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1 Einleitung

Eine Gruppe von Krankheiten ist in den vergangenen Jahren verstérkt ins Blickfeld der
Offentlichkeit und auch der Forschung geriickt: Transmissible Spongiforme Enzephalopa-
thien (TSE). Ausloser fiir das verstarkte Interesse war die als Rinderseuche BSE bekannte
Bovine Spongiforme Enzephalopathie.

Unter TSE versteht man neurodegenerative Erkrankungen, deren Krankheitsverldau-
fe nach iiblicherweise sehr langer Inkubationszeit stetig fortschreiten. Charakteristisch
ist eine fehlende zelluldre und humorale Immunantwort, einhergehend mit Storungen
des Zentralnervensystems (ZNS) und massivem Nervenzellsterben mit Vakuolisierung im
Gehirn. Dies fiihrt zu Ataxie und Demenz. Die Erkrankungen sind letal. Trotz langjah-
riger Forschungsbemiihungen sind Impfstoffe oder Therapien gegen TSE-Erkrankungen
noch immer nicht verfiigbar. Forschergruppen weltweit suchen mittels unterschiedlicher
Forschungsansitze nach Therapeutika.

Die Vakuolisierung im Gehirn verleiht dem Organ ein schwammartiges (spongiformes)
Aussehen und verhalf der Krankheitsgruppe zu ihrem Namen. Dariiber hinaus treten
auch Ablagerungen aus Proteinzusammenschliissen auf. Aufgrund dieser Proteinablage-
rungen ist eine Ahnlichkeit zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie Chorea
Huntington (»Huntington's Disease«, HD) oder der Alzheimer-Krankheit (Morbus Alzhei-
mer, »Alzheimer's Disease«, AD) zu erkennen.

1.1 Geschichte der Transmissiblen Spongiformen
Enzephalopathien

Als erste bekannte TSE wurde im 18. Jahrhundert Scrapie beschrieben [133]. Die bei
Schafen und Ziegen beinahe weltweit vorkommende Erkrankung dufert sich bei beiden
Tierarten durch starken Juckreiz (der Name leitet sich vom englischen Wort fiir kratzen
ab: »to scrape«) und Koordinationsstorungen, welche den Gang der Tiere stakend und
trabend erscheinen lassen. Dies fiihrte zu der deutschen Bezeichnung »Traberkrankheit«
oder »Trab«. Die Ubertragung kann auf natiirlichem Wege grundsitzlich auf zwei Arten
erfolgen: Wahrend der Geburt oder kurz danach von der Mutter auf das Neugeborene
(vertikal) [146, 147] oder horizontal durch die Umgebung, wenn diese beispielsweise
durch Nachgeburten kontaminiert wurde [146, 147].

Eine experimentelle Ubertragung des Scrapie-Erregers auf viele andere Tierarten ist
moglich, darunter Méduse, Hamster und Affen [58]. Seit den 60er-Jahren haben vor allem
Untersuchungen am Modellorganismus Maus dazu beigetragen, den Erreger intensiv zu
erforschen, denn die Haltung der kleinen Nager ist wesentlich einfacher und kostengiins-
tiger als die Haltung von Schafen. Dariiber hinaus liegt die Inkubationszeit ebenfalls
deutlich unter der bei Schafen und Ziegen, was schneller zu Ergebnissen fiihrt.
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Es sind verschiedene Scrapie-Stdmme bekannt, welche ein differenziertes Erscheinungs-
bild der Erkrankung erzeugen [51, 13, 162]. Bei der Empfanglichkeit des Tieres fiir das
infektiose Agens spielt zudem vermutlich der Genotyp des Wirtes eine Rolle [80]: Ist die
Sequenzhomologie des Prion-Proteins (PrP) zwischen Donor und Empféanger grof3, so ist
auch die Wahrscheinlichkeit hoch, dass das infektiose Agens sich in seinem neuen Wirt
etablieren kann.

Es scheint, dass die bis in die 1990er-Jahre géngige Praxis, Tierkadaver in Form unzu-
reichend sterilisierten Tiermehls an Wiederkduer und andere Nutztiere zu verfiittern,
es dem Scrapie-Erreger ermoglichte, sich an andere Spezies zu adaptieren [103]. Als
Folge entwickelte sich die bei Rindern 1986 erstmalig beschriebene BSE [184]. Zwar trat
1988 ein Verbot in Kraft, Tiermehl an Wiederkiuer zu verfiittern, das zum Oktober 1990
sogar auf sdmtliche Nutztiere ausgedehnt wurde. Es ist indes unklar, inwieweit eine BSE-
Inzidenz aufgrund der horizontalen und vertikalen Ubertragbarkeit von Rind zu Rind
erhalten bleibt.

Die experimentelle Ubertragbarkeit des BSE-Erregers auf Makaken [118] und andere
nicht-humane Primaten [17] erhidrtet den Verdacht, dass BSE auch auf den Menschen
iibertragen werden kann. Der Verzehr BSE-kontaminierten Rindfleisches wird fiir die
neuartige Variante der Creutzfeld-Jakob-Krankheit (vCJK) des Menschen verantwortlich
gemacht. Eine Reihe von Untersuchungen zeigen, dass die Lasionsprofile im Hirn experi-
mentell erzielter Ubertragungen von vCJK und BSE sehr wahrscheinlich von demselben
infektiosen Agens verursacht werden [44, 35, 89]. Der Vergleich der identischen Glykosy-
lierungsmuster der Prion-Proteine bei BSE und vCJK gibt einen weiteren Hinweis auf den
Zusammenhang zwischen beiden Erkrankungen [44].

Im Gegensatz zu der Mitte der 1990er-Jahre erstmals auftretenden vCJK ist die klas-
sische CJK bereits 1920 von den Neurologen Hans-Gerhard Creutzfeld [47] und Alfons
Jakob [93] beschrieben worden. Die Pravalenz dieser sehr seltenen Erkrankung betréagt
1-2 pro eine Million Einwohner und Jahr und duflert sich wie alle TSE-Erkrankungen
durch Demenz und Ataxie. Die klassische CJK tritt in 85 bis 90 % der Fille spontan oh-
ne erkennbaren Ausloser auf (sporadische Form). Familidr oder genetisch durch Punkt-
oder Insertions-Mutationen des PrP-codierenden Gens PRNP bedingt sind etwa 10-15 %
der Fille. Dariiber hinaus ist bei 1-5 % der CJK-Fille eine iatrogene Ubertragung durch
kontaminierte medizinische Instrumente, Transplantationen (infizierte Hornhaut oder
Dura Mater (Harte Hirnhaut)) oder durch Gabe von Wachstumshormonen (gewonnen aus
humanen Hypophysen) zu beobachten [31].

Im Unterschied zur klassischen CJK ist bei der vCJK das Uberlebensalter der Patienten
deutlich herabgesetzt und liegt bei etwa 35 Jahren gegeniiber rund 65 Jahren bei der
klassischen CJK. Der Krankheitsverlauf ist von ca. 6 Monaten auf bis zu 2 Jahre verlan-
gert. Auch die typisch verdnderten Muster der Elektroenzephalographie (EEG) der CJK-
Patienten fehlen bei der vCJK.

Weiter gehoren zu den humanen TSE-Erkrankungen die Kuru der Fore-People Papua-
Neuguineas [73], das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) [74] und die Fatale
Familidre Schlaflosigkeit (»Fatal Familial Insomnia«, FFI) [128].

Neben den bereits erwdhnten TSE Scrapie und BSE sind noch weitere tierische Transmis-
sible Spongiforme Enzephalopathien bekannt. Die Feline Spongiforme Enzephalopathie
(FSE) [121] von Katzen tritt sowohl bei Haustieren als auch bei Grof3katzen in Zoos
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auf, welche zumindest als Jungtiere in Grof3britannien gehalten und mit rohen Schlacht-
abfillen gefiittert wurden. Es liegt die Annahme nahe, dass es sich um eine Form der
BSE handelt, welche die Speziesbarriere Rind-Katze iiberwunden hat, fiel doch der erste
Ausbruch der FSE in den 1990ern mit der grof3ten BSE-Verbreitung in Grof3britannien
zusammen.

Die »Chronic Wasting Disease« (CWD) nordamerikanischer Hirsche und Elche ist die
einzige TSE, welche ebenso bei in Gefangenschaft gehaltenen wie wildlebenden Tieren
auftritt [136]. Weiterhin sind die Exotische Huftier Enzephalopathie (»Exotic Ungulate
Encephalopathy«, EUE) und die Ubertragbare Enzephalopathie der Nerze (»Transmissible
Mink Encephalopathy«, TME) [39, 86] bekannt.

1.2 Die Natur des Erregers

Lange blieb unklar, welches infektiose Agens fiir Transmissible Spongiforme Enzepha-
lopathien verantwortlich ist. Die infizierten Wirte weisen einen normalen Immunsta-
tus auf [12, 104], dennoch konnte bislang keine Immunreaktion aufgrund der Infek-
tion gezeigt werden [29, 45]. Zudem liegt eine dullerst ungewohnliche Resistenz ge-
gen die bei herkommlichen Erregern wirksamen Desinfektions- und Inaktivierungsmit-
tel vor. Starke Hitze, ultraviolette oder ionisierende Strahlung, Formalin oder Alkohol
vermogen die Erreger der diversen TSE-Erkrankungen nicht effektiv zu inaktivieren
[76, 176, 102, 30, 161, 178, 177, 2, 170]. Auch Salze, Detergenzien, Nukleasen und
Phospholipidasen wirken schlecht bis gar nicht [32]. Dagegen erzielte man mit protein-
denaturierenden Methoden Erfolge [153, 150, 165]. Medizinische Instrumente kénnen
zur Desinfektion einer Behandlung entweder mit 2M Natronlauge, 2,5-5% Natrium-
hypochlorid oder 4M Guanidiniumisothiocyanat fiir jeweils zweimal 30 Minuten mit
einem mechanischen Zwischenreinigungsschritt unterzogen werden. Fiir eine vollstan-
dige Hitzeinaktivierung muss eine Dampfsterilisation von mindestens einer Stunde bei
134 °C und 2 bar erfolgen, denn eine Behandlung nach iiblichen Bedingungen (20 Minuten
autoklavieren bei 121 °C) hinterlésst eine Restinfektiositat von rund 5% [157, 158].

Die Erreger der unterschiedlichen TSE-Erkrankungen sind im Allgemeinen sehr gut an
eine bestimmte Spezies adaptiert. Wird ein Erreger auf eine andere Spezies {ibertragen,
so verldngert sich die Inkubationszeit bis zum ersten Auftreten klinischer Symptome, oder
die Krankheit bricht gar nicht aus [33, 90]. Dafiir wird die sogenannte Speziesbarriere
verantwortlich gemacht [152]. Zur Charakterisierung der an einen Organismus angepass-
ten Erregerstdmme wird die Inkubationszeit, das Glykosylierungsmuster, die Auspragung
des Lasionsprofiles und die Verteilung und Auspriagung der Amyloidose und Astrozytose
im Gehirn herangezogen [51, 13, 162]. Allein beim Modellorganismus Maus konnen tiiber
20 verschiedene Erregerstaimme voneinander abgegrenzt werden [53, 34].

Das bereits erwédhnte Glykosylierungsmuster des Prion-Proteins zeichnet sich durch drei
im Western Blot als einzelne Banden sichtbare Glykosylierungsformen aus. Diese resul-
tieren aus einer unterschiedlichen Besetzung zweier Glykosylierungsstellen in einem als
Prion bezeichneten Protein (siehe Abschnitt 1.2.1). Die relative Verteilung der unglykosy-
lierten, einfach glykosylierten und zweifach glykosylierten Form des Prion-Proteins scheint
spezifisch fiir verschiedene Stamme zu sein [89, 169] und bleibt auch nach Passage in
andere Spezies oder Spezieslinien erhalten [99, 115].
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Eine weitere Besonderheit des infektiosen Agens ist seine hohe Resistenz gegeniiber
Proteinase K (PK). Wahrend Proteinasen im allgemeinen Proteine vollstdndig degradieren,
vermag PK das Prion-Protein nur unvollstindig zu spalten. Das Enzym schneidet am
Amino-Terminus lediglich 68 Aminosaduren ab, so dass im Western Blot ein Bandenmuster
mit verringertem Molekulargewicht zu erkennen ist.

1.2.1 Die Prion-Hypothese

Aufgrund seiner uniiblichen Eigenschaften ordnete Stanley Prusiner 1982 das infekti-
O0se Agens der TSE einer neuartigen Erregerklasse zu und bezeichnete es als »Prion«
(»proteinaceous infectious particle«, wobei die exakte Abkiirzung »Proin« zugunsten der
besseren Aussprache in Prion gedndert wurde) [150]. Das Prion-Protein ist als einziges
Molekiil in jeglicher infektOser Erregerpraparation zu finden und stellt das hauptséchliche,
wenn nicht gar alleinige infektiose Agens dar [150, 151]. Prusiner bezeichnet die infek-
tiose Form des PrP (Prion-Protein) als PrPS¢. Sie gilt als eine fehlgefaltete Form des im
Organismus regulir vorkommenden zelluldren Prion-Proteins PrP¢. Aus dem PrP¢ wird
bei Kontakt mit PrPS¢ durch posttranslationale Konformationsinderung die fehlgefaltete
Form des Proteins.

PrPS¢ ist durch seine PK-Resistenz charakterisiert und bleibt auch durch den PK-Verdau
als »Rest PrP,7_3g« infektios. Das Auftreten mehrerer Gelbanden nach dem PK-Verdau ist
auf die heterogene Glykosylierung des Prion-Proteins zuriickzufithren. PrPS¢ vermag zu
Fibrillen zu aggregieren, den sogenannten »Prion-Rods« (auch »Scrapie associated fibrils«,
kurz SAFs, genannt) [159], welche sich in Form amyloider Ablagerungen zu grof3eren
Plaques ausbilden konnen.

Vor diesem Hintergrund lasst sich erklaren, weshalb die infizierten Organismen keine
Immunreaktion zeigen: Sowohl das PrP€ als auch das PrP5¢ stellen eine vom Wirt codierte,
korpereigene Aminosiauresequenz dar, deren Unterschied lediglich in der Sekundér- und
Tertidrstruktur des Proteins besteht [6]. Das Immunsystem sieht das PrP5¢ wahrschein-
lich ebenso als korpereigen und damit nicht als Fremdkérper an wie das PrP¢, da ihm
eine Unterscheidung zwischen den beiden Faltungsformen PrP¢ und PrPS¢ bei gleicher
Aminosauresequenz offenbar nicht moglich ist.

1.2.1.1 Das zellulire Prion-Protein (PrP¢)

Das bereits in mehreren Organismen nachgewiesene zellulire Prion-Protein PrPC ist ein
Glykoprotein, welches mittels einer Glykosylphosphatidylinositol-Einheit (GPI-Anker) am
Carboxy-Terminus des Proteins auf der Auf3enseite der Zellmembran angeheftet ist. Es
ist ein unter zelluldren Bedingungen l6sliches Monomer von 33-35 kDa [142] und wird
in verschiedenen Zelltypen exprimiert. Neurone [113], Mikroglia [26], Astro- und Oligo-
dendrozyten [139], aber auch nicht neuronale Zellen wie Lymphozyten [41], follikulare
dendritische Zellen (FDC) [132] und Muskelzellen [26] tragen PrP¢ auf ihrer Oberfliche.

PrPC ist reich an o-Helices, die mehr als 40 % der Konformation ausmachen [144].
Zusatzlich zu den drei a-Helices der carboxy-terminalen Doméne (Rest 121-231) konn-
te dort auch ein kurzes antiparalleles B-Faltblatt identifiziert werden, wohingegen das
amino-terminale Polypeptidsegment 23-120 keine definierte Struktur aufweist, sondern
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Oktapeptidsegmente 1-5

23 1

51-91

PQGGTWGQ-PHGGGWGQ-PHGGSWGQ-PHGGSWGQ-PHGGGWGQ

|C—terminale Doméne des Prion-Proteins, Reste 121—231|

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des zelluldren Maus-Prion-Proteins mit seinen posttransla-
tionalen Modifikationen (nach Glockshuber [79], Numerierung der Aminosduren (AS) analog zum
humanen PrP). An den Resten Asn 181 und Asn 197 wird das PrP¢ glykosyliert (CHO) und zwischen
den beiden einzigen Cysteinresten Cys 179 und Cys 214 bildet sich eine Disulfidbriicke aus (SS). Am
C-sténdigen Ser 231 wird der GPI-Anker angehéngt. Lediglich die C-terminale Doméne (Reste 121-231)
besitzt eine definierte, gefaltete Struktur. Diese besteht aus einem kurzen B-Faltblatt (S1, S2) und drei
a-Helices (H1—H3); siehe dazu auch Abb. 1.2 A. Der unstrukturierte, flexible N-Terminus (Reste 23-120)
beinhaltet fiinf sich wiederholende Oktapeptidsequenzen zwischen den AS 51-91 (hellgrau unterlegt),
die als vierfache Kupferionenbindestelle identifiziert wurden [180].

dynamisch hoch beweglich ist [154]. Zwischen den beiden Cysteinresten Cys 179 und
Cys 214 bildet sich eine Disulfidbriicke aus, und auch die beiden Glykosylierungsstellen
(Asn 181 und Asn 197) des Proteins liegen im hochstrukturierten C-terminalen Bereich.
Die dem Protein eigene Oktapeptidsequenz hingegen liegt in der unstrukturierten Region
zwischen den AS 51-91. In Abb. 1.1 ist eine schematische Darstellung des Maus-Prion-
Proteins zu sehen. Eine computergenerierte mogliche dreidimensionale Struktur des PrP®
enthélt Abb. 1.2.

Das PrP¢ weist eine konservierte Sequenz zwischen den bislang untersuchten Spezies
auf. So betragen z.B. innerhalb der Mammalia die Homologien bis zu 90 % [191]. Die
biologische Bedeutung konnte allerdings noch nicht vollstindig geklart werden. Mog-
licherweise dient das PrP¢ dazu, Kupferionen zu binden [172, 137]. Vier Kupferionen
an der hoch konservierten Oktapeptidregion [180] des flexiblen Amino-Terminus des
PrP¢ verleihen dem Protein eine Superoxiddismutase-Aktivitit, welche Einfluss auf die
Resistenz gegen freie Radikale und damit gegeniiber oxidativem Stress in der Zelle haben
konnte [27].

1.2.1.2 Das fehlgefaltete Prion-Protein (PrP5¢)

Das PrPS¢ weist eine andere Konformation auf als das zelluldre PrP. Hauptséchlich ist es
aus P-Faltblattern aufgebaut (ca. 43 %), a-Helices machen nur 30 % der Konformation aus
[160]. In dieser an B-Faltblattern reichen Form ist das Protein weniger gut wasserloslich
als in der zelluldren Isoform. Es wird nicht mehr metabolisiert, neigt zur Aggregation
und lagert sich schlief3lich in Form amyloider Fibrillen bis hin zu grof3en Plaques ab. Eine
exakte Aufkldrung der Sekundir- und Tertidirstruktur des PrPS¢ ist daher aufgrund der
ungiinstigen biophysikalischen Eigenschaften schwierig. Eine mogliche Konformation ist
in Abb. 1.2 dargestellt.
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Abbildung 1.2: Darstellung der dreidimensionalen Struktur des Prion-Proteins durch computergene-
rierte Modelle. A: PrP€, reich an o-Helices und mit nur einem kurzen antiparallelen B-Faltblatt; B: PrP5¢
mit {iberwiegend B-Faltblattern (nach [171]).

A

1.2.1.3 Erreger-Replikation: Von der zelluldren zur pathogenen Form des Prion-
Proteins

Untersuchungen an Knockout-Méusen, die keinerlei PrP exprimieren (PrP%?), ergaben,
dass eine Infektion dieser Tiere mit dem Scrapie-Erreger nicht moglich ist [36, 163]. Die
zelluldre Isoform des Prion-Proteins wurde daraufhin als essentiell fiir die Infektion ange-
sehen. Die Infektion transgener Miuse, welche PrP® iiberexprimierten, resultierte in einer
verkiirzten Inkubationszeit der Tiere [38]. Zudem korreliert das MaR der PrP5¢-Ablage-
rungen mit dem Expressionslevel des PrP¢: Infiziert man heterozygote Mause (PrP*/ ™),
so bebobachtet man eine deutlich verldngerte Inkubationszeit und eine Verminderung des
PrPS¢-Akkumulationslevels auf etwa 50 % dessen einer Wildtypmaus [36, 164].

Ein wesentlicher, wenn nicht sogar der bedeutendste Unterschied der beiden Isoformen
des PrP ist ihre rdumliche Struktur. Wie diese Umwandlung in vivo stattfindet, blieb lange
Zeit spekulativ. Heute geht man davon aus, dass einzelne PrP5¢-Molekiile in der Lage sind,
zelluldre Prion-Proteine bei Kontakt zu einer Umfaltung in die an B-Faltblédttern reiche
Struktur anzuregen. Moglicherweise spielt ein Protein X genanntes Chaperon dabei eine
wichtige Rolle [151]. Die neu entstandenen PrP5¢-Monomere sind nun ihrerseits in der
Lage, weiteres PrP¢ zur Umfaltung in PrP5¢ zu veranlassen. Auf diese Weise erfolgt die
Replikation des infektiosen Agens [144, 141]. Die erst nach erfolgter Transformation von
PrP¢ in PrP5¢ entstehenden Amyloidfibrillen und gréReren Akkumulate werden vielfach
erst als Folgephdnomen angesehen, welchem bei den Uberlegungen zu Replikationsmo-
dellen haufig nur sekundédre Bedeutung beigemessen wird [83, 151].
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1.2.2 Weitere Erreger-Hypothesen

Seit Prusiner seine Prion-Hypothese formulierte, wird diese von einer breiten wissenschaft-
lichen Basis akzeptiert. Es existieren jedoch noch weitere Hypothesen.

Die Virus-Hypothese geht von einem bislang unbekannten, langsam wirkenden Virus
(»slow virus«) aus, dessen Nukleinsaure scrapiespezifisch sei [59, 129]. Im Gegensatz zur
Prion-Hypothese kann mit der Existenz eines viralen Erregers das Vorhandensein verschie-
dener Stamme leichter erklart werden. In der Tat konnten bereits einige Experimente
eine Entkopplung von Infektiositat und PrPS¢ darlegen [119, 91, 88]. Man geht davon
aus, dass das PrP°¢ fiir die Infektion nicht essentiell ist, sondern vielmehr eine kleine
Nukleinséure dafiir verantwortlich sein muss. Fiir diese dient PrP® als Rezeptor und wird
anschlieRend in PrP5¢ transformiert. Bei PrP%°-Miusen fehlt demnach der Rezeptor, was
die Resistenz dieser Tiere gegeniiber der Infektion mit Prionen erklért. Ein Nachweis solch
einer infektiosen Nukleinsdure gelang bisher noch nicht [60].

Bei der Virino-Hypothese geht man ebenfalls vom Vorhandensein einer erregerspezi-
fischen Nukleinsiaure aus, welche sehr klein, nicht-codierend und wirtsfremd ist. Anders
als bei der Virus-Hypothese soll hier allerdings ein wirtseigenes Protein, wahrscheinlich
das Amyloidprotein, die Nukleinsdure umhiillen [54]. Dieser Ansatz wurde in den letzten
Jahren jedoch nicht weiter verfolgt.

Die »Unified Hypothesis« ist ein Vorschlag von Weissmann [182] und beruht auf
einer Kombination der Prion- und Virus-Hypothesen-Ansitze. Ihm zufolge konnte das als
Holoprion bezeichnete infektitse Agens sich aus dem pathogenen Apoprion (PrP5¢) und
dem Coprion (bestehend aus einer Nukleinsdure) zusammensetzen. Das Coprion solle fiir
die Stammspezifitdt verantwortlich sein. Demnach miisste die komplette Zerstérung oder
der Austausch der Nukleinsiure eine Anderung oder gar den Verlust der Stammspezifitit
zur Folge haben. Auch dieser Ansatz wird nicht weiter verfolgt.

1.3 Prionenausbreitung, Klinik und Diagnostik

Zumindest im tierischen Organismus stellt die orale Ubertragung den natiirlichen Infekti-
onsweg der Prionen dar. Experimentell werden aber auch andere géngige Infektionsme-
thoden angewandt, welche sich in Effizienz und Inkubationszeit unterscheiden: Subkutan
(s.c.), intravenos (i.v.), intraperitoneal (i. p.) und intrazerebral (i.c.). Letztere erweist
sich als effizienteste Methode bei der Passage innerhalb einer Spezies.

1.3.1 Das lymphoretikuldre System und die Rolle der Milz

Im lymphoretikuldren System (LRS) der meisten Mausmodelle lsst sich bereits wenige
Tage nach der peripheren Infektion (oral, intraperitoneal) das Prion-Protein samt Infek-
tiositdt nachweisen, insbesondere in der Milz. Wahrend der nachsten Wochen steigt die
Infektiositdt zunichst stetig an, bis sie schliel3lich weitgehend konstant verharrt. Wie
bereits in Abschnitt 1.2.1.3 beschrieben, ist zur Erregerausbreitung zwingend PrP® not-
wendig. PrP%%-Miuse waren gegeniiber einer intraperitonealen Infektion immun [36].
Das lymphoretikulire System, in welchem PrP¢ exprimiert wird (siehe Abschnitt 1.2.1.1),
spielt eine wichtige Rolle bei der peripheren Erregerausbreitung [101]. Geht man von der
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Notwendigkeit PrP¢-exprimierender Zellen fiir eine Erregerausbreitung aus, so kommen
im LRS zu allererst die follikuldren dendritischen Zellen (FDC) in Lymphgewebe und
Milz in Frage. In den FDC infizierter Méuse kann man akkumuliertes PrPS¢ nachweisen
[105]. Follikuldre dendritische Zellen spielen eine wichtige Rolle im Reifungsprozess von
B-Zellen. Transgene Mause, bei denen die Ausdifferenzierung der B-Lymphozyten oder
die B-Zellantwort gestort ist, konnten auf intraperitonealem Wege nicht oder nur sehr
ineffizient infiziert werden. Dagegen verlief eine intrazerebrale Inokulation erfolgreich
[107, 68, 119]. Dieser Effekt wurde dem Fehlen von FDC zugeschrieben. Doch es blieb un-
bekannt, welche Funktion diese Zellen in der Scrapie-Pathogenese einnehmen [28, 105].
Studien haben gezeigt, dass FDC-defiziente Méause sich intraperitoneal nicht infizieren
lassen [28, 127, 138]. Weitere Studien haben zwischenzeitlich ergeben, dass die reifen
follikuldren dendritischen Zellen im Ganzen nicht fiir die Infizierbarkeit verantwortlich
sein konnen, sondern dass vielmehr Subkomponenten des lymphoretikuldren Systems die
Scrapie-Pathogenese ermoglichen [108, 126, 149].

Untersuchungen an milzlosen Méausen, welche gentechnisch erzeugt (Asplenie) oder
einer chirurgischen Milzentfernung (Splenektomie) unterzogen worden waren, erkrank-
ten nach anschlieRender experimenteller Infektion nach einer verldngerten Inkubation.
Untersuchungen an Mausen, denen der Thymus fehlte, zeigten hingegen keinen Einfluss
dieser Driise auf die Inkubationszeit [69, 70].

Die hohe Infektiositit in der Milz ist schon lange vor der Nachweisbarkeit des Erregers
im Hirngewebe sichtbar [16], auch wenn dort der PrPS¢-Titer um das 10 bis 100fache
hoher ist als in der Milz [36, 63].

1.3.2 Die Ausbreitung ins neuronale Gewebe

Fiir die Ausbreitung infektioser Prionen von der Peripherie ins Zentralnervensystem ist
PrPC-exprimierendes Gewebe notwendig [16, 20]. Bei Hamstern, intraperitoneal infiziert
mit dem Scrapie-Stamm 263K, konnte man die periphere Ausbreitung des Scrapie-Erregers
iiber das Riickenmark ins Gehirn beobachten. Die Haupteintrittstelle des infektiosen Agens
liegt demnach im thorakalen Bereich des Riickenmarkes [4, 9]. Seine Ausbreitung im
Spinalkanal erfolgt danach in aufsteigender sowie absteigender Richtung. Aullerdem
ergaben die Untersuchungen, dass bei den peritoneal infizierten Hamstern ebenso wie bei
oral infizierten Tieren eine alternative Infektionsroute abseits der spinalen Wege existiert.
Diese fiihrt vom Gastrointestinaltrakt iiber parasympathische Fasern des Vagusnerves in
die Medulla oblongata des Gehirns [11]. Es bleibt noch zu erforschen, wie genau das Prion-
Protein vom gastrointestinalen Bereich in das Nervensystem einwandert, doch werden
Bereiche des Darmes wie die Peyerschen Plaques und die M-Zellen diskutiert [10, 148].

1.3.3 Klinische Symptome

Die Symptome der verschiedenen TSE dhneln sich im Wesentlichen. Die Organismen zei-
gen eine massive Schadigung des Hirnstamm- und Kleinhirngewebes sowie des gesamten
Cortex. Doch es gibt auch einzelne krankheitsspezifische Symptome, die zur Diagnosestel-
lung herangezogen werden konnen.
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Scrapieinfizierte Schafe sind in der Regel von Verhaltens-, Sensibilitats- und Bewegungs-
storungen (Ataxie) betroffen, leiden an inkompletter Lihmung aller vier Extremitéten (Te-
traparese), ruckartigen Zuckungen einzelner Muskeln (Myoklonie) und starkem Juckreiz.
Auch in Modellorganismen (vornehmlich Nager) lassen sich entsprechende Symptome
beobachten. Sie steigern sich im Krankheitsverlauf in der Regel von Schreckhaftigkeit
hin zu plotzlichen Bewegungen und Larmiiberempfindlichkeit bis schlieRlich zur Unfahig-
keit zur Futteraufnahme [100]. Auch Rinder mit experimentell {ibertragener Scrapie sind
lethargisch und fressen nicht. Dariiber hinaus dhneln die Symptome jenen mit BSE infizier-
ter Rinder [48]. Die bei BSE beschriebene Aggressivitdt und Hypersensibilitit gegeniiber
Larm oder Beriihrung sind hingegen nicht festzustellen [184].

Menschen mit klassischer CJK leiden an progressiver Demenz mit typischen EEG-Veran-
derungen. Myoklonien, visuelle oder zerebrale Stérungen, pyramidale oder extrapyramida-
le Storungen sowie akinetischer Mutismus zdhlen zu diagnostisch relevanten Symptomen,
von denen zur Diagnosestellung bei einem Patienten mindestens zwei vorliegen miissen.
Im Gegensatz dazu zeigen Patienten mit vCJK die fiir die klassische CJK typischen EEG-
Verdanderungen nicht. In diesen Féllen kann das klinische Bild allein keine gesicherte
Diagnose liefern, sondern muss begleitet sein durch neuropathologische Untersuchun-
gen (post-mortem oder bei Verfiigbarkeit auch an Biopsie-Material des Gehirns) und den
Nachweis des PrPSc.

1.3.4 Histopathologische Verianderungen

In der Milz sind keine histopathologischen Verdnderungen nachweisbar, im Gehirn zeigen
hingegen alle TSE deutliche Verdnderungen, die je nach Erkrankung und Krankheitsstadi-
um verschieden stark ausgeprégt sind.

1.3.4.1 Prion-Protein-Ablagerungen

Als zentrales Merkmal der Prion-Erkrankung kann die Ablagerung fehlgefalteten, unlosli-
chen Prion-Proteins im Gehirn angesehen werden. Noch bevor andere histopathologische
Veridnderungen oder gar klinische Symptome erkennbar sind, akkumuliert das PrP5¢ bereits
in sehr frithem Krankheitsstadium [56, 186]. In und um Neuronen bilden sich zunéichst
kleine, diffuse Ablagerungen des Proteins. Bei manchen TSE kommt es auch zu grof3eren
Ansammlungen, die als Plaques bezeichnet werden. Héufig treten Proteinansammlungen
auch an Synapsen auf, z.B. in der Kérnerschicht des Kleinhirns oder im Neocortex [106].
Grof3e und Intensitit der Proteinaggregate variieren in Abhédngigkeit von Erregerstamm,
Wirtsorganismus und PrP-Genotyp. Ihre amyloidartigen Eigenschaften wie Anfarbbarkeit
mit Kongorot und das Zeigen einer Doppelbrechung in polarisiertem Licht riicken TSE-
Erkrankungen in die Verwandtschaft der Amyloidosen. In Abb. 1.3 ist am Beispiel der CJK
eine solche Ablagerung dargestellt.

1.3.4.2 Vakuolisierung

Ein wesentliches Merkmal des erkrankten Gehirns ist seine schwammartige (spongifor-
me) Verdnderung. Diese Vakuolisierung ist eine bereits im Lichtmikroskop zu erkennen-
de Ausbildung von Hohlrdumen im Hirnparenchym. Vor allem die graue Substanz des
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Abbildung 1.3: Vergleich zwischen dem frontalen Cortex eines humanen Kontrollgehirns (Kontrolle,
oben) mit dem eines an der Creutzfeld-Jakob-Krankheit leidenden Patienten (CJK, unten). Die linke
Spalte (HE) zeigt Himatoxylin-Eosin-geférbte Schnitte, die den Neuronenverlust und die Vakuolisierung
des CJK-Gehirns deutlich zeigen. Die mittlere Spalte (GFAP) zeigt die mit Antikorpern angefiarbten
sauren Gliafaserproteine der im kranken Gehirn stark proliferierenden Astrozyten. In der rechten Spalte
(PrP) ist das Prion-Protein mit Antikdrpern angefiarbt und zeigt Akkumulate an Vakuolen. [1]

Hirnstammes ist davon betroffen [184], doch oft auch die weile [95]. Es sind zudem
unterschiedliche Hirnregionen beteiligt [96]. Das Ausmal} und die Verteilung der Vakuoli-
sierung unterscheidet die diversen Erregerstimme und wird als Lasionsprofil definiert. Im
Endstadium der neurodegenerativen Erkrankung durchsetzen die Lisionen das gesamte
Hirnparenchym. Man spricht vom Status Spongiosus, in welchem das Gehirn durch grol3e
perizelluldre Spaltrdume und starke Auflockerung auffallt. Ausgeprégter Nervenzellverlust
ist zu beobachten [95, 94] (siehe Abschnitt 1.3.4.5). Diese tiefgreifenden neurologischen
Verdnderungen fithren zu den funktionellen Stérungen wie Demenz und Ataxie, welche
zu den typischen Symptomen der Prion-Krankheiten gehoren (Abb. 1.3).

1.3.4.3 Mikrogliaaktivierung

Das Stiitzgewebe des Gehirns besteht aus verschiedenen Neuroglia: Astrozyten, Oligo-
dendrozyten und Mikroglia. Gliazellen dienen der Erndhrung und Sauerstoffversorgung
von Nervenzellen, sie beschleunigen die Erregungsleitung (Schwannsche Zellen) und
nehmen in Form der Mikroglia unspezifische Abwehraufgaben wahr. Die meist kleinen,
beweglichen und stark verdnderlichen Mikrogliazellen sind in der Lage, Form und Position
zu verandern [174, 114], weisen phagozytotische Aktivitdt auf und haben eine zentrale
Position bei immunologischen Vorgéngen im Gehirn.

Ruhende Mikroglia haben eine verzweigte Morphologie [174, 114] und exprimieren
nur geringe Mengen immunrelevanter Molekiile [114]. Pathologische Ereignisse wie
Traumata oder neurodegenerative Erkrankungen des ZNS bewirken die Aktivierung von
Mikroglia [114], welche mit einer morphologischen Verdnderung der Zelle fort von der
Verzweigung hin zu einem verdickten Zellkorper einhergeht [174, 114]. Im weiteren
Verlauf findet eine Migration der aktivierten Zellen statt [114], welche nun verstarkt
(immunrelevante) Molekiile wie CD45 und MHC-2 auf der Zelloberfliche exprimieren
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[188, 81]. Die Aktivierung bewirkt auch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine,
welche eine wichtige Rolle bei der Induktion neuroinflammatorischer Prozesse im Gehirn
spielen.

Nach der frithzeitigen Aggregation von PrPS¢ im Gehirn TSE-infizierter Organismen
zeigt sich zeitnah eine Mikrogliaaktivierung, welche entscheidend bei der Pathogenese der
Prion-Krankheiten sein konnte [188] und welche noch vor Eintritt von Neuronenverlust
(siehe Abschnitt 1.3.4.5) oder klinischen Symptomen stattfindet [187]. Neben proinflam-
matorischen Zytokinen werden auch Chemokine sezerniert [156, 97, 155, 122]. Diese
wirken chemotaktisch auf inflammatorische Zellen und bewirken damit eine Aktivierung
und Mobilisierung weiterer Mikrogliazellen, welche sich daraufhin zum Schadigungsherd
begeben [173].

Der biologisch aktive Teil des Prion-Proteins zwischen den Aminosduren 106-126 ver-
mayg in vitro Mikroglia zu aktivieren [67, 25]. Der Zelliiberstand aktivierter Mikrogliazellen
ist neurotoxisch und kann seinerseits Astrozyten aktivieren [24]. Fiir die neuronale Scha-
digung durch aktivierte Mikrogliazellen konnte deren Sekretion zytotoxischer Faktoren
wie freie Sauerstoffradikale oder toxische Zytokine verantwortlich sein.

1.3.4.4 Astrozytose (Gliose)

Ebenso wie Mikroglia gehoren Astrozyten zu den Neuroglia. Astrozyten bilden zytoplasma-
tische Fortsitze aus, mit welchen sie in Kontakt zu Blutgefden oder Nervenzellen treten,
um so Neurone mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen. Auch die Speicherung von
Glykogen, der Abtransport neuronaler Stoffwechselprodukte und die Resorption iiber-
schiissiger Neurotransmitter an den Synapsen gehoren zu den Funktionen dieser Zellen
[181, 85, 179].

Im Verlauf neurodegenerativer oder von TSE-Erkrankungen werden Astrozyten aktiviert
[50, 123, 56]. Dieses Phanomen wird auf die fortschreitende Akkumulation fehlgefalteter,
unloslicher Proteinaggregate und deren Induktion neuroinflammatorischer Prozesse im
ZNS zuriickgefiihrt. Die oben beschriebene resultierende Mikrogliaaktivierung ist im wei-
teren Krankheitsverlauf nun ihrerseits verantwortlich fiir die Aktivierung und Proliferation
der Astrozyten. Dies geschieht mittels sezernierter proinflammatorischer Zytokine. Ahn-
lich dem Aktivierungsprozess der Mikroglia ist die Astrozytose eine sehr frithzeitige Folge
einer TSE-Infektion und vor dem Auftreten neurodegenerativer Ereignisse zu beobachten
[186, 56]. Spezifische Proteine kénnen zum immunhistochemischen Nachweis der Astro-
zytose herangezogen werden, z. B. das auf den Fortsétzen aktivierter Astrozyten deutlich
verstarkt exprimierte saure Gliafaserprotein (Glial Fibrillary Acidic Protein, Abb. 1.3).

Der biologisch aktive Teil des Prion-Proteins zwischen den Aminosduren 106-126 kann
in vitro Astrozyten in Anwesenheit von Mikrogliazellen zur Proliferation stimulieren
[25, 26]. Eine Astrozytose bewirkt die Freisetzung neurotoxischer Faktoren. Die mog-
liche Dysregulation des extrazelluldren Glutamatspiegels durch eine Astrozytose fiihrt
vermutlich zu einer letalen Neurodegeneration [23].
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1.3.4.5 Neuronenverlust

Allen TSE ist der charakteristische fortschreitende Neuronenverlust (Neurodegeneration)
eigen [94], dessen Ursache noch nicht endgiiltig geklart werden konnte. Wichtige Mecha-
nismen scheinen hierbei apoptotische und sekundér nekrotische Prozesse zu sein [145].
Auf nekrotische Prozesse deuten von Mitochondrien ausgehende Vakuolisierungsvorgéange
hin [43]. Wenn auch das Auftreten von Apoptose rdumlich nicht immer mit den PrPS¢-
Ablagerungen korreliert, so konnten doch andere typische Merkmale wie DNA-Fragmentie-
rung und ein schrumpfendes Zellvolumen experimentell nachgewiesen werden [64, 78].
Ebenso wurden apoptosespezifische Proteine gefunden [145]. Angesichts der fehlenden
Immunantwort [78] und der spezifischen Bindung von PrP an Bcl-2, ein durch Bindung an
das Protein Bax normalerweise Zelltod unterbindendes Protein [116], erscheint Apoptose
als zum Neuronenverlust fithrender Mechanismus sehr wahrscheinlich. Ausgel6st durch
ins Zytoplasma freigesetzte Proteasen kommt es zu Zellabbau und letztlich der Selbst-
zerstorung (Autophagie) des Neurons [94]. Im Verlauf der Prion-Erkrankung korrelieren
Regionen starken Neuronenverlustes und Areale starker Mikrogliaaktivierung miteinander
[186, 77].

1.3.5 Biochemische Detektion von PrP5¢

Die Detektion von PrP5¢ ist als einziger eindeutiger biochemischer Nachweis einer TSE zur
Diagnosestellung unerlasslich. Soll die eindeutige Diagnose sich nicht nur auf postmortale
Fille beschrianken, sind Alternativen zum Nachweis des PrP5¢ im Gewebeschnitt notwen-
dig. Gelegentlich lisst sich PrP5¢ bereits zu Lebzeiten nachweisen: In den Tonsillen (vCJK,
Scrapie beim Schaf) oder dem dritten Augenlid (Scrapie beim Schaf) kann die Detektion
von akkumuliertem PrP5¢ zu einem friihzeitigen Nachweis der Erkrankung beitragen. Auch
bei der vCJK lisst sich eine Akkumulation von PrP5¢ in den Tonsillen feststellen, was auch
hier moglicherweise zu einem friihzeitigen Nachweis der Erkrankung beitragen kann.

Ein Western Blot aus PK-verdautem Gewebehomogenat stellt eine praktikable Moglich-
keit der biochemischen Analyse dar. Lymphatisches Gewebe, welches PrP exprimiert, kann
zur Diagnose herangezogen werden und in manchen Féllen bereits beim lebenden Patien-
ten oder Tier entnommen werden. Das Prion-Protein wird aus dem Gewebehomogenat
aufgereinigt und in einem Immunoblot nachgewiesen [135, 8]. Durch den vor den Blot
geschalteten Proteinase-K-Verdau wird das PrPS¢ eindeutig detektiert. Der Einsatz ver-
schiedener, unterschiedlich sensitiver Nachweissysteme fiir den Primarantikorper stehen
zur Verfiigung.

Weitere einsetzbare Verfahren sind beispielsweise ein Dot-Blot-Immunoassay [166] oder
ein ELISA (»Enzyme-Linked Immunosorbent Assay«) roher Gewebeextrakte [82].
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung

Es gibt bereits verschiedene Ansétze zur Identifizierung von Proteinen, welche an der
Pathogenese von Prion-Erkrankungen beteiligt sind oder durch sie verdndert werden. Im
Wesentlichen zielen die verwendeten molekularbiologischen Methoden auf unterschied-
liche mRNA-Konzentrationen ab. Eine Beeinflussung rein auf der posttranslationalen
Ebene wurde wenig beachtet. So sind im Zusammenhang mit Prionerkrankungen noch
keine umfangreichen Studien mit den Methoden aus der Proteomforschung durchgefiihrt
worden. Es wurden zwar schon eine Reihe differentiell exprimierter Gene in Maus- und
Hamstermodell nachgewiesen, die im Wesentlichen Marker fiir Astrozyten- (z. B. Peroxi-
redoxin) und Mikrogliaaktivierung (z. B. GFAP), Komplementfaktoren (z.B. die B- und
C-Untereinheit des Komplementfaktors C1q), Proteasen, Zytokine (z.B. IL-1a, IL-18, IL-6,
TNF-a), Transportproteine (z.B. Transferrin, Apolipoprotein D, E, J) und Stress- (z.B.
Hitzeschockproteine, GSHPx-1, a-B-Crystallin) bzw. Apoptoseprozesse (z.B. Bcl-2, Bax,
Caspase-3) sind. Doch ein Ansatz, der mehr Einblick in die posttranslationalen Ereignisse
des Proteoms bietet, konnte moglicherweise weitere verdanderte Proteine zeigen.

Viele Prozesse und Wirkmechanismen der TSE-Infektionen sind noch nicht ausreichend
bekannt. Die Entdeckung weiterer beteiligter Faktoren konnte zum tieferen Verstdndnis
dieser neurodegenerativen Erkrankungen und ihrer Mechanismen beitragen.

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Einblicke in die Ereignisse wéahrend einer Infektion auf der
Proteomebene zu gewinnen. Dabei wird zunéchst eine sensitive Extraktion der Proteine
aus den zu untersuchenden Geweben [109] verschiedener Infektionsstadien zusammen
mit der zweidimensionalen Gel-Elektrophorese (2-DE) nach Klose [111, 110] als Scree-
ningmethode fiir die Suche nach Verdnderungen in der Proteinkonzentration eingesetzt.
Anschlielend werden auf diese Weise gefundene Proteinspots massenspektrometrisch ana-
lysiert. Ziel hierbei ist es, moglicherweise im Zusammenhang mit einer Scrapie-Infektion
noch unbekannte Proteine zu finden. Auch posstranslationale Proteinmodifikationen sind
hierbei von Interesse, welche anhand der bisher angewandten herkémmlichen Methoden
noch nicht entdeckt werden konnten.

Ein Protein kann aus mehreren Spots auf dem Gel bestehen. Die Ursache hierfiir konnen
vielfaltig sein: Spleifdvarianten sind ebenso denkbar wie Glykosylierungen und Phosphory-
lierungen als posttranslationale Ereignisse. Unabhdngig von der Ursache werden in der
vorliegenden Arbeit alle Spots desselben identifizierten Proteins als Isoform bezeichnet.

Bei dieser Untersuchung sind insbesondere im préklinischen Stadium auftretende Ex-
pressionsverdnderungen von Interesse, da diese eher zum Verstédndnis der Krankheits-
progression beitragen konnen als spater auftretende Verdnderungen, welche auch eine
Konsequenz der terminalen neuropathologischen Vorgénge sein kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Labormaterial

2.1.1 Chemikalien

Die meisten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland),
Serva (Heidelberg, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Chemikali-
en aus anderen Quellen sind nachfolgend aufgelistet.

Ammoniumpersulfat (Biorad, Hercules, CA, USA)

Acrylamid (fiir IEF; Biorad, Hercules, CA, USA)

Bromphenolblau (Biorad, Hercules, CA, USA)

Complete® (Roche, Mannheim, Deutschland)

DTT (Biorad, Hercules, CA, USA)

Harnstoff (Biorad, Hercules, CA, USA)

MgSOy4 - 7H,0 (Ferak, Berlin, Deutschland)

Natriumchlorid (Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
Pharmalyte-Ampholine pH 3.5-10.0 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Pharmalyte-Ampholine pH 4.0-6.5 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Pharmalyte-Ampholine pH 5.0-8.0 (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
Piperazine-Diacrylamid (PDA; Biorad, Hercules, CA, USA)

SDS (fiir Gel-Losungen; Biorad, Hercules, CA, USA)

Sephadex-G-200 Superfine (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
TEMED (Biorad, Hercules, CA, USA)

2.1.2 Geréatschaften und Hilfsmittel

1D-Glasrohrchen (Schott Glas, Maing, Deutschland)

2D-Glasplatten (verschiedene Bezugsquellen, u. a. Desaga, Wiesloch, Deutschland)
Durchlichtscanner UMAX Mirage II DIN A3 (Umax, Willich, Deutschland)
Elektrophoresekammer 1D (Wita, Berlin, Deutschland)

Elektrophoresekammer 2D, Desaphor VA300 (Desaga, Wiesloch, Deutschland)
Feinanalysenwaage Research R300 S (Sartorius, Gottingen, Deutschland)
Glaskugeln @ 2,5 + 0,05 mm (Worf Glaskugeln GmbH, Deutschland)
Leuchtkasten (Biotec Fischer, Reiskirchen, Deutschland oder vergleichbare)
Manueller Gelstiick-Ausstanzer (Rosemann und Sohn, Stahnsdorf, Deutschland)
Nylonschnur (herkémmliche Angelschnur; verschiedene Dicken und Hersteller)
Nylonpistill (Wita GmbH, Berlin, Deutschland)

Quarzglasmorser (Wita GmbH, Berlin, Deutschland)
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Spannungsgerate (Consort E833; Consort E815)

Ultraschallbad Sonorex RK 102 P (Bandelin electronic, Berlin, Deutschland)

Ultrazentrifuge 1.8-70M (Beckman, Miinchen, Deutschland)

Ultrazentrifugenrohrchen 16 X 76 mm, 13,5 ml (Nalgene Company, Rochester, NY, USA bzw.
Beckman, Miinchen, Deutschland)

Ultrazentrifugenrotor TI50 (Beckman, Fullerton, CA, USA)

2.2 Tiere und Gewebe

In dieser Arbeit werden altersangepasste, weibliche Mus musculus des Stammes C57Bl/6
(Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin) mit dem Scrapie-Stamm 139A (R. H. Kim-
berlin, Edinburgh, UK) oral oder intrazerebral infiziert. Dazu verwendet man Hirnho-
mogenat terminal erkrankter, mit dem Stamm 139A infizierter Méuse. Parallel zu den
scrapieinfizierten Tieren werden Mock-Kontrolltiere mit negativem Material (Homogenat
aus nichtinfiziertem Gehirn) behandelt und im selben Stall unter standardisierten Bedin-
gungen gehalten (jedoch nicht im selben Kéfig), um eine moglichst hohe Reproduzierbar-
keit durch moglichst geringe Schwankungen der Haltungsbedingungen zu gewéhrleisten.
Sowohl die Infektion der Versuchstiere als auch die anschliefende Diagnosestellung haben
freundlicherweise Frau Sibyll Lichy (Robert-Koch-Institut, Berlin) und Frau Karin Krohn
(Robert-Koch-Institut, Berlin) iibernommen.

2.2.1 Orale Infektion

Fiir die orale Infektion setzt man die Mause im Alter von 12 Wochen einzeln und fiittert
diese mit 100 ul eines auf trockenes Toastbrot pipettierten Hirnhomogenates der Verdiin-
nungsstufe 1071, Nach dem vollstindigen Verzehr des Infektionsmaterials werden die
Tiere in Gruppen zu maximal 10 Individuen unter standardisierten Bedingungen gehalten.

2.2.2 Intrazerebrale Infektion

Die intrazerebrale Infektion sechs Wochen alter Mause erfolgt durch Injektion von 20 ul
Hirnhomogenat der Verdiinnungsstufe 1072 durch die Schideldecke hindurch in den
vierten Hirnventrikel. Auch diese Tiere werden parallel mit ihren Mock-Kontrollen in Tiere
in Gruppen zu maximal 10 Individuen unter standardisierten Bedingungen gehalten.

2.2.3 Diagnose der Tiere

Der klinischen Diagnose der Scrapie-Erkrankung legt man Verhalten (z. B. Apathie, Nervo-
sitit), Konstitution (z. B. Gewichtsverlauf, Fellbeschaffenheit) und Bewegungsauffalligkei-
ten (z.B. Ataxie) der Tiere zugrunde. Mittels dieser Diagnose ermittelt man das terminale
Stadium der Erkrankung, an welchem die letzte Organentnahme stattfindet. Die fritheren
Zeitpunkte sind bereits vor Beginn der Versuchsdurchfiihrung anhand der bekannten
Inkubationszeiten des Scrapie-Stammes 139A in C57Bl/6-Méausen bei unterschiedlicher
Erregerapplikation (in der vorliegenden Arbeit oral und intrazerebral) festzulegen.
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2.2.4 Organgewinnung

Die Gewinnung von Organen wird bereits ausfithrlich an anderer Stelle beschrieben
[109]. Zu festgelegten Zeitpunkten und im terminalen Stadium der Erkrankung tétet man
Kontrollen und scrapieinfizierte Tiere durch Dekapitation und lagert den Kopf bis zur
weiteren Praparation auf Eis. Nach dem Eroffnen des Abdomens wird beidseits die Vena
femoralis durchtrennt und die Leber mit Kochsalzlosung (0,9 % (w/v) NaCl) perfundiert.
Die Milz wird freiprépariert, herausgelost, von Bindegewebe und Fett befreit und in
kalter NaCl-Losung auf Eis gespiilt. Zur Entnahme des Gehirns eréffnet man mit einer
Praparierschere den Schadelknochen sagittal vom Spinalkanal ausgehend. Der Knochen
wird beidseits vorsichtig weggebrochen, so dass das Gehirn frei zu liegen kommt. Mit einer
breiten, stumpfen Pinzette hebelt man das Gehirn vorsichtig mitsamt der Bulbi olfactorii
und einem Stiick Riickenmark (bis zum Rhombenzephalon) heraus und spiilt das Organ
griindlich in kalter Kochsalzlosung auf Eis. Mit einer feinen Pinzette werden Blutgefid3e
vorsichtig entfernt oder ausgedriickt und das Gehirn griindlich mit NaCl gespiilt.

Zur Lagerung werden die Organe nacheinander vorsichtig mit Kimwipes® trockenge-
tupft, einzeln in fliissigem Stickstoff eingefroren und in ein stickstoffgekiihltes Cryorohr-
chen mit Schraubverschluss tiberfiihrt. Bis zur Verarbeitung verbleiben die Organe bei
— 80°C im Gefrierschrank.

2.3 Proteinextraktion

Das Konzept der Proteinextraktion beruht auf dem sequenziellen Einsatz verschiedener
mechanischer und chemisch-enzymatischer Schritte. Die grundséatzliche Methode dieses
Verfahrens wurde bereits ausfiihrlich bei Klose [109] beschrieben. In der vorliegenden Ar-
beit kommen die fraktionierte Proteinextraktion (siehe Abschnitt 2.3.1) fiir die Milzproben
der oral infizierten Mause (4 Probenpaare pro Stadium) und eine Gesamtproteinextraktion
(GE) (siehe Abschnitt 2.3.2) fiir die Gehirne der intrazerebral infizierten Tiere (3 Proben-
paare pro Stadium) zum Einsatz. Bei der fraktionierten Proteinextraktion werden den
mechanischen und chemisch-enzymatischen Schritten Ultrazentrifugationen zwischen-
geschaltet, welche eine Trennung der Proteine in eine pufferlésliche Fraktion (Uber-
stand U, vorwiegend plasmatische Proteine), eine Harnstoff/detergensldsliche Fraktion
(Riickstandsextrakt RE, membranassoziierte Proteine) und eine Kernfraktion (Riickstands-
suspension RS, vorwiegend nukleinsdure-assoziierte Proteine wie Histone) erlauben. Diese
Ultrazentrifugationsschritte entfallen bei der Gesamtproteinextraktion, so dass man einen
einzelnen Extrakt mit allen Proteinen des Ausgangsmaterials erhélt. Die Proteinextraktion
erfolgt grundsiétzlich fiir jedes Individuum einzeln, selbst wenn spéter fiir die elektro-
phoretische Auftrennung Pools gebildet werden, um wie im Falle der Milz eine leichtere
Auswertung zu ermoglichen oder mehr Material fiir praparative Gele zu erhalten.
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Tabelle 2.1: Ubersicht der Arbeitsschritte zur fraktionierten Proteinextraktion aus Milzgewebe: Extrak-
tion der plasmatischen Proteine (Uberstand U).

SCHRITT & MATERIAL MENGE (BERECHNUNG)

1. Homogenisierung

Probenmenge PM ganzes Organ (80-125mg)
Puffer P1 PM X 1,0

¥y =PM+P1
Proteinase-Inhibitor H3 Y1 X 0,08
Proteinase-Inhibitor H1 Y1 X 0,02

Yo=%; +H1+H3

Ultraschall

Glaskugelzahl (@ 2,5 + 0,05 mm) Y2 X 0,034
Wiederholungen a 10 sec 6

1. Zentrifugation (40 Minuten brutto, 4 °C)
Uberstand U1 einfrieren
Pellet Pel wiegen, einfrieren

2. Homogenisierung

Puffer P1 Pel x 1,5
¥3=Pel +P1

Proteinase-Inhibitor H3 ¥3 X 0,08

Proteinase-Inhibitor H1 ¥3 X 0,02

Riihren (45 Minuten bei 4 °C)

2. Zentrifugation (40 Minuten brutto, 4 °C)
Pellet Pe2 wiegen, einfrieren
Uberstand U2 zu U1 = U, wiegen

Aliquotierung fiir 1D Alas50ul

Harnstoff (9 M Endkonz. Probe) Al X 1,08 (=54 mg)

DTT (70 mM Endkonz. in Probe) Alx 0,1 (=5uD

Servalyte 2-4 (2% (v/v) Endkonz. Probe) Alx 0,1 (=5uD
Auftragsvolumen 1D 6ul

2.3.1 Fraktionierte Proteinextraktion
2.3.1.1 Uberstand U (plasmatische Fraktion)

Fiir die fraktionierte Extraktion der Milzproteine wird das ganze Organ eingesetzt (80—
125 mg). Bei den verwendeten Losungen wird durchgingig von einer idealisierten Dichte
von 1g/ml ausgegangen (Zugabe in w/w). Eine Ubersicht der Schritte, die zur Berech-
nung notwendigen Faktoren und einzusetzenden Substanzmengen in Abhingigkeit des
Probengewichts konnen Tab. 2.1 entnommen werden.

Das Material wird einzeln in fliissigstickstoffgekiihlten Quarzglasmorsern unter Zuga-
be von Puffer P1 (50 mM TrisBase, 100 mM KCI und 20 % (w/v), pH 7,1), Proteinase-
Inhibitor H3 (eine Tablette Complete® in 2 ml Puffer P1 gelost) und Proteinase-Inhibitor
H1 (0,14 mM Pepstatin A und 0,1 M Phenylmethylsulfonylfluorid in Ethanol) mit einem
Nylonpistill zu einem feinen Pulver homogenisiert. Mittels eines schaufelférmig modifi-
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2.3 Proteinextraktion

zierten Spatels wird das Pulver in ein stickstoffkaltes 2 ml-Reaktionsgefal? {iberfiihrt und
kann in fliissigem Stickstoff oder bei — 80 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden.

Unter Zugabe einer definierten Anzahl Glaskugeln (Tab. 2.1) wird das Pulver fiir die
Ultraschallbehandlung mit einem diinnen Metalldraht unter Riihren aufgetaut. Die Be-
handlung erfolgt im Schallzentrum eines mit Eiswasser gefiillten Ultraschallbades fiir 6
mal 10 Sekunden. Eine ldngere Schallung wiirde die Probe zu sehr erwdrmen. Unmittel-
bar nach jeder einzelnen Schallbehandlung wird die Probe ins Eisbad eintauchend mit
dem Metalldraht geriihrt, um einen raschen Warmeaustausch zu erreichen. Nach der
Ultraschallbehandlung trennt eine kurze Zentrifugation in einer gekiihlten Eppendorf-
Zentrifuge die Probe nahezu verlustfrei von den Glaskugeln und tiiberfiihrt sie gleich-
zeitig in ein 13,5 ml-Ultrazentrifugenrohrchen. Das Material wird in fliissigem Stickstoff
eingefroren und dort oder bei — 80 °C gelagert.

Fiir die erste Zentrifugation werden die Proben unter Riihren im Eisbad aufgetaut und
in einem TI 50-Rotor 40 Minuten bei 50 000 rpm (226 240 g) in einer Ultrazentrifuge bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird vollstindig abgenommen, in ein Cryoréhrchen
mit Schraubdeckel {iberfiihrt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C aufbe-
wahrt. Das Pellet wird gewogen, in einer Eppendorfzentrifuge mit Schwingrotor leicht
abzentrifugiert und eingefroren.

Zur zweiten Homogenisierung wird das Pellet wie oben beschrieben mit P1, H3 und H1
zusammen gemorsert und anschlieend in das fiir die jeweilige Probe zuvor verwendete
Ultrazentrifugenrohrchen verbracht. Das Pulver wird auf Eis aufgetaut und bei 4 °C fiir
45 Minuten geriihrt. Die sich anschlie3ende zweite Zentrifugation findet unter oben
genannten Bedingungen statt. Der resultierende Uberstand wird zu dem ersten Uberstand
der jeweiligen Probe pipettiert und ausgewogen. Das Pellet wird ebenfalls gewogen, leicht
abzentrifugiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei — 80 °C gelagert. Vom Uberstand
wird ein Aliquot abgenommen und fiir die erste Dimension der Elektrophorese vorbereitet.
Der Extrakt wird mit Harnstoff, DTT (700 mM Losung) und Servalyte 2—-4 (Tab. 2.1)
versehen und bis zur Durchfiihrung der isoelektrischen Fokussierung bei — 80 °C gefroren
aufbewahrt.

2.3.1.2 Riickstandsextrakt RE (membranassoziierte Fraktion)

Der Riickstandsextrakt wird aus dem Pellet Pe2 der zweiten Zentrifugation gewonnen. Eine
Ubersicht der Schritte, die zur Berechnung notwendigen Faktoren und die einzusetzenden
Substanzmengen in Abhingigkeit des Probengewichts konnen der Tab. 2.2 entnommen
werden.

Das Sediment wird in einem dritten Homogenisierungsschritt mit dem Detergens-Puffer
P2-CHAPS (200 mM KCl, 20 % (w/v) Glyzerin, 100 mM Phosphatpuffer [NaH,PO4 und
NayHPO,4 im Verhéltnis 1:2; pH 7,1], 7,3 % (w/v) 3-[(3-Chloramidopropyl)dimethylam-
monio]-1-propansulfonat [CHAPS]) und Proteinase-Inhibitor H4 (1 Tablette Complete®
in 2ml Puffer P2 ohne CHAPS) unter Fliissigstickstoff gemorsert. Das Pulver wird in ein
Ultrazentrifugenrohrchen tiberfithrt und nach dem Auftauen 60 Minuten bei 4 °C geriihrt.
Unter Zugabe von Harnstoff und DTT (700 mM Losung) schlief3t sich eine Riihrphase von
45 Minuten bei Raumtemperatur (RT) an. Hat sich der Harnstoff vollstédndig geldst, erfolgt
die dritte Zentrifugation bei 226 240 g und 17 °C. Der abgenommene Riickstandsextrakt
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2 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.2: Ubersicht der Arbeitsschritte zur fraktionierten Proteinextraktion aus Milzgewebe: Extrak-
tion der membranassoziierten Proteine (Riickstandsextrakt RE).

SCHRITT & MATERIAL MENGE (BERECHNUNG)
3. Homogenisierung
Herstellung Puffer P2-CHAPS 900 ul P2 + 73 mg CHAPS + 31 ul H,O
P2-CHAPS Pe2 X 1,6
Y4 = Pe2 + P2-CHAPS
Proteinase-Inhibitor H4 Y4 X 0,08

Y5 = P2-CHAPS + H4

Riihren (60 Minuten bei 4 °C)
Riihren (45 Minuten bei RT)

Berechnung Faktor F Pe2 % 0,3
Harnstoff (F+Xs) x 1,08
DTT (700 mM Losung) (F+%5) x0,1

3. Zentrifugation (40 Minuten brutto, 17 °C)
Pellet Pe3 wiegen, einfrieren
Riickstandsextrakt RE wiegen
Servalyte 2-4 (2% (w/w) Endkonz. in Probe) RE % 0,0526
RE wiegen, aliquotieren, einfrieren

Auftragsvolumen 1D sul

wird in ein Cryorohrchen mit Schraubdeckel gefiillt und gewogen. Das Pellet wird kurz ab-
zentrifugiert, ebenfalls gewogen und eingefroren. Zum Riickstandsextrakt pipettiert man
Servalyte 2—4, so dass auch diese Fraktion fiir die isoelektrische Fokussierung verwendet
werden kann. Die Lagerung der Aliquots erfolgt bei — 80 °C.

2.3.1.3 Riickstandssuspension RS (Kernfraktion)

Die letzte Fraktion dieser Extraktionsmethode ist die Riickstandssuspension, welche im We-
sentlichen in einer Resuspendierung des letzten erhaltenen Pellets Pe3 besteht (Tab. 2.3).

Unter Zugabe von Puffer P3-MgSO4 (2 mM MgSO,4 - 7 H,0 und 50 mM TrisBase) wird
die Probe letztmalig im Quarzglasmorser homogenisiert und in ein Cryorohrchen mit
Schraubdeckel iiberfithrt. Dem rasch aufgetauten Pulver wird DNAse (Benzonase) zugege-
ben und die Suspension unter Riihren bei 4 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Probe wird
unter Zugabe von Harnstoff und DTT (700 mM Losung) weitere 30 Minuten bei RT ge-
rithrt und anschlieRend gewogen. Abschliellend wird Servalyte 2—-4 zugegeben (Tab. 2.3).
Die Riickstandssuspension wird gewogen, aliquotiert und kann fiir die Elektrophorese
verwendet werden. Die Lagerung erfolgt auch hier bei — 80 °C.

2.3.2 Gesamtproteinextraktion GE

Der wesentliche Unterschied der Gesamtextraktion von Proteingemischen gegeniiber der
fraktionierten Extraktion besteht darin, dass man nur einen einzigen Extrakt mit allen
aus dem Gewebe gewonnen Proteinen erhilt. Zudem kann die Extraktionsprozedur weit-
gehend in demselben Gefaf3 durchgefiihrt werden, so dass der Probenverlust auf ein
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2.3 Proteinextraktion

Tabelle 2.3: Ubersicht der Arbeitsschritte zur fraktionierten Proteinextraktion aus Milzgewebe: Extrak-
tion der Kernproteine (Riickstandssuspension RS).

SCHRITT & MATERIAL MENGE (BERECHNUNG)

4. Homogenisierung
Puffer P3-MgSO4 Pe3 X 1,0
Ye =Pe3 + P3—MgSO4

Riithren (30 Minuten bei 4°C)
Benzonase Y6 X 0,025

Riihren (30 Minuten bei RT)

Harnstoff (P3 + Benzonase) X 1,08

DTT (700 mM Losung) (P3 + Benzonase) X 0,1
Riickstandssuspension RS wiegen

Servalyte 2-4 ((Pe3 x 0,3) + P3-MgS04 + Benzonase) X 0,1

RS wiegen, aliquotieren, einfrieren

Auftragsvolumen 1D 9ul

Minimum reduziert ist. Der Arbeitsaufwand ist deutlich geringer, auch bei der nachfolgen-
den 2-DE-Analyse und Bildauswertung, da fiir jedes Probenpaar nur ein Gelpaar benoétigt
wird, und nicht fiir jede Fraktion eines wie bei der Fraktionierung. Die Gesamtextraktion
ist in Tab. 2.4 dargestellt.

Der erste Schritt der Gesamtextraktion ist die Homogenisierung des Materials im stick-
stoffgekiihlten Quarzglasmorser. Von dem fein vorgemorserten Gehirnpulver wird eine
Probenmenge von ca. 150mg (— 196°C) in ein 2 ml Reaktionsgefal} eingewogen und
mit Puffer P (50 mM TrisBase, 50 mM KCI, 20 % Glyzerin (w/w) und 0,11 M CHAPS,
pH 7,5) und den Proteinase-Inhibitoren H1 (Zusammensetzung siehe Abschnitt 2.3.1.1)
und H5 (eine Tablette Complete® in 2ml Puffer P ohne CHAPS gel6st) unter Riihren
im Eisbad aufgetaut. Die Ultraschallbehandlung erfolgt exakt wie bereits beschrieben
(siehe Abschnitt 2.3.1.1). Die zur Trennung von den Glaskugeln durchgefiihrte kurze
Zentrifugation erfolgt in ein Cryorohrchen mit Schraubdeckel. Der erhaltene Extrakt EX
wird gewogen und wéhrend der Ultraschallbehandlung der {ibrigen Proben in Stickstoff
eingefroren aufbewahrt. Der Extrakt wird wieder aufgetaut und unter Zugabe unterschied-
licher Mengen Puffer P-MgCl, (240 mM MgCl; - 6 H;O, gelost in Puffer P ohne CHAPS)
und Benzonase 30 Minuten bei 4 °C geriihrt (Tab. 2.4). Der Extrakt EX1 wird gewogen,
ein fiir eine eventuelle Proteinbestimmung zuriickzustellendes Aliquot Al-P entnommen
und der Extrakt EX1a erneut gewogen. Wahrend einer 30-miniitigen Riihrphase bei RT
werden Harnstoff (Endkonzentration 6,5M in der Probe) und Thioharnstoff (Endkonzen-
tration in der Probe: 2 M) in dem Extrakt gelost. Nach Wagung des Extraktes EX2 wird
als Riickstellprobe fiir eine mogliche Anwendung eines neuartigen Fluoreszenzlabeling-
Verfahren der Probe bereits vor der Elektrophorese (DIGE [3]) das Aliquot Al-D entnom-
men und die Probe Al-S erneut gewogen. Anschliel3end wird zur Vorbereitung fiir die
isoelektrische Fokussierung DTT und Servalyte 2-4 in die Probe gertihrt, diese aliquotiert
und bei — 80 °C gelagert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.4: Ubersicht der Arbeitsschritte zur Gesamtproteinextraktion aus Gehirngewebe (GE).

SCHRITT & MATERIAL MENGE (BERECHNUNG)
Homogenisierung
Probenmenge PM ca. 150 mg
Ultraschall
Herstellung Puffer P 900 ul P + 65 mg CHAPS + 38 ul H,O
Puffer P PM X 1,6
X1 =PM+P
Proteinase-Inhibitor H5 Y1 X 0,08
Proteinase-Inhibitor H1 Y1 X 0,02
Yo=2X; +H5+H1
Kugelzahl ¥ X 0,034
Wiederholungen a 10 sec 6

Extrakt EX wiegen
Riihren (30 Minuten bei 4 °C)

Puffer P-MgCl, EX x 0,021
Benzonase EX % 0,025
Extrakt EX1 wiegen

Aliquot Al-P 15ul

Extrakt EX1a wiegen
Riihren (30 Minuten bei RT)

Harnstoff (6,5 M) EXla x 0,78
Thioharnstoff (2 M) EXla x 0,3
Extrakt EX2 wiegen

Aliquot Al-D 50ul

Extrakt Al-S wiegen

Vorbereitung fiir 1D

DTT (700 mM Losung) ((EX1a:EX2) x Al-S) x 0,1
Servalyte 2-4 ((EX1a:EX2) x Al-S) x 0,1
Auftragsvolumen 1D S5ul

2.4 2D-Gel-Elektrophorese

Die zweidimensionale Gel-Elektrophorese (2-DE) ist eine hoch auflésende Grol3geltechnik,
mit welcher mehrere tausend Proteinspots voneinander getrennt werden konnen. Die
Methode wurde im Labor von Professor Joachim Klose entwickelt und mit der Zeit weiter
verfeinert [111, 110]. Die 2-DE basiert auf der elektrophoretischen Trennung der Prote-
ine in zwei Schritten und nach zwei unterschiedlichen Kriterien. Im ersten Schritt, der
isoelektrischen Fokussierung, werden die Proteine in einem wéhrend der Elektrophorese
ausgebildeten pH-Gradienten entsprechend ihres isoelektrischen Punktes (pI) separiert.
Der zweite Schritt trennt in einer klassischen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (SDS-PAGE) diese Proteine nach ihrer Masse weiter auf.

Die spéter als sogenannte Probenpaare miteinander zu vergleichenden Proben und
Kontrollen werden im selben Elektrophoreselauf verarbeitet, um Abweichungen aufgrund
experimentell bedingter Schwankungen gering zu halten. In der 1. Dimension konnen bis
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2.4 2D-Gel-Elektrophorese

zu 4 Probenpaare gleichzeitig in demselben Lauf aufgetrennt werden. In der 2. Dimension
werden dann am ersten Tag die sauren Seiten der Probenpaare getrennt, am 2. Tag folgen
die basischen Hélften. Die verwendeten Gel-Losungen entstammen aus demselben Grunde
auch immer demselben Ansatz, mindestens fiir die Proben eines Stadiums und Organs.

Aufgrund ihrer immunologischen Aktivitit zeigt die Milz selbst bei den verwendeten
Inzuchtméausen eine groflere Variabilitit im Proteinmuster als es fiir eine Suche nach
konstanten, durchgingigen Spotunterschieden wiinschenswert ist. Daher werden die ein-
zelnen Proteinextrakte stadienweise zu je einem Scrapie- und Kontrollmix gepoolt und
dreimal parallel elektrophoretisch getrennt. So relativieren sich individuelle Spotunter-
schiede und gleichméllige Spotverdnderungen treten deutlicher hervor. Die Gehirnproben
bediirfen keiner solchen Behandlung, da hier bereits durch den inzestudsen genetischen
Hintergrund der Tiere eine hohe Reproduzierbarkeit besteht; die Gehirnproben werden
als Individuen-Probenpaare untersucht.

2.4.1 Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Die verwendete Methode zur isoelektrischen Fokussierung (IEF) der Proteine bedient sich
Carrier Ampholyten, welche in die Gel-Losung eingearbeitet sind. Der pH-Gradient bildet
sich wahrend der Elektrophorese allméhlich aus. Die Separationsgellésung besteht aus
3,5% (w/v) Acrylamid, 0,3 % (w/v) Piperazine-Diacrylamid, 9 M Harnstoff, 0,06 % (v/v)
TEMED und 2 % (v/v) Ampholinmischung. Letztere enthélt 1 Teil Pharmalyte-Ampholine
pH 3.5-10.0, 1 Teil Servalyt® pH 2.0-11.0, 3 Teile Pharmalyte-Ampholine pH 4.0-6.5,
2 Teile Pharmalyte-Ampholine pH 5.0-8.0 und 1 Teil Servalyt pH 6.0-9.0. Um ein Auslau-
fen der Proteine am kathodischen Ende zu verhindern, wird dort an das Separationsgel
ein Pfropfen aus festerem, sogenanntem Capgel angegossen. Die Gelzusammensetzung
unterscheidet sich nur in der Acrylamid- und Diacrylamidkonzentration (12% (w/v)
Acrylamid, 0,13 % (w/v) Piperazine-Diacrylamid). Die Polymerisierung wird durch Zu-
gabe von 0,02 % (w/v) Ammoniumpersulfat zu einem Aliquot Separations- bzw. Capgel
initiiert. Die fiir die IEF verwendeten Elektrophoresepuffer bestehen aus 4,25 % (v/v)
Phosphorsédure und 3 M Harnstoff (Anodenpuffer) bzw. 5 % (v/v) Ethylendiamin, 9 M
Harnstoff und 5 % (w/v) Glyzerin (Kathodenpuffer). Alle Losungen fiir die 1. Dimension
werden mit Millipore-Wasser (18 MQ cm™!) hergestellt und unbedingt entgast. Ausfiihr-
liche Angaben zur Herstellung der Losungen und zum Gief3en der 1D-Gele kénnen an
anderer Stelle eingesehen werden [110].

Die Trennstrecke der IEF-Gele betrdgt 40 cm, der Durchmesser fiir die analytischen Gele
betrdgt 0,9 mm, das Probenauftragsvolumen kann hier maximal 12 ul betragen. Die prapa-
rativen IEF-Gele sind 1,5 mm im Durchmesser und kénnen mit bis zu 60 ul Probenlosung
versehen werden. Zwischen Gel und Probe wird eine diinne Schicht Sephadex-Losung
aufgebracht (in Wasser gequollenes und in 25 % Glyzerin geriihrtes Sephadex, versetzt
mit 9 M Harnstoff, 70 mM DTT und 2% (v/v) der fiir die Gel-Lésungen verwendeten Am-
pholinmischung (siehe oben)). Auf die Probenlésung wird eine Schicht Schutzlésung (5 M
Harnstoff, 5% (w/v) Glyzerin und 5 % Servalyte 2-4) gegeben, um die Proteine vor dem
sauren Milieu des Anodenpuffers zu schiitzen und ihre Prazipitation zu verhindern. Die
Spannungsabfolge ist bei beiden Geldurchmessern identisch und idealerweise in einem
programmierbaren Spannungsgerét gespeichert:
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1h 100V, 1h 300V, 23h 1000V, 30 min 1500V, 10 min 2000V

Um ein Auflaufen der in Riickstandsextrakt und Riickstandssuspension in grof3erer Zahl
vorkommenden basischen Proteinspots zu reduzieren, wird fiir diese Proben eine um
2 Stunden verkiirzte isoelektrische Fokussierung durchgefiihrt:

1h 100V, 1h 300V, 21h 1000V, 30 min 1500V, 10 min 2000V

Die Gele werden unmittelbar nach Beendigung der Fokussierung mit einem an der Spitze
passend zum Roéhrcheninnendurchmesser verdickten Nylonfaden (handelsiibliche Angel-
schnur) von 0,8 mm bzw. 1,4 mm Durchmesser aus den Glaskapillaren in eine Equilibrier-
16sung ausgestol3en. Dabei werden die Gele in zwei gleich lange Hélften geteilt, da die
2. Dimension lediglich eine Breite von 23 cm aufweist. Die Equilibrierlosung besteht aus
125 mM TrisHCI, pH auf 6,8 justiert, 40 % (w/v) Glyzerin, 65mM DTT und 3% (w/v)
SDS. Die IEF-Gele werden entweder in Petrischalen mit dieser Losung ausgestolsen, aus
denen die Gele dann mittels einer Glaspipette sofort auf trockene Trégerschienen ver-
bracht werden, oder direkt auf Tragerschienen mit etwas Fliissigkeit. In jedem Fall wird
iiberschiissige Losung sofort abgenommen. Erfolgt die SDS-PAGE nicht gleich im Anschluss
an die 1. Dimension, konnen die Gele problemlos ldngere Zeit auf den Tragerschienen
und mit einer Abdeckung versehen bei — 80 °C gelagert werden.

2.4.2 SDS-PAGE (2. Dimension)

Die Gel-Losung fiir die SDS-PAGE enthélt 15 % (w/v) Acrylamid 4x und 0,2 % (w/v) N,N'-
Methylenbisacrylamid 2x, gepuffert in Laemmli-Puffer [117] (je 375 mM TrisBase und
TrisHCI, 0,03 % (v/v) TEMED, 0,1 % (w/v) SDS). Zur Polymerisationsinitiation werden
0,08 % (w/v) Ammoniumpersulfat zugegeben. Die Gele werden in speziellen Kassetten
zwischen Glasplatten der Male 25 X 30 cm gegossen, die Trennfldche betragt letztlich
ca. 23 X 28 cm. Fiir analytische Gele werden Abstandshalter von 0,75 mm verwendet,
fiir praparative Zwecke werden Gele von 1 mm Dicke gegossen. Ndhere Angaben zur
Losungsherstellung und der Durchfithrung finden sich bei Klose [110].

Der Elektrophoresepuffer wird ebenfalls geméaf3 den Vorgaben nach Laemmli [117] her-
gestellt: 25 mM TrisBase, 192 mM Glyzin und 0,1 % SDS. Fiir Gel-Losung und Kathodenpuf-
fer wird immer Millipore-Wasser verwendet, fiir den Anodenpuffer reicht vollentionisiertes
Wasser aus. Dem Kathodenpuffer wird aul3erdem etwas Bromphenolblau zugegeben. Zu-
dem wird etwas Kathodenpuffer mit 1% (w/v) Agarose versetzt und die aufgelegten IEF-
Gele damit iiberschichtet, um ein Aufschwimmen des Gels zu unterbinden.

Einer Einlaufphase von 15 min bei 65 mA (87 mA bei 1 mm-Gelen) folgt die Trennphase
bei 85 mA (113 mA bei 1 mm-Gelen), welche ca. 5-7 Stunden dauert. Der Elektrophore-
sepuffer muss wiahrend der gesamten Zeit auf 15°C gekiihlt werden, um den pH-Wert
des Puffers konstant auf 6,8 zu halten. Der Lauf gilt als beendet, wenn die durch das
Bromphenolblau gut sichtbare Frontbande ca. 2cm vom anodischen Gelende entfernt
ist. Die Gele werden dann sofort in die fiir die jeweils vorgesehene Farbung addquate
Fixierlosung umgebettet.
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2.5 Farbungen

2.5 Féarbungen

Fiir die Visualisierung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine in einer Gelmatrix exis-
tiert eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden. In der vorliegenden Arbeit kommen drei
Farbungen zur Anwendung.

2.5.1 Silberfarbungen

Fiir die analytischen Gele wird eine sehr sensitive, jedoch fiir massenspektrometrische
Untersuchungen untaugliche Silberfarbung eingesetzt. Sie folgt mit einigen Modifika-
tionen durch Jungblut [98] Heukeshovens Vorgaben [87]. Eine weitere Abwandlung
dieser analytischen Silberfarbung durch Giavalisco [75] ermoglicht die anschlief3ende
massenspektrometrische Analyse der fraglichen Spots und kommt fiir préparative Gele
zum Einsatz.

2.5.1.1 Analytische Silberfiarbung

Unmittelbar nach der SDS-PAGE beginnt die Farbung mit einem Fixierschritt. Mindestens
zwei Stunden werden die Gele in einer Losung aus 10 % (v/v) Essigsdure und 50 % Ethanol
in Millipore-Wasser geschiittelt. Pro Gel betrdgt das benotigte Losungsvolumen 1 Liter,
angesetzt werden die Losungen immer mit Millipore-Wasser zu 2 Liter fiir ein Probenpaar.

Nach der Fixierung erfolgt eine Inkubation von 2 Stunden in 4,1 % (w/v) Natriumace-
tat, 0,2 % (w/v) Natriumthiosulfat, 30 % (v/v) Ethanol und 0,2 % Glutardialdehyd. Nach
zweimaligem Waschen der Gele fiir jeweils 20 Minuten in Millipore-Wasser werden sie in
einer Silberlosung (0,1 % Silbernitrat und 0,01 % Formaldehyd) 30 Minuten geschiittelt.
Ein kurzer Waschschritt mit Millipore-Wasser und eine Spiilung (1 Minute) mit 2,5 %iger
(w/v) Natriumcarbonatlosung leiten die eigentliche Entwicklung ein. In einer 2,5 %igen
(w/v) Natriumcarbonatlésung mit 0,01 % (v/v) Formaldehyd werden die Gele einzeln
inkubiert, bis die gewtiinschte Farbungsintensitit erreicht ist. Umbetten in 0,05 M Titriplex
mit 0,02 % (w/v) Thimerosal stoppt die Entwicklung ab. Nach 20 Minuten in der Stopplo6-
sung konnen die Gele in vollentionisiertes Wasser gegeben und getrocknet werden [110].
Zu Dokumentationszwecken wird jedes Gel eingescannt.

2.5.1.2 Massenspektrometriekompatible Silberfarbung

Im wesentlichen lehnt sich diese Silberfarbung [75] an die analytische Silberfarbung an,
jedoch wird auf das Glutardialdehyd verzichtet. Dieses Dialdehyd hat die Eigenschaft,
Proteine iiber deren Aldehydgruppen miteinander zu vernetzen, was eine Extraktion der
Proteine aus der Gelmatrix erschwert und auch aus massenspektrometrischen Aspekten
unglinstig ist. Der Fixierschritt nach der SDS-PAGE wird auch hier mit 10% (v/v) Es-
sigsdaure und 50 % Ethanol in Millipore-Wasser fiir mindestens 1 Stunde durchgefiihrt.
Der Verzicht auf den Sensibilisierungsschritt mit Glutardialdehyd hat zur Folge, dass
nachfolgende Waschschritte nicht in dem Umfang wie bei der analytischen Silberfarbung
durchzufiihren sind. Es wird daher ein 10-miniitiger Waschschritt in 30% (v/v) Etha-
nol durchgefiihrt. Nach 1 Minute Inkubation in 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat folgen
zwei einminiitige Spiilungen mit Millipore-Wasser und 1 Stunde Inkubation in 0,15 %
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(w/v) Silbernitratlosung. Die Entwicklung der Gele folgt demselben Schema wie bei der
analytischen Silberfarbung, jedoch mit abgewandelter Entwicklerlosung (2,5% (w/v)
Natriumcarbonat, 0,02 % (w/v) Natriumhydrogencarbonat, 0,015 % (v/v) Formaldehyd
und 0,025 % (w/v) Thimerosal) und reiner EDTA-L6sung (0,05 M Titriplex ohne Formalde-
hyd) zur Abstoppung der Entwicklung. Nach mindestens 20-miniitiger Inkubation in der
Stopplosung werden die Gele in Millipore gewassert, zur Dokumentation eingescannt und
eingeschweil3t bei 4 °C gelagert. Ein rasches Ausstanzen zu identifizierender Proteinspots
ist empfehlenswert, da eine Diffusion der Proteine im Gel nicht ausgeschlossen werden
kann.

2.5.2 Kolloidale Coomassie-G250-Farbung

Eine bereits seit ldngerer Zeit verfiigbare Farbemethode fiir massenspektrometrische
Analysezwecke ist die kolloidale Coomassie-G250-Farbung nach Doherty et al. [61]. Thre
Sensitivitit liegt unter denen der beiden verwendeten Silberfirbungen, und auch das
resultierende Spotmuster unterscheidet sich teilweise. Ein weiterer Nachteil ist der hohe
Zeitaufwand. Daher kommt diese Farbung nur fiir die ersten analytischen Gele vor der
Verfligbarkeit der massenspektrometrie-kompatiblen Silberfarbung zum Einsatz.

Nach der SDS-PAGE erfolgt eine mindestens zweistiindige Fixierung der Gele in 2%
(v/v) Phosphorsaure und 50 % (v/v) Methanol. Es schliel3t sich eine Inkubation in 17 %
(w/v) Ammoniumsulfat, 2% (v/v) Phosphorsdaure und 50 % (v/v) Methanol an. Nach
Ablauf einer Stunde wird pro Liter Inkubationslésung 0,66 g Coomassie-G250 gleichméaf3ig
iiber die Fliissigkeitsoberflache gestreut. Die Farbung wird dann bis zu 5 Tage durchgefiihrt
und ist beendet, wenn die Fiarbel6sung beginnt, wéssrig-klar zu werden und im Gel
deutlich Spots zu erkennen sind. Mehrfaches Spiilen in Millipore-Wasser entfernt Farbreste
von den Gelen, so dass diese bis zur Verwendung eingeschweif3t bei 4 °C gelagert werden
koénnen.

2.6 Bildauswertung

Obwohl es mittlerweile eine Vielzahl von Programmen zur computergestiitzten Bild-
auswertung von 2-DE-Gelen gibt (zum Beispiel Z3 [168] (Compugen Tel Aviv, Israel),
Proteomweaver™ (DEFiNiENS, Miinchen, Deutschland) oder Delta 2D [124] (Decodon,
Greifswald, Deutschland)) wird die alte, analoge Methode der visuellen Auswertung auf
einem Leuchtkasten bevorzugt. In gewissem Rahmen mogen die Programme durchaus
eine Erleichterung darstellen, und in jedem Fall liefern sie Zahlenwerte fiir quantitative
Unterschiede von Spots. Jedoch ist auch heute noch entgegen aller Herstellerangaben
ein nicht zu unterschitzender Aufwand zur Nachbearbeitung der detektierten Spots und
ihrer Zuordnung zwischen den Probenpaaren notwendig. Dies kann bei so komplexen
Proteinmustern, wie sie durch die Klose-Technik [110] erreicht werden, einen erheblichen
Zeitaufwand bedeuten. Der Nutzen hieraus ist fiir die Fragestellung der vorliegenden
Arbeit hingegen gering. Zudem kann ein solcher Ansatz der 2-DE, wie er in dieser Ar-
beit verwendet wird, als Screeningmethode angesehen werden, die nicht zur Ermittlung
genauer Quantitaten dienen soll. Es wird lediglich ermittelt, welche Proteine iiberhaupt

26



2.7 Spotidentifizierung

fiir weitere Untersuchungen von Interesse sein konnen. Daher wird auch auf eine compu-
tergestiitzte Quantifizierung der durch eine visuell-analoge Untersuchung beobachteten
Unterschiede verzichtet.

Zur Auswertung der Spotmuster werden immer die korrespondierenden, im selben
Elektrophoreselauf miteinander aufgetrennten Gelhélften eines Probenpaares verglichen
und nach sich unterscheidenden Spots durchsucht. Es werden quantitative (grol3erer/
kleinerer, intensiverer/lichterer oder auch vorhandener/fehlender Spot) und qualitative
(Positionsverdanderung) Unterschiede bertiicksichtigt und entsprechend gekennzeichnet.
Begonnen wird mit dem am weitesten fortgeschrittenen Stadium des jeweiligen Organs.
Es werden nur jene Spots weiter untersucht, die sich in allen Probenpaaren in der gleichen
Weise verdndert zeigen. Diese Spots werden dann in friiheren Infektionsstadien betrachtet
und bei einer Veranderung entsprechend gekennzeichnet. Um neben der Art der Verin-
derung eine gewisse Einteilung vornehmen zu konnen, wird eine »Intensitdtsanderung«
fiir jeden einzelnen Spot jedes einzelnen Stadiums im Vergleich zur Kontrolle vergeben.
Dabei werden folgende Kiirzel zur Bezeichnung und Zusammenfassung der beobachteten
Veranderungen verwendet:

0 Stéarkere Spots
1 Schwéchere Spots
+ Leicht starkere Spots
++  Deutlich starkere Spots
+++4+ Sehr deutlich stirkere Spots
- Leicht schwichere Spots
——  Deutlich schwichere Spots
——  Sehr deutlich schwichere Spots
Y1  Summe aller stirkeren Spots
Y]  Summe aller schwécheren Spots
X Summe aller verdnderten Spots

2.7 Spotidentifizierung

2.7.1 Ausstanzen von Proteinspots

Die differenziert bewerteten Spots werden fiir eine massenspektrometrische Analyse aus
massenspektrometrie-kompatibel gefdarbten Gelen ausgestanzt. Heben und Senken eines
Pumpenkolbens saugt Luft oder Fliissigkeit durch die im Innendurchmesser 1 mm weite,
zylindrische Spitze in einen manuellen Ausstanzer oder stof3t diese wieder aus. Das zu
bearbeitende Gel wird unter Wasser gelagert, um eine Kontamination mit Keratinmate-
rial gering zu halten und einen besseren Saugeffekt des Ausstanzers zu erreichen. Mit
heruntergedriicktem Kolben wird die Gerétespitze auf den intensivsten Bereich des aus-
zustanzenden Spots gesetzt. Langsames Heben des Kolbens saugt das ausgeschnittene
Gelstiick zusammen mit etwas Fliissigkeit in den Spotausstanzer. Das Material kann in
ein Eppendorfgefaly oder das Well einer Mikrotiterplatte {iberfiihrt werden. Die Proben
werden bis zur Weiterverarbeitung bei — 20 °C gelagert.
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2.7.2 Massenspektrometrie

Alle nach dem Ausstanzen der Spots notwendigen Arbeiten bis hin zur Datenbanksuche/
Identifizierung wurden in der AG Klose, Humangenetik Charité von Frau Dipl.-Ing. (FH)
Grit Nebrich (MALDI), Frau Silke Becker und Herrn Dipl.-Ing. (FH) Maik Wacker (beide
ESI) durchgefiihrt.

Die Massenspektrometrie ist eine Technik zur Bestimmung der Molekiilmasse freier
Ionen in einem Hochvakuum. Dazu werden die zu analysierenden Proteine in ihren ausge-
stanzten Gelstiicken tryptisch zu Peptiden verdaut, diese aus der Gelmatrix herausgelost
und mittels verschiedener Techniken (je nach Massenspektrometer) in einen geladenen
Zustand versetzt (»ionisiert«). Die Ionen werden durch ein Hochvakuum geschossen und
treffen in Abhéngigkeit ihrer Grofde und Ladung nach unterschiedlicher Zeit am Detektor
auf. Das daraus errechnete Massenspektrum und die bestimmten Peptidsequenzen wer-
den zur computergestiitzten Suche in der nicht-redundanten Sequenz-Datenbank NCBI
verwendet.

2.7.3 Charakterisierung der Proteine

Weitere Informationen zu den identifizierten Proteinen (z.B. Alternativnamen, Genbe-
zeichnung . ..) werden anhand der gi-Nummern der Entrez-Proteindatenbank entnommen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Zusitzliche Informationen zur Charakterisierung der
Proteine, z.B. Informationen zu Funktion und Molekiilklasse, werden der UniProt-Da-
tenbank (http://www.ebi.uniprot.org/) und der Human Protein Reference Database
(http://www.hprd.org/) entnommen.
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3 Ergebnisse

Die verwendeten Proteinextrakte der vorliegenden Untersuchung entstammen zwei ver-
schiedenen Tierserien. Die Milzen stammen aus oral infizierten C57Bl/6-Méausen zu den
definierten Zeitpunkten 12, 16 und 20 Wochen nach der Erregerapplikation, die Extraktion
der Proteine erfolgte fraktioniert (plasmatische Fraktion (Milz-Uberstand, MIU), mem-
branassoziierte Fraktion (Milz-Riickstandsextrakt, MIRE), Kernfraktion (Milz-Riickstands-
suspension, MIRS)). Die Proteinextraktion der Gehirne aus den intrazerebral infizierten
C57Bl/6-Méusen erfolgte als Gesamtextrakt (GGE) der definierten Zeitpunkte 11, 14 und
18 Wochen nach Erregerapplikation sowie im terminalen Stadium 21 Wochen nach der
Infektion.

Ein Protein kann aus mehreren Spots auf dem Gel bestehen. Die Ursache hierfiir konnen
vielfaltig sein: Spleidvarianten sind ebenso denkbar wie Glykosylierungen und Phosphory-
lierungen als posttranslationale Ereignisse. Unabhingig von der Ursache werden in der
vorliegenden Arbeit alle Spots desselben identifizierten Proteins als Isoform bezeichnet.

3.1 Untersuchung der Proteinmuster der Milz

Fiir die Untersuchung differentieller Proteinspots im Milzgewebe werden die Organe dreier
Stadien der oral infizierten Tiere verwendet. 12 Wochen (12 W) nach der Verfiitterung
des infektiosen Materials ist noch keine oder eine beginnende Infektion in der Milz zu
erwarten, nach 16 Wochen (16 W) hat sich die Infektion im Organ etabliert, und das
Stadium 20 Wochen (20 W) nach Infektion lésst eine voll ausgeprégte Infektion erwarten.
Eine Uberpriifung des Infektionsstatus erfolgt durch einen Immunoblot des PrPSc,

3.1.1 Differentielle Proteinspots im Uberstand (plasmatische Fraktion)
3.1.1.1 Das am weitesten fortgeschrittene Stadium (20 Wochen)

Die Auswertung der loslichen Proteinmuster der Milz (MIU; Abb. A.1) wird zunichst so
durchgefiihrt, dass nach Moglichkeit alle in den drei Laufpaaren gleichgerichteten Unter-
schiede erfasst und numeriert werden, selbst wenn diese duflerst schwach erscheinen. Es
sind nur Intensititsvarianten, aber keine konstanten Positionsverdnderungen vorhanden:

Intensititsdnderung: 0 L )
Spotzahl MIU (20W): 116 ‘ 47 H 163
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3.1.1.2 In fritheren Stadien wiederzufindende Unterschiede

Diese insgesamt 163 Spots, welche im Stadium 20 W nach der Infektion in der plasma-
tischen Fraktion der Milz verdndert sind, werden in den Gelpaaren der fritheren Milz-
Stadien 16 W und 12 W auf Verdnderungen hin untersucht. Nur diejenigen Spots werden
weiterhin in die Untersuchungen einbezogen, welche innerhalb des Stadiums gleichge-
richtet verandert sind. Anschliefend wird die »Intensitdtsinderung« fiir jeden einzelnen
Spotunterschied vergeben (Tab. B.1). Diese wird nun zur Eingrenzung der gefundenen
Spotunterschiede herangezogen: Um einer massenspektrometrischen Analyse unterzo-
gen zu werden, muss ein Spot entweder auch in einem fritheren Stadium verandert sein
oder mindestens einen deutlichen (++) Unterschied im 20 W-Stadium aufweisen. Diese
Kriterien werden von 51 Spots der plasmatischen Fraktion erfiillt.

3.1.2 Differentielle Proteinspots im Riickstandsextrakt
(membranassoziierte Fraktion)

3.1.2.1 Das am weitesten fortgeschrittene Stadium (20 Wochen)

Die Auswertung der membranassoziierten Proteinmuster (MIRE; Abb. A.2) ergibt nur
Intensitatsvarianten, jedoch keine konstanten Positionsverdnderungen:

Intensititsdnderung: 0 L )
Spotzahl MIRE (20W): 137 | 76 | 213

3.1.2.2 In fritheren Stadien wiederzufindende Unterschiede

Analog zur Untersuchung der plasmatischen Fraktion werden diese 213 Proteinspots im
16 W-Stadium auf eine Verdnderung hin untersucht (Tab. B.2; das Stadium 12 Wochen
nach Infektion kann aus technischen Griinden nicht zur Auswertung herangezogen wer-
den). Die angelegten Kriterien werden von 110 Spots der membranassoziierten Fraktion
erfiillt.

3.1.3 Differentielle Proteinspots in der Riickstandssuspension
(Kernfraktion)

Fiir die Kernproteine (MIRS) liegen aus technischen Griinden nur Daten des am weitesten
fortgeschrittenen Stadiums 20 W vor. Die Auswertung erfolgt prinzipiell wie zuvor bereits
fiir die beiden anderen Fraktionen beschrieben. Die erste Auswertung ergibt wiederum
nur einheitliche Intensitéts-, jedoch keine Positionsvarianten

Intensititsdnderung: | L =
Spotzahl MIRS (20W): 77 | 22 | 99

Ein Beispiel des 2-DE-Musters zeigt die Abb. A.3. Da fiir diese Milz-Fraktion keine Daten
aus fritheren Infektionsstadien herangezogen werden konnen, dient allein die Intensitéts-
dnderung des 20 W-Stadiums (Tab. B.3) als Kriterium fiir die weitere Untersuchung der
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betreffenden Spots. Dazu muss ein Spot eine mindestens »deutliche« (++) Anderung
aufweisen, um massenspektrometrisch analysiert zu werden.

3.1.4 Verteilung der Intensitiatsdnderungen in der Milz

Eine Ubersicht der Intensititsinderungen der einer massenspektrometrischen Analyse
unterzogenen Proteinspots aller drei Fraktionen zeigt, dass im am weitesten fortgeschritte-
nen Stadium (20 W) in der Milz {iberwiegend eine Intensitdtserhéhung nach der Infektion
mit Scrapie erfolgt.

SRR I S Y Y e I T
MIU || 3 | 32 0 35 1] 15 0 16 51
MIRE || 7 | 51 0 58 0| 49 3 52 110
MIRS | / | 12 0 12 / | 10 0 10 22

MIU: plasmatische Fraktion; MIRE: membranassoziierte Fraktion; MIRS: Kernfraktion;
/: entspricht nicht den Kriterien

3.1.5 Uberpriifung der Infektion in der Milz

Zur Kontrolle des Infektionsstatus in der Milz stehen aus zuriickgestellten Organen dersel-
ben Tierserie angefertigte Immunoblots aus dem Robert-Koch-Institut, »P25 Neurodegene-
rative Erkrankungen« zur Verfiigung. Abb. 3.1 zeigt die Detektion des PrP5¢ in Milzen der
Stadien 12W, 16 W und 20 W nach Proteinase-K-Verdau.

—
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Abbildung 3.1: Detektion des PrP%¢ in der Milz mittels Immunoblot nach Beekes [8] (Blotting des
aufgereinigten Prion-Proteins nach Proteinase-K-Verdau und anschliefSende Detektion mit hauseige-
nem Anti-Maus-Prion-Protein-Antikorper). (M) Marker, (1) 12 Wochen nach Infektion (n.1.) Scrapie,
(2) 12 Wochen n.1. Mock, (3) 16 Wochen n.I. Scrapie, (4) 16 Wochen n.I. Mock, (5) 20 Wochen n. 1.
Scrapie, (6) 20 Wochen n.I. Mock. 12 Wochen nach der oralen Infektion ist noch nicht das typische
Dreibandenmuster des PrP5¢, verursacht durch seine drei méglichen Glykosylierungsformen, zu sehen.
Erst nach 16 Wochen ist der Erreger in der infizierten Milz nachzuweisen (Spalte 4), seine Konzentration
nimmt zum letzten untersuchten Stadium von 20 Wochen n. I. noch weiter zu (Spalte 6). Die Kontroll-
tiere sind erwartungsgeméf negativ. (Blot freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. M. Baier und
K. Krohn, RKI.)
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3.2 Untersuchung der Proteinmuster des Gehirns

Fiir die Untersuchung der differentiellen Proteinexpression des Gehirns werden die Pro-
ben aus der Serie intrazerebral infizierter Tiere verwendet. Die Proben entstammen den
dem Infektionsverlauf angepassten vier Stadien 11 Wochen (11 W), 14 Wochen (14 W),
18 Wochen (18 W) und 21 Wochen (21 W; terminal) nach der Erregerapplikation. Eine
Uberpriifung des Infektionsstatus erfolgt durch einen Immunoblot des PrPS¢,

3.2.1 Unterschiede im terminalen Stadium (21 Wochen)

Auch beim Gesamtextrakt des Gehirns (GGE) wird mit dem spétesten Stadium begon-
nen. Ein reprasentatives 2D-Gel ist im Anhang in Abb. A.4 zu sehen. Die Auswertung
der Individuen-Probenpaare erfolgt unabhingig voneinander, die gefundenen Spotunter-
schiede werden zwischen den drei Paaren verglichen. Nur die innerhalb des terminalen
Stadiums gleichgerichtet verdnderten Spots werden fiir eine weitere Analyse markiert und
numeriert. Es sind auch hier ausschlieRlich homogene Intensitdtsénderungen zu finden:

Intensititsanderung: T ‘ + ‘ ‘ hX
Spotzahl GGE (21W): 266 | 69 || 335

3.2.2 In friiheren Stadien wiederzufindende Unterschiede

Jeder dieser 335 verdnderten Proteinspots wird mit jedem einzelnen Probenpaar der drei
friiheren Stadien (18 W, 14 W und 11 W) verglichen und markiert (Tab. B.4). Anders als
bei der Milz, wo aufgrund des Poolens der Ausgangsproben immer eine einheitliche Ver-
dnderung eines Spots innerhalb eines Stadiums fiir dessen weitere Betrachtung zugrunde
gelegt wird, werden die Spotunterschiede der jiingeren Gehirn-Stadien individuell in der
Liste weitergefiihrt. Als Einschlusskriterium fiir weitere Betrachtungen dient hier eine
gleichgerichtete Veranderung sowohl im terminalen Stadium 21 W als auch in allen drei
Probenpaaren des davorliegenden Stadiums 18 W. Ist die Verdnderung im 18 W-Stadium
nicht einheitlich, so werden weiterhin diejenigen Spots erfasst, welche eine mindestens
»deutliche« (+ +) Intensitdtsanderung aufweisen.

3.2.3 Verteilung der Intensitdtsanderungen im Gehirn

Eine Ubersicht der Intensititsinderungen der einer massenspektrometrischen Analyse un-
terzogenen Proteinspots zeigt, dass im terminalen Stadium (21 W) im Gehirn iiberwiegend
eine Intensitdtserhohung nach der Infektion mit Scrapie erfolgt.
1 e D 5 S el Ml Ml D R S I~
GGE-21W || 24| 53 | 12 | 89 |7 |12 | 1 | 20 |

GGE: Gehirn Gesamtextrakt

3.2.4 Uberpriifung der Infektion im Gehirn

Von den intrazerebral infizierten Tieren wurden Immunoblots aus Riickstellproben ange-
fertigt, die eine grobe Verlaufskontrolle der Infektion ermoglichen (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Detektion des PrP%® im Gehirn mittels Immunoblot nach Beekes [8] (Blotting des
aufgereinigten Prion-Proteins nach Proteinase-K-Verdau und anschlieende Detektion mit hauseigenem
Anti-Maus-Prion-Protein-Antikorper). (M) Marker, (1) 11 Wochen n. I. Mock, (2) 11 Wochen n. I. Scrapie,
(3) 14 Wochen n.1. Mock, (4) 14 Wochen n.I. Scrapie, (5) 18 Wochen n.I. Mock, (6) 18 Wochen n. 1.
Scrapie, (7) 21 Wochen n. 1. Mock, (8) 21 Wochen n. 1. Scrapie. In allen vier untersuchten Stadien ist
die Infektion im Gehirn voll etabliert und das typische Dreibandenmuster des PrP%¢, verursacht durch
seine drei moglichen Glykosylierungsformen, zu sehen, die Kontrollen sind erwartungsgemal} negativ.
(Blot freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. M. Baier und K. Krohn, RKI.)

3.3 Identifizierte Proteine

Von den insgesamt 292 einer massenspektrometrischen Analyse unterzogenen Spots wur-
den 195 Spots identifiziert (ca. 67 %). Darin enthalten sind ausschlieRlich sicher identifi-
zierte Einzelspots. Die erhaltenen Proteine werden einer Datenbankrecherche unterzogen
und anhand ihrer Zuteilung zu biologischen Prozessen in Gruppen eingeteilt.

3.3.1 Veranderte Proteine der Milz

Insgesamt sind 183 Spots in allen drei Milzfraktionen von einer Veranderung betroffen.
Davon konnten 132 Spots (72 %) identifiziert werden. Diese Spots reprédsentieren 106
unterschiedliche Proteine. Dieser Unterschied ist damit zu erklidren, dass ein Protein aus
mehreren Spots, in der vorliegenden Arbeit unabhéingig von der Ursache (Spleifdvariante,
posttranslationale Modifikation) als Isoformen bezeichnet, bestehen kann, welche in Form
mehrerer Spots an unterschiedlichen Positionen des Gels erscheinen. Ein Spot repréasentiert
somit eine Protein-Isoform.

3.3.1.1 Klassifizierung der plasmatischen Proteine

Aus der Uberstandsfraktion der Milz (MIU) konnten 38 der 51 differentiellen Spots identi-
fiziert werden (75 %). Sie reprasentieren 34 verschiedene Proteine und konnen in sechs
Proteinklassen unterteilt werden. In Tab. 3.1 ist die Verteilung der Spots und Proteine in
die verschiedenen Klassen dargestellt.

Einen grafischen Uberblick iiber die Klassenverteilung geben die Kreisdiagramme in
Abb. 3.3. Im linken Diagramm (A) ist die Verteilung der Spotanzahl pro Klasse dargestellt.
Im rechten Diagramm (B) ist die Verteilung der verschiedenen identifizierten Proteine pro
Klasse dargestellt. Die Verteilung in die Klassen ist fiir Spots und Proteine sehr dhnlich.
Jedes Protein reprasentiert im Schnitt 1,12 Spots (bzw. jeder Spot 0,89 Proteine).
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Tabelle 3.1: Klassenzuordnung (Biologischer Prozess) der in der plasmatischen Fraktion (Milz-Uber-
stand) gefundenen und identifizierten Proteinspots.

PROTEINKLASSE SPOTS PROTEINE
Signaltransduktion, Zellkommunikation 8 8
Zellwachstum und/oder -erhaltung 7 7
Proteinmetabolismus 8 6
Metabolismus; Energiezyklen 4 3
Immunantwort 2 2
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- 9 8

und Nukleinsdure-Metabolismen

Summe 38 34

Eine Ubersicht iiber alle identifizierten Proteine dieser Fraktion, ihre Klassenzugehorig-
keit, Funktion und jeweilige Spotanzahl stellt Tab. 3.2 dar.

A 21,05%

23,53% 2353%

5,26% 5,88%
18,42%

10,53% 20,59% 8,82%

21,05% 17,65%
[ ] Signaltransduktion; [ ] Zellwachstum [ ] Proteinmetabolismus [_] Metabolismus;
Zellkommunikation und/oder -erhaltung Energiezyklen
[] Immunantwort [ ] Regulation von
Nukleobasen-,
Nukleosiden-,

Abbildung 3.3: Klassifizierung der plasmatischen Fraktion (MIU). Prozentuale Verteilung der Spots (A)
und Proteine (B) des Milz-Uberstandes auf die verschiedenen Proteinklassen.
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Tabelle 3.2: Zuordnung der im Milz-Uberstand identifizierten plasmatischen Proteine zu den Protein-
klassen. Ebenfalls angegeben ist die Anzahl der pro Protein beteiligten Spots in dieser Fraktion. Details,
wie z. B. eventuelle Synonyme sowie die Art und der Grad der Expressionsverdnderung sind in Tab. C.1

precursor

aufgefiihrt.
KLASSE ~ PROTEIN FUNKTION SPOTS
Signaltransduktion, Zellkommunikation
Annexin A6 Kalziumbindung 1
MNUDC protein (Nuclear distribution gene C  Zellzyklusregulation 1
homolog)
14-3-3 protein eta Adaptermolekiil; 1
Signaltransduktion
Apoptosis-associated speck-like protein Adaptermolekiil; 1
containing a CARD Signaltransduktion
Glia maturation factor gamma Wachstumsfaktor 1
Stress-induced-phosphoprotein 1 Adaptermolekiil; 1
Signaltransduktion
Tyrosine-protein phosphatase, non-receptor ~ Tyrosinphosphatase 1
type 6
FK506-binding protein 2 precursor Enzym: Isomerase 1
Zellwachstum und/oder -erhaltung
Ubiquitous tropomodulin Zytoskelett (Bindung) 1
Moesin (Membrane-organizing extension Zytoskelett (Struktur) 1
spike protein)
Transgelin Zytoskelett (Bindung) 1
Ezrin Zytoskelett 1
(Ankerprotein)
Radixin Zytoskelett (Bindung) 1
Gelsolin precursor Zytoskelett (Struktur) 1
Talin 1 Zytoskelett (Bindung) 1
Proteinmetabolismus
Elongation factor 2 (EF-2) Translationsregulation 2
Heat shock 70 kDa protein 4 Chaperon 1
Placental thrombin inhibitor Protease-Inhibitor 2
Proteasome subunit alpha type 3 Ubiquitin Proteasom- 1
System Protein
Proteasome activator complex subunit 2 Ubiquitin Proteasom- 1
System Protein
Protein disulfide-isomerase A4 precursor Chaperon 1
Metabolismus; Energiezyklen
Peroxiredoxin 2 Enzym: Peroxidase 2
Peroxiredoxin 1 Enzym: Peroxidase 1
Carbonic anhydrase II Enzym: Carbonic 1
Anhydrase
Immunantwort
Annexin Al11 nicht klassifiziert 1
Ig kappa chain V-V region MOPC 21 Immunoglobulin 1
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3 ERGEBNISSE

Fortsetzung von Tab. 3.2: Proteine im Milz-Uberstand

KLASSE  PROTEIN FUNKTION SPOTS
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Ribonukleoprotein 2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 RNA-Bindung 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins Ribonukleoprotein 1
A2/B1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Ribonukleoprotein 1
A2/B1/B0
Nucleolin (Protein C23) RNA-Bindung 1
SET protein MHC-Komplex-Protein 1
Chromobox protein homolog 1 DNA-Bindung 1
DJ-1 protein RNA-Bindung 1

3.3.1.2 Klassifizierung der membranassoziierten Proteine

Aus dem Riickstandsextrakt der Milz (MIRE) sind 80 der 110 als differentiell gekennzeich-
neten Spots identifiziert (73 %). Sie reprasentieren 61 verschiedene Proteine. Von ihnen
kénnen 54 Proteine sechs Proteinklassen zugeordnet werden (Tab. 3.3).

Im grafischen Uberblick iiber die Klassenverteilung erkennt man, dass die Verteilung in
die Klassen fiir Spots und Proteine dhnlich ist. Es wird jedoch deutlich, dass die Verteilung
der Proteine in die Klassen sich etwas gleichméRiger darstellt als die Verteilung der Spots
in die Proteinklassen. Den deutlichsten Unterschied zwischen den beiden Diagrammen
zeigt die Klasse Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-
Metabolismen. Schaut man sich das Verhéltnis von Spots zu Proteinen an, fallt ein, dass
das Verhéltnis der Klasse Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und
Nukleinsdure-Metabolismen mit fast 1,65 Spots pro Protein am grofdten ist. Im Schnitt
reprasentiert jedes Protein 1,31 Spots (bzw. jeder Spot nur 0,76 Proteine). Andererseits
reprasentiert in den Klassen Signaltransduktion, Zellkommunikation, Proteinmetabolismus,
Metabolismus; Energiezyklen und Transport genau ein Spot ein Protein.

Eine Ubersicht wird in Tab. 3.4 gegeben.

Tabelle 3.3: Klassenzuordnung (Biologischer Prozess) der in der membranassoziierten Fraktion (Milz-
Riickstandsextrakt) gefundenen und identifizierten Proteinspots.

PROTEINKLASSE SPOTS PROTEINE
Signaltransduktion, Zellkommunikation 6 6
Zellwachstum und/oder -erhaltung 17 11
Proteinmetabolismus 10 10
Metabolismus; Energiezyklen 7 7
Transport 3 3
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- 28 17
und Nukleinsdure-Metabolismen
Unbekannt bzw. Keine Zuordnung 9 7
Summe 80 61
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3.3 Identifizierte Proteine
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Abbildung 3.4: Klassifizierung der membranassoziierten Fraktion (MIRE). Prozentuale Verteilung der
Spots (A) und Proteine (B) des Milz-Riickstandsextraktes in die verschiedenen Proteinklassen.

Tabelle 3.4: Zuordnung der im Milz-Riickstandsextrakt identifizierten membranassoziierten Proteine zu
den Proteinklassen. Ebenfalls angegeben ist die Anzahl pro Protein beteiligter Spots in dieser Fraktion.
Details, wie z. B. eventuelle Synonyme sowie die Art und der Grad der Expressionsverdnderung sind in
Tab. C.2 aufgefiihrt.

KLASSE  PROTEIN FUNKTION SPOTS

Signaltransduktion, Zellkommunikation

Annexin A2 Kalziumbindung 1
40S ribosomal protein SA Ribosomale Untereinheit 1
Prohibitin Adaptermolekiil; 1
Signaltransduktion
Bcas2 protein Zellzyklusregulation 1
A6 related protein (Twinfilin-like protein) Tyrosinkinase 1
Malignant T cell amplified sequence 1 Zellzyklusregulation 1
Zellwachstum und/oder -erhaltung
Lamin B1 Strukturprotein 1
Ezrin Zytoskelett 1
(Ankerprotein)
Gelsolin precursor Zytoskelett (Struktur) 1
Aktin (vermutlich Actin, cytoplasmic 1 Zytoskelett (Struktur) 3
(Beta-actin))
Actin, cytoplasmic 2 (Gamma-actin) Zytoskelett (Struktur) 1
Dynein intermediate chain 2, cytosolic Motorprotein 1
Vimentin Zytoskelett (Struktur) 2
F-actin capping protein alpha-2 subunit Strukturprotein 1
Stathmin Strukturprotein 1
Tubulin beta-5 chain Zytoskelett (Struktur) 1
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3 ERGEBNISSE

Fortsetzung von Tab. 3.4: Proteine im Milz-Riickstandsextrakt

KLASSE  PROTEIN FUNKTION SPOTS
Caldesmon 1 Zytoskelett (Bindung) 4
Proteinmetabolismus
Nascent polypeptide-associated complex Chaperon 1
alpha polypeptide
Elongation factor 1-alpha 1 Translationsregulation 1
Eukaryotic translation initiation factor 2 Translationsregulation 1
gamma subunit, X-linked
Proteasome subunit alpha type 3 Ubiquitin-Proteasom- 1
System
Proteasome subunit alpha type 2 Ubiquitin-Proteasom- 1
System
Proteasome subunit beta type 8 precursor Ubiquitin-Proteasom- 1
System
Proteasome subunit alpha type 6 Ubiquitin-Proteasom- 1
System
Eukaryotic translation initiation factor 3, Translationsregulation 1
subunit 1 alpha
Nucleophosmin Chaperon 1
Poly [ADP-ribose] polymerase-1 Enzym: Ribosyltransferase 1
Metabolismus; Energiezyklen
Acetyl-Coenzyme A dehydrogenase, medium Enzym: Dehydrogenase 1
chain
ATP synthase beta chain, mitochondrial Transportprotein 1
precursor
Dihydrolipoamide S-succinyltransferase Enzym: Acyltransferase 1
Glutamate dehydrogenase, mitochondrial Enzym: Dehydrogenase 1
precursor (GDH)
Fumarate hydratase, mitochondrial Enzym: Hydratase 1
precursor
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit Enzym: Dehydrogenase 1
gamma, mitochondrial precursor
Glutaredoxin Enzym: Oxidoreductase 1
Transport
Apolipoprotein A-I precursor Transportprotein 1
Ribosome-binding protein 1 Integrales 1
Membranprotein
Synaptosomal-associated protein 29 Membrantransportprotein 1
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Ribonukleoprotein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 RNA-Bindung 3
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins Ribonukleoprotein 2
A2/B1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Ribonukleoprotein 3
A2/B1/B0
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3  Ribonukleoprotein 2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M Ribonukleoprotein 1
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3.3 Identifizierte Proteine

Fortsetzung von Tab. 3.4: Proteine im Milz-Riickstandsextrakt

KLASSE ~ PROTEIN FUNKTION SPOTS
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO Ribonukleoprotein 3
PTB-associated splicing factor RNA-Bindung 1
Chromobox protein homolog 3 DNA-Bindung 2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q  RNA-Bindung 1
DNA topoisomerase I Enzym: Topoisomerase 1
Probable RNA-dependent helicase p68 RNA-Bindung 1
Polyadenylate-binding protein 1 RNA-Bindung 1
Transcription elongation regulator 1 Transkriptionsfaktor 1
ELAV-like protein 1 RNA-Bindung 2
Fibrillarin Ribonukleoprotein 2
Histone H4 DNA-Bindung 1

nicht klassifiziert
Polypirimidine tract binding protein nicht klassifiziert 1
Sideroflexin 3 nicht klassifiziert 1
Chain L, Crystal Structure Of The Fab nicht klassifiziert 3

Fragment Of The Mouse Anti- Human Fas

Antibody Hfe7a

Snd1-pending protein 1
Pleiotropic regulator 1 nicht klassifiziert 1
DnaJ homolog subfamily C member 9 nicht klassifiziert 1
Chaperonin nicht klassifiziert 1

3.3.1.3 Klassifizierung der Kernproteine

Aus der Riickstandssuspension der Milz sind 14 der 22 als differentiell gekennzeichneten
Spots identifiziert (64 %). Sie reprasentieren 11 verschiedene Proteine. Zehn von diesen
konnen in fiinf Proteinklassen eingeordnet werden (Tab. 3.5).
Einen grafischen Uberblick iiber die Klassenverteilung geben die Kreisdiagramme in
Abb. 3.5. Im linken Diagramm (A) ist die Verteilung der Spotanzahl pro Klasse dargestellt.
Im rechten Diagramm (B) ist die Verteilung der verschiedenen identifizierten Proteine pro
Klasse dargestellt.

Tabelle 3.5: Klassenzuordnung (Biologischer Prozess) der in der Kernfraktion (Milz-Riickstandssuspen-
sion) gefundenen und identifizierten Proteinspots.

PROTEINKLASSE SpoOTS PROTEINE
Zellwachstum und/oder -erhaltung 1 1
Proteinmetabolismus 5 5
Metabolismus; Energiezyklen 1 1
Transport 1 1
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- 5 2
und Nukleinsdure-Metabolismen
Unbekannt bzw. Keine Zuordnung 1 1
Summe 14 11

39



3 ERGEBNISSE
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Abbildung 3.5: Klassifizierung der Kernfraktion (MIRS). Prozentuale Verteilung der Spots (A) und
Proteine (B) der Milz-Riickstandssuspension in die verschiedenen Proteinklassen.

Tabelle 3.6: Zuordnung der im Milz-Riickstandssuspension identifizierten Kernproteine zu den Prote-
inklassen. Ebenfalls angegeben ist die Anzahl pro Protein beteiligter Spots in dieser Fraktion. Details,
wie z. B. eventuelle Synonyme sowie die Art und der Grad der Expressionsverédnderung sind in Tab. C.3

aufgefiihrt.
KLASSE  PROTEIN FUNKTION SPOTS
Zellwachstum und/oder -erhaltung
Gelsolin precursor Zytoskelett (Struktur) 1
Proteinmetabolismus
Tufm protein Translationsregulation 1
Proteasome subunit beta type 10 precursor =~ Ubiquitin-Proteasom- 1
System
60S ribosomal protein L12 Ribosomale Untereinheit 1
T-complex protein 1, zeta subunit Chaperon 1
T-complex protein 1, alpha subunit A Chaperon 1
Metabolismus; Energiezyklen
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex ~ Enzym: Reductase 1
core protein 2, mitochondrial precursor
Transport
Ferritin light chain 1 Speicherprotein 1
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins Ribonukleoprotein 4
A2/B1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3  Ribonukleoprotein 1
nicht klassifiziert
Barrier-to-autointegration factor DNA-Bindung 1
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3.3 Identifizierte Proteine

Da hier insgesamt nur relativ wenige Ergebnisse vorliegen, ist die Aussagekraft begrenzt.
Schon eine kleine Anderung in der Aufteilung der Klassenzugehdérigkeit hat groRe Auswir-
kungen auf die Zusammensetzung. Die Klasse Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-,
Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen beherbergt als einzige einen Unterschied
in Spot- und Proteinzahl. Betrdgt das Verhaltnis von Spots zu Proteinen insgesamt 1,27
(bzw. 0,78 Proteine pro Spot), so steigt es alleine fiir diese eine Klasse auf 2,5 Spots pro
Protein (oder 0,4 Proteine pro Spot). Fiinf Spots, welche nur zwei Proteine reprasentieren,
verschieben die Anteile der Klassen sehr stark (Tab. 3.6).

3.3.2 Verdnderte Proteine des Gehirns
3.3.2.1 Klassifizierung der Gehirnproteine

Aus dem Gesamtextrakt des Gehirns sind 63 der 109 als differentiell gekennzeichneten
Spots identifiziert (58 %). Sie reprasentieren 44 verschiedene Proteine. Davon konnen 39
Proteine sechs Proteinklassen zugeordnet werden (Tab. 3.7).

Einen grafischen Uberblick iiber die Klassenverteilung geben die Kreisdiagramme in
Abb. 3.6 wieder. Im linken Diagramm (A) ist die Verteilung der Spotanzahl pro Klasse
dargestellt. Im rechten Diagramm (B) ist die Verteilung der verschiedenen identifizierten
Proteine pro Klasse dargestellt. Die Verteilung in die Klassen ist fiir Spots und Proteine
zum Teil sehr unterschiedlich. Auch hier stellt die Verteilung der Proteine in die Klassen
sich etwas gleichméRiger dar als bei jener der Spots. Die grof3te Anteilseinbulle erleidet
die Klasse Zellwachstum und/oder -erhaltung. Betrachtet man das Verhaltnis von Spots
zu Proteinen féllt auf, dass nur nahezu jeder dritte Spot dieser Klasse ein neues Protein
reprasentiert (3,17 Spots pro Protein bzw. 0,32 Proteine pro Spot). Im Schnitt reprasentiert
jedes Protein 1,43 Spots (bzw. jeder Spot 0,70 Proteine). Die Klassen Metabolismus;
Energiezyklen und Transport haben ein ausgeglichenes Spot-Proteinverhiltnis von 1:1, die
iibrigen Klassen zeigen nur moderate Abweichungen.

Alle identifizierten Proteine dieser Fraktion, ihre Klassenzugehorigkeit, Funktion und
jeweilige Spotanzahl sind in Tab. 3.8 dargestellt.

Tabelle 3.7: Klassenzuordnung (Biologischer Prozess) der im Gehirn-Gesamtextrakt gefundenen und
identifizierten Proteinspots.

PROTEINKLASSE SPOTS PROTEINE
Signaltransduktion, Zellkommunikation 14 11
Zellwachstum und/oder -erhaltung 19 6
Proteinmetabolismus 9 7
Metabolismus; Energiezyklen 9 9
Transport 4 4
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- 3 2

und Nukleinsdure-Metabolismen
Unbekannt bzw. Keine Zuordnung 5

Summe 63 44

i
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Abbildung 3.6: Klassifizierung der Gehirnpoteine (GGE). Prozentuale Verteilung der Spots (A) und
Proteine (B) des Gehirn-Gesamtextraktes in die verschiedenen Proteinklassen.

Tabelle 3.8: Zuordnung der im Gehirn-Gesamtextrakt identifizierten Proteine zu den Proteinklassen.
Ebenfalls angegeben ist die Anzahl pro Protein beteiligter Spots in dieser Fraktion. Details, wie z. B.
eventuelle Synonyme sowie die Art und der Grad der Expressionsverdnderung sind in Tab. C.4 aufge-

fiihrt.

KLASSE  PROTEIN FUNKTION SPOTS

Signaltransduktion, Zellkommunikation
Dynamin-1 GTPase 1
Dihydropyrimidinase-like 2 Zytoskelett (Bindung) 2
Annexin A5 Kalziumbindung 1
Annexin A4 Kalziumbindung 1
Elongation factor 1-delta Guaninaustausch 2
APC-binding protein EB1 homolog Zellzyklusregulation 1
Toll-interacting protein Adaptermolekiil; 1

Signaltransduktion

Astrocytic phosphoprotein PEA-15 Transportprotein 1
Synapsin I nicht klassifiziert 1
Synapsin II nicht klassifiziert 2
Septin 7 Zellzyklusregulation 1

Zellwachstum und/oder -erhaltung
Glial fibrillary acidic protein, astrocyte Strukturprotein 11

(GFAP)

Actin-like protein 3 Zytoskelett (Struktur) 1
Tropomodulin 2 Zytoskelett (Bindung) 1
Calponin-3 Zytoskelett (Bindung) 1
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3.3 Identifizierte Proteine

Fortsetzung von Tab. 3.8: Proteine im Gehirn-Gesamtextrakt

KLASSE ~ PROTEIN FUNKTION SPOTS
Tropomyosin! Zytoskelett (Bindung) 3
Moesin (Membrane-organizing extension Zytoskelett (Struktur) 2
spike protein)
Proteinmetabolismus
Heat shock 70 kDa protein 4L Hitzeschockprotein 1
78 kDa glucose-regulated protein precursor =~ Chaperon 1
Elongation factor 1 A-1 Translationsregulation 1
Tufm protein Translationsregulation 1
Alpha(B)-crystallin Hitzeschockprotein 2
Cystatin C precursor Proteaseinhibitor 2
Ribonuclease UK114 Translationsregulation 1
Metabolismus; Energiezyklen
Creatine kinase, B chain Enzym: 1
Phosphotransferase
Annexin A3 Enzym: Hydrolase 1
Peroxiredoxin 6 Enzym: Peroxidase 1
Guanine deaminase Enzym: Deaminase 1
Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 Enzym: Synthetase 1
Trifunctional enzyme beta subunit, Enzym: Dehydrogenase 1
mitochondrial precursor
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex =~ Enzym: Reductase 1
core protein 2, mitochondrial precursor
Nitrilase homolog 1 nicht klassifiziert 1
Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A, Transportprotein 1
ubiquitous isoform
Transport
Apolipoprotein E precursor Transportprotein 1
Chloride intracellular channel protein 1 Intrazellularer Kanal 1
(Ligandvermittelt)
Complexin 2 Transportprotein 1
Voltage-gated potassium channel beta-2 Spannungsvermittelter 1

subunit

Kanal

Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Chromatin assembly factor 1 subunit C
nicht klassifiziert
Transgelin-2
Septin 11
Monoglyceride lipase
repressor of estrogen receptor activity; B-cell
associated protein
Chain A, Crystal Structure Of Murine
Arl3-Gdp

Ribonukleoprotein
Transkriptionsregulation

nicht klassifiziert
nicht klassifiziert
nicht klassifiziert
nicht klassifiziert

nicht klassifiziert

—_

[ Y

leine genaue Klassifizierung der Isoform mittels MS gelang nicht
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3 ERGEBNISSE

3.4 1In Milz und Gehirn veranderte Protein-Isoformen

Einige Proteine zeigen sich nicht nur in einem der untersuchten Organe verandert, son-
dern in Gehirn und mindestens einer Milzfraktion zugleich. Diese fiinf Proteine werden
hier vorgestellt und anhand der Gelausschnitte je eines repridsentativen Probenpaares
pro betroffenem Organ (bzw. der Milz-Fraktionen) des spitesten untersuchten Stadiums
(Gehirn 21 W bzw. Milz 20 W) einander gegeniibergestellt. Die betroffenen Spots sind mit
einem Pfeil angezeigt und iiber den Probenpaaren ist die genaue Spotbezeichnung mit
Organ- und Fraktionskiirzel und Spotnummer und der Grad der Verdnderung angegeben.

3.4.1 Moesin (Membrane-Organizing Extension Spike Protein)

Das Protein Moesin (Membrane-Organizing Extension Spike Protein) liegt sowohl im
Gesamtextrakt des Gehirns als auch im Uberstand der Milz verdndert vor. Es ist als
Strukturprotein des Zytoskeletts an Zellwachstum und/oder -erhaltung beteiligt und in
allen drei gefundenen Spots gegeniiber der Kontrolle deutlich erhoht (++), wie Spots
der beiden Organe in Abb. 3.7 zeigen. Abb. 3.21 verdeutlicht die Position der beiden
Gehirnspots zueinander.

3.4.2 Elongation Factor 1 Alpha

Der Elongation Factor 1 Alpha (Eef1A1) ist im Gehirn und im Riickstandsextrakt der Milz
verdndert. Das an der Translationsregulation des Proteinmetabolismus beteiligte Protein
ist im Gehirn zum Ende der Erkrankung hin leicht erhoht (4), in der Milz sogar deutlich
(++) (siehe Abb. 3.8).

MIU-B15 (++) GGE-B011/012 (++)

o ——

-
- -
- -

Kontrolle

Scrapie

Abbildung 3.7: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Mé&use. Dar-
gestellt sind die als Moesin identifizierten Spots im Vergleich zwischen Gehirn und Milz-Uberstand. Die
markierten Spots entsprechen den Proteinspots MIU-B15 (plasmatische Fraktion Milz, linkes Ausschnitt-
paar) sowie GGE-BO11 und GGE-B012 (Gehirn-Gesamtextrakt, rechtes Ausschnittpaar).
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3.4 In Milz und Gehirn verdnderte Protein-Isoformen

GGE-B040 (+) MIRE-B059 (++)
-

Kontrolle

e/

o
Scrapie d -
i
-

Abbildung 3.8: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse. Der
Elongation Factor 1 Alpha im Vergleich zwischen Gehirn und Milz-Riickstandsextrakt. Die Pfeile zeigen
auf den als Eef1A1 identifizierten Spot in Gehirn (GGE-B040) bzw. Milz-Riickstandsextrakt (membra-
nassoziierte Fraktion, MIRE-B059).

3.4.3 Tu Translation Elongation Factor

Der Tu Translation Elongation Factor (Tufm) ist im Gehirn und der Milz-Riickstands-
suspension verdndert. Wahrend im Gehirn eine deutliche Erhéhung der Spotintensitit
aufgrund der Erkrankung festzustellen ist (4 +), stellt sich der betreffende Spot in der
Milzfraktion je nach Probenpaar leicht bis deutlich schwécher gegeniiber der Kontrolle
dar (— bzw. ——). Die Abb. 3.9 zeigt zwei reprasentative Auschnittpaare dieses an der
Translationsregulation des Proteinmetabolismus beteiligten Proteins.

3.4.4 Ubiquinol-Cytochrome-C Reductase Core Protein 2

Das Ubiquinol-Cytochrome-C Reductase Core Protein 2, auch als RIKubiquinol Cytochrome
C Reductase Core Protein 2 oder Ubiquinol-Cytochrome-C Reductase Complex Core Pro-
tein 2, Mitochondrial Precursor bezeichnet, ist eine an Metabolismus und Energiezyklen
beteiligte Reduktase. Sie ist Bestandteil des Ubiquinol-Cytochrome-C-Reduktase-Komple-
xes (auch »Cytochrome B-C1 Komplex«, »Komplex IIl«), einem Teil der mitochondrialen
Atmungskette. Es findet sich neben dem deutlich erhohten Gehirnspot (++) noch ein
deutlich erniedrigter Spot in der Milz-Riickstandssuspension (——) (Abb. 3.10).

3.4.5 Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K

Ein weiteres Ribonukleoprotein aus der grofsen Gruppe der fiir die Regulation von Nukleo-
basen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen verantwortlichen
Proteine ist das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K (HnrpK). Seine verdnderte
Expression ist in beiden untersuchten Organen und gleich zwei Fraktionen der Milz
festzustellen. Die beiden Spots im Gehirn sind leicht bis deutlich (GGE-A022 (+ bzw. ++))
bzw. deutlich (GGE-A023 (++)) erhoht. Ihre Position im Gel veranschaulicht Abb. 3.21.
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GGE-B050 (++) MIRS-B05 (--)

Kontrolle

Scrapie

Abbildung 3.9: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse. Der
Tu Translation Elongation Factor im Vergleich zwischen Gehirn und Milz-Riickstandssuspension. Die Pfei-
le zeigen auf den als Tufm identifizierten Spot GGE-BO50 (Gehirn) bzw. MIRS-B05 (Milz-Kernfraktion,
hier ein Paar mit deutlicher Erniedrigung im infizierten Tier (——)).

Im Milz-Uberstand sind zwei Spots von einer Verinderung betroffen. Der Spot MIU-
AO07 ist deutlich erniedrigt, wiahrend der Spot MIU-A73 eine deutliche Erhéhung durch
die Infektion aufweist. Abb. 3.18 zeigt die Lage dieser beiden Spots zueinander. Der
Spot MIU-A73 liegt auch gleichzeitig an identischer Position im Gel wie der Spot im
Riickstandsextrakt (MIRE-AQ55), welcher ebenfalls eine deutliche Erhohung (++) durch
die Infektion aufweist. Bei diesen beiden erhohten Riickstandsextrakt-Spots ist aufgrund
der Position im Gel von Fragmenten des HnrpK auszugehen (Abb. 3.11).

GGE-B055 (++) MIRS-B06 (—-)
H

Abbildung 3.10: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Ubiquinol-Cytochrome-C Reductase Core Protein 2: Vergleich zwischen Gehirn (GGE-B055) und Milz-
Riickstandssuspension (Kernfraktion, MIRS-B06).

Kontrolle

Scrapie
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3.5 In mehreren Milzfraktionen verdnderte Protein-Isoformen

GGE-A022/23 (++) MIU-A07 (--) MIU-A73 (++) MIRE-A055 (++)
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Abbildung 3.11: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K im Vergleich zwischen Gehirn (GGE-A022/23), Milz-
Uberstand (plasmatische Fraktion, MIU-A07, MIU-A73) und Milz-Riickstandsextrakt (membranassozi-
ierte Fraktion, MIRE-A055). Die Spots MIU-A73 (dritte Spalte) und MIRE-A055 (letzte Spalte) sind
aufgrund der Gelposition vermutlich identisch.

3.5 In mehreren Milzfraktionen veranderte Protein-Isoformen

Einige der identifizierten Proteine kommen nicht nur in einer Fraktion der Milz vor,
sondern lassen sich sogar in zwei oder gar allen drei Milzfraktionen nachweisen. Hier
werden diese Proteine vorgestellt und anhand der Gelausschnitte je eines reprasentati-
ven Probenpaares pro betroffener Fraktion des spatesten untersuchten Stadiums (20 W)
einander gegeniibergestellt. Die fraglichen Spots sind mit einem Pfeil angezeigt und
iiber den Probenpaaren ist die genaue Spotbezeichnung mit Organ- und Fraktionskiirzel
und Spotnummer und der Grad der Verdnderung angegeben. Ausgenommen ist hier das
Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K (HnrpK) (Abschnitt 3.4.5).

3.5.1 Proteasome Subunit Alpha Type 3

Die Proteasome Subunit Alpha Type 3 ist im Uberstand deutlich erniedrigt (——) und
im Riickstandsextrakt weitgehend deutlich erhoht (++). Abb. 3.12 stellt die Fraktio-
nen einander gegeniiber. Das Protein ist Teil des Ubiquitin-Proteasom-Systems und am
Proteinmetabolismus beteiligt.

3.5.2 Gelsolin

Das Protein Gelsolin ist in jeweils einem Spot des Uberstandes, des Riickstandsextraktes
und der Riickstandssuspension verdndert. Es ist als Strukturprotein des Zytoskeletts an
Zellwachstum und/oder -erhaltung beteiligt. Gelsolin ist involviert in die Bildung von
Aktinfilamenten, indem es nach Kalziumaktivierung an das Plus-Ende der Aktinfilamen-
te bindet (»Capping«) und so den Aktinmonomeraustausch blockiert. Ebenso kann es
Aktinfilamente aufbrechen und durch Capping eine Quervernetzung der Aktinfilamen-
te verhindern. Andererseits kann es durch Nukleationsbildung den Aktinfilamentaufbau
forcieren. Im Uberstand ist eine leichte bis deutliche Erhéhung der Spotintensitit nach-
zuweisen (+ bzw. ++), im Riickstandsextrakt eine durchweg deutliche Erh6hung (++)
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Abbildung 3.12: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Die Proteasome Subunit Alpha Type 3 im Vergleich zwischen plasmatischer (MIU-A43) und membranas-
soziierter Fraktion (MIRE-B132).

und in der Riickstandssuspension eine einheitliche Erniedrigung (——). Dies deutet auf
eine Beeinflussung der Loslichkeit des Proteins oder des Protein-Turnovers infolge der
Erkrankung hin (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse. Der
als Gelsolin identifizierte Spot im Vergleich zwischen den Fraktionen: plasmatische Fraktion (MIU-B09),
membranassoziierte Fraktion (MIRE-A076), Kernfraktion (MIRS-A02).

48



3.5 In mehreren Milzfraktionen verdnderte Protein-Isoformen
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Abbildung 3.14: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Das Protein Ezrin im Vergleich zwischen plasmatischer (Uberstand, MIU-B07) und membranassoziierter
Fraktion (Riickstandsextrakt, MIRE-B0O08). Ein Pfeil markiert die als verdndert gekennzeichneten und
als Ezrin identifizierten Proteinspots.

3.5.3 Ezrin (p81, Cytovillin, Villin 2)

Ezrin wird auch p81, Cytovillin und Villin 2 genannt und ist in jeweils einem Spot des
Milz-Uberstandes und des Riickstandsextraktes verdndert. Es ist als Ankerprotein des
Zytoskeletts an Zellwachstum und/oder -erhaltung beteiligt. Die Position der beiden Spots
im Gel ist wahrscheinlich identisch, so dass es sich hochstwahrscheinlich um denselben
Spot handelt, der in beiden Fraktionen vorkommt. Die Expressionsdnderung der beiden
Spots ist gegensitzlich: Im Uberstand ist eine deutliche Intensititserhéhung nachzuweisen
(++), im Riickstandsextrakt hingegen eine deutliche Erniedrigung (——). Dies deutet auf
eine Beeinflussung der Loslichkeit oder Verdnderung des Turnovers des Proteins infolge
der Erkrankung hin (Abb. 3.14).

3.5.4 Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein Al

Das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A1 (HnrpAl) zeigt in einem Spot des
Uberstandes und in drei Spots des Riickstandsextraktes eine deutliche Erhéhung (++)
in der Expression. Es ist an der RNA-Bindung beteiligt und in die Regulation von Nukleo-
basen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen eingebunden. Der
Spot im Uberstand (MIU-B50) ist aufgrund seiner Lage im Gel als identisch mit einem der
Spots des Riickstandsextraktes (MIRE-B111) einzustufen. In Abb. 3.15 sind die vier Spots
beider Fraktionen einander gegeniibergestellt. Zur Position der drei Milz-Riickstands-
extrakt-Spots zueinander siehe Abb. 3.19.
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Abbildung 3.15: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Mé&use. Das
Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein Al (HnrpAl) im Vergleich zwischen plasmatischer (MIU-B50)
und membranassoziierter Fraktion (MIRE-B111, MIRE-B104, MIRE-B067). Die beiden Ausschnittpaare
links zeigen den wahrscheinlich identischen Spot MIU-B50 und MIRE-B111, das dritte und vierte Paar
zeigt die beiden weiteren HnrpA1l-Spots im Riickstandsextrakt der Milz.

3.5.5 Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2B1

Mit einer Vielzahl verdnderter Spots reagiert das Heterogeneous Nuclear Ribonucleo-
protein A2B1 (HnrpA2B1) auf die Infektion. Es sind insgesamt elf Spots in allen drei
Fraktionen betroffen, davon zwei im Uberstand (beide deutlich erhoht (++)), fiinf im
Riickstandsextrakt (vier deutlich (++) und einer innerhalb der drei Laufpaare leicht
bis deutlich (+ bzw. ++4) erhoht) und vier in der Riickstandssuspension (zwei deutlich
erniedrigt (——) und zwei deutlich erh6ht (++)). Es gibt drei Spots, die wahrscheinlich
aufgrund ihrer Lage im Gel als fraktionsiibergreifend gelten miissen. Dies sind der Spot
MIU-B51, welcher mit dem Spot MIRE-B105 an entsprechender Stelle im Gel liegt, die
Spots MIRE-B109 und MIRS-B21 sowie die sogar alle drei Fraktionen einschliel3enden
Spots MIU-B49, MIRE-B115 und MIRS-B26. Abb. 3.16 zeigt die elf Pirchen dieses in die
Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolis-
men eingebundenen Ribonukleoproteins in einer Ubersicht.

3.5.6 Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A3

Auch das in die Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsau-
re-Metabolismen eingebundene Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A3 (HnrpA3)
ist mit insgesamt drei Spots aus Riickstandsextrakt und Riickstandssuspension an den Ver-
dnderungen beteiligt. Hier sind keine fraktionsiibergreifenden Spots vorhanden. Abb. 3.17
zeigt die im Riickstandsextrakt deutlich erhohte (++) und in der Riickstandssuspension
deutlich erniedrigte (——) Verdnderung der Spots im infizierten Organ.
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Abbildung 3.16: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Die elf identifizierten Spots des Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2B1 (HnrpA2B1) in den
drei Milzfraktionen. Der obere Viererblock zeigt die vier nur in ihrer jeweiligen Fraktion vorkommen-
den Spots. Der Dreierblock in der Mitte verdeutlicht die in allen drei Fraktionen an entsprechender
Stelle liegenden Spots MIU-B49, MIRE-B115 und MIRS-B26. Die linke Hilfte des unteren Viererblocks
zeigt die beiden sich in Uberstand (MIU, plasmatische Fraktion) und Riickstandsextrakt (MIRE, mem-
branassoziierte Fraktion) entsprechenden Spots, die rechte Hailfte jene aus Riickstandsextrakt und
Riickstandssuspension (MIRS, Kernfraktion).
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Abbildung 3.17: 2D-Gel-Ausschnitte repréasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A3 (HnrpA3) mit den zwei identifizierten Spots der
membranassoziierten (MIRE-B085, MIRE-B108) und einem Spot der Kernfraktion (MIRS-B10) der Milz.

3.6 Proteine und ihre Isoformen

Wie zuvor erwéhnt, bestehen einige Proteine aus mehr als einem Spot, jedoch verteilt
auf mehrere Fraktionen oder beide untersuchten Organe. Im Folgenden werden jene
Proteine vorgestellt, die ebenfalls aus mehreren Spots bestehen, dabei aber ausschlieBlich
im Gehirn oder einer Milz-Fraktion vorkommen.

3.6.1 Milz
3.6.1.1 Die Plasmatische Fraktion

Hier treten neben den zwei bereits zuvor erwdhnten drei weitere Proteine auf, welche
jeweils aus zwei sicher identifizierten Spots bestehen. Diese drei Proteine sind in dieser
Untersuchung nur im Milz-Uberstand nachzuweisen. In Abb. 3.18 sind die Positionen
dieser fiinf Proteine dargestellt. Der Vollstdndigkeit halber werden auch die bereits in
den Abschnitten 3.4 und 3.5 vorgestellten, mit mindestens zwei Spots im Uberstand
vertretenen Proteine in dieser Abbildung farbig gekennzeichnet.

Placental Thrombin Inhibitor wird auch Protease Inhibitor 6 (PI-6) oder Serine (or
Cysteine) Proteinase Inhibitor, Clade B, Member 6a genannt. Das Protein ist, wie der
Name bereits andeutet, ein Protease-Inhibitor und beteiligt am Proteinmetabolismus.
Die beiden verdnderten Spots sind Doppelspots, d. h. sie bestehen aus zwei sehr dicht
beieinanderliegenden Spots im miRig sauren Bereich. Diese Spots (MIU-A24 und MIU-
A25) weisen jeweils eine deutliche Erniedrigung (——) im Gel des erkrankten Gewebes
auf. In Abb. 3.18 sind die beiden Spots mit einem gelben Punkt - markiert.
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Abbildung 3.18: Reprisentatives 2D-Gel der plasmatischen Fraktion der Milz scrapieinfizierter C57Bl/6-
Méuse, modifiziert. Im Milz-Uberstand befinden sich fiinf Proteine, die aus mehr als einem Spot bestehen:
Placental Thrombin Inhibitor (+), Peroxiredoxin 2 (e), Elongation Factor 2 (#), Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein K (HnrpK) (4, siehe auch Abschnitt 3.4.5 und Abb. 3.21), Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein A2B1 (HnrpA2B1) (e, siehe auch Abschnitt 3.5.5, Abb. 3.19 und Abb. 3.20). N&here
Erlduterungen im Text.

Peroxiredoxin 2 wird auch als Thioredoxin Peroxidase 1, Thioredoxin-dependent Perox-
ide Reductase 1, Thiol-specific Antioxidant Protein oder TSA bezeichnet. Das Protein ist
als Peroxidase in Metabolismus und Energiezyklen integriert. Die beiden identifizierten
Spots liegen im Gel weit auseinander. Der relativ saure Spot MIU-A56 ist leicht erhéht
(+). Recht weit auf der basischen Seite liegt MIU-B31 und ist deutlich erh6éht (++). In
Abb. 3.18 sind die beiden Spots blau ¢ markiert.

Elongation Factor 2 (EF-2) (auch Eukaryotic Translation Elongation Factor 2) ist ein
Protein, das sich im Proteinmetabolismus an der Translationsregulation beteiligt. Die
beiden Spots MIU-BO1 und MIU-BO2 liegen etwa im neutralen Bereich des Gels und sind
deutlich erh6ht (++). In Abb. 3.18 sind die beiden Spots griin « markiert.
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3.6.1.2 Die Membranassoziierte Fraktion

Hier treten neben den bereits zuvor erwahnten acht weitere Proteine auf, welche aus je-
weils mindestens zwei sicher identifizierten Spots bestehen. Abb. 3.19 zeigt die Positionen
der zwolf Proteine. Der Vollstandigkeit halber werden auch die bereits in Abschnitt 3.5
vorgestellten, mit mindestens zwei Spots im Riickstandsextrakt vorkommenden Proteine
in dieser Abbildung farbig gekennzeichnet.

Aktin ist ein strukturelles Zytoskelettprotein und wesentlicher Bestandteil des Zellwachs-
tums und/oder der Zellerhaltung. Vier Spots sind vermutlich als die Beta-Isoform identifi-
ziert: MIRE-A020 und MIRE-A021 sind sehr deutlich erniedrigt (———) und liegen direkt
neben dem immerhin noch deutlich erniedrigten (——) Spot MIRE-A022 im leicht sauren
Bereich. Der Dreifachspot MIRE-A040 weist eine deutliche Erniedrigung (——) auf und
liegt etwas niedermolekularer als die drei vorigen Spots im vergleichbaren pH-Bereich.
Die Spots werden in Abb. 3.19 mit einem gelben Kreis - markiert. Thre Auspriagung zu
einem fritheren Zeitpunkt der Infektion zeigt Abb. 3.34.
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Abbildung 3.19: Reprisentatives 2D-Gel der membranassoziierten Fraktion der Milz scrapieinfizierter
C57Bl/6-Mause, modifiziert. Im Milz-Riickstandsextrakt befinden sich zwolf Proteine, die aus mehr als
einem Spot bestehen: (Beta-)Aktin (+), Gamma-Aktin (MIRE-A050; *), Vimentin (¢), Caldesmon 1 (),
hnRNP DO (4), Chromobox Protein Homolog 3 (+), ELAV-like Protein 1 (+), Fibrillarin (+), Chain L,
Crystal Structure Of The Fab Fragment Of The Mouse Anti-Human Fas Antibody Hfe7a (¢), HnrpAl (e,
siehe Abschnitt 3.5.4), HnrpA2B1 (e, siehe Abschnitt 3.5.5, Abb. 3.18 und Abb. 3.20), HnrpA3 (A, siehe
Abschnitt 3.5.6). Nédhere Erlduterungen im Text.
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Ein weiterer Spot (MIRE-A050) (——), welcher noch niedermolekularer und etwas
saurer ist als die erwédhnten Spots, ist als Gamma-Aktin identifiziert und mit einem gelben
Dreieck + markiert.

Vimentin ist ein strukturelles Zytoskelettprotein und an Zellwachstum und/oder -erhal-
tung beteiligt. Die beiden identifizierten Spots MIRE-A010 und MIRE-AO11 liegen im
leicht sauren Bereich des Gels und sind beide deutlich erniedrigt (——). Vimentin ist in
Abb. 3.19 mit einem blauen Kreis e angedeutet.

Caldesmon 1 ist ein Bindeprotein des Zytoskeletts mit Aufgaben im Bereich Zellwachs-
tum und/oder -erhaltung. Die sehr hochmolekularen, im neutralen Bereich des Gels
liegenden Spots MIRE-B010 und MIRE-BO11 sind deutlich erniedrigt (——). Leicht erh6ht
(+) hingegen sind die sehr basischen Spots MIRE-B053 und MIRE-B068 mit sehr gerin-
gem Molekulargewicht. Diese Konstellation von Spots desselben Proteins in erniedrigter,
hochmolekularer sowie erhohter, niedrigmolekularer Form deutet auf Fragmentation oder
Aufschluss fester Multimere hin. In Abb. 3.19 zeigen Kreise in orange « diese vier Spots.

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein D wird auch Heterogeneous Nuclear Ri-
bonucleoprotein DO, hnRNP DO oder AU-rich Element RNA-binding Protein 1 genannt.
Die Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabo-
lismen gehort zur Aufgabe dieses Ribonukleoproteins. Es tritt in drei deutlich erh6hten
(++) Spots auf, welche in Abb. 3.19 mit roten Dreiecken 4 gekennzeichnet sind. Wah-
rend MIRE-B054 nahe bei MIRE-BO55 im schwach basischen Bereich liegt, ist der etwas
niedrigermolekulare Spot MIRE-B073 wesentlich basischer.

Chromobox Protein Homolog 3 wird auch als Heterochromatin Protein 1 Homolog
Gamma, HP1 Gamma, Modifier 2 Protein oder M32 bezeichnet. Zur Aufgabe dieses
Proteins gehoren die Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nu-
kleinsdure-Metabolismen; es ist involviert in die DNA-Bindung. Die Spots MIRE-A051 und
MIRE-A052 liegen im schwach sauren Bereich und weisen eine deutliche Erniedrigung
auf (——). Abb. 3.19 zeigt die beiden Spots als hellblaue Dreiecke -.

ELAV-like Protein 1 hat auch die Synonyme Hu-antigen R, HuR, Elav-like Generic Protein
und MelG. Das Protein hat die Fahigkeit zur RNA-Bindung und ist an der Regulation von
Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen beteiligt. Die
Spots MIRE-B065 und MIRE-B066 liegen nicht weit voneinander entfernt im basischen
Bereich, sind deutlich erhoht (++) und erscheinen in Abb. 3.19 als orange Dreiecke ».

Fibrillarin wird auch als Nucleolar Protein 1 bezeichnet. Das Ribonukleoprotein ist an
der Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Meta-
bolismen beteiligt. Die beiden Spots MIRE-B0O82 und MIRE-B090 sind deutlich erhoht
(++) und liegen ein gutes Stilick auseinander, jedoch beide im basischen Bereich des Gels.
Dreiecke in griin » markieren ihre Position in Abb. 3.19.
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Chain L, Crystal Structure Of The Fab Fragment Of The Mouse Anti-Human Fas Anti-
body Hfe7a ist ebenfalls mit mehr als einem Spot vertreten. Eine Klassifizierung dieses
Proteins ist nicht moglich, seine Intensitdtsanderung uneinheitlich. Wahrend die Spots
MIRE-A034 und MIRE-A036 deutlich erniedrigt sind (——), ist der Spot MIRE-A035 deut-
lich erhoht (++). Alle drei liegen nah beieinander im relativ sauren Bereich und erhalten
in Abb. 3.19 einen griinen Kreis « als Kennzeichnung.

3.6.1.3 Die Kernfraktion

Hier treten keine zuséatzlichen Proteine mit mehreren Spots pro Protein auf. Das in Ab-
schnitt 3.5.5 als fraktionsiibergreifend vorgestellte Heterogeneous Nuclear Ribonucleopro-
tein A2B1 (HnrpA2B1) ist mit vier Spots in der Milz-Riickstandssuspension vertreten und
die Spotpositionen im Gel in Abb. 3.20 gezeigt.
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Abbildung 3.20: Représentatives 2D-Gel der Kernfraktion der Milz scrapieinfizierter C57Bl/6-Mause,
modifiziert. Das einzige Protein mit mehreren Spots in der Milz-Riickstandssuspension ist das HnrpA2B1.
Es wird in Abschnitt 3.5.5 besprochen. Die vier Spots sind rot ® markiert. Siehe auch Abb. 3.18 sowie
Abb. 3.19.
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3.6.2 Gehirn

Hier treten neben den bereits zuvor erwdhnten Proteinen sechs weitere Proteine auf,
welche aus mindestens zwei sicher identifizierten Spots bestehen. Abb. 3.21 zeigt die
Positionen aller acht Proteine. In Abschnitt 3.4 werden im Zusammenhang mit organ-
tibergreifend identifizierten Proteinen bereits Moesin (siehe Abschnitt 3.4.1) und das
Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K (HnrpK) (siehe Abschnitt 3.4.5) vorgestellt.
Ihre Spotpositionen werden ebenfalls in der nachfolgenden Abbildung beriicksichtigt.

Dihydropyrimidinase-like 2 ist als Bindeprotein des Zytoskeletts beteiligt an der Signal-
transduktion und Zellkommunikation. Die Spots sind gegensétzlich verdndert. Wahrend
Spot GGE-A021 eine deutliche Erniedrigung (——) aufweist, zeigt sich der Spot GGE-
A030 im erkrankten Gewebe deutlich erhoht (++). Die beiden Spots liegen nicht sehr
nahe beieinander, unterscheiden sich aber mehr in der Position beziiglich des pHs als im
Molekulargewicht, wie die symbolischen Dreiecke in orange » in Abb. 3.21 zeigen.
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Abbildung 3.21: Reprasentatives 2D-Gel der Gehirnproteine scrapieinfizierter C57Bl/6-Mause, modifi-
ziert. Im Gehirn befinden sich acht Proteine, die aus mehr als einem Spot bestehen: Dihydropyrimidinase-
like 2 (), Synapsin-2 («), Glial fibrillary acidic protein (), Tropomyosin (#), a-B-Crystallin (), Cys-
tatin C precursor (e), Moesin (e, siche auch Abschnitt 3.4.1), Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein
K (HnrpK) (a, siehe auch Abschnitt 3.4.5) (vgl. auch Abb. 3.18).
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Glial Fibrillary Acidic Protein oder kurz GFAP ist ein Strukturprotein, das eine Rolle in
Zellwachstum und/oder -erhaltung spielt. Es ist mit aul’erordentlich vielen Spots vertreten,
die vermutlich noch nicht alle Isoformen widerspiegeln. Alle Spots sind gegeniiber der
Kontrolle erhoht: GGE-A048, GGE-A049, GGE-A051, GGE-A052, GGE-A066, GGE-A067
und GGE-A111 sind sehr deutlich erhéht (+++), GGE-A047, GGE-A050 und GGE-A054
sind deutlich erhoht (++), und GGE-A055 weist immerhin noch eine leichte Veranderung
auf (+). Einen Eindruck von Fiille und Position der Spots bieten die Markierungen in
gelb - in Abb. 3.21.

Tropomyosin ist als Bindeprotein des Zytoskeletts an Zellwachstum und/oder -erhaltung
beteiligt. Eine genaue Klassifizierung der Isoform mittels Massenspektrometrie gelang
nicht, doch alle drei Spots sind einheitlich leicht erhoht (+). Der Spot GGE-A078 liegt
beinahe auf einer pH-Linie, jedoch ein gutes Stiick weiter im hoheren Molekulargewichts-
bereich als die beiden beinahe aufeinanderliegenden Spots GGE-A131 und GGE-A133. Die
Spots sind griin « in Abb. 3.21.

o-B-Crystallin oder Alpha Crystallin B Chain bzw. P23 ist ein kleines Hitzeschockprotein,
das eine Rolle im Proteinmetabolismus spielt. Es sind zwei Spots im neutralen bis leicht
basischen Bereich vorhanden. Der stérkere der beiden Spots, GGE-B092, ist leicht erhoht
(+), der kleinere und schwéachere Spot GGE-B094 weist sogar eine deutliche Erhohung
(++) auf. Thre Lage zueinander zeigt mit Markierungen in orange « in Abb. 3.21.

Cystatin C Precursor nennt man auch Cystatin 3, welches als Proteinaseinhibitor am
Proteinmetabolismus beteiligt ist. Die beiden Spots sind sehr schwach und haben ein recht
kleines Molekulargewicht. Dariiberhinaus befinden sie sich beinahe ganz am basischen
Ende des Gels, sind also extrem basisch. Beide Spots (GGE-B109 und GGE-B110) sind
deutlich erhoht und in Abb. 3.21 (++) rot e gekennzeichnet.

Synapsin-2 oder Synapsin II ist an der Signaltransduktion und Zellkommunikation betei-
ligt. Die zwei Spots sind deutlich (GGE-B013) (——) bzw. leicht (GGE-B015) (—) erniedrigt
und befinden sich im neutralen bis leicht basischen Bereich des Gels nahe beieinander.
Abb. 3.21 zeigt die Spots hellblau « hervorgehoben.
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3.7 Stadieniibergreifend veranderte Spots

Neben den bereits besprochenen fraktions- oder organiibergreifenden sowie aus mehreren
Spots bestehenden Proteinen sind auch jene interessant, welche {iber mehrere Stadien
hinweg eine konsistente Veranderung aufweisen. Dieser Abschnitt stellt einige davon vor.

3.7.1 Milz
3.7.1.1 Die Plasmatische Fraktion
Zunéchst wird ein in allen drei untersuchten Stadien durchgéngig verdnderter Spot vorge-

stellt, dessen Identifizierung bislang jedoch nicht gelingen konnte.

Spot MIU-B35 zu identifizieren gelang bisher nicht, doch die durchgingig einheitliche
Erhohung der Spotintensitét bis in das 12-Wochen-Stadium rechtfertigt eine Betrachtung
des Spots. Abb. 3.22 stellt ausgewahlte Probenpaare aller drei Stadien dar.

Weitere Spots sind lediglich in den Stadien 20W und 16 W einheitlich verdndert und
werden nachfolgend vorgestellt.

Spot MIU-AO1 ist ebenfalls unidentifiziert. Er ist bereits 16 Wochen nach Infektion ge-
geniiber der Kontrolle leicht erhoht und in Abb. 3.23 gezeigt.
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Abbildung 3.22: 2D-Gel-Ausschnitte repréasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Der unidentifizierte Spot MIU-B35 des Milz-Uberstandes weist in allen drei Stadien eine deutliche
Intensitdtserh6hung gegeniiber der Kontrolle auf.
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Abbildung 3.23: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Der Spot MIU-AO1 im Milz-Uberstand ist sowohl 20 Wochen als auch bereits 16 Wochen nach Infektion

starker ausgepragt als in der Kontrolle.

14-3-3 Protein Eta (Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase Activa-
tion Protein, Eta Polypeptide) ist bereits 16 Wochen nach der Infektion leicht erniedrigt.
Es ist ein Adaptermolekiil und an der Signaltransduktion und Zellkommunikation beteiligt.

Der Spot MIU-A46 ist in Abb. 3.24 gezeigt.
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Abbildung 3.24: 2D-Gel-Ausschnitte reprdsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Der Spot MIU-A46, identifiziert als 14-3-3 Protein Eta, ist in den beiden spéten Stadien des Milz-
Uberstandes gegeniiber der Kontrolle erniedrigt.
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Abbildung 3.25: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Gelsolin ist im Milz-Uberstand in den beiden spaten Stadien gegentiiber der Kontrolle deutlich erhoht.

Gelsolin ist in Abb. 3.25 mit dem Spot MIU-B09 dargestellt. Das Protein wird bereits
in Abschnitt 3.5.2 vorgestellt. Im Vergleich der beiden Stadien 20W und 16 W ist die
Spotintensitét in der Kontrolle deutlich erhoht, jedoch erscheint der Intensitatsunterschied
zwischen infiziertem Organ und der Kontrolle im 20-Wochen-Stadium noch deutlicher.

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K besteht im Milz-Uberstand aus mindes-
tens zwei Spots. Davon ist jedoch nur der in Abb. 3.26 dargestellte Spot MIU-A07 auch
im 16 W-Stadium verdndert. Der Abschnitt 3.4.5 enthélt auch das identifizierte Fragment
(Spot MIU-A73), welches nur 20 Wochen nach Infektion eine Verinderung (Erhéhung)
aufweist, sowie die Spots des Milz-Riickstandsextraktes und des Gehirns.

Glia Maturation Factor Gamma (GMF-Gamma) ist in Abb. 3.27 mit seinem Spot MIU-
A76 dargestellt. Das Protein agiert als Wachstumsfaktor und beteiligt sich an der Signal-
transduktion und Zellkommunikation. Es gehort zudem zu den aktinbindenden Proteinen.
Bereits 16 Wochen nach der Infektion ist eine leichte Erniedrigung der Spotintensitét
festzustellen.

Peroxiredoxin 2 (Spot MIU-A56, auch Thioredoxin Peroxidase 1, Thioredoxin-dependent
Peroxide Reductase 1, Thiol-specific Antioxidant Protein oder TSA) zeigt Abb. 3.28. Es ist
eine Erniedrigung in den Stadien 20 W und 16 W zu sehen. Das Protein hat als Peroxidase
eine enzymatische Funktion in Metabolismus und Energiezyklen. Der zweite Peroxiredoxin-
2-Spot (MIU-B31) ist erst nach 20 Wochen verindert (siehe Tab. B.1). Abb. 3.18 zeigt ihre
Positionen.
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Abbildung 3.26: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K ist in diesem gezeigten Spot MIU-AQ7 des Milz-
Uberstandes bereits nach 16 Wochen deutlich erniedrigt.
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Abbildung 3.27: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Der Glia Maturation Factor Gamma (GME-Gamma) ist im Milz-Uberstand 16 und 20 Wochen nach der
Infektion zunehmend stirker erniedrigt.
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Abbildung 3.28: 2D-Gel-Ausschnitte reprasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Peroxiredoxin 2 ist in einem der zwei gefundenen Spots ist im Milz-Uberstand bereits 16 Wochen nach
der Infektion deutlich erniedrigt.

3.7.1.2 Die membranassoziierte Fraktion

Von dieser Fraktion konnen nur Erkenntnisse aus den beiden spéten Stadien gewon-
nen werden. Es werden folglich Proteine vorgestellt, welche neben der Veranderung im
Stadium 20 W eine gleichgerichtete Verdnderung im 16 W-Stadium aufweisen.

Das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A1 (HnrpA1l) wird in Abschnitt 3.5.4
bereits vorgestellt und die Positionen der Riickstandsextrakt-Spots zueinander in Abb. 3.19
verdeutlicht. In beiden spaten Stadien gleichgerichtet verdndert sind jedoch nur die Spots
MIRE-B067 und MIRE-B104, welche Abb. 3.29 darstellt. Wahrend der Spot MIRE-B067 im
20 W-Stadium nur deutlich erhoht ist, ist der Unterschied zur Kontrolle im 16 W-Stadium
sogar sehr deutlich (der Kontrollspot ist beinahe nicht vorhanden und somit wesentlich
schwécher als sein Gegenstiick 20 Wochen nach der Infektion). Auch bei MIRE-B104 ist
eine leichte Intensitatserhohung des Kontrollspots mit zunehmendem Alter der Mause zu
beobachten, doch die deutliche Erh6hung im 20 W-Stadium wird von einer leichten bis
deutlichen Intensitdtserhohung im vorhergehenden Stadium 16 W nicht iibertroffen (ein
Beispiel fiir eine deutliche Erh6hung ist das Paar rechts in Abb. 3.29).

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2B1 (HnrpA2B1) wird in Abschnitt 3.5.5
bereits vorgestellt und die Positionen der Riickstandsextrakt-Spots zueinander in Abb. 3.19
verdeutlicht. Nur Spot MIRE-B077, dargestellt in Abb. 3.30, weist bereits eine leichte
Erhohung nach 16 Wochen Infektionsdauer auf. Deutlich ist die Intensitdtserhéhung des
Spots nach 20 Wochen Infektion. Der Kontrollspot wird mit zunehmendem Alter der
Maéuse intensiver.
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Abbildung 3.29: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse. Die
Intensitdtsdnderung der Spots des Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein Al ist im Milz-Riickstands-
extrakt durchgehend eine Erh6hung (vgl. Abschnitt 3.5.4).
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Abbildung 3.30: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Das Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2B1 (HnrpA2B1) weist nur einen verdnderten Spot im
Riickstandsextrakt in einem fritheren Stadium auf. Insgesamt kann es in der Milz in allen drei Fraktionen
in elf Spots nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.5.5)
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Abbildung 3.31: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Zwei der drei Spots des Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein D zeigen im Milz-Riickstandsextrakt
schon 16 Wochen nach der Infektion einheitlich eine Erh6hung.

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein D wird auch AU-rich element RNA-binding
protein 1, Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO oder kurz hnRNP DO genannt. Das
Ribonukleoprotein ist mit seinen in beiden Riickstandsextrakt-Stadien deutlich erhohten
Spots MIRE-B054 und MIRE-B073 in Abb. 3.31 dargestellt. Ebenfalls gegeniiber der
Kontrolle deutlich starker ausgeprégt ist im 20 W-Stadium ein dritter Spot, MIRE-B0O55.
Das Protein wird auf auf Seite 55 vorgestellt. Abb. 3.19 zeigt die Position aller drei Spots
zueinander.

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K (HnrpK) wird bereits in Abschnitt 3.4.5
vorgestellt. Der in Abb. 3.32 dargestellte Spot MIRE-AO55 ist nur ein Fragment des
Proteins, welches sich schon 16 Wochen nach der Infektion deutlich erhéht darstellt.
Auch im Milz-Uberstand findet man das HnrpK. Dort ist der die unfragmentierte Form
reprasentierende Spot bis ins 16 W-Stadium veradndert (siehe Abb. 3.26).

Dihydrolipoamide S-Succinyltransferase (genauer: Dihydrolipoamide S-Succinyltrans-
ferase (E2 Component of 2-oxo-Glutarate Complex)) ist als Acyltransferase enzymatisch
aktiv und an Metabolismus und Energiezyklen beteiligt. Der Spot MIRE-A012 ist in
Abb. 3.33 dargestellt. Er zeigt bereits 16 Wochen nach der Infektion eine iiberwiegend
deutliche Erhohung gegeniiber der Kontrolle.
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Abbildung 3.32: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Dieser Spot des Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K (HnrpK) im Milz-Riickstandsextrakt ist

nur ein Fragment des Proteins. Es ist bereits 16 Wochen nach der Infektion erhéht. Zudem ist seine
Expression bei den é&lteren Méusen deutlich angestiegen.

Abbildung 3.33: 2D-Gel-Ausschnitte repréasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méause.
Dihydrolipoamide S-Succinyltransferase (E2 Component of 2-oxo-Glutarate Complex) ist im Milz-
Riickstandsextrakt schon 16 Wochen nach Infektion zum Teil deutlich starker ausgepragt.
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Abbildung 3.34: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Diese Dreierspotkette des Aktins (wahrscheinlich Beta-Aktin) im Milz-Riickstandsextrakt ist schon
16 Wochen nach der Infektion leicht bis deutlich erniedrigt.

Aktin (wahrscheinlich Beta-Aktin) ist als ubiquitdres Strukturprotein des Zytoskeletts an
Zellwachstum und/oder -erhalt beteiligt. Es wird auf auf Seite 54 und in Abb. 3.19 mit
seinen Isospots vorgestellt. Abb. 3.34 zeigt die bereits im fritheren 16-Wochen-Stadium
zum Teil deutlich erniedrigten Spots MIRE-A020, MIRE-A021 und MIRE-A022.

Caldesmon 1 besteht aus den in beiden Stadien leicht bis deutlich erh6hten Spots MIRE-
B053 und MIRE-B068, dargestellt in Abb. 3.35. Das Protein ist ein Bindeprotein des
Zytoskelettes und an Zellwachstum und/oder -erhalt beteiligt. Aullerdem kann Caldesmon
1 noch aus den Spots MIRE-BO10 und MIRE-B0O11 identifiziert werden, welche deutlich
erniedrigt und nur im 20 W-Stadium verdndert vorliegen. Siehe dazu auch Tab. B.2 im
Anhang und Abb. 3.19 zur Verteilung der Spots zueinander auf dem Gel.

ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 1 (Hu antigen R) (auch
Elav-like generic protein oder MelG) besteht aus den Spots MIRE-B065 und MIRE-B066,
dargestellt in Abb. 3.36 (siehe auch Abb. 3.19). Bei beiden Spots liegt eine deutliche
Erhohung der Intensitit gegeniiber der Kontrolle vor. Zudem wird der Kontrollspot mit
zunehmendem Alter der Mause groRer, was besonders deutlich wird bei Spot MIRE-B066
(rechte Halfte der Abb. 3.36). Das Protein bindet RNA und ist beteiligt an der Regulation
von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden- und Nukleinsdure-Metabolismen.
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Abbildung 3.35: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Caldesmon 1 ist im Milz-Riickstandsextrakt aus insgesamt vier Spots identifiziert worden. Neben dem

am weitesten fortgeschrittenen Stadium sind aber nur die beiden dargestellten Spots auch im 16-
Wochen-Stadium gegeniiber der Kontrolle stérker ausgeprégt.
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Abbildung 3.36: 2D-Gel-Ausschnitte repréasentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.

ELAV-like 1 besteht aus zwei nachgewiesenen Spots im Milz-Riickstandsextrakt und ist durchgéngig
deutlich intensiver als die Kontrolle.
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Abbildung 3.37: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Polyadenylate-binding Protein 1 ist in den infizierten Organen beider Stadien des Milz-Riickstands-
extraktes deutlich stiarker ausgeprégt als in der Kontrolle.

Polyadenylate-binding Protein 1 (auch Poly(A)-binding protein 1 oder PABP 1) ist aus
dem Spot MIRE-B029 identifiziert worden. Das Protein beteiligt sich mit seinen RNA-
bindenden Fahigkeiten an der Regulation von Nukleobasen-, Nukleosiden-, Nukleotiden-
und Nukleinsdure-Metabolismen und ist dargestellt in Abb. 3.37. In beiden Stadien ist
eine deutliche Zunahme der Spotintensitit nachzuweisen.

Proteasome Subunit Alpha Type 2 (Proteasome component C3, Macropain subunit C3,
Multicatalytic endopeptidase complex subunit C3) ist ein relativ grol3er, kraftiger Spot
(MIRE-B110), weshalb die leichte Erhohung in beiden Stadien schwierig zu erkennen
ist. Abb. 3.38 zeigt die Ausschnitte. Das Protein ist Teil des Ubiquitin-Proteasom-Sys-
tems und mit seiner ubiquitinspezifischen Protease-Aktivitdt in den Proteinmetabolismus
eingebunden.

Proteasome Subunit Alpha Type 3 (Proteasome component C8, Macropain subunit C8,
Multicatalytic endopeptidase complex subunit C8, Proteasome subunit K) ist aus dem in
der Kontrolle sehr schwachen Spot MIRE-B132 identifiziert worden. Eine deutliche (16 W)
bis sehr deutliche (20 W) Erhohung der Spotintensitéit ist zu beobachten und in Abb. 3.39
gezeigt. Das Protein tritt auch im Milz-Uberstand auf, siehe dazu Abschnitt 3.5.1.

Proteasome Subunit Alpha type 6 (Proteasome iota chain, Macropain iota chain, Multi-
catalytic endopeptidase complex iota chain) ist ein weiteres Protein des Proteasomsystems
und zeigt in beiden Stadien eine deutliche Intensitatserhohung. Der Spot MIRE-B130 ist
zu sehen in Abb. 3.40.
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Abbildung 3.38: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse. Die
Intensitatserhohung der Proteasome Subunit Alpha Type 2 im Milz-Riickstandsextrakt ist nur schwierig

zu erkennen.

Abbildung 3.39: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méause. Im
Milz-Riickstandsextrakt ist eine Intensitdtserh6hung der Proteasome Subunit Alpha Type 3 zu sehen.
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Abbildung 3.40: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Die Proteasome Subunit Alpha type 6 erscheint im Milz-Riickstandsextrakt deutlich erhoht.

Proteasome Subunit MC13 (Proteasome subunit beta type 8 precursor, Proteasome
component C13, Macropain subunit C13, Multicatalytic endopeptidase complex subunit
C13) ist ein weiteres Protein des Proteasoms. Auch der Spot MIRE-B116, dargestellt in
Abb. 3.41, ist ein sehr grofer, starker Spot, der deutlich erhoht ist nach 20 Wochen
Infektionsdauer und leicht erhoht im 16-Wochen-Stadium.
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Abbildung 3.41: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse. Die
Intensitdtserhohung der Proteasome Subunit MC13 im Milz-Riickstandsextrakt tritt schon 16 Wochen
nach der Infektion auf.
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Abbildung 3.42: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Nucleophosmin wird im 16-Wochen-Stadium stirker exprimiert als spater nach 20 Wochen Infektions-

dauer. Der Riickgang der Expression im Milz-Riickstandsextrakt erscheint im infizierten Tier deutlicher
als in der Kontrolle.

Nucleophosmin (auch bezeichnet als Nucleolar phosphoprotein B23, Numatrin, Nucle-
olar protein NO38 bzw. NPM) ist als Chaperon am Proteinmetabolismus beteiligt. Seine
Intensitatsdnderung von Stadium zu Stadium ist aufféllig grol3: Die Expression des Prote-
ins lasst bei den dlteren Mausen deutlich nach. Abb. 3.42 zeigt Spot MIRE-A056 und seine
Intensitatsdnderung.

Stathmin ist auch unter den Bezeichungen Phosphoprotein p19, pp19, Oncoprotein 18,
Op18, Leukemia-associated phosphoprotein p18, pp17, Prosolin, Metablastin, Pr22 protein
und Leukemia-associated gene protein zu finden. Das Strukturprotein ist an Zellwachstum
und/oder -erhalt beteiligt. Der in Abb. 3.43 dargestellte Spot MIRE-A059 ist in beiden
gezeigten Stadien leicht erhoht.

Ribosomal Protein RS.40K heilt auch 40S Ribosomal Protein SA, p40 oder 34/67 kDa
Laminin Receptor. Das Protein ist Bestandteil der kleinen eukaryontischen 40 S-Riboso-
menuntereinheit und involviert in Signaltransduktion und Zellkommunikation. Den im
erkrankten Gewebe erniedrigten Spot zeigt Abb. 3.44.

Nascent Polypeptide-associated Complex Alpha Polypeptide (auch Alpha NAC/1.9.2.
protein oder Alpha-NAC, non-muscle form) hat im Proteinmetabolismus als Chaperon
seine Aufgabe.
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Abbildung 3.43: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Stathmin ist in beiden Stadien des Milz-Riickstandsextraktes leicht erhoht.
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Abbildung 3.44: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Ribosomal Protein RS.40K im Milz-Riickstandsextrakt ist bereits 16 Wochen nach Infektion gegeniiber
der Kontrolle erniedrigt. Die Erniedrigung innerhalb dieses frithen Stadiums ist sehr variabel zwischen
den drei Laufpaaren, doch das obige 16-Wochen-Paar zeigt den Intensitdtsunterschied recht gut.
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Abbildung 3.45: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Der gefundene Spot MIRE-A044 des Nascent Polypeptide-associated Complex Alpha Polypeptide ist
in der Kontrolle sehr schwach ausgeprégt. Seine Intensitdt nimmt im erkrankten Gewebe des Milz-
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Riickstandsextraktes bereits 16 Wochen nach der Infektion zu.

Sideroflexin 3 kann mit Hilfe der Human Protein Reference Database keiner Klasse und
Funktion zugeordnet werden. Der Spot MIRE-B062 ist in beiden Stadien leicht erh6ht und

in Abb. 3.46 dargestellt.
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Abbildung 3.46: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.

Sideroflexin 3 ist im Milz-Riickstandsextrakt in beiden Stadien leicht erhoht.
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Abbildung 3.47: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méause. Im
Riickstandsextrakt findet sich ein Fragment des Polypyrimidine Tract Binding Protein, welches in beiden
Stadien deutlich erhoht ist.

Polypyrimidine Tract Binding Protein ist aus Spot MIRE-B107 identifiziert worden. Es
handelt sich, geachtet der Position im Gel und aufgrund der Daten aus den massenspektro-
metrischen Analysen, vermutlich um ein Fragment. Abb. 3.47 zeigt die in beiden Stadien
deutliche Erhohung der Spotintensitat.

Chaperonin wird in der Recherchedatenbank nicht naher spezifiziert. Spot MIRE-B092
ist 20 Wochen nach Infektion deutlich erhoht. Nach 16 Wochen ist erst eine leichte
Intensitatszunahme erfolgt. Der Spot wird dargestellt in Abb. 3.48.

Glutamate Dehydrogenase hat als Enzym eine katalytische Funktion in Metabolismus
und Energiezyklen. Spot MIRE-B031, dargestellt in Abb. 3.49, ist bereits 16 Wochen nach
der Infektion deutlich erhoht.

Fumarate Hydratase 1 (auch Fumarate hydratase, mitochondrial precursor, EF-3, Fuma-
rase) ist ein Enzym und hat eine katalytische Funktion in Metabolismus und Energiezyklen.
Der Spot MIRE-B043, dargestellt in Abb. 3.50, ist bereits nach 16 Wochen leicht erhoht,
nach 20 Wochen dann deutlich erhoht.
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Kontrolle

20 Wochen ' 16Wochen

Scrapie

Abbildung 3.48: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Chaperonin wird im Riickstandsextrakt der Milz gefunden und ist 16 Wochen nach der Infektion bereits
leicht erhoht, vier Wochen spéter dann sogar deutlich.

Kontrolle
20 Wochen 16 Wochen

Scrapie

Abbildung 3.49: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Glutamate Dehydrogenase ist im Milz-Riickstandsextrakt schon 16 Wochen nach der Infektion deutlich
erhoht.
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3.7 Stadientiibergreifend verdnderte Spots

Kontrolle

20 Wochen 16 Wochen

Scrapie

Abbildung 3.50: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Fumarate Hydratase 1 ist im Milz-Riickstandsextrakt schon nach 16 Wochen leicht stiarker ausgepragt.
20 Wochen nach der Infektion ist ein deutlich starkerer Spot im Gel der infiziertenProbe gegentiiber der
Kontrolle zu sehen.

3.7.2 Gehirn

Die ersten gezeigten Spots sind durchgingig in allen vier untersuchten Stadien gleichge-
richtet verdndert.

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ist mit sehr vielen Spots vertreten. Die meisten
davon sind durchgéngig in allen vier Stadien erhoht (vgl. dazu auch Abschnitt 3.6.2 auf
Seite 57 und Tab. B.4). GFAP ist als Strukturprotein fiir Zellwachtsum und/oder -erhalt
zustandig. Abb. 3.51 zeigt Ausschnitte je eines reprasentativen Probenpaares pro Stadium.

Spot GGE-B079 ist nicht identifiziert, jedoch wegen seiner gro3en Konstanz in der Ver-
anderung in Abb. 3.52 dargestellt. Ein Ausreier bei 11 W wird ausnahmsweise ignoriert
(Paar II? ist + statt —), alle iibrigen Paare aller Stadien weisen eine leichte Erniedrigung
des Scrapie-Spots gegeniiber der Kontrolle auf (—).

Alle nachfolgend vorgestellten Spots weisen eine einheitliche, gleichgerichtete Verénde-
rung in den drei letzten Stadien (21 W, 18 W und 14 W) auf.
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Kontrolle Scrapie

21 Wochen
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14 Wochen

11 Wochen

Abbildung 3.51: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Das Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) liegt, wie der Name schon andeutet, auf der sauren Gelseite
und ist mit vielen Spots vertreten. Die identifizierten Spots sind mit einem Pfeil gekennzeichnet, der grau

wird, wenn der Spot in dem Stadium im Scrapie-Gewebe gegeniiber der Kontrolle keine Verdnderung
aufweist.
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Abbildung 3.52: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Spot GGE-B079 ist nicht identifiziert, aber im Gehirn in allen vier Stadien leicht erniedrigt.

o-B-Crystallin wird bereits auf auf Seite 58 vorgestellt, Abb. 3.21 zeigt die Position der
beiden Spots im Gel. Im Falle des Spots GGE-B092, welcher ansonsten durchgehend leicht
erhoht ist, wird im Stadium 18 W nach Infektion eine Ausnahme zugelassen (Paar IV’
ist —), da o-B-Crystallin im Zusammenhang mit Neurodegeneration bereits bekannt ist
(siehe Abschnitt 4.1.1.3). Spot GGE-B094 ist nach 14 Wochen erst leicht erhoht, ab dem
18 W-Stadium weist er dann eine deutliche Intensitdtserhohung durch die Infektion auf.
Abb. 3.53 zeigt die Spots GGE-B092 und GGE-B094 iiber drei Stadien.
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Abbildung 3.53: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
o-B-Crystallin besteht aus den erhéhten Spots GGE-B092 (rechts) und GGE-B094 (links).
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Abbildung 3.54: 2D-Gel-Ausschnitte reprisentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Mé&use. Das
Ubiquinol Cytochrome C Reductase Core Protein 2 ist Bestandteil der mitochondrialen Atmungskette.
Seine Intensitdtserh6hung durch die Infektion ist schon 14 Wochen nach Inokulation zu beobachten.

Ubiquinol Cytochrome C Reductase Core Protein 2 wird bereits in Abschnitt 3.4.4
vorgestellt. Eine leichte Intensitdtserhohung des Spots GGE-BO55 ist nach 14 Wochen zu
verzeichnen, in den beiden spaten Stadien sieht man dann eine deutliche Zunahme der
Spotintensitdt im erkrankten Gehirn. Abb. 3.54 stellt den Gehirnspot in den drei fraglichen
Stadien dar.

Cystatin C Precursor (oder Cystatin 3 bzw. Cystatin C) ist aus den zwei Spots GGE-B109
und GGE-B110 identifiziert worden. Das Protein wird auf Seite 58 vorgestellt, Abb. 3.21
zeigt die Lage beider Cystatin C-Spots zueinander. Abb. 3.55 stellt den nach 14 Wochen
leicht, spater deutlich erh6hten Spot GGE-B109 dar. Der zweite Spot GGE-B110 ist nur in
den Stadien 21 W und 18 W eindeutig einheitlich erh6ht und wird hier nicht gezeigt.

Chain A, Crystal Structure Of Murine Arl3-Gdp ist aus dem Spot GGE-B086 identifiziert.
Abb. 3.56 zeigt den durchgehend leicht erniedrigten Spot.
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Abbildung 3.55: 2D-Gel-Ausschnitte représentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Zwei Spots des Cystatin C Precursors sind identifiziert, doch nur der hier dargestellte Spot GGE-B109
ist schon nach 14 Wochen Infektionsdauer erhoht.
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Abbildung 3.56: 2D-Gel-Ausschnitte reprédsentativer Probenpaare scrapieinfizierter C57Bl/6-Méuse.
Chain A, Crystal Structure Of Murine Arl3-Gdp ist im Gehirn schon 14 Wochen nach der Infektion leicht
erniedrigt.
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4 Diskussion

Der vorliegenden Studie liegt ein Screening von Proteinexpressionsdnderungen im scrapie-
infizierten Mausmodell mithilfe proteomanalytischer Methoden zugrunde. In den unter-
suchten Organen Gehirn und Milz ist eine Vielzahl von Intensitdtsdnderungen mit der
zweidimensionalen Gel-Elektrophorese nachzuweisen. Die massenspektrometrische Iden-
tifikation der Proteinspots liefert sowohl im Zusammenhang mit Scrapie bereits bekannte
Vertreter als auch bislang noch nicht mit Scrapie in Verbindung gebrachte Proteine.
Grundsatzlich weichen die Ergebnisse verschiedener Studien durchaus deutlich von-
einander ab, da die jeweils verwendeten Versuchsansétze und -systeme — auch je nach
Fragestellung — oft sehr differieren. Einige Arbeitsgruppen fiihren ihre Untersuchungen
an Zellkulturen durch, wahrend andere ein Tiermodell bevorzugen. Doch auch hier sind
wiederum verschiedene Spezies (z.B. Maus und Hamster) zu unterscheiden, zum Teil
auch verschiedene Ziichtungen der Modellorganismen. Verschiedene Erregertypen (BSE
und Scrapie) sowie innerhalb desselben Erregertyps unterschiedliche verwendete Stimme
konnen wiederum sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die Ergebnisse haben [18].
Die Vielzahl an Kombinationsméglichkeiten macht Vergleiche schwierig. Dennoch kénnen
Ahnlichkeiten oder auch Unterschiede der gefundenen Proteinveridnderungen in der Lite-
ratur Hinweise auf deren Bedeutsamkeit liefern. Studien belegen, wie unterschiedlich die
Ergebnisse je nach verwendetem Scrapiestamm ausfallen konnen [192] und wie vorsichtig
man beim Vergleich mit Ergebnissen anderer Modellorganismen oder Zellkulturen sowie
anderem Infektagens (sei es ein Scrapiestamm, BSE oder CJK) sein sollte. Die vorliegende
Arbeit unterscheidet sich von der Mehrheit der bisherigen Untersuchungen in ihrem An-
satzpunkt: systematische Proteomanalyse. Trotzdem kann auch diese Untersuchung nur
das Spektrum der Ergebnisse erweitern und Ansitze fiir weiterfiihrende Studien liefern.

4.1 Betrachtung einzelner Proteine

4.1.1 Gehirn

Bei der vorliegenden Untersuchung der Proteinexpression des Gesamtgehirnextraktes im
Scrapie-Mausmodell konnen in einzelnen Regionen viel starker verdnderte Proteinlevel
leicht tibersehen werden, da sie in dem so komplexen Organ Gehirn nicht in allen Arealen
in gleicher Menge auftreten. Daher sollten unbedingt auch geringe Verdnderungen in der
Spotintensitat berticksichtigt werden [167]. Auch in anderen Studien sind Expressionsver-
dnderungen oft nur relativ gering [19].

Insgesamt sind im Vergleich zur Kontrolle deutlich mehr Proteine im infizierten Gewebe
starker ausgeprigt, als Herunterregulierungen auftreten. Dies deckt sich mit Befunden
aus Genexpressionsstudien [19]. Eine Reihe der gefundenen Intensitdtsdnderungen lassen
sich Proteinen zuordnen, welche man rasch funktionell einordnen kann. Dazu gehoéren
beispielsweise Cystatin C und GFAP.
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4.1.1.1 Cystatin C

Brown et al. [22] finden bei Untersuchungen zur Genexpression im Hippocampus scrapie-
infizierter Mause das bis dahin noch nicht mit Transmissiblen Spongiformen Enzephalopa-
thien in Zusammenhang gebrachte Cystatin C hochreguliert. Die Expressionsverdnderung
ist bereits vor der terminalen Erkrankung der Versuchstiere zu beobachten, sogar vor dem
Auftreten erster klinischer Symptome.

In der vorliegenden Arbeit sind zwei Spots als Cystatin C (bzw. Cystatin-C-Precursor)
identifiziert worden. Eine der beiden Isoformen ist bereits nach 14 Wochen stédrker im
infizierten Gehirn ausgeprégt als in der Kontrolle (Abb. 3.55). Dies deckt sich mit dem
Befund in Browns Studie [22].

Auch wenn Cystatin C lange nicht im Zusammenhang mit TSE bekannt war, ist es doch
bereits schon frither mit Ablagerungen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten in Verbindung
gebracht worden [52]. Dariiber hinaus sind Genpolymorphismen dieses Proteins sogar als
Risikofaktor fiir Alzheimer identifiziert worden [14, 66, 46].

Cystatin C ist ein Inhibitor lysosomaler Cystein-Proteasen, zu denen beispielsweise Ca-
thepsine und Kaspasen zéhlen. Die Uberexpression von Cystatin C sowohl bei Alzheimer
als auch Scrapie konnte eine protektive Antwort der betroffenen Organismen auf eine
exzessive Lysosomenaktivierung reprasentieren. In beiden Erkrankungen sind solche {iber-
maéldigen Lysosomenaktivierungen ein prominentes Merkmal, zu dessen Abmilderung eine
Anhebung des Cystatin-C-Niveaus beitragen kann.

Auf der anderen Seite kann eine iibermifige Zunahme der Expression von Cystatin C
zu einer Uberkompensation der Lysosomenaktivierung fiihren. Kaspasen sind wesentlich
an der Apoptose beteiligt, so dass ihre Inhibierung schwerwiegende Folgen fiir die Ent-
wicklung oder Infektantwort des betroffenen Organismus haben kann. Auch Cathepsine
spielen bei der Apoptose eine Rolle, vornehmlich sind sie aber am Abbau von iiberalterten
Zellorganellen wie Mitochondrien beteiligt. Auch hier gilt, dass eine iberméf3ige Inhibiti-
on der Proteasetatigkeit negativen Einfluss auf die gesunde Entwicklung oder Heilung des
betroffenen Organismus haben kann.

4.1.1.2 Saures Gliafaserprotein (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP)

Wohlbekannt im Zusammenhang mit Prioninfektionen und anderen neurodegenerativen
Erkankungen ist das saure Gliafaserprotein (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) [55, 40,
49, 155], ein Strukturprotein, das eine Rolle in Zellwachstum und/oder -erhaltung spielt.
Der Befund der vorliegenden Arbeit, dass dieses Protein bereits frith wahrend der Infektion
zumindest in einigen der vielen Spots hochreguliert vorliegt (siehe auch Abb. 3.51), deckt
sich mit den Ergebnissen vieler Untersuchungen. Dies spricht fiir die angewandte Methode
und kann als Validierung dieser angesehen werden.

4.1.1.3 o-B-Crystallin

Auch die Funktion von a-B-Crystallin ist bekannt. Als Mitglied der Familie kleiner Hit-
zeschockproteine spielt es eine Rolle im Proteinmetabolismus. Es unterstiitzt die Pro-
teinfaltung, Proteinrefaltung und Degradierung fehlgefalteter Polypeptide, verhindert
Proteinaggregation, spielt eine Rolle in der Bildung von Aggresomen und begiinstigt das
Uberleben von Zellen [134].
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4.1 Betrachtung einzelner Proteine

Im Scrapiemodell ist die o-B-Crystallin-Intensitidt im Gegensatz zu jener in anderen
Mausmodellen neurodegenerativer Erkrankungen (darunter Morbus Parkinson und Cho-
rea Huntington) erhoht. Diese Erhohung von o-B-Crystallin geht einher mit der nur bei
Scrapie vorhandenen Gliose, angezeigt durch die deutliche Erhohung von GFAP [196].
Eine Erhohung von o-B-Crystallin-mRNA ist bereits in einem anderen Scrapie-Modell be-
kannt [62]. Dieses Hitzeschockprotein wirkt der Inklusionsbildung von GFAP in Astrozyten
entgegen [112], was sein vermehrtes Auftreten parallel zur vorhandenen Gliose — der
drastischen Vermehrung von Astrozyten — im scrapieinfizierten Modellorganismus erkldren
konnte. Im Gegensatz dazu kann die Erniedrigung der a-B-Crystallin-Konzentration in
Morbus Parkinson und Chorea Huntington moglicherweise verantwortlich sein fiir Zelltod
und Aggregationsforderung [196]. Denkbar ist allerdings, dass die Gliose im scrapieer-
krankten Gehirn eine Verminderung von o-B-Crystallin in anderen Zelltypen maskiert,
zumal selbst gesunde Astrozyten deutlich mehr dieses Proteins enthalten als Neuronen.
So wird durch die Gliose das Verhéltnis von Astrozyten zu Neuronen und damit auch der
Gehalt an a-B-Crystallin signifikant beeinflusst [196].

Die beiden nachweisbaren Proteinspots, die als a-B-Crystallin identifiziert sind, weisen
eine unterschiedliche Phosphorylierung auf [196]. Da allerdings beide Spots in allen un-
tersuchten Modellen neurodegenerativer Erkrankungen jener Studie stets gleichgerichtet
verandert sind, ist ein Eingriff in die Phosphorylierung als Folge der Erkrankung bzw.
Infektion unwahrscheinlich. Die Phosphorylierung von o-B-Crystallin vermindert seine
Oligomerisierung und chaperonartige Aktivitat [92].

4.1.1.4 Apolipoprotein E

Apolipoproteine, darunter das in der vorliegenden Studie im scrapieinfizierten Gehirn
starker ausgepragte Apolipoprotein E, sind wichtige Komponenten im Lipidmetabolis-
mus. Lipide spielen in vielen Bereichen und in unterschiedlichen Formen eine Rolle im
Organismus, darunter auch als Hauptkomponente zelluldrer Membranen. Das Apolipopro-
tein E wird bereits mit Scrapie in Verbindung gebracht [57], wo es speziell in Astrozyten
hochreguliert ist. Dieser Anstieg an Apolipoprotein E konnte den Versuch der Astrozyten
reprasentieren, Schiaden innerhalb des Zentralnervensystems zu reparieren oder zu mini-
mieren. Apolipoprotein E ist auch an neuronalen Membranen vorzufinden, was der dem
Apolipoprotein E zugeschriebenen Lipid-Transportaufgabe zuzuschreiben ist.

Ein ausgeglichener Lipidmetabolismus ist angesichts der Bedeutung von Lipiden als
Hauptkomponente aller zellulirer Membranen von essentieller Bedeutung fiir die Zelle.
Seine Storung hat moglicherweise den Integrititsverlust der Zelle und ihren Tod zur Folge.

4.1.1.5 Annexin A5

Annexin A5 ist der Proteinklasse Signaltransduktion, Zellkommunikation zugeordnet und
ist ein spezifischer Ligand fiir Phosphatidylserin. Phosphatidylserin wird von apoptoti-
schen Zellen auf ihrer modifizierten Membran présentiert, um eine rasche Erkennung
und Aufnahme durch Phagozyten sicherzustellen. Die Erkennung von présentiertem Phos-
phatidylserin verursacht die Freisetzung von immunsuppressiven Zytokinen, welche die
Inflammation ddmpfen und das Heranreifen antigenprédsentierender dendritischer Zellen
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verhindern. Annexin A5 kann in vivo mit den immunsuppressiven Effekten apoptotischer
Zellen interferieren und nachweislich die Immunogenitét apoptotischer Zellen wiederher-
stellen [140]. Stoérungen im Prozess der Beseitigung sterbender Zellen kann unerwiinschte
Nebeneffekte haben, z. B. chronische Autoimmunitit. Annexin A5 vermindert in obiger
Studie die Aufnahme apoptotischer Zellen durch peritoneale Makrophagen.

Ein Expressionsanstieg von Annexin A5, wie er in dieser Arbeit in den letzten beiden
Gehirnstadien zu sehen ist, verstédrkt die Wiederherstellung der immunogenen Aktivitat
apoptotischer Zellen und diirfte eine vermehrte oder raschere Apoptose zur Folge haben.

4.1.2 Milz

Die Milz spielt — wie das gesamte lymphoretikuldre System — eine wichtige Rolle bei der
peripheren Erregerausbreitung [101]. Allerdings mangelt es an einer Pathologie dieses
Organs, so dass man offenlassen muss, welchen Bezug die Proteine zur Replikation des
Scrapie-Erregers haben. Hier miissen weiterfiihrende Untersuchungen und andere Ansitze
Aufschluss iiber mogliche Zusammenhinge bringen. Einige interessante Anhaltspunkte
liefern die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Anderungen in den Proteinleveln.

4.1.2.1 Heterogene nukleidre Ribonukleoproteine

Die nukleinsdurebindende Eigenschaft des Prionproteins ist bereits bekannt [72], eine
physiologische Funktion des Proteins im RNA-Transport oder beim Spleien wird seit
lingerem vermutet. Mittlerweile hat eine Studie die Interaktion des PrP® mit einem am
Nukleinsduremetabolismus beteiligten Protein nachgewiesen [175]: Das Prionprotein
interagiert mit dem Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2/B1 (hnRNP A2/B1),
welches in der vorliegenden Arbeit in vielen Isospots der drei Milzfraktionen verdnderte
Intensitdten aufweist (siehe auch Abschnitt 3.5.5, Abb. 3.18, Abb. 3.19 und Abb. 3.20).
Ebenso wie Martinez eine deutlich erhéhte Genexpression des hnRNP A2/B1 in Zellkultu-
ren nachweist [131], die mit einem neurotoxischen Fragment des humanen Prionproteins
behandelt wurden, ist im Mausmodell der vorliegenden Arbeit infolge der Prioninfektion
eine iiberwiegende Erhohung der Proteinlevel in allen drei Milzfraktionen festzustellen.
Insgesamt stellen verschiedene hnRNP-Varianten eine gro3e Gruppe der verdnderten
Proteine. Die Eigenschaft des PrP¢, an RNA zu binden und die infolge der Prioninfektion
vielfach variablen Proteinlevel der heterogenen nukledren Ribonukleoproteine lassen
auf eine massive Beeinflussung des Nukleinsduremetabolismus durch die Erkrankung
schlieBen. Hier kann eine explizite Untersuchung der verschiedenen Typen heterogener
nukledrer Ribonukleoproteine wahrend des Krankheitsverlaufes Aufschluss geben. Die
parallele Untersuchung von RNA- und Proteinleveln erscheint dabei besonders interessant.
Auch die Untersuchung friiherer Infektionsstadien kann weitere Einblicke in die Expres-
sionsverinderung des hnRNP A2/B1 bieten. Abb. 3.30 zeigt die grole Anderung der Spot-
Intensitdt zwischen dem am weitesten fortgeschrittenen Stadium und jenem unmittelbar
davor: Einer der Spots ist im fritheren Stadium in der Kontrolle beinahe nicht vorhanden,
im infizierten Organ jedoch stirker ausgeprégt als sogar im spiteren Stadium. Solche
Unterschiede machen deutlich, wie ergiebig eine Zeitstudie sein kann und bietet eine gute
Perspektive, die Untersuchung einmal vom frithen zum spaten Stadium hin vorzunehmen.
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4.2 Oxidativer Stress durch Prioninfektion

4.1.2.2 Proteasomuntereinheiten

Das Ausschalten von PrP¢ in einem Modell fiir Chorea Huntington fiihrt zu einer Vermin-
derung der Proteasomentatigkeit [120]. Auch in der vorliegenden Arbeit fallen einige mit
Proteasomen assoziierte Proteine durch Intensitatsanderung auf, wahrscheinlich hervorge-
rufen durch den Entzug von PrP® im Verlauf der Erkrankung, welches zunehmend in die
unlésliche Form PrPS¢ {ibergeht. Wihrend die Proteinspots der im Milz-Uberstand gefun-
denen Proteasomuntereinheit und der Proteasom-Aktivator-Komplex-Untereinheit jeweils
auf eine niedrigere Konzentration hinweisen, sind die Spots in Riickstandsextrakt und
Riickstandssuspension stirker ausgeprigt. Diese Anderungen kénnen auf eine Proteasom-
dysfunktion hindeuten, die moglicherweise durch ein Ungleichgewicht der beteiligten
Untereinheiten hervorgerufen wird. Insbesondere die Erniedrigung einer Komponente
des Proteasom-Aktivator-Komplexes deutet auf eine Stérung der Zellkommunikation und
explizit der Aktivierung der Proteasomentatigkeit hin.

Eine Folge gestorter Proteasomenfunktion ist, dass fehlerhafte und beschédigte Proteine
nicht mehr zuverléssig und ausreichend abgebaut werden und ihrerseits weiterfiihrende
Schéden provozieren.

Die Beeintrachtigung des Proteasomsystems fordert auch die PrP-Akkumulation im Zy-
toplasma [125, 193]. Falls dies eine Sekundarfolge der Infektion ist, verschlimmert sie die
Akkumulation bzw. Infektion moglicherweise noch zusatzlich. Im Falle eines Priméreffek-
tes fordert die Beeintrachtigung des Proteasomsystems gegebenenfalls iiberhaupt erst die
Infektion bzw. deren Ausbreitung.

4.1.3 Elongation Factor 1 Alpha

Der Elongation Factor 1 Alpha (EF-1a-1) ist in der vorliegenden Studie sowohl im Gehirn
als auch in der Milz der infizierten Tiere hochreguliert. Im Gehirn lasst sich sogar bereits
zum frithesten untersuchten Zeitpunkt eine deutliche Intensitdtszunahme dieses Protein-
spots gegeniiber der Kontrolle feststellen. EF-1a-1 ist innerhalb des Proteinmetabolismus
an der Translationsregulation beteiligt. Seine Uberexprimierung fillt besonders auf, da
in der vorliegenden Studie die Intensitdtserhohungen in beiden untersuchten Organen
deutlich iiberwiegen.

Der Befund unterstiitzt die These, dass aufgrund der Scrapie-Infektion eine globale
Storung des Proteinmetabolismus vorliegt. Umso schwieriger ist es, die direkt durch die
Infektion ausgelosten Verdnderungen zu identifizieren und von den erst nachfolgend
auftretenden Abnormalititen zu unterscheiden.

4.2 Oxidativer Stress durch Prioninfektion

Oxidativer Stress birgt fiir eine Zelle und ein Gewebe immer auch die Gefahr gréRerer
Schiden. Organismen sind daher stets bestrebt, sich mittels verschiedener Mechanismen
und Enzyme vor schidlichen Oxidantien zu schiitzen. Untersuchungen an sporadischen
Creutzfeldt-Jakob-Fillen zeigen eine vermehrte oxidative Stressantwort gegeniiber alters-
angepassten Kontrollen [71]. Auch die vorliegende Arbeit liefert Hinweise auf Verdnde-
rungen bei der Stressantwort. Betroffen sind zum Beispiel die Peroxidasen Peroxiredoxin 1
und Peroxiredoxin 2 in der l16slichen Fraktion der Milz und Peroxiredoxin 6 im Gehirn.
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Ein Ungleichgewicht bzw. eine zu geringe Konzentration von auf bestimmte Oxidantien-
typen spezialisierten Peroxidasen und anderen oxidativen Stressantwortproteinen fiihrt zu
Schédden an Zellkomponenten und schlieRlich der ganzen Zelle bis hin zum Zelltod. Von
oxidativem Stress wird bereits als einer gemeinsamen Eigenschaft der neurodegenerativen
Erkrankungen Alzheimer und Morbus Parkinson [130] berichtet. Auch im Scrapie-Maus-
Modell ist oxidativer Stress bekannt [194].

4.3 Zytoskelett-Proteine

Die umfassenden Ergebnisse von Chich et al. [42] beziehen sich zwar auf eine Kultur
neuronaler Zellen, jedoch lassen einige Ergebnisse Vergleiche mit verdnderten Proteinen
im Mausmodell der vorliegenden Arbeit zu. So sind einige der betroffenen Proteine am
Aufbau des Zytoskeletts beteiligt. Diese fibrilliren Strukturen sind fiir die Formgebung
der tierischen Zelle essentiell. Insbesondere decken sich einige Proteinverdnderungen mit
jenen in der vorliegenden Arbeit gefundenen Vertretern.

Villin 2 (Synonym: Ezrin) bildet mit Radixin und Moesin gemeinsam einen Komplex,
welcher der Verankerung der Aktinkomponenten des Zytoskeletts an der Plasmamembran
dient. Alle drei Proteine weisen Intensitédtsdifferenzen in der scrapieinfizierten Milz auf.
Im Gehirn-Gesamtextrakt sind ebenfalls einige dem Zytoskelett zuzuordnende Proteine
verdndert, darunter Moesin, Tropomyosin und das Aktin-like Protein 3.

Dariiber hinaus fallen weitere Proteine auf, die dem Zytoskelett zuzuordnen sind (sie-
he dazu die Proteinklasse Zellwachstum und/oder -erhaltung in Tab. 3.2, Tab. 3.4 und
Tab. 3.8).

Eine Verdnderung in der Zusammensetzung der Zytoskelettkomponenten kann die Be-
eintrachtigung oder den Verlust der strukturellen Integritit der Zelle und eines ganzen
Gewebes zur Folge haben. Dariiber hinaus dienen einige Zytoskelettkomponenten auch
als Verankerungspunkte und Transportwege fiir Organellen. Eine Stérung dieses Protein-
netzwerkes kann einen Eingriff in den Metabolismus der Zelle bedeuten. Infolgedessen
koénnen Unterversorgung von Zellkompartimenten, mangelnder Abbau von Schadstoffen
und die Beeintrachtigung der zelluldren Gesamtfunktion auftreten, die bis zum Zelltod
reichen.

4.4 Eingriff in Zellkommunikation und Signaltransduktion

Sowohl im Gehirn als auch in der Milz finden sich zahlreiche Proteine verandert, die
zur Proteinklasse Signaltransduktion, Zellkommunikation gehoren. Darunter sind Proteine
zur Zellzyklusregulation (z. B. Bcas2 im Milz-Riickstandsextrakt, siehe Tab. 3.4, Septin 7
im Gehirn, siehe Tab. 3.8) und Adaptermolekiile fiir die Signaltransduktion (z.B. 14-3-3
protein eta im Milz-Uberstand, siehe Tab. 3.2, Toll-interacting protein im Gehirn). Auch
Proteine, die an der fiir die Signaltransduktion wichtigen Kalziumbindung beteiligt sind,
weisen verdnderte Konzentrationen auf: Annexin A5 und Annexin A4 im Gehirn, Anne-
xin A6 im Milz-Uberstand und Annexin A2 im Milz-Riickstandsextrakt. Das Absinken der
Konzentrationen von Synapsin 1 und Synapsin 2 im Gehirn scrapieinfizierter Mause be-
deutet einen Eingriff in die Kontrolle der synaptischen Aktivitdt, an welcher die Synapsine
beteiligt sind.
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4.5 Aussagekraft der verdnderten Proteinlevel

Es ist bereits bekannt, dass die Synapsenpathologie (sowohl pra- wie postsynaptisch)
eine herausragende Abnormalitit in der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist. Auch Synap-
sin 1 ist im Zusammenhang mit der Synapsenpathologie in CJK-Gehirnen als vermindert
exprimiert bekannt [65].

4.5 Aussagekraft der veranderten Proteinlevel

Was sagen die verdnderten Proteinlevel aus? Die Zelle als Grundeinheit des Lebendigen
ist ein aullerst komplexes Gebilde, dessen verschiedenartige Bestandteile hochdynamisch
und auf unterschiedlichen Ebenen miteinander interagieren. In der Proteomik liegt das
Hauptaugenmerk auf den Proteinleveln und ihren Zusammenhingen.

Die Zelle besteht aus hochstrukturierten Netzwerken von Protein-Protein-Interaktio-
nen. Diese Interaktionen finden zum einen zwischen den Proteinen innerhalb desselben
Stoffwechselweges statt, zum anderen aber auch zwischen Proteinen unterschiedlicher
Stoffwechselwege, so dass es letztlich zu einer Verkniipfung und Interaktion mehrerer
solcher metabolischer Wege kommt. Diese konnen hochkomplex sein und sich in unter-
schiedlichen Dimensionen mit Beteiligung verschieden zahlreicher Metabolismuswege
abspielen. Steuernde Regulationsmechanismen greifen nicht nur innerhalb eines Stoff-
wechselweges, sondern durchaus auch tibergreifend.

Insgesamt lésst sich also das Proteom als die Gesamtheit vieler Protein-Netzwerke anse-
hen, mit deren Aufrechterhaltung und Regulierung die Zelle vermutlich stindig konfron-
tiert ist. So ldsst sich erkldren, dass im Verlaufe einer Erkrankung auftretende Anderungen
der Menge eines Proteins nicht zwingend von der Erkrankung selbst hervorgerufen wer-
den. Vielmehr kénnen diese Anderungen der Proteinintensitiit und -zusammensetzung
Seiteneffekte dieser Regulationsmechanismen darstellen, welche im Zuge des vermuteten
Bestrebens einer jeden Zelle auftreten, das ihr typische, physiologische Verhiltnis der
Proteinzusammensetzung bestdndig auszubalancieren.

Allein anhand des Auftretens von Mengenidnderungen bestimmter Proteine im Zuge
einer Erkrankung — in dieser Studie der Scrapie-Infektion im Mausmodell — kann also noch
keine klare Aussage dariiber getroffen werden, ob es sich jeweils um eine direkte Folge der
Erkrankung handelt (Primareffekt), oder ob diese Verdnderung aufgrund weiterer, mogli-
cherweise bislang nicht nachgewiesener Mechanismen im Organismus hervorgerufen wird
(Sekundareffekt). So verursacht beispielsweise die Fehlfaltung des Huntingtins bei Chorea
Huntington, dass diese durch Chaperone behoben wird, welche dann jedoch an anderer
Stelle fehlen und zu mangelnder Chaperonaktivitit bei anderen Proteinfaltungsprozessen
fiihrt. Auf diesem Wege beeinflusst das Huntingtin indirekt weitere Stoffwechselwege,
welche ihrerseits zur Pathogenese der Erkrankung beitragen [7]. So kann eine beson-
ders friih im Krankheitsverlauf auftretende Verdnderung ein Hinweis darauf sein, dass
es sich hierbei eventuell um einen Priméreffekt handelt. Auf diese Proteinveranderungen
besonderes Augenmerk zu richten, erscheint sinnvoll.

Ein Grof3teil der differentiellen Expression im klinischen Stadium der Prioninfektion
reprasentiert schwere Verdnderungen, welche moglicherweise eher einen Indikator einer
generalisierten Antwort (auf den schlechten Allgemeinzustand der kranken Tiere) dar-
stellen als dass sie eine echte Rolle in der Prionpathogenese spielen. In spéten Stadien ist
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4 DISKUSSION

es daher in jedem Falle schwierig, zwischen generalisierter Erkrankung und einer direkt
auf die Prioninfektion bezogenen Antwort zu unterscheiden. Daher sind insbesondere die
frith im préklinischen Stadium auftretenden Unterschiede von Interesse.

4.6 Zweidimensionale Gel-Elektrophorese — Grenzen und
Moglichkeiten

4.6.1 Grenzen

Schwer 16sliche Proteine (z.B. stark hydrophobe Membranproteine), sehr niedrige Kon-
zentrationen sowie sehr kleine und sehr grof3e Proteine werden mit der in dieser Studie
angewandten Methode nicht hinreichend erfasst. Fiir diese speziellen Gruppen von Protei-
nen empfiehlt es sich, auf andere Techniken zuriickzugreifen.

Auch der Zeitfaktor bei dieser Methode ist nicht unerheblich, insbesondere die Auswer-
tung der erhaltenen Gele mit Hunderten und Tausenden von Proteinspots ist aufwendig.

4.6.2 Moglichkeiten

Mittels Zoomgelen (beispielsweise mit IPG-Streifen fiir enge pH-Bereiche und Gelgra-
dienten fiir bestimmte Massen) konnen einzelne Molekulargewichts- und pI-Bereiche
gezielt untersucht und in diesen Ausschnitt gehorende Proteine weiter aufgetrennt wer-
den. So konnen im Gesamtgel moglicherweise nicht klar voneinander getrennte Spots
verschiedener Proteine separiert und untersucht werden.

Die fortschreitende Entwicklung bringt weitere Techniken hervor, mit deren Hilfe auch
bisher nicht oder nur schlecht erfassbare Proteine nun sichtbar gemacht werden kénnen.
Unter Zuhilfenahme einer solchen neuen Technik, die die Limitierung der verwendeten
Methoden in Teilbereichen aufhebt und ergidnzt, konnen weitere Erkenntnisse gewon-
nen werden. So gibt es nun eine Moglichket, schwer 16sliche sowie Membranproteine
elektrophoretisch und massenspektrometrisch zu erfassen [15].

Mit der 2-DE ist es moglich, Isoformen von Proteinen in Form mehrerer Spots auf
einem Gel oder bei Gelen verschiedener Fraktionen desselben Organs zu finden, deren
moglicherweise unterschiedlich ausgeprégte differentielle Expression auf eine Beteiligung
posttranslationaler Mechanismen an deren Ausprdagung hindeuten.

4.6.3 Vergleich mit anderen Methoden

Die mit Hilfe der 2-DE gefundenen Proteinverdnderungen sind, wie die vorliegende Arbeit
zeigt, sehr zahlreich und bieten sich an, in weiteren Untersuchungen mittels anderer
Methoden einer Quantifizierung unterzogen zu werden. Neue Forschungsergebnisse auf
dem Gebiet der Massenspektrometrie bieten hier gute Ansitze. Konnten die gefundenen
Unterschiede bislang massenspektrometrisch nur qualitativ bewertet werden, so kann
man sie heute mittels neuester massenspektrometrischer Techniken auch quantifizieren
[143, 5, 189, 84]: Mit dem sogenannten »Isotope-Coded Protein Labeling« (ICPL) sowie
dem »Stable Isotope Labeling with Amino Acids in Cell Culture« (SILAC). Zum Einsatz
kommen dabei Isotope, welche die analysierten Peptide im Massenspektrum aufgrund
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4.7 Ausblick

ihrer durch die Markierung leicht verdnderten Masse leicht versetzt erscheinen lassen. Der
Einsatz unterschiedlicher Isotope erlaubt es, die zu vergleichenden Proben nach der Isoto-
penmarkierung sehr frith zu vereinen und dann als eine Probe weiter zu behandeln. Neben
dem Vorteil der Reduktion versuchsbedingter Schwankungen auf ein Minimum kénnen
die Peakhohen der analysierten Proteine und Peptide verglichen und zur Quantifizierung
der Proteinintensitdatsidnderung herangezogen werden.

4.7 Ausblick

Auch wenn eine einzelne Proteinexpressionsanderung fiir sich genommen nach bisherigen
Erkenntnissen kein spezifischer Hinweis fiir die Scrapie-Infektion zu sein vermag, so kann
doch eine Gruppe von Proteinen mit ihren individuellen Verdnderungen — gemeinsam
als Set — moglicherweise spezifische Markerfunktion haben. Auf jeden Fall bieten die
Ergebnisse Anhaltspunkte fiir weitere, spezifische Analysen einzelner Proteine oder einer
Gruppe von Proteinen und deren Bedeutung fiir die Infektion und den Krankheitsverlauf.

4.7.1 Genauere Betrachtung einzelner Proteine

Die vorliegende Arbeit deutet auf eine Reihe interessanter Proteine im Zusammenhang
mit der Scrapie-Infektion hin. Besonders attraktive Kandidaten sollten eingehender in
diesem Mausmodell und auch mittels anderer Ansitze untersucht werden. Eventuelle
Isoformen, die in dieser Studie nicht aufgefallen sind, konnen so moglicherweise erkannt
und bewertet werden.

Besonders interessant fiir genauere Betrachtungen scheinen die heterogenen nukleédren
Ribonukleoproteine zu sein, welche insbesondere in der Milz im Zuge der Scrapie-Infektion
vielfach in ihrer Expression verdndert sind (siehe Abschnitt 4.1.2.1). Insbesondere die
Interaktion des PrP® mit einem Vertreter dieser Gruppe von Proteinen [175] macht sie fiir
die Untersuchung vor allem praklinischer und dort sehr kurz nach der Erreger-Applikation
liegender Zeitpunkte interessant.

Die Storung des Proteasomsystems durch Dysregulation verschiedener Proteasomun-
tereinheiten in der Milz (Abschnitt 4.1.2.2) niher zu untersuchen, konnte Hinweise auf
direkte Auswirkungen der PrPS¢-Akkumulation auf das Abbausystem fehlerhafter und
alter Proteine geben und moglicherweise Aufschluss {iber Priméar- und Sekundéreffekte in
diesem Zusammenhang liefern.

Der Eingriff in Zellkommunikation und Signaltransduktion betrifft sowohl das Gehirn
als auch die Milz des in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mausmodells (Abschnitt 4.4).
Ein solcher Eingriff hat das Potential, systemische Auswirkungen auf den gesamten Orga-
nismus zu haben, wofiir auch der schlechte Allgemeinzustand der Tiere gegen Ende der
Infektion im terminalen Stadium spricht. Sowohl die in dieser Arbeit verdndert exprimiert
gefundenen Proteine als auch weitere, nicht gefundene Proteine aus der Klasse der Zell-
kommunikation und Signaltransduktion scheinen vielversprechend zu sein, um weitere
detaillierte Einblicke in die Krankheitsprogression und die Zusammenhénge zwischen den
Veranderungen und den auftretenden Symptomen zu erhalten.

Insgesamt sollten auch in der vorliegenden Arbeit nicht explizit verdndert gefundene
Proteine untersucht werden, die aber nahe verwandt sind mit diesen oder funktionelle
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4 DISKUSSION

Ahnlichkeiten aufweisen. Vielfach vermogen Zellen gewisse Funktionen zu kompensieren,
wenn sie beeintrdchtigt werden oder ausfallen, so dass die alleinige Expressionsdnderung
eines Proteins noch nichts {iber die Anderung der Gesamtfunktion aussagt.

4.7.2 Identifizierung weiterer Proteinspots

In in dieser Screeningstudie werden relativ strenge Kriterien angelegt, damit ein Spot {iber-
haupt weiter untersucht wird, daher ist es wahrscheinlich, dass eine Reihe interessanter
Proteine noch nicht erfasst werden konnte. Dazu mégen sowohl bereits bekannte Proteine
zahlen, die als Marker- oder Kontrollproteine der Erkrankung dienen konnen, als auch
im Zusammenhang mit einer Prioninfektion noch unbekannte Proteine. So ist bislang
nur ein Teil der differentiell verdnderten Proteinspots iiberhaupt mit Hilfe der Massen-
spektrometrie identifiziert. Das néichstliegende Interesse wére also sicherlich, die noch
nicht eindeutig identifizierten und als Gemische oder Doppelspots vermerkten Kandidaten
weiteren massenspektrometrischen Analysen zu unterziehen. Danach sollten die aufgrund
der strengen Kriterien in dieser Arbeit nicht weiterverfolgten Spots massenspektrometrisch
analysiert werden, um moglicherweise weitere Isoformen von bereits identifizierten Prote-
inen und auch neue Kandidaten fiir weitere Untersuchungen zu erkennen. Des Weiteren
waére eine computergestiitzte Analyse der Intensititsinderungen wiinschenswert.

4.7.3 Analyse der frithen Stadien

Die Untersuchung vom terminalen bzw. letzten entnommenen Stadium ausgehend nach
vorne unter ausschliefSlicher Beachtung der im spétesten Stadium gefundenen Unterschie-
de ist nur ein moglicher Weg und beinhaltet den Verlust jener differentiell exprimierten
Spots, die in friiheren Infektionsphasen vorhanden sind und im Verlauf der Erkrankung
zu schwach werden, um Beachtung zu erhalten oder gar ganzlich verschwinden (siehe
auch Brown 2005 [21]). Eine von den bisherigen Ergebnissen unabhédngige Auswertung
der bereits vorhandenen Gele im Hinblick auf diese moglicherweise nur friih zu finden-
den Intensititsdnderungen (oder auch Positionsvarianten) ist ein weiterer interessanter
Aspekt, den zu verfolgen lohnenswert erscheint. Auf diese Weise kénnte auch ein Uber-
blick dariiber gewonnen werden, ob und inwiefern sich die Gesamtzahl der verdnderten
Proteinspots zwischen den Stadien unterscheidet.

Betrachtet man zudem die Verdnderungen sehr kurz nach der Infektion im Vergleich zu
Mock-Kontrollen (mit nicht-infektiésem Material beimpfte Kontrolltiere), kénnte auch die
Frage nach priméren und nachgeordneten Effekten weiterverfolgt werden.

4.7.4 Vergleich mit anderen Modellen

Eine vergleichende Untersuchung verschiedener Erregerstimme kann moglicherweise
weiteren Aufschluss beziiglich spezifischer oder globaler Proteinleveldnderungen wahrend
der Infektion geben.
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4.7.5 Auffinden von Proteinen geringerer Konzentration

Eine Gewebesubfraktionierung vor der Proteinextraktion durchzufiihren, kann einen wei-
teren Erkenntnisgewinn bringen. Gerade in einem so heterogen ausgepragten Organ
wie dem Gehirn mit seinen vielen unterschiedlichen Arealen herrscht eine starke Zell-
differenzierung und damit eine sehr variable Auspragung der Proteinzusammensetzung.
So werden einige Proteine moglicherweise in nur wenigen Zelltypen oder Hirnarealen
exprimiert. Bei der Untersuchung des gesamten Organes besteht fiir diese Proteine die
Gefahr, dass ihr Gehalt unter die Nachweisgrenze sinkt und Verdnderungen in ihrer Ex-
pression daher nicht nachvollzogen werden konnen. Auch im Hinblick auf die auf einige
Hirnregionen beschrankte oder in einigen Teilen besonders ausgeprigte Verdnderung des
Gewebes infolge der Prioninfektion kann eine Subfraktionierung weitere Einblicke in das
Geschehen der betroffenen Bereiche bieten, so zum Beispiel beim a-B-Crystallin (siehe
Abschnitt 4.1.1.3).

4.7.6 Einfluss des Prion-Proteins: Knockout-Mause

Ebenfalls interessante Einblicke vermag eine Untersuchung von PrP-Knockout-Mausen
mittels der zweidimensionalen Gel-Elektrophorese zu liefern. Solche Tiere werden be-
reits seit einiger Zeit in Studien zur Prionausbreitung eingesetzt [36, 37, 185, 190, 183].
Ein Vergleich der durch den Verlust des zelluldren Prion-Proteins in ihrer differentiellen
Expression verdnderten Spots und Proteine mit denen in dieser Studie und eventuellen
weiterfithrenden Untersuchungen gefundenen Kandidaten kénnte wichtige Erkenntnisse
bringen, welche Proteine durch den Entzug von PrP¢ in ihrer Expression beeintrichtigt
werden und welche Veridnderungen erst durch die Anwesenheit von PrP5¢, Neurodegene-
ration und Proteinaggregation hervorgerufen werden.

4.7.7 Gewebe ohne nachweisbaren Erreger

Sowohl in der Milz als Teil des lymphoretikuldren Systems, das mafgeblich an der Erre-
gerausbreitung beteiligt ist, als auch im Gehirn ist PrPS¢ nachweisbar. Eine Untersuchung
von Gewebe ohne nachweisbares PrPS¢ vermag moglicherweise interessante Ergebnisse zu
liefern. So zeigte Zabel [195] eine starke Erniedrigung der Expression der Major Urinary
Proteins (MUPs) in der Leber eines Mausmodells fiir Chorea Huntington, was eine Einfluss-
nahme der Erkrankung auf Organe auf3erhalb des direkt durch die Krankheit betroffenen
Gewebes Gehirn demonstriert. Auch fiir eine Prion-Erkrankung ist ein Eingriff in den
Proteinhaushalt abseits der Gewebe des Infektionsweges denkbar. Eine Untersuchung der
Proteinlevel solcher Gewebe bietet interessante Perspektiven.

Die Abgrenzung der Erkrankungen und Subformen (z.B. durch verschiedene Erreger-
stdmme bei Scrapie und BSE) voneinander bleibt ohne direkten Erregernachweis und zu
Lebzeiten der Infizierten wohl weiterhin schwierig. Auch die vorliegende Arbeit liefert
keine eindeutige Markerkombination von Proteinen, die insbesondere auch auf3erhalb
des ZNS vorkommen und damit vor Eintreten des Todes zuginglich waren. Wohl aber
bieten die Ergebnisse der vorliegenden Studie Anhaltspunkte und Grundlagen fiir wei-
tere Forschungen, welche moglicherweise zu einer nutzbaren Markerkombination zum
(spezifischen) Infektionsnachweis fithren konnen.
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5 Zusammenfassung

Die als Rinderseuche BSE bekannte Bovine Spongiforme Enzephalopathie zdhlt zu einer
Gruppe neurodegenerativer Krankheiten, den Transmissiblen Spongiformen Enzephalo-
pathien (TSE). Dazu gehort auch die schon lange bei Schafen und Ziegen bekannte
Traberkrankheit, auch Scrapie genannt. Mit diesen von Stanley Prusiner einer neuartigen
Klasse zugeordneten Erregern — Prionen — infizierte Méduse dienen als Modellorganismen
fiir vielfaltige Studien.

In dieser Arbeit werden mit dem Scrapiestamm 139A infizierte C57Bl/6-Méause mit den
bisher noch wenig in der Erforschung der Prionerkrankungen eingesetzten Methoden der
Proteomforschung analysiert. Die sensitive Extraktion der in Milz und Gehirn enthalte-
nen Proteine und die sich daran anschliefende hoch auflésende zweidimensionale Gel-
Elektrophorese erlaubt die Auftrennung mehrerer Tausend Proteinspots auf einem Gel.
Der Vergleich der aus infizierten Tieren gewonnenen Proben mit denen altersangepasster
Mock-Kontrolltiere ergibt eine grofde Zahl meist hochexprimierter Proteinspots.

Eine massenspektrometrische Analyse bestéitigt einige bereits im Zusammenhang mit
TSE bekannte Proteine, wie z. B. das saure Gliafaserprotein (GFAP) im Gehirn. Es werden
aber auch Proteine identifiziert, die im Zusammenhang mit Scrapie oder TSE im Allgemei-
nen nicht in Verbindung gebracht werden, z. B. a-B-Crystallin. Dariiber hinaus erkennt
man die Beeintrdchtigung ganzer Gruppen von Proteinen, wie z. B. den heterogenen nu-
kledren Ribonukleoproteinen in der Milz. Auch die bereits im Zusammenhang mit TSE
bekannten Anzeichen fiir oxidativen Stress bestétigen einige Proteinverdnderungen der
vorliegenden Studie. Storungen im Haushalt der Zytoskelett-Proteine und ein Eingriff in
Zellkommunikation und Signaltransduktion werden ebenfalls von einer Gruppe verdndert
exprimierter Proteine nahegelegt.

Die veranderte Expression nicht nur weniger Proteine, sondern ganzer Gruppen zum
Teil miteinander interagierender Proteine (z.B. bei den Zytoskelett-Proteinen) legt den
Schluss nahe, dass im Zuge der Scrapie-Infektion ganze Stoffwechselwege beeintrachtigt
werden. Da diese allerdings keine in sich geschlossenen Systeme sind, sondern ihrerseits
mit weiteren metabolischen Wegen kooperieren und korrespondieren, haben Anderungen
in einem Bereich der Zelle Auswirkungen auf ganz andere Bereiche des Zellstoffwechsels.

Die Analyse mehrerer Zeitpunkte erlaubt eine Einordnung der durch die Infektion
hervorgerufenen Proteinverdnderungen in Bezug auf das infektiose Agens. Dazu bietet
die zweidimensionale Gel-Elektrophorese zusammen mit ihren angrenzenden Methoden
eine gute Basis fiir weitere Untersuchungen. Gemeinsam mit Alternativmethoden stehen
gute Mittel zur Verfiigung, um Scrapie- und ganz allgemein Prioninfektionen eingehend
zu untersuchen und interessante neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Nach wie vor sind TSE noch nicht hinreichend verstanden. Weitere Untersuchungen
sind notwendig, um zusétzliche Informationen iiber den Krankheitsverlauf und involvierte
Mechanismen zu erhalten. Die Erkenntnisse dieser Screeningstudie zu Proteinverdnderun-
gen konnen als Anhaltspunkte fiir gezielte Forschungsansétze dienen, um die Stérung der
umfangreichen Proteinnetzwerke zu verstehen, welche die Prioninfektion auslost.
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6 Summary

Transmissible spongiform encephalopathies (TSE) belong to a group of neurodegenerative
disorders which includes the well known bovine spongiform encephalopathy (BSE) in
cattle. Another representative is the long known Scrapie in sheep and goats. Stanley
Prusiner postulated a new class of pathogenic agents, called prions, and mice inoculated
with these infectious agents are used as model organisms in various studies.

The aim of this work is to investigate spleen and brain of C57Bl/6 mice, infected
with scrapie strand 139A, utilising proteomics approaches not yet frequently used in
prion research. Sensitive extraction of tissue proteins, followed by high resolution two-
dimensional gel-electrophoresis (2-DE) is suitable to separate thousands of protein spots
in a single gel. Comparison of samples from infected mice against age-matched mock-
controls leads to the detection of many mostly overexpressed protein spots.

Mass spectrometric analysis confirms some already known proteins connected to TSE,
for example the glial fibrillary acidic protein in brain (GFAP). However, some proteins
(such as a-B-Crystallin) were identified which are not yet associated with scrapie or with
TSE in general. Furthermore an impairment of whole protein groups can be seen, as
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins in the spleen. Signs of oxidative stress, already
known to be associated with TSE, are further confirmed in this study by changes in
concentration of some of the related proteins. The upset of cytoskeletal proteins as well
as proteins involved in cell communication and signal transduction is suggested by some
altered protein expressions.

Altered expression of not just a few proteins, but whole groups of partially interacting
proteins (such as cytoskeletal proteins) leads to the conclusion of interference of whole
metabolic pathways caused by the scrapie infection. These pathways are not closed
systems, but cooperate and correspond with other pathways, thus leading to changes in
other parts of the cell and its metabolism.

Analysis of several points in time allows a subsumption of the caused protein changes
in relation to the infectious agent. 2-DE and related methods form a good basis for
further investigations. This, combined with alternative methods, forms a useful tool in
investigating scrapie, as well as prion infections in general, and gaining interesting new
insight.

There is still plenty to discover concerning transmissible spongiform encephalopathy,
for the diseases are yet not completely understood. Further investigations are needed to
obtain additional information concerning disease progress and involved mechanisms. The
findings of this screening study relating to protein changes can be used as starting point
of specific research to understand the interference of extensive protein networks causing
prion infection.
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Anhang






A Standardgele

Stellvertretend fiir alle Gele einer Organfraktion sind im Folgenden die Standardgele als
Reprasentanten der untersuchten Fraktionen/Organe gezeigt.

A.1 Milz-Uberstand

Abbildung A.1: Ein reprisentatives 2D-Gelmuster der Plasmatischen Fraktion (Uberstand U) der Milz
20 Wochen nach oraler Infektion der weiblichen C57BL/6-Mause.
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ANHANG A STANDARDGELE

A.2 Milz-Riickstandsextrakt

i ; T
Abbildung A.2: Ein représentatives 2D-Gelmuster der Membran-assoziierten Fraktion (Riickstands-
extrakt RE) der Milz 20 Wochen nach oraler Infektion der weiblichen C57BL/6-Mause.
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A.3 Milz-Riickstandssuspension

A.3 Milz-Riickstandssuspension

e

T8
|

M“ln.
— —

e — —
Abbildung A.3: Ein reprisentatives 2D-Gelmuster der Kernfraktion (Riickstandssuspension RS) der
Milz 20 Wochen nach oraler Infektion der weiblichen C57BL/6-Méuse.
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ANHANG A STANDARDGELE

A.4 Gehirn-Gesamtextrakt

Abbildung A.4: Ein représentatives 2D-Gelmuster des Gehirn-Gesamtextraktes im terminalen Stadium
(21 Wochen) nach intrazerebraler Infektion der weiblichen C57BL/6-Méuse.
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B Tabellen der veranderten Spots

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Vielzahl an Spots durch die Scrapie-Infektion
verdndert wird. Viele davon sind identifiziert worden. Da eine eingehende Diskussion aller
gefundener Proteine jedoch weit iiber den Rahmen dieser Arbeit hinausginge, werden
nur einige Proteine und Proteingruppen diskutiert. Die iibrigen Ergebnisse sollen jedoch
Interessierten fiir weitere Untersuchungen zuganglich sein und werden daher nachfolgend
aufgelistet. Bislang unberiicksichtigte Gemische und unsichere Identifizierungen sind
ebenfalls enthalten.

B.1 Differentielle Spots Milz-Uberstand

Tabelle B.1: Verinderte Spots des Milz-Uberstandes in allen untersuchten Stadien und Identifizierungen,
sortiert nach den durchnumerierten Spots. Erlduterung der Symbole: A und B in der Spalte SPOT stehen
fiir Spots der sauren (acidic) bzw. basischen Seite, numeriert; die Spaltentitel NW bezeichnen das
Krankheitsstadium in Wochen; —, ——, — —— bezeichnen leicht, deutlich bzw. sehr deutlich schwéchere/
kleinere Spots, +, ++, +++ hingegen leicht, deutlich bzw. sehr deutlich stirkere/grof3ere Spots
im erkrankten Gewebe gegeniiber der Kontrolle; / bedeutet, dass keine (einheitliche) Verdnderung
innerhalb des Stadiums vorliegt oder der Spot nicht eindeutig zugeordnet werden kann.

SpOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

A01 ++ + / Gemisch: gi| 6680187 hematopoietic cell specific Lyn substrate 1 [Mus
musculus] und gi| 6755863 Tumor rejection antigen gp96; tumor
rejection antigen (gp96) 1 [Mus musculus]

A06 —-— (-) - gi| 113963 Annexin A6 (Annexin VI) (Lipocortin VI) (P68) (P70)
(Protein III) (Chromobindin 20) (67 kDa calelectrin) (Calphobindin-II)
(CPB-II)

A07 - -— / gi| 13384620 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K [Mus
musculus]

Al17 - / / gi| 6754910 nuclear distribution gene C homolog [Mus musculus]

A19 + / + gi| 31982275 heat shock protein 4; heat shock 70 kDa protein 4; heat
shock protein, 110 kDa [Mus musculus]

A21 -— / - 1] 8394460 tropomodulin 3; ubiquitous tropomodulin [Mus musculus]

A22 - - /

A24 -— / / gi| 6678097 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, calde B, member
6a; serine protease inhibitor 3; serine ...

A25 -— / / gi| 6678097 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, calde B, member
6a; serine protease inhibitor 3; serine ...

A33 ++ —— / gi]| 1288430 Nucleolin (Protein C23)

A34 ++ - ++

A39 - / /

A40 - / - gi| 1698572 Proteasome activator PA28 beta subunit

A41 ++ / /

A43 —-— / - gi| 3914438 Proteasome subunit alpha type 3 (Proteasome component

C8) (Macropain subunit C8) (Multycatalytic ...)

Fortsetzung ndchste Seite
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ANHANG B TABELLEN DER VERANDERTEN SPOTS

Fortsetzung von Tab. B.1: Differentielle Spots Milz-Uberstand

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

A46 - (=) / gi|6756037 tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, eta polypeptide; 14-3-3 eta

A54 - / / gi|3953617 SET [Mus musculus]

A55 + / gi|5803076 chromobox homolog 1 (HP1 beta homolog Drosophila);
heterochromatin protein p25 beta; ...

A56 —— —— / gi|2499469 Peroxiredoxin 2 (Thioredoxin peroxidase 1) (Thioredoxin
dependent peroxide reductase 1) ...

A57 —— - / Gemisch: gi| 21411447 Crk protein [Mus musculus] und gi| 7657031
5’,3-nucleotidase, cytosolic; 5’'(3’)-deoxyribonucleotidase; 5’
nucleotidase, deoxy (pyriminidine), ...

A60 —— / / gi|31560222 apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD [Mus musculus]

A62 ++ —-— / gi| 6754976 Peroxiredoxin 1; proliferation-associated gene A;
osteoblast specific factor 3; macrophage 23 Kd ...

A73 ++ / / gi|26389256 unnamed protein product [Mus musculus] (Fragment
von A07!)

A76 —— - / gi| 11993950 glia maturation factor, gamma [Mus musculus]

A85 ++ / / gi|52120 unnamed protein product [Mus musculus] (Fragment oder
Isoform von gi|52140 immunglobulin kappa light chain [Mus
musculus]

A88 +

BO1 ++ / 21| 33859482 eukaryotic translation elongation factor 2 [Mus
musculus]

BO2 ++ / + gi| 33859482 eukaryotic translation elongation factor 2 [Mus
musculus]

BO7 ++ / / €1]|32363497 Ezrin (p81) (Cytovillin) (Villin 2)

B0O8 ++ / / gi|6677699 radixin [Mus musculus]

B0O9 +(+) ++ / 21| 18606238 Gelsolin [Mus musculus]

B12 ++ / / gi| 119531 Protein disulfide isomerase A4 precursor (Protein Erp-72)
(ERp72)

B14 ++ / /

B15 ++ —-— / gi|462608 Moesin (Membrane-organizing extension spike protein)

B16 ++ / / gi]| 13277819 Stress-induced phosphoprotein 1 [Mus musculus]

B18 ++ - / gi|4097668 SH2 phosphatase 1 [Mus musculus]

B20 ++ + / Gemisch: gi| 119531 Protein disulfide isomerase A4 precursor (Protein
Erp-72) (Erp72) und gi| 6679687 glucose regulated protein;
endoplasmic reticulum protein; glucose regulated protein, 58 kDa; ...

B24 ++ / gi| 7304885 Annexin A11; annexin XI [Mus musculus]

B31 ++ / gi|2499469 Peroxiredoxin 2 (Thioredoxin peroxidase 1) (Thioredoxin-
dependent peroxide reductase 1) (Thiol-...

B32 ++ / / €1|26333597 unnamed protein product [Mus musculus] (laut
BLASTsearch 100% gi| 227256 talin)

B35 ++ ++ ++

B37 ++ / /

B47 ++ / gi]| 12832236 unnamed protein product [Mus musculus] - laut BLAST
99% Ubereinstimung mit gi| 1070515 carbonate dehydratase (EC
4.2.1.1) II - mouse

B49 ++ / / gi|21071091 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 [Mus

musculus]
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B.2 Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

Fortsetzung von Tab. B.1: Differentielle Spots Milz-Uberstand

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

B50 ++ / / gi|4504445 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al isoform a;
nuclear ribonucleoprotein particle Al protein

B51 ++ / / gi|23266713 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1/B0
[Mus musculus]

B52 ++ / /

B56 ++ / / gi|321246 Smooth muscle protein SM22 homolog — mouse (=
gi| 6755714 transgelin; SM-22 alpha [Mus musculus])

B65 ++ / / gi| 12805429 Park? protein [Mus musculus]

B68 ++ / / gi| 6679805 FK506 binding protein 2; FK506 binding protein 2 (13
kDa) [Mus musculus]

B73 ++ / /

B.2 Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

Tabelle B.2: Verdnderte Spots des Milz-Riickstandsextraktes in allen untersuchten Stadien und Identifi-
zierungen, sortiert nach den durchnumerierten Spots. Erlduterung der Symbole: In Klammern gesetzte
Intensitdtsdnderungen stehen fiir schwierig zu bewertende Verdnderungen; n/a heil’t nicht ausgewertet
(Stadium nicht verwertbar), die iibrigen Symbole sind Tab. B.1 zu entnehmen.

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

A002 —— / n/a €i|20912071 similar to data source: SPTR, source key: 075300,
evidence: ISS homolog to ES/130 putative [Mus musculus]

A003 —-— / n/a gi| 6753658 dynein, cytoplasmic, intermediate chain 2 [Mus musculus]

A008 —-— - n/a Gemisch: oberer Spot gi| 13242237 heat shock protein 8; Heat shock
cognate protein 70; heat shock 70kD protein 8 [Rattus norvegicus] —
unterer Spot gi| 17865719 Lamin B1

A009 —— / n/a gi|6754556 lamin B1 [Mus musculus]

A010 -— / n/a gi|31982755 vimentin [Mus musculus]

A011 —— / n/a gi|31982755 vimentin [Mus musculus]

A012 ++ +(+) n/a €i| 21313536 dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component
of 2-oxo-glutarate complex) [Mus musculus]

A013 —— / n/a Doppelspot: gi|31982755 vimentin [Mus musculus] und gi| 23272966
Atp5b protein [Mus musculus]

A014 -— / n/a Doppelspot uneinheitlich

A015 -(=) / n/a gi|31980648 ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1
complex, beta subunit; ATP synthase, H+ transporting ...

A020 ——— -—— n/a gi|49868 put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus] (zweimal erster
gi-Hit; aber viele andere Actinformen in nahem Massenbereich —
irgendein Actin)

A021 —-——— —(-) n/a gi|49868 put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus] (zweimal erster
gi-Hit; aber viele andere Actinformen in nahem Massenbereich —
irgendein Actin)

A022 —-— - n/a gi|49868 put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus] (einmal erster gi-
Hit, einmal vierter bei insgesamt unsicherer Identifizierung; aber viele
andere Actinformen in nahem Massenbereich bzw. als 1.-3. Hit —
irgendein Actin)

A026 —-— / n/a gi| 6671672 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2;

capping protein alpha 2 [Mus musculus]
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ANHANG B TABELLEN DER VERANDERTEN SPOTS

Fortsetzung von Tab. B.2: Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

A027 —— / n/a gi|26349519 unnamed protein product [Mus musculus] (laut BLAST
nahezu identisch (66% statt 67% Sequenzabdeckung) mit
gi| 51593758 Eif3s1 protein [Mus musculus]

A031 —— / n/a gi| 31543752 GS32 protein [Mus musculus]

A032 —— -(=) n/a gi|91035 ribosomal protein RS.40K — mouse

A034 —— / n/a gi| 18655521 Chain L, Crystal Structure Of The Fab Fragment Of The
Mouse Anti- Human Fas Antibody Hfe7a

A035 ++ / n/a gi| 18655521 Chain L, Crystal Structure Of The Fab Fragment Of The
Mouse Anti- Human Fas Antibody Hfe7a

A036 —— / n/a gi| 18655521 Chain L, Crystal Structure Of The Fab Fragment Of The
Mouse Anti- Human Fas Antibody Hfe7a

A037 —— n/a 216679299 prohibitin [Mus musculus]

A040 —-— n/a gi|49868 put. beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus] (viele andere
Actinformen in nahem Massenbereich als friithere Hits, aber sehr
uneinheitlich — irgendein Actin)

A041 ++ —-— n/a Gemisch: gi| 26351857 unnamed protein product [Mus musculus]
(Fragment von gi| 33667042 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
[Mus musculus]) und gi| 33563236 Rho, GDP dissociation inhibitor
(GDI) beta [Mus musculus]

A042 —— / n/a gi]| 13386090 breast carcinoma amplified sequence 2 [Mus musculus]

A044 ++ + n/a gi| 20867687 nascent polypeptide-associated complex alpha
polypeptide [Mus musculus] (Fragment?)

A045 —— / n/a gi|26345182 unnamed protein product [Mus musculus] (laut
BLASTsearch vermutlich gi| 6753096 apolipoprotein A-I [Mus
musculus])

A050 —— / n/a gi|809561 gamma actin [Mus musculus]

A051 —-— / n/a gi|6680860 chromobox homolog 3 (Drosophila HP1 gamma);
heterochromatin protein 1 gamma [Mus musculus]

A052 -— / n/a gi| 6680860 chromobox homolog 3 (Drosophila HP1 gamma);
heterochromatin protein 1 gamma [Mus musculus]

A055 ++ ++ n/a gi|26389256 unnamed protein product [Mus musculus] (Fragment
von gi| 13384620 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K [Mus
musculus])

A056 —-— - n/a gi|6679108 nucleophosmin 1; nucleolar protein NO38 [Mus musculus]

A059 + + n/a gi| 14625464 stathmin [Mus musculus]

A069 -—=() / n/a

A073 ++ =) n/a gi| 7106439 tubulin, beta 5 [Mus musculus]

A074 —-— / n/a

A076 ++ / n/a gi| 18606238 Gelsolin [Mus musculus]

B002 —— / n/a €1 26352950 unnamed protein product [Mus musculus] (identisch mit
gi|9790067 staphylococcal nuclease domain containing 1; p100 co-
activator [Mus musculus] und gi| 6009521 p100 co-activator [Mus
musculus] (unsicher!)

B003 —— / n/a gi| 37514837 Snd1-pending protein [Mus musculus]

B004 - / n/a

B005 ++ (+) n/a gi]| 10442545 PTB-associated splicing factor [Mus musculus]

B007 - / n/a

B008 —— / n/a gi|32363497 Ezrin (p81) (Cytovillin) (Villin 2)

B0O10 —— / n/a gi|21704156 caldesmon 1 [Mus musculus]

BO11 —— / n/a gi|21704156 caldesmon 1 [Mus musculus]
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B.2 Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

Fortsetzung von Tab. B.2: Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

B014 ++ / n/a gi|6576815 SYNCRIP [Mus musculus]

BO16 —-— + n/a gi|21313308 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M [Mus
musculus]

B018 -(=) / n/a

B019 -— / n/a

B020 -— / n/a gi|418112 DNA topoisomerase I

B021 -— / n/a

B023 —-— / n/a Gemisch: gi| 20806109 ADP-ribosyltransferase (NAD+; poly (ADP-
ribose) polymerase) 1 [Mus musculus] und gi| 14329713 Tpr [Mus
musculus] (N-Gel) bzw. gi|6754732 myeloperoxidase [Mus musculus]
(S-Gel)

B024 - / n/a gi| 2832298 pleiotropic regulator 1 [Mus musculus]

B025 —-— / n/a gi| 38571767 Ddx5 protein [Mus musculus]

B027 —-— ++ n/a

B028 -— ++ n/a Gemisch: gi| 6681157 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5; D-E-
A-D (aspartate-glutamate-alanine-aspartate) box polypeptide 5; DEAD
(aspartate-glutamate-alanine-aspartate) box ... und gi| 7305407
prolactin-like protein I; PLP I; prolactin-like protein J [Mus musculus]

B029 ++ ++ n/a gi| 129535 Polyadenylate-binding protein 1 (Poly(A)-binding protein 1)
(PABP 1)

B030 —-— ++ n/a gi| 6679515 polypyrimidine tract binding protein 1; hnRNP I [Mus
musculus] (unsicher!)

B031 ++ ++ n/a gi| 6680027 glutamate dehydrogenase [Mus musculus]

B033 ++ / n/a gi|24659630 Tcergl protein [Mus musculus]

B035 —-— / n/a gi| 6753738 eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3,
structural gene X-linked [Mus musculus]

B039 ++ - n/a evt. Gemisch: gi| 128843 Nucleolin (Protein C23) und gi|4322419
vasidolator-stimulated phosphoprotein [Mus musculus]

B043 ++ n/a gi| 33859554 fumarate hydratase 1 [Mus musculus]

B047 +(+) / n/a

B048 ++ / n/a gi| 6680618 acetyl-Coenzym A dehydrogenase, medium chain [Mus
musculus]

B050 —— (-) n/a gi| 26352474 unnamed protein product [Mus musculus] (=
gi| 6755224 twinfilin-like protein; protein tyrosine kinase 9 related
protein; A6 related protein; PTK9 protein)

B052 + (+) n/a gi| 6680345 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+), gamma [Mus
musculus]

B0O53 + + n/a gi|21704156 caldesmon 1 [Mus musculus]

B054 ++ ++ n/a €i|29145079 Hnrpd protein [Mus musculus]

BO55 ++ / n/a €1|29145079 Hnrpd protein [Mus musculus]

B057 -— / n/a gi|6996913 annexin A2; calpactin I heavy chain; annexin II; lipocortin
II; chromobindin 8; 33-kDa calcimedin; ...

B059 ++ / n/a gi| 13278382 Eeflal protein [Mus musculus]

B061 ++ / n/a Gemisch: gi| 16716499 sideroflexin 3 [Mus musculus] und gi|6755809
talin [Mus musculus]

B062 + n/a gi| 16716499 sideroflexin 3 [Mus musculus]

B064 -— / n/a

B065 ++ ++ n/a gi| 31542602 ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-

like 1 (Hu antigen R); HU-antigen A [Mus musculus]
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ANHANG B TABELLEN DER VERANDERTEN SPOTS

Fortsetzung von Tab. B.2: Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

B066 ++ ++ n/a gi| 31542602 ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-
like 1 (Hu antigen R); HU-antigen A [Mus musculus]

B067 ++ +++ n/a gi|4504445 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al isoform a;
nuclear ribonucleoprotein particle Al protein; ...

B068 + ++ n/a gi|21704156 caldesmon 1 [Mus musculus]

B069 —— n/a

B070 —-— n/a 21|23956266 DnaJ homolog, subfamily C, member 9 [Mus musculus]

B073 ++ n/a gi|6671602 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D; AU-rich
element RNA-binding protein 1 [Mus musculus]

B077 ++ + n/a gi|21071091 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform
2 [Mus musculus]

B079 ++ ++ n/a evt. Gemisch: gi| 10800150 splicing factor 3a, subunit 2; spliceosomal
protein gene 62; splicing factor 3a, subunit 2, 66kD [Mus musculus]
und gi| 6755372 ribosomal protein S3 [Mus musculus]

B081 ++ / n/a

B082 ++ / n/a gi|31982373 fibrillarin [Mus musculus]

B085 ++ / n/a gi| 31559916 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 isoform b
[Mus musculus]

B090 ++ / n/a gi|31982373 fibrillarin [Mus musculus]

B092 ++ + n/a gi|460317 chaperonin

B093 ++ + n/a Mehrfachgemisch?

B098 ++ / n/a gi|23266713 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1/B0
[Mus musculus]

B100 ++ / n/a gi|20806109 ADP-ribosyltransferase (NAD+; poly (ADP-ribose)
polymerase) 1 [Mus musculus]

B104 ++ +(+) n/a gi|4504445 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al isoform a;
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein B2 protein; nuclear
ribonucleoprotein particle Al protein; helix-destabilizing protein;
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein core protein Al; single-strand
DNA-binding protein UP1; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
A1B protein [Homo sapiens]

B105 ++ / n/a g1 23266713 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1/B0
[Mus musculus]

B106 ++ / n/a

B107 ++ ++ n/a €i| 19911240 polypirimidine tract binding protein [Mus musculus]
(geachtet der Position im Gel und aufgrund der ESI- und MALDI-Daten
liegt vermutlich ein Fragment hiervon (unwahrscheinlicher eine
Isoform) vor)

B108 ++ / n/a gi|31559916 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 isoform b;
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 [Mus musculus]

B109 +(+) / n/a gi|32880197 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform
2 [Mus musculus]

B110 + + n/a gi|6679497 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 2
[Mus musculus]

B111 ++ / n/a gi| 4504445 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al isoform a;
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein B2 protein; nuclear
ribonucleoprotein particle Al protein; helix-destabilizing protein;
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein core protein Al; single-strand
DNA-binding protein UP1; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
A1B protein [Homo sapiens]

B112 ++ / n/a
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B.3 Differentielle Spots Milz-Riickstandssuspension

Fortsetzung von Tab. B.2: Differentielle Spots Milz-Riickstandsextrakt

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

B114 ++ / n/a

B115 ++ / n/a gi|23266713 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1/B0
[Mus musculus]

B116 ++ (+) n/a gi| 673450 proteasome subunit MC13 [Mus musculus]

B117 ++ / n/a

B119 + n/a gi|21312175 malignant T cell amplified sequence 1 [Mus musculus]

B122 ++ / n/a

B130 ++ ++ n/a gi|6755198 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 6
[Mus musculus]

B131 ++ / n/a gi|90626 histone H4 (clone 53) — mouse

B132 +(+) + n/a gi| 3914438 Proteasome subunit alpha type 3 (Proteasome component
C8) (Macropain subunit C8) (Multicatalytic endopeptidase complex
subunit C8) (Proteasome subunit K)

B137 ++ / n/a gi|31981458 glutaredoxin 1 (thioltransferase); glutaredoxin

(thioltransferase) [Mus musculus]

B.3 Differentielle Spots Milz-Riickstandssuspension

Tabelle B.3: Veranderte Spots der Milz-Riickstandssuspension in allen untersuchten Stadien und Identi-
fizierungen, sortiert nach den durchnumerierten Spots. Erlduterung der Symbole: In Klammern gesetzte
Intensitdtsdnderungen stehen fiir schwierig zu bewertende Verdnderungen; n/a heil’t nicht ausgewertet
(Stadium nicht verwertbar), die iibrigen Symbole sind Tab. B.1 zu entnehmen.

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

A01 ++ n/a n/a

A02 —— n/a n/a gi| 18606238 Gelsolin [Mus musculus]

A09 - n/a n/a gi| 7305565 t-complex protein 1 [Mus musculus]

Al5 ++ n/a n/a

Al9 ++ n/a n/a

A23 +(+) n/a n/a gi| 7305417 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 10;
proteasome (prosomome, macropain) subunit ...

A25 ++ n/a n/a gi| 6753324 chaperonin subunit 6a (zeta); chaperonin containing
TCP-1 [Mus musculus]

A34 ++ n/a n/a gi| 6753914 ferritin light chain 1 [Mus musculus]

A40 ++ n/a n/a

A51 +(+) n/a n/a gi| 6753178 barrier to autointegration factor 1; breakpoint cluster
region protein 1 [Mus musculus]

B03 —-— n/a n/a gi| 13543181 Hnrpm protein [Mus musculus] (sehr unsicher!)

BO4 -— n/a n/a

B0O5 —(=) n/a n/a gi|27370092 Tu translation elongation factor, mitochondrial [Mus
musculus]

B06 —-— n/a n/a gi|22267442 ubiquinol cytochrome c reductase core protein 2;
RIKubiquinol cytochrome c reductase core protein 2 [Mus musculus]

BO7 —-— n/a n/a gi|21450129 acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1 precursor [Mus
musculus] (sehr unsicher!)

B10 —-— n/a n/a gi| 31559916 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 isoform b;

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 [Mus musculus]
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ANHANG B TABELLEN DER VERANDERTEN SPOTS

Fortsetzung von Tab. B.3: Differentielle Spots Milz-Riickstandssuspension

SPOT 20W 16 W 12W PROTEINIDENTITAT (NCBINR)

B11 —— n/a n/a gi| 7949053 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform 1
[Mus musculus]

B12 —— n/a n/a gi| 7949053 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform 1
[Mus musculus]

B21 ++ n/a n/a gi| 7949053 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform 1
[Mus musculus]

B22 ++ n/a n/a

B26 ++ n/a n/a gi| 7949053 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform 1
[Mus musculus]

B28 ++ n/a n/a g1 32130449 60S ribosomal protein L12
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B.4 Differentielle Spots Gehirn-Gesamtextrakt
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C Proteintabellen

Die nachfolgenden Tabellen enthalten die Spotverdnderungen mit den zugehdrigen Pro-
teinidentitdten nach der Identifizierung durch massenspektrometrische Analyse. Zudem
sind Synonyme, wie sie in den beiden verwendeten Datenbanken NCBInr und UniProt zu
finden sind, aufgefiihrt. Mit deren Hilfe kann in der Human Protein Reference Database
(HPRD) in vielen Féllen eine Zuordnung zu einem biologischen Prozess (Biological Process),
einer molekularen Klasse (Molecular Class) und einer molekularen Funktion (Molecular

Function) vorgenommen werden.
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