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1. Einleitung  
 

1.1. Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSEs)  
Unter dem Begriff TSEs (transmissible spongiforme Enzephalopathien) oder auch 

Prionenerkrankungen werden verschiedene infektiöse, neurodegenerative Krankheiten 

zusammengefasst. Sie unterscheiden sich von anderen neurodegenerativen Krankheiten 

dadurch, dass sie sowohl innerhalb einer Spezies als auch auf andere Spezies 

übertragen werden können. Im Hirn der erkrankten Individuen können zu Fibrillen 

angeordnete Proteine (MERZ et al., 1981) und schwammartige Aussparungen mit 

amyloiden Ablagerungen nachgewiesen werden (PRUSINER et al., 1983; DEARMOND et 

al., 1985).  

Humane TSEs können vererbt werden, spontan auftreten oder durch eine Infektion mit 

anderen TSEs hervorgerufen werden. Experimentell können aber auch diese TSEs auf 

andere Spezies übertragen werden. Das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom 

(GSS, GERSTMANN et al., 1939), die Fatale Familiäre Insomnie (FFI, LUGARESI et al., 

1986) und die Creutzfeldt-Jakob Krankheit (CJD, CREUTZFELDT, 1920; JAKOB, 1921 a und 

b) werden durch genetische Dispositionen hervorgerufen. Zusätzlich kann CJD auch 

spontan auftreten (sCJD), ohne dass eine genetische Prädisposition besteht oder 

Kontakt zu TSE-infektiösen Agenzien nachgewiesen werden kann (WILL et al., 1993). Zu 

den erworbenen humanen TSEs zählen Kuru, eine durch rituellen Kannibalismus 

hervorgerufenene TSE (KLATZO et al., 1959, GAJDUSEK, 1967) und iatrogenes CJD 

(iCJD), das durch akzidentelle Übertragung von CJD bei ärztlicher Behandlung entstand 

(DUFFY et al., 1974; FRADKIN et al., 1991; WILL et al., 1993). Auch die neue Variante der 

Creutzfeldt-Jakob Krankheit (vCJD) ist eine erworbene TSE, die wahrscheinlich durch 

Aufnahme von BSE (bovine spongiforme Enzephalopathie)-kontaminierten Nahrungs-

mitteln auf den Menschen übertragen wurde (WILL et al., 1996). BSE trat in den letzten 

Jahrzehnten in Großbritannien aber auch auf dem europäischen Festland auf. Der 

Ursprung von BSE ist noch nicht geklärt. Es wird vermutet dass es entweder eine 

spontan aufgetretene TSE ist oder durch die Verfütterung von Tiermehl an Rinder 

entstand, das unter anderem aus den Tierkörpern Scrapie-erkrankter Schafen gewonnen 

wurde (ANDERSON et al., 1996). Scrapie ist eine weit verbreitete TSE bei Schafen und 

Ziegen und bereits seit über 200 Jahren bekannt.  
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1.2. Prion-Hypothese 
SIGURDSSON stellte 1957 die Theorie des slow virus als Erreger von Enzephalopathien 

mit ungewöhnlich langen Inkubationszeiten bei Schafen vor. Während der Versuche, den 

Erreger zu identifizieren, wurde entdeckt, dass die Infektiosität nach Behandlung mit 

ultravioletter und ionisierender  Strahlung und weiteren Verfahren zur Inaktivierung von 

Nukleinsäuren, wie dem Autoklavieren, erhalten blieb (ALPER et al., 1967; GRIFFITH et al., 

1967; GIBBS et al., 1978). Daraufhin stellte Griffith die Theorie auf, dass sich Scrapie 

unabhängig von Nukleinsäuren repliziert und verbreitet. 1982 formulierte Prusiner die 

protein-only hypothesis (Prion-Hypothese). Sie besagt, dass die Infektion der TSEs durch 

proteinaceous infectious particles (Prionen, engl. prions) hervorgerufen wird. Er 

beschrieb, dass die Infektiosität durch Prozesse, die zur Hydrolysierung oder 

Denaturierung von Proteinen führten reduziert werden konnte. Das aus den Fibrillen 

Scrapie-erkrankter Schafe isolierte Protein wurde Prion Protein (PrP) genannt und mit 

der Infektiosität in Verbindung gebracht (BOLTON et al., 1982). Später wurde entdeckt, 

dass die mRNA  des PrP auch in nicht infizierten Säugerzellen nachgewiesen werden 

konnte (CHESEBRO et al., 1985). Es wurden zwei Isoformen des PrP postuliert, eine 

zelluläre, nicht pathogene (PrPC) und eine pathogene (PrPSc). Der Hauptunterschied 

dieser Isoformen scheint in der Konformation zu liegen. Obwohl ihre Primärstruktur 

identisch ist (BASLER et al., 1986), besitzt das PrPSc einen höheren Anteil an β-

Faltblättern (PAN et al., 1993) und bildet Aggregate aus. Außerdem ist das PrPres partiell 

resistent gegen die Behandlung mit Proteinase K (PK) (BOLTON et al., 1982). Es wird 

angenommen, dass PrPC durch Interaktion mit PrPSc ebenfalls zu PrPSc konvertiert 

(EIGEN, 1996; RIESNER, 1997). Die angereicherten PrPSc Moleküle aggregieren und 

bilden Fibrillen, die zu einer Neurodegeneration führen (Abb. 1.1.). 
Die Prion-Hypothese wird dadurch gestützt, dass PrP knock-out Mäuse nicht mehr mit 

TSEs infiziert werden können (BUELER et al., 1993). Außerdem wurden in vitro 

synthetisierte Fibrillen aus verkürztem rekombinanten PrP erfolgreich zur Infektion 

transgener Mäusen genutzt, die das verkürzte PrP überexprimieren (LEGNAME et al., 

2004). Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass diese transgenen Mäuse nicht 

spontan oder vererbt TSE entwickeln, wie es für andere PrP-transgene Mäuse 

beschrieben wurde (HSIAO et al., 1994; NAZOR et al., 2005). Außerdem konnten die 

synthetischen PrP Fibrillen bisher in Wildtypmäusen kein TSE hervorrufen. 

Unanhängig von der Prion-Hypothese wird auch postuliert, das TSEs von einem Virus 

hervorgerufen werden. So wurden aus infiziertem Material RNA von 6 kb Größe 

(AKOWITZ et al., 1994) und RNA-Fragmente (KELLINGS  et al., 1992 und 1994) gewonnen. 

Diese RNA könnten Teile eines viralen Genoms darstellen. Ferner entspricht das 

Inaktivierungsspektrum des Scrapie-infektiösen Agens dem des Tabak-Mosaik-Virus 
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(CHESEBRO et al., 2003). Ein weiterer Hinweis darauf, dass Viren bei der Pathogenese 

von TSEs eine Rolle spielen, sind 20 bis 35 nm große virusartige Partikel (VLP, engl. 

virus-like particles). Diese konnten in verschiedenen TSEs nachgewiesen (DAVID-

FERREIRA et al., 1968; BIGNAMI et al., 1971; LIBERSKI et al., 2004) und unabhängig von 

PrP aufgereinigt werden (SKLAVIADIS et al., 1992). In einem Zellkulturmodell konnten sie 

in CJD infizierten, nicht aber in nicht infizierten Zellen nachgewiesen werden (MANUELIDIS 

et al., 2007). 

 

 
 
Abbildung 1.1: Prion-Hypothese 
Die Prion-Hypothese ist hier schematisch dargestellt. Das PrPC nimmt durch den Kontakt mit PrPSc 
dessen β-Faltblatt-reiche Struktur an. In einer Kettenreaktion können diese PrPSc-Moleküle  
wiederum zu einer weiteren PrPC-Konversion führen. Die PrPSc-Moleküle aggregieren dann zu 
Fibrillen, die zur Neurodegeneration führen. 
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1.3.  Isoformen des Prion Proteins 
Das zelluläre Prion Protein ist ein evolutionär hochkonserviertes Glykoprotein. Unter 

Säugetieren beträgt die Homologie der Aminosäuren 85% bis 97% (GABRIEL et al., 1992). 

Das PrP kommt in juvenilen Organismen in fast allen Geweben gleich konzentriert vor. In 

adulten Organismen ist es hauptsächlich in Neuronen lokalisiert, kann aber auch in 

geringeren Konzentrationen in anderen Geweben nachgewiesen werden (FOURNIER et 

al., 1998, LI et al., 2001; FORD et al., 2002; MIELE et al., 2003).  

PrP wird im rauhen endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert. Danach wird im ER 

und im Golgiapparat das Signalpeptid abgespalten und die 23 C-terminalen Aminosäuren 

durch den Glykosidolphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) ersetzt. Anschließend wird 

PrP an die Zelloberfläche transportiert und über den GPI-Anker mit der Außenmembran 

fixiert (STAHL et al., 1987). Das primäre Translationsprodukt des humanen PrP besitzt 

253 Aminosäuren, das bovine 256 und das murine 254. Der N-Terminus (Aminosäuren 

22 bis 125) des PrP ist durch eine hohe Variabilität in der Struktur charakterisiert 

(WÜTHRICH et al., 2001). In diesem Bereich befinden sich vier identische 

Sequenzabfolgen von je acht Aminosäuren, die Octarepeats. Der C-Terminus ist 

hochkonserviert und besteht aus zwei antiparallelen β-Faltblättern, drei α-Helices und 

einer Disulfidbrücke (RIEK et al., 1996; ZAHN et al., 2000). Über die Seitenketten zweier 

Asparagine (AS 181 und AS 197) können durch N-Glykosylierung di- oder 

monoglykosylierte Formen des PrP entstehen (ENDO et al., 1989; HARAGUCHI et al., 

1989). Bis zu 50 verschiedene Oligosaccharide können an jede der 

Glykosylierungsstellen binden (RUDD et al. 1999). 

PrPC und PrPSc besitzen die gleiche Primärstruktur (BASLER et al., 1986),  unterscheiden 

sich jedoch in der Sekundär-, Tertiär-, Quartärstruktur und ihrer biochemischen 

Eigenschaften stark voneinander. Diese Unterschiede werden der  β-Faltblatt-reichen 

Struktur des PrPSc zugeschrieben. Der Anteil an β-Faltblättern beträgt im PrPC 3% und im 

PrPSc 43%. Die α-Helix Anteile betragen im PrPC  42% und im PrPSc 30% (PAN et al., 

1993). Die genaue Struktur des PrPSc konnte bisher nicht beschrieben werden, da 

aufgrund der Aggregatbildung eine Kristallisierung nicht möglich ist. Biochemisch 

unterschieden sich die Isoformen darin, dass das PrPSc im Gegensatz zu dem PrPC zu 

Fibrillen aggregiert (RUBENSTEIN et al., 1986), partiell PK resistent (BOLTON et al., 1982) 

und in nichtionischen Detergenzien unlöslich ist (BALDWIN et al., 1995). Außerdem konnte 

nur für das PrPC die Bindung von Kupfer über die Histidine in der Octarepeat Region 

beschrieben werden (JACKSON et al., 2001; GARNETT et al., 2003). 
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1.4. Potentielle Funktionen des zellulären Prion Proteins 
Die Funktion des PrPC ist nach wie vor ungeklärt. So konnte bei PrP knock-out Mäusen 

kein Phänotyp festgestellt werden, der Rückschlüsse auf die biologische Funktion zulässt 

(BUELER et al., 1993). Einige dieser Mäuse zeigen Schwankungen im Schlaf-Wach-

Rhythmus (TOBLER et al., 1996) oder leichte Ataxien (ROESLER et al., 1999). Daher 

werden verschiedene und auch widersprüchliche Funktionen des PrP diskutiert. Zum 

Beispiel wurde beschrieben, dass durch die Octarepeats des PrP eine Kupferbindung 

vermittelt wird (JACKSON et al., 2001; GARNETT et al., 2003). Diese soll zum Abbau des 

PrP in Endosomen führen (TAYLOR et al., 2005), den Kupferhaushalt in den Synapsen 

(BROWN et al., 1997a) und die Reaktion auf oxidativen Stress (BROWN et al., 1997b) 

regulieren. Des Weiteren wurde eine Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase-Aktivität für das 

PrP beschrieben (BROWN et al., 1999), die jedoch von einer anderen Arbeitsgruppen 

nicht bestätigt wurde (WAGGONER et al., 2000).  

Es wird weiterhin vermutet, dass das PrP essentiell für die normale Funktion der 

Synapsen ist (COLLINGE et al., 1994; CARLETON et al., 2001), indem es über ein 

Interaktion mit der Tyrosinkinase fyn die Signaltransduktion in den Synapsen vermittelt 

(MOUILLET-RICHARD et al., 2000). Die Rolle des PrP während der Apoptose wird 

kontrovers diskutiert. Als PrP-Liganden oder Rezeptoren sind zum Beispiel das 

Hitzschockprotein Hsp60 (EDENHOFER et al., 1996) und der Lamininrezeptor-Vorläufer 

(RIEGER et al., 1997; HUNDT et al., 2001) beschrieben. Durch eine Interaktion des PrP mit 

dem Stress-induzierbaren Protein 1 (STI-1) (ZANATA et al., 2002) soll ein 

neuroprotektives Signal hervorgerufen werden. Die Theorie der antiapoptotischen 

Funktion des PrP wird auch durch die Entdeckung bestärkt, dass eine Überexpression 

von PrPC zu einem Stauroporin-induzierten Zelltod oder der Induktion der apoptotischen 

Kaskade durch Caspase 3 führen kann (PAITEL et al., 2002). Jedoch wurde auch eine 

Interaktion des PrP mit den antiapoptotischen Proteinen Bcl-2 (KURSCHNER et al., 1995) 

und Grb2 (SPIELHAUPTER et al., 2001) und damit eine proapoptotische Funktion des PrP 

beschrieben.  

 

 

 
1.5. Übertragung von TSEs  
TSEs können sowohl innerhalb einer Spezies aber auch zwischen Spezies übertragen 

werden. Eine natürliche intra-Spezies-Übertragung findet z.B. bei Scrapie statt. Es wird 

vermutet, dass das infektiöse Agens über Körperflüssigkeiten erkrankter Tiere wie 

Speichel, Urin oder Blut in den Boden gelangt, dort konserviert und von gesunden Tieren 

aufgenommen wird (BROWN et al., 1991; CHESEBRO et al., 2003; JOHNSON et al., 2006). 
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Eine experimentelle Übertragung von Scrapie auf andere Schafe wurde bereits 1899 

beschrieben (BESNOIT, 1899) und 1936 bestätigt (CUILLE und CHELLE, 1936). Später 

wurde Scrapie auch auf Mäuse übertragen (CHANDLER et al., 1961). Dieses Tiermodell 

dient seitdem der Erforschung verschiedener TSEs.  

Scrapie wurde in den 1970er Jahren wahrscheinlich auf Rinder übertragen. Es wird 

angenommen, dass Tiermehl aus Scrapie-erkrankten Schafen an Rinder und Kälber 

verfüttert wurde und diese Rinder später an BSE erkrankten (WELLS et al., 1987; 

BRADLEY et al., 1993). BSE wiederum wurde wahrscheinlich für den Menschen zu einem 

Gesundheitsrisiko. 1996 wurde eine neue Variante der Creutzfeldt-Jakob Krankheit 

(vCJD) beschrieben, an der hauptsächlich junge Menschen erkrankten (BRITTON et al., 

1995; WILL et al., 1996). Es gibt mehrere unabhängige Evidenzen, die nahe legen, dass 

sie durch die Aufnahme von BSE-kontaminierten Nahrungsmitteln hervorgerufen wurde 

(WILL et al., 1996, Lasmézas et al., 2005). Nach dem derzeitigen Stand sind weltweit 188 

Menschen an vCJD erkrankt (COLLEE et al., 2006). Wegen der langen Inkubationszeiten 

ist unklar, wie viele asymptomatische Träger der Krankheit es derzeit gibt. Es besteht das 

Risiko einer Übertragung von Mensch zu Mensch, z.B. über Bluttransfusionen (LLEWELYN 

et al., 2004) oder kontaminierte chirurgische Instrumente (DOERR et al., 2003). Zur 

Erforschung humaner TSEs wie vCJD werden häufig Primaten als Tiermodell eingesetzt 

(GADJUSEK et al., 1966 und 1971), da die Übertragung und der Krankheitsverlauf eher 

dem humanen CJD entsprechen. 

 
 
 
1.6. Speziesbarriere 
Im Allgemeinen können Prionenerkrankungen mit einer höheren Effizienz innerhalb einer 

Spezies oder auf nah verwandte Spezies übertragen werden (PATTISON et al., 1965). Die 

Übertragung auf weniger nah verwandte Spezies ist nur bedingt möglich und scheint eine 

progressive Anpassung während einer seriellen Übertragung in der neuen Wirtsspezies 

zu durchlaufen (CHESEBRO et al., 2003). Daher ist eine Übertragung in der zweiten 

Passage innerhalb einer Spezies sehr viel effizienter. Es wird vermutet, dass die 

Artenbarriere über die Homologie des PrP beeinflusst wird (CARLSON et al., 1986). 

Transgene Mäuse, die das PrP einer anderen Spezies exprimieren, zeigen eine erhöhte 

Suszeptibilität  gegenüber deren TSEs (SCOTT et al., 1989; TELLING et al., 1994). 

Ein Beispiel ist wahrscheinlich die Übertragung von BSE auf den Menschen. 

Auffälligerweise sind im Verhältnis zu den potentiellen Mengen an BSE-kontaminiertem 

Fleisch, das konsumiert wurde, nur sehr wenig Menschen an vCJD erkrankt. Es wird 

vermutet, dass die Übertragung von BSE auf den Menschen aufgrund der Artenbarriere 
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ineffizient ist (ANDERSON et al., 1996). Eine Übertragung von Mensch zu Mensch wäre 

demnach aber sehr viel effizienter und stellt daher ein großes Risiko für den Menschen 

dar. 

 

 

 
1.7. Nachweis von Prionenerkrankungen 
Prionenerkrankungen werden immunhistologisch und biochemisch nachgewiesen. 

Immunhistologisch können im Hirn von Patienten mit Prionenerkrankungen so genannte 

amyloide Plaques gefunden werden, schwammartige Aussparungen im Bereich 

abgestorbener Neurone, in denen amyloiden Fibrillen abgelagert sind (BUDKA et al., 

1995). Diese Fibrillen werden, im Gegensatz zu anderen neurodegenerativen 

Krankheiten, hauptsächlich aus PrP gebildet (BOLTON et al., 1982). Daher können 

Prionenerkrankung mit anti-PrP Antikörpern eindeutig nachgewiesen werden. Diese 

Methode gilt nach wie vor als der „gold-standard“ für den Nachweis von TSEs (WATTS et 

al., 2006). 

Da es keinen Antikörper gibt, der die pathogene und die zelluläre Isoform des PrP 

unterscheidet, stützt sich der biochemische Nachweis auf die partielle PK-Resistenz des 

PrPSc.  Während des PK-Verdaus wird das PrP vom N-Terminus ausgehend hydrolysiert. 

Dies führt beim PrPC zu einem vollständigen Abbau des Proteins, während bei PrPSc ein 

PK-resistenter Kern, das so genannte PrPres bestehen bleibt (OESCH et al., 1985). Dieses 

wird im Western Blot oder im ELISA über anti-PrP Antikörper nachgewiesen. Im Western 

Blot können PrPC und PrPres über ihr Molekulargewicht unterschieden werden, da beim 

PrPres der N-Terminus abgespalten wurde. PrPC und PrPres weisen im Western Blot drei 

Glykoformen auf, eine di-, eine mono- und eine unglykosylierte Form (Abb. 1.2) 
(HARAGUCHI et al., 1989). Trennt man diese in einer 2D-Gelelektrophorese zusätzlich 

nach ihren isoelektrischen Punkten auf, können etwa 60 Isoformen identifiziert werden 

(CASTAGNA et al., 2002).  
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Abbildung 1.2: Nachweis von PrPres im Western Blot 
Proteinextrakte aus BSE-infiziertem (+)und nicht infiziertem (-) Hirn wurden mit PK behandelt (+) 
oder unbehandelt (-) im Western Blot dargestellt. Das PrP wird als drei unterschiedlich 
glykosylierte Isoformen dargestellt, di-, mono- und unglykosyliert. Diese Isoformen können nach 
PK-Verdau als PrPres in TSE-infiziertem Gewebe nachgewiesen werden. Das Molekulargewicht 
von PrPres ist geringer als das von PrPC (band shift). 
 

 

1.8. Subtypen von Prionenerkrankungen (Prionenstämme)  
Prionenstämme wurden ursprünglich anhand der Inkubationszeiten unterschieden 

(FRASER et al., 1968), die spezifisch für den Wirtsorganismus und für das infektiöse 

Agens sind (DICKINSON et al., 1968 und 1971). Auch die Verteilung der Spongiformität  im 

Hirn der erkrankten Individuen (lesion profile) divergiert in Abhängigkeit vom Stamm 

(FRASER et al., 1968). Das lesion profile lässt sich auch über die Verteilung von PrPres im 

Hirn anhand von Histoblots (TARABOULOS et al., 1992; DEARMOND et al., 1997) oder 

Western Blots (PARCHI et al., 1999) darstellen. Neuere Studien unterscheiden 

Prionenstämme über die biochemischen Eigenschaften des PrPres. Einige Stämme  

weisen unterschiedliche PK-Spaltstellen auf (BESSEN und MARSH, 1992; MONARI et al., 

1994; Parchi et al., 1999) und lassen sich im Western Blot über unterschiedliche 

Molekulargewichte differenzieren. Es wird auch vermutet, dass die Glykoformen des PrP 

bei den Stämmen in einem unterschiedlichen Verhältnis gebildet werden (COLLINGE et 

al., 1996). Außerdem wird angenommen, dass die Konformation des PrPres spezifisch für 

die Prionenstämme sei. Dadurch sei das PrPres unterschiedlich stabil gegenüber einer 

Denaturierung durch das chaotrope Salz Guanidinium Hydrochlorid (GdnHCl) (SAFAR et 

al., 1998). Die Stabilität kann über UV-Spektren (SAFAR et al., 1993) oder über die 

partielle PK-Resistenz (PERETZ et al., 2001) ermittelt werden. 

Die Existenz von zahlreichen Subtypen der gleichen Prionenerkrankung 

(Prionenstämme) ist durch die Prion-Hypothese schwer zu erklären. Ein solches 

Phänomen ist für mikrobielle Infektionen bekannt und hier auf veränderte Genotypen der 

Erreger zurückzuführen. Da die Infektiosität der Prionenerkrankungen aber unabhängig 
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von Nukleinsäuren replizieren soll, wird vermutet, dass die Stämme auf Unterschiede im 

PrP-Genotyp des Wirts zurückzuführen sind. Allerdings wurde festgestellt, dass sich aus 

dem gleichen TSE-infektiösen Agens auch bei gleichem PrP-Genotyp mehrere Stämme  

entwickeln können (BRUCE et al., 1991). Es wird daher angenommen, dass das PrP 

subtypspezifische Informationen in seiner Struktur kodiert und diese während der PrPSc 

Replikation auf das Wirts-PrPC übertragen werden (BESSEN et al., 1995; TELLING et al., 

1996). Wird die Übertragung einer Prionenerkrankung durch die Speziesbarriere 

gehemmt, sind Prionenstämme zumeist nicht eindeutig zu unterscheiden. In weiteren 

Passagen ist diese Übertragung dann effektiver und eine Unterscheidung wird möglich 

(KIMBERLIN et al., 1987 und 1989, BRUCE et al., 2003). 

 

 

 

1.9. Prionen und RNA 
Auch unabhängig von der Diskussion, ob Prionenerkrankungen durch RNA-Viren 

hervorgerufen werden, wurden in der letzten Jahren Daten veröffentlicht, die eine 

Interaktion zwischen dem PrP und RNA beschreiben. Diese Interaktion scheint die  

Konversion von PrPC zu PrPSc zu beeinflussen, die als ein zentraler Aspekt der 

Pathogenese von Prionenerkrankungen angesehen wird. Die Konversion konnte in 

einem ex vivo-Konversionsassay nur in Anwesenheit von RNA stattfinden (DELEAULT et 

al., 2003). Die Interaktion von PrP mit RNA wurde mit Hilfe von RNA-Aptameren 

untersucht. Diese kurzen, synthetischen Oligonukleotide binden spezifisch an das PrPC 

(WEISS et al., 1997), und in einem  Zellkulturmodell konnte gezeigt werden, dass einige 

Aptamere die Konversion von PrPC zu PrPSc inhibieren können (PROSKE et al., 2002). Es 

sind Aptamer-Sequenzen beschrieben, die mit besonders hoher Affinität an das PrP 

binden (SEKIYA et al., 2005; MERCEY et al., 2006). Diese Aptamere bilden zumeist eine 

Haarnadelstruktur mit unvollkommenen Basenpaarungen aus. Eine derartige Struktur ist 

u.a. das Merkmal einer jüngst beschriebenen Klasse von nicht kodierenden RNAs, die so 

genannten mikroRNAs (miRNAs). MiRNAs sind endogene, nicht kodierende, etwa 22 

Nukleotide lange RNA Moleküle, die über eine unvollständige komplementäre 

Basenpaarung die Translation von mRNAs regulieren und so eine zentrale Rolle im 

Stoffwechsel und auch der Regulation der Immunantwort spielen (AMBROS et al., 2003; 

LIM et al., 2003; BARTEL et al., 2004; POY et al., 2004). Die Primärtranskripte der miRNAs 

bilden eine Haarnadelstruktur aus. Diese entsteht durch komplementäre 

Sequenzabschnitte, die eine Basenpaarung eingehen. Diese Basenpaarung ist aber 

unvollständig, da es in diesen kurzen Sequenzabschnitten auch Bereiche gibt, die nicht 
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komplementär zueinander sind und so genannte Ausbuchtungen (bulges) bilden 

(AMBROS et al., 2003).  

 

  

1.9.1. Historie der miRNAs 
Die erste miRNA wurde 1993 für den Fadenwurm Caenorhabditis elegans 

beschrieben (LEE et al., 1993). Jedoch wurde erst mit der Entdeckung der 

hochkonservierten miRNA let-7 (REINHART et al., 2000) die Erforschung der 

Bedeutung der miRNAs weiter vorangetrieben. Etwa 800 miRNAs wurden bisher für 

Pflanzen, Würmer, Fliegen und Säugetiere experimentell nachgewiesen, häufig sind 

sie zwischen Vertebraten und Invertebraten konserviert (BARTEL, 2004). Viele 

miRNAs sind gewebespezifisch, andere werden ubiquitär exprimiert (BABAK et al., 

2004; LIU et al., 2004; SEMPERE et al., 2004).  

Auch Viren kodieren für miRNAs (PFEFFER et al., 2004, LECELLIER et al., 2005). Diese 

regulieren die Virustranskription und interferieren mit der Immunantwort des 

Wirtsorganismus (CHAPMAN et al., 2004; CHEN et al., 2004). 

Insgesamt werden für das humane Genom etwa 1000 miRNAs vorhergesagt. Etwa 

300 davon sind bisher experimentell bestätigt. Die miRNA-Gene können sowohl in 

Introns und Exons kodierender Gene als auch in nicht kodierenden Regionen liegen. 

Häufig werden Cluster von miRNAs in einem kurzen Sequenzabschnitt beobachtet 

(Abb. 1.3) (LAU et al., 2001). 

 
Abbildung 1.3: MiR35-miR41-Cluster in C. elegans (nach LAU et al., 2001) 
Die Transkriptionsprodukte der miRNA-Gene bilden Haarnadelstrukturen aus. Diese zeichnen 
sich trotz einer unvollständigen Basenpaarung durch hohe thermodynamische Stabilität aus. 
Das miR35 bis miR41-Cluster ist ein Beispiel für miRNA-Cluster, miRNAs können aber auch 
einzeln im Genom liegen und transkribiert werden. Die später aktive miRNA ist rot 
gekennzeichnet. 
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1.9.2. Reifung von miRNAs 
MiRNAs können im Genom in nicht-kodierenden Regionen, innerhalb von ORFs und 

auch auf dem nicht kodierenden Strang lokalisiert sein. Die Reifung der miRNAs ist 

nach aktuellem Erkenntnisstand in Abbildung 1.4 schematisch dargestellt. Die 

miRNA-Gene werden im Zellkern als primäre miRNA (pri-miRNA) als Teil eines 

größeren Transkripts mit 5’ 7-Methyl-Guanosin-Cap und 3’-Polyadenosin-Schwanz 

abgelesen (CAI et al., 2004). Aus dieser wird durch das RNAse III-Enzym Drosha die 

etwa 70 Nukleotide lange Vorläufer-miRNA (pre-miRNA, engl. precursor miRNA) 

prozessiert, die eine Haarnadel-Struktur ausbildet (LEE et al., 2003). Nach der 

Prozessierung werden die pre-miRNAs über eine Bindung an Exportin-5 ins 

Cytoplasma transportiert (YI et al., 2003). Durch das RNAse III-like Enzym Dicer wird 

die Schleife der Haarnadelstruktur abgetrennt. Es entstehen doppelsträngige, etwa 

22 Nukleotide lange RNA-Moleküle mit einem Überhang von je 2 Nukleotiden am 3’-

Ende (HUTVANGER et al., 2001). In den meisten Fällen wird der Strang mit der 

geringsten freien Enthalpie am 5’-Ende mit weiteren Enzymen zum RISC-Komplex 

(RNA induced silencing complex) zusammengesetzt (KHVOROVA et al., 2003; 

SCHWARZ et al., 2003). Der Strang der doppelsträngigen miRNA, der im RISC bindet, 

wird guide-strand genannt, der abgespaltene Strang passanger strand. In einigen 

miRNAs bilden beide Stränge aktive miRNAs (LAU et al., 2001). Der RISC-Komplex 

bindet über den miRNA-Kern (Nukleotidpositionen 2 bis 8) an die Ziel-mRNA, zumeist 

in der 3’-UTR (3’-untranslated region) (DOENCH and SHARP, 2004). Durch eine 

unvollkommene Basenpaarung mit der mRNA wird die Translation inhibiert, ist die 

Basenpaarung vollständig, wird die mRNA abgebaut (PILLAI et al., 2005).  
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Abbildung 1.4: Regulation der mRNA-Translation durch miRNA 
MiRNAs werden durch die RNA-Polymerasen des Typs II oder III von der DNA transkribiert. 
Die entstandene primäre miRNA (pri-miRNA) wird von dem Enzym Drosha zur precursor 
miRNA (pre-miRNA) prozessiert. Anschließend wird diese mit Hilfe des Enzyms Exportin 5 ins 
Cytoplasma transportiert und dort von dem Enzym Dicer weiter prozessiert. Der guide-strand 
der entstandenen miRNA-Duplex bildet mit weiteren Enzymen den RISC-Komplex. Dieser 
bindet über die miRNA die Ziel-mRNA und vermittelt dadurch die Inhibition der Translation 
bzw. die Spaltung der mRNA. Die Assemblierung der mRNA kann abhängig von deren 
Lokalisierung sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern stattfinden. 
 
 
 

 
 
 
 
1.9.3. Nachweismethoden von miRNAs 
Über experimentelle und bioinformatische Methoden wurden ca. 1000 miRNAs in 

Vertebraten und Invertebraten vorhergesagt (BENTWICH et al., 2005), deren Existenz 

über verschiedene Methoden nachgewiesen werden kann.  

Um ein Expressionsprofil aller miRNAs zu erhalten, werden miRNA-MicroArrays   

eingesetzt. Hier sind Nukleotide mit komplementären Sequenzen der miRNAs auf 

geeignetes Trägermaterial gekoppelt. Eine miRNA-Präparation aus zu 
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untersuchendem Gewebe wird mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und mit den 

komplementären Sequenzen hybridisiert. Anhand der Fluoreszenzsignale können 

anschließend Rückschlüsse auf die Expression der miRNAs gezogen werden (LIU et 

al., 2004). Da in einem miRNA-MicroArray die gesamte bekannte Population an 

miRNAs in einem Gewebe untersucht werden kann, können mit dieser Methode 

Expressionsprofile erstellt und miteinander verglichen werden. Betrachtet man die 

Veränderung der miRNA-Expression in Folge einer Krankheit, können die differentiell 

exprimierten miRNAs als diagnostischer Marker dienen oder auch Hinweise auf den 

Einfluss der miRNAs auf die Krankheit geben. 

Soll die Expression oder die differentielle Expression einzelner miRNAs überprüft 

werden, werden häufig Northern Blots eingesetzt. Mit Hilfe dieser Methode wird die 

zu untersuchende miRNA-Fraktion elektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen 

miRNAs werden über spezifische DNA-Sonden nachgewiesen (LAGOS-QUINTANA et 

al., 2001; LAU et al., 2001). Der Vorteil dieser Methode ist, dass die 

Vorläuferstrukturen mit der gleichen Sonde detektiert werden und das Verhältnis von 

pre-miRNA zu prozessierter miRNA dargestellt werden kann (OBERNOSTERER et al., 

2006). Für Northern Blots wird aber viel miRNA benötigt, und dies stellt für die 

meisten Analysen biologischer Proben einen limitierenden Faktor dar (LIU et al., 

2004). Dieses Problem kann durch den Nachweis von miRNAs über quantitative 

reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR) umgegangen werden. Da die miRNAs durch 

ihre geringe Länge ein ungeeignetes Template für eine PCR darstellen, werden sie 

vor der cDNA-Synthese verlängert und dann als Matrize für die qRT-PCR eingesetzt. 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten der miRNA-Verlängerung. An die gereifte Form 

der miRNA kann ein Oligonukleotid gekoppelt werden, das eine Haarnadelstruktur 

(loop-primer) ausbildet. Die Basen des 3’-Endes binden über komplementäre 

Basenpaarung an die miRNA. Dieses miRNA-loop primer Produkt kann über eine 

qRT-PCR mit einer spezifischen Sonde nachgewiesen werden (CHEN et al., 2005). 

Eine andere Möglichkeit stellt die Synthese eines Poly-A-Schwanzes am 3’-Ende der 

miRNA dar. Der cDNA-Primer besitzt ein Sequenzüberhang und wird so gewählt, 

dass der Übergang des Poly-A-Schwanzes und der miRNA als Matrize dienen. Die 

Primer der qRT-PCR binden einmal im Bereich der miRNA und einmal im Bereich 

des Sequenzüberhangs (FU et al., 2006). 
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1.9.4. Funktionen von miRNAs 
Da die miRNAs im Tierreich hochkonserviert sind, wird ihnen eine wichtige Rolle für 

die Entwicklung und den Stoffwechsel zugeschrieben. Für verschiedene Organismen 

wurde nachgewiesen, dass sie ohne das Enzym Dicer keine multipotenten 

Stammzellen entwickeln, die Ontogenese nicht durchlaufen und bereits im 

embryonalen Stadium absterben (KETTING et al., 2001; BERNSTEIN et al., 2003; 

WIENHOLDS et al., 2003). Einige Organismen können den Verlust von Dicer jedoch 

auch kompensieren (GIRALDEZ et al., 2005). Durch gezieltes Ausschalten von Dicer in 

bestimmten Geweben von Mäuseembryos oder in neugeborenen Mäusen konnte 

gezeigt werden, dass miRNAs für die Entwicklung der Haut (ANDL et al., 2006), des 

Lungenepithels (HARRIS et al., 2006) und der Extremitäten (HARFE et al., 2005) 

essentiell sind. Neben diesen Studien zur allgemeinen Funktion von miRNAs, wurden 

auch einzelne miRNAs gezielt untersucht. Da eine miRNA bis zu 200 Gene 

regulieren kann, ist die Beschreibung der Funktion einer miRNA sehr komplex. Über 

bioinformatische Vorhersagen potentieller Zielgene können mögliche Funktionen der 

miRNAs ermittelt werden. Anschließend können durch Ausschalten der miRNAs die 

Funktionen nachgewiesen werden. Mit Hilfe dieses Ansatzes wurde der Einfluss von 

miRNAs auf verschiedene Stoffwechselwege festgestellt. Es wurden miRNAs 

gefunden, die Einfluss auf den zeitlichen Ablauf der Entwicklung (PASQUINELLI et al., 

2000; LIN et al., 2003; LI Et al., 2005) und die Signaltransduktionswege nehmen 

(BOEHM und SLACK, 2005; LAI et al., 2005). Mehrere miRNAs sind in 

unterschiedlichen Organismen und Geweben in die Regulation der Apoptose (CALIN 

et al., 2002; XU et al., 2003; CHAN et al., 2005), des Fett-Metabolismus (TELEMAN et 

al., 2006) oder der Insulin-Sekretion (POY et al., 2004) involviert.  

 
 
 

1.9.5. Einfluss von miRNAs auf Krebs und Viruserkrankungen 
miRNAs besitzen physiologische Funktionen. Sie regulieren unter anderem auch die 

Apoptose und Signaltransduktionswege (1.9.4), Stoffwechselwege, die in der 

Onkogenese disreguliert sind. Bei verschiedenen Krebserkrankungen konnten 

differentiell exprimierte miRNAs identifiziert werden, die potentiell 

Apoptosemechanismen und Signaltransduktionswege regulieren, deren Disregulation 

eine Onkogenese auslösen kann (CALIN et al., 2002; MICHAEL et al., 2003; METZLER 

et al., 2004; HE et al., 2005). Auch bei Virusinfektionen sind miRNAs differentiell 

exprimiert. Endogene miRNAs sind möglicherweise an der antiviralen Immunantwort 

beteiligt. Die humane miRNA hsa-miR32 z.B. inhibiert im Zellkulturmodell das 
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Primaten foamy Virus Typ 1 (PFV-1) (LECELLIER et al., 2005). Außerdem wurden 

endogene miRNAs gefunden, die potentielle Zielgene im Genom von HIV besitzen 

(HARIHARAN et al., 2005). Schaltet man das miRNA-Gencluster hsa-miR17-92 aus, 

kann HIV-1 effizienter reproduzieren (TRIBOULET et al., 2007).  

Im Genom verschiedener Viren wurden ebenfalls miRNAs identifiziert. Dies wurde 

zunächst für das Epstein-Barr-Virus (EBV) beschrieben (PFEFFER et al., 2004) aber 

auch für das human immunodeficiency virus (HIV) (BENNASSER et al., 2004) und für 

das Herpes simplex Virus (HSV) (CUI et al., 2006). Diese miRNAs greifen in den 

Metabolismus der Wirtszellen ein (CHAPMAN et al., 2004; CHEN et al., 2004). Z.B. 

inhibiert eine vom Herpes simplex Virus-1 (HSV-1) kodierte miRNA die Apoptose der 

Wirtszellen während der Latenzphase (GUPTA et al., 2006).  

Viren können also direkt über miRNAs in den Stoffwechsel der Wirtszellen eingreifen. 

Auch die Immunantwort und physiologische Veränderungen des Körpers könnten 

durch die Expression der endogenen miRNAs widergespiegelt werden. Demnach 

können miRNAs potentielle diagnostische Marker oder sogar neue Ansatzpunkte für 

Therapien darstellen. 

 

 
 

1.10. Ziel der Arbeit 
Im Rahmen der EU-Studie QLK1-CT-2002-01096 soll das Risiko für den Menschen 

ermittelt werden, durch Aufnahme BSE-kontaminierter Nahrung an vCJD zu erkranken. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Prionenerkrankung in intracerebral mit 

BSE-infizierten Javaneraffen. Die Analyse sollte in zwei Schwerpunkten durchgeführt 

werden. Zunächst sollte die Krankheit der Javaneraffen als Prionenerkrankung bestätigt 

und charakterisiert werden. Dazu wurden die Standard-Nachweismethoden für Prionen-

erkrankungen, Immunhistologie, Western Blot- und ELISA-Analysen an den Nachweis 

simianer Prionenerkrankungen angepasst. Die Charakteristika der simianen Prionen-

erkrankungen der Tiere sollte miteinander und anschließend mit humanem vCJD 

verglichen werden. In einem zweiten Teil der Arbeit sollten neue intra vitam Marker für 

Prionenerkrankungen identifiziert werden. Dazu sollten mikroRNAs identifiziert werden, 

die in Prionenerkrankungen differentiell exprimiert sind. Diese sollten über einen miRNA-

MicroArray nachgewiesen und über quantitative RT-PCR bestätigt werden. 
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2. Material und Methoden 

 
2.1. Materialien, Programme, Zelllinien und Versuchstiere 

2.1.1. Verwendete Reagenzien 
Falls nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien von der Firma Carl Roth 

GmbH in der höchsten Qualität bezogen.  

 
2.1.2. Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 
Brutschrank Heraeus (37°C)  Kendro Laboratory Products  

ELISA-Reader MR5000  Dynatech 

Feinwaage supermicro Satorius 

Fotofilm Entwickler „Elite Chrome 400“ Kodak 

Kühlschrank (4°C)  Privileg  

Laborschüttler  Heidolph  

Laborwaage LC2200 Satorius 

Magnetrührer MR 2002  Heidolph  

Neubauer-Zählkammer  Carl Roth GmbH  

pH-Meter Hannah 

Pipetten  Eppendorf  

Pipettierhilfe, elektrisch  Brand  

Sterilwerkbank Gelaire  BioFlow Technik  

Stickstofftank  Chronos Messer  

Real Time Cycler „TaqMan® 7500“ Applied Biosystems 

Thermocycler „my cycler“ BioRad 

Tiefkühlschrank (-20°C) Privileg 

Tiefkühlschrank (-80°C)  New Brunswick Scientific 

Tischzentrifuge 5417 R Eppendorf 

Tischzentrifuge „Biofuge A“ Heraeus Christ 

Spektralphotometer „NanoDrop“ PeqLab 

Untertischzentrifuge Multifuge 1 Heraeus Sorvall 

Vortexer  Ernst Schütt  

Wasserbad GFL (beheizbar)  Gebr. Rettberg Labor und Glasgeräte  
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2.1.3. Verwendete Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung 
H2ODEPC 0,1% [v/v] Diethylpyrocarbonat (DEPC) in H2O, 24 

Stunden (h) bei RT rühren, autoklavieren 
 

Laufpuffer 50 mM MOPS, 50 mM Tris, 0,1% [w/v] SDS, 1 mM 
EDTA, pH 7,6 
 

MPBST 5% [w/v] fettfreies Milchpulver, 0,1% [v/v] Tween 20 in 
PBS 
 

Natriumphosphatpuffer (10x) 1M Na3PO4 x 12 H2O in H2O, pH 8,0 
 

PBS 120 mM NaCl, 17 mM Na2HPO4, 3 mM KH2PO4, pH 
7,2 
 

PBST 0,1% [v/v] Tween 20 in PBS 
 

Tris-Lysispuffer 10 mM Tris/HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM 
EDTA, 0,5% [w/v] Triton X-100, 0,5% [w/v] DOC 
 

 
 
 
2.1.4. Verwendete Antikörper 

Antikörper Spezifität Spezies Produktion Form eingestellte 
Konzentration 
bzw. 
Verdünnung 

3B5 PrP Maus-IgG * 
 

Ascitis 1:7000 

3F4 PrP Maus-IgG **  1:1000 
4F2 PrP Maus-IgG * 

 
Ascitis 1:1000 

8G8 PrP Maus-IgG * 
 

Ascitis 1:1000 

11C6 PrP Maus-IgG Sifin GmbH, 
Deutschland 
 

Affinitäts-
gereinigt 

1 ng/ml 
(Western Blot) 
200 ng/Well 
(ELISA) 

12F10 PrP Maus-IgG Sifin GmbH, 
Deutschland 
 

Affinitäts-
gereinigt 

500 ng/Well 
(ELISA) 

12F10 PrP Maus-IgG * 
 

Ascitis 1:1000  
(Western Blot) 

anti-Maus-
IgG-POD 

Maus-IgG Ziege-IgG Jackson 
Immuno 
Research 

Affinitäts-
gereinigt 

67 ng/ml  

* freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Jaques Grassi,  Commissariat à l'Énergie 
Atomique (CEA), Frankreich 
** freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Walther Schulz-Schäffer, Universitätsklinik 

Göttingen 
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2.1.5. Verwendete Kits 

Kit Firma Verwendungszweck 

mirVanaTM Ambion Isolierung von mikroRNA aus 
Gewebe 

BCA-Assay Sigma Aldrich Proteinkonzentrationsbestimmung 
TaqMan MicroRNA 
Assays 

Applied 
Biosytems 

Expressionsanalyse von mikroRNAs 

 
 
 
2.1.6. Verwendete Computerprogramme 
Zum Durchsuchen von öffentlichen Datenbanken wurde der NCBI-Server, der 

miRBase Server (GRIFFITH-JONES et al., 2006) und der BLAST-Algorithmus (Basic 

Local Alignment Search Tool; ALTSCHUL et al., 1997) verwendet. Daten von 

mindestens zwei unabhängigen Experimenten mit mindestens 2 Replika wurden 

statistisch mit Microsoft®-Excel 2003 SP2 oder dem Programm GraphPad Prism 

(Version 3.0 for Windows; GraphPad Prism Software Inc.) ausgewertet. Statistische 

Signifikanzen wurden durch einen student t-test mit Welch’s Korrektur erhoben. Als 

Kriterium für Signifikanz wurde p < 0.05 gesetzt. Für densitometrische Analysen 

wurde das Programm ImageJ (Version 1.37v for Windows) genutzt. Die Western 

Blots wurden eingescannt (HP Scanjet 4890) und mit dem Programm Adobe 

Photoshop 8.0.1 for Windows dargestellt. Zur Erstellung der Dissertation diente 

Microsoft® Word. 

 

 
2.1.7. Versuchstiere 
Als Versuchstiere dienten Javaneraffen (Macaca fascicularis). Sie wurden im 

Deutschen Primatenzentrum gehalten und tierärztlich betreut. Die Haltung erfolgte 

gemäß der Richtlinien des Instituts und gemäß des Deutschen Tierschutzgesetzes 

vom 25. Mai 1998 in der derzeit geltenden Fassung. Die Tiere stammten aus 

Mauritius. 

Die Javaneraffen wurden im Rahmen der EU-Studie QLK1-CT-2002-01096 mit 

Hirnhomogenat BSE infizierter Rinder intercerebral infiziert (i.c.) und in sozialen 

Gruppen zu je 6 Weibchen gehalten. 
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2.1.8. Zelllinien 
Eine in vitro Infektion neuronaler Zellen mit unterschiedlichen TSE-infektiösen 

Agenzien wurde an einer murinen und einer humanen Zelllinie durchgeführt. Im 

Folgenden sind die Zelllinien und ihre Kulturbedingungen spezifiziert. Die murine 

neuronale Zelllinie SN56 wurde freundlicherweise von Prof. Bruce Wainer (Emory 

University Atlanta, USA) zur Verfügung gestellt. 

 
Tabelle 2.1: Verwendete Zelllinien  

Zelllinie Zelltyp Medium (Fa. Gibco) Herkunft/ Referenz 
SMB.s15  murine 

mesodermale 
Zelllinie 
(Subklon s15)  

DMEM, 10% FCS (v/v) Etabliert aus Hirnzellen Scrapie 
(Chandler) infizierter Mäuse, 
chronisch Scrapie infiziert. 
CLARKE und HAIG, 1970 
 

SMB.PS murine 
mesodermale 
Zelllinie 

DMEM, 10% FCS (v/v) Etabliert aus SMB Zellen, durch 
Behandlung mit Pentosan-
Polysulfat,  kein PrPres 

nachweisbar. 
BIRKETT et al., 2001 
 

SN56  
 

murine septal-
neuronale 
Zelllinie 

DMEM, 10% FCS (v/v) Etabliert aus murinen 
embryonalen Septalzellen, die 
mit murinen 
Neuroblastomazellen fusioniert 
wurden. 
HAMMOND et al., 1989 
 

SH-SY5Y 

(DSMZ Nr.: 
ACC209) 

humane 
Neuroblastoma 
Zelllinie 

DMEM / Nut Mix F-12 
(1:1), 2 mM L-Glutamin, 
15% FCS (v/v) 
 

Subklon der Neuroblastoma-
Zellinie SK-N-SH (ATCC-Nr.: 
HTB-11), die 1970 aus einem 
metastatischen Knochenmarks-
Tumor einer 4 Jahre alten 
Patientin resektomiert wurde. 
ROSS et al., 1983 

 
 
 

2.2. Aufarbeitung von Organen und Zellen 
2.2.1. Entnahme einzelner Hirnregionen aus gefrorenem Hirngewebe von 

Javaneraffen (Macaca fascicularis) 
In dorso-ventral angefertigten Schnitten schockgefrorenen Hirngewebes von 

Javaneraffen wurden 7 Hirnregionen (gyrus frontalis, gyrus cinguli, gyrus parietalis, 

gyrus occipitalis, nucleus caudatus, vermis cerebelli, basis pontis) makroskopisch 

identifiziert. Zusätzlich wurde Hirngewebe aus der Stammhirnregion entnommen. Die 

Schnitte wurden auf Trockeneis bereitgelegt. Mit einer in einen Akkuschrauber (Fa. 

Schwarzberg) befestigten Biopsiestanze (Durchmesser 5 mm, Fa. Stiefel 

Laboratorium GmbH) wurden Areale aus den Hirnregionen in gefrorenem Zustand 
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entnommen. Das Gewebe wurde in Eppendorfgefäße überführt und ausgewogen und 

entweder sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert. 

 

 

2.2.2. Herstellung von Proteinextrakten aus Hirngewebe und Zellen 
Zum Nachweis des Prion Proteins in Hirngewebe wurde ein 17%iges Homogenat 

hergestellt. Dazu wurden 6 Volumen (w/v) Tris-Lysispuffer auf das Gewebe gegeben. 

Durch vortexen und mörsern mit einem Mini-Pistill (Fa. Eppendorf) wurde eine 

Suspension hergestellt. Diese wurde bei 8000 x g für 5 Minuten (min) zentrifugiert, 

um die Proteine im Überstand anzureichern. Der Proteinextrakt wurde bei –80°C 

gelagert oder durch eine Präzipitation mit Methanol angereichert und anschließend 

im Ausgangsvolumen Kulturmedium aufgenommen. 

Aus Zelllysat der SMB.s15 Zellen wurde Proteinextrakt gewonnen. Je 4x106 Zellen 

wurden in 500 µl Kulturmedium aufgenommen, durch vortexen lysiert und bei 

10.000 x g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde direkt weiterverarbeitet. 

 

 

2.3. Proteinbiochemische Methoden 
2.3.1. Proteinkonzentrationsbestimmung mit Bicinchoninischer Säure 

(bicinchoninic acid, BCA) 
Da die pathogene Isoform des PrP nur in Detergenzien löslich ist, wurden die 

Proteinextrakte mit detergenzhaltigen Puffern hergestellt. In diesen Puffern war 

jedoch keine Proteinkonzentrationsbestimmung nach BRADFORD (1976) möglich. 

Daher wurde der Bicinchonic Acid (BCA) Kit (Fa. Sigma-Aldrich) eingesetzt. Dieser 

besteht aus einer BCA-Lösung und einer Kupfersulfatlösung (4% [w/v]). Die 

Proteinkonzentration wird über die Bildung eines Protein-Kupfer-Komplexes und der 

daraus resultierenden Reduktion von Cu2+ zu Cu+ bestimmt. In Folge entsteht ein 

chromogener Cu+-BCA-Komplex. Die Konzentration des Komplexes korreliert mit der 

Proteinkonzentration (SMITH et al., 1985). 

Die Kupfersulfat- und die BCA-Lösung wurden im Verhältnis 1:50 eingesetzt. Eine 

Standardreihe mit BSA (Fraktion V) wurde durch serielle Verdünnung in Wasser 

hergestellt. Die Hirnhomogenate wurden jeweils 1:5 in Tris-Lysispuffer verdünnt und 

unverdünnt eingesetzt. Je 5 µl der Standardreihe oder der Probe wurden mit 350 µl 

des BCA-Kupfersulfatgemischs für 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die 

Absorption bei 595 nm (ELISA-Reader MR5000, Fa. Dynatech) in Triplikaten von je 

100 µl in einer MaxiSorpTM Mikrotiterplatte (Fa. Nunc) bestimmt. Die 
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Konzentrationsbestimmung erfolgte durch lineare Regression des linearen Bereichs 

der Standardreihe. 

 

 

2.3.2. Markierung eines Antikörpers mit Biotin 
Der monoklonale anti-Prion Antikörper 11C6 wurde mit Biotin markiert (ProtON-Kit, 

Fa. VectorLab). Es wurden 900 µg des monoklonalen anti-Prion Antikörpers 11C6 in 

einem Volumen von 100 µl 1x Natriumphosphatpuffer (Endkonzentration) 

aufgenommen. Die Reaktion wurde nach Zugabe von 1/40 Volumen des Biotin-

Reagenzes (50 mg/µl in DMSO) gestartet und nach 30 min (37°C) durch Zugabe von 

1/50 Volumen Ethanolamin (5 min, RT) abstoppt. Der Antikörper wurde in  Aliquots zu 

2 µl bei -20°C gelagert. 

 

 

 

2.3.3. Proteinpräzipitation mit Methanol 
Ein Proteingemisch wurde mit 5x Volumen eiskalten Methanols versetzt und für 

mindestens 2 h bei -20°C inkubiert. Die Proteine wurden durch Zentrifugation bei 

15.000 x g und 4°C für 20 min pelletiert. Das Pellet wurde getrocknet und in Tris-

Lysispuffer oder Zellkulturmedium aufgenommen. 

 

 

 

2.3.4. Peptid-ELISA 
Zur Charakterisierung der Epitope der monoklonalen anti-Prion Antikörper wurden 

Peptide von je 13 Aminosäuren eingesetzt, die das humane PrP um je zwei 

Aminosäuren versetzt abdecken.  

Die einzelnen Inkubationsschritte des ELISA wurden für 1 h bei 37°C in einem 

Volumen von 100 µl durchgeführt. Nach jedem Schritt wurden ungebundene 

Moleküle durch 5 Mal waschen mit 0,1% PBST entfernt. Je 2 ng/µl der Peptide 

wurden pro Well an eine MaxiSorpTM (Fa. Nunc) Mikrotiterplatte gekoppelt. Die freien 

Bindungsstellen wurden mit 1,5% [w/v] BSA abgesättigt. Anschließend wurden die 

Antikörper wie in 2.1.4 angegeben eingesetzt. Als Sekundärantikörper diente der 

Peroxidase gekoppelten anti-Maus-IgG Antikörper (s. 2.1.4). Gebundene Moleküle 

wurden über das Substrat TMB und Zugabe von Wasserstoffperoxid nachgewiesen. 

H2O2 wird durch die Peroxidase umgesetzt und führt zu einer chromogenen Reaktion 

des Substrats. Diese wurde durch Zugabe von 100 µl 1 M H2SO4 gestoppt. Die 
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Absorption wurde bei 450 nm (630 nm Referenzwellenlänge) als OD450 nm bestimmt 

(ELISA-Reader MR5000, Fa. Dynatech). 

 

 

2.4. Nachweis und Charakterisierung der pathogenen Isoform des PrP 
2.4.1. Immunohistologie 
Die immunhistologischen Untersuchungen zum Nachweis von schwammartigen 

Veränderungen und PrP Ablagerungen im Hirn der BSE infizierten Javaneraffen 

wurden von Dr. Walther Schulz-Schäffer im Rahmen der EU-Studie QLK1-CT-2002-

01096 durchgeführt. 

 

 

2.4.2. Proteinase K-Verdau von Proteinextrakten aus Hirngewebe 
Als Marker für die pathogene Isoform des Prion Proteins gilt die partielle Resistenz 

gegen eine Proteinase K (PK) Behandlung. Die Proteinase K spaltet Aminosäuren 

vom N-Terminus des PrP ab. Die zelluläre Isoform des PrP wird auf diese Weise 

vollständig abgebaut, während bei der pathogenen Isoform (PrPres) ein Proteinkern 

von 27 bis 30 kDa Größe erhalten bleibt. Diese Eigenschaft des PrPres wird zum 

Nachweis der Infektiosität von Prionen herangezogen (BOLTON et al., 1982). 

Zum Nachweis des PrPres wurden die Proteinextrakte (2.2.2) mit PK behandelt. Je 

180 µg Gesamtprotein der Hirnhomogenate wurden mit Tris-Lysispuffer auf ein 

Volumen von 25 µl aufgefüllt und mit 50 µg/ml PK (625 µg/ml Stock-Lösung in 

Wasser) für 1 h bei 37°C inkubiert. Es wurden Proteinasen verschiedener Anbieter 

verglichen (Tab. 2.2). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 mM PMSF 

abgestoppt. Für einen PK-Verdau von bovinem Hirnhomogenat wurde eine 

Konzentration von 6 µg/ml PK eingesetzt. 

 
Tabelle 2.2: Eingesetzte Proteinasen K 

Firma Produktnummer

Sigma-Aldrich P8044 

Serva 33752 

Boehringer Mannheim 1092766 

Merck 1.24568.0100 
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2.4.3. Deglykosylierung mit PNGase F 
Die Glykosylketten, die durch N-Glykosylierung der Asparagine an Position 180 und 

191 (humanes PrP) an das PrP gebunden sind, können durch die Deglykosylase 

PNGase F abgespalten werden. Hierzu wurde das PNGase Kit der Firma NEB 

genutzt. Mit Tris-Lysispuffer wurde PK behandeltes Proteinextrakt (2.3.4) auf eine 

Äquivalentkonzentration von je 4,1 µg/µl Gesamtprotein vor PK Behandlung 

eingestellt. Es wurden 9 µl mit 1 µl Denaturierungspuffer (10x) versetzt und für 10 min 

bei 95°C denaturiert. Anschließend wurden je 1% [v/v] (Endkonzentration) NP-40 

(10% [w/v]) und G7-Puffer (10% [v/v]) zugesetzt. Die Deglykosylierung wurde nach 

Zugabe von 100 u PNGase F für 1h bei 37°C durchgeführt. Das deglykosylierte 

Proteinextrakt wurde entweder bei  -80°C gelagert oder sofort weiterverarbeitet. 

 

 

 

2.4.4. Lithiumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (LDS-PAGE) 
Die Proteinextrakte wurden nach Größe getrennt. Dazu wurde eine abgewandelte 

Form der SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) angewandt. Die Hirnhomogenate wurden in 

einem Lithiumdodecylsulfat-haltigen (LDS) Puffer aufgenommen. Das LDS 

denaturiert die Proteine über Bindung an Aminosäurereste. Dadurch entstehen LDS-

Protein-Komplexe, deren Nettoladung nur von den anionischen LDS-Molekülen 

bestimmt wird. Somit kann eine Trennung der Proteine im elektrischen Feld nach 

Größe, unabhängig von der Eigenladung der Proteine erreicht werden.  

Für die LDS-PAGE wurde, falls nicht anders angegeben, das NuPAGE® System der 

Firma Invitrogen genutzt.  Die Proteingemische der Hirnhomogenate wurden mit 1x 

NuPAGE® LDS Sample Buffer (Endkonzentration) versetzt und für 10 min bei 70°C 

denaturiert. Je 12 bis 30 µl entsprechend 45 bis 60 µg Äquivalentmenge des 

Gesamtproteins wurden auf ein 12%iges Bis-Tris Gel (NuPAGE®) geladen. Der 

Laufpuffer wurde auf der Anodenseite mit 1/400 Volumen NuPAGE® Antioxidant 

versetzt. Die Proteingemische und ein gefärbter Molekulargewichtsmarker (See Blue 

Plus 2TM) wurden bei konstanter Spannung von 200 V für etwa 1 h im Gel getrennt, 

bis das im NuPAGE® LDS Sample Buffer enthaltene ServaBlueTM den unteren Rand 

des Gels erreicht hatte.  
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2.4.5. Western Blot Analyse mit enhanced chemolumniscence Nachweis (ECL-
Blot) 

Um die elektrophoretisch getrennten Proteine nachzuweisen, wurden sie auf eine 

Nitrozellulosemembran (NZM) transferiert und auf dieser über spezifische Antikörper 

dargestellt (Western Blot, TOWBIN et al., 1979). Die Bindung der Proteine an die NZM 

erfolgt über die hydrophoben Aminosäurereste der Proteine.  

Für den Transfer der Proteine wurde das X-Cell IITM System der Firma Invitrogen 

genutzt. Eine NZM (Protan BA Nitrozellulose, 0,2 µm, Fa. Schleicher und Schüll) 

wurde in NuPAGE® Transfer Buffer (20x Stock, verdünnt mit 20% Methanol, 0,1% 

NuPAGE® Antioxidant) für 10 min aktiviert. Der Transfer wurde bei konstanter 

Spannung von 30 V für 2 h durchgeführt. Das Gel wurde verworfen. Die freien 

Proteinbindungsstellen der NZM wurden durch Inkubation für 1 h mit 0,1% MPBST 

bei 37°C abgesättigt.  

Die Membran wurde über Nacht bei 4°C mit monoklonalen anti-Prion Antikörpern 

(Verdünnungen in 10 ml MPBST, 2.1.4) inkubiert. Anschließend wurde die Membran 

für 5 min mit PBST gewaschen und dann mit einem Peroxidase gekoppelten anti-

Maus IgG (2.1.4) in 30 ml MPBST für 1 h bei 37°C inkubiert. Die Membran wurde 5x 

mit PBST und 2x mit PBS für je 5 min gewaschen. 

Der Nachweis des PrP erfolgte indirekt über die Reaktion der Peroxidase des 

Sekundärantikörpers mit einen Luminol-Wasserstoffperoxid-Substrat (SuperSignal 

West Pico, Fa. Pierce; Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Fa. 

Millipore). Bei dieser Reaktion wird Licht der Wellenlänge 422 nm emittiert, das auf 

einen Fotofilm (Fa. Amersham) sichtbar gemacht wurde. Hierzu wurde in einer 

Dunkelkammer die Membran in eine Klarsichthülle gelegt und mit 1 ml des Substrats 

(nach Anleitung des Herstellers) für 3 min inkubiert. Anschließend wurde das Substrat 

entfernt und ein Fotofilm wurde dem emittierten Licht der Membran exponiert. Dieser 

wurde nach 1 min, 5 min und Exposition über Nacht automatisch entwickelt (Elite 

Chrome 400, Fa. Kodak).  

Die relativen Molekulargewichte der Proteine wurden über lineare Regression des 

Molekulargewichtsmarkers SeeBlue Plus2 (Fa. Invitrogen) ermittelt. 
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2.4.6. Sandwich - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Zum Nachweis von PrP in Proteinextrakten aus Hirngewebe wurde ein Sandwich-

ELISA verwendet. Der monoklonale anti-Prion Antikörper 12F10 (KRASEMANN et al., 

1996) wurde an eine Polystyren-Oberfläche gebunden (Fänger-Antikörper). Hierzu 

wurden 100 µl des Antikörpers (5 ng/µl in PBS) für 2 h bei 37°C in einer 

Mikrotiterplatte (MaxiSorpTM, Fa. Nunc) inkubiert. Die weiteren Inkubationsschritte 

wurden jeweils in einem Volumen von 100 µl für 1 h bei 37°C durchgeführt, und 

ungebundene Moleküle wurden anschließend durch 5 Mal waschen mit 0,1% PBST 

entfernt. Die freien Bindungsstellen der Mikrotiterplatte wurden mit 1,5% BSA [w/v] in 

PBS abgesättigt. Die Proteinextrakte wurden mit Tris-Lysispuffer auf eine Konzen-

tration von 1,0 µg/µl Gesamtprotein bzw. eine Äquivalentkonzentration von 4,5 µg/µl 

Gesamtprotein vor PK-Verdau eingestellt (Endvolumen 20 µl), bei 95°C für 10 min 

denaturiert, in 200 µl Tris-Lysispuffer aufgenommen und anschließend auf der 

Mikrotiterplatte inkubiert (10 µg bzw. 45 µg pro Well). Das PrP wurde über den Biotin-

gekoppelten anti-Prion Antikörper 11C6 (Krasemann et al., 1996) nachgewiesen 

(2 ng/µl in PBS). Der Nachweis erfolgte indirekt über einen Peroxidase gekoppeltes 

Streptavidin (1:1000) und Tetramethyl-benzidin (TMB) als Substrat (s. 2.3.4).  

 

 

 

2.4.7. Denaturierung des Prion Proteins mit Guanidinium-Hydrochlorid 
(GdnHCl) 

Zur Bestimmung eines Prionenstämme wird die relative Stabilität des PrPres  

gegenüber GdnHCl herangezogen. Dazu werden Proteingemische mit einer 

Verdünnungsreihe GdnHCl inkubiert und anschließend mit Proteinase K behandelt. 

Die GdnHCl-Konzentration, bei der die Hälfte des PrP sensitiv gegenüber der PK ist 

(GdnHCl1/2), wird als Maß für die relative Stabilität des Prion-Stamms angenommen 

(PERETZ et al., 2001). 

Es wurden 90, 120 oder 180 µg Gesamtprotein in einer Verdünnungsreihe von 0-6 M 

GdnHCl in Tris-Lysispuffer aufgenommen und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde das Protein präzipitiert (2.3.3). Das Pellet wurde in 25 µl Tris-

Lysispuffer aufgenommen und mit PK behandelt (2.3.4). Die PK-Sensitivität wurde im 

ECL-Blot (2.3.7) und im Sandwich-ELISA (2.3.8) untersucht. Der GdnHCl1/2-Wert 

wurde mit dem Programm GraphPad Prism 3.0 ermittelt. 
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2.5. Transkriptanalyse von mikroRNAs (miRNAs) 
Um das Risiko einer Hydrolyse der RNA Moleküle durch RNasen zu minimieren, 

wurden die Arbeiten mit RNA unter möglichst RNAse freien Bedingungen 

durchgeführt. Daher wurden Arbeitsflächen und Pipetten mit RNase AWAY (Fa. 

Molecular Bio Products) dekontaminiert und sterile, gestopfte Pipettenspitzen (Fa. 

Sarstedt) und Rnase freie Reaktionsgefäße (Fa. Sarstedt) genutzt. Die RNA wurde in 

H2ODEPC aufgenommen. Puffer und Lösungen wurden mit H2ODEPC angesetzt. Die 

RNA wurde bei -80°C gelagert. 

 
 
 

2.5.1. Isolierung von mikroRNA (miRNA) aus Hirngewebe (mirVanaTM Kit, 
Ambion) 

Aus gefrorenem Hirngewebe von Javaneraffen wurde RNA isoliert. Diese wurde über 

unterschiedliche Ethanolkonzentrationen in Fraktionen von mehr als 200 Basen 

(makroRNA) bzw. weniger als 200 Basen (mikroRNA) aufgeteilt. Bei einer Ethanol-

konzentration von 30% - 40% werden makroRNAs, bei 70% Ethanol mikroRNAs an 

einen Glasfieber-Filter gebunden.  

Aus gefrorenem Hirn BSE-infizierter und nicht infizierter Javaneraffen wurden wie 

unter 2.2.1 beschrieben aus den Arealen von vermis cerebelli und basis pontis 

Gewebe entnommen. Diese wurden ausgewogen und unter flüssigem Stickstoff mit 

Mörser und Pistill zu einem gleichmäßigen Pulver zerrieben. Dieses Pulver wurde in 

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß (Fa. Sarstedt) überführt. Die Isolierung der miRNA wurde 

mit dem mirVANATM-Kit (Fa. Ambion)  nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Die Elution der miRNA erfolgte abweichend von diesen 2x mit 25 µl 95°C heißem 

H2ODEPC. Um das Eluat von überschüssigen Salzen zu reinigen, wurde eine 

Natriumacetat-Ethanol-Fällung (NaAc/EtOH-Fällung) durchgeführt. Die gelösten 

Nukleinsäuren wurden mit 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,5) und 2 ½ Volumen 96% 

Ethanol (RNAse frei, Fa. Sigma-Aldrich) versetzt, gemischt und für mindestens 2 h 

bei -20°C inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze nochmals gemischt und bei 

14.000 rpm (Biofuge A) und 4°C für 30 min zentrifugiert. Die Pellets wurden 2 Mal mit 

70% eiskalten Ethanol gewaschen, bei 37°C getrocknet und in Puffer oder Wasser 

aufgenommen. 
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2.5.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren oder Fluoreszenzfarb-
stoffen 

Die Bestimmung der Konzentration isolierter oder markierter Nukleinsäuren erfolgte 

photometrisch mit dem NanoDrop (Fa. Peqlab). Es wurde ein Spektrum der 

Absorption von 220 bis 750 nm aufgenommen und die Konzentration wurde über die 

Lambert-Beer’sche Gleichung berechnet: 

 

c = (A x K)/ b 
c = Konzentration [ng/µl]  

A = Absorption [AU]  

RNA: bei 260 nm 

Fluoreszenzfarbstoff DY548: bei 550 nm 

Fluoreszenzfarbstoff DY648: bei 650 nm 

K = Absorptionskoeffizient 

RNA: 40 ng/(ml x cm)  

DNA: 50 ng/(ml x cm)  

Fluoreszenzfarbstoff DY548: 150.000 l/mol x cm 

Fluoreszenzfarbstoff DY648: 250.000 l/mol x cm 

b = Küvettenseitenlänge [cm] 

   NanoDrop: 0,01 cm  
 

 
2.5.3.  miRNA-MicroArray 
Mithilfe eines MicroArrays wurden miRNAs identifiziert, die im Hirn von Javaneraffen 

exprimiert sind und deren Expression durch eine BSE-Infektion reguliert wird. Bei 

einem MicroArray werden immobilisierte Nukleinsäuren mit fluoreszenzmarkierten 

komplementären Nukleinsäuren hybridisiert. Über die Hybridisierung können 

Aussagen über die relative Menge der Nukleinsäuren im untersuchten Gewebe und 

damit über die Expression getroffen werden. 

Die Fluoreszenzmarkierung der mikroRNAs wurde in zwei Schritten durchgeführt 

(Abb. 2.1). Zunächst wurde die miRNA am 3’-Ende mit Uracil und Amino-Allyl-Uracil 

verlängert (Poly-Udenylierung). Das Enzym Poly A-Polymerase nutzt ATP als 

Substrat, um Adenosinmonophosphat an das 3’ Ende von RNA Molekülen zu koppeln 

(GETHING et al., 1980). Durch Zugabe von MnCl2 kann die Substratspezifität des 

Enzyms herabgesetzt werden. Unter diesen Bedingungen wird auch UTP und Amino-

Allyl-UTP als Substrat genutzt und eine Polyudenylierung wird ermöglicht. An die 

Amino-Allyl-Gruppen des Poly-U-Schwanzes wurden dann durch eine Esterbindung 

NHS-Fluoreszenzfarbstoffe kovalent gebunden (Fluoreszenzmarkierung). 
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Abbildung 2.1: Fluoreszenzmarkierung von miRNA 
Die miRNA wird zunächst mit Uracil und Amino-Allyl-Uracil verlängert (Polyudenylierung). An 
die Amino-Allyl Gruppe wird dann im nächsten Schritt durch Esterbindung ein 
Fluoreszenzfarbstoff gebunden. 
 

Für eine Poly-Udenylierung wurden 200 ng bis 2 µg miRNA aus Hirngewebe oder 

synthetische miRNA eingesetzt. Diese wurden in 20 µl einer Udenylierungslösung 

(10 mM UTP (Fa. Biozym Epicentre), 10 mM AA-UTP (Fa. Biozym Epicentre), 1x 

Puffer B (5x, 5 mM DTT, 0,25 mM EDTA, 25% [w/v] Glycerin, 250 mM KCl, 250 mM 

Tris-HCl, pH 8,5), 100 mM MnCl2, 40 u RNase Inhibitor (Fa. Fermentas), 4 u Poly A-

Polymerase (Fa. Biozym Epicentre) aufgenommen und für 1 ½ h bei 37°C inkubiert. 

Anschließend wurde die RNA wie unter 2.4.1 beschrieben gefällt. 

Zur Markierung der RNA wurden die Fluoreszenzfarbstoffe DY548 und DY648 (Fa. 

MoBiTech) eingesetzt. Je 1 mg der Farbstoffe wurde in 40 µl DMSO gelöst und in 

Aliquots zu 25 oder 50 µg aufgeteilt. Die Pellets wurden unter Vakuum getrocknet 

und bei -20°C gelagert. Um die RNA über die Amino-Allyl-Gruppen mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff zu markieren, wurde die gefällte RNA in 5 µl NaCO3 (200 mM, 

pH 9,5) aufgenommen. Die Farbstoffe wurden mit H2ODEPC auf eine Konzentration 

von 2,3 µg/µl eingestellt und der RNA in gleichem Volumen zugesetzt. Nach 2 h 

Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die markierte RNA wie unter 2.4.1 

beschrieben gefällt. Das Pellet wurde in 10 µl H2ODEPC aufgenommen. Die RNA- und 
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die Farbstoffkonzentration wurde bestimmt (vgl. 2.3.4) und daraus die 

Markierungseffizienz ermittelt. Diese errechnet sich aus der Anzahl der 

Farbstoffmoleküle pro Nanogramm RNA: 

 

Markierungseffizienz [pmol/ng] = Farbstoffkonzentration [pmol/µl]/RNA-Konzentration [ng/µl] 

 

Der Nachweis der exprimierten miRNAs mittels miRNA-MicroArray fand in 

Zusammenarbeit mit dem Transkriptomanalyselabor der Universität Göttingen unter 

der Leitung von Dr. Reiner Hitt statt. Es wurde die miRNA-MicroArray Plattform 

mirVana miRNA Probe Set Version 1 der Firma Ambion verwendet. Diese enthält die 

komplementären DNAs aller beschriebenen miRNAs. Diese wurden auf Amersham 

Codelink Objektträger gekoppelt (LANDGREBE et al., 2002).  

Für den Array wurden gleiche Mengen der zu vergleichenden miRNA eingesetzt. Die 

Konzentration wurde nach der Fluoreszenzmarkierung (2.4.4) bestimmt und 

aneinander angeglichen. Für die Triplika der Arrays wurden 600 oder 1500 ng 

markierte miRNA in RNase freiem Wasser (20 µl) aufgenommen, für 3 min bei 70°C 

denaturiert und sofort mit 600 µl Hybridisierungspuffer (1x Hybridisierungspuffer (Fa. 

Agilent), 0,2 mg/ml Yeast- t-RNA, 0,01 mg/ml Lachsspermien-DNA) versetzt. Diese 

wurden gleichmäßig auf drei Arrays aufgeteilt. Die Arrays wurden über Nacht bei 

58°C hybridisiert und anschließend gescannt (Genetic Microsystems GMS 418 Array 

Scanner, Fa. Affimetrix). Die Bedingungen wurden so gewählt, dass die Stärke aller 

Signale unterhalb des Sättingungslimts des Scanners lagen (unter 65536 units).  
 

 

 

2.5.4. Herstellung von cDNA aus mikroRNA (TaqMan® MicroRNA Assays, 
Applied Biosytems 

In einer PCR Reaktion kann nur DNA amplifiziert werden. Um RNA quantitativ mittels 

PCR zu analysieren, wird diese durch das Enzym Reverse Transkriptase in 

komplementäre DNA (engl.: complementary DNA, cDNA) transkribiert. Die cDNA-

Synthese erfolgt in einem Zyklus (Denaturierung der RNA, Anlagerung des Primers, 

Transkription). Somit entspricht die Menge an synthetisierter cDNA näherungsweise 

der Menge an eingesetzter RNA.  

Da miRNAs etwa 22 bp lang sind, kann keine herkömmliche reverse Transkripition 

durchführt werden. Dazu müsste der Primer fast die gesamte miRNA abdecken, um 

ein Nukleotid zu bilden, das lang genug ist, um eine Reaktion mit der Reversen 

Transkriptase zu ermöglichen. Damit kann aber keine Elongation mehr stattfinden 

und in einer folgenden PCR Reaktion wird die Menge an eingesetztem Primer 
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nachgewiesen. Daher nutzt der eingesetzte Assay Primer, die eine Haarnadel-

Struktur ausbilden (loop-primer) und am 3’-Ende etwa 6 Basen spezifisch mit dem 3’-

Ende der miRNA hybridisieren (Abb. 2.2). Dadurch entsteht eine RNA, die ein 

Reaktion mit der Reverse Transkriptase ermöglicht. Zusätzlich verhindert die Struktur 

des loop-primers, dass längere RNAs wie z.B. nicht prozessierte miRNAs revers 

transkribiert werden (CHEN et al., 2005). 

 

 
 

Abbildung 2.2: loop-primer der cDNA-Synthese des TaqMan® MicroRNA Assay (nach 

CHEN et al., 2005) 
Für die reverse Transkription von miRNAs werden Primer eingesetzt, die eine 
Haarnadelstruktur ausbilden und deren 3’-Ende revers komplementär zum 3’ Ende der miRNA 
ist. Dadurch hybridisieren miRNA und Primer und eine spezifische reverse Transkription wird 
ermöglicht. 
 
 
Die cDNA-Synthese wurde mit TaqMan® MicroRNA Assays nach Angaben des 

Herstellers (Fa. Applied Biosystems) in einem Volumen von 15 µl durchgeführt.  

 

Master Mix für die cDNA-Synthese: 

15 nmol dNTPs  

1 x RT-Puffer 

4 u RNase Inhibitor 

4  u MulitScribeTM RT 

100 nmol miRNA spezifischer loop-primer

1 ng miRNA 

  H2ODEPC 

 

Die Synthese erfolgte nach folgendem Temperaturprofil: 

30 min 16°C Hybridisierung 

30 min 42°C Elongation 

5 min 85°C Abstoppen der Reaktion

 

Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

miRNA 
loop-primer 
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2.5.5. Quantitative Real Time-Polymerase Kettenreaktion (TaqMan® MicroRNA 
Assays, Applied Biosytems) 

Die Expression der miRNAs, die im miRNA-MicroArray bei BSE-infizierten und nicht 

infizierten Javaneraffen in unterschiedlichen Mengen nachgewiesen worden waren, 

wurde mit einer quantitativen Real Time PCR untersucht. Diese ist eine Erweiterung 

der Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction (PCR), (SAIKI et al., 1985), 

bei der die Synthese neuer DNA-Doppelstränge nach jedem Zyklus nachgewiesen 

wird. Dies kann in Form von minor grove binder (MGB) Molekülen geschehen, die 

durch Bindung an DNA Doppelstränge fluoreszieren. Die Fluoreszenzintensität 

korreliert in diesem Fall mit der Menge an DNA-Doppelsträngen, also mit der Menge 

an generierter DNA. Ein Nachteil der MGB ist, dass auch Primer-Dimere gebunden 

werden und ein unspezifisches Signal entstehen kann. Der Nachweis von neu 

synthetisierter DNA kann auch über spezifische DNA-Sonden geführt werden. Diese 

sind am 5’-Ende an einen Fluoreszenzfarbstoff und am 3’-Ende an einen Quencher 

gekoppelt. Ein Quencher nimmt die Anregungsenergie des Fluoreszenzfarbstoffs auf 

und verhindert somit die Emission von Licht (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-

Transfer, FRET). Der Energiezustand des Quenchers wird dadurch angehoben. 

Dieser kehrt entweder durch Emission von Licht einer anderen Wellenlänge als der 

des Fluoreszenzfarbstoffs oder Schwingungsenergie in den Grundzustand zurück. 

Die DNA Sonde hybridisiert über komplementäre Basenpaarung mit der Ziel-DNA. 

Während der quantitativen Real Time-PCR wird die Sonde durch die Exo-

nukleaseaktivität der Taq Polymerase hydrolysiert (HOLLAND et al., 1991). Dadurch 

werden Fluoreszenzfarbstoff und Quencher räumlich voneinander getrennt und die 

Anregungsenergie des Fluoreszenzfarbstoffs wird nicht mehr auf den Quencher 

transferiert. Dadurch emittiert der Fluoreszenzfarbstoff Licht. Die Menge an 

emittiertem Licht ist proportional zur Menge an neu generierter DNA. Für den 

Nachweis der PCR Reaktion über die Fluoreszenzänderung wurde der TaqMan® 

7500 (Fa. Applied Biosystems) eingesetzt. Für die Anregung benutzt das Gerät einen 

Argon-Laser (488 nm). Die Emissionsdaten von 500-660 nm werden von einer CCD-

Kamera jeweils nach der Elongation gesammelt.  

Die Expression der miRNAs von BSE-infizierten und nicht infizierten Javaneraffen 

wurde untersucht. Dazu wurden TaqMan® MicroRNA Assays (Fa. Applied 

Biosystems) genutzt. In diesen Assays ist die Sonde am 5’-Ende mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff FAMTM modifiziert. Der Quencher ist nicht fluoreszent (non-

fluorescent quencher, NFQ), dass heißt die Desaktivierung des Quenchers erfolgt 

über Schwingungsenergien. Die qRT-PCR wurde nach den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Die cDNA für die Reaktion wurde mit der miRNA als Template gebildet 
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(2.4.4.2). Pro Reaktionsansatz wurden folgende Reagenzien pipettiert (Endvolumen 

20 µl): 

 

10 µl TaqMan® 2x Universal PCR Master Mix 

0,5 µl ROX (10x) 

1 µl TaqMan® MicroRNA Assay (20x) 

2 µl cDNA (Template) 

6,5 µl H2ODPEC 

 

Die Reaktion fand nach folgendem Temperaturprofil statt: 

 

10 min 95°C AmpliTaq Gold® Enzymaktivierung
 

15 sec 95°C Denaturierung 

45 sec 60°C Hybridisierung und Elongation 

 

 

 

2.6. Zellkulturarbeiten 
2.6.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C in wasserdampfgesättigter CO2 (5%) 

Atmosphäre in Zellkulturflaschen mit einer Oberfläche von 75 cm2 (Fa. Sarstedt) oder 

in 96 well Zellkulturplatten (Fa. Sarstedt) kultiviert (Medien: Tab. 2.1). Bei 70% bis 

90% Konfluenz wurden die Zellen mit 37°C warmen PBS (Fa. Gibco) gewaschen und 

anschließend mit 1x Trypsin/ETDA (Fa. PAN Biotech GmbH) bei 37°C von der 

Kultivierungsoberfläche gelöst. Das Trypsin wurde durch Zugabe von 5x Volumen 

Kulturmedium mit 10% bis 15% fötalen Kälberserum (fetal calv serum, FCS, Fa. PAN 

Biotech GmbH) inaktiviert. Die Zellen wurden bei 700 rpm (Multifuge 1) für 7 min 

zentrifugiert, in frischem Medium (37°C) resuspendiert und auf eine Konfluenz von 

25% bis 30% eingestellt. 

Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zelllinien in flüssigem Stickstoff eingefroren.  

Dazu wurden die Zellen nach der Zentrifugation auf eine Konzentration von 4 x 106 

Zellen in Einfriermedium (70% Kulturmedium, 20% FCS, 10% DMSO) eingestellt und 

in Kryogefäße (Fa. Sarstedt) überführt. Um die Bildung zellstrukturschädigender 

Kristalle während des Einfrierens zu verhindern, wurden die Zellen in Isopropanol für 

je 1°C/min (Cryo-Einfiergerät, Fa. Nalgene) bis auf -80°C abgekühlt. Dann wurden die 

Kryogefäße in flüssigen Stickstoff überführt. 

40 Zyklen 
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Zur Analyse der Zellen auf PrPres wurden die Zellen in PBS gewaschen und in Pellets 

zu je 4 bis 8 Millionen Zellen bei -80°C gelagert. 

 

 

 

2.6.2. Infektion von neuronalen Zellen mit TSE  
Die Infektion der Zelllinien mit TSE-infektiösen Agenzien wurde im 96 well 

Zellkulturplatten (Fa. Sarstedt) durchgeführt. Die Zellen wurden auf eine 

Konzentration von 7000 SN56-Zellen bzw. 40.000 SH-SY5Y-Zellen pro well in einem 

Volumen von 100 µl eingestellt und für 24 Stunden kultiviert. Dann wurde das 

Medium durch je 75 µl der Infektionsagenzien in Kulturmedium (+1% Gentamycin) 

ersetzt und nach 4 h Inkubation mit 1x Volumen Kulturmedium versetzt. Nach 16 h 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen und wie unter 2.6.1 beschrieben kultiviert. 

Nach 7, 21 und 35 Tagen wurden je 2/3 der Zellen auf eine 24 well Zellkulturplatte 

(Fa. Sarstedt) überführt und kultiviert. Bei Erreichen von 90% Konfluenz wurden die 

Zellen auf eine 6 well Zellkulturplatte (Fa. Sarstedt) und von dieser auf eine 

Zellkulturflasche (Fa. Sarstedt) überführt und kultiviert. Bei 90% Konfluenz wurden die 

Zellen trypsiniert, mit PBS gewaschen und als Pellets bei -80°C gelagert. 

Nach 49 Tagen wurden die Zellen ebenfalls auf Zellkulturflaschen expandiert. Bei 

90% Konfluenz wurden anschließend nach jeder Passage 2/3 der Zellen als Zellpellet 

bei -80°C gelagert und 1/3 der Zellen wurden kultiviert. Zehn Wochen nach Infektion 

wurden je 3 Mal 4x106 Zellen in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Übertragung von BSE auf Javaneraffen (Macaca fascicularis)  
Im Rahmen der EU-Studie QLK1-CT-2002-01096 soll das Risiko ermittelt werden, durch 

Aufnahme von BSE-kontaminierter Nahrungsmitteln an der varianten Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit (vCJD) zu erkranken. Als Tiermodel für den Menschen wurden Javaneraffen 

(Macaca fascicularis) ausgewählt. Diese gelten als das nicht humane Tiermodel, das 

dem Menschen in Stoffwechsel (LASMÉZAS et al., 1996) und genetischem Hintergrund 

(SCHÄTZL et al., 1995) am ähnlichsten ist und dessen Einsatz ethisch vertretbar ist. Die 

Übertragung von Scrapie und BSE auf Javaneraffen ist bereits erfolgreich durchgeführt 

worden (GIBBS et al., 1972, LASMÉZAS et al., 1996).   

Für die Übertragungsstudie wurden soziale Gruppen von je sechs Tieren mit einem 

Gemisch aus Hirnhomogenaten 11 BSE-erkrankter Rinder infiziert. Die Infektion erfolgte 

mit absteigenden Konzentrationen des BSE-Materials, um die minimale infektiöse Dosis 

zu ermitteln. Als Negativkontrolle wurde Hirnhomogenat von nicht infizierten Rindern 

eingesetzt. Die Tiere wurden oral infiziert, um die Infektionsroute von vCJD darzustellen.  

Um das Krankheitsbild des makakenadaptiertem BSE zunächst zu definieren, wurde je 

sechs Gruppen mit absteigenden Konzentrationen an Hirnhomogenat in den Cortex der 

rechten Hirnhälfte injiziert (intracerebrale (i.c.) Infektion) (Tab. 3.1). Die Studie begann im 

Jahr 2001 mit der Injektion des Hirnhomogenats.  

 

 
Tabelle 3.1: Übertragung von BSE auf nicht humane Primaten  

(EU-Studie QLK1-CT-2002-01096) 

Gruppe Infektionsweg Dosis 

A i.c. 50 mg 

B i.c. 5 mg 

C i.c. 0,5 mg 

D i.c. 0,05 mg 

E i.c. 0,005 mg

F i.c. mock 

G oral 16 g 

H oral 5 g 

I oral 0,5 g 

J oral 0,05 g 

K oral 0,005 g 

L oral mock 

 

 



                                                                                                                      Ergebnisse 

 - 35 -   

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse der Prionenerkrankung in i.c. 

infizierten, nicht humanen Primaten und wurde an den Tieren der Gruppe A durchgeführt. 

Das für das PrP kodierende Gen prnp dieser Tiere wurde sequenziert. Alle Tiere wiesen 

eine identische Sequenz auf (Datenbank: gi|52782268|dbj|AB125193.1|[52782268]) und 

waren homozygot für Methionin an der Aminosäureposition 129 (129MM).  

931 bis 1340 Tage (Mittelwert ± SD: 1198 ± 213) nach Infektion zeigten die Tiere erste 

Symptome einer Prionenerkrankung (Abb. 3.1). Es wurden Ataxien der Gliedmaßen und 

des Körpers, erhöhte Schreckhaftigkeit und eine fortschreitende Demenz beobachtet. 

Nach weiteren 17 bis 143 (Mittelwert: 92 ± 41) Tagen war die Krankheit so weit 

fortgeschritten, dass die Tiere euthanasiert wurden. Sowohl die Inkubationszeit als auch 

die Dauer der klinischen Phase der Tiere waren stark unterschiedlich. Auffälligerweise 

erkrankten vier Tiere (A1, A3, A4 und A6) innerhalb von 94 Tagen, die zwei weiteren 

Tiere (A2 und A5) jedoch erst 315 bzw. 373 Tage später. Anhand der Inkubationszeiten 

können die Tiere in eine Gruppe mit kurzer Inkubationszeit von 962 (± 43) Tage und eine 

Gruppe mit langer Inkubationszeit von 1369 (± 41) Tage eingeteilt werden.  

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

A6A1 A3 A4 A2 A5

Tage nach Infektion

 

 

Tier erste Symptome  
[Tage nach Infektion]  

klinische Phase  
[Tage] 

A1 931 17 

A3 946 91 

A6 946 103 

A4 1025 94 

A5 1340 143 

A2 1398 103 

 
Abbildung 3.1: Inkubationszeit der Prionenerkrankung bei BSE infizierten Javaneraffen 

Der Zeitpunkt der ersten Symptome einer Prionenerkrankung wurde für jedes Tier auf einer Zeitlinie 
dargestellt. Die Tiere wurden anhand der Inkubationszeit  in zwei Gruppen eingeteilt, eine mit einer 
gemittelten Inkubationszeit von 962 (± 43) Tagen und eine mit 1369 (± 41) Tagen. 
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3.2. Nachweis von Prionenerkrankungen 
Der biochemische Nachweis von Prionenerkrankungen ist an das PrPres als 

Markermolekül gebunden, da dieses konstant in Verbindung mit der Infektiosität der 

Prionenerkrankungen steht. Diese gehen mit einer Konformationsänderung eines 

wirtskodierten Proteins, des zellulären PrP (PrPC) einher, bei der das PrPC einen PK-

resistenten Kern ausbildet (PrPres) (CAUGHEY et al., 1991, PAN et al., 1993). Nach einer 

PK-Behandlung wird in infiziertem Gewebe das PrPres, in nicht infiziertem Gewebe 

hingegen kein PrP detektiert (BOLTON et al., 1982). PK-behandelte Proteinextrakte 

werden im Western Blot oder im ELISA eingesetzt und auf ihren PrPres-Gehalt überprüft, 

um eine Prionenerkrankung nachzuweisen. Diese Methoden wurden in der vorliegenden 

Arbeit etabliert bzw. für den Nachweis des simianen PrPres adaptiert. 

 

 

 

3.2.1. Charakterisierung monoklonaler anti-Prion Antikörper 
Um die monoklonalen anti-Prion Antikörper 3B5, 4F2, 8G8, 11C6 und 12F10 

(KRASEMANN et al., 1996) näher zu charakterisieren, wurde ein Epitopmapping in 

Form eines Peptid-ELISA durchgeführt. Als Antigen dienten 13 Aminosäuren lange 

Peptide, die das humane PrP um 11 Aminosäuren überlappend abdecken. Die 

Signale im ELISA wurden den Peptidsequenzen zugeordnet und mit der Sequenz 

des humanen PrP verglichen. Abbildung 3.2 zeigt eine schematische Darstellung 

des humanen PrP und die Position der Epitope. 

Die Antikörper 3B5 und 4F2 zeigten Signale auf den Peptiden, die das Octarepeat 

des PrP abdecken (Aminosäuren 54 bis 86 des humanen PrP). Zusätzlich wies der 

4F2 Antikörper auch ein Peptid mit der Sequenz des murinen Octarepeats nach. Der 

8G8 Antikörper erzeugte sowohl ein Signal auf den Peptiden des Octarepeats als 

auch ein schwaches Signal auf einem Peptid, das die Aminosäuren 98 bis 111 

abdeckt. Der 12F10 Antikörper erzeugte ein Signal auf Peptiden, die den 

Aminosäuren 141 bis 154 des humanen PrP entsprechen. Der 11C6 Antikörper wies 

keines der Peptide, jedoch humanes und murines rekombinantes PrP nach. 
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Epitope von fünf monoklonalen anti-Prion 
Antikörpern 
Die Epitope der monoklonalen anti-Prion Antikörper wurden in einem Peptid-ELISA bestimmt. 
Es wurden Peptide von 13 Aminosäuren Länge eingesetzt, die das gesamte PrP abdecken 
und um je 11 Aminosäuren überlappen. Dargestellt sind die Sequenzabschnitte des PrP, auf 
deren korrespondierenden Peptiden die jeweiligen Antikörper im ELISA ein Signal erzeugten. 
Das Epitop des Antikörpers 3F4 wurde von BOLTON et al. (1991) beschrieben. 
 
 
 
3.2.2. Adaption der Nachweismethoden für Javaneraffen 
Zunächst wurde das PrPres des Inokulums im Western Blot dargestellt. Das 20%ige 

Homogenat aus dem Hirn von 11 BSE-erkrankten Rindern wurde mit PK behandelt 

(2.4.2), elektrophoretisch getrennt (2.4.4) und geblottet (2.4.5). In kommerziellen 

BSE-Tests werden Antikörpergemische zum Nachweis von BSE genutzt (BioRad). 

Daher wurde hier für den Nachweis ein Gemisch der monoklonalen anti-Prion 

Antikörper 11C6 und 12F10 (KRASEMANN et al., 1996, Tab. 2.1) eingesetzt 

(Abb. 3.3). In der unbehandelten Probe wurden 3 Banden mit einem 

korrespondierenden Molekulargewicht von 28 kDa bis 38 kDa nachgewiesen. Nach 

PK-Behandlung wurden Banden von geringerem Molekulargewicht (16 kDa bis 26 

kDa) dargestellt. Somit wurde im Inokulum der Infektionsversuche PrPres als 

Markermolekül für die BSE-Infektiosität erfolgreich nachgewiesen.  

 

 

Abbildung 3.3:  PrPres im EU-Referenzmaterial der 
Infektionsstudie 
Hirnhomogenat (20% in Saccharose) von 11 BSE 
infizierten Rinder wurde PK behandelt (+) und 
unbehandelt (-) im Western Blot eingesetzt. Pro Spur 
wurden 60 µg Gesamtprotein bzw. 240 µg 
Gesamtprotein äquivalent vor PK-Behandlung 
eingesetzt. PrP bzw. PrPres wurde mit einem Gemisch 
der monoklonalen anti-Prion Antikörper 11C6 und 
12F10 nachgewiesen. 



                                                                                                                      Ergebnisse 

 - 38 -   

Die Protokolle für den Nachweis von PrPres können nur bedingt auf andere Spezies 

übertragen werden (W. Schulz-Schäffer, persönliche Mitteilung). Daher wurde das 

bestehende Nachweisprotokoll für bovines PrPres an den Nachweis von simianem 

PrPres angepasst. Zunächst wurde die PK-Behandlung des simianen PrP eingestellt. 

Dazu wurde die Protein- und PK-Konzentration entsprechend eines publizierten 

Protokolls zum Nachweis humaner Prionenerkrankungen ausgewählt (COLLINGE et 

al., 1996). Es wurden 15 µg/µl Gesamtprotein eines Proteinextraktes mit 50 µg/ml PK 

(Fa. Sigma-Aldrich) behandelt und im Western Blot eingesetzt. Das PrP wurde mit 

einem Gemisch der Antikörper 12F10 und 3B5 detektiert. Nur im Proteinextrakt des 

BSE-infizierten Tieres konnte ein Signal nachgewiesen werden. Die Banden 

entsprachen im Molekulargewicht denen des PrPC (Abb. 3.4 A), für PrPres ist aber ein 

geringeres Molekulargewicht beschrieben (BOLTON et al., 1982). Daher wurde das 

gleiche Protokoll mit PKs verschiedener Anbieter (Tab. 2.2) durchgeführt. Im Western 

Blot wurden nach Behandlung mit PKs der Firmen Boehringer Mannheim, Merck und 

Serva die erwarteten PrPres Banden nachgewiesen (Abb. 3.4 B). Diese wurden am 

deutlichsten nach Behandlung mit der Proteinase K von Boehringer Mannheim 

dargstellt. Daher wurde diese PK in allen weiteren Experimenten eingesetzt.  

 

 

  
 

Abbildung 3.4: Nachweis von simianem PrPres in von Abhängigkeit von der PK  
Proteinextrakte von BSE-infizierten Javaneraffen wurden elektrophoretisch getrennt, geblottet 
und mit einem Gemisch der monoklonalen anti-Prion Antikörper 12F10 und 3B5 
nachgewiesen. A: Proteinextrakte eines BSE infizierten und eines nicht infizierten 
Javaneraffen wurden mit PK behandelt und im Western Blot eingesetzt (45 µg Gesamtprotein 
äquivalent vor PK-Verdau pro Spur). Als Kontrolle diente nicht PK-behandeltes Proteinextrakt 
(20 µg pro Spur). B: Proteinextrakt aus Hirngewebe eines BSE infizierten Javaneraffen wurde 
mit PK verschiedener Anbieter (Sigma-Aldrich (SA), Serva (S), Boehringer Mannheim (BM) 
und Merck (M)) behandelt. Je 45 µg Gesamtprotein (Äquivalentmenge vor PK-Verdau) 
wurden pro Spur für den Western Blot eingesetzt.  

 

A B
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Nachdem das simiane PrPres mit einem Antikörpergemisch nachgewiesen werden 

konnte (Abb. 3.4), wurde die Sensitivität der zur Verfügung stehenden Antikörper 

zum Nachweis von simianem PrPres untersucht. Dazu wurde PK-behandeltes 

Proteinextrakt eines BSE-infizierten Javaneraffen auf einem präparativen LDS-Gel 

getrennt und anschließend geblottet. Dieses wurde in Streifen geschnitten und mit 

den Antikörpern 3B5, 4F2, 8G8, 11C6 und 12F10 (Ascitis1, Tab. 2.1) inkubiert. Der 

11C6 Antikörper wies drei Banden von 16 bis 27 kDa und der 12F10 Antikörper eine 

schwachen Bande von 27 kDa nach (Abb. 3.5). Die Antikörper 3B5, 4F2 und 8G8 

konnten kein PrPres detektieren. Dies korrespondiert mit den Ergebnissen des 

Epitopmappings, da diese Antikörper im Octarepeat des PrP binden und dieses durch 

den PK-Verdau abgespalten wird. Für die weiteren Untersuchungen wurde, falls nicht 

anders angegeben, der Antikörper 11C6 eingesetzt. 

 

 
Abbildung 3.5: Nachweis von PrPres mit verschiedenen Primärantikörpern  
Proteinextrakt aus Hirnhomogenat (540 µg) eines BSE infizierten Javaneraffen (Tier A2) wurde mit PK 
behandelt, elektrophoretisch getrennt, geblottet und mit verschiedenen anti-PrP Antikörpern inkubiert. 
Der Nachweis des PrPres erfolgte jeweils pro Streifen mit den monoklonalen anti-Prion Antikörpern 3B5, 
4F2, 8G8, 11C6 und 12F10.  
 
 
 
3.2.3. Nachweis von PrPres im Hirn BSE-infizierter Javaneraffen 
Unter denaturierenden Bedingungen im SDS-PAGE wird das PrP in Form von drei 

Banden dargestellt (BOLTON et al., 1982). Diese Banden wurden als di-, mono- und 

unglykosylierte Formen des PrP beschrieben, da nach einer Deglykosylierung der 

Proteinextrakte im Western Blot nur eine Bande nachgewiesen werden kann. Deren 

Molekulargewicht korreliert mit dem der unglykosylierten Form des PrP (HARAGUCHI 

                                                 
1 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von J. Grassi, CEA 
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et al., 1989). Diese Methode wird daher eingesetzt, um den Nachweis von PrPres im 

Western Blot zu verifzieren. Daher sollten die beobachteten Banden als Glykoformen 

des PrPres bestätigen werden. Dazu wurde Proteinextrakt aus dem Hirn eines 

infizierten Javaneraffen nach PK-Behandlung (2.4.2) zusätzlich mit PNGase F 

deglykosyliert (2.4.3) und vergleichend im Western Blot untersucht (2.4.4 und 2.4.5). 
In unbehandeltem Proteinextrakt wurden drei Banden korrespondierend mit 26 kDa, 

33 kDa und 36 kDa Molekulargewicht  detektiert. In PK-behandeltem Extrakt wurden 

drei Banden von geringerem Molekulargewicht (16 kDa, 24 kDa und 27 kDa) 

dargestellt. Nach Deglykosylierung mit PNGase F wurde nur eine Bande von 16 kDa 

Größe nachgewiesen (Abb. 3.6). Somit wurde mit Hilfe eines anti-Prion Antikörpers 

ein Protein mit drei Glykoformen nachgewiesen. Dies entsprach dem in der Literatur 

(BOLTON et al., 1982; HARAGUCHI et al., 1989) beschriebenen Nachweis von PrPres 

und zeigte, dass im Hirn der BSE-infizierten Javaneraffen PrPres gebildet wurde. 

 
Abbildung 3.6: Deglykosylierung des PrPres mit PNGase F 

Proteinextrakt eines BSE-infizierten Javaneraffen wurde nach einer PK-Behandlung (+) mit PNGase F 
deglykosyliert (+) (37µg pro spur) und unbehandelt (-) (45 µg pro Spur) im Western Blot eingesetzt. Als 
Kontrolle wurden 20 µg nicht PK und nicht PNGase F behandeltes Proteinextrakt aufgetragen. Das PrP 
wurde mit dem 11C6 Antikörper nachgewiesen. 
 

 

 

Um die Ergebnisse des Western Blots mit einer alternativen Nachweismethode 

verifizieren zu können, wurde ein Sandwich enzyme linked immunosorbent assay 

(Sandwich-ELISA) etabliert. Dieser unterscheidet sich von einem ELISA durch einen 

Fänger-Antikörper, der spezifisch das Antigen bindet. Dieses wird dann über einen 

zweiten Antikörper nachgewiesen (KATO et al., 1977). Da das Antigen in einem 

Sandwich-ELISA über zwei Antikörper nachgewiesen wird, ist der Nachweis 

spezifischer als in einem ELISA. Eine erhöhte Sensitivität kann erreicht werden, 
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indem der Nachweis-Antikörper mit Biotin markiert wird. Da pro Antikörper mehrere 

Biotin-Moleküle gebunden werden, wird das Signal des Sekundärantikörpers 

multipliziert. 

Proteinextrakte eines mit BSE infizierten und eines nicht infizierten Javaneraffen 

wurden mit PK behandelt (2.4.2) und im Sandwich-ELISA eingesetzt (2.4.6). Als 

Fänger-Antikörper diente der 12F10 Antikörper, als Nachweis-Antikörper der Biotin-

gekoppelte 11C6 Antikörper (2.3.2). Der Sandwich-ELISA wurde exemplarisch mit 

Proteinextrakten von drei infizierten Tieren und einem nicht infizierten Tier 

durchgeführt. Um die Signale aus PK-behandelten Proteinextrakten infizierter und 

nicht infizierter Tieren zu unterscheiden, wurde ein Schwellenwert definiert. In 

Proben, deren OD oberhalb dieses Schwellenwertes lag, war PrPres enthalten. Der 

Schwellenwert wurde aus dem Mittelwert der OD des nicht infizierten Tieres zuzüglich 

der Standardabweichung ermittelt. OD-Werte, die unterhalb dieses Schwellenwertes 

lagen, wurden durch unspezifische Reaktionen hervorgerufen, da in dem 

Proteinextrakt des nicht infizierten Tiers kein PrPres enthalten war. Dieses wies eine 

OD von 0,274 ± 0,177 auf, der daraus resultierende Schwellenwert lag bei einer OD 

von 0,45. Die Proteinextrakte der BSE-infizierten Javaneraffen wiesen OD-Mittelwerte 

von 0,8 bis 1,0  auf. Somit wurde auch im Sandwich-ELISA PrPres in Proteinextrakten 

der infizierten Tiere nachgewiesen. 
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Abbildung 3.7: Nachweis von PrPres im Sandwich ELISA  
Proteinextrakte aus Hirnhomogenat eines BSE infizierten und eines nicht infizierten Javaneraffen wurde 
mit PK-behandelt und im Sandwich ELISA eingesetzt (180 µg Gesamtproteinmenge äquivalent vor PK-
Verdau).  

 

 

 

Um die Erkrankung der Javaneraffen eindeutig als Prionenerkrankung zu bestätigen, 

wurden Hirnschnitte der BSE-infizierten Javaneraffen immunhistologisch untersucht. 

Der immunhistologische Nachweis von schwammartigen Strukturen und PrP-

Ablagerungen im Hirn infizierter Individuen gilt nach wie vor als der standardisierte 

Nachweis von Prionenerkrankungen (WATTS et al., 2006). Die Ergebnisse der 
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immunhistologischen Untersuchungen wurden freundlicherweise von W. Schulz-

Schäffer (Universitätsklinik Göttingen) zur Verfügung gestellt.  

Dorso-ventrale Schnitte (5 bis 7 µm) der linken Hemisphäre der BSE infizierten  

Primaten wurden mit Haematoxylin/Eosin (H/E) angefärbt. Dadurch wurden 

Aussparungen im Hirngewebe sichtbar gemacht. Durch Färbung des folgenden 

dorsalen Schnittes mit dem 12F10 Antikörper konnten PrP Ablagerungen 

nachgewiesen werden. In den Hirnschnitten aller sechs Tiere wurden schwammartige 

Aussparungen (Spongiformität), PrP Ablagerungen und ein Nervenzellverlust 

nachgewiesen. Der Nervenzellverlust wurde durch eine intraneuronale 

Vakuolisierung hervorgerufen (Abb. 3.8 A, Pfeil). In diesen Bereichen wurde ein 

übermäßiges Wachstum der Gliazellen (Gliose) festgestellt. Es wurden zwei 

verschiedene Profile der PrP-Ablagerungen beobachtet. Bei den Tieren A2 und A5 

waren komplexe granuläre PrP-Ablagerungen im Bereich untergehender Neuronen 

prominent ausgeprägt. Diese waren von Spongiformität umgeben (Abb. 3.8 B, Pfeil). 

Die Tiere A1, A3, A4 und A6 zeigten hauptsächlich fein-granuläre Ablagerungen, 

lediglich im Cingulum überwog die komplex-granuläre Form. Anhand dieser 

unterschiedlichen Profile konnten die Tiere in zwei Gruppen eingeteilt werden, die mit 

der Inkubationszeit korrelieren (3.1). 
Um PrPres in den Hirnschnitten nachzuweisen, wurde die PET-Blot Methode 

angewandt (SCHULZ-SCHÄFFER et al., 2000). Ein zentral gelegender Hirnschnitt (Tier 

A3) der linken Hemisphäre (dorso-ventral geschnitten) wurde auf einer Nitrozellulose-

membran fixiert und auf dieser mit Proteinase K behandelt. Das PrPres wurde mit dem 

12F10 Antikörper nachgewiesen (Abb. 3.8 C). Die weiße Materie des Hirns wies eine 

schwache granuläre, die tieferen Gewebeschichten des Cortexes dagegen eine 

starke perikuläre Färbung auf. Die Färbung war am Ammonshorn und im Cingulum 

am stärksten ausgeprägt. 

Die immunhistologischen und neuropathologischen Untersuchungen bestätigen den 

biochemischen Nachweis von PrPres im Hirn der BSE-infzierten Javaneraffen. Die 

Tiere haben demnach aufgrund der BSE-Infektion eine Prionenerkrankung 

ausgebildet. Allerdings wurden zwei verschiedene Ausprägungen dieser Erkrankung 

beobachtet. Die erste korreliert mit einer kurzen Inkubationszeit und fein granulären 

PrP-Ablagerungen im Hirn. Die zweite korreliert mit langen Inkubationszeiten und 

komplexen PrP-Ablagerungen. Diese Ausprägungen stellen zwei unterschiedliche 

Typen der simianen Prionenerkrankung dar. 
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3.3. Charakterisierung der Prionenerkrankung in Javaneraffen 
Im Menschen treten verschiedene Typen der Creutzfeldt-Jakob Krankheit (CJD) auf. 

Diese unterscheiden sich in der Inkubationszeit, dem Alter der Patienten und dem 

Infektionsweg. Die Krankheit kann spontan auftreten (sporadic CJD, sCJD), durch 

ärztliche Behandlung ausgelöst (iatrogenic CJD, iCJD) oder über Nahrungsaufnahme 

von BSE infiziertem Material (new variant CJD, vCJD) übertragen werden. Die Unter-

scheidung der Typen wird biochemisch über verschiedene Marker geführt.  

Über das Migrationsverhalten in der PAGE werden zwei Typen von CJD unterschieden. 

Sie unterscheiden sich in der Größe des PK-resistenten Kerns des PrPres, da während 

der PK-Behandlung die N-terminalen 81 oder 96 Aminosäuren abgespalten werden. Im 

Western Blot weist der sCJD Typ1 (PrPres: Aminosäuren 82 bis 231) ein um 2 kDa 

größeres Molekulargewicht als der sCJD Typ2 (PrPres: Aminosäuren 97 bis 231) auf 

(PARCHI et al., 1996, PARCHI et al., 2000). Während sCJD Patienten entweder ein Typ1 

Abbildung 3.8: Immunhistologie von 
Hirnschnitten BSE-infizierter Javaneraffen  
Dorso-ventrale Schnitte (5-7 µm) der in Paraformaldehyd 
fixierten linken Hirnhälfte (gyrus cinguli) der BSE 
infizierten Javaneraffen wurden mit Haematoxylin und 
Eosin (HE) gefärbt (Vergrößerung x 200) (A) oder mit 
anti-Prion Antikörpern behandelt (Vergrößerung x 200)  
(B). Durch die HE-Färbung wurden intraneuronale 
Vakuolisierungen und daraus resultierende spongiforme 
Strukturen sichtbar (A, Pfeil). In diesen Strukturen 
wurden über den monoklonalen anti-Prion Antikörper 
12F10 komplexe PrP Ablagerungen mit umgebender 
Spongiformität (B, Pfeil) nachgewiesen. C: Partiell 
Proteinase K resistentes Prion Protein wurde in diesen 
Schnitten mit der PET-Blot-Methode (SCHULZ-SCHÄFFER 
et al., 2000) nachgewiesen. Die Schnitte wurden auf eine 
Nitrozellulosemembran fixiert und mit PK behandelt. 
PrPres wurde mit Hilfe des monoklonalen anti-Prion 
Antikörpers 12F10 nachgewiesen.  
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oder ein Typ2 Migrationsverhalten aufweisen, wird in vCJD und iCJD immer ein 

Migrationsverhalten des Typ2 nachgewiesen (COLLINGE et al., 1996).  

Um sCJD Typ2, vCJD und iCJD im Western Blot zu unterscheiden, werden die relativen 

Signalstärken der di-, mono- und unglykosylierten Banden untereinander verglichen 

(Glykosylierungsmuster). Die diglykosylierte Bande ist im Verhältnis zu den anderen 

Glykoformen bei vCJD über- und bei sCJD und iCJD unterrepräsentiert. Bei iCJD ist die 

monoglykosylierte Bande am stärksten ausgeprägt (COLLINGE et al., 1996). Das 

Migrationsverhalten und die Glykosylierungsmuster sind schematisch in Abbildung 3.9 

dargestellt.  

                           
 

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung von Migrationsverhalten und Glykosylierungs-
muster verschiedener CJD Typen (nach PARCHI et al., 1996 und 2000b) 
Dargestellt sind die drei Glykoformen des PrPres (di-, mono- und unglykosyliert) wie sie sich in 
einem Western Blot darstellen. Anhand des Migrationsverhaltens werden zwei Typen für sCJD 
unterschieden. Die Prionenerkrankungen vCJD und iCJD werden von sCJD Typ2 über eine 
unterschiedlich starke Darstellung der einzelnen Glykoformen unterschieden. Die 
Glykosylierungsmuster wurden mit dem 3F4 Antikörper dargestellt  

 

 

 

3.3.1. Migrationsverhalten und Glykosylierungsmuster des simianen PrPres  
Die simiane Prionenerkrankung sollte zunächst allgemein klassifiziert werden. Dazu 

wurde untersucht, ob sie einem der bekannten humanen CJD-Typen entspricht. Dazu 

wurde das simiane PrPres aller Tiere mit dem PrPres verschiedener CJD-Typen (vCJD, 

sCJD Typ 1 und Typ 2)2 verglichen. Für den Nachweis wurden die monoklonalen 

anti-Prion Antikörper 11C6 und der 3F4 im Vergleich eingesetzt. In der Literatur 

wurde der 3F4 Antikörper genutzt, um sCJD Typ1 und Typ2 anhand ihres 

Migrationsverhaltens bzw. sCJD und vCJD anhand ihres Glykosylierungsmusters zu 

unterscheiden (COLLINGE et al. 1996;  PARCHI et al. 1996).  

                                                 
2  Das Referenzmaterial wurde immunhistochemisch klassifiziert und freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt (sCJD: W. Schulz-Schäffer, Universitätsklinik Göttingen; vCJD: H.A. Kretschmar, Zentrum 
für Neuropathologie und Prionforschung, München). 
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Das PrPres der CJD-Typen wurden mit dem 3F4 Antikörper wie von PARCHI et al. 

(1996) beschrieben dargestellt. Das PrPres aller Tiere zeigte das gleiche 

Migrationsverhalten, welches dem CJD-Typ2 entsprach. Das Glykosylierungsmuster 

des simianen PrPres aller Tiere entsprach dem des vCJD (COLLINGE et al., 1996) 

(Abb. 3.10). Dementsprechend waren die Javaneraffen an der simianen Form von 

vCJD erkrankt. 

Der 11C6 Antikörper stellte das Migrationsverhalten des PrPres der verschiedenen 

CJD-Typen ebenfalls wie beschrieben dar (PARCHI et al., 1996). Allerdings zeigte er 

gegenüber dem 3F4 Antikörper eine veränderte Glykoformspezifität. Hier wurde die 

monoglykosylierte Bande in allen CJD Typen prominent dargestellt. Trotzdem 

entspricht das simiane PrPres im Glykosylierungsmuster auch hier dem des vCJD 

(Abb. 3.10). Jedoch kann die für das PrPres des vCJD beschriebene Prominenz der 

diglykosylierten Bande mit dem 11C6 Antikörper nicht bestätigt werden. 
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Abbildung 3.10: Migrationsverhalten und Glykosylierungsmuster verschiedener CJD 
Typen dargestellt durch zwei verschiedene anti-PrP Antikörper 
Proteinextrakte aus Hirnhomogenaten von Patienten mit sCJD Typ1, sCJD Typ2 und vCJD 
und eines BSE infizierten Javaneraffen (Tier A2) wurden vergleichend in Western Blots 
eingesetzt und mit dem 3F4 und dem 11C6 Antikörper dargestellt. Die Darstellung des PrPres  
der anderen Tiere entsprach dem des A2. Die Signalstärke der Banden von 4 Western Blots 
wurde densitometrisch ausgewertet, gegen die monoglykosylierte Form normalisiert und 
vergleichen in einem Diagramm dargestellt. 

 

3F4                                                11C6 
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3.3.2. Intracerebrale Verteilung des simianen PrPres  
Anhand der unterschiedlichen Inkubationszeiten (3.1) und neuropathologischen 

Profile (3.2.3) wurden die Tiere in zwei Gruppen eingeteilt. Es sollte untersucht 

werden, ob diese Gruppen unterschiedliche CJD-Typen ausgebildet hatten. Das 

PrPres der Tiere unterschied sich weder im Glykosylierungsmuster noch im 

Migrationsverhalten. Daher wurden weitere Marker untersucht, um Aufschluss über 

unterschiedliche Typen zu erhalten. Der Nachweis von CJD Subtypen kann von den 

untersuchten Hirnregionen abhängig sein. Im Hirn eines sCJD Typ2 Patienten wurde 

z.B. im subfrontalen Cortex PrPres des sCJD Typ1 nachgewiesen (HEAD et al., 2004). 

Für sechs vCJD Patienten wurde eine Subpopulation von CJD Typ1 PrPres u.a. im 

cerebralen Cortex beschrieben (YULL et al., 2006). Um die Prionenerkrankung der 

BSE infizierten Javaneraffen näher zu charakterisieren, wurden sieben Hirnregionen 

(gyrus frontalis, gyrus cinguli, gyrus parietalis, gyrus occipitalis, nucleus caudatus, 

vermis cerebelli und basis pontis) makroskopisch auf Hirnschnitten identifiziert, 

Proben entnommen und Western Blot analysiert. Das PrPres aller Tiere zeigte in allen 

Hirnregionen ein CJD Typ2 Migrationsverhalten (Abb. 3.11 A).  
PARCHI et al. (1999 und 2000) beschrieb eine Unterscheidung von sCJD Subtypen 

über die relativen Mengen an PrPres in einzelnen Hirnregionen. Dabei wurden die 

zwei sCJD Subtypen in weitere Subtypen unterteilt (Typ 1: MM1, VV1; Typ2: MM2-

cortical, MM2-thalamic, MV2 und VV2). Durch Western Blot, Histoblot und 

Immunohistologie wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt, die Untersuchung mittels 

Western Blot wurde jedoch als sensitivste Methode beschrieben (PARCHI et al., 2000). 

Die Isolierung des Materials aus den Hirnregionen wurde hier als kritischer Schritt für 

die genaue Analyse beschrieben und wurde für diese Arbeit nach den beschriebenen 

Vorgaben durchgeführt (z.B. Entnahmen ausschließlich grauer Substanz, 

Vermeidung von Kontaminationen mit anderen Hirnregionen). Es wurde für jeden der 

Javaneraffen PrPres aus sieben Hirnregionen isoliert und vergleichend im Western 

Blot untersucht. Das meiste PrPres wurde in den zentralen, subkortikalen Regionen 

(nucleus caudatus, gyrus cinguli, vermis cerebelli und basis pontis) nachgewiesen, 

während es in den neokortikalen Regionen (gyrus frontalis, gyrus parietalis und gyrus 

occipitalis) nur gering akkumuliert war (Abb. 3.11 B). Dieses Profil entsprach den 

Typen MM2-thalamic und VV2 (PARCHI et al., 1999 und 2000). Eine eindeutige 

Zuordnung war nicht möglich, da aus technischen Gründen nicht alle von PARCHI et 

al. (1999 und 2000) beschriebenen Hirnregionen untersucht werden konnten. Da die 

Javaneraffen allerdings dem MM-Genotyp (homozygot für Methionin am Codon 129) 

entsprechen (SCHÄTZL et al., 1995), ist eine Zuordnung zu dem Typ MM2-thalamic 

wahrscheinlicher. Das beobachtete Profil wiesen alle Javaneraffen auf. 
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Abbildung 3.11: Western Blots nach PK-Verdau verschiedener Hirnregionen BSE-
infizierter Javaneraffen 
Proteinextrakte aus Hirnhomogenaten von sieben Hirnregionen von sechs BSE-infizierten Javaneraffen 
und eines Kontrolltieres wurden mit PK behandelt, elektrophoretisch getrennt und geblottet (je 45 µg 
Äquivalentmenge vor PK-Verdau pro Spur). Als Kontrolle wurden je 20 µg unbehandeltes 
Hirnhomogenat eines infizierten und des nicht infizierten Javaneraffen aufgetragen. A: Vergleichend 
wurden die Proteinextrakte aus sieben Hirnregionen des Tiers A3 aufgetragen. B: Die Proteinextrakte 
aller sechs BSE-infizierter Javaneraffen aus fünf Hirnregionen wurden exemplarisch dargestellt. Die 
korrespondierenden Hirnregionen der Western Blots sind am Modell eines humanen Hirns dargestellt, in 
blau sind neokortikale in rot subkortikale Regionen gekennzeichnet. 

 
 
 
 

Die Signalstärken der drei Glykoformen des PrPres im Western Blot wurde für alle 

Tiere densitometrisch ermittelt (Image J, Version 1.37v) und als Maß für die relative 

PrPres Menge einsetzt. In die Auswertung wurden die subkortikalen Hirnregionen 

(gyrus cinguli, nucleus caudatus, vermis cerebelli und basis pontis) einbezogen, 

deren Signale im Western Blot nicht an der Nachweisgrenze  lagen (Abb. 3.11 A). 
Für die Tiere A2, A3 und A5 wurde eine größere Menge an PrPres ermittelt als für die 

Tiere A1, A4 und A6 (Abb. 3.12). Der Mittelwert der Signalstärken aus allen drei 

Glykoformen wurde gegen die Inkubationszeit der Prionenerkrankung jedes Tieres 

aufgetragen (Abb. 3.12). Tendenziell waren die Signalstärken und damit die PrPres 

Menge geringer, wenn die Krankheit nach einer Inkubationszeit von weniger als 1100 

Tagen zum Ausbruch kam. Nach einer Inkubationszeit von mehr als 1300 Tagen 

waren die Signalstärken immer stark ausgeprägt. Eine Ausnahme von diesem Trend 

bildet das Tier A3, für das Signalstärken ermittelt wurden, die vergleichbar mit denen 

der Tiere mit langer Inkubationszeit waren. 
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Abb. 3.12: Die Signalstärke des PrPres im Western Blot in Abhängigkeit von der Inkubationszeit  

Die Signalstärken des PrPres im Western Blot wurden densitometrisch aus Western Blots (45 µg pro 
Spur, Antikörper 11C6 1:15.000) ermittelt (ImageJ, Version 1.37v). Die Inkubationszeit der 
Prionenerkrankung der einzelnen Javaneraffen wurde gegen die Signalstärke aufgetragen 
(Mittelwert ± SD) GraphPad Prism 3.0). Hierfür wurden alle Glykoformen der Hirnregionen gyrus cinguli, 
nucleus caudatus, vermis cerebelli und basis pontis einbezogen.  
 
 

 
3.3.3. Konformationelle Stabilität des simianen PrPres  
Als weiterer Marker für Prionenstämme dient die relative Stabilität des PrPres 

gegenüber der Behandlung mit dem denaturierenden Agens Guanidinium 

Hydrochlorid (GdnHCl) (SAFAR et al., 1998). Das chaotrope Salz GdnHCl löst die 

Aggregate der pathogenen Isoform des PrP auf (MEYER et al., 1999). Dadurch wird 

das PrPres sensitiv gegenüber der PK (KOCISKO et al., 1995) Die Konzentration an 

GdnHCl, die dazu führt, dass die Hälfte des PrPres PK sensitiv wird (GdnHCl1/2),  dient 

als Marker für unterschiedliche Prionenstämme (PERETZ et al., 2001). Die Analyse 

der konformationellen Stabilität des PrPres wurde exemplarisch an zwei Hirnregionen 

durchgeführt, in denen in allen Tieren vergleichbare Mengen an PrPres nachgewiesen 
wurden, dem nucleus caudatus und dem gyrus cinguli  (3.3.2). Beide Hirnregionen 

lagen im subkortikalen Bereich. Die Analyse wurde vergleichend an einem Tier mit 

langer und einem Tier mit kurzer Inkubationszeit durchgeführt. Für den GdnHCl1/2-

Wert des CJD-Subtyps MM1 wurde beobachtet, dass dieser unabhängig von der 

Krankheitsdauer war (CALI et al., 2006). Daher konnte diese Methode exemplarisch 

an zwei Tieren durchgeführt werden, um in den Javaneraffen verschiedene Subtypen 

zu diskriminieren, ohne dass die Dauer der klinischen Phase die Ergebnisse 

verfälschte.  

Die Proteinextrakte der Hirnhomogenate wurden mit ansteigenden Konzentrationen 

an GdnHCl inkubiert (2.4.7), anschließend mit PK behandelt (2.4.2) und das 
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Markermolekül PrPres im Western Blot mit dem 11C6 Antikörper dargestellt. Die 

relative Sensitivität gegenüber der PK unterschied sich interindividuell nicht, 

intraindividuell wurde jedoch eine unterschiedliche Stabilität des PrPres gegenüber der 

Denaturierung mit GdnHCl festgestellt. Im gyrus cinguli beider Tiere wurde PrPres bis 

zu der Konzentration von 2,5 M GdnHCl nachgewiesen. Im nucleus caudatus 

hingegen wurde ab einer Konzentration von 1,5 M GdnHCl kein Signal mehr 

detektiert (Abb. 3.13).  
Um auszuschließen, dass es sich bei dieser Beobachtung um Artefakte des Blottens 

oder der Antikörperinkubation handelt, wurden denaturierte Proben dieser 

Hirnregionen (Tier A2) nebeneinander im Western Blot aufgetragen. Der 

intraindividuelle Unterschied in der Stabilität gegenüber der Denaturierung mit 

GdnHCl wurde mit diesem Western Blot bestätigt. Während im gyrus cinguli nach 

Denaturierung mit 3,0 M GdnHCl noch PrPres nachgewiesen wurde, war im nucleus 

caudatus bereits nach Denaturierung mit 2,1 M kein PrPres mehr detektierbar 

(Abb. 3.14). 

  

 
 

Abbildung 3.13: Inter- und intraindividuelle Unterschieden in der relative Stabilität des 
PrPres gegenüber Denaturierung mit GdnHCl 
Proteinextrakte (je 90 µg Gesamtprotein) der gyri cinguli und der nuclei caudati  zweier BSE-infizierten 
Javaneraffen wurden mit Konzentrationen von 0 M bis 3 M GdnHCl denaturiert. Nach anschließendem 
PK Verdau wurden je 45 µg Äquivalentmenge vor Verdau pro Spur elektrophoretisch getrennt und mit 
dem monoklonalen Antikörper 11C6 nachgewiesen. A: Die denaturierten Proteinextrakte der Tiere A2 
und A3 wurden nach Hirnregion sortiert aufgetragen. B: Die denaturierten Proteinextrakte des Tieres A2  
wurden nach GdnHCl-Konzentration sortiert aufgetragen. 

A 

B 
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Um die GdnHCl1/2-Werte für den gyrus cinguli und den nucleus caudatus exakt zu 

ermitteln, wurde ein Sandwich-ELISA mit denaturierten Proteinextrakten 

durchgeführt. Hierzu wurden Extrakte aus den Hirnregionen eines BSE infizierten 

Primaten (A2) mit 0 M bis 6 M GdnHCl denaturiert (2.4.7) und im Sandwich-ELISA 

eingesetzt (2.4.6). Die Signalstärke des PrPres im ELISA war invers proportional zu 

der GdnHCl Konzentration. Als Funktion aufgetragen ergaben die Ergebnisse einen 

sigmoiden Graphen (Abb. 3.14). Über eine nicht-lineare Regression (dose-response 

curve with variable slope) wurde die GdnHCl Konzentration der halbmaximalen 

Signalstärke ermittelt. Diese war für den gyrus cinguli bei 3,4 M GdnHCl erreicht, für 

den nucleus caudatus bei 2,0 M GdnHCl. Somit wurde ein Unterschied von 1,4 M 

GdnHCl1/2 für die relative Stabilität des PrPres in den untersuchen Hirnregionen 

ermittelt.  
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Abbildung 3.14: GdnHCl-abhängige PrPres Konzentrationen im Sandwich-ELISA 
Hirnhomogenate (je 90 µg Gesamtprotein) des gyrus cinguli  und des nucleus caudatus eines BSE-
infizierten Javaneraffen wurden mit Konzentrationen von 0 bis 6 M GdnHCl denaturiert. Diese 
Homogenate wurden nach PK-Verdau (50 µg/ml PK, 37°C, 1 h) im Sandwich-ELISA mit dem 
monoklonalen anti-Prion Antikörpern 12F10 als Fängerantikörper und 11C6 als Detektorantikörper 
nachgewiesen. Die OD bei 405 nm wurde gegen 0 und 6 M GdnHCl normalisiert. Die GdnHCl-
Konzentration, bei der die Hälfte des PrPres nicht mehr nachgewiesen werden kann wurde für beide 
Hirnregionen ermittelt. 
 

 
 

Es konnte gezeigt werden, dass eine i.c. BSE-Infektion von Javaneraffen zu einer 

Prionenerkrankung führt, die dem humanen vCJD entspricht. Das 

Glykosylierungsmuster des PrPres, das als Marker für vCJD dient, schien jedoch vom 

eingesetzten Nachweisantikörper abhängig zu sein. Auffälligerweise zeigten zwei der 

Tiere eine um über 300 Tage verlängerte Inkubationszeit. Daher wurde untersucht, 

ob bei diesen Tieren weitere Unterschiede bei Merkmalen für die Prionenerkrankung 
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festgestellt werden konnten. Solche Unterschiede konnten für die PrP-Ablagerungen 

im Hirn nachgewiesen werden. Die Tiere mit einer längeren Inkubationszeit wiesen 

einen größeren Anteil an komplexen Ablagerungen auf. Außerdem konnte festgestellt 

werden, dass die relative Menge an PrPres tendenziell in Zusammenhang mit einer 

langen Inkubationszeit anstieg. Die intracerebrale Verteilung an PrPres schien jedoch 

unabhängig von der Inkubationszeit zu sein. Die subkortikalen Regionen (gyrus 

cinguli, nucleus caudatus, vermis cerebelli und basis pontis) enthielten höhere 

Mengen an PrPres, die Regionen des Neocortex (gyrus frontalis, gyrus parietalis und 

gyrus occipitalis) hingegen geringe Mengen. Auch die konformationelle Stabilität des 

PrPres war sowohl bei langer als auch bei kurzer Inkubationszeit vergleichbar. Jedoch 

konnte gezeigt werden, dass sie sich in zwei Hirnregionen des gleichen Tiers 

unterschied. Dieser Unterschied war für die untersuchten Tiere gleich. 

   

 

 

 

3.4. Übertragung von makakenadaptiertem BSE auf ein Zellkulturmodell 
Eine Übertragung von Scrapie auf murine Zelllinien wurde bereits erfolgreich 

durchgeführt (BUTLER et al., 1988). Die untersuchten Zelllinien waren unterschiedlich 

suszeptibel für verschiedene Scrapiestämme (NISHIDA et al., 2000) und behielten die 

biologischen und biochemischen Charakteristika der Stämme bei (ARIMA et al., 2005). 

Auch waren eine weitere Übertragung der Infektiosität des nun mausadaptiertem Scrapie 

auf nicht infizierte Zellen erfolgreich (NISHIDA et al., 2000).  

Für die Übertragungsstudie wurde die neuronale murine Zelllinie SN56 (BLUSZTAJN et al., 

1992) 3 eingesetzt. Diese Zelllinie ist suszeptibel für mausadaptiertes Scrapie (BARON et 

al., 2006). Die Übertragung wurde mit simianem vCJD als infektiösem Agens und 

mausadaptiertem Scrapie (SMB.s15 Zelllinie, CLARK und HAIG, 1970) als Kontrolle für 

den Erfolg der Übertragung durchgeführt. Als Negativkontrolle diente die Zelllinie 

SMB.PS, die aus der SMB.s15-Zelllinie generiert wurde, indem diese durch Pentosan-

Polysulfat von der chronischen Scrapie-Infektion geheilt worden war (BRICKETT et al., 

2001). Die SMB Zelllinie ist ebenso wie die SN56 Zelllinie murinen Ursprungs. Die SN56 

Zellen wurden mit Proteinextrakt aus Zelllysat inkubiert (2.6.2). Im Western Blot wurden 

die SN56 Zellen (8 Wochen nach Infektion) auf PrPres überprüft. Der Nachweis der 

Prioninfektiosität in den Zellkulturmodellen war unter den gegebenen Möglichkeiten nicht 

durchführbar. Daher wurde er im Rahmen einer Kooperation von Sabine Gilch 

(Arbeitsgruppe Prionenforschung, TU München) durchgeführt. Diese Arbeitsgruppe ist 
                                                 
3 Die SN56 Zelllinie wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von B. Wainer (Emory University 
School of Medicine, USA). 
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auf die Erforschung von Prionenerkrankungen in Zellkulturmodellen spezialisiert. Nach 

PK-Behandlung wurden in den mit SMB.s15 infizierten Zellen drei Banden von 20 kDa 

bis 29 kDa Molekulargewicht nachgewiesen, nach Inkubation mit den SMB.PS Zellen 

jedoch nicht (Abb. 3.14). Anschließend wurde die SN56 Zelllinie mit Proteinextrakten aus 

Hirngewebe BSE infizierter und nicht infizierter Javaneraffen inkubiert (2.6.2). Im Western 

Blot mit PK-verdautem Zelllysat (8 Wochen nach Infektion) wurde kein PrPres 

nachgewiesen (Abb. 3.15). Somit wurde eine in vitro Infektion der SN56 Zelllinie mit dem 

mausadaptierten Scrapie der SMB.s15-Zellen erfolgreich durchgeführt. Diese Zelllinie 

konnte jedoch nicht mit makakenadaptiertem BSE infiziert werden. 

 

 
 
Abbildung 3.15: Infektion von SN56 Zellen mit makakenadaptiertem BSE 
Die murine neuronale Zelllinie SN56 wurde mit 10% Hirnhomogenat eines BSE infizierten Javaneraffen 
(Spur 1) und 10% Zelllysat einer Scrapie infizierten murinen neuronalen Zelllinie SMB.s15 (Spur 3) infiziert. 
Als Kontrolle diente Hirnhomogenat eines nicht infizierten Javaneraffen (Spur 2)  bzw. Zelllysat aus der nicht 
infizierten SMB.PS Zelllinie (Spur 4). Zellpellets aus der achten Woche nach der Infektion wurden PK 
behandelt (Spur 1 bis 4) und im Western Blot auf PrPres untersucht (GILCH et al., 2001, detektiert mit dem  
monoklonalen anti-Prion Antikörper 4H11). Pro Spur ist Zelllysat aus 3 Millionen Zellen aufgetragen. 
 
 
 
 
3.5. Expression von mikro RNAs im Hirn BSE infizierter und nicht infizierter 

Javaneraffen  
MikroRNAs (miRNAs) sind 18 bis 25 Nukleotide große RNA-Moleküle. Sie binden mRNA 

durch unvollständige komplementäre Basenpaarung und inhibieren dadurch deren 

Translation. Dadurch sind sie in die Regulation vieler Stoffwechselvorgänge (LAU et al., 

2001, XU et al., 2003), die Entwicklung (REINHARD et al., 2000), die Onkogenese (CALIN 

et al., 2002) und in Virusinfektionen (PFEFFER et al., 2004, LECELLIER et al., 2005) 

involviert. Diese Regulation kann über Kontrolle der Transkription oder der Translation 

erfolgen (Oulette et al., 2006; Valencia-Sanchez et al., 2006). Einhergehend mit 
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Infektionen kommt es zu einer Veränderung der Expression spezifischer miRNAs. Dies 

ist zum Beispiel für Krebs, aber auch für Infektionskrankheiten wie Herpes oder HIV 

beschrieben. Die Expressionsänderung kann eine inflamatorische Reaktion sein, z.B. als 

antivirale Immunantwort (CULLEN et al., 2002) oder als Pathogenesemechanismus des 

Virus dienen (PFEFFER et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation von 

miRNAs in Folge einer BSE Infektion untersucht. 

Da über die Expression von miRNAs im Hirn von Javaneraffen noch keine Daten 

erhältlich sind, wurde zunächst das Expressionsmuster von miRNAs mit einem miRNA-

MicroArray bestimmt, der u.a. 300 DNA Oligonukleotide mit der antisense-Sequenz 

humaner miRNAs enthält (mirVana miRNA Probe Set Version 1). Die folgenden Arbeiten 

wurden in Zusammenarbeit mit dem Transkriptomanalyselabor (Universität Göttingen) 

unter der Leitung von Reiner Hitt durchgeführt. Zunächst wurde überprüft, ob die miRNAs 

des Javaneraffen mit den humanen Sequenzen kreuzreagieren und welche miRNAs im 

Hirn von Javaneraffen exprimiert sind. Dazu wurden miRNAs aus der basis pontis eines 

nicht infizierten Javaneraffen isoliert, mit den Farbstoffen DYE547 und DYE647 

fluoreszenzmarkiert und die Signale der miRNAs auf dem miRNA-MicroArray bestimmt 

(Abb. 3.16).  
 

 
 
Abb. 3.16: Expression von miRNAs in der basis pontis von Javaneraffen 
Eine Präparation der miRNA Fraktion aus der basis pontis eines nicht infizierten Javaneraffen 
wurde mit den Fluoreszenzfarbstoffen DYE547 und DYE647 markiert. Je 200 ng der markierten 
miRNA wurden in einem miRNA-MicroArray (Ambion) eingesetzt. Die Fluoreszenzsignale der 
hybridisierten miRNAs wurden bestimmt. 
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Das Experiment wurde drei Mal unabhängig voneinander durchgeführt. Es wurden 56 

miRNAs nachgewiesen, die ein höheres Fluoreszenzsignal zeigten als die internen 

Negativkontrollen des miRNA-MicroArrays. Im Vergleich waren die Signalstärken der mit 

DYE647 markierten miRNAs um etwa einen Faktor 1,5 höher als nach Markierung mit 

DYE547, das Expressionsmuster der miRNAs unterschied sich hingegen nicht. Die zehn 

miRNAs mit den stärksten Signalen sind in Tabelle 3.2 aufgeführt. 
 

Tabelle 3.2: In der basis pontis von Javaneraffen exprimierte miRNAs 

1. hsa-miR-125b 
2. hsa-miR-26a 
3. hsa-let-7a 
4. hsa-let-7c 
5. hsa-let-7b 
6. hsa-miR-124a 
7. hsa-miR-107 
8. hsa-let-7d 
9. hsa-miR-103 
10. hsa_miR_181a 

 

 

Anschließend wurde die Expression in BSE infizierten und nicht infizierten Makaken in 

dem gleichen System miteinander verglichen. Dazu wurde die miRNA aus der basis 

pontis eines infizierten (A4) und eines nicht infizierten Tieres im miRNA-MicroArray 

eingesetzt. Die miRNA beider Tiere wurde mit beiden Farbstoffen markiert. Anschließend 

wurden jeweils die DYE547 markierte miRNA des infizierten Tieres mit der DYE647 

markierten miRNA (und umgekehrt) zu gleichen Teilen in einem miRNA-MicroArray 

eingesetzt. Die Signalstärken der miRNAs wurden ermittelt und die des infizierten Tieres 

wurden mit denen des nicht infizierten Tieres verglichen. Dazu wurde zunächst die 

Autofluoreszenz der DNA auf dem Array bestimmt. Dazu wurde der Median aller Signale 

und dessen Standardabweichung ermittelt. In die Auswertung wurden nur miRNAs 

einbezogen, deren Signalstärke oberhalb des Medians zuzüglich der doppelten 

Standardabweichung lag. Von diesen miRNAs wurde das Verhältnis aus den 

Signalstärken des BSE infizierten und des nicht infizierten Tieres gebildet. Die sechs 

miRNAs mit dem höchsten Expressionsunterschied wurden weiter untersucht (Abb. 
3.17). Die miRNAs hsa-miR26a, hsa-miR124a und hsa-miR342 zeigten in der basis 

pontis des infizierten Javaneraffen ein stärkeres Signal als in dem des nicht infizierten 

(hochreguliert), die miRNAs hsa-miR143, hsa-miR145 und hsa-miR494 hingegen ein 

niedrigeres (herunterreguliert).  
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Abbildung 3.17: Differentielle Expression von miRNAs in der basis pontis in 
Zusammenhang mit makakenadaptiertem BSE  

Die miRNA Fraktionen aus der basis pontis eines BSE infizierten (A4) und eines nicht infizierten 
(Co) Javaneraffen wurden fluoreszenzmarkiert und die Expression einzelner miRNAs wurde in 
einem miRNA-MicroArray untersucht. Die relativen Fluoreszenzen jeder miRNA des infizierten 
und des nicht infizierten Javaneraffen wurden gegeneinander aufgetragen. Die miRNAs mit einer 
höheren Expression im infizierten Tier sind rot markiert, die mit einer höheren Expression im nicht 
infizierten Tier sind blau markiert. 
 

 

Die Ergebnisse des miRNA-MicroArray wurden durch quantitative Real Time PCR (qRT-

PCR) validiert. Aus den miRNA Fraktionen wurde cDNA je einer miRNA generiert (2.5.4). 
Die relative Menge an cDNA in infizierten und nicht infizierten Tieren wurde in der qRT-

PCR ermittelt und miteinander verglichen. Die Daten wurden als Zyklus der Fluoreszenz-

änderung am Schwellenwert der PCR (CT) erfasst. Der CT-Wert dient als Maß für die 

relative RNA Konzentration. Um aus diesen Daten den Regulationsfaktor zu berechnen, 

wurde die ΔΔCT-Methode (WINER et al., 1999) angewendet. Der CT-Wert der miRNA 

wurden zunächst gegen den des house-keeping Gens RNU66 normalisiert (ΔCT)4. Durch 

dieses Verfahren sollen eventuelle Abweichungen der relativen RNA Menge in den 

einzelnen Ansätzen ausgeglichen werden. Dazu wurden der Mittelwert der CT-Werte der 

Replikate und die Standardabweichung gebildet und für die Errechnung des ΔCT-Wertes 

eingesetzt. Die ΔCT-Werte der infizierten bzw. nicht infizierten Tiere einer Messung 

                                                 
4 ΔCT = CT (miRNA) – CT (house-keeping Gen) 

 Die Standardabweichung der Differenz ermittelt sich nach folgender Formel: 

  SD(A-B) = (SD2
A / nA + SD²B / nB)1/2 
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wurden wiederum gemittelt und daraus die gepoolte Standardabweichung5 ermittelt. 

Anschließend wurde die Differenz aus den ΔCT-Werten der BSE infizierten Javaneraffen 

und der Kontrolltiere gebildet (ΔΔCT)6. Diese gibt an, um wie viele Zyklen sich die Bildung 

eines PCR Produkts durch die BSE Infektion verändert und dient als Maß für den 

Unterschied der relativen miRNA Menge. Der Mittelwert und die gepoolte 

Standardabweichung der ΔΔCT-Werte aller Messungen wurden gebildet. Mit Hilfe des 

student t-test with Welch’s correction wurde ermittelt, ob die beobachteten Unterschiede 

in der Expression signifikant waren. Da in einer PCR Reaktion die Menge an DNA pro 

Zyklus verdoppelt werden soll, errechnet sich der Regulationsfaktor7 als Potenz des 

ΔΔCT-Werts zur Basis 2.  

Für eine herunterregulierte miRNA in BSE infizierter basis pontis wird somit ein 

Regulationsfaktor < 1, für eine hochregulierte ein Regulationsfaktor > 1 ermittelt. 

Für die Untersuchung wurden miRNA-Fraktionen eingesetzt, die aus der basis pontis von 

sechs BSE infizierten und einem nicht infizierten Javaneraffen isoliert worden waren. Die 

relative Menge der miRNAs hsa-miR26a, hsa-miR124a, miRNA143a, hsa-miR145, hsa-

miR342, hsa-miR494 und des house-keeping Gens RNU66 wurde mittels qRT-PCR 

untersucht. Je 1 ng der miRNA Fraktionen wurden für die cDNA Synthese eingesetzt, die 

anschließend in einer qRT-PCR vergleichend untersucht wurde (TaqMan MicroRNA 

Assays, Fa. Applied Biosystems). Die CT-Werte wurden jeweils parallel in einen 

Experiment mit je 2 Replikaten bestimmt und daraus ΔΔCT ermittelt. Der Mittelwert der 

ΔΔCT-Werte wurde mit dem des nicht infizierten Javaneraffen verglichen. Für die miRNAs 

hsa-miR26a, hsa-miR342 und hsa-miR494 wurden bei einer BSE Infektion signifikant 

unterschiedliche ΔΔCT nachgewiesen (student t-test with Welch’s correction). Die miRNA 

Menge der hsa-miR494 lag in diesen Untersuchungen jedoch an der Nachweisgrenze. 

Zusätzlich wurden die Untersuchungen mit dem housekeeping Gen RNU48 im Vergleich 

durchgeführt. Die Ergebnisse waren vergleichbar. 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurde das gleiche Experiment für die miRNAs hsa-

miR26a, hsa-miR342 und hsa-miR494 mit miRNA in biologischen Replikaten aus der 

basis pontis der sechs BSE infizierten und fünf nicht infizierter Javaneraffen wiederholt. 

Die ΔΔCT aller Experimente wurden miteinander verglichen. Die miRNAs hsa-miR26a, 

hsa-miR342 und hsa-miR494 wurden in miRNA-Fraktionen aus der basis pontis von BSE 

infizierten Javaneraffen in signifikant größerer Menge als in denen nicht infizierter 

                                                 
5 Gepoolte Standardabweichung (SDp) von k Experimenten mit je n Replikaten:  

SDp [n1-k]  = ((n1-1)*SD1² + (n2 -1)*SD2
2 + …+ (nk -1)*SDk

2 / Σ[n1-k]-k)1/2 

6 ΔΔCT = ΔCT (miRNA der nicht infizierten Makaken) − ΔCT (miRNA der BSE infizierten Makaken) 
7 Regulationsfaktor = 2ΔΔC

T 
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Javaneraffen nachgewiesen (p<0,001, student-t-test with Welch’s correction) 

(Abb. 3.18). Die relative Konzentration der miRNA hsa-miR342 wurde zusätzlich in 

humanem Gewebe untersucht. Die miRNA Fraktion wurde aus der basis pontis eines 

sCJD Typ1, eines sCJD Typ2 Patienten und eines nicht CJD erkrankten Menschen 

isoliert und für die quantitative Real Time PCR eingesetzt. Aus den Schwellenwerten der 

PCR wurde der ΔΔCT Wert der hsa-miR342 für die CJD Patienten gebildet. Diese 

unterschieden sich signifikant (p < 0,01) von dem des nicht CJD infizierten Menschen 

(Abb. 3.18). Aus den ΔΔCT Werten wurde dann der Regulationsfaktor ermittelt 

(Abb. 3.18). Alle drei miRNAs sind in der basis pontis von Individuen, die an einer 

Prionenerkrankung erkrankt sind hochreguliert. 

 

 
Abbildung 3.18: Untersuchung von miRNAs in der basis pontis BSE infizierter und nicht 
infizierter Javaneraffen mittels qRT-PCR  
Je 1 ng der miRNA-Fraktionen aus basis pontis von sechs infizierten Javaneraffen wurden für die 
TaqMan MicroRNA Assays (Fa. Applied Biosystems) eingesetzt. Als Kontrolle diente ein nicht 
infiziertes Tier. Dargestellt ist der Mittelwert der Fluoreszenzänderung am Schwellenwert der PCR 
(CT) der infizierten im Verhältnis zu dem house-keeping Gen (ΔCT) und zu dem nicht infizierten 
Javaneraffen (ΔΔCT). Die Signifikanzen bezogen auf das nicht infizierte Tier wurden durch den 
student-t-test ermittelt (GraphPad Prism 3.0) und sind mit (***) p < 0,001 angegeben, die 
Standardabweichungen als SD. Die miRNA hsa-miR342 wurde zusätzlich in der basis pontis von 
sCJD Patienten im Vergleich zu einem nicht infizierten Menschen untersucht. Aus den ΔΔCT-
Werten wurden die Regulationsfaktoren ermittelt. 
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein für die Detektion humaner miRNAs 

angefertigter miRNA-MicroArray auch für den Nachweis von miRNAs aus Javaneraffen 

eingesetzt werden konnte. In der basis pontis eines nicht infizierten Javaneraffen konnten 

56 exprimierte miRNAs nachgewiesen werden. In einem BSE-infizierten Tier wurden 

sechs miRNAs identifiziert, die abweichend exprimiert waren. Mit einer qRT-PCR wurden 

die miRNAs hsa-miR26a, hsa-miR342 und hsa-miR494 auch bei sechs weiteren BSE-

infizierten Tieren als hochreguliert bestätigt. Die Expression der hsa-miR342 war auch in 

der basis pontis von humanen sCJD Patienten hochreguliert. 
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4. Diskussion 

 
4.1. Prionenerkrankung in BSE-infizierten Primaten 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Übertragung von BSE auf Javaneraffen (Macaca 

fascicularis) als Modell für vCJD im Menschen analysiert und charakterisiert werden. Die 

Arbeit ist Teil der EU-Studie QLK1-CT-2002-01096, die das Risiko für Menschen 

ermitteln soll, durch Aufnahme BSE-kontaminierter Nahrungsmittel an vCJD zu 

erkranken. Eine Verbindung von BSE zu vCJD wurde bereits früh aufgrund 

biochemischer und epidemiologischer Hinweise vermutet (COLLINGE et al., 1996, WILL et 

al., 1996; HILL et al., 1997). Die Theorie wurde über eine erfolgreiche Infektion nicht 

humaner Primaten mit vCJD durch Verfütterung BSE-kontaminierten Rinderhirns erhärtet 

(LASMÉZAS et al., 2005). Die EU-Studie QLK1-CT-2002-01096 soll unter anderem die 

minimale Dosis an BSE-infektiösen Agens ermitteln, durch die vCJD im Javaneraffen 

ausgelöst wird. Diese Ergebnisse sollen anschließend auf den Menschen übertragen 

werden.  

Diese Arbeit beschäftigte sich mit zwei Aufgabenbereichen. Erstens sollte die 

Untersuchung der Prionenerkrankung in nicht humanen Primaten etabliert und als 

passendes Modell für vCJD bestätigt werden. Die Prionenerkrankung sollte anschließend 

charakterisiert werden. In einem zweiten Teil sollte nach neuen Markern für 

Prionenerkrankungen gesucht werden.  

Im Rahmen der EU-Studie wurde sechs Javaneraffen 50 mg Hirnhomogenat BSE 

infizierter Rinder intracerebral injiziert. Dies diente als Kontrolle für die orale Infektion von 

Javaneraffen mit BSE-Hirn und der Etablierung der Nachweismethoden. Javaneraffen 

wurden schon früher als Tiermodell für die intracerebrale Übertragung von Scrapie 

(GIBBS et al., 1972) und BSE (LASMÉZAS et al., 1996) eingesetzt. In der vorliegenden 

Studie wurde erstmals eine statistisch relevante Anzahl von Tieren infiziert und 

untersucht. 

 
 
 

4.1.1. Nachweis von simianem vCJD in BSE-infizierten Javaneraffen 
Bereits während der klinischen Phase wurden Übereinstimmungen mit humanen 

Prionenerkrankungen deutlich. Die Symptome  der Tiere (Ataxie, Schreckhaftigkeit, 

Demenz) (3.1) entsprachen denen von CJD Patienten (CREUTZFELDT, 1920; JAKOB, 

1921a und 1921b). Neuropathologisch war die simiane Prionenerkrankung 

gekennzeichnet durch komplexe PrP-Ablagerungen im Bereich absterbender 

Neurone, die von Spongiformität umgeben waren (3.2.3). Diese neuropathologischen 
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Strukturen sind den floriden Plaques des vCJD (WILL et al., 1996) sehr ähnlich. Es 

wäre möglich, dass diese Strukturen im simianen Modell den humanen floriden 

Plaques entsprechen. Dafür spricht auch, dass der biochemische Vergleich des 

simianen PrPres mit dem PrPres verschiedener CJD-Typen ergab, dass die simiane 

Prionenerkrankung dem humanen vCJD (COLLINGE et al., 1996) entsprach (3.3.1). 
Ein solches biochemisches Profil wird für die Übertragung von BSE auf Javaneraffen 

von LASMÉZAS et al. (1996) bestätigt. Nach diesen Kriterien waren die Javaneraffen 

an simianem vCJD erkrankt.  

Wie bereits beschrieben wird vermutet, dass das humane vCJD durch die Aufnahme 

BSE-kontaminierter Lebensmittel entstanden ist. In der vorliegenden Arbeit sind viele 

Hinweise gefunden worden, dass simianes vCJD auch durch i.c. Infektion 

hervorgerufen werden kann. Demnach wird dieser CJD-Subtyp nicht durch den 

Übertragungsweg, sondern durch das infektiöse Agens festgelegt. Dies legen auch 

Ergebnisse aus Übertragungsstudien von Scrapie auf Mausmodelle nahe, da 

subtypspezifische Charakteristika nach Infektion über die orale und die intracerebrale 

Route (INOUE et al., 2005) und auch nach der Übertragung auf unterschiedliche 

Mausstämme erhalten bleiben (BRUCE et al., 1993). Daher können die Ergebnisse 

der Analyse der i.c. infizierten Javaneraffen auf humanes vCJD übertragen werden. 

Für die Untersuchung der CJD-Subtypen wurden zwei verschiedene Antikörper 

eingesetzt. Der 3F4 Antikörper zeigte in dieser Arbeit ein Glykosylierungsmuster wie 

in der Literatur beschrieben (COLLINGE et al., 1996). Der 11C6 Antikörper hingegen 

zeigte eine abweichende Glykoformspezifität (3.3.1). Für diesen Antikörper wird ein 

konformationelles Epitop vermutet (KRASEMANN et al., 1996). Die Vermutung konnte 

auch in dieser Arbeit bestätigt werden (3.2.1). Die Spezifität des 11C6 Antikörpers 

zum PrP konnte mit mehreren Experimenten bekräftigt werden. Er stellte PrPres wie 

von BOLTON et al. (1982) beschrieben im Western Blot und zusätzlich im Sandwich-

ELISA dar (3.2.2). Nach Deglykosylierung wies er nur die von HARAGUCHI et al. 

(1989) beschriebene unglykosylierte Isoform nach (3.2.3). Außerdem war er in der 

Lage, sCJD Typ1 und sCJD Typ2 anhand ihres Migrationsverhaltens (PARCHI et al., 

1996) zu unterscheiden (3.3.1). Für vCJD wurde bisher immer ein distinktes 

Glykosylierungsmuster beschrieben, allerdings wurden diese Studien zumeist mit 

dem 3F4-Antikörper durchgeführt (COLLINGE et al., 1996; HILL et al., 1997; PARCHI et 

al., 2000b; YULL et al., 2006). Es wurde jüngst beschrieben, dass das 

Glykosylierungsmuster des PrPC in Abhängigkeit vom Nachweisantikörper variiert 

(KUCZIUS et al., 2007). Demnach scheint das distinkte Glykosylierungsmuster des 

PrPres bei vCJD weniger auf die Glykosylierung des PrPres (COLLINGE et al., 1996), 

sondern viel mehr auf den Nachweis selbst zurückzuführen zu sein.  
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4.1.2. Charakterisierung von PrPres bei simianem vCJD 
Für das simiane vCJD wurden unterschiedliche Inkubationszeiten beobachtet. 

Anhand dieser Tendenzen wurden die Tiere in eine schnell und eine langsam 

progressierende Gruppe eingeteilt (3.1). Auch für Kuru, eine erworbene humane 

Prionenerkrankung, wurden Fälle beschrieben, die erst nach einer stark verlängerten 

Inkubationszeit  auftraten (COLLINGE et al., 2006). Unterschiedliche Inkubationszeiten 

nach Infektion mit dem gleichen Agens können durch verschiedene Genotypen des 

Wirts-PrP verursacht werden (DICKINSON et al., 1971; PARCHI et al., 1999). Bei CJD 

sind diese Varianzen zumeist auf einen Polymorphismus des Codons 129 

zurückzuführen (PARCHI et al., 1999). In dem hier gewählten Tiermodell kann der 

PrP-Genotyp keinen Einfluss auf die Inkubationszeit genommen haben, da die 

Javaneraffen eine identische PrP-Sequenz aufwiesen (3.1).  
Es ist möglich, dass die unterschiedlichen Inkubationszeiten der Javaneraffen auf 

unterschiedliche Subtypen von Prionenerkrankungen (Prionenstämme) zurück-

zuführen sind. Prionenstämme bezeichnen unterschiedliche Phänotypen der gleichen 

Prionenerkrankung. Für die Übertragung von Scrapie auf Mäuse und Hamster wurde 

beschrieben, dass die Inkubationszeiten spezifisch für einzelne Scrapiestämme 

(Fraser et al., 1968; BRUCE et al., 1991) und für die Wirtsspezies (LOWENSTEIN et al., 

1990) waren. Neben den unterschiedlichen Inkubationszeiten zeichnen sich 

Prionenstämme durch Unterschiede im Migrationsverhalten (PARCHI et al., 1996), 

Glykosylierungsmuster (COLLINGE et al., 1996) oder der konformationellen Stabilität 

(SAFAR et al., 1998) von PrPres oder durch die intracerebrale Verteilung der 

Spongiformität (FRASER et al., 1968), der PrP-Ablagerungen (Bruce et al., 1991) und 

des PrPres (TARABOULOS et al., 1992; DEARMOND et al., 1997; PARCHI et al., 1999) 

aus. Die Theorie, das die Javaneraffen unterschiedliche Prionenstämme ausgebildet 

haben, wird dadurch gestützt, dass die Inkubationszeit der Tiere der ersten Gruppe 

(Mittelwert: 138 Wochen (3.1)) auch von LASMÉZAS et al. (1996) beschrieben wird. 

Daher scheint diese Inkubationszeit spezifisch für die Infektion von Javaneraffen mit 

BSE zu sein (FRASER et al., 1968; BRUCE et al., 1991). Die zweite Gruppe könnte 

einen anderen Prionenstamm ausgebildet haben, der mit einer längeren 

Inkubationszeit (Mittelwert: 196 Wochen (3.1)) korreliert. Es wäre möglich, dass 

dieser strain in Javaneraffen bisher aufgrund der geringen Anzahl infizierter Tiere 

nicht beobachtet werden konnte (LASMÉZAS et al., 1996 und 2005). Es könnte aber 

auch sein, dass in dieser Studie bereits im Inokulum unterschiedliche Stämme  

vorlagen. Es wurde lange Zeit angenommen, dass BSE nur einen strain ausbildet 

und dass vCJD aus diesem Grund ein distinktes Profil zeigt (HEAD et al., 2004). 
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Mittlerweile werden jedoch auch für BSE mehrere Prionenstämme diskutiert 

(CASALONE et al., 2004, BUSCHMANN et al., 2004). Diese zeigen nach einer 

Übertragung auf transgene Mäuse, die das bovine PrP überexprimieren, verkürzte 

oder verlängerte Inkubationszeiten (BUSCHMANN et al., 2006). Die verlängerte 

Inkubationszeit des simianen vCJD in der zweiten Gruppe könnte also ein erster 

Hinweis auf die Übertragung eines zweiten BSE-Stämme auf Primaten darstellen. 

Außerdem wurden die Javaneraffen mit einem Gemisch aus Hirnhomogenaten von 

11 Rindern infiziert. Da zum Zeitpunkt der Infektion der Javaneraffen nur ein BSE 

strain bekannt war, wurde das Inokulum nicht auf die Existenz unterschiedlicher 

Stämme untersucht. Aber auch die humane Infektion mit BSE ist wahrscheinlich 

durch den Konsum von Fleisch verschiedener BSE-erkrankter Rinder erfolgt (COLLEE 

et al., 2006). Sollte sich daher die Hypothese bestätigen, dass die Javaneraffen 

mehrere vCJD Subtypen oder Prionenstämme ausgebildet haben, wäre dies auch für 

die humanen vCJD Fälle zu erwarten. Dann müsste mit weiteren vCJD-Patienten 

gerechnet werden, die erst nach einer längeren Inkubationszeit erkranken.  

Erst in der letzten Zeit zeigten sich Hinweise, dass im Hirn von vCJD Patienten 

Stämme koexistieren können. Diese können mit subtypspezifischen Antikörpern 

nachgewiesen werden (YULL et al., 2006). Dies ist auch für das simiane vCJD 

wahrscheinlich. Es wäre möglich, dass sich die Inkubationszeiten der vCJD-Fälle und 

auch die simianen vCJD mit der Existenz eines weiteren Prionenstämme korreliert. 

Dies konnte nicht überprüft werden, da die Inkubationszeit bzw. der genaue Zeitpunkt 

der Infektion bei humanen vCJD-Fällen nicht bekannt ist (COLLEE et al., 2006) und ein 

subtypspezifischer Antikörper zur Überprüfung im simianen Modell nicht zur 

Verfügung stand. Die Hypothese von unterschiedlichen Prionenstämme bei simianem 

vCJD konnte dadurch gestützt werden, dass die beiden Gruppen durch ihr 

neuropathologisches Profil (3.2.3) voneinander unterschieden werden konnten, wie 

dies für Scrapiestämme beschrieben wurde (DEARMOND et al., 1997). Außerdem 

zeichnet sich das simiane vCJD mit längerer Inkubationszeit durch eine tendenziell 

größere Menge an PrPres pro Hirnäquivalentmenge (3.3.2) aus. Über die 

intracerebrale Verteilung des PrPres konnten jedoch keine Stämme des simianen 

vCJD unterschieden werden (3.3.2). Für vCJD ist bisher kein PrPres Verteilungs-Profil 

beschrieben, es scheint nach den Ergebnissen dieser Arbeit dem sCJD-MM2-

thalamic Phänotyp (PARCHI et al., 1999) zu entsprechen und unabhängig von der 

Inkubationszeit zu sein. Unterschiedliche Scrapiestämme können durch die 

Konformationelle Stabilität des PrPres unterschieden werden (SAFAR et al., 1998; 

PERETZ et al., 2001). Diese Beobachtung konnte für das simiane vCJD nicht bestätigt 

werden, die konformationelle Stabilität des PrPres korrelierte nicht mit der 
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Inkubationszeit und dem Neuroprofil (3.3.3). Die Konformation des PrPres scheint 

nach den Ergebnissen dieser Arbeit aber von der Hirnregion abhängig zu sein (3.3.3). 
Es wäre demnach möglich, dass in den Hirnregionen unterschiedliche Stämme  

vorliegen. Für sCJD wurde über das Migrationsverhalten des PrPres ermittelt, dass in 

einzelnen Hirnregionen eines Patienten unterschiedliche sCJD-Phänotypen existieren 

können (PUOTI et al., 1999; HEAD et al., 2004, IRONSIDE et al., 2005, POLYMENIDOU et 

al., 2005). Für vCJD wurde dies jedoch nicht bestätigt (HEAD et al., 2004), und auch 

für das simiane vCJD wurde in allen Hirnregionen unabhängig vom der 

konformationellen Stabilität ebenfalls nur ein Phänotyp identifiziert (3.3.2). Die 

Unterschiede in der PrPres-Konformation in den Hirnregionen sind möglicherweise auf 

unterschiedliche pH-Werte zurückzuführen. Dafür spricht, dass diese sowohl durch 

Metall-Ionen (WADSWORTH et al., 1999) als auch über den pH-Wert beeinflusst 

(ZANUSSO et al., 2001) werden und in Hirnhomogenaten aus unterschiedlichen 

Hirnregionen desselben CJD Patienten verschiedene pH-Werte nachgewiesen 

wurden (NOTARI et al., 2004). Die Stabilität scheint zusätzlich, zumindest im simianen 

CJD, spezifisch für die jeweiligen Hirnregionen zu sein. Bisherige vergleichende 

Typisierungen mit Hilfe der konformationellen Stabilität des PrPres wurden unabhängig 

von den Hirnregionen (ZOU et al., 2004) oder an unterschiedlichen Hirnregionen 

zweier Individuen  (XIE et al., 2006) durchgeführt. Nach den Ergebnissen dieser 

Arbeit ist ein solcher Vergleich nicht aussagekräftig. Daher sollten in Zukunft eine 

Typisierung über die konformationelle Stabilität des PrPres nur in Abhängigkeit von 

den Hirnregionen durchgeführt werden.  

Eindeutig könnte die Existenz von zwei verschiedenen Prionenstämme im simianen 

vCJD durch eine weitere Übertragung nachgewiesen werden (KIMBERLIN et al., 1987 

und 1989, BRUCE et al., 2003). Es wäre zu erwarten, dass die potentiellen 

Prionenstämme des simianen vCJD nach einer Übertragung des infektiösen Agens 

auf weitere Javaneraffen eindeutig zu unterscheiden sind. Eine zweite Passage von 

simianem vCJD würde in vivo aber weitere 1000 bis 1400 Tage in Anspruch nehmen. 

Um dieses Problem zu umgehen, sollte ein Zellkultursystem für die serielle 

Übertragung von simianem vCJD etabliert werden. Die Infektion einer murinen 

Zelllinie konnte mit mausadaptiertem Scrapie erfolgreich durchgeführt werden, mit 

simianem vCJD jedoch nicht (3.4). Die Übertragung des simianen vCJD auf ein 

murines Zellkulturmodell war wahrscheinlich nicht möglich, da die Speziesbarriere 

hier nicht überwunden werden konnte (PATTISON et al., 1965). Diese Theorie wird 

dadurch bestätigt, dass CJD bisher nur auf eine humane Neuroblastomazelllinie 

erfolgreich übertragen werden konnte (LADOGANA et al., 1995), nicht jedoch auf 

murine Zellen. Eine Übertragung von CJD auf Wildtypmäuse ist zwar möglich 
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(MANUELIDIS et al., 1978), aber die Inkubationszeit der resultierenden 

Prionenerkrankung ist in der ersten Passage sehr lang und wird erst nach einer 

weiteren intra-Spezies Übertragung kürzer (MURAMOTO et al., 1992). Eine 

Übertragung von simianem vCJD auf eine humane Zelllinie wäre wahrscheinlich 

Erfolg versprechender, da der Nachweis der Prionenerkrankung in den 

Zellkulturmodellen jedoch aus technischen Gründen nicht etabliert werden konnte 

(3.4), wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die i.c. Infektion von nicht 

humanen Primaten mit BSE zu einer Prionenerkrankung führt, die mit humanem 

vCJD vergleichbar ist (WILL et al., 1996; COLLINGE et al., 1996). Dies belegt, dass die 

Ergebnisse dieser Arbeit auf humanes vCJD übertragen werden können. Die 

Ergebnisse der Typisierung legen aber nahe, dass der Marker für vCJD, das 

Glykosylierungsmuster des PrPres im Western Blot, von der Nachweismethode 

abhängig ist. Zusätzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 

konformationelle Stabilität des PrPres spezifisch für bestimmte Hirnregionen ist. Daher 

sollten zukünftige Typisierungen über die konformationelle Stabilität nur gleiche 

Hirnregionen für einen Vergleich heranziehen.  

Zum ersten Mal wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Inkubationszeiten für 

simianes vCJD beschrieben. Diese könnten auf unterschiedliche Prionenstämme in 

dieser Krankheit hinweisen. Da in dieser Studie erstmals eine statistisch relevante 

Anzahl von Tieren infiziert wurde, könnte dieses Phänomen in den vorherigen 

Studien verpasst worden sein (Lasmézas et al., 1996; 2005). Es ist aber auch 

möglich, dass bereits im Inokulum verschiedene BSE-Stämme (CASALONE et al., 

2004; BUSCHMANN et al., 2004) vorhanden waren. Für die Typisierung von vCJD-

Stämme stehen noch keine etablierten Methoden zur Verfügung, da erst in letzter 

Zeit Hinweise auf verschiedene Stämme bei dieser Prionenerkrankung gefunden 

wurden (YULL et al., 2006). Im simianen Modell konnte das neurologische Profil und 

die relative PrPres Menge mit der Inkubationszeit korreliert werden, die intracerebrale 

Verteilung und die konformationelle Stabilität des PrPres war für beide potentiellen 

Stämme vergleichbar. Da vCJD z.B. über Bluttransfusionen von Mensch zu Mensch 

übertragen werden kann (LLEWELYN et al., 2004), stellen asymptomatische Träger 

der Krankheit ein großes Risiko dar. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass in 

Zukunft weitere vCJD-Fälle zu erwarten sind, die erst nach einer längeren 

Inkubationszeit zum Ausbruch kommen. Das Wissen um diese potentiellen Fälle 

sollte in die Risikoabschätzung von vCJD für die nächsten Jahre miteinbezogen 

werden. 
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4.2. Prionenerkrankungen und mikroRNAs 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Suche nach neuen Markern für 

Prionenerkrankungen, die unabhängig von PrPres sind. PrPres kann derzeit nur post 

mortem nachgewiesen werden, da die Sensitivität der zugelassenen Tests nicht 

ausreicht, um den Erreger z.B. im Blut nachzuweisen. Da aber ein Risiko besteht, 

besonders vCJD z.B. über Bluttransfusionen zu übertragen (LLEWELYN et al., 2004), wird 

ein Marker benötigt, der bereits intra vitam eine Prionenerkrankung nachweisen kann.  

In den letzten Jahren wurde der Einfluss von miRNAs sowohl auf die Ontogenese 

(REINHART et al., 2000) und Stoffwechselvorgänge (LAU et al., 2001, XU et al., 2003; POY 

et al., 2004; TELEMAN et al., 2006) als auch auf Virusinfektionen (PFEFFER et al., 2004, 

LECELLIER et al., 2005) und Krebs (CALIN et al., 2002) beschrieben. Eine Wechselwirkung 

von Prionen und miRNAs wäre auf verschiedene Weisen denkbar. So könnte die 

Expression von miRNAs als Reaktion auf die Krankheit reguliert werden. Andererseits 

könnten miRNAs auch direkt in den Krankheitsverlauf involviert sein. Disregulierte 

miRNA-Expression bei Krankheiten wurde in Bezug auf die Erforschung humaner 

Krebserkrankungen (CALIN et al., 2002; MICHAEL et al., 2003; METZLER et al., 2004; HE et 

al., 2005), aber auch in anderen Erkrankungen wie z.B. dem Tourette-Syndrom 

(ABELSON et al., 2005) untersucht. Für Prionenerkrankungen wurde bisher noch keine 

Studie über den Einfluss von miRNAs beschrieben. Jedoch wurden in den letzten Jahren 

Interaktionen des PrP mit RNA Molekülen beschrieben. Schon länger ist bekannt, dass 

RNA Aptamere spezifisch an das PrP binden (WEISS et al., 1997). Die Struktur der PrP 

bindenden Aptamere ist der von miRNAs nicht unähnlich (MERCEY et al., 2006). 

Zusätzlich wurde von zwei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander beschrieben, dass 

RNAs die Konversion von PrPC zu PrPSc beeinflussen können (PROSKE et al., 2002; 

DELEAULT et al., 2003). Daher wurde in dieser Arbeit die Expression von miRNAs bei 

Prionenerkrankungen untersucht. 

 
 
 

4.2.1. Expression von miRNAs in der basis pontis von Javaneraffen 
Die Expression von miRNAs im Hirn von Javaneraffen wurde bisher in keiner Studie 

untersucht. Derartige Expressionsprofile werden zumeist mit Hilfe von miRNA-

MicroArrays durchgeführt, da sie weitaus weniger RNA als z.B. Northern Blots und 

Klonierungsstrategien benötigen (LIU et al., 2004) und weniger zeitaufwendig sind 

(BABAK et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde ein miRNA-MicroArray 

eingesetzt, der für die Analyse von humanen miRNAs entwickelt wurde (mirVana 

miRNA Probe Set Version 1). In der miRNA-Fraktion aus der basis pontis eines nicht 
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BSE-infizierten Javaneraffen wurden 56 exprimierte miRNAs nachgewiesen (3.5). Ein 

Teil dieser miRNAs sind auch im humanen und murinen Hirn exprimiert (Tab. 4.1; 

BABAK et al., 2004; LIU et al., 2004; SEMPERE et al., 2004). Diese Ergebnisse legen 

nahe, dass miRNAs des Javaneraffen spezifisch mit dem miRNA-MicroArray 

nachgewiesen werden können. Dies wird auch dadurch bestätigt, dass MicroArrays 

mit humanen makroRNA-Sequenzen erfolgreich mit RNA von Javaneraffen getestet 

wurden (WALKER et al., 2006). Da das Genom der Javaneraffen eine große 

Homologie zu dem des Menschen aufweist (SCHÄTZL et al., 1995), ist die 

Wahrscheinlichkeit hoch, dass auch ein miRNA-MicroArray mit humanen Sequenzen 

spezifische Ergebnisse über die miRNA-Expression in Javaneraffen liefert. Die 

bisherigen Studien zeigen leicht voneinander abweichende miRNA-

Expressionsprofile und wurden unabhängig von Hirnregionen durchgeführt (BABAK et 

al., 2004; LIU et al., 2004; SEMPERE et al., 2004). Daher ist zu vermuten, dass auch in 

dieser Arbeit miRNAs identifiziert wurden, deren Expression im Hirn bisher noch nicht 

beschrieben ist. Tatsächlich wurden 10 miRNAs identifiziert, deren Expression bisher 

nur für andere Gewebe beschrieben war (BABAK et al., 2004; LIU et al., 2004; 

SEMPERE et al., 2004) (Tab. 4.1). Demnach könnten sie spezifisch in der basis pontis 

exprimiert sein. Zusätzlich wurden 4 miRNAs identifiziert, für die bisher noch nicht 

überprüft wurde, ob sie im Hirn exprimiert sind. Von diesen ist aber für die hsa-

miR342 ist eine Expression in Neuronen beschrieben (KIM et al., 2004). Daher 

können diese sowohl allgemein im Hirn oder im auch spezifisch in der basis pontis 

exprimiert sein.  
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Tabelle 4.1: Exprimierte miRNAs in der basis pontis von Javaneraffen 

 

miRNA 
(miRBase-Nomenklatur) 

hsa_miR_125b 1,2,3 

hsa_miR_26a 1, 3 

hsa_let_7a 1, 3 
hsa_let_7c 1 
hsa_let_7b 1, 3 
hsa_miR_124a  1, 3 
hsa_miR_107  1 
hsa_let_7d 1 
hsa_miR_103 1 
hsa_miR_181a 1 
hsa_miR_125a 1, 3 
hsa_miR_128a  2, 3 
hsa_miR_23b 1 
hsa_miR_221 3 
hsa_let_7f  (1, 3) 
hsa_let_7e  1 
hsa_miR_24 1 
hsa_miR_181b 1 
hsa_miR_99a  (1) 
hsa_miR_191 1 
hsa_miR_145 1 
hsa_let_7g  (1, 3) 

hsa_miR_139  3 
hsa_let_7i  (1, 3) 
hsa_miR_27b  (3) 
hsa_miR_132  1, 2, 3 
hsa_miR_30c  1, 3 
hsa-miR-16a  1 

 
 

miRNA 
(miRBase-Nomenklatur)
hsa_miR_30a_5p 1,2 
hsa_miR_30d  1 
hsa_miR_22  1 
ambi_miR_7080  
hsa_miR_521 5 
hsa_miR_106b  4 
hsa_miR_29a 1, 3 
hsa_miR_138  2 
hsa_miR_16 1, 3 
hsa_miR_361 5 
hsa_miR_126 4 
hsa_miR_143 4 
hsa_miR_30b 4 
hsa_miR_34a 4 
hsa_miR_31 4 
hsa_miR_342 5 
hsa_miR_130a 4 
hsa_miR_100 4 
hsa_miR_148a 4 
hsa_miR_320 5 
hsa_miR_127 1 
hsa_miR_204 4 
hsa_miR_17_5p  1 
hsa_miR_92  1 
hsa-miD-1_as (2) 
hsa_miR_185 1 
hsa_miR_30e_5p 4 
Control_4 
 

1 Babak et al., 2004 
2 Liu et al., 2004 
3 Sempere et al., 2004 
4 Expression bisher nicht im Hirn, sondern in anderen Geweben nachgewiesen 
5 in dieser Arbeit erstmals in der basis pontis nachgewiesen  
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4.2.2. Nachweis von differentiell exprimierten miRNAs bei simianem vCJD  
Da viele essentielle Prozesse des Stoffwechsels über  miRNAs reguliert werden, ist 

es wahrscheinlich, dass eine abweichende miRNA-Expression einen Einfluss auf 

verschiedene Krankheiten nimmt (DI LEVA et al., 2006). Zum Beispiel ist die 

Disregulation von miRNAs mit malignem Wachstum von Zellen verknüpft (ESQUELA-

KERSCHER und SLACK, 2006; HAMMOND, 2006; CALIN und CROCE, 2006). Das PrP, 

das in der Pathogenese dieser Erkrankungen eine zentrale Rolle spielt, interagiert 

spezifisch mit synthetischen RNA-Aptameren (WEISS et al., 1997; SEKIYA et al., 2005; 

MERCEY et al., 2006). Deren Struktur ist mit der von miRNAs vergleichbar. Zusätzlich 

wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Konversion des PrP abhängig von RNA-

Molekülen ist (DELEAULT et al., 2003). Konsistent damit wurden RNA-Aptamere 

isoliert, die diese Konversion beeinflussen können (PROSKE et al., 2002). Da 

angenommen wird, dass die Konversion einen zentralen Aspekt der Pathogenese 

von Prionenerkrankungen darstellt, könnte die Disregulation von RNAs wie z.B. 

miRNAs im Zusammenhang mit Prionenerkrankungen stehen. In der basis pontis 

eines an simianem vCJD erkrankten Javaneraffen wurden sechs disregulierte 

miRNAs entdeckt (3.5). In biologischen Replikaten konnten die miRNAs hsa-miR26a, 

hsa-miR342 und hsa-miR494 als differentiell reguliert bestätigt werden (3.5). Die 

Expression der miRNAs ist bei simianem vCJD hochreguliert, bzw. erst in Folge der 

Erkrankung nachweisbar (3.5). Ein möglicher Zusammenhang dieser miRNAs mit 

Prionenerkrankungen wird dadurch bekräftigt, dass die Disregulation der hsa-miR342 

im Rahmen dieser Arbeit auch in der basis pontis von humanen sCJD Patienten 

nachgewiesen werden konnte (3.5). Außerdem gibt es Hinweise, dass im Hirn von 

Scrapie-infizierten Mäusen die hsa-miR342 ebenfalls hochreguliert ist (SABA und 

BOOTH, persönliche Mitteilung und Poster PA-46 auf dem Kongress „Prion 2006“ in 

Turin). 

 
 
 
 

4.2.3. Charakterisierung differentiell exprimierter miRNAs bei simianem vCJD 
Über die Identifizierung potentieller Zielgene der disregulierten miRNAs könnte die 

Hypothese, dass diese in einem Zusammenhang mit Prionenerkrankungen stehen 

unterstützt werden. Die Identifizierung solcher Zielgene wird durch die geringe Länge 

der miRNAs und die unvollständige  Bindung der miRNA an die Ziel-mRNA 

erschwert. Hinzu kommt, dass eine miRNA die Expression mehrerer Gene regulieren 

kann (LIM et al., 2005). Es wurden einige Algorithmen entwickelt, um die 

mRNA:miRNA Bindung zu berechnen (LEWIS et al., 2003; JOHN et al., 2004; 
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KIRIAKIDOU et al., 2004). Diesen liegen jedoch verschiedene Prämissen für die 

Berechnungen zu Grunde, daher liefern sie unterschiedliche Ergebnisse (XU et al., 

2007). Diese sind in den Datenbanken Targetscan (LEWIS et al., 2003 und 2005) 

miRBaseTarget (GRIFFITH-JONES et al., 2006) oder PicTar-Vert (KREK et al., 2005) 

zugänglich. Eine exemplarische Auflistung der potentiellen Zielgene ist in Tabelle 4.2 

zusammengesellt. Eine Gruppe von Zielgenen aller bei simianem vCJD disregulierten 

miRNAs kodierte für Transkriptionsfaktoren und neuronal exprimierte Proteine. Die 

miRNAs regulieren demnach möglicherweise die Transkription dieser Gene in 

Neuronen, die während der Prionenerkrankung degenerieren. Das Ziel dieser 

Expressionsanalyse war es, miRNAs zu identifizieren, die im Zusammenhang mit 

Prionenerkrankungen stehen. Tatsächlich konnten die hsa-miR26a, hsa-miR342 und 

hsa-miR494 identifiziert werden, die bei simianem vCJD differentiell exprimiert waren. 

Es wird angenommen, dass das PrP die zelluläre Antwort auf oxidativen Stress 

reguliert (BROWN et al., 1997) und die Apoptose beeinflusst (KURSCHNER et al., 1995; 

SPIELHAUPTER et al., 2001; PAITEL et al., 2002). Auch die differentiell exprimierten 

miRNAs könnten über ihre Zielgene (Tab. 4.2) diese Stoffwechselwege regulieren. 

Daher könnten die Wirkmechanismen des PrP während einer Prionenerkrankung 

disreguliert sein, was sich in der miRNA-Expression widerspiegelt. Des Weiteren 

wurden für alle miRNAs Zielgene aus der Familie der solute carrier families 

identifiziert. Ein Zusammenhang mit dem PrP oder Prionenerkrankungen bzw. 

anderen neurodegenerativen Krankheiten ist bisher nicht beschrieben. Diese 

Wechselwirkung müsste näher untersucht werden.  

 
 

Tabelle 4.2: Potentielle Zielgene der bei simianem vCJD disregulierten miRNAs 

 hsa-miR26a 
(4x hochreguliert) 

hsa-miR342 
(3x hochreguliert) 

hsa-miR494 
(6x hochreguliert) 

Apoptose DAPK1 
BAK1 

MRFAP1 MORF4L2 
API5 

Oxidativer Stress STK39 CSK  
Neuronal CAST GRM8 

NBEA 
GRIK2 
GABAR5 
NBEA 

Transkriptions-
faktoren 

NAP1L5 E2F3 ELF2 

Solute carrier 
(Carrier Proteine) 

SLC25A16 
SLC38A2 
SLC9A2 

SLC6A8 SLC25A16 
SLC26A3 

F-Box Protein 
(Ubiquitin-Protein-
Ligasen) 

FBXO11 
FBXO19 
 

FBXO33 FBXO11 
FBXO28 
FBXO33 

neurodegenerative 
Krankheiten 
 

 ATXN2L 1 HIP2 (E225K) ² 

1 Steht in Verbindung mit Spinozerebelläre Ataxie Typ 2 (SCA2) 
² Steht in Verbindung mit Chorea-Huntington 
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Interessanterweise wurden für alle miRNAs mRNA von F-Box-Proteinen als mögliche 

Zielgene gefunden. Diese Gruppe von Proteinen bezeichnet Ubiquitin-Protein-

Ligasen. Im Mausmodell wurde  nachgewiesen, dass eine knock-out Mutation der 

potentiellen E3-Ubiquitin-Protein-Ligase Mahogunin zu einer nicht übertragbaren 

spongiformen Neurodegeneration führt (YOON-KIM et al., 2007). Für die miRNA hsa-

miR494 wurde zusätzlich das Gen, das für das huntingtin interacting protein 2 (HIP2 

oder E225K) kodiert, als Zielgen gefunden. Dieses Protein besitzt ebenfalls eine 

Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivität und interagiert mit dem Huntingtin-Protein 

(KALCHMAN et al., 1996), einem Protein, dessen Mutation zur Ausbildung der 

neurodegenerativen Krankheit Chorea-Huntington führt (RUBINZSTEIN et al., 1996). Es 

wird vermutet, dass der Verlust der E225K:Huntingtin Interaktion dazu führt, dass das 

Huntingtin-Protein nicht mehr abgebaut wird (KALCHMAN et al., 1996) und sich 

Proteinaggregate bilden (DE PRIL et al., 2007). Das E225K ist auch an der Bildung 

amyloider β-Peptide und einer dadurch vermittelten Neurodegeneration beteiligt und 

wird deshalb mit Alzheimer in Verbindung gebracht (SONG et al., 2003). Daher 

scheint eine Beteiligung von Ubiquitin-Protein-Ligasen auch an Prionenerkrankungen 

denkbar. Im Verlauf der Prionenerkrankung könnten die hochregulierten miRNAs die 

mRNA der Ubiquitin-Protein-Ligasen binden und die Translation inhibieren. Dadurch 

könnte eine Spongiformität hervorgerufen werden, wie dies für das Mahogunin oder 

bei Chorea-Huntington beschrieben ist. Auch für die miRNA hsa-miR342 wurde eine 

mögliche Verbindung zu neurodegenerativen Erkrankungen entdeckt. Sie scheint mit 

der mRNA des Ataxin 2-like Proteins zu interagieren. Die Funktion dieses Proteins ist 

noch ungeklärt, aber das homologe Protein Ataxin 2 führt in seiner mutierten Form zu 

der neurodegenerativen Krankheit Spinozerebelläre Ataxie Typ 2 (SCA2) (PULST et 

al., 1996; ZOGHBI et al., 2000). Das mutierte Ataxin 2 nimmt eine veränderte 

Konformation an und aggregiert zu Fibrillen, die eine Neurodegeneration auslösen 

(ROSS et al., 2004). Das Ataxin 2 bindet an das Endophilin A3 (RALSER et al., 2005), 

ein Protein, mit dem auch das Huntingtin-Protein interagiert (SITTLER et al., 1998). 

Daher werden für das Ataxin 2 und das Huntingtin-Protein ähnliche 

Wirkmechanismen angenommen (RALSER et al., 2005). Es ist wahrscheinlich, dass 

auch die miRNAs, die diese Proteine regulieren, einen vergleichbaren Einfluss auf die 

Pathogenese von neurodegenerativen Krankheiten nehmen. Da das Ataxin 2-like 

Protein eine hohe Homologie zu dem Ataxin 2 aufweist, wirkt die miRNA hsa-miR342 

wahrscheinlich ähnlich wie die hsa-miR494 auf die Bildung neurodegenerativer 

Krankheiten. Es wäre möglich, dass diese miRNAs allgemein in neurodegenerativen 

Krankheiten hochreguliert sind. Das Expressionsprofil kann aber auch spezifisch für 
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Prionenerkrankungen sein und nur ähnlichen Mechanismen unterliegen wie in 

anderen neurodegenerativen Erkrankungen. 

 

Für Prionenerkrankungen gibt es keinen zugelassenen intra vitam Test. Da diese 

Erkrankungen übertragbar sind, stellen undiagnostizierte Fälle ein hohes Risiko bei 

Transplantationen, Bluttransfusionen oder chirurgischen Eingriffen dar (LLEWELYN et 

al., 2004). Da miRNAs während verschiedener Krankheiten eine abweichende 

Expression zeigen (DI LEVA et al., 2006), wäre es möglich, Prionenerkrankungen über 

ein spezifisches Expressionsprofil zu diagnostizieren. Ein Einfluss von miRNAs auf 

die Pathogenese von Prionenerkrankungen ist daher möglich. 
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5. Zusammenfassung 
Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Prionenerkrankung BSE-infizierter nicht 

humaner Primaten (Macaca fascicularis) als Modell für die humane Prionenerkrankung 

vCJD. Durch den Konsum BSE-kontaminierter Nahrungsmittel entstand im Menschen eine 

neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD). Die genaue Anzahl der infizierten 

Menschen ist unbekannt, da es keine intra vitam Tests für Prionenerkrankungen gibt. Und 

obwohl eine Neuinfektion mit BSE durch Sicherheitsvorschriften unwahrscheinlich geworden 

ist, können neue Fälle von vCJD nicht ausgeschlossen werden, da weder die Inkubationszeit 

noch der Zeitpunkt der Infektion genau bestimmt werden können. Nicht diagnostizierte Fälle 

stellen ein großes Risiko dar, vCJD auf andere Menschen zu übertragen. Im Rahmen dieser 

Arbeit sollte die Eignung des Tiermodells für vCJD bestätigt werden und die Tiere auf 

unterschiedliche Subtypen der Krankheit (Prionenstämme) untersucht werden. In einem 

zweiten Ansatz sollten mikroRNAs (miRNAs) identifiziert werden, die mit der 

Prionenerkrankung in Verbindung stehen und als Marker dienen können. 

In dieser Arbeit konnte die i.c. Infektion von Javaneraffen als Tiermodell für humanes vCJD 

bestätigt werden. Nachdem die Nachweismethoden erfolgreich an das simiane Modell 

adaptiert wurden, konnte die Prionenerkrankung in einem Vergleich mit mehreren humanen 

CJD-Typen dem vCJD zugeordnet werden. Zusätzlich konnten für das simiane vCJD bei 2/6 

Tieren Charakteristika nachgewiesen werden, die auf einen zweiten Prionenstamm 

hinweisen (längere Inkubationszeit, neuropathologisches Profil, PrPres-Menge), obschon 

weitere Merkmale vergleichbar waren (intercerebrale Verteilung und konformationelle 

Stabilität des PrPres). Die Existenz dieses Stämme müsste in einer zweiten Passage bestätigt 

werden. Ein Zellkulturmodell für diese Fragestellung konnte aus technischen Gründen nicht 

etabliert werden. Die Ergebnisse legen aber nahe, dass ein zweiter Prionenstamm für vCJD 

erwartet werden kann, durch den weitere Menschen erkranken werden. Diese 

undiagnostizierten Fälle könnten auf weitere Menschen übertragen werden.  

Während dieser Arbeit wurden drei miRNAs (hsa-miR26a, hsa-miR342, hsa-miR494) 

identifiziert, die im Zusammenhang mit simianem vCJD differentiell exprimiert waren. Deren 

potentielle Zielgene wiesen zusätzlich eine Verbindung zu neurodegenerativen 

Erkrankungen auf.  Da die hsa-miR342 auch bei sCJD disreguliert war und auch gezeigt 

werden konnte, dass das hirnspezifische miRNA-Expressionsprofil der Javaneraffen mit dem 

humanen vergleichbar war, können die Ergebnisse wahrscheinlich auf humane 

Prionenerkrankungen übertragen werden. Die disregulierten miRNAs könnten daher von 

hohem diagnostischen Wert sein, wenn sie auch in anderem Geweben disreguliert sind, die 

zur intra vitam Diagnostik herangezogen werden können. 
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7. Anhang 
7.1. MiRNA-Expressionsprofil in der basis pontis von Javaneraffen 

 
relative 

Fluoreszenz 
(Mittelwert, 

n=3) mikro RNA 
25531 hsa_miR_125b 
21284 hsa_miR_26a 
20019 hsa_let_7a 
18240 hsa_let_7c 
17686 hsa_let_7b 
17399 hsa-miD-124a_as 
15543 hsa-miD-124a_as 
14909 hsa_miR_124a 
10550 hsa_miR_107 
7931 hsa_let_7d 
6922 hsa_miR_103 
6717 hsa_miR_181a 
6016 hsa_miR_125a 
5832 hsa_miR_128a 
5600 hsa_miR_23b 
5416 hsa_miR_221 
5389 hsa_let_7f 
5244 hsa_let_7e 
4231 hsa_miR_24 
3778 hsa_miR_181b 
3664 hsa_miR_99a 
3552 hsa_miR_191 
3543 hsa_miR_145 
3372 hsa_let_7g 
3362 hsa_miR_139 
3330 hsa_let_7i 
3246 hsa_miR_27b 
2982 hsa-miD-148a_as 
2895 hsa_miR_132 
2894 hsa_miR_30c 
2858 hsa-miR-16a 
2734 hsa_miR_30a_5p 
2718 hsa_miR_30d 
2717 hsa_miR_22 
2504 hsa-miD-148a_as 
2467 hsa-miD-16a_as 
2369 ambi_miR_7080 
2340 hsa_miR_521 
2302 hsa_miR_106b 
2290 hsa_miR_29a 
2264 hsa_miR_138 
2227 hsa_miR_16 
2210 hsa_miR_361 
2186 hsa_miR_126 
2178 mmu_miR_129_3p 
2104 hsa-miD-129-1_as 
2100 hsa_miR_143 
2068 hsa_miR_30b 

2060 hsa_miR_34a 
2054 hsa_miR_31 
2049 mmu_miR_17_3p 
2045 hsa_miR_342 
2043 hsa_miR_130a 
2035 hsa-miD-16a_as 
1937 hsa_miR_126_AS 
1928 hsa_miR_100 
1911 hsa_miR_148a 
1772 hsa_miR_320 
1707 hsa_miR_127 
1659 hsa_miR_204 
1656 hsa_miR_17_5p 
1654 hsa_miR_92 
1648 hsa-miD-1_as 
1630 mmu_miR_384 
1622 hsa_miR_185 
1604 hsa_miR_30e_5p 
1588 hsa-miD-129-1_as 
1527 Control_4 
1520 hsa_miR_129 
1513 hsa_miR_122a 
1465 rno_miR_151_AS 
1463 hsa-miR-16a 
1463 hsa_miR_182_AS 
1462 hsa_miR_150 
1439 hsa_miR_187 
1396 hsa_miR_153 
1389 hsa_miR_148b 
1366 hsa-miD-150a_as 
1347 hsa_miR_26b 
1341 hsa-mir-129 
1305 hsa_miR_222 
1272 hsa_miR_299_5p 
1256 hsa_miR_195 
1236 mmu_miR_411 
1230 hsa_miR_335 
1200 hsa_miR_449 
1197 hsa_miR_146a 
1184 hsa_miR_93 
1164 hsa_miR_23a 
1158 hsa_miR_422b 
1158 hsa_miR_324_5p 
1147 hsa_miR_368 
1146 hsa-mir-150 
1143 hsa_miR_211 
1139 mmu_miR_325 
1131 hsa_miR_190 
1130 hsa_miR_432 
1102 hsa_miR_106a 
1088 hsa_miR_99b 

1070 hsa_miR_491 
1051 hsa-miR-15a 
1045 hsa_miR_149 
1036 hsa_miR_27a 
1034 hsa_miR_105 
1026 hsa_miR_19a 
1013 hsa_miR_223 
1011 mmu_miR_106a 
1002 hsa-mir-129 
976 hsa-miD-15a_as 
966 hsa-miR-15a 
955 hsa_miR_423 
931 hsa_miR_490 
923 hsa_miR_32 
918 hsa_miR_520a 
915 ambi_miR_7036 
914 hsa_miR_25 
907 hsa_miR_220 
896 hsa_miR_9_AS 
892 mmu_miR_292_3p 
879 hsa_miR_489 
874 hsa_miR_513 
873 hsa_miR_495 
873 hsa_miR_184 
871 hsa_miR_137 
868 hsa_miR_330 
858 ambi_miR_7075 
854 hsa_miR_96 
843 Control_1 
841 hsa_miR_130b 
824 hsa_miR_7 
817 mmu_miR_34b 
817 hsa-miD-150a_as 
813 hsa_miR_527 
805 hsa_miR_410 
799 mmu_miR_217 
799 hsa-miD-15a_as 
787 hsa_miR_15b 
783 hsa_miR_95 
783 hsa_miR_301 
782 hsa_miR_515_3p 
771 hsa_miR_142_3p 
764 hsa_miR_382 
762 vsiDNA#1_as_shift 
755 ambi_miR_7039 
748 hsa_miR_29c 
747 hsa_miR_425 
742 vsiDNA#1_as_4m 
723 hsa-mir-150 
707 mmu_miR_101b 
703 mmu_miR_298 
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701 rno_miR_327 
698 hsa_miR_502 
693 Control_2 
691 ambi_miR_7105 
689 hsa_miR_224 
687 ambi_miR_7101 
680 hsa_miR_499 
673 hsa_miR_208 
671 hsa_miR_193a 
666 ambi_miR_7029 
662 hsa_miR_369_3p 
661 hsa-miD-133a_as 
655 hsa_miR_338 
654 hsa_miR_520b 
653 hsa_miR_199a 
648 hsa_miR_450 
647 hsa_miR_29b 
645 ambi_miR_7054 
637 hsa_miR_20a 
635 hsa_miR_514 
634 hsa_miR_101 
633 hsa_miR_194 
630 buffer 
625 hsa_miR_371 
622 hsa_miR_296 
622 mmu_miR_424 
620 hsa_miR_9 
619 hsa_miR_197 
619 hsa_miR_500 
612 Control_1 
610 hsa_miR_181c 
603 hsa_miR_133a 
603 hsa_miR_30e_3p 
595 hsa_miR_505 
595 hsa_miR_452 
592 hsa_miR_383 
588 rno_miR_344 
587 mmu_miR_383 
584 hsa_miR_21 
583 hsa_miR_519e_AS 
583 mmu_miR_337 
581 hsa_miR_365 
580 hsa_miR_507 
580 hsa_miR_520e 
579 hsa_miR_15a 
578 mmu_miR_294 
578 mmu_miR_7b 
576 hsa_miR_182 
574 mmu_miR_290 
574 rno_miR_421 
573 hsa_miR_510 
564 mmu_miR_346 
561 hsa_miR_375 
560 hsa_miR_18a 
557 ambi_miR_7098 

556 mmu_miR_300 
555 ambi_miR_7026 
555 vsiDNA#1_as_2m 
552 mmu_miR_291_3p 
552 hsa_miR_432_AS 
551 hsa_miR_522 
546 hsa_miR_377 
540 ambi_miR_7081 
540 hsa_miR_374 
536 hsa-mir-148a 
535 hsa-miR-1 
534 hsa-mir-133a 
528 ambi_miR_7058 
528 hsa-mir-133a 
526 hsa_miR_494 
522 hsa_miR_519c 
519 hsa-miD-122a_as 
518 hsa-mir-148a 
517 hsa_miR_136 
514 mmu_miR_155 
513 hsa_miR_373_AS 
510 hsa_miR_152 
506 hsa_miR_302d 
501 mmu_miR_344 
498 hsa_miR_34b 
497 vsiDNA#1_as 
489 ambi_miR_7059_1 
489 hsa_miR_497 
480 mmu_miR_341 
479 mmu_miR_322 
476 ambi_miR_7095 
475 mmu_miR_376b 
472 mmu_miR_199b 
471 hsa_miR_135b 
466 hsa_miR_517a 
465 ambi_miR_7085 
463 vsiDNA#1_as_4m 
453 ambi_miR_7084 
452 mmu_miR_207 
452 hsa_miR_141 
450 hsa_miR_331 
450 hsa_miR_381 
446 hsa_miR_509 
444 rno_miR_20_AS 
439 hsa_miR_498 
439 hsa_miR_346 
438 hsa_miR_154 
438 mmu_miR_330 
437 rno_miR_7_AS 
435 hsa_miR_218 
432 hsa_miR_98 
428 hsa_miR_199a_AS 
424 hsa_miR_525 
424 mmu_miR_140_AS 
423 hsa_miR_337 

421 hsa_miR_200a 
416 hsa_miR_151 
416 hsa_miR_33 
415 hsa_miR_196b 
415 hsa_miR_525_AS 
415 hsa-miD-133a_as 
414 Control_1 
413 hsa_miR_378 
412 ambi_miR_7086 
411 hsa_miR_379 
410 ambi_miR_7083 
407 hsa_miR_200c 
404 mmu_miR_292_5p 
402 hsa_miR_380_5p 
401 ambi_miR_7089 
399 buffer 
393 mmu_miR_351 
392 hsa_miR_488 
391 hsa_miR_323 
386 hsa_miR_134 
384 hsa_miR_372 
382 hsa_miR_19b 
380 hsa_miR_10a 
376 hsa_miR_501 
376 ambi_miR_7070 
373 vsiDNA#1_C3 
370 hsa_miR_519e 
367 hsa_miR_212 
366 hsa_miR_328 
360 ambi_miR_7074 
352 hsa_miR_216 
348 hsa_miR_210 
343 hsa_miR_34c 
343 hsa_miR_340 
343 hsa_miR_380_3p 
343 mmu_miR_201 
341 ambi_miR_7027 
339 hsa_miR_324_3p 
337 hsa_miR_518e 
328 hsa_miR_523 
325 hsa_miR_215 
324 hsa_miR_302b 
320 hsa_miR_219 
319 hsa_miR_30a_3p 
316 ambi_miR_7062 
316 hsa_miR_10b 
314 hsa_miR_188 
314 hsa_miR_183 
313 ambi_miR_7038_1 
313 hsa_miR_517_AS 
310 vsiDNA#4_as 
305 rno_miR_352 
304 hsa_miR_520c 
300 hsa_miR_325 
298 hsa-miD-122a_as 
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298 mmu_miR_295 
298 hsa_miR_526b 
296 hsa_miR_508 
294 hsa_miR_452_AS 
294 hsa_miR_503 
291 hsa_miR_140 
291 hsa_miR_518b 
291 hsa_miR_524 
290 hsa_miR_144 
287 hsa_miR_28 
286 hsa_miR_302b_AS 
284 vsiDNA#4_as 
283 hsa_miR_193b 
283 hsa_miR_202_AS 
281 hsa-miD-1_as 
281 hsa_miR_155 
279 hsa_miR_504 
279 hsa_miR_376a 
279 vsiDNA#1_as 
279 mmu_miR_409 
278 hsa_miR_196a 
274 hsa_miR_217 
272 hsa_miR_524_AS 
270 Control_1 
265 hsa_miR_203 
264 hsa_miR_370 
264 rno_miR_333 
264 rno_miR_343 
262 rno_miR_347 
260 hsa_miR_345 
258 vsiDNA#5_as 
257 mmu_miR_376a 
255 rno_miR_349 
255 hsa_miR_384 
253 hsa_miR_511 
253 hsa_miR_518a 
252 hsa_miR_512_5p 
252 hsa_miR_516_3p 
249 rno_miR_297 

249 hsa_miR_17_3p 
248 ambi_miR_7066 
243 hsa_miR_506 
241 ambi_miR_7076 
241 hsa_miR_518c_AS 
240 hsa_miR_339 
239 hsa_miR_302c 
239 hsa_miR_198 
239 hsa_miR_147 
238 hsa_miR_518c 
237 hsa_miR_512_3p 
234 vsiDNA#1_as_shift 
233 ambi_miR_7067 
230 hsa_miR_492 
229 hsa_miR_485_5p 
228 hsa_miR_302c_AS 
225 hsa_miR_520a_AS 
223 hsa_miR_493 
222 ambi_miR_7079 
221 ambi_miR_7068_1 
221 vsiDNA#1_as_2m 
218 hsa_miR_186 
216 hsa_miR_422a 
216 hsa_miR_448 
214 mmu_miR_380_3p 
213 hsa_miR_496 
211 hsa_miR_214 
210 hsa_miR_520d 
209 ambi_miR_7097 
209 mmu_miR_293 
209 mmu_miR_291_5p 
209 hsa_miR_302a 
208 hsa_miR_518d 
208 hsa_miR_429 
206 hsa-miR-1 
206 hsa_miR_367 
205 hsa_miR_206 
204 mmu_miR_215 
201 hsa_miR_373 

201 rno_miR_346 
201 hsa_miR_1 
199 hsa_miR_520d_AS 
198 hsa_miR_205 
197 mmu_miR_297 
197 Control_3 
195 hsa_miR_135a 
193 mmu_miR_429 
192 hsa_miR_519d 
192 hsa_miR_526b_AS 
191 ambi_miR_7103 
190 mmu_let_7d_AS 
189 mmu_miR_192 
188 hsa_miR_200b 
185 vsiDNA#5_as 
185 vsiDNA#1_C3 
182 mmu_miR_211 
180 ambi_miR_7055 
179 hsa_miR_213 
176 hsa_miR_326 
172 hsa_miR_515_5p 
166 hsa_miR_142_5p 
166 mmu_miR_151 
163 hsa_miR_518f 
163 hsa_miR_519b 
162 mmu_miR_345 
161 mmu_miR_350 
160 hsa_miR_192 
159 hsa_miR_526c 
158 hsa_miR_424 
158 hsa_miR_189 
156 hsa_miR_518f_AS 
156 mmu_miR_329 
148 ambi_miR_7100 
147 hsa_miR_520h 
146 mmu_miR_202 
146 hsa_miR_412 
130 hsa_miR_199b 
119 rno_miR_336 
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