide von Endothelzellen exprimiert.

1.6.1 CD36

CD36 gehort zur Klasse B der Scavenger Rezeptoren. Das Protein ist am N-Terminus stark
glykosyliert, was anscheinend einen gewissen Schutz vor Degradation in Proteinase-reichen
Umgebungen wie z.B. Lysosomen oder inflammatorischen Bereichen vermittelt (Gruarin et al., 2000).
Hochkonservierte Homologe von CD36 finden sich innerhalb der Vertebraten, aber auch in
Drosophila und Caenorhabditis elegans (Franc et al., 1996).

In der Peripherie wird CD36 von einer Reihe unterschiedlicher Zelltypen exprimiert, zu denen
Makrophagen, mikrovaskulare Endothelzellen, Thrombozyten, Adipozyten (Zellen des Fettgewebes)
und Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) gehdren (Febbraio et al., 2001; Huh et al., 1995). CD36 wird
aullerdem auf Mikroglia des humanen adulten Gehirns, sowie auf priméaren neonatalen Mikroglia und
murinen N9-Zellen exprimiert (Coraci et al., 2002).

CD36 ist ein Rezeptor fur oxLDL und Ubernimmt somit eine wichtige Funktion in der
Schaumzellbildung von Makrophagen und in der Pathogenese der Atherosklerose (Endemann et al.,
1993). Desweiteren bildet CD36 zusammen mit a,f3; Integrin einen Rezeptor-Komplex, der sich auf
der Oberflache von Phagozyten befindet und an der Beseitigung von apoptotischen Zellen beteiligt ist
(Bird et al., 1999).

CD36 scheint auch in die proinflammatorischen Ereignisse des Morbus Alzheimer (AD) involviert zu
sein, in dem es die Interaktion von Mikroglia und Makrophagen mit fibrillarem AR (fAR) vermittelt. Es
wird im Gehirn von Alzheimer-Patienten von Mikroglia verstarkt exprimiert und fungiert hier als
Rezeptor fur fAR 1-42 (Coraci et al., 2002; Moore et al., 2002). Mikroglia und Makrophagen, die aus

CD36-defizienten Mausen isoliert wurden, zeigten eine signifikante Reduktion in der fAR- induzierten
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Sekretion von Chemokinen, Zytokinen und ROS (reactive oxygen species) (El Khoury et al., 2003). In
diesem Zusammenhang konnte ein Rezeptorkomplex identifiziert werden, der neben CD36 auch
CDA47 und agf3;-Integrin umfasst. Antagonisten dieser Rezeptormolekiile inhibierten eine Adhasion von
THP-1 Monocyten an fAR sowie die AR-stimulierte Tyr-Kinase-Signalkaskade (Bamberger et al.,
2003).

1.6.2 SR-A

SR-A gehért zur Klasse A der Scavenger Rezeptoren (Pearson, 1996) und beinhaltet eine
charakteristische kollagene Doméne, die fur die Erkennung von modifiziertem Lipoprotein wie oxLDL
oder acLDL erforderlich ist (Doi et al., 1993). Verschiedene Reste, die diese Domane umspannen,
aber auch die Konformation und somit die Interaktion zwischen den Doméanen scheinen relevant bei
der Erkennung von Liganden zu sein (Andersson and Freeman, 1998; Resnick et al., 1996). Der
evolutionare Ursprung der SR-A Isoformen ist ungeklart. Obwohl andere Scavenger Rezeptoren in
Invertebraten identifiziert wurden, konnten keinerlei Homologe von SR-A in Caenorhabditis elegans
oder Drosophila melanogaster gefunden werden. In Vertebraten hingegen scheint SR-A verbreitet zu
sein (Platt and Gordon, 2001).

SR-A wird in erster Linie in der Peripherie konstitutiv von mononukledren Phagozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen (DC'’s) und Kupffer Zellen in verschiedenen Organen wie Milz, Leber, Herz und
Darm exprimiert (Yamada et al., 1998). SR-A werden, wie auch den Ubrigen SR’s, unterschiedliche
Funktionen zugesprochen, die bei weitem noch nicht vollstandig geklart sind.

SR-A wird unter anderem im Thymus exprimiert, wo es an der Beseitigung unreifer Thymozyten
beteiligt ist (Platt et al., 1996). Man geht weiterhin davon aus, dass die Phagozytose apoptotischer
Zellen eine universelle Eigenschaft aller SR’s darstellt, da sie fir alle bislang identifizierten SR’s
demonstriert werden konnte (Platt and Gordon, 1998). Neben phagozytaren Eigenschaften wird SR-A
auch eine mdgliche Rolle bei der Adhasion von Makrophagen zugesprochen. Die Rekrutierung und
Retention in relevanten Organregionen ist erforderlich fir eine angemessene Funktion von
Makrophagen (El Khoury et al., 1994). Zudem scheint SR-A ebenfalls in die Immunabwehr bzw. die
angeborene Immunitat involviert zu sein, da es hauptséchlich von Makrophagen exprimiert wird und
durch die Bindung bakterieller Molekile an der Infektabwehr beteiligt sein kdnnte (Krieger and Herz,
1994; Pearson, 1996; Hughes, Fraser and Gordon, 1995).

SR-A findet man aber nicht nur in der Peripherie. Im Gehirn erwachsener Mause wird SR-A von Mato-
Zellen (perivaskulare Makrophagen) in geringem MaRe exprimiert (Honda et al., 1998). Eine
Expression von Endothelzellen wird ebenfalls nicht ausgeschlossen (Lucarelli et al.,, 1997). Auch
neonatale primare Mikroglia und N9-Zellen, eine neonatale Mikroglia-Zelllinie, exprimieren SR-A (El
Khoury et al., 1996; Husemann and Silverstein, 2001).

Wahrend der Alzheimer-Erkrankung wird SR-A verstarkt von aktivierten Mikroglia exprimiert, die mit
den amyloiden Plagues assoziiert sind (Christie et al., 1996; Honda et al., 1998), was die Vermutung
zulasst, dass SR-A, dhnlich wie CD36, in die AD-Pathogenese involviert ist (Husemann et al., 2002).
In APP23-Méausen, einem transgenen Mausmodell fir AD, konnten &hnliche Beobachtungen gemacht

werden. SR-A wird hier von Mikroglia exprimiert, die mit parenchymalen und vaskularen
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Amyloidablagerungen assoziiert sind (Bornemann et al., 2001). Ob die SR-A Expression allerdings
durch eine direkte Interaktion von Mikorglia mit fAR und/oder durch Zytokine und Chemokine induziert
wird, ist noch unzureichend geklart (Husemann et al., 2002). SR-A scheint zumindest an der Bindung
und Phagozytose von fAR 1-42 beteiligt zu sein (El Khoury et al., 1996; Paresce et al., 1996). In
neonatalen Mikroglia SR-A-defizienter Mause wurde bis zu 50% weniger fluoreszenzmarkiertes fAR 1-
42 gebunden und phagozytiert als in den Kontrollen (Chung et al., 2001; Husemann et al., 2001a).
Allerdings zeigten SR-A"-Mause, die das humane Amyloid-Vorlauferprotein tberexprimierten
(PDAPP), keine veranderte Pathologie im Vergleich zu den Wildtypkontrollen. Die Interaktion von SR-
A und fAR scheint also keinen Effekt auf die Entwicklung der AD-Pathogenese zu haben (Huang et al.,
1999). Folglich koénnte die Funktion von SR-A mit der anderer SR’s Uberlappen bzw. von ihnen

kompensiert werden.

1.7 Chemokine

Chemokine sind Zytokine, die eine Superfamilie kleiner, induzierbarer, haufig proinflammatorischer
Mediatoren bilden, die primér chemotaktisch wirken und verschiedene Subtypen von Leukozyten
spezifisch aktivieren kdnnen. Mit Gber 40 eng verwandten Mitgliedern sind Chemokine die grofite
bekannte Zytokin-Familie (Balkwill, 1998). Das moglicherweise am besten untersuchte Chemokin ist
CXCLS8 (Interleukin-8), das im Jahre 1986 als erstes Chemokin von Marco Baggiolini entdeckt wurde.
Aufgrund der Position der aminoterminalen Cysteine werden 4 Klassen unterschieden: oo CXC, 3 CC,
vy C und 8 CX3C (Premack and Schall, 1996; Baggiolini et al., 1997; Bazan et al., 1997; Legler et al.,
1998; Zaballos et al., 1999). Chemokine vermitteln ihre Aktivitat iber G-Protein gekoppelte Sieben-
Transmembran-Doméanen-Rezeptoren (7-TMD) (Balkwill, 1998). Diese Rezeptoren werden
entsprechend ihrer Liganden bezeichnet: CXCR (1-5), CCR (1-9), CR und CX3CR (Xia, 2000).

-CXC- Chemokine -CC- Chemokine
C w===COOH C == COQOH

NH,® CXC NH, %= CC
1_) ‘)
C C

-C- Chemokine -CX3C- Chemokine

C mmm—— COOH C
( ]
' NH %= CXXXC
I J
C

X = Regions of chemokine-receptor binding COOH

Abbildung 6: Chemokin-Familien. Chemokine kénnen in 4 Klassen unterschieden werden. Sie vermitteln ihre Aktivitat iber G-
Protein gekoppelte Sieben-Transmembran-Doméanen-Rezeptoren (7-TMD) (www.rbej.com).

Neben ihrer Beteiligung bei entziindlichen Prozessen regulieren Chemokine auch die Formierung

neuer BlutgefalBe in der Wundheilung und Tumorgenese (Folkman and D’Amore, 1996). Weiterhin



Einleitung 14

sind CXCL12 und der Rezeptor CXCR4 in die neuronale Migration und axonale Entwicklung im ZNS
involviert (Stumm and Hollt, 2007). CXCL12- und CXCR4-defiziente Mausembryonen zeigten eine
abnormale zerebrale Entwicklung zusammen mit kardiologischen und hamatopoietischen Defekten
(Ma et al., 1998; Zou et al., 1998).

Waéhrend einer Prion-Infektion werden die Chemokine CXCL10, CXCL13, CCL 6, CCL 9 und CCL 12
im ZNS stark tUberexprimiert. (Baker et al., 2002; Riemer et al., 2000; Riemer et al., 2004; Xiang et al.,
2004) Uber ihre mdgliche Rolle oder Funktion wahrend der Erkrankung wird derzeit noch spekuliert.
So kénnten sie mdglicherweise in die Interaktion von Glia bzw. Glia und Neuronen involviert sein (Xia
et al., 2000) und auch fir die Migration von Mikroglia zu Regionen mit Neuronenschaden bzw. mit
Amyloid-Ablagerungen verantwortlich sein. Méglich ist auch ein Induktionssystem zur Aktivierung von
Mikroglia (Rappert et al., 2002).

1.7.1 CXCL13

CXCL13 (BLC, BCA-1) gehort zu der Familie der CXC-Chemokine. Es ist in der Peripherie als ,B-
lymphocyte chemoattractant® bekannt, das spezifisch chemotaktisch auf B-Lymphozyten wirkt.
CXCL13 wird sehr stark in den Follikeln der Peyerschen Plaques, der Milz und den Lymphknoten
exprimiert (Gunn et al., 1998). Zu den Zellen, die CXCL13 exprimieren, gehéren unter anderem FDC's
und GCDC's (germinal center dendritic cells) (Vissers et al., 2001). CXCL13 ist wichtig fir die
Migration von B-Lymphozyten in die Follikel der sekundaren lymphatischen Organe, was essentiell fur
ein funktionsfahiges Immunsystem ist (Legler et al., 1998). In der Peripherie vermittelt CXCL13 seine
Aktivitét vor allem Uber den Rezeptor CXCR5 (BLR-1), der von reifen B- und T-Zellen exprimiert wird
(Legler et al., 1998; Gunn et al., 1998). CXCR 3 scheint aber ebenfalls ein moglicher Rezeptor flr
CXCL13 zu sein. Uber diesen Rezeptor induziert CXCL13 eine Chemotaxis von aktivierten T-Zellen.
Diese kann durch einen anti-humanen CXCR3-Antikdrper inhibiert werden (Jenh et al., 2001). Zudem
ist CXCL13 mdglicherweise an der Migration von B- und T- Zellen in die Follikel der sekundaren
lymphatischen Organe, aber auch an der Interaktion von DC’s mit B- und T-Zellen beteiligt zu sein
(Vissers et al., 2001).

Im ZNS wurde CXCL13 bislang kaum beschrieben. Es konnte festgestellt werden, dass es wéahrend
der Scrapie-Pathogenese im ZNS stark Uberexprimiert wird (Riemer et al., 2000). Seine mdglichen

Funktionen im ZNS bzw. wahrend der Erkrankung sind bisher nicht bekannt.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die Scavenger Rezeptoren CD36 und SR-A wurden bereits im Zusammenhang mit Alzheimer
beschrieben, wo sie im erkrankten Gehirn als Rezeptoren fiir fAR 1-42 fungieren (Coraci et al., 2002;
El Khoury et al., 2003). Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von CD36 und SR-A auf die Scrapie-
Pathogenese zu untersuchen. Dazu sollten CD36-, SR-A- und CD36/SR-A-Knockout-Mause im
Vergleich zu C57Bl/6-Kontrollmausen mit dem Scrapie-Stamm 139A intracerebral und intraperitoneal

infiziert werden. Zunéchst sollten die Uberlebenszeiten der Tiere verglichen werden und im Anschluss
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wichtige Parameter der Scrapie-Pathogenese im Gehirn untersucht werden. Ein Teil der
Untersuchungen sollte auf immunhistologischer Ebene erfolgen (Astrozytose, Mikrogliose, PrPS-
Ablagerung, spongiforme Verdnderungen). Die so erlangten Ergebnisse sollten durch

Expressionsanalysen (real-time QPCR) bestatigt und erganzt werden.

Chemokine sind praktisch bei allen Erkrankungen des ZNS stark hochreguliert. Zu den Liganden des
Chemokin-Rezeptors CXCR3 gehéren CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13 und CCL21. CXCL13
kann als Ligand von CXCR3 und CXCR5 theoretisch die Migration von T- und B-Zellen induzieren, die
aber, wie bereits erwahnt, bei einer Scrapie-Infektion im Gehirn nicht auftritt. Der Rezeptor CXCR3
wird jedoch im ZNS von Mikroglia, Astrozyten und Neuronen exprimiert, was darauf hinweist, dass
neben einer moglichen Beteiligung an der Einwanderung von Lymphozyten in das ZNS, CXCR3-
Liganden bei der Kommunikation zwischen Glia bzw. zwischen Glia und neuronalen Zellen auch eine
Rolle spielen konnten. Das derzeitige Verstandnis der Funktion von CXCR3-Liganden im ZNS ist,
insbesondere was die Kommunikation zwischen Glia bzw. Glia und Neuronen betrifft, bestenfalls als
luckenhaft zu bezeichnen. Die Funktion der CXCR3-Liganden im ZNS ist mdglicherweise nur zu
verstehen, wenn angenommen wird, dass verschiedene CXCR3-Liganden die verschiedenen
Rezeptor-exprimierenden  Zelltypen  (Mikroglia, = Astrozyten, Neuronen sowie eventuell
Oligodendrozyten) unterschiedlich adressieren. Andernfalls ist eine Situation in der Mikroglia,
Astrozyten und Neuronen den Rezeptor CXCR3 exprimieren und gleichzeitig grolle Mengen an
CXCR3-Liganden sezerniert werden, nur schwer zu erklaren. Die Rolle der CXCR3-Liganden bei der
Aktivierung von Glia und der chronischen Neurodegeneration bedarf daher weiterer Untersuchungen,
nicht zuletzt um zu kléren, ob CXCR3 ein potentielles Ziel fur eine therapeutische Intervention bei
chronisch neurodegenerativen Erkrankungen darstellt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll mithilfe von Expressionsstudien im Gehirn uninfizierter und Scrapie-
infizierter Mause die Rolle von CXCL13, das wahrend der Scrapie-Pathogenese friihzeitig und stark
hochreguliert wird, untersuchen werden. Des Weiteren sollen CXCL13-transgene Mause generiert und
molekularbiologisch sowie immunhistologisch charakterisiert werden. Weiterhin soll untersucht
werden, ob die konstitutive, astrozytare Uberexpression von CXCL13, die durch die Verwendung
eines GFAP-Promotors erreicht werden soll, den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen

beeinflusst.

Die Untersuchungen zur Aufkldrung der Rolle und Funktion von Scavenger Rezeptoren und
Chemokinen wahrend der Scrapie-Pathogenese sollen zu einem besseren Verstéandnis der TSE-

Pathogenese flihren.
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2 Material

2.1 Allgemeine Materialien und Bezugsquellen

2.1.1 Versuchstiere

C57BI/6-Méause Bundesinstitut fur Risikobewertung, Berlin,
sowie Weill Medical College of Cornell Universitiy, New York,
USA
SR-A-defiziente Mause Weill Medical College of Cornell Universitiy, New York, USA
CD36-defiziente Mause Weill Medical College of Cornell Universitiy, New York, USA
CD36/SR-A-defiziente Mause Weill Medical College of Cornell Universitiy, New York, USA
CXCL13-transgene Mause eigene Zucht

Die C57BI/6-Maus-Linie aus den USA sowie die SR-A bzw. die CD36-defizienten Mause sind alle von
den CD36/SR-A-defizienten Mause durch Kreuzung mit C57BI/6 abgeleitet, und wurden dann von Dr.
M. Febbraio als eigene Linien weitergefihrt. Die urspriingliche CD36/SR-A Linie war bereits Uber 6
Generationen auf C57BI/6 rickgekreuzt. Sie besitzen also alle den gleichen genetischen Hintergrund
von C57BI/6. Gleiches gilt auch fir die CXCL13-transgenen Mause.

2.1.2 Scrapie-Stamm

Fir die Infektionsversuche wurde der Erregerstamm 139A verwendet (zur Verfligung gestellt von R.H.
Kimberlin, Edinburgh/UK) (Pattison and Jones, 1968).

2.1.3 Zelllinien

Fir die Transfektionen wurde ausschlieRlich die humane Glioblastoma-Zelllinie SNB-19 verwendet
(Gross et al., 1985).

2.1.4 E.coli-Stamme

Fir samtliche Klonierungen wurden TOP10 Shot® Electrocomp™ E. coli (Invitrogen) verwendet.
Diese Zellen enthalten folgende genetische Marker:

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 D(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str) endAl nupG.



Material

2.1.5 Chemikalien

Aceton

Agarose

Ameisensaure (98-100%)
Ammonium Nickel(ll) Sulfat
Bovines Serum Albumin

Brij 35-L6ésung
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP)
Casein

Chloroform
Citronensaure-Monophosphat
Dietylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylformamid (DMF)
3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Eosin G

Esel-Normalserum

Essigsaure

Ethanol

Fetales Kéalberserum
Ethidiumbromid

Formaldehyd

Glycerin

Guanidiniumthiocyanat
Hefeextrakt

Isopropanol

Magermilchpulver
2-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Life Technologies, San Fransisco/USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Chroma, Kéngen
Dianova, Hamburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

TSI, Zeven

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Taufkirchen
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhypochlorid

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
Paraffin

Pepton

Sephadex-G25
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tissue freezing medium

Tris

Trizol

Tween 20
Wasserstoffperoxid

X-Gal

Xylol

2.1.6 Fertigkits

Dneasy Tissue Kit

DuoSet ELISA Development System
mouse I-TAC/CXCL11

First-Strand cDNA Synthese-Kit
Megaprime DNA-labelling Kit
RNeasy Protect Mini Kit

TOPO TA Cloning Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen Plasmid Maxi Kit

Quantikine mouse BLC/BCA-1 ELISA

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit/USA
Pharmacia, Freiburg
Gibco BRL, Eggenstein
Jung, Nussloch

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Leek/NL
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

R&D Systems, Wiesbaden

Amersham Pharmacia, Braunschweig

Amersham Pharmacia, Braunschweig

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

R&D Systems, Wiesbaden
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2.1.7 Enzyme und Proteine

BLC (M-17) Blocking peptide
CIP

DNase |

Klenow-Fragment
Lipofectamine™ 2000
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Recombinant murine GM-CSF
RNase A

T4-DNA-Ligase

Uracil-N-Glycosylase

2.1.8 Sonstige Materialien

8 well Platten (PET Blot)
Blotting Papier
Dako-Pen
Deckglaschen
Development Folder
Dynabeads

DPX (Eindeckmedium)
Einbettkassetten
Falcon-Roéhrchen
Glaswaren
Histokinetten
Nitrocellulosemembran
Objekttrager

Optische Deckel fir TagMan-PCR

Optische Rohrchen fur TagMan-PCR

Santa Cruz, Santa Cruz/USA

New England Biolabs GmbH, Schwalbach
Ambion, Huntingdon/UK

Amersham Pharmacia, Braunschweig
Invitrogen, Karlsruhe

Boeringer, Mannheim

New England Biolabs GmbH, Schwalbach
Peprotech, Rocky HillUSA

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

USB Corp., Cleveland/USA

Nunc, Roskilde/DK

Schleicher & Schiill, Dassel

Dako, Carpintera/USA

Roth, Karlsruhe

Tropix, Bedford/UK

Dynal Biotech ASA (Invitrogen), Oslo/Norwegen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen

Schott, Mainz

Leica, Solms

Bio-Rad, Richmond/USA

Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City/USA

Applied Biosystems, Foster City/USA
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PCR-Pipettenspitzen mit Aerosolschutz
PCR-Reaktionsgefalie

Pipettenspitzen

PVDF-Membran

Reaktionsgefalie

Sarstedt-Réhrchen

Sterile Spritzen und Kandlen

Zellkultur Flaschen

Zellkultur Testplatten

2.2 Puffer und Lésungen

Biozym, Hess. Oldendorf
Biozym, Hess. Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Millipore, Bedford/UK

Neolab, Heidelberg

Sarstedt, Nurnberg

Braun, Melsungen

TPP AG, Trasadingen/Schweiz

TPP AG, Trasadingen/Schweiz

2.2.1 Selbsthergestellte Puffer und Losungen

Ampicillin Lésung
Assay-Puffer (pH 9.5)
Blotpuffer

Citrat-Puffer (pH 6.0)

DNA-Auftragspuffer

FKS/PBS (10%), 100ml|
Kanamycin Lésung
Laemmli-Elektrophoresepuffer

Lysis-Puffer WB

NTM

PBS (pH7.2), 10x

Proteinase K Puffer
Stoplésung
TAE-Puffer

TBS

10 mg/ml Ampicillin (1:500 verdinnt)
100 mM Tris; 100 mM NacCl
48 mM Tris; 38 mM Glycin: 0,037% SDS

1,8 mM Citronensaurelésung, 8,2 mM Na-

Citratlosung

10 ml FKS, 90 ml PBS

10 mg/ml Kanamycin (1:400 verdiinnt)

250 mM Tris/HCI; 1%SDS; 1,92 M Glycin

10 mM Tris/HCL (pH 7,5); 100 mM NaCL; 10 mM

EDTA; 0,5 % Triton-X 100; 0,5 % Na-deoxcholat

100 mM Tris/HCI (pH 9,5); 100 mM NacCl,
50 mM MgCl,

137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8 mM Na,HPOy; 1,5
mM KH,PO,
10 mM Tris; 100 mM NacCl; 0,5 % Brij 35

20 mM EDTA/TBS
0,04 M Tris; 0,001 M EDTA

50 mM Tris; 1 M NacCl
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TBST TBS; 0,00% (w/v) Tween20
TNE-Puffer 50 mM Tris/HCL (pH 7,5); 150 mM NaCL; 5 mM
EDTA

2.2.2 Fertiglésungen

Blot-Transfer-Puffer Ambion, Huntingdon/UK
Denaturierungs-Gel-Puffer (10x) Ambion, Huntingdon/UK
DNA-Langenstandard 100bp Invitrogen, Leek/NL
DNase-Puffer (10x) Ambion, Huntingdon/UK
Formaldehyd-Load-Puffer Ambion, Huntingdon/UK
Formaldehydlésung 4%; phosphatgepuffert Roth, Karlsruhe
Glycergel Dako, Carpinteria/lUSA
Hybridisierungspuffer (10x) Ambion, Huntingdon/UK
Mayers Hamalaunlésung Merck, Darmstadt

MOPS (10x) Ambion, Huntingdon/UK
PCR Master Mix Promega, Madison, USA
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL, Eggenstein
Phusion Master Mix New England Biolabs GmbH, Schwalbach
SYBR-Green Master Mix Stratagene, La Jolla/USA
Trypsin Sol 0,25 % Gibco BRL, Eggenstein
Wash Solution Ambion, Huntingdon/UK

2.3 Antikorper, Konjugate und Substrate

AEC Dako, Carpinteria/lUSA
Anti-4H11 Pers. Mitteilung
Anti-6H4 Prionics, Planegg-Martinsried

Anti-AR 1-40 Chemicon, Temecula/USA
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Anti-AR 1-42

Anti-BLC (M-17)
Anti-CD36 (V-19)
Anti-Galektin-3
Anti-GFAP

Anti-GFAP Cy3
Anti-lba-1

Anti-SRA (A-20)
BCIP-Farbeldsung (4ml)
CDP-Star

DAB (3,3 Diaminobenzidine)
EaK-Bio

Eaz-Bio

EaZ-Cy2

ICSM-18

NBT-Farbelésung (4ml)

Streptavidin horseradish peroxidase conjugate

Thioflavin

ZaM-AP

2.4 Medien

2.4.1 Medien zur Kultivierung von E.coli

LB Medium (pH 7.5)
LB Agar

SOC

Chemicon, Temecula/USA
Santa Cruz, Santa Cruz/USA
Santa Cruz, Santa Cruz/USA
Abcam, Cambridge/UK

Dako, Carpinteria/USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Wako, Neuss

Santa Cruz, Santa Cruz/USA
0,1 g BCIP; 4 ml DMF

Tropix, Bedford/USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham, Little Chalfont/UK
Amersham, Little Chalfont/UK
Dianova, Hamburg

Pers. Mitteilung

0,2 mg Nitro Blue Tetrazolium; 2,8 ml DMF; 1,2

ml Ethanol

Amersham, Little Chalfont/UK
Sigma-Aldrich, Steinheim

Dako, Carpinteria/USA

10 g Pepton/Trypton; 10 g NaCl; 5g Hefeextrakt

wie LB Medium: 1,5 % Agar

Invitrogen, Leek/NL
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2.4.2 Medien zur Kultivierung von SNB19-Zellen

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium Gibco BRL, Eggenstein
(D-MEM)

2.4.3 Medien zur Kultivierung von Follikularen Dendritischen Zellen (FDC’s)

RPMI-1640 Sigma-Aldrich, Steinheim

2.5 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

pCR2.1-TOPO Invitrogen, Karlsruhe
pEGFP-1/GFAP Pers. Mitteilung H. Kettenmann
pEGFP-N1 Clontech, Mountain View/USA
pBLC400v Eigenes Konstrukt

pBLC400u Eigenes Konstrukt

pBLC600v Eigenes Konstrukt

pBLC600u Eigenes Konstrukt

2.6 Oligonukleotid-Primer

Alle Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert und geliefert.

Primer zur Herstellung der Konstrukte:

TB1 5-GAT CGA TCG AGG ATC CGA GCT AAA GGT TGA Amplifizierung der murinen
ACT CCA CCT C-3 CXCL13-Sequenz; Einbringen
einer BamHI-Schnittstelle
TB2 5-GAT CGA TCG AGG ATC CGA GCT AAA GGT Amplifizierung der murinen
TGA ACT CCACCT CCAGCC ACCATG AGG CTC CXCL13-Sequenz; Einbringen
AGC ACA GCA ACG CTG C-3' einer BamHI-Schnittstelle und
einer modifizierten Kozak-
Sequenz
TB3 5-GAT CGA TCG AGC GGC CGC GAA CAT ATC TAA  Amplifizierung der murinen
AAT TCA GAG CAG G-3’ CXCL13-Sequenz; Einbringen

einer Notl-Schnittstelle;
verkirzte 3’'UTR
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TB4

5-GAT CGA TCG AGC GGC CGC CAA CGG AGC

TTG AGC ATT CCC TCT C-3

TBS

TB6

TB7

TB8

TB9

[3-Aktin

hin

[3-Aktin

rick

5’-CAT CGC CAG TCT AGC CCACT-3

5'-GAA CAT ATC TAA AAT TCA GAG CAG G -3’

5-CCT CTA CAAATG TGG TAT GGC TG-3'

5-TTC TAG GCC TGT ACG GAAGTG TTAC-3

5-CAC TGC ATT CTAGTT GTG GTT TGT CC-3

5-CGC TCG TTG CCA ATA GTG AT-3

5'-AAG GCC AAC CGT GAA AAG AT-3

Primer flr die quantitative real-time PCR:

GFAP

GAPDH

Galektin-3

Iba-1

CXCL13

(BLC)

CXCL13 2
(BLC)

hin

rick

hin

rick

hin

rick

hin

rick

hin

rick

hin

rick

5-GCG GGA GTC GGC CAG TTACC-3
5-GAC CTC ACC ATC CCG CAT CT-3

5-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’
5-TCC ACCACCCTGTTG CTG TA-3’

5-GCT GCT GGC CCT TAT GGT GT-3
5-CAA AGG GGA AGG CTG ACT GT-3

5'-GCT GAA GGC CCA GCA GGA AG-3’
5-GCT GAA CGT CTC CTC GGA GC-3’

Amplifizierung der murinen
CXCL13-Sequenz; Einbringen
einer Notl-Schnittstelle
Kontrolle der Transformanden;
Typisierung der transgenen
Mause

Kontrolle der Transformanden
Typisierung der transgenen
Mause

Sondenherstellung fiir Northern
von CXCL13-Expression
Sondenherstellung fir Northern
von CXCL13-Expression
Sondenherstellung fir Northern
von [3-Aktin-Expression
Kontrolle der cDNA

Sondenherstellung fiir Northern
von 3-Aktin-Expression
Kontrolle der cDNA

5'-GAG GCT CAG CAC AGC AAC GCT GC-3'
5-GGA GCT CTT CTC TTACTC ACT GG-3

5-GAA GCC CAT TAC ACAAAC TT-3
5-GGG CGT AAC TTG AAT CCG AT-3
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CXCL10 Hin
(IP-10) rick
CXCL9 hin
(Itac) rick

Lysozym-M hin

5-AAG TGC TGC CGT CAT TTT CT-3
5'-ATA ACC CCT TGG GAA GAT GG-3

5-GCT GCG ACA AAG TTG AAG TGA-3
5-GTT TTA CTA CAC ACA GAG ATG C-3

5-GGG AAA CAG CAG TCG TGT G-3

ruck 5'-CTG GGA ACA TCC TCT CAA GG-3
CCL3 hin 5-ACT GCC CTT GCT GTT CTT CT-3
(MIP-1a) ruck 5'-CTG CCG GTT TCT CTT TAG TCA-3
OAS hin 5-GGT CTC TGA GCT TCA AGC TGA G-3’

ruck 5'-TAC TGT GGA GGC AAT GGC TTC-3
RAGE hin 5'-TCC CGA TGG CAA AGA AAC AC-3

ruck 5'-TGG GCA GAG ATG GCA CAG GT-3
CCL5 hin 5'-TGC CCA CGT CAA GGA GTATT-3
(Rantes) ruck 5'-CAG GAC CGG AGT GGG AGT A-3
2.7 Gerate
Name Bezugsquelle

Blotkammer, Giel3vorrichtung, Power Supply
Digitalkamera

Einbettautomat

Elektrophoresekammer, Giel3vorrichtung, Power
Supply

Elektrotransformationsgerat
Entwéasserungsautomat

Feinwaagen

Histokinetten

Hybridisierungsofen

Kryostat

BioRad, Richmond/USA
Zeiss, Jena
Mikrom, Walldorf

BioRad, Richmond/USA

BioRad, Richmond/USA
Leica, Solms

Sartorius, Gottingen
Leica, Solms

Heraeus, Hanau

Mikrom, Walldorf



Material

26

Lichtmikroskop
Magnetic Immunostaining Trays
Magnetriihrer
Mikroskop

Mikrowelle

Multipette

Real Time PCR Cycler
Schlittenmikrotom
Spectrophotometer
Stereomikroskop
Thermocycler
Thermoschuttler
Tischzentrifugen
Trockenschranke
Ultra-Turrax
Vortex-Mixer
Wasserbad

Zentrifugen

Zeiss, Jena

Cellpath, Newton/UK
IKA, Staufen

Zeiss, Jena

Sharp, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Stratagene, La Jolla/USA
Mikrom, Walldorf
Amersham, Little Chalfont/UK
Leica, Solms

Biometra, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

IKA, Staufen

Neolab, Heidelberg
Vogel, Oostsingel/NL

Heraeus, Hanau
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3 Methoden

3.1 SicherheitsmalRnahmen beim Umgang mit infektiosem Material

Der Scrapie-Erreger wird der Risikogruppe 2 zugeordnet. Es gibt keinerlei Hinweise darauf, dass
Scrapie auch humanpathogen ist. Es wurde in allen Laboren Schutzkleidung getragen. Bei Arbeiten
im Tierstall und im Histologiebereich sowie bei Arbeiten mit hoch infektiGsem Material wurden
spezielle, autoklavierbare Schutzkittel getragen. Beim Schneiden mit Mikrotom und Kryotom wurden
Unterhandschuhe aus schnittfester Faser, schnitt- und stichfeste Nitrilhandschuhe, sowie eine OP-
Maske getragen. Glaswaren und Einwegmaterialen wurden in getrennten Edelstahleimern autoklaviert
(134 °C; 1 h; 3,3 bar). Die Desinfektion hitzelabiler, wiederverwendbarer Gegenstande erfolgte Uber
Nacht in 0,3 M NaOH und 2 % SDS. Kontaminierte Flachen wurden mit 2 M NaOH (1 h Einwirkzeit)

desinfiziert.

3.2 Tierversuch

3.2.1 Tierhaltung

CD36/SRA-Knockout-Méause, alters- und geschlechtsgleiche Kontrollméause (C57BIl/6-Mause), sowie
CXCL13 transgene Mause und ihre Wurfgeschwister wurden im Robert Koch-Institut in einem
klimatisierten Tierstall bei 20 °C und einem zwdlfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Nahrung
und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Der Gesundheitszustand wurde regelmaiiig
durch veterindrmedizinische Kontrollen Gberwacht, wobei die Tiere auf verschiedene Viren, Bakterien
und Parasiten getestet wurden. Somit konnte sichergestellt werden, dass die Tiere frei von anderen

Infektionen waren.

3.2.2 Infektion, Diagnostik und T6tung der Versuchstiere

Fur die Infektion wurden 5-6 Wochen alte MAuse verwendet. Sie wurden intracerebral (i.c.) und
intraperitonal (i.p) mit verschiedenen Infektionsdosen (10" bzw. 10®°) eines zehnprozentigen
Hirnhomogenats infiziert. Das Hirnhomogenat stammte aus einem Pool terminal erkrankter Mause, die
mit dem Scrapie-Stamm 139A (zur Verfiigung gestellt von R.H. Kimberlin, Edinburgh/UK) infiziert
waren. Es wurden jeweils 20 pl des Hirnhomogenats gespritzt. Die Tiere wurden zweimal wdchentlich
auf das Auftreten typischer Scrapie-Symptome untersucht. Hierzu wurden folgende Kriterien fir die
klinische Diagnostik zugrunde gelegt: Verhalten (Apathie und Nervositat), Konstitution
(Gewichtsverlust und Beschaffenheit des Fells) und Bewegungsstorungen (Ataxie). Ein Teil der
infizierten Tiere wurde bereits zu einem friihen Zeitpunkt, 125 Tage nach der Infektion, getétet. Dieser
Zeitpunkt entsprach einem klinisch asymptomatischen Krankheitsstadium. Die restlichen Tiere wurden
jeweils bei Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums getotet. Dieser Zeitpunkt wurde erreicht,
wenn aufgrund der klinischen Symptomatik mit dem Tod der Tiere innerhalb der nachsten 48 h zu

rechnen war. Dazu z&hlten ein starker Gewichtsverlust, eine Hinterbeinladhmung und vdllige
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Bewegungslosigkeit. Die Tétung erfolgte durch Genickbruch. Nach der Entnahme der Gehirne und
Milzen fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden die Tierkérper obduziert, um maogliche
Veranderungen anderer Organsysteme feststellen zu kénnen. Die Entnahme der Organe erfolgte
unmittelbar nach der Tétung. Je nach Verwendungszweck wurden sie unterschiedlich fixiert (siehe
Punkt 3.3.1).

3.2.3 Statistik

Die statistischen Unterschiede bei den Uberlebenszeiten zwischen den einzelnen Gruppen wurden
mithilfe des ,logrank test* ermittelt. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse ab einem Wert von p
< 0,05 bewertet.

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Gewebefixierung

Nach der Entnahme der Organe wurden sie je nach Verwendungszweck unterschiedlich fixiert. Eine
Fixierung des Gewebes ist notwendig, um eine postmortale Veranderung des Gewebes zu verhindern.
Die hierfiir verwendeten Fixierungslésungen verhindern zum einen die Autolyse durch Inaktivierung
lysosomaler Enzyme. Zum anderen wird durch sie das Wachstum von Faulnisbakterien und
Schimmelpilzen unterbunden, die verfallsartige Veranderungen verursachen (Verwesung). Zugleich
stabilisieren Fixative Zellen und Gewebe (Strukturfestigung), so dass diese vor mechanischen
Verletzungen wahrend der Gewebeverarbeitung und des Farbeprozesses geschitzt sind.

Gewebe, die fur Paraffinschnitte vorgesehen waren, wurden zunéchst fir 24 Stunden bei 4 °C in einer
4 %-igen phosphatgepufferten Formaldehydldsung fixiert. Danach wurden sie fiir mindestens 48 h in
eine 2 %-ige Formaldehydlésung uberfihrt. Schliel3lich wurden sie in Einwegkassetten gegeben und
fur 4 h in 70 %-igem Ethanol inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Gewebeentwasserung und die
Einbettung der Gehirne in Paraffin. Hierflr wurden die Organe in einer Paraffinausgiel3station mittels
einer Histokinette und der umgedrehten Einwegkassette in schnittfahige Paraffinblocke gegossen.

Fur Gefrierschnitte bestimmtes Gewebe wurde direkt nach der Enthahme in Férmchen (Kryomoulds)
mit TissueTak Uber flissigem Stickstoff zu schnittfahigen Blocken gefroren, die anschlieRend bei —80
°C gelagert wurden.

Gewebe, das fur den Western Blot oder zur RNA-Isolierung vorgesehen war, wurde sofort nach der

Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschliel3end bei —80 °C gelagert.

3.3.2 Anfertigung von Gewebeschnitten

Paraffinschnitte wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms bei einer Schnittdicke von 6 um in
horizontaler Schnittrichtung bei Raumtemperatur angefertigt. Die Schnitte wurden zum Strecken in ein
50 °C warmes Wasserbad Uberfiihrt und auf Objekttrager aufgezogen. Bei den Objekttragern handelte

es sich um silanisierte bzw. speziell beschichtete Objekttrager (SuperFrostPlus), um ein spéateres
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Abldsen der Gewebeschnitte von den Objekttragern zu verhindern. Die Schnitte wurden Uber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank getrocknet. Fiir den PET-Blot vorgesehene Paraffinschnitte wurden auf
zugeschnittene Nitrocellulosemembranen aufgezogen und sofort bei 60 °C inkubiert. Sie wurden 1-2
Tage bei dieser Temperatur getrocknet.

Kryoschnitte wurden mit Hilfe eines Kryotoms bei einer Schnittdicke von 8 um in vertikaler
Schnittrichtung bei —20 °C angefertig. Mithilfe eines Streckplattchens wurden die Schnitte bereits beim
Schneidevorgang geglattet. AnschlieBend wurden sie auf spezielle Objekttrager (SuperFrostPlus,
StarFrost) aufgezogen und fiir 10 min bei RT inkubiert. So konnten die Schnitte antrocknen, bevor sie
fur 10 min in —20 °C kaltem Aceton fixiert wurden. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte fur 1 h

bei RT getrocknet und danach bis zu ihrer Verwendung bei —20 °C gelagert.

3.3.3 ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex)

In der Immunhistochemie wird die ABC-Methode, die zu den indirekten histologischen
Nachweismethoden zahlt, meist der direkten Methode mit einem konjugierten Primarantikdrper
vorgezogen, da sie weitaus sensitiver ist. Durch Verwendung eines Sekundarantikérpers kdnnen viel
mehr Enzymmolekile mit verschiedenen Epitopen des Priméarantikérpers reagieren, wobei das Signal
verstarkt wird (mehr Enzymmolekile binden am Ort des Antigens).

Die ABC-Methode nutzt auflerdem die starke Bindungsaffinitdt des Glykoproteins Avidin oder
Streptavidin zum Vitamin Biotin. Die freien Bindungsstellen des Biotins werden durch das Avidin des
anschlieBenden Peroxidasekomplexes gebunden.

Die Methode sieht vor, dass zunachst das darzustellende Antigen im Gewebe durch den
unkonjugierten Primarantikdrper erkannt und gebunden wird.  Anschlielend wird ein Biotin-
gekoppelter Zweit- bzw. Sekundarantikérper aufgetragen, der gegen den Primérantikbrper gerichtet
ist. Durch eine darauffolgende Inkubation mit einem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, der an
das Biotin des Sekundarantikdrpers bindet, kann das Antigen sichtbar gemacht werden. Das Enzym
Peroxidase des Komplexes ermdglicht mit 2,3-Amino-9-Ehtylcarbazol (AEC) oder 3,3
Diaminobenzidine (DAB) als Substratchromogen eine Farbung. AEC bildet ein rosenrotes Endprodukt,
das in Alkohol 8slich ist. Daher wird das Praparat mit einem wassrigen Eindeckmedium (Aquatex)
eingedeckelt. AEC ist leider empfindlich gegentber fortschreitender Oxidation und starker
Lichteinwirkung. Es bleicht mit der Zeit aus, deshalb wird es im Dunkeln gelagert. DAB hingegen flhrt
zu einem braunen Endprodukt und ist stark unldslich in Alkohol und anderen organischen

Lésungsmitteln. Daher kénnen die Schnitte entwassert und mit DPX eingedeckelt werden.

3.3.4 Verwendung von Fluoreszenz-Antikérpern

Fur Fluoreszenz-Farbungen werden Sekundarantikorper verwendet, die mit einem Fluorchrom
gekoppelt sind. Carbocyanine sind hierfir am besten geeignet. Zum einen gibt es das Carbocyanin
Cy2, das grin fluoresziert. Es besitzt eine starke Leuchtintensitdt und gegeniber anderen
Fluorchromen weist es eine sehr gute Langzeitstabilitat auf. Sein Exzitationsmaximum liegt bei 490
nm und sein Emissionsmaximum bei 508 nm.
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Indocarbocyanin Cy3 ist ebenfalls ein leuchtintensives und photostabiles Fluorchrom, das rot
fluoresziert. Die relativ hydrophilen Cy3 konjugierten Nachweisreagenzien zeigen kaum unspezifische
Bindungen an biologische Gewebe. Sein Exzitationsmaximum liegt bei 550 nm und es weist ein
Emissionsmaximum von 570 nm auf.

Fur die gleichzeitige Detektion zweier verschiedener Antigene im gleichen Gewebe sind Carbocyanin-
Doppelmarkierungen eine geeignete Methode. Hierbei wird das Gewebe mit einem Cocktail aus zwei
Priméarantikdrpern verschiedener Wirtsspezies inkubiert und anschlieBend folgt eine Inkubation mit

nicht kreuzreaktiven fluorchromierten Sekundarantikérpern zur zeitgleichen Visualisierung.

3.3.5 Verwendung von Thioflavin-S

Thioflavin-S ist ein fluoreszierender Farbstoff, der aus einer Mischung von Komponenten besteht, die
aus der Methylierung von Dehydrothiotoluidin mit Sulfin-Saure resultiert. Es wird verwendet, um
Amyloid-Plaques zu visualisieren.

Das extrinsische Fluorphor ist in der Lage Uber kovalente oder nicht-kovalente Wechselwirkungen an
bestimmte Bereiche von Proteinen zu binden, so auch an die [-Faltblattstrukturen des Amyloids.
Zudem kommt es zu einem Fluoreszenzanstieg, wenn es an die fibrillare Form von Proteinen bindet,
wodurch man eine direkte Ubersicht tber das Wachstum fibrillarer Plaques bekommt. Wenn
Thioflavin-S bindet, erfahrt es eine charakteristische Verlagerung seines Exzitationsspektrums von

120 nm. Sein Emissionsmaximum liegt dann bei 482 nm.

3.3.6 Hamalaun-Eosin(HE)-Ubersichtsfarbung

Die Hamalaun-Eosin-Farbung dient zur Ubersichtsfarbung von Geweben. Sie kann verwendet werden,
um die spongiformen Veranderungen des Gewebes zu beurteilen. Bei dieser Farbung werden durch
das Hamalaun alle basophilen Gewebebestandteile wie z.B. das Chromatin der Zellkerne blau
angefarbt. Eosin hingegen farbt das Zytoplasma und die Interzellularsubstanz rot an.

Die Schnitte wurden jeweils zweimal fir 5 min in Xylol und Aceton entparaffiniert und in A. dest.
gespult. Die Farbung mit Hamalaun erfolgte fir 1 min, nach mehrmaligem Spiilen in Leitungswasser
wurde fur 3 min mit Eosin gegengefarbt. Die Schnitte wurden fir 10 min in Leitungswasser geblaut,

anschlieBend jeweils zweimal fur 1 min in Aceton und Xylol dehydriert und mit DPX eingedeckelt.

3.3.7 Immunhistochemische Farbemethoden an Paraffinschnitten

3.3.7.1 Nachweis aktivierter Astrozyten (GFAP)

Aktivierte Astrozyten exprimieren auf der Oberflache ihrer Zellfortsatze das gliare fibrillare saure
Fasterprotein (glial fibrillary acidic protein — GFAP), das mit Hilfe eines aus dem Kaninchen
gewonnenen Antikdrpers nachgewiesen werden kann.

Die Schnitte wurden zunadchst entparaffiniert (3.3.6). Nach der Blockierung endogener

Peroxidaseaktivitat mit einem 1 %-igen H,O,/Methanol-Gemisch fiir 20 min, wurden die Schnitte 5 min
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in A. dest. gewaschen. Anschlie3end wurden sie 30 min mit 10 %-igem FKS/PBS geblockt. Es folgte
eine Inkubation mit dem Primarantikérper anti-GFAP (Verdinnung 1:1000 in 10 % FKS/PBS) fir 1 h
bei 37 °C. Die Schnitte wurden danach 2 x fir 5 min mit PBS gewaschen und schlief3lich fur eine
weitere Stunde bei RT mit dem Sekundarantikdrper anti-Kaninchen (Verdinnung 1:100 in 10 %
FKS/PBS) inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS und der Zugabe des Streptavidin-
HP-Konjugates fur 1 h bei RT (Verdinnung 1:100 in 10 % FKS/PBS), erfolgte die Farbung mit DAB fiir

3 min. Die Schnitte wurden mit Hamalaun gegengefarbt, dehydriert und mit DPX eingedeckelt.

3.3.7.2 Nachweis aktivierter Mikroglia (Iba-1)

Fur vergleichende immunhistochemische Analysen von aktivierten Mikroglia wurde der anti-lba-1-
Antikdrper verwendet (ionized calcium binding adapter molecule).

Die Schnitte wurden zunachst entparaffiniert (3.3.6). Es folgten zwei Waschschritte mit TBST fur 5
min. AnschlieBend wurde die Peroxidaseaktivitat mit einem 1 %-igen H,O,/Methanol-Gemisch fur 20
min blockiert. Zwei Waschschritte fur jeweils 5 min in TBST schlossen sich an, bevor die Schnitte fur
30 min bei RT in 10 %-igem FKS/TBST geblockt wurden. Schlie3lich folgte die Inkubation mit dem
Primarantikorper anti-lba-1 (Verdinnung 1:500 in 10 % FKS/TBST) UN bei 4 °C. Nach erneuten
Waschschritten wurden die Schnitte mit dem Sekundérantikoérper anti-Kaninchen (Verdiinnung 1:100
in 10 % FKS/TBST) 90 min bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end folgten zwei Waschschritte und die
Zugabe des Streptavidin-HP-Konjugates fur 1 h bei RT (Verdinnung 1:200 in 10 % FKS/TBST). Die
Farbung erfolgte mit DAB fiir 3 min nachdem die Schnitte diesmal 2 x 10 min mit TBST gewaschen
wurden. AnschlieRend konnten sie mit Hamalaun gegengefarbt, dehydriert und mit DPX eingedeckelt

werden.

3.3.7.3 Paraffin-Embedded Tissue Blot (PET-Blot)

Die PET-Blot Methode dient zum Nachweis von PrP*°. Sie ermoglicht eine genaue Differenzierung
zwischen den beiden Protein-Formen PrP*® und PrP®, zwischen denen kommerzielle Antikorper
bislang nicht unterscheiden kénnen. Durch die Behandlung der Gewebeschnitte mit dem Enzym
Proteinase K wird das zellulare PrP verdaut und so wird ausschlieRlich seine pathologische Isoform
PrP%® in der anschlieRenden immunhistochemischen Farbung detektiert. Die Gewebeschnitte werden
hierfir auf Nitrocellulosemembranen aufgezogen, wodurch sie den Proteinase K-Verdau
morphologisch sehr viel besser Uberstehen als auf Objekttragern. Fur die Durchfiihrung des PET-Blots
wurde ein modifiziertes Protokoll von Schulz-Schaeffer (Schultz-Schaeffer et al., 2000) verwendet.

Die Schnitte wurden fir die Entparaffinierung zunachst 2 x 5 min in Xylol und je 5 min in einer
absteigenden Isopropanolreihe (95 %, 80 %, 70 %, 50 %) inkubiert. AnschlieRend wurden sie 2 x 10
min in 0,1 % Tween 20/A. dest. permeabilisiert. Die Membranen wurden getrocknet, zugeschnitten
und in 8 well plates auf einen Schiittler Gberfuhrt, wo zunachst ein Waschschritt (3 x 10 min in TBST)
durchgefiihrt wurde. Es folgte ein Proteinase K-Verdau (25ug/ml Proteinase K-Puffer) fiir 2 h bei 55
°C, an den sich wiederum ein Waschschritt (3 x 10 min in TBST) anschlof3. Zur Denaturierung von
PrP>® wurden die Schnitte fur 10 min bei RT in 3 M Guanidin-Thiocyanat in Tris-Puffer inkubiert. Auf



Methoden 32

einen weiteren Waschschritt (3 x 10 min in TBST) folgte die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen in 0,2 % Casein/TBST fir 30 min bei RT. Die Inkubation mit dem Primarantikérper
6H4 (Verdinnung 1:5000 in 0,2 % Casein/TBST) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Nach einem
Waschschritt wurden die Schnitte 1 h bei RT mit dem konjugierten Zweitantikérper anti-Maus-AP
(Verdinnung 1:2000 in 0,2 % Casein/TBST) inkubiert. Es folgten ein Waschschritt (3 x 10 min in
TBST) und die Zugabe von NTM fur 2 x 10 min. Die anschlieRende Farbung wurde mit NBT/BCIP
durchgefuhrt (3-10 min bei Gehirnschnitten, 10-30 min bei Milzschnitten). Die Farbreaktion wurde mit
Stopldésung abgestoppt und die Schnitte 3 x kurz in A. dest. gespllt. Die Membranen wurden 1 h bei
55 °C getrocknet und zum Glatten zwischen zwei Objekttragern eingelegt. Diese wurden mit Tesafilm

zusammengeklebt und unter dem Stereomikroskop ausgewertet.

3.3.8 Immunhistochemische Farbemethoden an Kryoschnitten

3.3.8.1 Nachweis von CXCL13 (BLC) im ZNS

Um CXCL13 im ZNS nachzuweisen, wurde ein Primarantikérper von Santa Cruz gewahlt, der gegen
ein Peptid gerichtet ist, das am C-Terminus des murinen CXCL13 gelegen ist {BLC (M-17)}.

Die Kryoschnitte wurden zunéchst bei RT aufgetaut und mit PBS 5 min gewaschen. Anschlie3end
wurden sie fur 1 h mit 5 %-igem ENS/PBS geblockt. Die Inkubation mit dem Primarantikbrper anti-
CXCL13 (Verdiinnung 1:50 in 3% ENS/PBS) folgte UN bei 4 °C. Zwei Waschschritte schlossen sich
an, bevor die Schnitte mit dem Sekundérantikdrper EaZ-Cy2 (Verdiinnung 1:250 in 3 % ENS/PBS) 1 h
bei RT inkubiert wurden. Da es sich bei dem Sekundarantikbrper um einen Fluoreszenz-Antikérper
handelte, wurden die folgenden Schritte im Dunkeln durchgefiihrt, indem die Schnitte mit Hilfe einer
Styroporbox abgedeckt wurden. Nach erneuten Waschschritten wurden die Schnitte in PolyMount-
Medium eingedeckelt, das speziell fur Fluoreszenz-gefarbte Schnitte verwendet wird. Die Praparate

wurden im Dunkeln gelagert.

3.3.8.2 CXCL13-GFAP-Doppelmarkierung

Um eine Astrozyten-spezifische Expession von CXCL13 nachweisen zu kdnnen, wurde eine CXCL13-
GFAP-Doppelmarkierung durchgefihrt.

Sie wurde wie in 6.3.8.1 durchgefiihrt. Allerdings wurde beim Inkubieren mit dem Sekundarantikérper
zusatzlich der fluoreszierende Antikdrper anti-GFAP-Cy3 (Verdiinnung 1:1000 in 3 % ENS/PBS)
hinzugefligt. Dieser Primarantikdrper ist direkt an das Fluorchrom Cy3 gekoppelt. Somit konnte

anschlieBend eine zeitgleiche Visualisierung der Antigene erfolgen.

3.3.8.3 CXCL13-Thioflavin-Doppelmarkierung

Um eine mogliche Ko-Lokalisation von CXCL13 mit Amyloid-Plaques im Alzheimer-erkrankten Gehirn
feststellen zu kdnnen, wurde eine CXCL13-Thioflavin-Doppelmarkierung durchgefihrt. Thioflavin farbt
amyloide Fibrillen (6.3.5).
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Die Kryoschnitte wurden zunéchst bei RT aufgetaut, mit PBS 5 min gewaschen und 30 min in einem
0,3 %-igen H,O,/Methanol-Gemisch bei RT inkubiert. Nach zwei Waschschritten (2 x 5 min in PBS)
wurden sie fir 1 h mit 5 %-igem ENS/PBS geblockt. Die Inkubation mit dem Primarantikbrper anti-
CXCL13 (Verdiinnung 1:50 in 3% ENS/PBS) folgte UN bei 4 °C. Zwei Waschschritte (2 x 5 min in
PBS) schlossen sich an, bevor die Schnitte mit dem Sekundarantikbrper anti-Ziege (Verdinnung
1:150 in 3 % ENS/PBS) 1 h bei RT inkubiert wurden. Danach wurde erneut zweimal gewaschen und
anschlieend das Streptavidin-HP-Konjugat (Verdiinnung 1:100 in 3 % ENS/PBS) dazugegeben. Die
DAB-Farbung folgte nach erneuten Waschschritten (2 x 5 min in PBS) fur 3 min. Danach wurde
zunachst zweimal mit PBS und anschlieBend noch 1 x 3 min mit A. dest. gewaschen. Die Schnitte
wurden dann mit 1 % iger Thioflavin-S-Lésung (in A. dest.) fir 20 min bei RT inkubiert. In 85 %igem
EtOH folgte eine Differenzierung der Farbung fir 40 min bei RT. Die Proben wurden schlie3lich

gewassert und mit Aquatex eingedeckelt.

3.3.8.4 Nachweis von CD36 im ZNS

Um CD36 im ZNS nachzuweisen, wurde ein Prim&rantikbrper von Santa Cruz gewdhlt, der gegen ein
Peptid des N-terminalen Endes des humanen CD36 gerichtet ist {CD36 (V-19)}. Der Antikorper ist
aber auch fur die Detektion von CD36 aus Maus und Ratte geeignet.

Es wurde das gleiche Protokoll verwendet, dass auch fur die Farbung von CXCL13 benutzt wurde
(3.3.8.1). Die Antikérperverdiinnungen entsprachen denen fiir die CXCL13-Farbung.

Zusétzlich zur Fluoreszenzmarkierung wurde eine Detektion mithilfe von DAB durchgefihrt. Hierfur
wurde ein EaZ-Sekundarantikorper eingesetzt (Verdiinnung 1:250 in 3 % ENS/PBS , 1h, RT). Es
folgten zwei Waschschritte und die Zugabe des Streptavidin-HP-Konjugates fir 1 h bei RT
(Verdunnung 1:200 in 3 % ENS/PBS). Die Farbung erfolgte mit DAB fur 3 min nachdem die Schnitte
diesmal 2 x 10 min mit PBS gewaschen wurden. Anschlie3end konnten sie mit Hamalaun gegenfarbt,

dehydriert und mit DPX eingedeckelt werden.

3.3.8.5 CD36-GFAP-Doppelmarkierung

Um nachweisen zu kénnen, dass CD36 von Astrozyten im ZNS exprimiert wird, wurde eine CD36-
GFAP-Doppelmarkierung durchgefuhrt.

Sie wurde wie in 3.3.8.1 durchgefiihrt. Allerdings wurde beim Inkubieren mit dem Sekundarantikorper
zuséatzlich der fluoreszierende Antikdrper anti-GFAP-Cy3 (Verdinnung 1:1000 in 3 % ENS/PBS)

hinzugefugt. Somit konnte anschlie3end eine zeitgleiche Visualisierung der Antigene erfolgen.

3.3.8.6 Nachweis von SR-A im ZNS

Fir die Detektion von SR-A im ZNS, wurde ein Primarantikérper von Santa Cruz verwendet, der
gegen ein Peptid des N-Terminus des murinen SR-A ist. Er kann fiir die Detektion beider SR-A

Isoformen aus Maus und Ratte eingesetzt werden.
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Es wurde das gleiche Protokoll verwendet, dass auch fiir die Farbung von CD36 benutzt wurde

(3.3.8.4). Die Antikérperverdiinnungen entsprachen denen fiir die CD36-Farbung.

3.3.8.7 SR-A-GFAP-Doppelfarbung

Da nicht vollstandig geklart ist, von welchen Zellen SR-A im ZNS exprimiert wird, wurde eine SR-A-
GFAP-Doppelmarkierung durchgefiihrt, um eine eventuelle Astrozyten-spezifische Expession von SR-
A nachweisen zu kénnen.

Sie wurde wie in 3.3.8.1 durchgefiihrt. Allerdings wurde beim Inkubieren mit dem Sekundarantikdrper
zuséatzlich der fluoreszierende Antikdrper anti-GFAP-Cy3 (Verdinnung 1:1000 in 3 % ENS/PBS)

hinzugefugt. Somit konnte anschlie3end eine zeitgleiche Visualisierung der Antigene erfolgen.

3.3.9 Auswertungsmethoden fur Histologie und Immunhistochemie

Zur Auswertung der Farbungen wurde ein semiquantitatives Bewertungssystem angewendet. Mit Hilfe
eines Maushirnatlas (Franklin and Paxinos, 2002) wurden in den sagital geschnittenen Gehirnen 8
anatomische Regionen bestimmt: Kleinhirn, Hirnstamm, Medulla oblangata, Thalamus, Striatum,
Hippocampus, Cortex und Bulbus olfactorius). Jede dieser Regionen wurde lichtmikroskopisch bei
einer 400-fachen VergréRerung durchgemustert und der Schweregrad der Veranderung der
untersuchten Parameter (PrPSC—AbIagerung, Mikrogliose, Astrozytose, Vakuolisierung) bestimmt. Das
gleiche Verfahren wurde fir die PET-Blot-Schnitte mit Hilfe eines Stereomikroskops durchgeftihrt. Alle
Auswertungen wurden an anonymisierten Schnitten von mindestens zwei Personen unabhangig

voneinander durchgefthrt.

3.4 Molekularbiologische Methoden
3.4.1 Isolierung von Nukleinsauren

3.4.1.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli (analytischer und préparativer
Mafl3stab)

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen wurde das QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Es basiert auf der Verwendung von Silicagel-
Membranen, an die DNA in Anwesenheit von chaotropen Salzen bindet und von Verunreinigungen
gesaubert wird. Die hoch reine DNA kann dann mit Hilfe eines Puffers mit niedrigem Salzgehalt von
der Membran eluiert werden. Mit dieser Methode kann die unangenehme Phenol/Chloroform-
Extraktion vermieden werden. Fir die Praparation wurde zunéchst eine 3 ml UN-Kultur von E.coli
angeimpft. Hierfir wurde LB-Medium mit entsprechender Antibiotikakonzentration verwendet. Die
Kultur wurde bei 37 °C UN geschiittelt. SchlieRlich wurde sie am darauf folgenden Tag in einem
Reaktionsgefal? herunterzentrifugiert und das entstandene Pellet wurde im Lysis-Puffer resuspendiert.

Die nachfolgenden Schritte wurden gemaf dem Protokoll des Herstellers durchgeftihrt.
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Um Plasmid-DNA im quantitativen Mal3stab aus E.coli zu praparieren, wurde der Qiagen Plasmid Maxi
Kit (Qiagen) eingesetzt, der auf der Verwendung von Anionen-Austauscher-Saulen basiert. Die

Praparation erfolgte nach Herstellerangaben.

3.4.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Zur Isolierung von genomischer DNA von M&ausen wurden Schwanzbiopsien verwendet. Das Gewebe
wurde mit Proteinase K UN bei 55 °C verdaut und schlieRlich konnte aus dem entstandenen Lysat mit
Hilfe des DNeasy Tissue Kits (Qiagen) die genomische DNA isoliert werden. Es wurde das vom

Hersteller vorgesehene Protokoll verwendet.

3.4.1.3 Isolierung von RNA aus Gewebe

Die RNA wurde mit Hilfe der Trizol-Methode aus Gewebe isoliert. Das Trizol-Reagenz stabilisert bei
der Homogenisierung der Proben die RNA, wahrend Zellen und Zellbestandteile lysiert werden.

Die Organe, Gehirne oder Milzen, wurden mit 1 ml/100 mg Gewebe mit einem Ultra-Turrax fir 3 x 10
sec in einem 50 ml Falcon homogenisiert. Die Homogenate wurden anschliel3end fur 5 min bei 3000
rom und 4 °C zentrifugiert, um den entstandenen Schaum zu brechen. Nach vorsichtiger
Resuspendierung wurden die Proben auf Sarstedt-Réhrchen verteilt und nochmals fir 10 min bei
12000 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand in neue Sarstedt-Réhrchen
Uberfuhrt. Die Réhrchen wurden fiir 5 min bei RT inkubiert und schlieRlich mit 0,2 ml Chloroform/ml
Trizol-Ausgangsmenge versetzt. Die Ansétze wurden 15 sec in der Hand geschuttelt und 3 min bei RT
inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 15 min bei 12000 g und 4°C. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und in neue Sarstedt-Réhrchen Uberfihrt. Den Proben wurde darauf 0,5 ml
Isopropanol/ml Trizol-Ausgangsmenge zugesetzt und wieder fur 15 sec geschiittelt. Diesmal wurden
sie fur 10 min bei RT inkubiert und anschlieend fur 10 min bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml eiskaltem 75 %igem Ethanol gewaschen. Hierfiir
wurden die Proben 5 min bei 7500 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet bei 37 °C
getrocknet, um jegliche Alkoholreste zu entfernen. Danach wurde es in 50 ul 0,1 %igem DEPC/A. dest

gelést und bei -80 °C eingefroren.

3.4.2 Aufreinigung von RNA und cDNA-Synthese

3.4.2.1 Reinigung der Gesamt-RNA von genomischer DNA

Kontaminationen der Gesamt-RNA mit genomischer DNA kénnen bei RT-PCR-Analysen das Ergebnis
verfalschen. Um diese zu vermeiden, wurden Verunreinigungen durch das Enzym DNase | entfernt.

Je 20 ug Gesamt-RNA wurden nach Zugabe von 3 ul DNase | und 3 ul DNase-Puffer (10x) mit 0,1
%igem DEPC/A. dest. auf 30 pl aufgefillt und 45 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die

Proben auf Eis gestellt und weiter aufgereinigt.
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3.4.2.2 Aufreinigung der Gesamt-RNA

Um die Gesamt-RNA von Enzym- und Pufferresten sowie eventuellen Kontaminationen zu reinigen,
wurde das RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen) gemal den Herstellerangaben eingesetzt. Hierbei wurde
durch die Zugabe von Ethanol die selektive Bindung der Total-RNA an eine Silikagel-Membran
ermoglicht, wahrend Kontaminationen ausgewaschen wurden. Mit RNase-freiem Wasser wurde die

Gesamt-RNA aus der Membran eluiert.

3.4.2.3 cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA

Um Expressionsanalysen von der Gesamt-RNA machen zu kdnnen, wurde die Total-RNA mit Hilfe
einer reversen Transkriptase in einzelstrangige komplementéare DNA (cDNA) umgeschrieben, da fir
die normale PCR bzw. fir die quantitative RT-PCR DNA als Ausgangsmaterial bendétigt wurde. Die
hier eingesetzte Taq Polymerase zur Amplifikation der DNA war nicht in der Lage, RNA zu erkennen.

Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des first-strand cDNA Synthese Kits (Amersham) entsprechend
den Angaben des Herstellers. Hierbei wurden Random-Hexamere als Primer und die Reverse
Transkriptase des Moloney-Murine Leukamie Virus eingesetzt. Fir jeden Reaktionsansatz wurde eine
Negativkontrolle mitgefuhrt, bei der im Reaktionsansatz das Enzym durch Wasser ersetzt wurde, um
in der spéateren PCR Verunreinigungen mit genomischer DNA ausschlieBen zu kdnnen. Die Proben
wurden zur Denaturierung der RNA-Sekundéarstrukturen fir 5 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe
des Reaktionsmixes wurden die Proben fir 1 h bei 37 °C inkubiert und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert. Um die Qualitiat der cDNA beurteilen zu kdnnen, folgte eine Aktin-PCR. 3-Aktin ist
ein sog. ,housekeeping“-Gen, das standig exprimiert wird und somit mittels PCR nachzuweisen sein

mufite.

3.4.3 Amplifikation von DNA

3.4.3.1 Amplifikation von DNA Uber Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
verwendet (Innis and Gelfand, 1990). Mit Hilfe der PCR-Amplifikation k&nnen definierte DNA-
Sequenzen aus einem komplexen DNA-Gemisch selektiv angereichert werden. Hierzu werden zwei
DNA-Primer verwendet, von denen der eine zum 3'-Bereich der gewiinschten Sequenz und der
andere zum Gegenstrang des 5'-Bereiches komplementar ist.

Die PCR-Reaktion bestand aus drei Schritten: Zuerst erfolgte eine Denaturierung der DNA in zwei
Einzelstrange bei 95 °C. Darauf folgte das Annealing, bei dem sich die DNA-Primer an den zu
vervielfaltigenden DNA-Abschnitt anlagerten. Die hierbei verwendete Temperatur war von der
Schmelztemperatur der Primer abhéngig. Durch die hitzestabile Taq Polymerase wurden im letzten
Schritt (Elongation) die komplementaren DNA-Strange synthetisiert. Diese erfolgte bei 72 °C. Durch
zyklische Wiederholung dieser drei Schritte erreichte man eine exponentielle Vervielfaltigung der

Zielsequenz, da jeder neu gebildete Strang als Matrize fiir die Synthese eines weiteren Stranges
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diente. Fur die PCR wurde der PCR Master Mix (Promega) verwendet, der bis auf Primer, DNA und
Wasser bereits alle Bestandteile, so auch die Taq DNA-Polymerase, des Reaktionsansatzes

beinhaltete.

Es wurde folgender 25 ul Reaktionsansatz gewahit:

PCR Master Mix (Promega), 2 X 12,5 u
PCR Wasser 9,5ul
je Primer (10 uM) 1,0
DNA 1,0 ul

Fur eine Standard-PCR wurde folgendes Programm verwendet:

Aktivierung der DNA- Polymerase 10 min 95 °C
Denaturierung 30 sec 95 °C
Annealing 30 sec Primer-abhéngig 35X
Elongation 1 min 72 °C
Finale Polymerisation 5 min 72 °C

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten fir die Herstellung der Transformationskonstrukte wurde
anstatt der Taq DNA-Polymerase die Phusion DNA-Polymerase verwendet. Das aus Pyrococcus

stammende Enzym ist in der Lage, langere DNA-Fragmente mit einem hohen Mal3 an Genauigkeit zu

amplifizieren.

Die Reaktion wurde mit dem Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Finnzymes) durchgefihrt.

50 ul Reaktionsansatz
Phusion Master Mix (Finnzymes), 2 x 25 ul
PCR Wasser ad. 50 pl
je Primer 0,5 uM
DNA 1pg-10ng
DMSO 3%

Fur die Amplifikation mit der Phusion DNA-Polymerase wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

Initiale Denaturierung 30 sec 98 °C
Denaturierung 5-10 sec 98 °C
Annealing 10-30 sec 45-72 °C 25-35x
Elongation 15 sec/1 kb 72 °C
Finale Polymerisation 5 min 72 °C
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3.4.3.2 Ganz-Zell-PCR aus E.coli

Zur schnellen Uberpriifung von Transformanden kann eine PCR direkt aus E. coli Zellen durchgefiihrt
werden. Diese Technik hat sich als zuverlassiges Mittel zur Vorauswahl richtiger Transformanden
erwiesen. Hierzu mul das Zellmaterial allerdings frisch sein. Es sollte nur eine Kolonie fur die PCR
eingesetzt werden und die zu amplifizierenden Fragmente sollten nicht langer als 1,5 kb sein.
AufBerdem muf} beachtet werden, dass die Elongationszeiten fir eine erfolgreiche Amplifikation
gegeniber Standard-PCR-Anséatzen verdoppelt werden missen. Ansonsten wurden die PCR-Proben

genauso angesetzt wie in 3.4.3.1.

3.4.4 Quantitative real-time PCR

Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR kann eine Analyse der Expression bestimmter Gene
durchgefiihrt werden. Diese Methode basiert auf der Amplifikation von cDNA mithilfe des Brilliant
SYBR Green QPCR Master Mixes (Stratagene). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | wird bei 528
nm angeregt und bindet an kleine Vertiefungen doppelstrangiger DNA. Allerdings ist er nicht
sequenzspezifisch. Der zu amplifizierende DNA-Abschnitt wird durch spezifische Primer festgelegt.
Wahrend mit Hilfe der Tag DNA-Polymerase die entsprechenden Amplifikate entstehen, binden
mehrere Molekille des Farbstoffes an der doppelstrangigen DNA. Durch die Bindung wird die
emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensitat um ein Vielfaches verstérkt und man erhélt ein
Signal, dessen Intensitat direkt proportional zur Zahl der vorhandenen Doppelstrange ist und das
direkt wahrend der PCR (real-time) mit Hilfe eines Lasers gemessen wird. Durch eine
Detektionssoftware wird dies in einer Verlaufskurve auf einem Computer aufgezeichnet. Die
Quantifizierung basiert schlie3lich auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem so
genannten , Threshold” oder Schwellenwert T.

Die Anzahl der zZyklen, die ndétig sind, um den Schwellenwert zu erreichen, bezeichnet man als Ci-
Wert . Je niedriger der Ci-Wert einer Probe ist, desto héher ist die Expression des untersuchten Gens.
Im logarithmisch-linearen Verlauf dieser Kurve bedeutet jeder Zyklus (x) eine Verdoppelung an
Template (2.

Um fir alle Proben von derselben Menge an cDNA ausgehen zu kénnen, wurde zunéachst fir alle
Proben ein Referenzwert ermittelt, indem eine real-time PCR fur das ,housekeeping“-Gen
Glyceraldehyd-3-Phophat (GAPDH) durchgefiihrt wurde. Eine Expression dieses Gens ist unter
verschiedenen Bedingungen immer gleich hoch. Aus den erhaltenen Ci-Werten wurde der niedrigste
ausgewahlt (der Ansatz mit der grof3ten Menge cDNA) und die Differenz zwischen diesem und den
Werten aller anderen Proben bestimmt. Der so fir jede einzelne Probe erhaltene Differenzwert AC;
wurde bei allen weiteren real-time PCR-Durchgéngen fir spezifische Gene mit den dabei erhaltenen

C-Werten verrechnet.
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Abbildung 7: Wirkungsmechanismus des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green in einer real-time QPCR-Reaktion. Bei
der Synthese eines neuen DNA-Doppelstranges binden mehrere SYBR-Green Molekiile an den neusynthetisierten Strang.
Durch die Bindung des Farbstoffes wird die emittierte Fluoreszenz frei und die Intensitéat des Signals kann gemessen werden.

Die Intensitat ist direkt proportional zur Zahl der vorhandenen Doppelstrange (www.takaramirusbio.com)

Die fur die real-time PCR verwendete Taq DNA-Polymerase liegt zunéchst in inaktiver Form vor und
wird bei einer Temperatur von 95 °C aktiviert. Durch diesen ,hot start* werden Fehlhybridiserungen
der Primer verhindert und dadurch die Spezifitat erhéht. Um mdgliche Kontaminationen durch PCR-
Produkte aus vorherigen Anséatzen zu eliminieren, wurde dem Reaktionsansatz Uracil-N-Glykosylase
(UNG) zugesetzt.

Fir jede cDNA wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Zusatzlich wurde die jeweilige
Negativkontrolle mitgefihrt, um eine eventuelle Kontamination der Proben mit Fremd-DNA bzw.
genomischer DNA feststellen zu kénnen. Es wurde fur die zu vergleichenden Proben ein Master Mix
angesetzt und in optische Roéhrchen vorgelegt. Es wurde aufRerdem ein cDNA-freier Leerwert als
Kontrolle mitgefiihrt.

Es wurde folgender Reaktionsansatz pro Probe verwendet:

Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix, 2 x 6,25 ul
je Primer (10 uM) 0,36 ul
RNase-freies Wasser 3,37 ul
Uracil-N-Glycosylase (1 Unit/ul) 0,125 pl
cDNA (1:20 mit tRNA/PCR-H20 verdiinnt) 2 ul
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Die Reaktion wurde in einem Real Time Cycler (Stratagene) nach folgendem Programm durchgeftihrt:

Durchfiihrung des UNG-Verdaus 2 min 50 °C
Aktivierung der DNA-Polymerase 10 min 95 °C
Denaturierung der cDNA 30 sec 95 °C
Annealing 30 sec Primer-abhangig 45 x
Elongation 1 min 72 °C

3.4.5 Klonierung von DNA

3.4.5.1 Dephosphorylierung von DNA

Um eine Religation von linearisierten Plasmiden in einer spateren Ligation zu vermeiden, wurden die
5-Enden durch die ,calf intestinal alkaline phosphatase” (CIAP) (Invitrogen) dephosphoryliert. Dazu
wurde 1 Unit des CIAP zum Restriktionsansatz gegeben. Fir blunt-ends wurde der Ansatz 5 min bei
50 °C inkubiert, fir 5’-Uberhdnge 5 min bei 37 °C. Um die CIAP zu inaktvieren konnte der Ansatz iiber

ein Agarose-Gel gereinigt werden oder 15 min bei 65 °C inkubiert werden.

3.4.5.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verknupfung zweier oder mehrerer DNA-Fragmente ist mit der T4-DNA-Ligase moglich.
Fur die Ligation von Fragmenten, z.B. auch der Ligation in ein linearisiertes Plasmid, wurden 100 ng
dephosphorylierte Plasmid-DNA mit 1 ul 10 x Ligase-Puffer, 0,5 Units T4-DNA-Ligase und bis zu 7,5
ul des oder der zu klonierenden Fragmente vermengt (10 ul Endvolumen). Nach einer Inkubation von
1 h bei RT oder UN bei 14 °C wurden 1-2 pul des Ansatzes in elektrokompetente E.coli-Zellen

transformiert (3.4.7).

3.4.5.3 Eluieren von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Fiur die schnelle Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde der QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Er basiert auf dem Einsatz

von Silicagel-Membranen, an die die DNA bindet und schlief3lich hoch aufgereinigt eluiert wird.

3.4.6 Transformation elektrokompetenter E.coli-Zellen

Zur Transformation von DNA aus Ligations-Ansatzen in elektrokompetente E.coli-Zellen, wurde der
Ligationsansatz zundchst gegen 1/8 TE dialysiert. 1 ul des Ansatzes wurde mit 50 pl

elektrokompetenten TOP 10 E.coli-Zellen (Invitrogen) in eine eisgekiihlte Kiivette gegeben. Die

Transformation wurde am GenePulser Il (BioRad) bei folgenden Einstellungen durchgefiihrt: Raise
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2,50; pFarad 25; 400 Ohm. Die Kuvette wurde in die Transformationsvorrichtung des Gerétes
eingespannt. Nach Betéatigung des Pulse-Knopfes wurde sofort nach Erténen des Signaltons die
Kivette herausgenommen und die Zellen in ein Eppendorfgefal? mit 1 ml SOC-Medium (Invitrogen)
Uberfuhrt. Die Zellen wurden fir 1 h bei 37 °C und 300 rpm geschittelt. AnschlieRend wurden sie auf

Selektivmedium ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert.

3.4.7 Analyse von DNA und RNA

3.4.7.1 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassrigen Losungen wurde durch Messung der Absorption

bei einer Wellenlange von 260 nm (A260) in einem Spektrophotometer (Amersham) bestimmit.

3.4.7.2 Restriktions-Analyse von DNA

Zum Schneiden von DNA wurden Restriktions-Endonukleasen und die zugehérigen Puffersysteme der
Firmen New England Biolabs (NEB) und Amersham Pharmacia nach Herstellerangaben verwendet.
Bei Verwendung zweier Enzyme wurde der Puffer gewahlt, bei dem beide Enzyme die hochste
Aktivitat hatten, ohne jedoch Star-Aktivitaten aufzuweisen. War dies nicht méglich oder weniger
optimal, so wurde die DNA zunadchst mit dem einen Enzym geschnitten und dann mit 1 Volumen
Isopropanol gefallt (10 min, 4 °C, 14000 rpm). Nach dem Waschen mit 70 % EtOH, nochmaligem
Zentrifugieren und anschlie@endem Trocknen wurde das Pellet in einer geeigneten Menge A. dest.
geldst und nach Pufferzugabe die DNA mit dem zweiten Enzym restringiert.

Unterschieden sich die Enzyme lediglich in ihrer Optimaltemperatur, so wurde zunachst mit dem einen
Enzym geschnitten, um danach das zweite Enzym nach der entsprechenden Inkubationszeit bei

veranderter Temperatur hinzuzufiigen.

3.4.7.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese basiert auf der Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand ihrer
GroRe. Durch Zugabe von Ethidiumbromid in das Gel wird die DNA sichtbar gemacht. Es interkaliert
zwischen benachbarten DNA-Basenpaaren und fluoresziert unter UV-Licht (366 nm) orange-rot.

Zur Auftrennung wurde eine horizontale Elektrophorese-Apparatur (BioRad) verwendet. Eine
Suspension von 1 bhis 1,5 % Agarose in TAE-Puffer wurde bis zum vollstéandigen Losen der Agarose
aufgekocht und auf ca. 60 °C abgekuhlt. AnschlieBend wurde die Lésung mit Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration: 1-5 ug/ml) und in einen Gelschlitten mit eingestecktem Gelkamm gegossen. Nach
dem Erstarren wurde der Gelkamm gezogen und der Schlitten in die mit TAE-Puffer gefillte

Elektrophorese-Apparatur gelegt.
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Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer versetzt (10 %). Als GréRenstandard wurde eine 100 bp- oder
1 kb-DNA-Leiter (NEB) mit aufgetragen (10 pl). Die Elektrophorese erfolgte bei 100-120 V in TAE-
Puffer. Die DNA wurde anschlieend unter UV-Licht kontrolliert.

3.4.7.4 Auftrennung von RNA durch denaturierende Formaldehyd-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA wurden Formaldehyd-Gele verwendet. Die 1 %ige Agaroselésung
beinhaltete Denaturierungs-Gel-Puffer (10 x) (Ambion) und wurde mit 0,1 % igem DEPC/A. dest.
aufgefilllt. Die Proben wurden so angesetzt, dass 10 ug der Gesamt-RNA mit Formaldehyd-Load-Dye
(3 x) (Ambion) und Ethidiumbromid (Endkonzentration 50ug/ml) versetzt und 10 min bei 65 °C
denaturiert wurden.

Die Elektrophorese wurde bei 40 V in MOPS-Puffer (Ambion) durchgefuihrt. Nach der Auftrennung, die

ungefahr 90 min dauerte, wurde die Qualitat unter UV-Licht Uberprift.

3.4.7.5 Transfer und Detektion von RNA auf Membranen (Northern Blot)

3.4.7.5.1 Transfer von RNA (Northern Blot)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der RNA-Proben (siehe 3.4.5.3) wurde die RNA mittels
Kapillartransfer auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond N+) transferiert. Hierfiir wurde die
abwartsgerichtete Methode gewahlt. Es wurden trockene Whatman-Papiere auf einen Stapel von
Einmalhandttichern (ca. 3 cm) gelegt. Es folgten mit Transferpuffer (Ambion) angefeuchtete Whatman-
Papiere. Darauf wurde die angefeuchtete Membran gelegt und nochmals mit etwas Puffer befeuchtet.
SchlieB3lich wurde das Gel auf die Membran Uberfuhrt. Um Luftblasen zu vermeiden, wurde kurz mit
einer Einmalpipette tber das Gel gerollt. Es folgten weitere angefeuchtete Whatman-Papiere und ein
langer Streifen Filterpapier, der ebenfalls angefeuchtet war und als Puffer-Briicke diente. Ein Ende
befand sich in einem mit Transferpuffer gefilliten Reservoir, um zu gewahrleisten, dass der Blot gleich
bleibend feucht blieb und somit die Kapillarkraft durchgangig wirken konnte. Der Blot wurde mit einem
Gewicht beschwert und mit Folie abgedeckt, um den Transfer zu verbessern. Der Blot-Vorgang
dauerte 90 min. AnschlieRend wurde die Membran im MOPS-Laufpuffer kurz geschwenkt und bei 80
°C fur 20 min gebacken, wodurch die RNA kovalent an die Membran gebunden wurde. Bis zur

Hybridisierung wurde die Membran in einer Folie bei -20 °C aufbewahrt.

3.4.7.5.2 Herstellung radioaktiver Sonden

Die radioaktive Markierung der DNA-Sonden wurde mit Hilfe des Megaprime DNA-labelling-Systems
(Amersham) durchgefiihrt. Nach Denaturierung des zu markierenden DNA-Doppelstranges erfolgte
der Nukleotideinbau des [a**P]-dCTP durch die Klenow-Polymerase, wobei Random-Hexamere als
Primer dienten. Die Reaktion wurde wie vom Hersteller angegeben angesetzt und fir 1 h bei 37 °C im
Wasserbad durchgefuihrt. AnschlieRend wurden nicht eingebaute Radionukleotide Uber eine G25-

Sephadexséaule abgetrennt. Diese wurde zuvor mit TE-Puffer aquilibriert und im Anschlu3 mit der
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zugegebenen Probe fir 3 min bei 3000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Einbau der
Radioaktivitat durch Messung eines Aliquots im Szintillationszahler bestimmt. Es wurden
ausschlie3lich Sonden verwendet, die nach dem Einbau der Radioaktivitat mindestens einen Wert von
1 x 10° dpm/ug DNA aufwiesen.

3.4.7.5.3 Hybridisierung

Die Membran wurde zuné&chst mit Hybridisierungspuffer (Ambion) fir mindestens 4 h bei 42 °C im
Hybridisierungsofen prahybridisiert. Anschlieend wurde die zuvor radioaktiv-markierte und
denaturierte Sonde (1,5 x 10° dpm/ml Hybridisierungslésung) zugegeben und die Membran uber
Nacht bei 42 °C h hybridisiert. Danach wurden die Blots zunachst mit der low-stringency Waschlésung
und anschlieBend mit der high-stringency Waschlésung gewaschen, um unspezifisch gebundene
Radioaktivitat zu entfernen. Im Anschluf3 wurde die Membran feucht in Folie eingeschweif3t und bei

-80 °C autoradiographiert. Danach konnten die Filme eingescannt und die Signale analysiert werden.

3.4.7.5.4 Wiederverwendung von Northern Blot-Filtern durch Strippen

Zur erneuten Verwendung der Blots wurde die gebundene Radioaktivitat durch zehnminitiges Kochen
in 0,1 % SDS entfernt.

3.5 Proteinbiochemie

3.5.1 Analyse von Proteinen

3.5.1.1 Herstellung von Homogenaten aus Gehirn und Milz

Die Organe wurden zundchst gewogen und TBS (25 mg CaCl,/100 ml) zugegeben (1 ml/0,1 g), um
ein 10 %iges Homogenat herzustellen. Das Gewebe wurde mit Hilfe von Ultraschall zerkleinert und
homogenisiert. Danach schloss sich ein Verdau mit 0,25 % Collagenase (1 mg/10 pl) an.

Homogenate die fir einen PrP*-Nachweis vorgesehen waren, wurden schlieflich noch mit Proteinase
K (25 pg/ml) 1 h bei 37 °C verdaut.

Fur Homogenate, die im ELISA eingesetzt werden sollten, wurden die Organe im 10fachen Volumen
TBS (pH 8,0), das Proteinase-Inhibitoren (1 Tablette/10 ml) enthielt, mittels Ultraschall homogenisiert.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 20 min bei 10000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen und bei -20 °C gelagert.
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3.5.1.2 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE kdnnen Proteine der Grof3e nach aufgetrennt werden. Durch das SDS werden
Proteine denaturiert und mit einer gleichmafiig verteilten negativen Ladung versehen, so dass ihre
Wanderungsgeschwindigkeit im Gel nur von ihrer Gro3e bestimmt wird.

Die Proteinproben wurden mit LPP-Auftragspuffer versetzt und durch Kochen fiir 5 min denaturiert.
20 pl des Ansatzes wurden zusammen mit 1 yl Langenstandard (MagicMarkerXP) aufgetragen. Die

Polyacrylamidkonzentration betrug im Trenngel 12,5 % und im Sammelgel 5 %. Das Gel wurde wie

folgt hergestellt:

Komponenten Trenngel Sammelgel
Acrylamid 3,1 mi 1,25 ml
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 1,25 ml 1,25 ml
20 % SDS 50 ul 50 ul

A. dest. 4,3 ml 3,07 ml
TEMED 10 10l

10 % (w/v) APS 30 ul 50 pl

Der Gellauf erfolgte zunachst 15 min bei 100 V und dann bei 200 V. Er wurde beendet, als die
Lauffront den unteren Gelrand erreicht hatte. Als Laufpuffer wurde Laemmli-Elektrophoresepuffer

verwendet.

3.5.1.3 Transfer und Detektion von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

3.5.1.3.1 Transfer von Proteinen (Western Blot)

Mit Hilfe des Western Blots kénnen Proteine spezifisch hachgewiesen werden. Proteine eines SDS-
Gels werden elektrophoretisch auf eine Membran Ubertragen (geblottet) und kénnen durch eine
Antikoérper-Reaktion detektiert werden. In diesem Fall wurde der Western Blot zur Detektion von PrP>°
eingesetzt.

Die Blot-Membran, bestehend aus Polyvinylidendifluorid (PVDF), wurde zunéchst in 20 ml Methanol
aktiviert, bevor 80 ml Blotpuffer zugegeben wurden. Die Membran wurde auf zwei mit Blotpuffer
befeuchtete Whatman-Papiere gelegt. Das Gel wurde vorsichtig auf die Membran tberfiihrt und zwei
weitere befeuchtete Whatman-Papiere folgten. Es wurde fiir 20 min bei 200 V pro Membran in einer
Blotkammer geblottet. Die Membran konnte anschlieBend getrocknet werden, um sie zu einem
spateren Zeitpunkt weiterzuverwenden. Allerdings musste sie dann nochmals in Methanol aktiviert

werden. Ansonsten wurde die Membran gleich nach dem Blot fir eine Antikbrper-Reaktion eingesetzt.
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3.5.1.3.2 Detektion von Prion-Protein Prp>°

Fur die Detektion von PrP°® wurde die Membran nach dem Blotten 3 x kurz in TBST geschwenkt.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikdrper ICSM 18 (Verdiinnung 1:5000 in TBST) UN
bei 4 °C. AnschlieRend wurde die Folie 3 x kurz und 2 x 10 min mit TBST gewaschen. Als
Sekundarantikérper wurde AP-konjugiertes anti-Maus 1gG aus der Ziege (Verdinnung 1:5000 in
TBST) bei einer Inkubationsdauer von 1 h verwendet. Nach dreimaligem, kurzen Spilen mit TBST
wurde die Membran noch mal 2 x 10 min mit TBST gewaschen. Schlie3lich wurde sie 2 x 5 min mit
Assaypuffer vorinkubiert, auf Filterpapier getrocknet und anschlie@end mit 5 ml CDP-Star
(Verdunnung 1:50 in Assaypuffer) fir 5 min benetzt. Die Membran wurde nochmals zwischen
Filterpapier getrocknet, in eine Development-Folder Gberfiihrt und in eine Film-Kassette eingelegt.

Nach 1 h konnte ein Film aufgelegt und entwickelt werden.

3.5.1.4 Immunpraézipitation von PrP>® mit dem Antikérper 15B3

Fur die Immunprazipitation von PrP>® wurde der von Prionics hergestellte monoklonale Antikérper
15B3 verwendet, der spezifisch PrPS® erkennt. Sowohl das PK-resistente PrP*® als auch nicht-
resistentes PrP*° sollen durch 15B3 gebunden werden. Der Antikérper wurde mit den vom Hersteller
mitgelieferten Puffern eingesetzt.

Zunachst wurden die fir die Immunprazipitation verwendeten Dynabeads (Invitrogen) vorbereitet.
Hierfir wurden die Dynabeads resuspendiert und 1-2 min gevortext. Fir 8 Proben wurden 2 x 250 pl
dieser Dynabeadssuspension in je ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 Gberfuhrt, da fir die Immunprazipitation
zwei verschiedene Anséatze gemacht werden sollten. Nachdem die Eppendorfgefal3e 1 min auf einen
Magnetstander gestellt wurden, wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. AnschlieRend
folgte die Zugabe von 5 Vol. Coatingpuffer (500 ul Puffer/ 100 ul Dynabeads), was einer Pufferzugabe
von je 1250 ul entsprach. Nachdem alles gevortex wurde, wurde dieser Schritt anschlie3end noch
einmal wiederholt. Schlielich wurden die Ansatze unterschiedlich behandelt. Zum ersten wurde der
Antikérper 15B3 (2 ug/ 100 ul Dynabeads) zugegeben. Der zweite erhielt keine Antikbrperzugabe. Die
Ansatze wurden 2 h bei RT schittelnd inkubiert. Danach wurde erneut der Uberstand entfernt und
Coatingpuffer zugegeben. Das ganze erfolgte zweimal. Schlie3lich wurden die Dynabeads mit 250 pl
Coatingpuffer Giberschichtet und bei 4 °C bis zur Verwendung aufbewahrt.

Fir die Immunprazipitation wurden zundchst 30 ul 10 %igem Milzhomogenat mit 60 pl
Homogenisierungspuffer verdinnt. 10 ul dieses verdiinnten Hirnhomogenats wurden dann zu 435 pl
Immunprazipitationspuffer gegeben und gevortext. Schlielich folgte die Zugabe von je 30 ul
gecoateten Dynabeads. Die Probenansatze wurden 2 h bei RT schittelnd inkubiert. Anschlie3end
wurden sie auf einen Magnetstander gestellt und der Uberstand wurde abgenommen. Die
Probenansatze wurden insgesamt dreimal mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Nachdem der gesamte
Puffer schlie3lich entfernt wurde, erfolgte die Zugabe von 25 ul 2x SDS Loadingpuffer je Probe. Die
Ansatze wurden gevortext und 5 min gekocht. AnschlieRend wurden sie kurz anzentrifugiert und 2 min
auf einen Magnetstander gestellt. Der Uberstand wurde abgenommen und auf ein 12,5 %iges SDS-

Gel aufgetragen.
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3.5.1.5 Detektion von Proteinen durch ELISA

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ist eine immunologische Nachweismethode von
Proteinen. Dieser Mikrotiterplattentest ist so konzipiert, dass Antikérper oder Antigene in die
Vertiefung von Polyvinylchlorid- oder Polystyrolplatten aufgezogen werden. In einer bestimmten
Abfolge werden die Vertiefungen dann weiter mit Antikérpern, Antigen und enzymkonjugierten
Antikérpern beschichtet. Der Nachweis des Antigens erfolgt (iber eine enzymatische Farbreaktion.

Der hier verwendete Quantikine mouse BLC/BCA-1/CXCL13 ELISA von R&D Systems wurde den

Herstellerangaben entsprechend eingesetzt.

3.5.1.6 Detektion von PrP*¢ in Dendritischen Zellen mittels Western Blot

Dendritische Zellen, die zuvor aus dem Knochenmark von Wildtyp- und CD36/SR-A-defizienten
Mausen isoliert wurden (siehe) und anschlieRend mit PrP** infiziert wurden, wurden aus den Wells der
Zellkulturschalen geschabt, in ein Eppendorf-Gefal3 Gberfihrt und herunterzentrifugiert. Die Zellen
wurden im nachsten Schritt lysiert. Hierfir wurde 1 ml Lysispuffer WB auf die Zellen gegeben und
geschwenkt. Der Ansatz wurde 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend in ein neues
EppendorfgefaR Gberfiihrt und herunterzentrifugiert. 500 ul des Uberstandes wurden in ein 15 ml
Falkongefal3 pipettiert. Es folgte die Zugabe von 1 ul 1 %iger Proteinase K. Der Ansatz wurde fir 30
min bei 37 °C inkubiert und anschlie3end durch die Zugabe von 1 %igem Pefabloc gestoppt. Zu allen
Proben wurde das 5 fache Volumen Methanol zugefiigt und die Proteine bei -20 °C UN préazipitiert.
Am nachsten Tag wurden die Uberstande abzentrifugiert (25 min, 3500 rpm, 4 °C). Die Préazipitate
wurden in 25 ul TNE-Puffer resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 12,5 ul 3 x SEB Loadingpuffer.
Die Ansatze wurden 5 Minuten gekocht und kurz auf Eis abgekihlt. Von jeder Probe wurden 15 ul auf
ein 12,5 %iges SDS-Gel aufgetragen. Die Auftrennung sowie der Transfer und die Detektion des
PrP® wurden wie in 3.5.1.2 und 3.5.1.3 durchgefiihrt.

3.6 Zellkultur

3.6.1 Kultivierung von SNB19-Zellen

Die Zellinie SNB19 wurde in Dulbecco's MEM (D-MEM) mit 10 % FKS und 1 %
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5-10 % CO, inkubiert. Wenn sie
konfluent gewachsen waren, wurden sie alle 3-5 Tage 1:10 gesplittet. Hierfir wurde zunachst der
Zelluberstand abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen, um alle FKS-Reste zu entfernen.
FKS hemmt die Aktivitat von Trypsin. Anschliel3end wurden die Zellen mit 1-2 ml Trypsin Sol 0,25 %
bei 37 °C inkubiert. Nach 5 min wurden 5 ml Medium zugegeben und durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren eine homogene Zellsuspension erzielt. Diese wurde fir 5 min bei 1200 g und RT
zentrifugiert. Der US wurde verworfen und das Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert. Je 0,5 ml der

Zellsuspension wurden in eine neue Zellkulturflasche gegeben, in der bereits 8 ml Medium vorgelegt
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wurden. Die Zellen wurden durch leichtes Schwenken der Flasche gleichmaRig verteilt und bei 37 °C
und 5-10 CO, inkubiert.

3.6.2 Transfektion von SNB19-Zellen

Um die Expressionskonstrukte auf ihre Effizienz zu testen bevor sie in Mause injiziert wurden, wurden
sie in die Zelllinie SNB19 transformiert. Damit die Zellen tUberhaupt in der Lage sind, Nukleinsauren
aufzunehmen, werden sie mit speziellen Chemikalien behandelt, die die Zelloberflache porés machen.
So kann die DNA durch die Zellwand in die Zelle gelangen. In diesem Fall wurde LipofectamineTM

2000 (Invitrogen) verwendet, das stabile Komplexe mit der DNA ausbildet.

Didrie DA Diluie Comibine diluted Add complexps 1o
or UEHA Lipolectamine™ Lipolectaminge™ 2000 aolls in growth medium
2000 Rizageis Reaqerd 3ol DM or tRMA I -

} Assay for éxpression,

o a 5 ]
5 2 o |
L#] J
‘%ff o } lf > [ GM 9a 'Dj o knockdewn or select
DD v (o] IW' stable transfectants

Mix, incubate 20 min Inculane 24 h1a 96 h
Abbildung 8: Transfektion mit LipofectamineTM 2000. DNA bildet mit Lipofectamine™ 2000 stabile Komplexe, mit denen die

Zelllinie sehr einfach transfiziert werden kann. Dabei werden die gebildeten Komplexe einfach auf die Zellen gegeben und fir

24 h bis 96 h inkubiert. Dabei zeigt das Reagenz eine geringe Zelltoxizitat. (www.invitrogen.com).

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion 2 x 10° Zellen/500 ul Medium (ohne Antibiotika, da
diese wahrend der Transfektion zum Zelltod fiihren!) in 24-well Platten ausgeséht. Nach weiterem
Mediumwechsel hatten sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine Zelldichte von etwa 90-95%.
SchlieB3lich wurden 0,8 pug der DNA, mit der transfiziert werden sollte, in 50 ul des gleichen Mediums
(D-MEM, 10 % FKS, ohne Antibiotika) verdinnt und vorsichtig gemischt. Als Kontrollvektor wurde
pPEGFP-N1 (Clontech) mitgefiihrt. Dieser Vektor codiert fiur eine Variante des GFP-Proteins, das
fluoreszierende Eigenschaften besitzt. Er bietet eine einfache Mdbglichkeit, den Erfolg einer
Transfektion zu beurteilen, da die transfizierten Zellen auf griine Fluoreszenz untersucht werden
kénnen. Des Weiteren wurden 2 pl Lipofectamine™ 2000 in 50 ul Opti-MEM | Medium verdiinnt. Der
Ansatz wurde fir 5 min bei RT inkubiert und schlieRlich wurde er zur verdinnten DNA zugefligt. Die
DNA und das Lipofectamine™ 2000 wurden 20 min bei RT belassen, damit sich Komplexe ausbilden
konnten. AnschlieRend wurden die 100 ml des Ansatzes zu dem entsprechenden well pipettiert.
Durch vorsichtiges Schwenken der Platte, wurde der Komplex verteilt. Die Zellen wurden dann fir 24-
48 h bei 37 °C und 5-10 CO, inkubiert. Der Zelliberstand wurde nach 24h und nach 48 h
abgenommen. Die Zellen selber wurden lysiert und zusammen mit den Uberstanden bei -20 °C

eingefroren.
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Abbildung 9: Transfektion mit pEGFP-N1. Der Vektor pEGFP-N1 bietet eine gute Mdglichkeit, die Transfektionsrate zu
bestimmen. Das Protein GFP besitzt fluoreszierende Eigenschaften. Nach erfolgreicher Transfektion leuchten die transfizierten

Zellen grun, was gut unter einem Mikroskop beobachtet werden kann (www.biomicro.sdstate.edu).

3.6.3 Herstellung und Kultivierung von dendritischen Zellen aus Mausen

Zur Herstellung von dendritischen Zellen wurden Mausen im Alter von 6 Wochen verwendet. Hierflr
wurden Knochenmarkszellen aus 3 CD36/SR-A-defizienten Mausen und aus 3 Wildtypkontrolltieren

isoliert.

Zunachst wurden die Tiere betaubt und mit einem Genickbruch getdtet. Nachdem der Unterleib der
Mause mit Alkohol eingespriht wurde, wurden die beiden Hinterbeine am Huftknochen abgetrennt.
Muskel und Haut wurden so gut wie mdglich von den Knochen entfernt, die anschlieend in eiskaltes
PBS gegeben wurden.

In der Zwischenzeit wurde RPMI-Medium ohne FKS, aber mit Antibiotika (Streptomycin und Penicillin,
1 %) und R-Mercaptoethanol (1,55 ul auf 500 ul) vorbereitet. 6 ml des Mediums wurden in einer
Zellkulturschale vorgelegt.

Die Knochen wurden nun aus dem PBS genommen und mit autoklavierten Mullbinden, die in 70
%igem Isopropanol getréankt waren, abgerieben. Anschlielend wurden die Knochen im Medium
geschwenkt, um den Alkohol zu entfernen. Im néchsten Schritt wurde eine Spritze mit einer 25G —
Kanule mit Medium aufgezogen. Die Kanile wurde direkt ins Knochenmark gestochen, um dieses mit
dem Medium in eine neue Zellkulturschale herauszuspiilen. Die Zellklumpen des Knochenmarks
wurden mit einer Pasteurpipette so lange resuspendiert, bis eine homogene Zelllésung vorlag. Dieser
Vorgang wurde mit allen Knochen wiederholt.

Die gewonnenen Zellen wurden anschlieRen in ein Falkon tberfihrt und herunterzentrifugiert (1200-
1300 rpm, 10 min; 4 °C). Das alte Medium wurde abgenommen und das Zellpellet mit 5 ml Lysispuffer
resuspendiert und 3 min bei RT inkubiert, um die Erythrozyten zu lysieren. Danach wurden die Zellen
Uber ein Sieb filtriert* und in einem neuen Falkon aufgefangen. Es wurden 20 ml frisches RPMI-

Medium, das neben den Antibiotika nun auch 5 % FKS enthielt, zu den Zellen gegeben. Der Ansatz
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wurde bei 1200 rpm und 4 °C 10 min zentrifugiert. Nachdem das alte Medium abgenommen wurde,
wurde das Zellpellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert.

AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt. Dabei sollte etwa eine Zellzahl von 4,2 x 10" Zellen
insgesamt herauskommen. Die kugelig erscheinenden Zellen wurden in RPMI-Medium mit 5 % FKS
auf eine Zellzahl von 1,5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Hierzu wurden die Zellen erneut zentrifugiert
(1200 rpm; 10 min; 4°C) und in soviel Medium aufgenommen, um die entsprechende Zellzahl
einzustellen. Das Medium enthielt nun als weitere Komponente GM-CSF (1:500 verdinnt,
Grundkonzentration: 10 pg/ml). Die Zellen wurden anschlielBend in 24-well Platten kultiviert. Hierfur
wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension pro Well pipettiert (1,5 x 10° Zellen/well/ml).

Die Zellen wurden UN bei 37 °C und 5-10 % CO, inkubiert. Dabei bildeten sie kleine Auswiichse aus
und waren weniger adherent. Je nachdem wie adherent sie noch waren, wurde am zweiten Tag
unterschiedlich viel Uberstand abgenommen. Bei sehr adherenten Zellen bis zu 800 ul Medium.
Waren die Zellen weniger adherent wurden nur etwa 500 ul Medium abgenommen. AnschlieRend
wurde genauso viel Medium wieder zugefiihrt, so dass die Konzentration des GM-CSF wieder 0,02
ug/ml entsprach. Dieser Schritt wurde am 4. Tag wiederholt.

Die Zellen wurden schlie3lich am 6. Tag geerntet. Sie hatten inzwischen kleine spitze Auléufer
ausgebildet und waren als schwimmende Zellen im Mikroskop zu erkennen. Sie wurden nun in den
Wells resuspendiert und in ein Falkon Uberfiihrt. Die Wells wurden anschlieRend nochmals mit 500 pl
warmen Medium (RPMI, 10 % FKS ohne GM-CSF) ausgespiilt. Die erhaltene Zellsuspension wurde
kurz anzentrifugiert (1100 rpm, 10 min, 4 °C) und in 2 ml frischem Medium (10 % FKS, ohne GM-CSF)
resuspendiert. In ein 15 ml Falkon wurden nun 4 ml BSA (30 %) gegeben. Die Zellen wurden langsam
auf das BSA geschichtet. Der Ansatz wurde bei 2500 rpm und 4 °C 10 min zentrifugiert. Die Bremse
wurde ausgeschaltet. In der Zwischenzeit wurden 10 ml frisches Medium in ein 50 ml Falkon
vorgelegt. AnschlieBend wurde der Zellring, der bei der Zentrifugation entstanden ist, vorsichtig mit
einer Pasteurpipette abgenommen und in das Falkon Uberfuhrt. Das Medium wurde auf 40 ml
aufgefillt. Es folgten zwei Zentrifugationsschritte (1700 rpm, 20 min, 4 °C und 1200 rpm, 10 min, 4
°C). SchlieR3lich wurden die Zellen in 2 ml RPMI-Medium aufgenommen (5 % FKS, GM-CSF 1:500)
und gezahlt. Sie wurden auf 1x 10° Zellen/ml gebracht und in 6-well Platten ausgeséht (3 ml/well).

Nun konnten die erhaltenen dendritischen Zellen fir weitere Experimente verwendet werden.

3.6.4 Infektion von dendritischen Zellen mit PrPs°

Fur die Infektion der dendritischen Zellen, die wie in 3.5.3 hergestellt wurden, wurden die Zellen
zunéchst mit LPS behandelt. Dies sollte zur Ausdifferenzierung der Zellen dienen. Hieflr wurden 30 pl
LPS pro well (Endkonzentration 10 ng/ml) dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurden
die Zellen mit 10 pl eines 10 %igem Hirnhomogenats versehen. Hierbei wurden zwei Anséatze
gemacht. Einmal mit Scrapie-infiziertem Hirnhomogenat und zum anderen mit Hirnhomogenat, das
von einer nicht-infizierten Maus stammte. Die infizierten Zellen wurden nach 48 h geerntet. Die Menge

des phagozytiertem PrP*° sollte anschlieRend wie in 3.5.1.6 beschrieben, detektiert werden.
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3.7 Expressionskonstrukte

3.7.1 Das Konstrukt pBLC400v

Fur die funktionelle Analyse des Chemokins CXCL13 (BLC) sollte ein Konstrukt zur Generierung
transgener Mause hergestellt werden.

Hiefir wurde zunéchst die Sequenz des murinen CXCL13 innerhalb des offenen Leserahmens aber
mit einer verkiirzten 3'UTR amplifiziert (7.1.1). Hierbei wurden an den Enden des Produkts jeweils
eine BamHI- und eine Notl-Schnittstelle angefiigt. Fir die Amplifikation des 400 bp gro3en Fragments
wurden die Primer TB2 und TB3 verwendet (2.6). Mithilfe des vorwartsgerichteten Primers wurde in
der PCR die Kozak-Sequenz verandert, wodurch sie optimiert werden sollte. Das mit BamHI und Notl
geschnittene Fragment wurde in den linearisierten Expressionsvektor pEGFP-1/GFAP (bereitgestellt
von Helmut Kettenmann, Berlin-Buch) ligiert. Dieser Vektor enthielt neben einer Kanamycin-
Resistenzkassette eine GFAP-Promotor-Expressionskassette, die eine Astrozyten-spezifische

Expression im ZNS erméglichen sollte (Abb. 10).
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Abbildung 10: Das Plasmid pBLC400v. Eingezeichnet sind die Schnittstellen der zur Klonierung, Verifizierung und

Linearisierung verwendeten Restriktionsendonukleasen.

Mit dem fertigen Konstrukt wurde anschlieRend die humane Zelllinie SNB19 transfiziert. Die Protein-
Expression wurde mithilfe des Quantikine mouse BLC/CXCL13-ELISA Kits (R&D Systems)
guantifiziert. AnschlieRend wurde das funktionelle 3kB-Fragment, das GFAP-Promotor und CXCL13-
Sequenz beinhaltete, aus dem Vektor mit Bglll, Dralll und BspHI herausgeschnitten um damit
schlie3lich transgene M&ause zu generieren, wobei die Pronuclei-Methode angewendet wurde (in
Kooperation mit Uwe Klemm, Berlin). Bei dieser Methode werden befruchtete Eier aus einer
Spendermaus isoliert und mehrere Gen-Kopien in die Eier injiziert. Danach werden diese in eine
pseudoschwangere Maus reimplantiert. Die Jungtiere werden mithilfe einer DNA-Analyse
genotypisiert. Diese bestand hier aus einer DNA-Isolierung aus Mause-Schwanzen und

anschlieBender PCR mit spezifischen Primern.
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3.7.2 Das Konstrukt pBLC400u

Ein weiteres Konstrukt fur die spatere Generierung von CXCL13-transgenen Mausen sollte getestet
werden. Dieses entsprach dem Konstrukt pBLC400v (3.7.1). Allerdings war seine Kozak-Sequenz

nicht verandert. Fir die Amplifikation des wurden die Primer TB1 und TB3 verwendet (2.6).

3.7.3 Das Konstrukt pBLC600v

Das Konstrukt pBLC600v entsprach dem Konstrukt pBLC400v (3.7.1). Seine 3' UTR war hingegen

nicht verkurzt. Fur die Amplifikation des Fragments wurden die Primer TB2 und TB4 verwendet (2.6).

3.7.4 Das Konstrukt pBLC600u

Fur die funktionelle Analyse des Chemokins CXCL13 (BLC) wurde ein viertes Konstrukt hergestellt,
das darauf getestet wurde, ob es zur Generierung von transgenen Mausen geeigent ist. Es entsprach
dem Konstrukt pBLC400v (3.7.1), aber seine Kozak-Sequenz wie auch seine 3’ UTR waren nicht

verandert. Fur die Amplifikation des Fragments wurden die Primer TB1 und TB4 verwendet (2.6).
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4 Ergebnisse

4.1 Expressionsanalyse von CD36 und SR-A im ZNS

4.1.1 Immunhistologische Untersuchung der Expression von CD36 im ZNS

In der Peripherie wird CD36 von einer Reihe unterschiedlicher Zelltypen exprimiert, zu denen
Makrophagen, mikrovaskulare Endothelzellen, Thrombozyten, Adipozyten und Kardiomyozyten
gehoren (Febbraio et al.,, 2001). Die Expression im ZNS ist bislang kaum untersucht worden. Es
konnte gezeigt werden, dass CD36 im humanen adulten Gehirn von Mikroglia nur schwach exprimiert
wird (Coraci et al., 2002). Eine starke Expression von CD36 konnte jedoch in von Monozyten
stammenden humanen Makrophagen detektiert werden (Huh et al., 1995). Hier sollte die Expression
von CD36 im ZNS nicht-infizierter und Scrapie-infizierter Mause untersucht und immunhistologisch

dargestellt werden.

Medulla

N-Tier

S-Tier

Abbildung 11: Expression von CD36 im ZNS. Es konnte gezeigt werden, dass CD36 im nicht-infizierten Gehirn (N-Tier) kaum
exprimiert wird (A-C). Lediglich im Hippocampus konnte eine leichte Expression detektiert werden (D). Im Scrapie-infizierten
Gehirn (S-Tier) wiesen alle Hirnregionen eine starke CD36-Expression auf, wie hier am Beispiel von Medulla (E), Mittelhirn (F),

Cortex (G) und Hippocampus (H) gezeigt wird. (Vergréf3erung 400x)

Es konnte im nicht-infizierten Gehirn nur eine leichte Expression von CD36 im Hippocampus (Abb. 11,
D) detektiert werden. Im Scrapie-infizierten Gehirn hingegen wird CD36 sehr stark in allen
Hirnregionen, wie z.B. Medulla, Mittelhirn, Cortex und Hippocampus exprimiert (Abb. 11, E-H).

Das morphologische Erscheinungsbild der CD36-exprimierenden Zellen deutete daraufhin, dass es
sich nicht, oder zumindest nicht ausschlieRlich, um Mikroglia bzw. Makrophagen, sondern gréf3tenteils
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um aktivierte Astrozyten handelte. Um nachzuweisen, das CD36 im ZNS von aktivierten Astrozyten
exprimiert wird, wurde eine Doppelfarbung mit anti-CD36 (Abb. 12, A) und anti-GFAP (Abb. 12, C)

durchgefiihrt. Die (bereinander gelegten Aufnahmen (Abb. 12, B) zeigen eine eindeutige

Ubereinstimmung. CD36 wird von aktivierten Astrozyten im ZNS exprimiert.

Abbildung 12: CD36-Expression im ZNS. Der Antikérper gegen GFAP war direkt an Cy3 gekoppelt. Fur den Nachweis von
anti-CD36 wurde ein Cy2-konjugierter Sekundarantikorper verwendet. Es wurden fir die Aufnahme der jeweiligen Farbung
unterschiedliche Filter verwendet, wodurch zwei Aufnahmen der gleichen Hirnregion entstanden (A und C), die anschlieRend
mithilfe des Computer-Programms Photoshop Ubereinander gelegt wurden (B). Es zeigte sich eine eindeutige

Ubereinstimmung. CD36 wird von aktivierten Astrozyten im ZNS exprimiert. (VergréRerung 400x)

4.1.2 Immunhistologische Untersuchung der Expression von SR-A im ZNS

SR-A wird in erster Linie in der Peripherie konstitutiv von mononuklearen Phagozyten, Makrophagen,
Dendritischen Zellen und Kupfferschen Stern-Zellen in verschiedenen Organen wie Milz, Leber, Herz
und Darm exprimiert (Yamada et al., 1998). Im Gehirn erwachsener Mause findet man SR-A in
geringem MaRe auf Mato-Zellen (perivaskuldare Makrophagen) (Christie et al., 1998; Honda et al.,
1998).

Fir SR-A konnte keinerlei Expression im uninfizierten Gehirn detektiert werden (Abb. 13, A - D). Im
Scrapie-infizierten Gehirn hingegen wurde eine Expression beobachtet, die aber im Vergleich zu
CD36 deutlich schwécher war. Die SR-A Expression im Scrapie-infizierten Gehirn zeigte sich in allen

untersuchten Hirnregionen wie z.B. Medulla, Mittelhirn, Thalamus und Hippocampus (Abb. 13, E - H).



Ergebnisse 54

Mittelhirn Cortex Hippocampus

Abbildung 13: Expression von SR-A im ZNS. SRA wird im uninfizierten Gehirn (N-Tier) in keiner Hirnregion exprimiert, wie
man hier am Beispiel von Medulla (A), Mittelhirn (B), Thalamus (C) und Hippocampus (D) sehen kann. Im Scrapie-infizierten
Gehirn (S-Tier) hingegen lasst sich eine Expression detektieren. Gezeigt sind Medulla (E), Mittelhirn (F), Thalamus (G) und
Hippocampus (H). (VergroRerung 400x)

Das morphologische Erscheinungsbild deutete auf eine Expression durch Glia hin. Um den Zelltyp
genau zu bestimmen, der SR-A im ZNS exprimiert, wurde auch hier eine Doppelfarbung mit anti-
GFAP und anti-SR-A durchgefiihrt, die eindeutig belegte, dass SR-A ebenfalls von aktivierten
Astrozyten im ZNS exprimiert wird (Abb. 14).

Abbildung 14: SR-A-Expression im ZNS. Mithilfe einer Doppelfarbung mit anti-SR-A (A) und anti-GFAP (C) sollte
nachgewiesen werden, dass SR-A im ZNS von aktivierten Astrozyten exprimiert wird. Die ibereinander gelegten Aufnahmen

(B) zeigen, dass SR-A auch von aktivierten Astrozyten im ZNS exprimiert wird. (VergroRerung 400x)
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4.2 Infektionsstudien an CD36/SR-A-Knockout-Mausen

Da die Scavenger Rezeptoren CD36 und SR-A im Scrapie-infizierten Gehirn eine deutliche
Expressionssteigerung zeigen, sollte deren Einfluss auf die Scrapie-Pathogenese genauer untersucht
werden.

Hierzu wurden sowohl CD36-defiziente, SR-A-defiziente, CD36/SR-A-defiziente Mause als auch
Wildtyp-Kontrollm&use mit dem gleichen genetischen Hintergrund C57BI/6 intracerebral mit einem 10™
verdinnten 10%igen Hirnhomogenat infiziert, das aus einer Scrapie-infizierten Maus im terminalen
Krankheitsstadium stammte (3.2.2). Fur die Untersuchungen der histopathologischen Verénderungen
in der asymptomatischen Phase der Infektion wurde eine Gruppe der Mause zum Zeitpunkt 125 dpi
getotet. Gehirn und Milz wurden entnommen und ihrem Verwendungszweck entsprechend fixiert. Die
zweite Gruppe der Tiere wurde erst beim Erreichen des terminalen Krankheitsstadiums getétet. Auch
hier wurden Gehirn und Milz entnommen und fixiert. Des Weiteren wurden entsprechende Mé&use
intraperitoneal mit einem 10™ und 10 verdiinnten 10%igem Hirnhomogenat infiziert. Hier wurde
jeweils ein Teil der Mause zu folgenden Zeitpunkten getoétet: 30dpi, 60dpi und 100dpi. Die
verbleibenden Tiere wurden erst zum terminalen Krankheitszeitpunkt getdtet. Auch bei diesem

Infektionsversuch wurden Gehirn und Milz entnommen und entsprechend fixiert.

4.2.1 Vergleich der Uberlebenszeiten

Zunachst wurden die Uberlebenszeiten von SR-A-, CD36-, CD36/SR-A-Knockout-Mausen und
Wildtypkontrollen fur die intrazerebrale und intraperitoneale Infektion verglichen. Die Tiere wurden
getotet, wenn sie den terminalen Krankheitszustand erreicht hatten. Die jeweilige Infektionsdosis, die

Art der Infektion sowie die Anzahl der infizierten Tiere sind in Tabelle 1 und Diagramm 1 aufgeflhrt.

Tabelle 1: Uberlebensdaten (dpi) der Scrapie-infizierten SR-A-, CD36- und CD36/SR-A-Knockout-Tiere sowie der
C57BI/6-Kontrolltiere. Die Uberlebenszeiten sind fiir die jeweiligen Infektionsversuche angegeben. Die statistischen
Unterschiede bei den Uberlebenszeiten wurden mithilfe des ,logrank test* ermittelt. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse
ab einem Wert von p<0,05 bewertet: * p<0,0002, ** p<0,0024, *** p<0,0005.

Verdiinnung des SR-A-KO-Tiere CD36-KO-Tiere CD36/SR-A-KO- C57Bl/6-
10% Hirnhomogenats Tiere Kontrolltiere
10* i.c. 192+ 8 (n=8) 203 + 15 (n=7) 183 £ 5 (n=8)* 205+ 8 (n=7)*
10" i.p. 193+ 7 (n=6) 201 + 10 (n=6) 180 + 8 (n=6)** 198 + 8 (n=6)**
107 i.p. 207 + 13 (n=6) - 182 + 6 (n=6)*** 219 * 15 (n=6)***
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Diagramm 1: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung der Uberlebenszeiten der Scrapie-infizierten Knockout-M&use und
C57BI/6-Kontrolltiere. Im Vergleich sind die Scrapie-infizierten Knockout-Mause und die entsprechenden C57BI/6-Kontrolltiere
der jeweiligen Infektionsversuche dargestellt. Besonders die CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigen im Vergleich zu den Wildtyp-

Kontrollen hochsignifikant verkiirzte Uberlebenszeiten in allen Infektionsversuchen.
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Aus Tabelle 1 und Diagramm 1 ist zu entnehmen, dass die intrazerebral infizierten SR-A-Knockout-
Mause durchschnittich nach 192+8 dpi das terminale Krankheitsstadium erreichten. Die
Wildtypkontrollen erreichten dieses Stadium im Durchschnitt erst nach 205+8 dpi. Dies entspricht
einem Unterschied von 13 Tagen. Die CD36-Knockout-Mause starben durchschnittlich nach 20315
dpi. Damit starben sie lediglich zwei Tage friiher als die Wildtypkontrolltiere. Bei den Uberlebenszeiten
fur die intraperitoneale Infektion war zu beobachten, dass die SR-A-defizienten Tiere im Durchschnitt
5 bzw. 12 Tage vor den Wildtypkontrollen starben. Die CD36-Knockout-Méause lebten im Durchschnitt
3 Tage langer als die C57BI/6-Kontrollmause.

Die intrazerebral infizierten CD36/SR-A-Knockout-Mause erreichten durchschnittlich nach 183+5 dpi
das terminale Krankheitsstadium. Dies entspricht einem Unterschied von 22 Tagen gegenlber den
Wildtypkontrollen und ist statistisch signifikant (p<0,0002, logrank test; Diagramm 1, C). Bei der
intraperitonealen Infektion starben die Knockout-Tiere ebenfalls friiher. Hier ergab sich eine
Uberlebenszeit von 180+8 dpi bei der 10" i.p.-Infektion, woraus sich ein Unterschied von 18 Tagen
gegeniiber den Kontrolltieren ergibt und ebenfalls statistisch signifikant ist (p<0,0024, logrank test;
Diagramm 1, A). Bei der 107 i.p.-Infektion starben die CD36/SR-A-Knockout-Tiere sogar
durchschnittlich 31 Tage friher als die Wildtypkontrollen (p<0,0005, logrank test; Diagramm 1, B).

Diagramm 1 und Tabelle 1 geben einen Uberblick tiber diese Ergebnisse.

4.2.2 Immunhistologische Untersuchungen der Scrapie-infizierten Knockout-

Mause

Wahrend der Scrapie-Infektion des ZNS kénnen charakteristische histopathologische Veranderungen
wie PrP*-Ablagerungen, Mikrogliaaktivierung, Astrozytose und spongiforme Veranderungen
beobachtet werden. Diese Parameter wurden bei den Scrapie-infizierten Knockout-Tieren im
Vergleich zu den Kontrolltieren immunhistologisch untersucht. Zu den Hirnregionen, die untersucht
wurden, gehodrten Hippocampus, Cortex, Cerebellum, Thalamus, Striatum/Septum, Medulla oblangata
und das Mittelhirn.

Da das lymphoretikulare System (LRS), zu dem auch die Milz gehért, bei der peripheren Replikation
und Akkumulation von PrP*® eine entscheidende Rolle zu spielen scheint, wurde die PrPSC-AbIagerung

zusatzlich in den Milzen der intraperitoneal infizierten Tiere untersucht.

4.2.2.1 PrP>°-Ablagerungen im Gehirn nach i.c.-Infektion

Als zentrales Erreignis der Scrapie-Pathogenese gilt die Ablagerung von PrP*® im Gehirn. Der

Nachweis von PrP>° wurde mithilfe des PET-Blots durchgefiihrt.

4.2.2.1.1 PrP**-Ablagerung im asymptomatischen Stadium der Infektion (125 dpi)

Die PET-Blot-Analysen der asymptomatischen Phase (125 dpi) zeigten Unterschiede in der Prp-

Ablagerung zwischen den verschiedenen Tiergruppen.
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Abbildung 15: PET-Blot-Analyse zur Ablagerung von PrP® bei den Knockout-Mausen im Vergleich zu den C57BI/6-
Kontrolltieren zum Zeitpunkt 125 dpi. Die SR-A- und CD36-Knockout-Mause (A und B) zeigten zum Zeitpunkt 125 dpi eine
ahnliche Ablagerung von PrP*° wie die Wildtyp-Kontrollen (C). Die CD36/SR-A-Knockout-Tiere (D und E) zeigten hingegen eine
deutlich schwachere PrP*-Ablagerung im Vergleich zu den Wildtypkontrollen. Ein Tier, das mit nicht-infektiosem

Hirnhomogenat behandelt wurde, diente zur Negativkontrolle (F). Es zeigte keinerlei Signal.

Bei den SR-A-Knockout-Tieren konnte im Vergleich zu den C57Bl/6-Kontrolltieren eine ahnlich starke
Ablagerung von PrP** festgestellt werden. Beide Tiergruppen zeigten Ablagerungen im Hippocampus,
Thalamus, Kleinhirn und Cortex (Abb. 15, A und C). Bei den CD36-Knockout-Mausen und den
Wildtypkontrollen konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Menge und
Lokalisation der Ablagerung waren bei den CD36-Knockout-Mausen und den C57BIl/6-Kontrolltieren
vergleichbar (Abb. 15 B und C).

Die PET-Blot-Analysen der CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigten hingegen, dass die Ablagerung von
PrP* bei den C57BIl/6-Kontrolltieren deutlich starker war im Vergleich zu den Knockout-Mausen. Die
Wildtyp-Kontrollen zeigten vermehrte Ablagerungen im Hippocampus, Thalamus, Kleinhirn und Cortex
(Abb. 15, C). Bei den Knockout-Tieren war lediglich eine schwache Ablagerung im Thalamus und im
Bereich des Stammhirns zu erkennen (Abb. 15, D und E). Die Negativkontrolle zeigte keinerlei
Ablagerungen (Abb. 15, F).

4.2.2.1.2 PrP*-Ablagerung im terminalen Stadium der Infektion

Zum terminalen Krankheitszeitpunkt konnten keinerlei Unterschiede zwischen den Scrapie-infizierten
Tiergruppen festgestellt werden. Die SR-A-, CD36- und CD36/SR-A-Knockout-Mause zeigten im
Vergleich zu den Wildtypkontrollen alle eine gleich starke PrP*-Ablagerung auf (Abb. 16). Die
Ablagerungen von PrP*® waren iiber den gesamten Schnitt verteilt. Besonders starke Signale konnten
im Cortex, Hippocampus und Thalamus beobachtet werden (Abb. 16 A-E). Bei den Negativkontrollen

konnte keine PrPS°-AbIagerung nachgewiesen werden (Abb. 16 F).
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Abbildung 16: PET-Blot-Anaylse zur Ablagerung von PrP* bei den Knockout-Mausen im Vergleich zu den C57BI/6-

Kontrolltieren zum terminalen Krankheitszeitpunkt. Bei den SR-A-, CD36- und CD36/SR-A-Knockout-Tieren als auch bei
den Wildtyp-Kontrollen konnte eine gleich starke Ablagerung von fehlgefaltetem Prion-Protein festgestellt werden. Die

Negativkontrolle zeigte wie erwartet keine Ablagerung.

4.2.2.2 PrP°-Ablagerungen in der Milz nach i.p.-Infektion

Nach einer peripheren Infektion mit Prionen zeigt sich in der Milz bereits eine hohe Infektidsitat noch
bevor der Erreger im ZNS nachweisbar ist. Vor allem in den follikularen dendritischen Zellen (FDC's)
der Milz findet eine Prion-Replikation statt (Kitamoto et al., 1991). Der Nachweis von PrP>® wurde
mithilfe des Western Blots und des PET-Blots fur unterschiedliche Zeitpunkte durchgefuhrt. Dabei
wurde fir den Western Blot der ICSM 18 Antikdrper und fir den PET-Blot der 6H4-Antikorper

eingesetzt. Die Tiere, die untersucht wurden, waren intraperitoneal infiziert worden.

4.2.2.2.1 Western Blot (30, 60 und 100 dpi; i.p.-Infektion)

Die Western Blot-Analyse zur Ablagerung von PrP*® in der Milz wies bei allen Proben die
charakteristischen drei Banden des fehlgefalteten Prion-Proteins mit einem Molekulargewicht
zwischen 20 und 30 kDa auf, die der unglykosylierten, einfach- und zweifach glykosylierten Form des
PrP%° entsprechen.

Zum Krankheitszeitpunkt 30 dpi konnte sowohl bei den intraperitoneal infizierten SR-A-Knockout-
Tieren als auch bei den CD36-defizienten Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen eine
ahnliche PrP**-Ablagerung in den Milzen beobachtet werden (Abb. 17 und 18).
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Abbildung 17: PrP*-Ablagerung in der Milz SR-A-defizienter Tiere im Vergleich zu Wildtypkontrollen zu den
Zeitpunkten 30 und 60 dpi. Zum Zeitpunkt 30 und 60 dpi konnte eine &hnliche PrP*:-Ablagerung in den Milzen der SR-A-
Knockout-Tiere im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen detektiert werden. (Spur 1: S-Hirn, Spur 2: Marker, Spur 3/4: SR-A,
Spur 5/6: C57BI/6)

60 Tage nach der Infektion waren ebenfalls keine eindeutigen Unterschiede detektierbar. Die PrP>"-
Ablagerung in den SR-A- und CD36-Knockout-Tieren entsprach anndhernd der, die in den
Wildtyptieren beobachtet wurde (Abb. 17 und 18).

30 dpi 60 dpi
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Abbildung 18: PrP*-Ablagerung in der Milz CD36-defizienter Tiere im Vergleich zu Wildtypkontrollen zu den
Zeitpunkten 30 und 60 dpi. Zum Zeitpunkt 30 und 60 dpi konnte eine dhnlich starke PrP°-Ablagerung in den Milzen der
Wildtyp-Tiere im Vergleich zu den CD36-Knockout-Tieren detektiert werden. (Spur 1: S-Hirn, Spur 2: Marker, Spur 3/4: C57BI/6,
Spur 5/6: CD36)

Allerdings ergaben die Western Blot-Analysen sehr deutliche Unterschiede zwischen den CD36/SR-A-
Knockout-Mausen und den Wildtypkontrollen. Fir die Zeitpunkte 30 und 60 dpi konnte fiir die
CD36/SRA-Knockout-Méause im Vergleich zu den C57BI/6-Kontrolltieren ein deutlich schwéacheres
Signal detektiert werden (Abb. 19).
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Abbildung 19: PrP%-Ablagerung in der Milz zu den Zeitpunkten 30 und 60 dpi. Zu den Zeitpunkten 30 dpi und 60 dpi
konnte eine schwachere PrP-Ablagerung in den Milzen der CD36/SR-A-Knockout-Tiere im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen detektiert werden. (Spur 1: S-Hirn, Spur 2: Marker, Spur 3/4/5: CD36/SR-A, Spur 6/7: C57BI/6)

Zum Zeitpunkt 100 dpi konnten keine eindeutigen Unterschiede in der PrPSC-AbIagerung zwischen den
einzelnen Tiergruppen mithilfe des Western Blots mehr detektiert werden. Die Einzel-Knockout-Tiere
aber auch die CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigten eine &hnliche PrP%°-Ablagerung im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrollen (Abb. 20 A und B). Der zuvor detektierte Unterschied in der PrP>°-Ablagerung
zwischen den CD36/SR-A-Knockout-Tieren und Wildtypkontrollen konnte zum Krankheitszeitpunkt
100 dpi kaum noch festgestellt werden (Abb. 20 B).

A 1 2 3 4 5 6 7 8 B 1 2 3 4 5 6

‘e "0

S-Hirn SR-A CD36 C57Bl/6 S-Hirn CD36/SR-A C57Bl/6
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Abbildung 20: PrP%-Ablagerung in der Milz zum Zeitpunkt 100 dpi. Es konnte fir die SR-A-Knockout-Tiere und fur die
CD36-Knockout-Tiere eine kaum schwachere PrP*-Ablagerung im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen in der Milz zum
Zeitpunkt 100 dpi beobachtet werden (A). Fiir die CD36/SR-A-Knockout-Tiere konnte nur noch eine etwas schwachere Prp™-
Ablagerung im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (B). (A: Spur 1: S-Hirn, , Spur 2/3: SR-A, Spur 4/5: CD36. Spur 6/7: C57BI/6
Spur 8: Marker. B: Spur 1: S-Hirn, Spur 2: Marker, Spur 3/4: CD36/SR-A, Spur 5/6: C57BI/6)

4.2.2.2.2 Pet-Blot (60 dpi; i.p.-Infektion)

Da die CD36/SR-A-Knockouts eine deutlich schwachere PrP**-Ablagerung in den Milz aufwiesen,
wurde fir diese Tiergruppe im Vergleich zu den Wildtypen neben den Western Blot-Analysen auch

eine PET Blot-Analyse von Milzen durchgefihrt, die 60 Tage nach der Infektion enthnommen wurden.
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Abbildung 21: PET-Blot-Analyse der PrP*-Ablagerung in Milzen zum Krankheitszeitpunkt 60 dpi. Die Ablagerung von
fehlgefaltetem Prion-Protein war bei den Scrapie-infizierten Knockout-Tieren (A und D) schwécher im Vergleich zu den Wildtyp-

Kontrollen (B und E). Bei den mock-infizierten Mausen (C) konnte kein PrP*¢ detektiert werden.

Die PET Blot-Analyse der Milzen konnte die Ergebnisse des Western Blots bestatigen. Auch hier
konnte fiir das asymptomatische Stadium 60 dpi eine deutlich schwéchere PrP:-Ablagerung bei den
CD36/SR-A-Knockout-M&ausen im Vergleich zu den Wildtypkontrollen festgestellt werden (Abb. 21).
Sowohl bei den Knockout-Tieren als auch bei den Wildtyp-Kontrollen fanden sich die Ablagerungen in
den Lymphfollikeln der Milz, die die B-Zell-Regionen darstellen und sich in der weiRen Pulpa der Milz

befinden.

4.2.2.2.3 Immunpréazipitation aller PrP%-Isoformen (60 dpi; i.p-Infektion)

Da die allgemein verwendeten Antikdrper zur Detektion von Prion-Protein sowohl PrP*° als auch Prp°®
binden, wird im Western Blot und auch im PET Blot vor dem spezifischen Nachweis von PrP>® ein
Proteinase K-Verdau durchgefiihrt. Hierbei gehen PK-sensitive Anteile oder Zwischenstufen des PrP*°
verloren. Diese scheinen zwar bereits typische Strukturelemente der R-Faltblattform angenommen zu
haben, jedoch noch nicht die fiir eine Proteinase-Resistenz erforderliche Umfaltungsstufe erreicht zu
haben. Um diese potentiell vorhandenen PK-sensitiven Zwischenstufen des infektiésen Prion-Proteins
nachzuweisen, wurde eine Immunprazipitation von PrP® mit dem Antikorper 15B3 durchgefihrt
(3.5.1.4). Der Antikorper ist in der Lage, jede Form des PrP%° zu detektieren. Fir die
Immunprazipitation wurden Milzhomogenate des Krankheitsstadiums 60 dpi von CD36/SR-A-M&usen
und Wildtypkontrollen eingesetzt. Da die Knockout-Tiere im Vergleich zu den Wildtypen friher
sterben, aber in den PET Blot- und Western Blot-Analysen eine verringerte PrP°°-Ablagerung in

Gehirn und Milz aufweisen, sollte mit der Immunprazipitation festgestellt werden, ob eine verstarkte
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Akkumulation eines moglichen PK-sensitivem PrP*® bei den Knockout-Tieren auftritt, wodurch die

verkirzten Uberlebenszeiten eventuell erklart werden kénnten.

Abbildung 22: Immunpréazipitation von PrP* mit dem Antikérper 15B3. Durch die Immunprazipitation mit dem Antikorper
15B3 (A) konnte bei den Knockout-Tieren (A, Spur 2 und 3) im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (A, Spur 4 und 5) keine
erhohte Menge von PrP*® bzw. keine zusétzlichen Isoformen von PrP* detektiert werden. Die Abbildung B zeigt die

Immunprézipitation ohne den Antikdrper 15B3. Die detektierten Banden sind Hintergrund.

In Abbildung 22 zeigen alle Proben das gleiche Bandenmuster, was teils auf die unspezifische
Bindung von Proteinen der Gewebehomogenate an die Dynabeads zuriickzufiihren ist.

Die beiden Proben der Wildtyp-Kontrollen (Abb. 22, A, Spur 4 und 5) zeigen zuséatzlich zu diesen
Banden das charakteristische Bandenmuster des PrP*, wahrend diese bei den Knock-out-Tieren
(Abb. 22, A, Spur 2 und 3) kaum sichtbar sind. Damit wurde das Ergebnis des vorangegangenen
Western Blots im Prinzip bestatigt. Neben einer verringerten Ablagerung des PK-resistenten PrP>°
konnte auch eine schwéachere Akkumulation von Gesamt-PrP bei den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im

Vergleich zu den Wildtyp-Tieren beobachtet werden.

4.2.2.2.4 Verimpfen von Milzen in tga20-Mause zum Nachweis infektiéser Prionen

Zum Nachweis der Infektidsitat wurden tga20-Mause mit 10%igem Milzhomogenaten, die von
infizierten Knockout-Tieren und Wildtypkontrollen stammten (60 dpi, i.p. 10'3), intracerebral infiziert.
Bei den tga20-Mausen handelt es sich um transgene Tiere, die PrP° stark Uberexprimieren (Fischer et
al., 1996). Durch das Vorhandensein und die Uberexpression von PrP¢ sind diese Mause sehr
empfindlich fur Prion-Infektionen und zeigen eine deutlich verkiirzte Inkubationszeit im Vergleich zu
Wildtyptieren.

Es konnte festgestellt werden, dass sich die Milzhomogenate der verschiedenen Tiergruppen nur
geringfigig bzgl. der Prion-Infektiositat unterscheiden (p>0,05). Die infizierten tga20-Mause, die mit
Milzhomogenaten infiziert wurden, die von SR-A-Knockout-Mausen stammten, starben im
Durchschnitt alle nach etwa 82 Tagen. Die Tiere, die mit Milzhomogenaten infiziert wurden, die von
CD36/SR-A-Knockout-Mausen stammten, starben nach durchschnittlich 85 Tagen. Die tga20-Méause
aus der WT-Gruppe starben hingegen etwa 82 Tage nach der Infektion (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Uberlebensdaten (dpi) von tga20-Mausen nach Verimpfung von Milzhomogenaten zur Ermittlung der
Infektidsitat. Zum Nachweis der Infektidsitat wurden tga20-Mause mit Milzhomogenaten (10%), die von infizierten Knockout-

Tieren und Wildtypkontrollen stammten (60 dpi, i.p. 10, intracerebral infiziert.

Milz von CD36/SR-A-KO- Milz von SR-A-KO-Tieren Milz von C57BI/6-
Tieren Kontrolltieren
85 + 7 (n=6) 82 + 3 (n=6) 82 + 7 (n=6)

4.2.2.3 PrP5¢-Akkumulation in dendritischen Zellen nach PrP%¢-Infektion

Dendritische Zellen (DC’s) sind Zellen des Immunsystems und haben eine wichtige Funktion bei der
Antigenprozessierung und Antigenprasentation. DC’s stellen eine heterogene Zellpopulation dar, die
myolide, lymphoide oder plasmazytoide Subpopulationen enthalt (Rybner-Barnier et al., 2006; Ardavin
et al., 2001). In ihrem Phanotyp ahneln sie Monozyten und Makrophagen mit denen sie auch einige
Oberflachenmarker wie CD11b, F4/80 und CD68 gemeinsam haben (Aucouturier et al., 2002). Da
PrP¢ ebenfalls auf ihrer Oberflache exprimiert wird, ist es durchaus méglich, dass die DC's als Prion-
Replikationsort fungieren kdnnten. Aufgrund ihrer Fahigkeit, Antigene vom Ort ihrer Exposition ins
lymphatische System zu transportieren, wird ebenfalls vermutet, dass DC’s an der Neuroinvasion von
Prionen beteiligt sind (Rybner-Barnier et al., 2006; Huang et al., 2002). So konnte auch gezeigt
werden, dass DC’s in der Lage sind, in das ZNS TSE-erkrankter M&duse zu gelangen (Rosicarelli et al.,
2005) und ohne Beteiligung anderer lymphatischer Faktoren PrP* von der Peripherie in das ZNS zu
transportieren (Aucouturier et al., 2002; Aucouturier et al., 2001).

Die CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigten in den vorangegangenen PET Blot- und Western Blot-
Analysen eine schwachere PrP*°-Akkumulation in der Milz im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Der
Grund hierfir kénnte eine mégliche Hemmung der PrP**-Aufnahme und Replikation sein, ausgelost
durch die Defizienz der beiden Scavenger Rezeptoren SR-A und CD36. Wie bereits beschrieben,
werden diese unter anderem auch in der Peripherie exprimiert und sind unter anderem auch auf
dendritischen Zellen zu finden (Becker et al., 2006). Da sie in der Lage sind, verschiedenste Liganden,
wie z.B. B-Amyloid, zu binden und zu phagozytieren, sind sie vermutlich an der Aufnahme von Prps°
beteiligt.

Daher wurde untersucht, in wieweit die dendritische Zellen der CD36/SR-A-Knockout-Tiere noch in
der Lage sind, PrP*® zu phagozytieren und aufzunehmen.

Fur diese Untersuchung wurden dendritische Zellen aus dem Knochenmark von 6 Wochen alten
Mausen extrahiert (3.6.3) und mit PrP*® infiziert. AnschlieRend wurde von den infizierten Zellen ein
Westernblot durchgefiihrt, um die von den Zellen akkumulierte PrPSC-Menge zu bestimmen.

Die Western Blot-Anaylse der PrPS-infizierten dendritischen Zellen ergab eine deutliche schwachere
Akkumulation von PrP%® in den aus CD36/SR-A-Knockout-Mausen (Abb. 23, Spur 5) stammenden
dendritischen Zellen im Vergleich zu denen aus Wiltyp-Mausen isolierten Zellen (Abb. 23, Spur 3).

Dies deutet daraufhin, dass sie in viel geringerem MaRe in der Lage sind, PrP*® zu binden und zu
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phagozytieren. Anscheinend wird dies durch die CD36/SR-A- Defizienz vermittelt. Die nicht-infizierten
Zellproben (Abb. 23, Spur 2 und 4) zeigten wie erwartet keinerlei PrP%°-Akkumulation. Allerdings
reichen die hier gezeigten Daten nicht aus, um eine eindeutige und fundierte Aussage machen zu
kénnen. Sie weisen lediglich daraufhin, dass die oben beschriebene Annahme, dass die Scavenger

Rezeptoren vermutlich an der Aufnahme von PrP°° beteiligt sind, méglicherweise begriindet ist.

1 2 3 4 5

30kD—>

20 kD—» -

Abbildung 23: PrPSC—AbIagerung in dendritischen Zellen nach PrP*-Infektion. Es konnte fiir die infizierten dendritischen
Zellen aus CD36/SR-A-Knockout-Tieren (Spur 5) eine etwas schwachere PrP%-Akkumulation im Vergleich zu den infizierten
dendritischen Zellen aus Wildtyp-M&ausen (Spur 3) beobachtet werden. Spur 1: Marker; Spur 2: nicht-infizierte WT-Zellen; Spur
4: nicht-infizierte Knockout-Zellen.

4.2.2.4 Mikrogliaaktivierung

Als Folge der PrP**-Ablagerung kommt es wahrend der Scrapie-Pathogenese zu einer Aktivierung der
Mikroglia (Williams et al., 1994; Campell et al., 1994). Aufgrund der Aktivierung kommt es auf diesen
Zellen zu einer Expression verschiedener Proteine, die immunhistochemisch nachweisbar sind
(Graeber et al., 1988). Fur den immunhistologischen Nachweis von aktivierten Mikroglia wurde ein
anti-lba-1-Antikbrper verwendet (ionized calcium binding adapter molecule) (3.3.7.2). Die

histologischen Auswertungen erfolgten wie unter 3.3.9 angegeben.

4.2.2.4.1 Aktivierung von Mikroglia im asymptomatischen Stadium der Infektion (125dpij; i.c.-
Infektion)

Mikroglia sind gleichméaRig uber alle Hirnregionen verteilt und weisen meist eine verzweigte
Morphologie auf, die als ramifiziert bzw. ruhend bezeichnet wird (Streit et al., 1988; Kreutzberg et al.,
1996). Unter pathologischen Bedingungen wie z.B. neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS
werden die Mikroglia aktiviert (Kreutzberg et al., 1996). Durch diese Aktivierung kommt es zu einer
morphologischen Veranderung der Zellen. Der Zellkérper vergréRert und die Auslaufer verkiirzen sich
(Streit et al., 1988; Kreutzberg et al., 1996). Eine solche Mikrogliaaktivierung konnte bei den
untersuchten Tiergruppen bereits in der asymptomatischen Phase in fast allen Hirnregionen
beobachtet werden. Lediglich im Cortex und Striatum konnten kaum aktivierte Mikroglia detektiert
werden.

Die SR-A- und CD36-Knockout-Mause wiesen im Vergleich zu den Wildtypkontrollen zum
Krankheitszeitpunkt 125dpi eine &hnlich starke Mikrogliaaktivierung auf (Abb. 24, Diagramm 2). Die
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aktivierten Mikroglia konnten auf3er im Cortex und Striatum in allen untersuchten Hirnregionen
detektiert werden.

Die CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigten hingegen im Vergleich zu den Wildtypkontrollen und den
Einzel-Knockouts eine verringerte Mikrogliaaktivierung (Abb. 24, Diagramm 2). Die Unterschiede
konnten vor allem in der Medulla, dem Thalamus und im Mittelhirn detektiert werden. Die
Negativkontrollen, die mit nicht-infektibsem Hirnhomogenat behandelt wurden, zeigten keine

Immunreaktivitat.

Aktivierung von Mikroglia
asymptomatisches Stadium der Infektion (125 dpi)

o o 92
D o e

0,24

Index der
Mikrogliaaktivierung

Q

SR-A CD36 CD36/SR-A- C57BI/6 Negativ-
Knockout kontrolle

Diagramm 2: Vergleich der Aktivierung von Mikroglia zwischen SR-A-, CD36 sowie CD36/SR-A-Knockout-Mausen,
C57BI/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen im asymptomatischen Stadium der Infektion 125 dpi. Die Aktivierung der
Mikroglia ist in den CD36/SR-A-Knockout-Mausen schwacher als in den Ubrigen Tiergruppen zum Zeitpunkt 125 dpi. Die

Negativkontrollen zeigten keine Immunreaktivitat gegen den Iba-1-Antikorper.
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Abbildung 24: Iba-1-Expression in den Knockout-Mausen im Vergleich zu C57BI/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen
im asymptomatischen Stadium der Infektion. Die Aktivierung von Mikroglia war bei den CD36/SR-A-Knockout-Tieren
deutlich geringer im Vergleich zu den Ubrigen Tiergruppen. Die Unterschiede zeigten sich besonders in der Medulla und dem
Mittelhirn. Im Hippocampus zeigten alle Tiergruppen eine ahnliche Expression von Iba-1. Bei den Negativkontrollen konnte

keine Mikrogliaaktivierung festgestellt werden. (Vergrof3erung 400x)

4.2.2.4.2 Aktivierung von Mikroglia im terminalen Stadium der Infektion

Im Verlauf der Scrapie-Infektion kommt es zu einer Zunahme der Mikrogliaaktivierung. Dies konnte
sowohl in den Knockout-Mausen als auch in den Wildtyp-Kontrollen beobachtet werden.

In den CD36/SR-A-Knockout-Mausen konnten die anfanglichen Unterschiede in der Iba-1-Expression
in einigen Hirnregionen zum asymptomatischen Krankheitszeitpunkt (125dpi) im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen und Einzel-Knockout-Tieren nicht mehr festgestellt werden. Zum terminalen
Krankheitszeitpunkt zeigten die CD36/SR-A-Knockout-Méause im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen
eher eine etwas starkere Aktivierung von Mikroglia (Abb. 25, Diagramm 3). Dieser Unterschied konnte
allerdings nur im Hippocampus und der Medulla nachgewiesen werden.

Die SR-A- und CD36-Knockout-Mause zeigten eine ahnlich starke Expression wie die Wildtyp-
Kontrollen. Unterschiede zwischen den Tiergruppen konnten zum terminalen Krankheitszeitpunkt also
kaum noch festgestellt werden. Die Negativkontrollen Tiere zeigten auch im terminalen

Krankheitsstadium keine Anzeichen einer Mikrogliose (Abb. 25, Diagramm 3).

Aktivierung von Mikroglia
terminales Stadium der Infektion
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Diagramm 3: Vergleich der Aktivierung von Mikroglia zwischen SR-A-, CD36 sowie CD36/SR-A-Knockout-Mausen,
C57Bl/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen im terminalen Stadium der Infektion. Die Aktivierung der Mikroglia ist in allen
untersuchten Tiergruppen etwa gleich stark. Die CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigten sogar eine etwas starkere

Mikrogliaaktivierung als die Ubrigen Tiere. Die Negativkontrollen zeigten keine Immunreaktivitat gegen den Iba-1-Antikorper.
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Abbildung 25: Iba-1-Expression in den Knockout-Mausen im Vergleich zu C57BI/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen
im terminalen Stadium der Infektion. Die Untersuchung der Iba-1-Expression im terminalen Krankheitsstadium ergab geringe
Unterschiede im Hippocampus. Hier zeigten die CD36/SR-A-Knockout-Tiere eine leicht erhdhte Expression gegeniiber den
Wildtyp-Kontrolltieren und den Einzel-Knockouts. In den Ubrigen Hirnregionen wie Medulla und Mittelhirn zeigten sich diese
Unterschiede nicht. Die Negativkontrollen wiesen keine Mikrogliaaktivierung auf. (VergréRerung 400x)

4.2.2.5 Astrozytenaktivierung

Waéhrend der Scrapie-Infektion werden neben Mikroglia auch Astrozyten aktiviert. Dabei kommt es zu
einer Hypertrophie der Zellfortsatze (Wietgrefe et al., 1985; Dietrich et al., 1987) und damit verbunden
zu einer Expression spezifischer Proteine, die immunhistochemisch nachgewiesen werden kdnnen.
Unter anderem exprimieren aktivierte Astrozyten auf der Oberflache ihrer Zellfortsadtze das saure
Gliafaserprotein GFAP (glial fibriallry acidic protein). Der immunhistochemische Nachweis von
aktivierten Astrozyten wurde mithilfe eines anti-GFAP-Antikdrpers erbracht (3.3.7.1). Die

histologischen Auswertungen erfolgten wie unter 3.3.9 angegeben.

4.2.2.5.1 Aktivierung von Astrozyten im asymptomatischen Stadium der Infektion (125 dpi; i.c.-
Infektion)

Die immunhistologischen Untersuchungen von Scrapie-infizierten C57BI/6-Mausen in der
Vergangenheit zeigten bei 125 dpi eine massive Aktivierung von Astrozyten, die vor allem im
Hirnstamm, Hippocampus und Kleinhirn zu beobachten war. Aber auch im Mittelhirn, Cortex und
Thalamus konnte eine Astrozytose detektiert werden.

In den SR-A-, CD36-Knockout-M&usen und Wildtyp-M&ausen konnte zum Krankheitszeitpunkt 125 dpi
eine gleich starke Astrozytenaktivierung detektiert werden (Abb. 26, Diagramm 4). Es konnten in allen
untersuchten Hirnregionen GFAP-positive Zellen beobachtet werden. Die Negativkontrollen zeigten
keinerlei Astrogliose.

Die Analyse der CD36/SR-A-Knockout-Tiere im Vergleich zu den C57BI/6-Kontrolltieren und Einzel-
Knockout-Tieren zeigte hingegen eine deutlich verringerte Aktivierung von Astrozyten (Abb. 26,
Diagramm 4). Im frihen Stadium der Infektion(125 dpi) konnten vor allem im Cortex, Thalamus,
Mittelhirn und der Medulla oblangata der CD36/SR-A-Knockout-Tiere deutlich weniger aktivierte
Astrozyten nachgewiesen werden.
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Abbildung 26: Expression von GFAP in den Knockout-Tieren im Vergleich zu C57BIl/6-Kontrolltieren und
Negativkontrollen zum asymptomatischen Krankheitszeitpunkt 125 dpi. Die Aktivierung von Astrozyten war bei den
CD36/SR-A-Knockout-Tieren deutlich geringer als bei den tbrigen Tiergruppen zum Zeitpunkt 125 dpi. Dies konnte vor allem in
der Medulla, Mittelhirn, Cortex und Thalamus beobachtet werden. Im Hippocampus konnte hingegen bei allen Tiergruppen eine

ahnliche Expression festgestellt werden. Die Negativkontrollen zeigten keinerlei Astrozytose. (VergrdoRerung 400x)
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Diagramm 4: Vergleich der Aktivierung von Astrozyten zwischen SR-A-, CD36 sowie CD36/SR-A-Knockout-Mausen,
C57BIl/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen im asymptomatischen Stadium 125 dpi. Es konnte eindeutig eine
schwéachere Astrogliose in den CD36/SR-A-Knockout-M&ausen im Vergleich zu den anderen Tiergruppen zum
asymptomatischen  Krankheitszeitpunkt 125 dpi festgestellt werden. Die Negativkontrollen zeigten keinerlei

Astrozytenaktivierung.

4.2.2.5.2 Aktivierung von Astrozyten im terminalen Stadium der Infektion

Neben der Mikrogliaaktivierung nimmt auch die Aktivierung von Astrozyten im Krankheitsverlauf zu
(Lefrancois et al., 1994). Die Untersuchung der SR-A- und CD36-Knockout-Mause im Vergleich zu
den Wildtyp-Mausen zum terminalen Krankheitszeitpunkt ergab keine eindeutigen Unterschiede im
Grad der Astrozytenaktivierung (Abb. 27, Diagramm 5). Die stark fortgeschrittene Astrogliose konnte
in allen untersuchten Hirnregionen detektiert werden.

Die Untersuchung der infizierten CD36/SR-A-Knockouttiere zum terminalen Krankheitszeitpunkt ergab
hingegen leichte Unterschiede im Grad der Astrozytenaktivierung. Vor allem in den Hirnregionen
Mittelhirn, Medulla und Hippocampus zeigten die CD36/SR-A-Knockout-Tiere eine leicht erhéhte
Astrozytose im Vergleich zu den Wildtypkontrollen und den Einzel-Knockout-Tieren (Abb. 27,
Diagramm 5). Dieser Unterschied konnte in anderen Regionen, wie z.B. dem Thalamus nicht
beobachtet werden.

Bei den Negativkontrollen war ebenfalls eine beginnende Astrozytenaktivierung im Hippocampus und
Kleinhirn zu erkennen (Abb. 27, Diagramm 5), die typisch fiir das fortgeschrittene Alter der Tiere ist
(Westaway et al., 1994).
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Abbildung 27: Expression von GFAP in den Knockout-Tieren im Vergleich zu C57BIl/6-Kontrolltieren und
Negativkontrollen zum terminalen Krankheitszeitpunkt. Die Analyse der GFAP-Expression im terminalen Krankheitsstadium
ergab eine leicht erhthte Expression in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen und Einezl-
Knockouts. Dies konnte vor allem im Mittelhirn, Medulla und Hippocampus beobachtet werden. In den tbrigen Hirnregionen wie
z.B. im Thalamus war dieser Unterschied weniger zu erkennen. Die Negativkontrollen zeigten im Hippocampus und Kleinhirn

eine beginnende Astrozytose, die typisch fur das fortgeschrittene Alter der Tiere ist. (VergréRerung 400x)
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Diagramm 5: Vergleich der Aktivierung von Astrozyten zwischen SR-A-, CD36 sowie CD36/SR-A-Knockout-Mausen,
C57Bl/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen im terminalen Stadium der Infektion. Es konnte eine etwas stérkere
Astrogliose in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im Vergleich zu den ubrigen Tiergruppen zum terminalen Krankheitszeitpunkt
festgestellt werden. Die Negativkontrollen zeigten eine leichte Astrozytenaktivierung, die allerdings auf das Alter der Tiere

zurlickzufuhren ist.

4.2.2.6 Spongiforme Veranderungen/Vakuolisierung

Im Verlauf der Scrapie-Pathogenese kommt es neben der Gliose und PrP°°-Ablagerungen zu
spongiformen Veranderungen im Hirngewebe (Jeffrey et al., 1992). Diese Vakuolisierung lasst sich

durch eine Hamalaun-Eosin-Ubersichtsfarbung nachweisen (3.3.6).

4.2.2.6.1 Vakuolisierung im asymptomatischen Stadium der Infektion(125 dpi; i.c.-Infektion)

Zum frihen Krankheitszeitpunkt der Scrapie-Infektion konnten bei allen Tiergruppen schwache
spongiforme Veradnderungen beobachtet werden (Abb. 28, Diagramm 6). Diese traten vor allem im
Kleinhirn und Thalamus auf. Im Hippocampus, Mittelhirn und der Medulla konnte noch keinerlei
Vakuolisierung beobachtet werden. Die Starke der Vakuolisierung war bei den Knockout-Tieren und
den C57Bl/6-Kontrolltieren 125 Tage nach der Infektion vergleichbar (Abb. 28, Diagramm 6). Bei den

Negativkontrollen waren keine spongiformen Verdnderungen des Gewebes zu beobachten.
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Abbildung 28: Vakuolisierung des Gewebes der Knockout-Mause im Vergleich zu C57Bl/6-Kontrolltieren zum
asymptomatischen Krankheitszeitpunkt 125 dpi. Die Auswertung der Vakuolisierung des Hirngewebes zum Zeitpunkt 125
dpi ergab keine Unterschiede zwischen den Knockout-Tieren und den Wildtyp-Kontrollen. Bei den Negativkontrollen konnten

keine spongiformen Veranderungen festgestellt werden. (VergréRerung 200x)
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Diagramm 6: Vergleich der spongiformen Veranderungen zwischen SR-A-, CD36 sowie CD36/SR-A-Knockout-Mausen,
C57BIl/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen im asymptomatischen Stadium der Infektion. Es konnten keine
Unterschiede zwischen den Tiergruppen zum asymptomatischen Krankheitszeitpunkt festgestellt werden. Die Negativkontrollen

zeigten keine Vakuolisierung des Gewebes.

4.2.2.6.2 Vakuolisierung im terminalen Stadium der Infektion

Im terminalen Krankheitsstadium konnten starke spongiforme Veranderungen in allen Scrapie-
infizierten Tiergruppen beobachtet werden (Abb. 29, Diagramm 7). Sie waren Uber das gesamte
Gehirn verteilt und betrafen somit alle untersuchten Hirnregionen. Bei den SR-A-, CD36- und den
CD36/SR-A-Knockout-Mausen konnte kein Unterschied in der Starke der Vakuolisierung im Vergleich
zu den Wildtypkontrollen festgestellt werden. Bei den Negativkontrollen waren nach wie vor keine

spongiformen Veranderungen des Gewebes ersichtlich (Abb. 29, Diagramm 7).
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Diagramm 7: Vergleich der spongiformen Veranderungen zwischen SR-A-, CD36- sowie CD36/SR-A-Knockout-Mausen,
C57Bl/6-Kontrolltieren und Negativkontrollen im terminalen Stadium der Infektion. Zum terminalen Krankheitszeitpunkt
konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Tiergruppen festgestellt werden. Die Negativkontrollen zeigten auch hier

keine Vakuolisierung des Gewebes.
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Abbildung 29: Vakuolisierung des Gewebes der Knockout-Mause im Vergleich zu C57Bl/6-Kontrolltieren zum
terminalen Krankheitszeitpunkt. Im terminalen Stadium der Infektion konnten zwischen den SRA-, CD36- und CD36/SRA-
Knockout-Tieren sowie den Wildtypen keinerlei Unterschiede festgestellt werden. Sie zeigten in den Hirnregionen Kleinhirn,
Thalamus und im Hippocampus eine fortgeschrittene Vakuolisierung. In den Negativkontrollen konnten keine spongiformen

Veranderungen beobachtet werden. (VergroRerung 200x)

4.2.3 Expressionsanalyse ausgewahlter Gene und Proteine in den CD36/SR-A-

Knockout-Tieren

4.2.3.1 Expressionsanalyse ausgewdahlter Gene mittels real-time QPCR

Im Verlauf der Scrapie-Infektion des ZNS kommt es zu einer veranderten Expression zahlreicher
Gene, die teilweise stark tUberexprimiert werden (Xiang et al., 2004; Riemer et al., 2004; Kopacek et
al., 2000; Riemer et al., 2000). Zu diesen Genen gehdren unter anderem GFAP, Lysozym M und OAS
(2’-5’-Qligo-A-Synthetase).

Es sollte mithilfe der real-time QPCR untersucht werden, ob und wie sich die Expressionslevel
ausgewahlter Gene in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren im
Verlauf der Scrapie-Infektion verandern. Die CD36/SR-A-Knockout-Tiere zeigten ja bereits in den
immunhistochemischen Untersuchungen deutliche Unterschiede gegentiber den Wildtyp-Mausen im
asymptomatischen Krankheitsstadium. Dies sollte nun mithilfe der real-time QPCR noch weiter
untersucht werden. Hierfur wurde Total-RNA aus Gehirnen von je zwei reprdsentativen Tieren
untersucht. Von jeder Probe erfolgte eine 4-fach Bestimmung und zu jedem Versuch wurde eine
Leerwertkontrolle sowie eine Negativ-Kontrolle der jeweiligen cDNA mitgefiihrt, um Kontaminationen
auszuschliel3en. Als interner Standard diente das ,housekeeping“-Gen GAPDH. In den Diagrammen
werden die jeweiligen relativen Veranderungen der Expressionslevel zum Zeitpunkt 125 dpi und zum
terminalen Krankheitszeitpunkt anhand von je zwei reprasentativen Einzelwerten pro Zeitpunkt
gezeigt. Die Vergleichslevel der Wildtyp-Mause sind in diesen Diagrammen nicht gesondert

dargestellt, sondern sind dem Wert 1 gleichgesetzt.
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|:| CD36/SR-A-Knockout 125dpi
1,8 A

I CD36/SR-A-Knockout terminal
1,6 A

144

1,24

0,8 1

Relative mRNA-Level

0,6 1 —

0,4 1

0,2 1

125dpi terminal 125dpi terminal 125dpi terminal

GFAP Iba-1 Galektin-3

Diagramm 8: Expressionsanalyse der Gene GFAP, Iba-1 und Galektin-3 in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im
Vergleich zum Wildtyp. Gezeigt sind die relativen RNA-Mengen der Knockout-Tiere im Vergleich zum Wildtyp. Die
Expressionslevel der Wildtyp-Kontrollen sind dem Wert 1 gleich gesetzt. Alle drei Gene zeigten zum Zeitpunkt 125 dpi eine
etwas geringere Expession in den CD36/SR-A-Knockout-Mausen im Vergleich zu den C57BI/6-Kontrolltiere. Zum terminalen
Zeitpunkt war sie dagegen etwas erhoht.

Zundchst wurde die Expression der Gene GFAP, Iba-1 und Galektin-3 untersucht, die den
Aktivierungsstatus der Astro- respektive Mikroglia wiederspiegelt (Diagramm 8). Die Bestimmung der
Expressionslevel fiir den Astrozytenaktivierungsmarker GFAP zeigte 125 Tage nach der Infektion eine
1,75-fach hohere Expression in den Wildtypkontrollen im Vergleich zu den Knockout-Tieren. Die
Untersuchung zur Expression von lba-1 ergab zum Zeitpunkt 125 dpi ebenfalls eine schwéachere
Expression in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren. Dies gilt auch fir Galektin-3. Zum terminalen
Zeitpunkt waren die Expressionslevel aller drei Gene in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren gegeniiber
den Wildtypen hingegen um das ca. 1,6-fache erhoht, was das Ergebnis der immunhistologischen
Untersuchung bestéatigt.



Ergebnisse 80

|:| CD36/SR-A-Knockout 125dpi

I CD36/SR-A-Knockout terminal

Relative mRNA-Level

oo B0 I HR mo

125dpi terminal 125dpi terminal 125dpi terminal

OAS Lysozm-M RAGE

Diagramm 9: Quantitative Analyse der OAS-, Lysozym-M- und RAGE-Expression in den CD36/SR-A-Knockout-Mausen.
Die Expressionsanalysen von OAS, Lysozym M und RAGE zum Zeitpunkt 125 dpi ergaben eine héhere Expression in den
Wildtyp-Kontrolltieren im Vergleich zu den CD36/SR-A-Knockout-Tieren. Zum terminalen Zeitpunkt zeigte vor allem die
Quantitative Analyse der Lysozym-M-Expression eine verstarkte Expression in den Knockout-Tieren im Vergleich zu den
C57Bl/6-Kontrollen.

Anschliel3end folgte die Quantifizierung der Expression fur die Gene OAS, Lysozym M und RAGE
(Receptor of Advanced Glycation End Product) (Diagramm 9). Die Expressionsanalyse fir den
Apoptosemarker OAS ergab zum Zeitpunkt 125 dpi eine 1,95-fach und zum terminalen Zeitpunkt nur
eine 1,1-fach erhthte Expression in den C57BI/6-Kontrolltieren im Vergleich zu den Knockout-Tieren.
Fur Lysozym-M, das von aktivierten Mikroglia exprimiert wird, konnten fiir den Zeitpunkt 125 dpi keine
nennenswerten Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen festgestellt werden. Allerdings ergab
sich fur den terminalen Krankheitszeitpunkt eine 6,45-fach erhdhte Expression in den Knockout-Tieren
im Vergleich zu den Wildtypkontrollen. Die Quantifizierung der Expression fur RAGE zeigte eine 1,6-
fach hohere Expression in den Kontrolltieren im Vergleich zu den Knockout-Tieren. Im terminalen
Krankheitsstadium hingegen konnte eine um das 1,4-fach verstarkte Expression in den CD36/SR-A-

Knockout-Tieren gegenliber den Wildtypen beobachtet werden.
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CD36/SR-A-Knockout 125dpi

I CD36/SR-A-Knockout terminal

Relative mRNA-Level

125dpi terminal 125dpi terminal 125dpi terminal 125dpi terminal

CXCL10 CXCL13 CCL5 CCL3

Diagramm 10: Quantitative Analyse der CXCL10-, CXCL13-, CCL5 und CCL3-Expression in den CD36/SR-A-Knockout-
Tieren. Die Expressionsanalyse von CXCL10, CXCL13 und CCL5 ergab eine stark erhdhte Expression in den Wildtyp-
Kontrolltieren im Vergleich zu den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im asymptomatischen Stadium. Zum terminalen Zeitpunkt war
hingegen die Expression von CXL10 und CXCL13 in den Knockout-Tieren im Vergleich zu den Wildtypen erhéht. Auch fir

CCL3 konnte ein stark erhohtes Expressionslevel in den Knockout-Tieren zum terminalen Zeitpunkt beobachtet werden.

SchlieBlich folgte die Expressionsanalyse fur die Chemokine CXCL10 (IP-10), CXCL13 (BLC) und
CCL5 (RANTES), sowie fur CCL3 (MIP-1a; Macrophage Inflammatory Protein) (Diagramm 10). Fur
CXCL10, CXCL13 und CCL5 ergab sich jeweils eine stark erhthte Expression in den Wildtypen
gegeniber den Knockout-Tieren zum Zeitpunkt 125 dpi. Bei CXCL10 lag die Expression in den
Wildtypkontrollen um das 9,5-fache héher im Vergleich zu den Knockout-Tieren. Fiur CXCL13 ergab
sich eine 6,4-fach hohere Expression. Zudem zeigte diese Expressionsanalyse, dass CXCL13 und
CXCL10 im Scrapie-infizierten Gehirn stark Gberexprimiert werden. Die Expressionsanalyse fur CCL5
ergab eine etwa 10-fach starkere Expression in den Wildtyp-Tieren im asymptomatischen Stadium der
Infektion. Im terminalen Stadium der Infektion konnte hingegen fiir CXCL10, CXCL13 eine etwa 2,1-
bzw. 1,5-fach erhdhte Expression in den Knockout-Tieren gegentiber den Kontrolltieren beobachtet
werden. Bei CCL5 zeigte sich zu diesem Zeitpunkt allerdings eine 1,5-fach schwéchere Expression in
den Knockout-Tieren gegenliber den Kontrolltieren. Die Quantifizierung der Expression von CCL3
zeigte nur eine 1,9-fach erhdohte Expression in den Wildtypen im Vergleich zu den Knockout-Tieren
zum Zeitpunkt 125 dpi. Zum terminalen Zeitpunkt konnte jedoch eine verstarkte Expression in den
CD36/SR-A-Knockout-Tieren gegenuber den Kontrolltieren festgestellt werden. Sie lag etwa um das

6,1-fache Uber dem Expressionslevel der Wildtypen.
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4.3 Expressionsanalyse von CXCL13 im ZNS

Schon im Vorfeld dieser Expressionsanalysen wurde durch Northern-Blot-Analysen festgestellt, dass
CXCL13 wahrend der Scrapie-Infektion im ZNS (berexprimiert wird (Riemer et al., 2000), wodurch
dieses Chemokin in den Fokus des Interesses gelangte. Real-time QPCR-Analysen bestatigten diese
Ergebnisse (Diagramm 10 und 12). Es ergab sich eine stark erhdhte Expression von CXCL13 fir die
Scrapie-infizierten Gehirne. Sie war ca. 46-fach starker als in den nicht-infizierten Gehirnen.

Im ZNS wurde die Expression und Funktion von CXCL13 bislang nicht beschrieben. Hingegen ist die
Funktion von CXCL13 im lymphatischen System eingehend charakterisiert. Es wird hier stark
exprimiert und kann beispielsweise in der Milz in hohen Mengen nachgewiesen werden. Seine
Funktion umfasst die Rekrutierung von B-Lymphozyten in der Peripherie. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zusétzlich verschiedene immunhistologische Untersuchungen zur Expression von CXCL13 im
ZNS durchgefiihrt.

4.3.1 Immunhistologische Untersuchung der Expression von CXCL13 im nicht-

infizierten Gehirn

Es wurde die normale Expression von CXCL13 im uninfizierten Gehirn dargestellt, wobei sich zeigte,
dass eine geringe basale Expression von CXCL13 im uninfizierten Gehirn stattfindet. Diese war

minimal im Bereich des Hippocampus, des Kleinhirns und etwas stérker im Corpus Callosum zu

beobachten (Abb. 30, A). In den Gbrigen Hirnregionen konnte keinerlei CXCL13-Expression detektiert
werden (Abb. 30, B).

Abbildung 30: Expression von CXCL13 in nicht-infiziertem Hirngewebe. Im nicht-infizierten Gehirn konnte eine leichte
Basalexpression von CXCL13 im Corpus Callosum (A), Hippocampus und Kleinhirn beobachtet werden. In den Ubrigen

Hirnregionen, wie im Thalamus (B), war dies nicht der Fall. (VergréRerung 400x)
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4.3.2 Immunhistologische Untersuchung der Expression von CXCL13 im
Verlauf der Scrapie-Pathogenese

Anschlieend wurde die CXCL13-Expression im Verlauf der Scrapie-Pathogenese im ZNS
immunhistologisch untersucht. Es wurden Gewebeproben, die zu den Zeitpunkten 75 und 125 dpi,
sowie dem terminalen Krankheitszeitpunkt enthommen wurden, angefarbt. Parallel wurden auch
Negativkontrollen der gleichen Zeitpunkte untersucht, die mit uninfektiésem Hirnhomogenat behandelt
wurden. Es wurde eine zunehmende CXCL13-Expression im Verlauf der Erkrankung beobachtet. Zum
Zeitpunkt 75 dpi konnte im Scrapie-infizierten Gehirn nur die basale Expression in Kleinhirn,
Hippocampus und Corpus Callosum detektiert werden. In den Ubrigen Hirnregionen konnte CXCL13
nicht nachgewiesen werden (Abb. 31, B und F). Die Negativkontrolle zeigte eine entsprechende
Expression (Abb. 31, A und E). Zum Zeitpunkt 125 dpi war hingegen eine Zunahme der Expression
von CXCL13 im Scrapie-infizierten Gehirn zu erkennen. Das Protein konnte jetzt auch in den Ubrigen
Hirnregionen wie Thalamus (Abb. 31, G), Cortex (Abb. 31, C), Striatum, Mittelhirn und Medulla
nachgewiesen werden. Schlief3lich konnte zum terminalen Krankheitszeitpunkt eine extrem erhdhte

CXCL13-Expression in allen Hirnregionen festgestellt werden (Abb. 31, D und H).

Negativkontrolle 75 dpi 125 dpi terminal

A

Cortex

Thalamus

Abbildung 31: Untersuchung der CXCL13-Expression in Scrapie-infiziertem Hirngewebe anhand einer Zeitreihe. Im
Verlauf der Scrapie-Pathogenese konnte eine Zunahme der CXCL13-Expression in allen Hirnregionen, hier im Thalamus (A-D)
und Cortex (E-H), beobachtet werden. Zu allen untersuchten Zeitpunkten zeigten die Negativkontrollen lediglich die basale
Expression von CXCL13 (A und E). (VergroRerung 400x)
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4.3.3 Immunhistologische Charakterisierung des Zelltyps

Bislang war nicht genau bekannt, welche Zellen CXCL13 im ZNS exprimieren. Um dies zu

untersuchen, wurde eine Doppelmarkierung mit anti-GFAP und anti-CXCL13 Antikdrpern durchgefihrt

(3.3.8.2). Das Ubereinanderlegen der beiden Farbungen ergab eine 100 %ige Ubereinstimmung.
CXCL13 wird im ZNS von aktivierten Astrozyten exprimiert (Abb. 32, B).

Abbildung 32: CXCL13-Expression im ZNS. Um den Zelltyp zu identifizieren, der CXCL13 im ZNS exprimiert, wurde eine
Doppelfarbung mit anti-CXCL13 (A) und anti-GFAP (C) durchgefiihrt. Die Ubereinandergelegten Aufnahmen (B) zeigen eine
100 %ige Ubereinstimmung. CXCL13 wird von aktivierten Astrozyten im ZNS exprimiert. (VergroRerung 400x)

4.3.4 Immunhistologische Untersuchung der CXCL13-Expression wahrend

neurodegenerativer Erkrankungen

Zusatzlich wurde untersucht, ob CXCL13 auch im Verlauf anderer neurodegenerativer Erkrankungen
eine erhbhte Expression aufweist. Hierflr wurde zum einen Hirngewebe verwendet, das von Mausen
stammte, die mit einem BSE-Erreger infiziert waren, der auf Mause adaptiert wurde. Die Proben
stammten aus dem terminalen Krankheitsstadium. Die immunhistologische Féarbung mit anti-CXCL13
konnte auch hier eine verstéarkte Expression von CXCL13 in allen Hirnregionen, wie hier im Cortex
dargestellt, nachweisen (Abb. 33, A). Die Negativkontrolle zeigte bis auf eine basale Expression im
Corpus Callosum keinerlei CXCL13-Expression (Abb. 33, B)

Abbildung 33: Expression von CXCL13 im murinen BSE-Modell. Auch fur Hirnmaterial, das mit dem BSE-Erreger infiziert
wurde, konnte eine verstarkte CXCL13-Expression in allen Hirnregionen zum terminalen Krankheitszeitpunkt festgestellt werden
(A). Die Negativkontrolle zeigte nur eine leichte basale Expression im Corpus Callosum. Ansonsten konnte kein Signal

detektiert werden (B). (VergroRerung 400x)
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Zum anderen wurde Hirnmaterial von APP23-Mausen verwendet. Diese sind fur das humane Amyloid-
Vorlauferprotein (APP23) transgen und stellen ein murines Modell fur die Alzheimer-Erkrankung dar.
Die APP23-transgenen Tiere wurden im Alter von 18 Monaten untersucht. Zu diesem Zeitpunkt zeigte
sich bereits eine Ausbildung von amyloiden Plaques (Abb. 34, A). Gleichzeitig konnte auch eine
verstarkte Expression von CXCL13 im Cortex und Hippocampus beobachtet werden (Abb. 34, B). Es
zeigte sich, dass die Regionen der CXCL13-Expression mit den Regionen Kkorrelierten, in denen
amyloide Plaques zu finden waren (Abb. 34, C). Dies konnte mit einer Doppelmarkierung bestétigt
werden. Fir diese Doppelfarbung wurde der anti-CXCL13 Antikérper sowie der fluoreszierende
Farbstoff Thioflavin-S verwendet, der geeignet ist, um Amyloid-Plaques zu visualisieren (3.3.5).

Es konnte mit diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass CXCL13 auch im Fall anderer
neurodegenerativer Erkrankungen, wie hier im murinen BSE- und Alzheimer-Modell gezeigt, im ZNS

stark Uberexprimiert wird.

Abbildung 34: CXCL13-Expression in APP23 transgenen Mausen. In den 18 Monate alten APP23 transgenen Mausen
konnte eine Akkumulation von amyloiden Plaques im Bereich des Cortex und Hippocampus beobachtet werden (A). In diesen
Hirnregionen ist auch eine verstarkte Expression von CXCL13 zu finden (B). CXCL13-positive Astrozyten (roter Pfeil) sind vor

allem in der N&he von Amyloid-Plaques (schwarzer Pfeil) zu finden (C). (VergréRerung 400x)



Ergebnisse 86

4.3.5 Expression von CXCL13 in CD36/SR-A-Knockout-Tieren

Mit Hilfe der real-time QPCR konnte bereits festgestellt werden, dass die Expression von CXCL13
zum Krankheitszeitpunkt 125 dpi in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen stark herunterreguliert ist (Diagramm 10). Auch die immunhistologische
Untersuchung zeigte in allen Hirnregionen eine geringere Expression von CXCL13 in den CD36/SR-A-
Knockout-Tieren zum Zeitpunkt 125 dpi (Abb. 35). Besonders ausgepragt war die CXCL13-Expression
in den Hirnregionen Cortex (Abb. 35, A und B) und Thalamus (Abb. 35, C und D).

CD36/SR-A-KO C57Bl/6

A

Cortex

Thalamus

Abbildung 35: Untersuchung der CXCL13-Expression in CD36/SR-A-Knockout-M&usen im asymptomatischen Stadium
der Infektion. Zum Zeitpunkt 125 dpi konnte eine geringere Expression von CXCL13 in den Knockout-M&ausen (A und C) im
Vergleich zu den Wildtypmausen (B und D) beobachtet werden. Dargestellt sind Cortex (A und B) und Thalamus (C und D).
(VergroéRRerung 400x)
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Zum terminalen Krankheitszeitpunkt konnte hingegen in allen untersuchten Hirnregionen eine
Expression von CXCL13 in den Knockout-Mausen detektiert werden. Diese war im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen sogar leicht erhéht (Abb. 36), wie hier dargestellt im Cortex (Abb. 36, A und B) und
Thalamus (Abb. 36, C und D).

CD36/SR-A-KO C57Bl/6

Cortex

Thalamus

Abbildung 36: Untersuchung der CXCL13-Expression in CD36/SR-A-Knockout-Mausen im terminalen Stadium der
Infektion. Zum terminalen Krankheitszeitpunkt konnte nur ein geringerer Unterschied in der Expression von CXCL13 in den
Knockout-Mausen (A und C) im Vergleich zu den Wildtypméusen (B und D) beobachtet werden. Die Expression scheint in den

Knockout-Tieren leicht erhéht. Dargestellt sind Cortex (A und B) und Thalamus (C und D). (VergréRerung 400x)
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4.4 Generierung CXCL13-transgener Mause

Wie bereits erwahnt, gelangte CXCL13 durch seine starke Uberexpression im ZNS wahrend der
Scrapie-Infektion in den Fokus des Interesses. Nach Expressionsanalysen und immunhistologischen
Untersuchungen sollten im Rahmen dieser Arbeit CXCL13-transgenen Mausen generiert werden, um
mehr Uber die biologische Funktion und mégliche Rolle dieses Chemokins im ZNS in Erfahrung zu

bringen.

4.4.1 Herstellung des Expressionskonstruktes mittels PCR, Ligation und

Klonierung

Fur die Generierung der transgenen Mause wurden vier verschiedene Konstrukte hergestellt, indem

die Sequenz des murinen CXCL13 mithilfe der PCR amplifiziert wurde.

¥p_sonde
I |
CXCL13
) <= <=
TB1 TB3 TB4
)
TB2
Restriktion mit BamHI und Notl
Ligation in den Vektor pEGFP-1/GFAP
pUC ari —F'rnm:ntor
TB5W
BLC-Fragment
HSv TK PBLC400v g ]
6 4kb S 40 poly A
POk /s TB7
1 ati
kanheo' S0 ori

Abbildung 37: Herstellung der CXCL13-Konstrukte. Es wurden vier CXCL13-Fragmente mithilfe der Primer TB1-4
hergestellt. Mithilfe der Primer TB5 und TB6 wurde Uberpriift, ob die Integration des BLC-Fragmentes erfolgreich war. Die

Primer TB5 und TB7 wurden zur spateren Genotypisierung der Mause verwendet.

Die Konstrukte unterschieden sich wie folgt: pBLC600u enthielt die unveranderte Sequenz, also den

gesamten ORF. pBLC600v besald zusatzlich eine optimierte Kozak-Sequenz. pBLC400u war in seiner
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3'UTR verkiirzt und pBLC400v enthielt letztendlich eine verkirzte 3'UTR und eine optimierte Kozak-
Sequenz (3.7.1).

Die amplifizierten Fragmente wurden mit BamHI und Notl geschnitten und in den Vektor pEGFP-1/
GFAP ligiert (7.5.2, Abb. 46). Der Expressionsvektor enthielt neben einer Kanamycinresistenzkassette
einen GFAP-Promotor (Abb. 37), um eine Astrozyten-spezifische Expression im ZNS zu gewahr-

leisten.

4.4.2 Charakterisierung der Transformanden mittels Kolonie-PCR

Die erhaltenen Transformanden wurden mithilfe einer Kolonie-PCR (3.4.3.2) getestet, ob die
Integration des Fragmentes erfolgreich war und ob das Fragment die richtige Orientierung aufwies.
Dazu dienten die Primer TB5 und TB6 (Abb. 37). Es konnten mehrere Klone gefunden werden,
welche die erwartete Bande von ca. 400 bp aufwiesen, die charakteristisch fur die korrekte Integration
des Fragmentes war (Abb. 38).

Abbildung 38: Untersuchung der Transformanden mittels Kolonie-PCR. Mithilfe einer Kolonie-PCR wurden mehrere
Transformanden gefunden, die das 400 bp-groRe CXCL13-Fragment integriert hatten (Spur 2, 6, 8). Durch Verwendung der
Primer TB5 und TB6 wurde gleichzeitig bestatigt, dass das Fragment die richtige Orientierung aufwies. In der ersten Spur wurde
ein 100 bp-Marker aufgetragen.

4.4.3 Uberprifung der Konstrukte mittels Zellkultur

Die positiven Transformanden wurden nun eingesetzt, um die Konstrukte im quantitativen Maf3stab zu
praparieren (3.4.1.1). Die erhaltene Plasmid-DNA wurde mit Ethanol geféllt und anschlieBend zur
Transfektion von SNB19-Zellen verwendet (3.5.2). Damit sollte getestet werden, ob die Konstrukte fir
die Protein-Expression geeignet sind. Die Zelliiberstande wurden 24 und 48 Stunden nach der
Transfektion abgenommen und die CXCL13-Expression mithilfe eines CXCL13-ELISA bestimmt
(3.5.1.4).

Der ELISA ergab nach 24 Stunden eine erhéhte CXCL13-Expression fur das Konstrukt pBLC400v im
Vergleich zu den ubrigen Konstrukten und der mock-transfizierten Kontrolle. Im Uberstand der mit
dem Konstrukt pBLC400v transfizierten Zellen wurde nach 24 Stunden 140pg/ml und nach 48
Stunden 850 pg/ml CXCL13-Protein nachgewiesen. Fur die dbrigen Konstrukte konnte nur eine
schwache Expression fur beide Zeitpunkte festgestellt werden. In den jeweiligen Zelliberstidnden
konnte nach 24 Stunden ca. 20 — 40 pg/ml und nach 48 Stunden durchschnittlich 100 pg/ml CXCL13-

Protein detektiert werden (Diagramm 11). Somit ergab die Transfektion mit dem Konstrukt pBLC400v,
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das eine veranderte Kozak-Sequenz und eine verkirzte 3'UTR enthielt, die hdchste CXCL13-
Expression. Dieses Konstrukt sollte weiterfilhrend zur Generierung der transgenen Mause eingesetzt
werden.

1000 -

500 |

Proteinkonzentration (pg/ml)

pBLC400u pBLC400v pBLC600u pBLC600v

Diagramm 11: CXCL13-ELISA von Zelliberstdnden nach der Transfektion. Der CXCL13-ELISA, der von den
Zelliberstéanden nach 24 und 48 Stunden nach der Transfektion durchgefiihrt wurde, ergab eine hohe Proteinkonzentration fiir
das Konstrukt pBLC400v. Sie lag nach 48 Stunden bei etwas 850 pg/ml. Bei den anderen Konstrukte konnte nur eine schwache

Expression nachgewiesen werden.

4.4.4 Generierung der CXCL13-transgenen Mause

Fur die Generierung der CXCL13-transgenen Mause wurde zunachst das funktionelle 3kB-Fragment,
das GFAP-Promotor und CXCL13-Sequenz beinhaltete, aus dem Vektor mit Bglll, Dralll und BspHI
herausgeschnitten. Es wurden drei Restriktionsenzyme verwendet, um das 3kB-Fragment eindeutig
identifizieren zu kénnen. Da der Rest des Expressionsvektors ebenfalls 3kB entsprach, ware es sonst
kaum mdglich gewesen, die beiden Fragmente zu unterscheiden. Mit dem dritten Restriktionsenzym
wurde daher der restliche Vektor in zwei kleinere Fragment zerlegt.

Das funktionelle 3kB-Fragment wurde dann in die Pronuclei der befruchteten Eizellen injiziert und
wieder in pseudoschwangere Mause eingesetzt (3.6.1). Die Generierung der transgenen Mause
wurde am MPI fir Infektionsbiologie in Berlin in Zusammenarbeit mit Dr. U. Klemm durchgefihrt. Die
Abbildung 39 gibt einen Uberblick iiber den Vorgang.
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Pronuclei @ Konstrukt
Befruchtete
Eizelle Reimplantation
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werden verpaart

Abbildung 39: Generierung transgener Mause. Fir die Generierung von transgenen Mausen wurde die Pronuclei-Methode
angewendet. Dabei wird das gewlnschte Gen in die Pronuclei einer befruchteten Eizelle injiziert und einer pseuodschwangeren

Maus reimplantiert. Der Nachwuchs wird mithilfe der PCR genotypisiert.

4.4.5 Genotypisierung der transgenen Mause mittels PCR

Die durch die Injektionsrunden erhaltenen Mause wurden mithilfe einer PCR genotypisiert. Hierbei
sollte festgestellt werden, ob die Tiere das Konstrukt im Genom integriert hatten. Fir die PCR wurden
die Primer TB5 und TB7 verwendet (Abb. 37), die im Sequenzbereich des GFAP-Promotors bzw. ORF
binden. Durch die Amplifikation wurde ein etwa 600 bp groRes Fragment generiert (Abb. 40).

<+—— 600bp

Abbildung 40: Genotypsierung der Mause mittels PCR. Unter den Nachkommen befand sich eine transgene Maus (Spur 2).
Dieses Tier hatte das CXCL13-Konstrukt in ihrem Genom integriert. In Spur 5 ist ein 100 bp-Marker aufgetragen.
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Nach mehreren erfolglosen Injektionsrunden, ergab die Genotypisierung von 53 Nachkommen
schlieBBlich ein transgenes Tier (Abb. 40, Spur 2), das die Integration des CXCL13-Konstruktes
aufwies. Dieses ,Founder‘-Tier wurde anschlieBend mit C57BIl/6-Mausen weiterverpaart. Die
Nachkommen wurden erneut genotypisiert. Von den erhaltenen transgenen Mausen wurden einige
Tiere eingesetzt, um zu Uberpriifen, ob eine CXCL13-Expression im ZNS stattfindet. Die Ubrigen

Mause wurden weiterverpaart.

4.4.6 Untersuchung der CXCL13-Expression im Gehirn transgener Mause
mittels real-time QPCR

Um festzustellen, ob das erhaltene ,Founder“-Tier tatsachlich CXCL13 im ZNS exprimiert, sollte die
MRNA-Expression mithilfe einer real-time QPCR untersucht werden. Hierfir wurden mehrere
CXCL13-transgene Nachkommen der F1-Generation getestet. Es wurde cDNA aus Gehirnen der
transgenen Tiere und ihrer nicht-transgenen Geschwister untersucht. Die cDNA eines Scrapie-
infizierten Gehirns wurde als Kontrolle ebenfalls eingesetzt. Die real-time QPCR wurde wie in 3.4.4
beschrieben durchgefihrt.

Die Expressionsanalyse von CXCL13 ergab eine etwa 345-fach hohere Expression des Chemokins
im transgenen Gehirn im Vergleich zum nicht-transgenen Gehirn. Zudem lag das Expressionslevel der
transgenen Mause weit Uber dem der Scrapie-infizierten Gehirne. Die Werte in dem Diagramm sind
logarithmisch aufgetragen. Das Expressionslevel der nicht-transgenen Gehirne wurde gleich 1 gesetzt
und stellte den Vergleichswert dar (Diagramm 12).
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Diagramm 12: Expressionsanalyse von CXCL13 in CXCL13-transgenen Mause mittels real-time QPCR. Es ergab sich
eine stark erhdhte Expression von CXCL13 fiir die transgenen Tiere. Die Expression in den nicht-transgenen Geschwistern

wurde gleich 1 gesetzt und diente als Vergleichswert.
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4.4.7 Untersuchung der CXCL13-Proteinexpression im Gehirn transgener
Mause mittels ELISA

Neben der Expression auf RNA-Ebene sollte auch die Proteinexpression in den CXCL13-transgenen
Mausen untersucht werden. Hierfir wurde ein CXCL13-ELISA durchgefiihrt. Es wurden 10%ige
Hirnhomogenate hergestellt und abzentrifugiert. Die jeweiligen Uberstande wurden im ELISA
unverdiinnt eingesetzt. Es wurden Hirnhomogenate von 3 transgenen, 3 nicht-transgenen und 2
Scrapie-infizierten Mausen verwendet.

Mit dem CXCL13-ELISA konnten die Ergebnisse der vorangegangenen real-time QPCR bestatigt
werden. Fur die CXCL13-transgenen Mause ergab sich eine sehr hohe Proteinkonzentration
gegeniber den nicht-transgenen Geschwistern. Sie lag bei etwa 1150 pg/ml. Fur die nicht-transgenen
Tiere konnte lediglich eine Konzentration von 40 pg/ml detektiert werden. Die Expression im Scrapie-
infizierten Gehirn lag bei etwa 260 pg/ml (Diagramm 13).
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CXCL13-transgenes nicht-transgenes Scrapie-infiziertes
Gehirn Gehirn Gehirn

Diagramm 13: CXCL13-ELISA zur Untersuchung der Proteinexpression in CXCL13-transgenen M&ausen. Mithilfe des
ELISAs konnte eine stark erhdhte CXCL13-Expression fir die transgenen Tiere im Vergleich zu den nicht-transgenen
Geschwistern detektiert werden. Die Proteinkonzentration des Scrapie-infizierten Gehirns lag zwar oberhalb der Konzentration

der nicht-transgenen Tiere, aber dennoch weit unterhalb der Proteinkonzentration der transgenen Tiere.

4.4.8 Bestimmung der Kopienzahl des Konstruktes

Letztendlich sollte die Anzahl der integrierten Genkopien bestimmt werden. Dies wurde mithilfe der
real-time QPCR durchgefiihrt. Es wurde genomische DNA von je zwei Transgenen und Wildtypen
eingesetzt. Von jeder Probe erfolgte auch hier eine Dreifachbestimmung und es wurde ebenfalls eine
RT-Probe mitgefilhrt, um DNA-Kontaminationen auszuschlieBen. Zusétzlich wurde eine

Leerwertkontrolle je Versuch angesetzt, um jegliche andere Kontaminationen ausschlieBen zu
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kénnen. Als externer Standard diente das ,housekeeping“-Gen GAPDH. Als Primer wurden
Oligonukleotide verwendet, die innerhalb eines Exons lokalisiert waren.

Fur jede Tiergruppe, also Transgen und Wildtyp, wurde die durchschnittliche Zyklenzahl berechnet.
Zur Berechnung der Kopienzahl wurde die Zyklusdifferenz zwischen den Tiergruppen gleich n gesetzt.
Die Anzahl der Genkopien wurde nach folgender Formel bestimmt: 2". Der Wildtyp entsprach der
Kopienzahl 2 fur den diploiden Chromosomensatz. Fir die CXCL13-transgenen Tiere ergab sich ein
Zyklenunterschied von 4 zu den Wildtypen und somit eine Kopienzahl von 16 fur den diploiden
Chromosomensatz.

Das ,Founder“-Tier und seine transgenen Nachkommen weisen demnach eine hohe Kopienzahl auf,
die Grundlage fiir eine starke Expression von CXCL13 im ZNS ist. Dies konnte bereits auf RNA- und
Proteinebene gezeigt werden. Daher soll die erhaltene Zuchtlinie weiter untersucht werden, um
letztendlich die Funktion und mdgliche Rolle von CXCL13 wahrend der Scrapie-Pathogenese zu

klaren. Es sollen Langzeit- und Infektionsstudien folgen.

4.5 Infektionsstudien an CXCL13-transgenen Mausen

Die generierten CXCL13-transgenen Mause wurden schlie8lich in Infektionsstudien eingesetzt, die
allerdings erst nach Beendigung des praktischen Teils dieser Arbeit beendet wurden. Daher werden
hier lediglich die Uberlebenszeiten genannt, um einen Ausblick darauf geben zu kénnen, welchen

Einfluss eine CXCL13-Uberexpression im ZNS haben konnte.

4.5.1 Vergleich der Uberlebenszeiten

Fur die Infektionsstudien wurden die CXCL13 transgene Mause und die Wildtyp-Kontrollmause mit
dem gleichen genetischen Hintergrund C57BI/6 intrazerebral mit einem 10 verdinnten 10%igen
Hirnhomogenat infiziert, das aus einer Scrapie-infizierten Maus im terminalen Krankheitsstadium
stammte (3.2.2). Die erste Gruppe infizierter Tiere wurde erst beim Erreichen des terminalen
Krankheitsstadiums getétet, um die Uberlebenszeiten zu untersuchen. Es wurden Gehirn und Milz
entnommen und fixiert.

Aus Tabelle 3 ist zu entnehmen, dass die intrazerebral infizierten CXCL13 transgenen Mé&ause
durchschnittlich 157+6 Tage nach der Infektion das terminale Krankheitsstadium erreichten. Die
Wildtypkontrollen erreichten dieses Stadium erst nach durchschnittlich 175+6. Die Differenz entspricht
einem Unterschied von 18 Tagen und ist statistisch signifikant (p< 0,0042, logrank test). Diagramm 15

gibt einen Uberblick tiber dieses Ergebnis.



Ergebnisse 95

Tabelle 3: Uberlebensdaten (dpi) der Scrapie-infizierten CXCL13-transgenen Tiere sowie der C57Bl/6-Kontrolltiere. Die
Uberlebenszeiten sind fur die Infektionsdosis 10° angegeben. Die Anzahl der Versuchstiere entspricht n. Die statistischen
Unterschiede bei den Uberlebenszeiten wurden mithilfe des ,logrank test* ermittelt. Als statistisch signifikant wurde ein Ergebnis
ab einem Wert von p<0,05 bewertet: * p<0,0042.

Verdiinnung des CXCL13 transgene C57BI/6-
10% Hirnhomogenats Tiere Kontrolltiere
10% i.c. 157 £ 6 (n=6)* 175 £ 6 (n=6)*

Uberlebenszeiten 107%i.c.

0,6

0,4

survival (cumulative)

0,2 4

T T T T
150 160 170 180

survival (dpi)

CXCL13 transgene Tiere
C57Bl/6-Kontrolltiere

Diagramm 15: Ubersicht zu den Uberlebenszeiten der Scrapie-infizierten CXCL13 transgenen M&use und C57BI/6-
Kontrolltiere. Im Vergleich sind die Scrapie-infizierten CXCL13 transgenen Méause und die entsprechenden C57BI/6-
Kontrolltiere dargestellt. Sie zeigen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen eine verkiirzte Uberlebenszeit bei einer

Infektionsdosis von 10 und einer intrazerebralen Infektion.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Scavenger Rezeptoren und Chemokinen in der Scrapie-
Pathogenese zu untersuchen. Hierzu wurden Infektionsstudien durchgefiihrt, bei denen die
Uberlebenszeiten der Tiere untersucht wurden. Zudem erfolgten Untersuchungen auf
immunhistologischer  Ebene  (Astrozytose, Mikrogliose, PrPSC-AbIagerung, spongiforme

Veranderungen), die durch Expressionsanalysen (real-time QPCR) bestatigt und erganzt wurden.

5.1 CD36/SR-A

Die Scavenger Rezeptoren CD36 und SR-A wurden bereits im Zusammenhang mit dem Morbus
Alzheimer (AD) diskutiert. Sie vermitteln im Alzheimer-erkrankten Gehirn mdglicherweise die
Interaktion von Mikroglia und Makrophagen mit fibrillarem AR (fARB) und kénnten somit in
inflammatorische Reaktionen wahrend der Alzheimer Pathogenese involviert sein (Coraci et al., 2002;
El Khoury et al., 2003).

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von CD36 und SR-A im uninfizierten und Scrapie-infizierten
Gehirn darzustellen, sowie ihren Einfluss auf eine Prion-Infektion des ZNS in einem murinen Scrapie-
Modell zu untersuchen.

5.1.1 Verstarkte Expression von CD36 und SR-A im Scrapie-infizierten Gehirn

CD36 und SR-A werden in der Peripherie von einer Reihe unterschiedlicher Zelltypen exprimiert.
Hierzu zéhlen Phagozyten, Makrophagen, Thrombozyten, DC’'s und Kupffer-Zellen (Yamada et al.,
1998; Febbraio et al., 2001). Im zentralen Nervensystem ist die Expression der beiden SR’s allerdings
weniger gut untersucht. Im Alzheimer-Modell wurde bislang eine gesteigerte Expression von CD36
und SR-A durch Mikroglia beschrieben (Coraci et al., 2002, Husemann et al., 2001, Husemann et al.,
2002).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von CD36 und SR-A im nicht-infizierten und Scrapie-
infizierten Gehirn durch immunhistologische Untersuchungen analysiert.

Im Falle von CD36 konnte festgestellt werden, dass der Scavenger Rezeptor im gesunden Gehirn nur
schwach exprimiert wird. Lediglich im Hippocampus konnten CD36-positive Zellen detektiert werden
(Abb. 11, A-D). Im Scrapie-infizierten Gehirn konnte dagegen in allen Hirnregionen CD36
nachgewiesen werden (Abb. 11, E-H). SR-A wird im gesunden, nicht-infizierten Gehirn nicht
exprimiert. Es waren keine SR-A-positiven Zellen nachweisbar (Abb. 13, A-D). Wahrend der Prion-
Infektion ist jedoch eine SR-A-Expression zu beobachten. Im Scrapie-infizierten Gehirn sind alle
Hirnregionen SR-A-positiv (Abb. 13, E-H). Durch eine Doppelfarbung mit GFAP, einem
Astrozytenmarker, konnte gezeigt werden, dass CD36 und SR-A von aktivierten Astrozyten exprimiert
werden (Abb. 12 und 14).
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5.1.2 Infektionsstudien an CD36/SR-A-Knockout-Mausen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer SR-A- und CD36-Defizienz auf den
zentralnervdsen Verlauf der Scrapie-Infektion in Mausen, die ein gut etabliertes TSE-Modell darstellt,
zu untersuchen. Da die Pathogenese von TSE und AD eine Reihe von Parallelen aufweist und die
bislang veroéffentlichten Studien zu CD36 und SR-A Uberwiegend am AD-Modell durchgefiihrt wurden,
wurden die Ergebnisse dieser Arbeit, wenn mdglich, mit den AD-Studien in Bezug gesetzt.

5.1.2.1 Verminderte Mikrogliaaktivierung in Scrapie-infizierten CD36/SR-A-Knockout-

Mausen wahrend der asymptomatischen Phase der Infektion

Die Aktivierung von Mikroglia ist ein friihes Ereignis in der zentralnervésen Scrapie-Pathogenese und
verlauft parallel zur Ablagerung von PrP*°. Es kann bereits vor dem Auftreten neurodegenerativer
Prozesse und klinischer Symptome festgestellt werden (Giese et al., 1998; Brown et al., 1996).

Fur die Aktivierung von Mikroglia durch PrP® und AR werden ahnliche Signaltransduktionswege
vermutet (Combs et al., 1999). Beides sind fibrillare amyloide Ablagerungen, die mit reaktiven Glia,
vorwiegend Mikroglia, assoziiert sind. Verschiedene in vitro-Studien konnten bereits zeigen, dass fAR
und PrP%® in der Lage sind, die Sekretion von Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies zu
induzieren (Forloni et al., 1993; Brown et al., 1996; Kretzschmar et al., 1997). Als Rezeptor fiir die
Mikroglia-Aktivierung durch PrP®® ist bislang FPRL-1 beschrieben worden (Le et al., 2001b), der
zudem in der Lage ist, AR zu binden, was ebenfalls zu einer Aktivierung von Mikroglia fuhrt (Le et al.,
2001a; Lorton, 1997). Daher kénnten auch weitere Rezeptoren, die durch Mikroglia exprimiert werden
und fur die bereits eine Interaktion mit A3 beschrieben wurde, als Bindungspartner fir PrP* in Frage
kommen. Zu diesen Rezeptoren zahlen unter anderem SR-A (El Khoury et al., 1996; Paresce et al.,
1996), SR-BI (Husemann et al., 2001), RAGE (Yan et al., 1996), asf3;-Integrin (Matter et al., 1998) und
der Scavenger Rezeptor CD36 (Coraci et al., 2002; Moore et al., 2002) .

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mikrogliose immunhistochemisch durch den Nachweis Iba-1-
positiver Mikroglia untersucht. In den Einzel-Knockouts konnte in der asymptomatischen Phase der
Infektion in den untersuchten Hirnregionen keine eindeutigen Unterschiede in der Mikrogliose im
Vergleich zu den entsprechenden Wildtypkontrollen detektiert werden (Abb. 24, Diagramm 2). Die
Defizienz nur eines Rezeptors scheint demnach keinen Einfluss auf die Aktivierung der Mikroglia zu
haben.

Im Falle von SR-A entspricht das den Ergebnissen der AD-Studien. SR-A wurde hier eher eine
geringe Rolle zugesprochen, da die Eliminierung einer SR-A-Expression keinerlei Effekt auf Amyloid-
Ablagerung oder Neurodegeneration bewirkte (Huang et al., 1999). In anderen Versuchen stellte sich
heraus, dass SR-A zwar bei der Interaktion mit fAR eine Rolle spielt, aber nicht an der Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden beteiligt ist, die zu einer proinflammatorischen Immunantwort fihren
(Bamberger et al., 2001).

CD36 hingegen war im Vorfeld bereits als wichtiger Akteur wahrend der Alzheimer-Pathogenese
beschrieben worden. Auch CD36 agiert als Rezeptor fir fibrillares AR (Coraci et al., 2002; Moore et

al., 2002). In friiheren Untersuchungen wurde anhand von in vitro-Modellen demonstriert, dass CD36
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fur die fAR-induzierten Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia notwendig ist. Eine Folge dieser
Aktivierung war unter anderem die Produktion von ROS, TNFa und IL-1 (El Khoury et al., 2003). Die
Knockout-Tiere zeigten auflerdem in vivo eine geringere Rekrutierung von Mikroglia und
Makrophagen als Antwort auf die Injektion von fAR (El Khoury et al., 2003). Zudem weisen in vitro
Studien daraufhin, dass CD36 zusammen mit agf3;-Intergrin sowie CD47 einen Multirezeptor-Komplex
bildet, der die Aktivierung von Mikroglia und anderen myeloiden Zellen (THP-1 Monozyten) durch die
Interaktion mit fibrillarem AR vermittelt und intrazellulare Signalkaskaden induziert (Bamberger et al.,
2003).

Daher stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit mit den beschriebenen AD-Studien nur bedingt tiberein.
So zeigt die Defizienz fur den Scavenger-Rezeptors CD36 im Scrapie-Modell an sich keine
signifikante Auswirkung auf die Mirkogliaaktivierung.

Demgegeniber waren Unterschiede bzgl. der Mikrogliose in den CD36/SR-A-Knockout-Tieren in
diesem Krankheitsstadium wesentlich deutlicher ausgepragt (Abb. 24, Diagramm 2). Iba-1, ein
genereller Marker fiir Mikroglia, sowie Lysozym M und Galektin-3, Marker die von aktivierten Mikroglia
exprimiert werden, zeigten in diesen Tieren eine verminderte Expression (Diagramm 8 und 9). Dies
lasst eine mdgliche Rolle von CD36 und SR-A in der frihen Mikrogliose vermuten. Da fir beide
Rezeptoren, CD36 und SR-A, eine Expression durch Mikroglia nachgewiesen werden konnte (Coraci
et al., 2002), kénnten sie moglicherweise an der Aktivierung der Mikroglia beteiligt sein, in dem sie die

Interaktion zwischen PrP*¢ und den Mikroglia vermitteln.

Zum terminalen Krankheitszeitpunkt konnten die Unterschiede zwischen den Wildtypkontrollen und
den CD36/SR-A”-Tieren bzgl. Iba-1 und Galektin-3 nicht mehr beobachtet werden (Abb. 25,
Diagramm 3). Allerdings zeigte sich zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Erhdhung (6,5-fache) der
Lysozym M Expression (Diagramm 9) in den CD36/SR-A"-Tieren. D. h., dass zumindest bestimmte
Aspekte der Mikroglia-Aktivierung in den Knockout-Tieren wesentlich starker ausgepragt waren.
Lysozym M ist ein bakteriolytisches Enzym, das von aktivierten Makrophagen exprimiert wird (Venezie
et al.,, 1996). In Gehirnen Scrapie-infizierter Mause konnte eine Expression von Lysozym M durch
F4/80 immunreaktive Mikroglia immunhistochemisch nachgewiesen werden (Kopacek et al., 2000).
Diese Sekretion von Lysozym M korrelierte zudem mit den pathologischen Veranderungen im ZNS
wahrend der Scrapie-Pathogenese und kénnte hier auf verstarkte neurodegenerative Prozesse
hindeuten.

Die Einzel-Knockout-Tiere zeigten auch im terminalen Krankheitsstadium keine Unterschiede zu den
Wildtyptieren (Abb. 25, Diagramm 3).

Zusammengefasst lassen diese Beobachtungen darauf schliel3en, dass die beiden Scavenger-
Rezeptoren CD36 und SRA nur in der Kombination, also in den CD36/SR-A"-Tieren, in diesem

Prionmodell einen Einfluss auf die Mikroglia-Aktivierung haben.
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5.1.2.2 Verminderte Astrozytenaktivierung in Scrapie-infizierten CD36/SR-A-Knockout-

Mausen wahrend der asymptomatischen Phase der Infektion

Die Aktivierung von Astrozyten kann durch proinflammatorische Zytokine und andere l6slische
Faktoren, die von aktivierten Mikroglia sezerniert werden, erfolgen (Schultz et al., 2004; Hafiz, 2000),
aber moglicherweise auch durch eine direkte Interaktion mit PrP%° tiber Scavenger Rezeptoren (Wyss-
Coray, 2003). Dies wurde bereits im AD-Modell beobachtet, in dem Astrozyten direkt durch AR bzw.
durch von Mikroglia sezernierten Proteine aktiviert werden konnten (Hu et al., 1999; Hu et al., 1998).
Aktivierte Astrozyten kénnen wahrend einer Scrapie-Infektion bereits im friihen Krankheitsstadium
noch vor dem Auftreten klinischer Symptome nachgewiesen werden (Diedrich et al., 1991). Sie tragen
unter anderem zu einer Verstarkung der Neuroinflammation bei, da sie z. B. durch die Expression von
Chemokinen wie MCP-1, CXCL9 und CXCL10 die Einwanderung weiterer Mikroglia in bereits
geschadigte Regionen bewirken (Marella and Chabry, 2004). Pathologisch aktivierte Astrozyten sind
aulRerdem nicht mehr in der Lage, den extrazelluldaren Glutamatspiegel effizient zu regulieren.
Dadurch erhoht sich der Glutamatspiegel an den Synapsen, die dadurch letztlich exzitotoxisch
geschadigt werden kénnen (Brown et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt werden, welche Auswirkungen eine CD36/SR-A-Defizienz
auf das Ausmall der Astrozytenaktivierung hat. Untersucht wurde die Astrozytose (ber den
immunhistochemischen Nachweis von GFAP sowie durch eine quantitative real-time PCR.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass CD36 und SR-A in die
frihe Astrozytose involviert sein kénnten, da diese in einigen Hirnregionen der CD36/SR-A"-Méause im
Vergleich zu den Wildtypen in der asymptomatischen Phase der Infektion stark vermindert ist (Abb.
26, Diagramm 4). Diese Ergebnisse konnten durch die quantitative real-time PCR bestatigt werden
(Diagramm 8) und korrelieren mit der ebenfalls verminderten Mikrogliose in den CD36/SR-A-
defizienten Mausen zu diesem Krankheitszeitpunkt. Die Einzel-Knockouts zeigten keine Unterschiede
zu den Wildtyp-Kontrollen (Abb. 26, Diagramm 4).

Die verminderte Astrozytose in den CD36/SRA™-Tieren konnte durch die ebenfalls schwachere
Aktivierung von Mikroglia erklart werden, da die Aktivierung von Astrozyten teilweise abhéngig von der
Gegenwart stimulierter bzw. aktivierter Mikroglia ist (Brown et al., 1996; Brown et al., 1998; Herms et
al., 1997), die proinflammatorische Zytokine und andere l6sliche Faktoren sezernieren (Peyrin et al.,
1999). IL-1 und IL-6 zahlen hierbei vermutliche zu den wichtigsten Stimulatoren fur die Aktivierung und
Proliferation von Astrozyten (Hafiz et al., 2000; Schultz et al., 2004).

Wie bereits erwahnt, kann auch eine direkte Interaktion von PrP*® und Astrozyten in deren Aktivierung
und Proliferation resultieren (Forloni et al., 1994; Florio et al., 1996; Lasmezas et al., 1996; Fioriti et
al., 2007). In dieser Arbeit konnte im Vorfeld der Infektionsversuche gezeigt werden, dass die
Scavenger-Rezeptoren CD36 und SR-A auch von aktivierten Astrozyten exprimiert werden und damit
auch an der direkten Interaktion von PrP*¢ und Astrozyten beteiligt sein konnten, wie es zuvor auch fur
AR schon vermutet wurde (Wyss-Coray et al., 2003). Durch die Defizienz beider Rezeptoren kénnte
damit die direkte Aktivierung der Astrozyten durch PrP>® gehemmt werden. Um die Ergebnisse zur
Astrozytenaktivierung weiter zu untermauern, wurde die Expression der astrozytdr exprimierten
Chemokine CXCL10 und CXCL13 in den CD36/SR-A"-Méausen im Vergleich zu den Wildtypen
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analysiert. Wahrend der Scrapie-Infektion konnte in frilheren Studien eine starke Uberexpression
dieser Chemokinen beobachtet werden (Riemer et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
hingegen eine deutlich verminderte Expession beider Chemokine in den CD36/SR-A"-Tieren in der
asymptomatischen Phase der Infektion im Vergleich zu den Kontrolltieren (Diagramm 10). Diese
Ergebnisse korrelieren gut mit der anfanglich verminderten Aktivierung der Astrozyten bei den
CD36/SR-A"-Tieren.

Die Unterschiede zwischen den CD36/SR-A-Knockout-Tieren und den Wildtyp-Kontrollen konnten
zum terminalen Krankheitszeitpunkt nicht mehr festgestellt werden (Abb. 27, Diagramm 5), was
wiederum mit der Mikrogliaaktivierung in Einklang steht. Die Einzel-Knockout-Tiere wiesen im
Vergleich zu den Wildtypkontrollen ebenfalls eine gleich starke Astrozytose auf (Abb. 27, Diagramm
5).

Zusammengefasst zeigte sich sowohl bei der Mikro- als auch der Astrogliose eine deutliche
Kooperativitat der beiden Scavenger-Rezeptoren CD36 und SR-A, da nur in den doppelt-defizienten
Tieren eine verminderte Glia-Aktivierung feststellbar war. In spéten Krankheitsstadien waren diese
Unterschiede nicht mehr zu sehen, d. h. offenbar wird im Verlauf der Prion-Infektion des ZNS die

CD36/SR-A-Defizienz durch andere Faktoren kompensiert werden.

5.1.2.3 Der Grad der Vakuolisierung des Hirngewebes ist von CD36/SR-A unabhangig

Eines der neuropathologischen Charakteristika von TSE stellt die Vakuolisierung des Hirngewebes
dar. Diese spongiformen Veranderungen des Gewebes entsprechen sowohl Vakuolen im Neuropil als
auch einer intraneuronalen Vakuolenbildung in Nervenzellen (Liberski, 1992; Mallucci, 2003). Die
molekularen Mechanismen, die zur Vakuolisierung fuhren, sind allerdings noch nicht bekannt.

Die CD36/SR-A"-Mause sowie die Einzel-Knockouts zeigten im Vergleich zu den Wildtypen keine
Unterschiede im Grad der Vakuolisierung zu beiden untersuchten Krankheitszeitpunkten (Abb. 28 und
29, Diagramm 6 und 7). Dies kdnnte dadurch erklart werden, dass der Neuronenverlust wahrend des
Krankheitsverlaufes nicht unmittelbar mit einer fortschreitenden Vakuolisierung verbunden ist (Jeffrey
et al, 1995; Giese et al, 2001). Auch nicht-,pathologische® Neuronen weisen teilweise
Vakuolisierungen des Perikaryon, Axons und der Dendriten auf, was wiederum fir degenerierende
Neuronen nicht immer der Fall ist (Jeffrey et al., 1992; Jeffrey et al., 1995). Zudem ist es gerade im
frihen Krankheitsstadium von TSE-Erkrankungen oftmals schwierig zwischen Krankheits-assoziierten
Vakuolen sowie Fixierungsartefakten im nicht-infizierten Tier und durch Scrapie verursachte Vakuolen

zu unterscheiden (Liberski et al., 1989).

5.1.2.4 Verminderte PrP°-Ablagerung und gleichzeitig verkiirzte Uberlebenszeiten bei
CD36/SR-A-Knockout-Mausen

Die Pathogenesemechanismen bzw. die entscheidenden Parameter, die die neuronale Schadigung

bei Prion-Infektionen des ZNS bedingen, sind bislang nur unzureichend aufgeklart. In dieser Arbeit
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wurde zun&chst davon ausgegangen, dass die Uberlebenszeiten den Einfluss der CD36/SR-A-
Defizienz auf den Verlauf der Scrapie-Pathogenese wiederspiegeln. Die CD36/SR-A"-Méause starben
aber nach der intrazerebralen Infektion im Durchschnitt 22 Tage friher als die Wildtypkontrolltiere
(Tabelle 1). Nach intraperitonealer Infektion starben sie ebenfalls friiher. Hier lag der Unterschied im
Durchschnitt je nach infektiéser Dosis bei 18 bzw. 31 Tagen (Tabelle 1). Dies ist durchaus
Uberraschend, da alle vorangegangenen Untersuchungen, vor allem die in der asymptomatischen
Phase der Infektion, eher einen verzdgerten Verlauf der Erkrankung vermuten liel3en.

Beziiglich der Befunde zur peripheren Infektion fallt vor allem die Diskrepanz zwischen der
Ablagerung von PrP* in der Milz und den Uberlebenszeiten auf. CD36/SR-A"-Mause wiesen hier in
frihen Infektionsstadien wesentlich weniger PrP>° auf als die Wildtyp-Kontrollen (Abb. 19 und 21).
Interessanterweise konnte durch Infektionsversuche in tga20-Mausen gezeigt werden, dass der Prion-
Titer in Milzen von CD36/SR-A”-Mausen bzw. den Wildtyp-Kontrollen sich jedoch allenfalls nur
geringfligig unterscheidet (Tabelle 2). Dies kénnte bedeuten, dass die Ablagerung von PrP*° in der
Milz kein gutes MalR fur die Prion-Replikation in der Milz bzw. fir die Effizienz der sich daran
anschlieBenden Neuroinvasion darstellt. Letztlich ist also aufgrund der nahezu unveréanderten Prion-
Titer davon auszugehen, dass der fir die Uberlebenszeiten wesentliche Schritt nach peripherer
Infektion, die Neuroinvasion bzw. der Befall des ZNS, in Wildtyp- bzw. KO-Mausen etwa gleich schnell
abgelaufen ist. Im Prinzip &hnliche Ergebnisse sind auch nach Behandlung mit Heparan-Mimetika zur
Hemmung der peripheren Prion-Replikation erhalten worden. Die Therapie reduzierte zwar die
Ablagerung von PrP* in der Milz deutlich, hatte jedoch keinen signifikanten Effekt auf die
Uberlebenszeiten (Larramendy-Gozalo et al., 2007). Uber welchen Mechanismus sich die CD36/SR-
A-Defizienz auf die Ablagerung von PrP%¢ in der Milz auswirkt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden. Bislang konnte gezeigt werden, dass das lymphoretikulare System (LRS), zu dem
auch die Milz gehort, eine entscheidende Rolle bei der peripheren Prion-Replikation und Akkumulation
von PrP*° spielt. Die Replikation findet vor allem in den PrP -exprimierenden follikularen dendritischen
Zellen (FDC's) der Milz statt (Kitamoto et al., 1991). Aber auch dendritische Zellen (DC's) koénnten
Orte der Prion-Replikation darstellen (Shlomchik et al., 2001; Prinz et al., 2002; Aucouturier et al.,
2001) und als ,Transporter” fur PrP*® vom LRS in das ZNS fungieren (Aucouturier et al., 2002).
Moglicherweise wird das Fehlen von CD36/SR-A durch verstarkte Expression anderer Scavenger-
Rezeptoren kompensiert, die sich anfanglich Uber eine schnellere Beseitigung und damit
einhergehend mit einer verzogerten Akkumulation von PrP°® darstellt, ohne jedoch die eigentliche
Neuroinvasion entscheidend zu beeinflussen.

Die verkirzten Uberlebenszeiten der CD36/SRA-defizienten Mause nach intracerebraler Inokulation
erscheinen zunéachst gleichermalRen paradox, da wiederum in den KO-Tieren im asymptomatischen
Stadium deutlich weniger PrP*>® nachzuweisen war als in den entsprechenden Wildtyp-Kontrollen
(Abb. 15). Dass der Krankheitsverlauf nach einer Prion-Infektion des ZNS jedoch nicht zwingend mit
der Ablagerung von PrPS° korreliert, ist bereits mehrfach beschrieben worden (Lasmézas et al., 1997;
Barron et al., 2007). Zum Zusammenhang zwischen der Umfaltung von PrP in PrP*® und der
Pathogenese von Prion-Infektionen des ZNS sind drei Moéglichkeiten zur Diskussion gestellt worden:
1. (loss of function) Die andauernde Konversion in PrP*° fiihrt zu einer Depletion von PrP® und damit

zu einem Verlust méglicherweise protektiver Funktionen dieses Proteins. 2. (direct gain of function)
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PrP%° ist direkt neurotoxisch. 3. (indirect gain of function) PrP* bewirkt eine Aktivierung von Mikro-
bzw. Astroglia, die mit verstarkter Sezernierung von pro-inflammatorischen Faktoren (z. B. Zytokine,
Chemokine) und neurotoxischen Faktoren einhergeht bzw. ein neurotoxisches Milieu schafft.
Grundsatzlich schlie3en sich diese drei Mdglichkeiten gegenseitig nicht aus - alle drei Prinzipien
kénnten also zum letztlich lethalen Krankheitsverlauf beitragen. Komplizierend kommt hinzu, dass
neben dem relativ einfach detektierbaren Proteinase K-resistentem PrP*® ein Kontinuum von
Faltungsintermediaten zu erwarten ist, die wiederum in unterschiedlicher Weise zum
Krankheitsgeschehen beitragen konnten. Insbesondere ist nicht bekannt welche PrP-
Faltungsintermediate eine direkt neurotoxische Aktivitat aufweisen. Die geringere PrP*°-Ablagerung
bei gleichzeitig verkiirzten Uberlebenszeiten in den CD36/SR-A"-Méausen scheint im vorliegenden

Modell formal eher fiir eine indirekte denn direkte Neurotoxizitat des PrP*° zu sprechen.

Die mogliche ,indirekte* Neurotoxizitat ist im Zusammenhang mit der Glia-Aktivierung zu diskutieren.
Anfanglich weisen die Prion-infizierten CD36/SR-A"-Mause eine geringere Gliose (Abb. 24 und 26,
Diagramm 2,4 und 8) und verminderte Chemokin-Expression auf (Abb. 35, Diagramm 10). Im
terminalen Krankheitsstadium zeigt sich jedoch vor allem fir Lysozym M und CCL3 eine deutliche
erhodhte Expression im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (Diagramm 9 und 10). Dies deutet darauf
hin, dass im spéaten Krankheitstadium bestimmte Aspekte der Glia-Aktivierung in den KO-Mausen
starker de-reguliert sind. Interessanterweise ist in der Pathogenese der Sandhoff-Krankheit, fir die
eine zentralnerviose Neurodegeneration charakteristisch ist, dem Chemokin CCL3 bereits eine
pathogene Rolle zugeschrieben worden (Wu et al., 2004). Die Uberexpression des Chemokins
induzierte hier die Infiltration von Monozyten in das ZNS, was letztendlich zur Apoptose von Neuronen
und beschleunigten neurodegenerativen Prozessen fihrte. CCL3-defiziente M&ause wiesen

dementsprechend langere Uberlebenszeiten auf als Wildtyptiere.

Zusammengefasst wird in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Scavenger Rezeptoren CD36 und
SR-A zumindest die friihe Gliose sowie die Akkumulation von PrP* beeinflussen. Die verkiirzten
Uberlebenszeiten der CD36/SRA-defizienten Mause weisen prinzipiell auf eine protektive Funktion
und Kooperativitat dieser Rezeptoren hin, da die entsprechenden Einzel-Defizienzen keine oder nur

geringere Auswirkungen hatten.

Ausblick

An der Erkennung von fehlgefalteteten Proteinen wie z.B. AR oder PrP*° partizipieren moglicherweise
eine ganze Reihe von Scavenger-Rezeptoren. D.h. es ist wahrscheinlich, dass Funktionen von CD36
bzw. SR-A von anderen Rezeptoren mit Uberlappenden bzw. &hnlichen Funktionen ausgelbt werden
kdnnen (Redundanz). Da fir einige in Frage kommende Rezeptoren ebenfalls KO-Mause verfiigbar
sind, konnten diese ebenfalls im Prion-Modell untersucht werden. Fir eine besseres Verstandnis der
Beteiligung von Scavenger-Rezeptoren an der Bindung und Aufnahme von PrPS® waren auch gut
charakterisierte in vitro-Modelle wiinschenswert. Zelllinien, die PrP>® aufnehmen kénnen, kénnten auf

Expression der verschiedenen Scavenger-Rezeptoren untersucht werden. Durch Verwendung
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entsprechender siRNAs und/oder durch Einsatz blockierender Antikdrper kdnnte anschlieRend der
Teilbeitrag verschiedener Rezeptoren in diesem ProzeRR untersucht werden. Die verkirzten
Uberlebenszeiten der CD36/SRA-defizienten Mause trotz initial geringerer Belastung mit Proteinase
K-resistentem PrP* kénnte darauf hinweisen, dass in diesen Tieren vermehrt PK-sensitive PrP>-
Faltungsintermediate auftreten, die ,toxischere" Eigenschaften aufweisen. Diese Hypothese kénnte
durch Reinigung, Quantifizierung und Charakterisierung solcher Intermediate Uberprift werden
(Pastrana et al., 2006).

5.2 CXCL13

5.2.1 Expression und Funktion von CXCL13 im ZNS

CXCL13 wird in der Peripherie sehr stark von einer Reihe verschiedener dendritischer Zellen
exprimiert (Gunn et al., 1998; Vissers et al., 2001). Es vermittelt die Migration von B-Lymphozyten in
die Follikel der sekundaren lymphatischen Organe und somit die Entwicklung von B-Zell-Follikeln
(Hjelmstrém 2000, Legler 1998; Vissers et al., 2001). Als Rezeptoren fiir CXCL13 fungieren CXCR5
und CXCR3 (Jenh et al., 2001; Legler et al., 1998). Im ZNS ist CXCL13 bislang kaum untersucht
worden. Eine mogliche pathogene Rolle wurde dem Chemokin allerdings in der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) zugesprochen (Ludmila et. al., 2006). EAE wird als Tiermodell
fur Multiple Sklerosis (MS) genutzt. CXCL13 wird im ZNS EAE-erkrankter Tiere Uberexprimiert und
seine Expression wird im Verlauf der Erkrankung weiter hochreguliert (Ludmila et al., 2006; Krumbholz
et al., 2006). Die Expression korreliert mit der Anwesenheit von T- und B-Zellen, was eine Beteiligung
von CXCL13 an der Rekrutierung dieser Zellen in das erkrankte ZNS vermuten lasst. Gestitzt wird
diese Annahme von der Tatsache, dass ein Rezeptor fir CXCL13, CXCR5, auf fast allen B-Zellen
sowie auf einer Subpopulation von T-Zellen in der Cerebrospinalflissigkeit (CSF) exprimiert wird (Kim
et al., 2001).

Welche Rolle CXCL13 bei anderen inflammatorischen Erkrankungen des ZNS bzw. bei transmissiblen
spongiformen Enzephalopathien spielt, ist unklar. Es konnte in vorherigen Studien bereits festgestellt
werden, dass es wahrend der Scrapie-Pathogenese im ZNS stark tiberexprimiert wird (Riemer et al.,
2000). Durch eine quantitative real-time PCR wurde dies im Rahmen dieser Arbeit bestétigt
(Diagramm 11). Eine mdogliche Funktion von CXCL13 wahrend dieser Erkrankung ist aber bislang
unbekannt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CXCL13 im ZNS vorwiegend von
Astrozyten exprimiert wird (Abb. 32). Zudem wurde im Verlauf einer Scrapie-Infektion eine deutliche
Zunahme der CXCL13-Expression nachgewiesen (Abb. 31). Die immunhistologischen
Untersuchungen zeigten im gesunden Gehirn eine schwache basale Expression des CXCL13-
Proteins im Hippocampus, Kleinhirn und Corpus Callosum (Abb. 30). Im Scrapie-infizierten Gehirn
waren hingegen alle Hirnregionen CXCL13-positiv (Abb. 31, D und H), was gut mit der ausgepragten
Astrozytose korreliert. Interessanterweise konnte im murinen Morbus Alzheimer-Modell eine Ko-
Lokalisation von CXCL13-exprimierenden Astrozyten mit Amyloid-Plagues beobachtet werden (Abb.
34, C). Dies konnte darauf hinweisen, dass hier Gber CXCL13 weitere Zellen an den Ort einer

entzindlichen Reaktion dirigiert werden. AuRerdem kénnte CXCL13 die Infiltration von T-Zellen in das
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ZNS vermitteln, wie sie im Gehirn von Scrapie-infizierten Mausen und im Gehirn von CJD-Patienten
beobachtet wurde (Lewicki et al., 2003). Auch an der Migration von dendritischen Zellen in das ZNS
kénnte CXCL13 beteiligt sein (Ambrosini et al., 2005). Die Scrapie-Infektion von CXCR5-defizienten
M&ausen zeigte jedoch keinen Unterschied zu entsprechenden Wildtypkontrollen, d. h. ein Krankheits-
relevanter Einfluss von CXCL13 miusste in diesem Modell tUber den alternativen Rezeptor CXCR3
vermittelt werden (Prinz et al, 2003), der im ZNS von Astrozyten, Mikroglia und Neuronen exprimiert
wird (Flynn et al., 2003; Biber et al., 2002). Tatsachlich zeigen CXCR3-defiziente Mause im murinen
Scrapie-Modell deutlich verlangerte Uberlebenszeiten, was fiir eine schadliche Rolle dieses
Chemokin-Rezeptors und dessen Liganden in der chronischen Neurodegeneration spricht (Dr. M.

Baier, unveroffentlichte Ergebnisse).

5.2.2 Generierung und Charakterisierung von CXCL13-transgenen Mause

Um mehr Gber die biologische Funktion von CXCL13 im ZNS und seine mdgliche Rolle in der Scrapie-
Pathogenese herauszufinden, wurden im Rahmen dieser Arbeit CXCL13-transgene Mause generiert.
Hierfir wurden Konstrukte hergestellt (Abb. 37), die sich beispielsweise durch ihre Kozak-Sequenz
aber auch durch ihre 3'UTR (untranslated region) unterschieden. Diese Konstrukte wurden zuvor in
der Zellkultur mithilfe eines ELISAs auf ihre Protein-Expression getestet. Hierbei ergab sich fiir das
Konstrukt pBLC400v eine extrem erhthte CXCL13-Expression nach 48 h (Diagramm 12). Dieses
Konstrukt beinhaltete eine veranderte bzw. optimierte Kozak-Sequenz und eine verkirzte 3" UTR.
Diese Veranderungen der Sequenz fuhrten offensichtlich zu einer Erhéhung der Translationseffizienz.
Konstrukte, die nur eine der beiden Veradnderungen aufwiesen, zeigten hingegen eine geringere
CXCL13-Expression und fir die unverdnderte CXCL13-mRNA konnte nur eine minimale
Basalexpression detektiert werden (Diagramm 12).

Die Translationseffizienz kann durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst werden. Zu diesen
Faktoren z&hlt unter anderem die Cap-Struktur (7-Methylguanosin-Kappe), die den Transport der
fertigen mMRNA in das Cytoplasma erleichtert und die mRNA vor dem Abbau vom 5’-Ende her schitzt
(Kozak, 1987). Zudem hat sie eine entscheidende Funktion bei der Intitation der Translation bei
Eukaryoten, da hier die 40S-Untereinheit des Ribosoms bindet. Letzteres beginnt schlie3lich am AUG-
Initiationscodon mit der Translation. Allerdings wird das AUG-Triplett nur effizient erkannt, wenn es
sich im richtigen Kontext befindet. Fur diese Sequenzumgebung scheint eine sogenannte Konsensus-
Sequenz optimal zu sein, die auch als Kozak-Sequenz bezeichnet wird. Sie sieht folgende
Zusammensetzung vor. CC RCC AUG G (R, Adenin- oder Guanin-Baustein) (Kozak, 1981). Die
unterstrichenen Positionen sind fir die Translationseffizienz besonders wichtig. Abweichungen von
dieser Sequenz reduzieren hingegen die Translationshaufigkeit. In diesem Fall wurde die vorhandene
Sequenz (GC AGA AUG A) wie folgt optimiert: CC ACC AUG A. Es kann also angenommen werden,
dass der Basenaustausch zur Optimierung der flankierenden Regionen des AUG Initiationscodons zu
einer Erhéhung der Translationseffizienz fihrte.

Weitere regulatorische Elemente der Translation eukaryotischer mRNA sind die relative Position des
Startcodons zum 5’ Ende der mRNA und mRNA-Sekundarstrukturen im 5’-Nichtkodierungsbereich (5’
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UTR) (Kozak, 1987). Letztere konnen eine Anlagerung der 40S-Ribosomen-Untereinheit
unterdriicken. Sie verzégern somit die Ausbildung eines Initiationskomplexes.

Aber nicht nur die 5 UTR beeinflusst die Effizienz der Translation. Auch in der 3' UTR befinden sich
Kontrollfunktionen, die mit der mRNA-Struktur assoziiert sind. Diese Funktionen beinhalten
Translationskontrolle, mRNA-Stabilitat oder intrazellulare Lokalisation und werden hauptséchlich durch
die Interaktion spezifischer Sequenzen und transstindigen RNA-Bindungsproteinen vermittelt. Die
haufigsten Motive fir RNA/Protein Wechselwirkungen sind die RGG Box (Arginin- und Glycin-reiche
Region), Zinkfinger und AU-reiche Elemente (Ostarek-Lederer et al., 1994).

Das Vorkommen einer AU-reichen Sequenz ist ein Merkmal mancher instabiler mRNAs. Diese
Sequenz umfasst etwa 50 Basen (genannt ARE) und seine Konsensussequenz ist das Pentanucleotid
AUUUA, das in mehrfacher Wiederholung vorliegt und vermutlich eine in zwei Stufen erfolgende
Destabilisierung der mRNA ausldst. Eine Entfernung der 3'UTR fuihrt aber nicht zwangslaufig zu einer
Stabilisierung der mRNA, da noch weitere Destabilisierungselemente vorhanden sein kdnnen,
beispielsweise im Bereich des offenen Leserahmens. Allerdings konnte gezeigt werden, dass das
Einfligen einer AU-reichen 3'UTR oft zu einer Destabilisierung von sonst langlebigen mRNAs fiihrt.

Im Falle des hier generierten Konstruktes pBLC400v konnte anscheinend durch eine Verkirzung der
3" UTR eine hdhere Stabilitat vermittelt werden. Es kann angenommen werden, dass durch diese
Veranderung der Sequenz Destabilisierungselemente entfernt wurden. Zusammen mit der optimierten
Kozak-Sequenz konnte eine gesteigerte Translationseffizienz und somit eine erhéhte Expression von
CXCL13 erreicht werden.

Mithilfe des Konstrukts pBCL400v wurden schlief3lich transgene Mause generiert. Durch die Pronuclei-
Methode wurde die DNA in die Eizellen injizierte und wieder in die Tiere eingebracht (Abb. 39). Bei
dieser Methode kann die injizierte DNA im gesamten Genom integrieren, auch an Orten, die nicht
transkribiert bzw. translatiert werden. AuRRerdem besteht immer die Méoglichkeit, dass die DNA
Uberhaupt nicht integriert. Mehrere Faktoren spielen hier eine Rolle. Zum einen die Reinheit der DNA,
die eingefihrt wird, aber auch der Zustand der Eizellen. Um eine mégliche Integration nachzuweisen,
wurden die Nachkommen mithilfe der PCR genotypisiert (Abb. 40). Nachdem die Integration der DNA
nachgewiesen wurde, wurde die Expression von CXCL13 im Gehirn der transgenen Mause uberpriift.
Zum einen wurde die mMRNA-Expression mithilfe einer quantitativen real-time PCR ermittelt. Und zum
anderen mithilfe eines ELISAs, bei dem Hirnhomogenat verwendet wurde, um die Protein-Expression
zu Uberprifen. Die QPCR aber auch der ELISA ergaben eine deutlich erhdhte Expression von
CXCL13 in den transgenen Tieren gegeniiber Wildtyp-Kontrollen (Diagramm 13 und 14). Dies lasst
sich sicherlich auf die Optimierung des Konstrukes, aber auch auf eine optimale Integration von
pBLC400v in das Genom dieser Tiere zuriickfiihren. Trotz der CXCL13-Uberexpression zeigten die
transgenen Tiere keinerlei phanotypische Auffalligkeiten. Gegen Ende des praktischen Teils dieser
Arbeit wurden transgene Tiere in Scrapie-Infektionsexperimenten eingesetzt. Diese ersten
Infektionsstudien zeigten, dass die CXCL13-transgenen Mause im Durchschnitt 18 Tage friher
starben als die Wildtypkontrollen (Tabelle 3). Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass die Expression
von CXCL13, die wahrend der Scrapie-Infektion stark hochreguliert wird, einen Beitrag zum
Krankheitsgeschehen leisten kann. Entsprechende Chemokin-Rezeptor Antagonisten kdnnten daher

zur Verlangsamung des Krankheitsverlaufs von therapeutischem Interesse sein.
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Ausblick

Die CXCL13-transgenen Mause stellen ein sehr gut geeignetes System flr weitere Untersuchungen
zur Funktion dieses Chemokins und der Konsequenzen von dessen Uberexpression im ZNS dar.
Neben der eingehenden Charakterisierung der Prion-Infektion dieser Tiere bieten sich nun auch
andere Maus-Modelle fur akute und chronische Neurodegeneration (z. B. Schlaganfall, EAE,

Alzheimer) fur weiterfihrende Untersuchungen an.
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6 Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Expression von CD36 und SR-A im uninfizierten und Scrapie-
infizierten Gehirn und der Einfluss dieser Scavenger-Rezeptoren auf eine Prion-Infektion des ZNS in
einem murinen Scrapie-Modell untersucht.

Die immunhistologischen Untersuchungen ergaben, dass die Scavenger Rezeptoren CD36 und SR-A
im gesunden Gehirn nur schwach bzw. gar nicht exprimiert werden. Wahrend der Prion-Infektion findet
jedoch eine Induktion der Expression statt. Durch eine Doppelfarbung mit GFAP, einem
Astrozytenmarker, konnte gezeigt werden, dass CD36 und SR-A von aktivierten Astrozyten im ZNS
exprimiert werden. AnschlieBend wurden CD36-, SR-A, und CD36/SR-A-Knockout-Mause sowie
entsprechende Wildtyp-Kontrollen mit Scrapie infiziert und eingehend in verschiedenen Stadien der
Erkrankung charakterisiert. Untersuchte Parameter waren die Uberlebenszeiten der Tiere, die
Astrozyten- und Mikrogliaaktivierung, die Ablagerung von PrP*® in Gehirn und Milz sowie die
spongiformen Veranderungen im infizierten Hirngewebe. Bei den Infektionsversuchen ergaben sich
signifikant verkiirzte Uberlebenszeiten fiir die CD36/SR-A"-Mause. Weiterhin im asymptomatischen
Krankheitsstadium war bei den CD36/SR-A”-Mausen eine verminderte Astrozyten- und
Mikrogliaaktivierung immunhistochemisch als auch in real-time QPCR-Analysen im Vergleich zu den
Kontrolltieren festzustellen. Vor allem uberraschte angesichts der verkiirzten Uberlebenszeiten der
CD36/SR-A"-Mause die verringerte PrP°°-Ablagerung in Gehirn und Milz der Tiere in frihen
Krankheitsstadien. Zusammengefasst weisen die Befunde darauf hin, dass die Scavenger Rezeptoren
CD36 und SR-A einen Einfluss auf die frihe Gliose sowie die Akkumulation von PrP°® haben. Die
verkiirzten Uberlebenszeiten der CD36/SR-A-defizienten Mause weisen auf eine protektive Funktion
und Kooperativitat dieser Rezeptoren hin, wahrend die entsprechenden Einzel-Defizienzen keine oder
nur geringere Auswirkungen hatten.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit dem Chemokin CXCL13. Die Expressionsanalysen bzgl.
CXCL13 ergaben, dass das Chemokin im ZNS vorwiegend von aktivierten Astrozyten exprimiert wird.
Zudem konnte eine verstarkte Expression von CXCL13 im Verlauf einer Scrapie-Infektion im ZNS
nachgewiesen werden. Um mehr Uber die biologische Funktion von CXCL13 im ZNS und seine
mogliche Rolle in der Scrapie-Pathogenese herauszufinden, wurden CXCL13-transgene Mause
generiert, in denen das Chemokin unter der Kontrolle des Astrozyten-spezifischen GFAP-Promotors
exprimiert werden sollte. Mittels QPCR und ELISA wurde in CXCL13-transgenen Tieren gegenuber
den Wildtyp-Kontrollen eine deutlich erhéhte CXCL13-Expression nachgewiesen, was jedoch nicht
von phanotypischen Auffalligkeiten begleitet war. CXCL13-transgene Mause starben nach einer
Scrapie-Infektion im Durchschnitt 18 Tage frither als die Wildtypkontrollen. Die Uberexpression von
CXCL13 fuhrt also eindeutig zu einem schnelleren Verlauf der Erkrankung. Dieses Ergebnis weist
daraufhin, dass die Expression von CXCL13, die wahrend der Scrapie-Infektion stark hochreguliert
wird, einen Beitrag zum Krankheitsgeschehen leisten kann. Daher wére eine Prifung des Effekts von

entsprechenden Chemokin-Rezeptor-Antagonisten im Hinblick auf die Therapie sinnvoll.
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6.1 Summary

In the first part of this study the expression of CD36 and SR-A in uninfected and scrapie-infected brain
tissue was analyzed. Furthermore, the influence of these scavenger receptors on a prion infection of
the CNS was characterized in a murine model system.

The results obtained by immunohistochemistry showed that CD36 and SR-A are expressed only
weakly, if at all, in the healthy brain. However, during the prion infection a marked induction of the
expression was observed. Double-staining with GFAP, a marker for activated astrocytes, showed for
both scavenger receptors an expression by activated astrocytes. The scrapie infection of CD36-, SR-
A- and CD36/SR-A-deficient mice as well as appropriate wild type control mice was compared and
studied in detail at various time points. Analysed parameters were the survival times of the animals,
the activation of astrocytes and microglia, the degree of spongiform changes in the infected brain, and
the accumulation of PrP® in the CNS and spleen. Scrapie infections demonstrated significant
shortened survival times of CD36/SR-A-deficient mice. Moreover, these knockout mice showed a
reduced astrocytosis and reduced activation of microglia in comparison to wild type controls in the
asymptomatic stage of the disease. These results were obtained by immunohistochemistry and real-
time qPCR analysis. Surprisingly, the Prps° deposition in brains and spleens of CD36/SR-A-deficient
mice was reduced in the asymptomatic stage despite the shortened survival times. Overall, these
findings indicate that the scavenger receptors CD36 and SR-A have an influence on the early gliosis
as well as the accumulation of PrP*°. The shortened survival times of the double knockouts point
towards a protective function and cooperativity of these receptors, whereas deficiency for just one
receptor had less or no effects on the disease development.

The second part of the study concerned the chemokine CXCL13. Expression analysis indicated that
this chemokine is mainly expressed by activated astrocytes in the CNS, which is strongly increased
during a prion infection. To find out more about the biological function of CXCL13 in the CNS and its
possible role during scrapie diseases transgenic mice were generated, which express CXCL13 under
the control of the astrocyte-specific GFAP-promoter. By means of qPCR and ELISA a clearly
increased CXCL13 expression could be detected in the transgenic mice compared to wild type
controls. This was however not accompanied by obvious phenotypical changes. Scrapie-infected
CXCL13-transgenic mice died on average 18 days earlier than wild type controls. Hence,
overexpression of CXCL13 clearly accelerates disease progression. This result demonstrates that
CXCL13 expression, which is upregulated during a prion infection, contributes to the scrapie
pathogenesis. Consequently, analysing corresponding chemokine receptor antagonists in terms of

therapeutics could be useful.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungen

ABC Avidin-Biotin-Complex

AEC 2,3-Amino-9-Ethylcarbazol

AD Alzheimer Disease

AK Antikérper

AS Aminosaure

bp Basenpaar

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate

BSA bovine serum albumin

BSE Bovine Spongiforme
Enzephalopathie

CJD Creutzfeldt-Jakob Disease

C-Terminus Carboxy-Terminus

CWD Chronic Wasting Disease

DC Dendritic Cells (Dendritische
Zellen)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dpi days post infection (Tage nach
Infektion)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EEG Elektroenzephalographie

EtBr Ethidiumbromid

FCs fetal calf serum (Fetales

Kalberserum)
FDC follicular dendritic cells
(follikulare dendritische Zellen)
FFI Fatale Familiare Insomnie
FSE Feline Spongiforme
Enzephalopathie
GSS Gerstmann-Straussler-
Scheinker-Syndrom

i.c. Intracerebral

OAS
oD
PBS

PCR
PET
PK
Prp

Prp°©
Prpsc

RNA
RNase
rpm
RT

RT
SAF
sCJD
SDS
SOD
TBS
TG
Tw

TME

TNF

Tris

TSE

2'-5’-0Oligo-A-Synthetase
Optische Dichte
phosphatgepufferte
Kochsalzlésung

polymerase chain reaction
Paraffin-embedded tissue blot
Proteinase K

Prion-Protein

Zellulares Prion-Protein

Infektidses Prion-Protein

Ribonukleinsaure
Ribonuklease
rotations per minute

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase
Scrapie-assoziierte Fibrillen
Sporadic Creutzfeld-Jakob-
Disease

sodium dodecyl sulfate

Superoxiddismutase
Tris gepufferte Kochsalzlésung
Transgen

Mittlere Schmelztemperatur

Transmissible Mink
Enzephalopathie
Tumornekrosefaktor

Trishydroxylmethylaminomethan

Transmissible Spongiforme
Enzephalopathie

Unit (spezifische Enzymaktivitat)
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i.p.
kb

kD
KO

Met
MOPS

N-Terminus
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CXCL13-ELISA zur Untersuchung der CXCL13-Expression in CXCL13-
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7.4. Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Uberlebenszeiten (dpi) der Scrapie-infizierten SR-A-, CD36- und CD36/SR-A- 55
Knockout-Tiere sowie der C57BI/6-Kontrolltiere

Tabelle 2 Uberlebensdaten (dpi) von tga20-M&usen nach Verimpfung von Milzhomo- 63
genaten zur Ermittlung der Infektidsitat.

Tabelle 3 Uberlebensdaten (dpi) der Scrapie-infizierten CXCL13-transgenenTiere sowie 95

der C57Bl/6-Kontrolltiere

7.5 Sequenzen und Vektorkarten

7.5.1 CXCL13

Fur die Herstellung der CXCL13 Konstrukte wurde die Sequenz der murinen CXCL13 mRNA
verwendet (blau/griin). Die Kozak-Sequenz (rot) wurde in zwei der Konstrukte modifiziert. Dabei fand
folgender Basenaustausch statt: GGC AGA - GCC ACC. Zusatzlich wurde in zwei Konstrukten die

3'UTR verkuirzt, wobei der griin unterlegte Sequenzabschnitt entfiel.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

GAGCTAAAGG
TCCTCCTGGC
TAAAATGTAG
TTCAAGTTAC
TGAAGAAAGT
TCCAAAGCAA
GAAGCCACTA
TTAGATATGT
GACTGTAGGT
TCCTGCAGGA
TCCTTAAGAA
GTAATAGATC
ATGTCAAATG
TTTTGCACCC
GGTGCAATGC
GGAAACAGTC
GTAACAATTG
TCCTTTGCAC
ATACCAGCCT
ATGTAATCAA

Abbbildung 41: Sequenz

verwendet (www.ncbi.nim.nih.gov).

TTGAACTCCA
CAGCTGCCTC
GTGTTCTGGA
GCCCCCTGGG
TATATGTGTG
AAGTCTGTCT
TCATCTCAAA
TCTTAGTTAA
AAAACAAAGC
GCTGAGAGGG
AGGCTATTTG
TGTTGTTTAA
TGAACTTGTA
TTGTAAAACG
CATCATGAGG
CTACTTTGAA
AAAGATCCTC
TGTGACCCTG
CTTGTATCAG
ATGTTTTGCT

CCTCCAGGCA
TCTCCAGGCC
GTGATTTCAA
AATGGCTGCC
AATCCTCGTG
TCAACTCCCC
AGACACACCT
AGAATTTCCA
AAAAACAAAC
AATGCTCAAG
AGAACAGGCA
TGTTAAACTA
GCTCGTACTA
CAGGCTTCCA
TGGTGCAAAG
AGGTTGCTTG
AGCTTAAAGG
ATGATCTATT
ATTCTTTAAT
TA

GAATGAGGCT
ACGGTATTCT
CTGTTGTCGG
CCAAAACTGA
CCAAATGGTT
AAGCTCCAGT
GCACCTTTTT
AGAAAATAAC
AAGCAAACAA
CTCCGTTGCA
TTTAGTGACA
TCCTAGATTG
ACAAGAGGTT
AAATAGTCTC
CAGGTCTCCT
TATAAGATTT
TCCAGGCTCT
TTTATTATTC
GTTTCCTATT

der murinen CXCL13 mRNA. Die Sequenz wurde

7.5.2 pBLC400v

CAGCACAGCA
GGAAGCCCAT
TCTAAACATC
AGTTGTGATC
ACAAAGATTA
GAGTAAGAGA
TTTTATCCCT
TCCCCTCTAC
ACAAACTAAA
TACCCAACCC
ACCCACTTCA
TCGAGGAATG
TGCGAGATGG
CAGAAGGTTC
TTAGAGAAAA
ATTGTCTTGC
TCAGCAGTAT
ATATTTTTCA
CATTTGGTGT

ACGCTGCTTC
TACACAAACT
ATAGATCGGA
TGGACCAAGA
TTAAGACATG
AGAGCTGCCT
GCTCTGAATT
AAACAAACAT
AAAAACCCAA
ACATCCTTGT
GATGCATGTG
AAAAACCTAC
ACTTCAGTTA
CTGGGAAGCT
GCTTCCTGGG
ATTAAAACCA
ACAAATATAT
CACAGACAAA
CATTCAATAA

zur Herstellung der Expressionskonstrukte

Das Expressionskonstrukt pBLC400v enthielt eine GFAP-Promotor-Expressionskassette (griin). Das
klonierte CXCL13-Gen (blau) besal eine modifizierte Kozak-Sequenz (rot) und eine verkirzte 3'UTR.

Das Vektorgerust (schwarz) bildete der Expressionsvektor pEGFP-1 (Clontech, Mountain View/USA).
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

TAGTTATTAC
ACTCACAGAG
CCCTGGGCTG
AAGGATCACT
CTACAAAAAA
TCAGGAGGCT
GGTTGCGCCA
AAAAAAAAAA
GCTCGGGGGC
GCAAGCAGAC
GAATGACTCA
GCACCCCAGC
ACCCCAGCCT
CTTGCTGTGT
AGGGGATCAG
CTGCTTCCCA
GTGGGACCAG
TCTCAGGCTC
GTTCTTCCCA
GACGGAGGGG
GCTCATGTGT
GAGGCCAGAC
GGCAAGAGAG
TGATTGACCC
GGAATGAATG
AGTCTGCTGG
TCATTCTTCG
GGGTTATGAA

TAGCGCTACC
GGAGACCTCA
GGCGCAGTGG
TGAGCCCAGA
AGTTAAAAAA
GAGGTGAGGG
CTGCACTCCA
AAAAAAAGAA
CTGAGCTGGC
CTGGCAGCAT
CCTTGGCACA
CCCCCTCAAA
GACAGCCTGG
GGCGCCACCG
GGGATGCCCA
GAAGTCCAAG
AGTGGAGGGC
CTAGTTGGGC
TCTCTCCAGG
TGGCCAGGGA
AACGGCTTTG
AAGGAAGGGG
TGCCGGCCCC
TTAGACAAAG
GGCAGAGAGC
GAATGAGGCC
CCAAATTCCC
ATCAAAAAGT

CCCTTTTTTT
GCGCAAACAC
CCTCCCAAAG
TAATTGATGC
CCTTCCTAGA
TCCAGGTACC
CAGTGACCTC
CCCCTCAGGC
CTCCTTCATA
ACGCATCACC
CCTGGCTCCT
TCCACTCCCG
GACCCGGGCC
CGAGAAGGTT
GCGGGCCAAG
GCTGCGGCTC
GGCACAGGAC
TGAACTCACC
GCTGCCTCTC
GTTCTGGAGT
CCCCTGGGAA
TATGTGTGAA
GTCTGTCTTC
ATCTCAAAAG
GCGGCCGCGC
GCTTTAAAAA
GTTGTTAACT
TTCACAAATA
GTATCTTAAG
TTAAATCAGC
AGAATAGACC
GAACGTGGAC
TGAACCATCA
CCCTAAAGGG

TTTTTTTTTI
AGCTCACTGC
TGCTGGGATT
ATAATAATTG
GAGAGGGTCC
ACCTGCCTCA
AGTGGGGTGA
TATGCCAGGG
AAGCCCTCGC
TCCGCTGCTC
GGCCGCCGTC
ACCCGGGTGG
AGTGAGCGGG
CGCTTCCTGG
GAGCCCACCA
GATCAACTCA
CTGGCCACTG
TCCAGGCAGA
TCCAGGCCAC
GATTTCAACT
TGGCTGCCCC
TCCTCGTGCC
AACTCCCCAA
ACACACCTGC
CGCGACTCTA
ACCTCCCACA
TGTTTATTGC
AAGCATTTTT
GCGTAAATTG
TCATTTTTTA
GAGATAGGGT
TCCAACGTCA
CCCTAATCAA
AGCCCCCGAT

GGACTCAGAT
GGAGGCAGTC
CGCACAACTG
AGTTCTAGAC
TCAGCCACGT
GATCACTTAA
GCCTGGGCAA
CATATCCTGG
TCTGTGAGCT
TGGGCTGGCC
GACACAATGT
TGCCTTCCGA
CATCTTGGGA
GCGGTGGAGA
GGCATGGACA
GACACAAATG
GTAGATGGAC
CCAGTGGCTC
CTGATGTGTG
AACGGGGCGC
TGGAGCTGTC
TGACCTGGAG
CTCTTGCCCT
GGCTGGTGTC
AGGAATGTGG
TAGTAGGAAA
AGCACCTTGC
TGGAAAGCAG
TTGTGAGACA
AGCCTCAACC
ACAAGCATGA
TAAGTATTCA
TCTTGCTTCA
TGCAGGAGTT
GGGGAGCTCT
GGTGTTGCCA
ATCCCAGGAG
GCCGCTCCTA
TGGGTCCTGG
ATTTCTCCCT
CAGAGATGAT
AACAGCAAAA
AGCTGGCAGA
CCGCCAACAG
TGGTCGACGG
ATGAGGCTCA
GGTATTCTGG
GTTGTCGGTC
AAAACTGAAG
AAATGGTTAC
GCTCCAGTGA
ACCTTTTTTT
GATCATAATC
CCTCCCCCTG
AGCTTATAAT
TTCACTGCAT
TAAGCGTTAA
ACCAATAGGC
TGAGTGTTGT
AAGGGCGAAA
GTTTTTTGGG
TTAGAGCTTG

CTGAGCTCCC
TGTCCATCAC
TAATTCCAGC
CAGCCTGGGC
GTGGTGACAC
GGCTGGGAGG
CAGTGAGACC
TGTGGAGTAG
GGGGAGGAGG
GCCCCCCAGG
TCGGGGTGGG
GAAGCCCATT
TAAAAGCAGC
ACAAGGCTCT
GTGGGTGGCA
GGTGAGGGGA
CTGAAGTCTC
CAGCGTTTCC
GGAACTCGAG
TGCAGGAATA
AAGGCCTGGT
GGACAGATCC
ATCAGGACCT
CAATCCCAGC
GACATCTGTG
TGAGGTGGCC
AGGCACTTAC
GTCAGAGGTC
AGGTCTCTCT
TACTGGGCTC
GCCACCCCAC
TCATGGTCCA
GCGGTCAGGG
GGCGTGCCCA
CCCCATAGCT
GGGGCACCCG
CGAGCAGAGC
CGTCTCCTCA
CACCCGCCTC
GGCTGGGGCA
GGAGCTCAAT
CAAGGCGCTG
CGTCTACCAG
CGCCCGGCTG
TACCGCGGGC
GCACAGCAAC
AAGCCCATTA
TAAACATCAT
TTGTGATCTG
AAAGATTATT
GTAAGAGAAG
TTATCCCTGC
AGCCATACCA
AACCTGAAAC
GGTTACAAAT
TCTAGTTGTG
TATTTTGTTA
CGAAATCGGC
TCCAGTTTGG
AACCGTCTAT
GTCGAGGTGC
ACGGGGAAAG

ACCTCCCTCT
ATGTCCAAAT
ACTTTGGGAG
AACATGGCAA
ACACCTGTAG
TTGAGGCTGC
CTGTCTCAAA
GGGACGCTGC
CAGACAGCCA
GCCTCCTCTT
CACAGTGCCT
GAGCAGGGGG
ACAGCCCCCT
ATTCAGCCTG
GGGGGGGAGA
CTGGGCAGGG
CAGGGACAAC
AAACCCATCC
GAAATAAATC
AAGACGAGCC
CTCTGGGAGA
AGGGGCTAAA
CCACTGCCAC
CCCCAGCCCC
TTCAAGGGAA
CTTGAGGGTA
AGCTGAGTGA
ATCTGGTACA
CTGTTGCCCA
AAGCAATCCT
TCAGCCCTTT
ACCAACCCTT
CCCCAGACCC
GGAAGCTCTG
GGGCTGCGGC
GGCATCGCCA
CAGAGCAGGA
GGGGAGATGA
TCCCTGGCTC
CTCAATGCTG
GACCGCTTTG
GCTGCTGAGC
GCTGAGCTGC
GAGGTTGAGA
CCGGGATCCG
GCTGCTTCTC
CACAAACTTA
AGATCGGATT
GACCAAGATG
AAGACATGTC
AGCTGCCTGA
TCTGAATTTT
CATTTGTAGA
ATAAAATGAA
AAAGCAATAG
GTTTGTCCAA
AAATTCGCGT
AAAATCCCTT
AACAAGAGTC
CAGGGCGATG
CGTAAAGCAC
CCGGCGAACG

CTGTGCTGGG
GCAGAGCATA
GCTGATGTGG
GACCCTATCT
TCCCAGCTAT
AGTGAGTCGT
AGACAAAAAA
TCTGACAGAG
GGCCTTGTCT
CATGCCCAGT
GCTTCCCGCC
CTTGCATTGC
AGGGGCTGCC
TGCCCAGGAA
GGAGGGCTGT
TTCTGACCCT
AGGGCCCAGG
ATCCCCAGAG
TCCAGTGGGA
AGCACAGCCA
GAGGCACAGG
GTCCTGATAA
ATAGAGGCCA
AGAACTCCAG
GGACTCCAGG
CAGAACAGGT
GATAATGCCT
GCCCTTCCTT
GGCTGGAGTG
CCAGCCTCAG
CCTTCCTTTT
TCTTGACCCA
ATGGTCTGGC
CCTCTGGGCA
CCAACCCCAC
GTCTAGCCCA
TGGAGAGGAG
TGGTGGGGGG
GAATGCCCCC
GCTTCAAGGA
CCAGCTACAT
TGAACCAGCT
GAGAGCTGCG
GGGACAATCT
AGCTAAAGGT
CTCCTGGCCA
AAATGTAGGT
CAAGTTACGC
AAGAAAGTTA
CAAAGCAAAA
AGCCACTATC
AGATATGTTC
GGTTTTACTT
TGCAATTGTT
CATCACAAAT
ACTCATCAAT
TAAATTTTTG
ATAAATCAAA
CACTATTAAA
GCCCACTACG
TAAATCGGAA
TGGCGAGAAA
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3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421

GGAAGGGAAG
GCGCGTAACC
TTTTCGGGGA
GTATCCGCTC
TCCTGAGGCG
GGCTCCCCAG
GGAAAGTCCC
GCAACCATAG
CATTCTCCGC
GCCTCTGAGC
GATCGATCAA
AGGTTCTCCG
CGGCTGCTCT
CAAGACCGAC
GCTGGCCACG
GGACTGGCTG
TGCCGAGAAA
TACCTGCCCA
AGCCGGTCTT
ACTGTTCGCC
CGATGCCTGC
TGGCCGGCTG
TGAAGAGCTT
CGATTCGCAG
GGGTTCGAAA
GCCGCCTTCT
CTCCAGCGCG
ACACGGAAGG
AAAACGCACG
TCTGTCGATA
CCACCCCACC
GGCCCTGCCA
TAATTTAAAA
CGTGAGTTTT
GATCCTTTTT
GTGGTTTGTT
AGAGCGCATG
AACTCTGTAG
AGTGGCGATA
CAGCGGTCGG
ACCGAACTGA
AAGGCGGACA
CCAGGGGGAA
CGTCGATTTT
GCCTTTTTAC
TCCCCTGATT

AAAGCGAAAG
ACCACACCCG
AATGTGCGCG
ATGAGACAAT
GAAAGAACCA
CAGGCAGAAG
CAGGCTCCCC
TCCCGCCCCT
CCCATGGCTG
TATTCCAGAA
GAGACAGGAT
GCCGCTTGGG
GATGCCGCCG
CTGTCCGGTG
ACGGGCGTTC
CTATTGGGCG
GTATCCATCA
TTCGACCACC
GTCGATCAGG
AGGCTCAAGG
TTGCCGAATA
GGTGTGGCGG
GGCGGCGAAT
CGCATCGCCT
TGACCGACCA
ATGAAAGGTT
GGGATCTCAT
AGACAATACC
GTGTTGGGTC
CCCCACCGAG
CCCCAAGTTC
TAGCCTCAGG
GGATCTAGGT
CGTTCCACTG
TTCTGCGCGT
TGCCGGATCA
AACCAAATAC
CACCGCCTAC
AGTCGTGTCT
GCTGAACGGG
GATACCTACA
GGTATCCGGT
ACGCCTGGTA
TGTGATGCTC
GGTTCCTGGC
CTGTGGATAA

GAGCGGGCGC
CCGCGCTTAA
GAACCCCTAT
AACCCTGATA
GCTGTGGAAT
TATGCAAAGC
AGCAGGCAGA
AACTCCGCCC
ACTAATTTTT
GTAGTGAGGA
GAGGATCGTT
TGGAGAGGCT
TGTTCCGGCT
CCCTGAATGA
CTTGCGCAGC
AAGTGCCGGG
TGGCTGATGC
AAGCGAAACA
ATGATCTGGA
CGAGCATGCC
TCATGGTGGA
ACCGCTATCA
GGGCTGACCG
TCTATCGCCT
AGCGACGCCC
GGGCTTCGGA
GCTGGAGTTC
GGAAGGAACC
GTTTGTTCAT
ACCCCATTGG
GGGTGAAGGC
TTACTCATAT
GAAGATCCTT
AGCGTCAGAC
AATCTGCTGC
AGAGCTACCA
TGTCCTTCTA
ATACCTCGCT
TACCGGGTTG
GGGTTCGTGC
GCGTGAGCTA
AAGCGGCAGG
TCTTTATAGT
GTCAGGGGGG
CTTTTGCTGG
CCGTATTACC

TAGGGCGCTG
TGCGCCGCTA
TTGTTTATTT
AATGCTTCAA
GTGTGTCAGT
ATGCATCTCA
AGTATGCAAA
ATCCCGCCCC
TTTATTTATG
GGCTTTTTTG
TCGCATGATT
ATTCGGCTAT
GTCAGCGCAG
ACTGCAAGAC
TGTGCTCGAC
GCAGGATCTC
AATGCGGCGG
TCGCATCGAG
CGAAGAGCAT
CGACGGCGAG
AAATGGCCGC
GGACATAGCG
CTTCCTCGTG
TCTTGACGAG
AACCTGCCAT
ATCGTTTTCC
TTCGCCCACC
CGCGCTATGA
AAACGCGGGG
GGCCAATACG
CCAGGGCTCG
ATACTTTAGA
TTTGATAATC
CCCGTAGAAA
TTGCAAACAA
ACTCTTTTTC
GTGTAGCCGT
CTGCTAATCC
GACTCAAGAC
ACACAGCCCA
TGAGAAAGCG
GTCGGAACAG
CCTGTCGGGT
CGGAGCCTAT
CCTTTTGCTC
GCCATGCAT

Abbildung 42: Sequenz des Expressionskonstruktes pBLC400v.

GCAAGTGTAG
CAGGGCGCGT
TTCTAAATAC
TAATATTGAA
TAGGGTGTGG
ATTAGTCAGC
GCATGCATCT
TAACTCCGCC
CAGAGGCCGA
GAGGCCTAGG
GAACAAGATG
GACTGGGCAC
GGGCGCCCGG
GAGGCAGCGC
GTTGTCACTG
CTGTCATCTC
CTGCATACGC
CGAGCACGTA
CAGGGGCTCG
GATCTCGTCG
TTTTCTGGAT
TTGGCTACCC
CTTTACGGTA
TTCTTCTGAG
CACGAGATTT
GGGACGCCGG
CTAGGGGGAG
CGGCAATAAA
TTCGGTCCCA
CCCGCGTTTC
CAGCCAACGT
TTGATTTAAA
TCATGACCAA
AGATCAAAGG
AAAAACCACC
CGAAGGTAAC
AGTTAGGCCA
TGTTACCAGT
GATAGTTACC
GCTTGGAGCG
CCACGCTTCC
GAGAGCGCAC
TTCGCCACCT
GGAAAAACGC
ACATGTTCTT

CGGTCACGCT
CAGGTGGCAC
ATTCAAATAT
AAAGGAAGAG
AAAGTCCCCA
AACCAGGTGT
CAATTAGTCA
CAGTTCCGCC
GGCCGCCTCG
CTTTTGCAAA
GATTGCACGC
AACAGACAAT
TTCTTTTTGT
GGCTATCGTG
AAGCGGGAAG
ACCTTGCTCC
TTGATCCGGC
CTCGGATGGA
CGCCAGCCGA
TGACCCATGG
TCATCGACTG
GTGATATTGC
TCGCCGCTCC
CGGGACTCTG
CGATTCCACC
CTGGATGATC
GCTAACTGAA
AAGACAGAAT
GGGCTGGCAC
TTCCTTTTCC
CGGGGCGGCA
ACTTCATTTT
AATCCCTTAA
ATCTTCTTGA
GCTACCAGCG
TGGCTTCAGC
CCACTTCAAG
GGCTGCTGCC
GGATAAGGCG
AACGACCTAC
CGAAGGGAGA
GAGGGAGCTT
CTGACTTGAG
CAGCAACGCG
TCCTGCGTTA
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Abbildung 43: Vektorkarte von pBLC400v. Eingezeichnet sind die Schnittstellen der zur Klonierung, Verifizierung und

Linearisierung verwendeten Restriktionsendonukleasen.

7.5.3 pEGFP-N1

Der Expressionsvektor pEGFP-N1

Gliomazelllinie SNB19 verwendet.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

TAGTTATTAA
CGTTACATAA
GACGTCAATA
ATGGGTGGAG
AAGTACGCCC
CATGACCTTA
CATGGTGATG
ATTTCCAAGT
GGACTTTCCA
ACGGTGGGAG
CCGGACTCAG
GATCCACCGG
ATCCTGGTCG
GAGGGCGATG
CCCGTGCCCT
TACCCCGACC
CAGGAGCGCA
TTCGAGGGCG
GGCAACATCC
GCCGACAAGC
GGCAGCGTGC
CTGCTGCCCG

TAGTAATCAA
CTTACGGTAA
ATGACGTATG
TATTTACGGT
CCTATTGACG
TGGGACTTTC
CGGTTTTGGC
CTCCACCCCA
AAATGTCGTA
GTCTATATAA
ATCTCGAGCT
TCGCCACCAT
AGCTGGACGG
CCACCTACGG
GGCCCACCCT
ACATGAAGCA
CCATCTTCTT
ACACCCTGGT
TGGGGCACAA
AGAAGAACGG
AGCTCGCCGA
ACAACCACTA

wurde als Kontrollvektor bei der Transfektion der humanen

TTACGGGGTC
ATGGCCCGCC
TTCCCATAGT
AAACTGCCCA
TCAATGACGG
CTACTTGGCA
AGTACATCAA
TTGACGTCAA
ACAACTCCGC
GCAGAGCTGG
CAAGCTTCGA
GGTGAGCAAG
CGACGTAAAC
CAAGCTGACC
CGTGACCACC
GCACGACTTC
CAAGGACGAC
GAACCGCATC
GCTGGAGTAC
CATCAAGGTG
CCACTACCAG
CCTGAGCACC

ATTAGTTCAT
TGGCTGACCG
AACGCCAATA
CTTGGCAGTA
TAAATGGCCC
GTACATCTAC
TGGGCGTGGA
TGGGAGTTTG
CCCATTGACG
TTTAGTGAAC
ATTCTGCAGT
GGCGAGGAGC
GGCCACAAGT
CTGAAGTTCA
CTGACCTACG
TTCAAGTCCG
GGCAACTACA
GAGCTGAAGG
AACTACAACA
AACTTCAAGA
CAGAACACCC
CAGTCCGCCC

AGCCCATATA
CCCAACGACC
GGGACTTTCC
CATCAAGTGT
GCCTGGCATT
GTATTAGTCA
TAGCGGTTTG
TTTTGGCACC
CAAATGGGCG
CGTCAGATCC
CGACGGTACC
TGTTCACCGG
TCAGCGTGTC
TCTGCACCAC
GCGTGCAGTG
CCATGCCCGA
AGACCCGCGC
GCATCGACTT
GCCACAACGT
TCCGCCACAA
CCATCGGCGA
TGAGCAAAGA

TGGAGTTCCG
CCCGCCCATT
ATTGACGTCA
ATCATATGCC
ATGCCCAGTA
TCGCTATTAC
ACTCACGGGG
AAAATCAACG
GTAGGCGTGT
GCTAGCGCTA
GCGGGCCCGG
GGTGGTGCCC
CGGCGAGGGC
CGGCAAGCTG
CTTCAGCCGC
AGGCTACGTC
CGAGGTGAAG
CAAGGAGGAC
CTATATCATG
CATCGAGGAC
CGGCCCCGTG
CCCCAACGAG
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1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681

AAGCGCGATC
GACGAGCTGT
TAGAGGTTTT
TGAATGCAAT
ATAGCATCAC
CCAAACTCAT
GCGTTAAATT
CCTTATAAAT
AGTCCACTAT
GATGGCCCAC
GCACTAAATC
AACGTGGCGA
GTAGCGGTCA
GCGTCAGGTG
ATACATTCAA
TGAAAAAGGA
GTGGAAAGTC
CAGCAACCAG
ATCTCAATTA
CGCCCAGTTC
CCGAGGCCGC
TAGGCTTTTG
GATGGATTGC
GCACAACAGA
CCGGTTCTTT
GCGCGGCTAT
ACTGAAGCGG
TCTCACCTTG
ACGCTTGATC
CGTACTCGGA
CTCGCGCCAG
GTCGTGACCC
GGATTCATCG
ACCCGTGATA
GGTATCGCCG
TGAGCGGGAC
ATTTCGATTC
CCGGCTGGAT
GGAGGCTAAC
TAAAAAGACA
CCCAGGGCTG
TTTCTTCCTT
ACGTCGGGGC
TAAAACTTCA
CCAAAATCCC
AAGGATCTTC
CACCGCTACC
TAACTGGCTT
GCCACCACTT
CAGTGGCTGC
TACCGGATAA
AGCGAACGAC
TTCCCGAAGG
GCACGAGGGA
ACCTCTGACT
ACGCCAGCAA
TCTTTCCTGC

ACATGGTCCT
ACAAGTAAAG
ACTTGCTTTA
TGTTGTTGTT
AAATTTCACA
CAATGTATCT
TTTGTTAAAT
CAAAAGAATA
TAAAGAACGT
TACGTGAACC
GGAACCCTAA
GAAAGGAAGG
CGCTGCGCGT
GCACTTTTCG
ATATGTATCC
AGAGTCCTGA
CCCAGGCTCC
GTGTGGAAAG
GTCAGCAACC
CGCCCATTCT
CTCGGCCTCT
CAAAGATCGA
ACGCAGGTTC
CAATCGGCTG
TTGTCAAGAC
CGTGGCTGGC
GAAGGGACTG
CTCCTGCCGA
CGGCTACCTG
TGGAAGCCGG
CCGAACTGTT
ATGGCGATGC
ACTGTGGCCG
TTGCTGAAGA
CTCCCGATTC
TCTGGGGTTC
CACCGCCGCC
GATCCTCCAG
TGAAACACGG
GAATAAAACG
GCACTCTGTC
TTCCCCACCC
GGCAGGCCCT
TTTTTAATTT
TTAACGTGAG
TTGAGATCCT
AGCGGTGGTT
CAGCAGAGCG
CAAGAACTCT
TGCCAGTGGC
GGCGCAGCGG
CTACACCGAA
GAGAAAGGCG
GCTTCCAGGG
TGAGCGTCGA
CGCGGCCTTT
GTTATCCCCT

GCTGGAGTTC
CGGCCGCGAC
AAAAACCTCC
AACTTGTTTA
AATAAAGCAT
TAAGGCGTAA
CAGCTCATTT
GACCGAGATA
GGACTCCAAC
ATCACCCTAA
AGGGAGCCCC
GAAGAAAGCG
AACCACCACA
GGGAAATGTG
GCTCATGAGA
GGCGGAAAGA
CCAGCAGGCA
TCCCCAGGCT
ATAGTCCCGC
CCGCCCCATG
GAGCTATTCC
TCAAGAGACA
TCCGGCCGCT
CTCTGATGCC
CGACCTGTCC
CACGACGGGC
GCTGCTATTG
GAAAGTATCC
CCCATTCGAC
TCTTGTCGAT
CGCCAGGCTC
CTGCTTGCCG
GCTGGGTGTG
GCTTGGCGGC
GCAGCGCATC
GAAATGACCG
TTCTATGAAA
CGCGGGGATC
AAGGAGACAA
CACGGTGTTG
GATACCCCAC
CACCCCCCAA
GCCATAGCCT
AAAAGGATCT
TTTTCGTTCC
TTTTTTCTGC
TGTTTGCCGG
CAGATACCAA
GTAGCACCGC
GATAAGTCGT
TCGGGCTGAA
CTGAGATACC
GACAGGTATC
GGAAACGCCT
TTTTTGTGAT
TTACGGTTCC
GATTCTGTGG

GTGACCGCCG
TCTAGATCAT
CACACCTCCC
TTGCAGCTTA
TTTTTTCACT
ATTGTAAGCG
TTTAACCAAT
GGGTTGAGTG
GTCAAAGGGC
TCAAGTTTTT
CGATTTAGAG
AAAGGAGCGG
CCCGCCGCGC
CGCGGAACCC
CAATAACCCT
ACCAGCTGTG
GAAGTATGCA
CCCCAGCAGG
CCCTAACTCC
GCTGACTAAT
AGAAGTAGTG
GGATGAGGAT
TGGGTGGAGA
GCCGTGTTCC
GGTGCCCTGA
GTTCCTTGCG
GGCGAAGTGC
ATCATGGCTG
CACCAAGCGA
CAGGATGATC
AAGGCGAGCA
AATATCATGG
GCGGACCGCT
GAATGGGCTG
GCCTTCTATC
ACCAAGCGAC
GGTTGGGCTT
TCATGCTGGA
TACCGGAAGG
GGTCGTTTGT
CGAGACCCCA
GTTCGGGTGA
CAGGTTACTC
AGGTGAAGAT
ACTGAGCGTC
GCGTAATCTG
ATCAAGAGCT
ATACTGTCCT
CTACATACCT
GTCTTACCGG
CGGGGGGTTC
TACAGCGTGA
CGGTAAGCGG
GGTATCTTTA
GCTCGTCAGG
TGGCCTTTTG
ATAACCGTAT

CCGGGATCAC
AATCAGCCAT
CCTGAACCTG
TAATGGTTAC
GCATTCTAGT
TTAATATTTT
AGGCCGAAAT
TTGTTCCAGT
GAAAAACCGT
TGGGGTCGAG
CTTGACGGGG
GCGCTAGGGC
TTAATGCGCC
CTATTTGTTT
GATAAATGCT
GAATGTGTGT
AAGCATGCAT
CAGAAGTATG
GCCCATCCCG
TTTTTTTATT
AGGAGGCTTT
CGTTTCGCAT
GGCTATTCGG
GGCTGTCAGC
ATGAACTGCA
CAGCTGTGCT
CGGGGCAGGA
ATGCAATGCG
AACATCGCAT
TGGACGAAGA
TGCCCGACGG
TGGAAAATGG
ATCAGGACAT
ACCGCTTCCT
GCCTTCTTGA
GCCCAACCTG
CGGAATCGTT
GTTCTTCGCC
AACCCGCGCT
TCATAAACGC
TTGGGGCCAA
AGGCCCAGGG
ATATATACTT
CCTTTTTGAT
AGACCCCGTA
CTGCTTGCAA
ACCAACTCTT
TCTAGTGTAG
CGCTCTGCTA
GTTGGACTCA
GTGCACACAG
GCTATGAGAA
CAGGGTCGGA
TAGTCCTGTC
GGGGCGGAGC
CTGGCCTTTT
TACCGCCATG

Abbildung 44: Sequenz des Expressionsvektors pEGFP-N1(www.clontech.com).

TCTCGGCATG
ACCACATTTG
AAACATAAAA
AAATAAAGCA
TGTGGTTTGT
GTTAAAATTC
CGGCAAAATC
TTGGAACAAG
CTATCAGGGC
GTGCCGTAAA
AAAGCCGGCG
GCTGGCAAGT
GCTACAGGGC
ATTTTTCTAA
TCAATAATAT
CAGTTAGGGT
CTCAATTAGT
CAAAGCATGC
CCCCTAACTC
TATGCAGAGG
TTTGGAGGCC
GATTGAACAA
CTATGACTGG
GCAGGGGCGC
AGACGAGGCA
CGACGTTGTC
TCTCCTGTCA
GCGGCTGCAT
CGAGCGAGCA
GCATCAGGGG
CGAGGATCTC
CCGCTTTTCT
AGCGTTGGCT
CGTGCTTTAC
CGAGTTCTTC
CCATCACGAG
TTCCGGGACG
CACCCTAGGG
ATGACGGCAA
GGGGTTCGGT
TACGCCCGCG
CTCGCAGCCA
TAGATTGATT
AATCTCATGA
GAAAAGATCA
ACAAAAAAAC
TTTCCGAAGG
CCGTAGTTAG
ATCCTGTTAC
AGACGATAGT
CCCAGCTTGG
AGCGCCACGC
ACAGGAGAGC
GGGTTTCGCC
CTATGGAAAA
GCTCACATGT
CAT



Anhang 117

Eco109

Abbildung 45: Vektorkarte des Expressionsvektors pEGFP-N1(www.clontech.com).
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