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1 Einleitung 

1.1 Prionerkrankungen 

Unter Prionerkrankungen fasst man eine Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen 

zusammen, die übertragen werden können, genetisch vererbbar sind oder sporadisch 

vorkommen und sich unter anderem durch schwammartige Veränderungen des 

Gehirns auszeichnen. Diese auch transmissible spongiforme Enzephalopathien 

(TSEs) genannten Erkrankungen treten sowohl bei Tieren als auch beim Menschen 

auf und verlaufen immer tödlich, da bisher keine kausalen Therapien gefunden 

worden sind (Zerr et al. 2003). 

Die Ursache der TSEs liegt in den so genannten Prionen. Sie sind definiert als kleine 

proteinartige infektiöse Partikel, die gegenüber Nukleinsäure zerstörenden 

Maßnahmen resistent sind (Alper et al. 1967, Prusiner 1982). Prionen bestehen im 

Wesentlichen aus einer abnorm gefalteten Form des zellulären Prionproteins, dem 

Scrapie-Prionprotein (PrP
Sc

). Sie unterscheiden sich vom nicht-infektiösen zellulären 

Prionprotein (PrP
c
) beispielsweise durch ihre biochemischen Eigenschaften 

hinsichtlich ihrer Struktur durch den hohen β-Faltblattanteil (Pan et al. 1993).  

Alle Prionerkrankungen, sowohl menschliche, als auch tierische, haben bestimmte 

histopathologische Kennzeichen gemeinsam. Dazu gehören Ablagerungen des 

abnormen Prionproteins in sogenannten Amyloidplaques, Nervenzellverlust, 

Astrozytose und schwammartige Veränderungen mit Bildung von Vakuolen in der 

grauen Substanz des Gehirns (Kretzschmar 1999). 

Meistbekannt unter den tierischen Prionerkrankungen ist die bovine spongiforme 

Enzephalopathie (BSE), die ihren Ursprung in der bei Schafen und Ziegen natürlich 

vorkommenden Krankheit Scrapie findet. Des Weiteren gehören in diese Gruppe die 

übertragbare Enzephalopathie der Nerze (transmissible mink encephalopathy), die 

chronisch zehrende Erkrankung der Hirschartigen (chronic wasting disease, CWD) 

und andere spongiforme Enzephalopathien von Hauskatzen und Zootieren. Zu den 

humanen Prionerkrankungen werden die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK), das 

Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS), die letale familiäre Insomnie (FFI) 

und Kuru gezählt (Collinge 2005).  
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1.1.1  Prionerkrankungen bei Tieren 

Die älteste Prionerkrankung bei Tieren ist Scrapie. Die im deutschsprachigen Raum 

auch Traberkrankheit genannte ataxische Erkrankung von Schafen und Ziegen ist seit 

mehr als 250 Jahren bekannt. Ihren Namen verdankt sie dem starken Juckreiz, unter 

dem die befallenen Tiere leiden und sich daher an Bäumen o.ä. reiben (englisch 

scrape = kratzen). 1936 konnten Cuillé und Chelle erstmals experimentell 

nachweisen, dass es sich bei Scrapie um eine infektiöse Erkrankung handelt (Cuillé 

und Chelle 1939).  

Die CWD von Maultier und Elch ist eine Erkrankung, die v.a. im 

nordamerikanischen Raum vorkommt und als einzige TSE sowohl bei wildlebenden, 

als auch bei Haus- bzw. Nutztieren auftritt. Die CWD und Scrapie sind die einzigen 

spongiformen Enzephalopathien, die unter natürlichen Bedingungen von Tier zu Tier 

übertragen werden können. Hypothesen zu den möglichen Übertragungswegen sind 

zahlreich, Milben, Fliegenlarven oder andere Ektoparasiten werden beispielsweise 

als Überträger in Betracht gezogen (Wisniewski et al. 1996, Post et al. 1999, Lupi 

2003). Man weiß, dass Scrapie in Regionen, in denen bereits erkrankte Schafe 

geweidet haben, häufiger auftritt und die Übertragung durch im Erdboden 

gebundenes Agens, welches über mehrere Jahre seine Infektiosität beibehält, 

stattfinden kann (Johnson et al. 2006, Seidel et al. 2007).  

Der sogenannte Rinderwahnsinn, BSE, wurde 1987 in Großbritannien entdeckt und 

auf die Verwendung von Tiermehl mit Scrapie infizierter Schafe zurückgeführt, 

welches damals als Futterzusatz für Rinderkraftfutter verwendet wurde. Durch die 

Einführung von BSE-Schnelltests konnte die Erkrankung in zahlreichen anderen 

europäischen Ländern, Japan und Kanada nachgewiesen werden. Mit dem ersten Fall 

einer neuen Variante der CJK (vCJK) im Jahre 1996 in Großbritannien trat die 

Gefahr für den Menschen in den Mittelpunkt der Diskussionen. Ein hohes Risiko für 

die Übertragung von BSE auf den Menschen sah man unter anderem in 

kontaminierten Nahrungsmitteln, Medikamenten, Transplantaten oder Kosmetika 

(Ricketts 2004). Obwohl die Anzahl der vCJK-Fälle nur langsam ansteigt (siehe 

Kapitel 1.1.2) und die BSE-Epidemie durch die Einführung von 

Überwachungsrichtlinien unter Kontrolle ist, bleibt der weitere Verlauf der Zahlen an 

vCJK Erkrankten abzuwarten.  
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1.1.2  Humane Prionerkrankungen 

Die Prionerkrankungen des Menschen können in drei Gruppen eingeteilt werden: es 

gibt sporadische, genetische und übertragene Formen. Die weltweit häufigste 

Prionerkrankung ist mit einer Inzidenz von 1-1,5 pro einer Million Einwohner die 

sporadische CJK (sCJK) (Ladogana et al. 2005). Sie macht ca. 80-90% aller 

menschlichen Prionerkrankungen aus. Bisher sind die Faktoren, die zum Ausbruch 

der Erkrankung führen, weitestgehend unbekannt, wobei der genetische 

Polymorphismus für Methionin oder Valin an Codon 129 eine Rolle spielt. Ein 

möglicher Risikofaktor für die Entstehung von Prionerkrankungen scheint die 

Homozygotie für Methionin an diesem Codon zu sein (Palmer et al. 1991, Lewis et 

al. 2006). Umgekehrt geht die Heterozygotie vermutlich mit einer Resistenz für die 

sCJK einher (Lewis et al. 2006).  

Die Klinik der sCJK kennzeichnet zunächst eine rasch progrediente Demenz und 

Ataxie, später bilden sich Pyramidenbahnzeichen, Myoklonien und extrapyramidal-

motorische Störungen, final zeigt sich ein akinetischer Mutismus. Diagnostisch 

stehen neben der klinischen Untersuchung das EEG, was bei der sCJK häufig 

periodische Sharp- and Slow-Wave-Komplexe aufweist, Liquordiagnostik mit 

Nachweis des 14-3-3 Proteins und die Kernspintomographie, die typischerweise 

Hyperintensitäten in den Basalganglien zeigt, zur Verfügung (Zerr et al. 2003). 

Genetische Prionerkrankungen treten in ca. 10% aller Fälle auf. Zu ihnen wird die 

sehr selten vorkommende FFI gezählt, die durch autonome Veränderungen des 

zirkadianen Schlafrhythmus geprägt wird. Des Weiteren gehört das GSS mit im 

Vordergrund stehenden zerebellären Symptomen (Gangataxie, Dysarthrie und 

Nystagmus) und die familiäre CJK (fCJK) in die Gruppe der genetischen 

spongiformen Enzephalopathien. Gemeinsam sind den drei Erkrankungen 

Mutationen im Prionproteingen (PRNP), die beim GSS und der fCJK einem 

dominanten Vererbungsmodus unterliegen (Poeck und Hacke 2001). 

Die Kuru-Krankheit, die erstmals 1957 bei den Foren, einem Volksstamm im 

Hochland von Papua-Neuguinea, beschrieben wurde, zählt zu den übertragbaren 

Prionerkrankungen. Durch rituellen Kannibalismus wurde sie in diesem Volksstamm 

verbreitet. Andere Übertragungswege (diaplazentar oder postpartal von infizierten 

Müttern auf ihre Kinder) konnten nicht nachgewiesen werden (Poeck und Hacke 

2001). Es war zu beobachten, dass vor allem Frauen und Kinder erkrankten, die bei 

den kannibalischen Ritualen Gehirn und Eingeweide der Verstorbenen verzehrten. 
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Männer, die vorwiegend das Muskelfleisch zu sich nahmen, erkrankten weit seltener. 

Mit Aufgabe des Kannibalismus verschwand die Erkrankung (Hörnlimann 2001).  

Auch die CJK kann iatrogen (iCJK) übertragen werden. Beispielsweise bergen Dura- 

und Corneatransplantate erkrankter Personen, Hormonpräparate aus infiziertem 

Hypophysenmaterial oder kontaminierte chirurgische Instrumente bei 

neurochirurgischen Eingriffen das Risiko einer Übertragung (Budka 2001a). So sieht 

man nicht zuletzt auch beim Auftreten der vCJK einen Zusammenhang zu BSE 

durch die orale Aufnahme infektiösen Materials. Nach ihrem Höhepunkt im Jahr 

2001 bleibt die Anzahl der bis Februar 2009 aufgetretenen Fälle an vCJK mit 174 

(NCJDSU Februar 2009) derzeit relativ stabil. Doch aufgrund der langen 

Inkubationszeit und nicht abschließend geklärter Übertragungswege ist die Gefahr 

für die öffentliche Gesundheit noch nicht vollkommen gebannt.  

Trotz Fortschritten in der Prionforschung können die humanen Prionerkrankungen 

mit den heutigen Therapiemaßnahmen lediglich symptomatisch behandelt werden. 

Neuere Therapiestudien erbrachten mehrere Substanzen mit positivem Einfluss auf 

die Überlebenszeit. Wegen häufig toxischer Nebenwirkungen müssen jedoch weitere 

Studien abgewartet werden. Das Verständnis der Funktion des Prionproteins kann 

helfen, Strategien zu entwickeln, um gezielter in Stoffwechselprozesse und 

Pathomechanismen dieser Erkrankungen eingreifen zu können. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

 

 5  

Tabelle 1 

 Typische Symptome und 

diagnostische Kriterien 

Auslösende Faktoren Epidemiologie 

FFI - Schlafstörung 

- Autonome Dysregulation 

Mutation im PRNP  

 
7 

- Seltene Erkrankung 

- Dauer: 9 bzw. 31 Mte., schneller 

Verlauf bei zusätzlich 

Homozygotie für Methionin an 

Codon 129  

- Erkrankungsalter: Mittel 51J.  

GSS - Langsam progrediente 

Gangataxie 

- Demenz erst im Verlauf 

Mutationen im PRNP  5 

- Äußerst seltene Erkrankung 

- Dauer: Mittel 6,5 J. 

- Erkrankungsalter: Mittel 45 J. 

fCJK - Rasch progrediente Demenz 

- Progrediente Ataxie 

- EPMS 

- Myoklonien 

- Pyramidenbahnzeichen 

- Endstadium: Rigor, Spastik, 

akinetischer Mutismus 

- EEG: zu 66% PSWCs 

- Proteine im Liquor erhöht: 

14-3-3, Tau, S100, NSE 

- MRT: Hyperintensitäten in 

den Basalganglien 

- Histologie: spongiforme 

Veränderungen, Gliose, PrP
Sc

-

Ablagerungen 

- Mutationen im PRNP  

- Vererbungsmodus: 

autosomal dominant,   

- Penetranz: ~100% 

- Ca. 10% aller CJK
8
 

- Dauer: Mittel 21 Mte.
7
 

- Erkrankungsalter: Mittel 50. Lj. 

sCJK - Weitgehend unbekannt 

- Risikofaktor: 

Homozygotie für 

Methionin an Codon 

129 
4
 

- Ca. 80-90% aller CJK
8
 

- Dauer: Mittel 4,5 Mte.
7
 

- Inzidenz weltweit  

  1-1,5:1Million
2
 

- Erkrankungsalter: Mittel 60. Lj.
7
 

iCJK Kontakt mit infektiösem 

Gewebe:  

z.B. Dura- u. 

Corneatransplantate, 

Hormonpräparate aus 

Hypohysenmaterial, 

kontaminierte 

chirurgische Instrumente 

- 65 Fälle
9
 

- Inkubationszeit abhängig von 

Infektionsquelle 15 Mte. bis 30 

J.
8
 

vCJK - Psychatrische Auffälligkeiten 

- Schmerzhafte Dysästhesien 

- Gangataxie 

- Demenz erst spät im Verlauf 

- EEG: nicht wegweisend 

- MRT: Hyperintensitäten im 

Thalamus, „pulvinar sign“ 

- Histologie: floride Plaques 

- Nachweis von PrP
Sc

 in 

lymphatischem Gewebe 

(Tonsillenbiopsie) 

Vermutlich 

Zusammenhang mit BSE 

- 174 Fälle (bis Februar 2009)
6
 

- Dauer: Mittel 14 Mte.
7
 

- Erkrankungsalter: 30 Lj. 

- Inkubationszeit ca. 10 J.
8
 

Kuru
1
 - Lokomotorische Ataxie 

- Rhythmisches Zittern 

- Gelächter, Euphorie 

- Später schwere 

Koordinationsstörungen 

- Demenz selten, meist nur im 

Endstadium 

- Keine EEG-Veränderungen 

Übertragung durch 

Kannibalismus 

 

- Entdeckung 1957 

- Höhepunkt der Epidemie 1957-

1960 

- östliches Hochland Papua-

Neuguinea 

- 2670 Fälle insgesamt 

- ♀ > ♂  

- Krankheitsdauer: 12 Mte. 

- 1984 Ende des Kannibalismus  

Übersicht über Prionerkrankungen beim Menschen: Alle Angaben stammen aus „Creutzfeldt-

Jakob-Krankheit“ in „Leitlinien für Diagnostik und Therapie in der Neurologie“ (Zerr et al. 2003), für 

Abweichendes siehe Kennzeichnung: 
1
(Hörnlimann 2001), 

2
 (Ladogana et al. 2005), 

3
(Poeck und 

Hacke 2001), 
4
(Palmer et al. 1991), 

5
(Budka 2001b), 

6
 (NCJDSU Februar 2009), 

7
(Sturzenegger 

2001), 
8
(Budka 2001a), 

9
(NCJDSU Dezember 2007).  

Farben:      genetische,      sporadische,       übertragene humane TSEs,      Symptomkomplex der CJK 
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1.2 Die Protein-only-Hypothese 

Wird heutzutage über den Erreger der TSEs gesprochen, so wird als infektiöses 

Agens meist das pathologische Prionprotein genannt. Diese Aussage stützt sich auf 

die Protein-only-Hypothese, die im Jahre 1967 von John Griffith begründet, durch 

Stanley Prusiner weiterentwickelt und im Laufe der Jahre durch zusätzliche 

wissenschaftliche Erkenntnisse gestützt wurde. Die Protein-only-Hypothese besagt, 

dass es sich bei den infektiösen Partikeln ausschließlich um Proteine handelt und 

Nukleinsäuren nicht beteiligt sind (Prusiner 1998). Stanley Prusiner führte 1982 die 

Bezeichnung „Prionen“ ein, um das infektiöse Agens von anderen möglichen 

Krankheitserregern zu unterscheiden (Prusiner 1982). 

Die Liste an potentiellen Erregern war zunächst lang. Sie reichte von kleinen DNA-

Viren über Zellmembranbestandteile hin zu Polysacchariden und letztlich wurden 

auch Proteine in Betracht gezogen (Prusiner 1998). Schon früh zeigten jedoch 

Versuche, dass das infektiöse Agens gegenüber Einflüssen wie ionisierender 

Strahlung oder UV-Licht, die DNA zerstören können, sehr resistent ist (Alper et al. 

1966). Daraus schloss erstmals John Griffith 1967, dass der Erreger möglicherweise 

ohne Nukleinsäure repliziere und es sich dabei ausschließlich um Proteine handeln 

könnte (Griffith 1967). Schließlich gelang es Prionen aus infektiösem Hamstergehirn 

zu isolieren. Dabei wurde ein Protein gefunden, welches bei gesunden Tieren nicht 

nachweisbar war und als proteaseresistente Hauptkomponente des PrP
Sc

 angesehen 

wurde (Bolton et al. 1982). Im Gegensatz dazu enthielten Proben gesunder Tiere die 

proteasesensitive Isoform PrP
c
, ein Protein, das durch ein zelleigenes Gen kodiert 

wird (Oesch et al. 1985). 

Zu den wichtigsten Argumenten, die die Prionhypothese stützen, gehören Versuche 

mit PrP
c
 knockout-Mäusen. Durch Inokulation mit mausadaptiertem Erreger konnten 

bei diesen Mäusen keine Krankheitssymptome ausgelöst werden. Demnach sind 

Mäuse, die kein PrP
c
 bilden können, gegen die Erkrankung resistent. Somit ist für die 

Ausbildung und Ausbreitung einer Prionerkrankung das normale PrP
c
 notwendig 

(Büeler et al. 1993, Brandner et al. 1996).  

Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, können verschiedene vererbbare Mutationen des 

Prionproteingens zur Entstehung einer TSE führen. Dabei untermauert die 

außerordentlich hohe Penetranz dieser Mutationen ebenfalls die zentrale Rolle des 

Prionproteins bei der Krankheitsentstehung (Hsiao et al. 1989, Medori et al. 1992).  
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Ein weiterer Durchbruch gelang einer Arbeitsgruppe in San Francisco. Sie wandelten 

rekombinantes Maus-Prionprotein MoPrP (89-230) in infektöse Amyloidfibrillen 

um, die nach intracerebraler Inokulation bei Mäusen zum Ausbruch einer 

spongiformen Enzephalopathie führten (Legname et al. 2004). Auch entwickelten 

syrische Hamster nach Inokulation von in β-Faltblattform gebrachtem und durch 

längeres Erhitzen vorbereitetem rekombinantem Prionprotein (rPrP) eine 

Prionerkrankung. Im Gehirn dieser Tiere waren daraufhin große Mengen PrP
Sc

 

nachweisbar (Makarava et al. 2009). Der endgültige Beweis der Prion-only-

Hypothese, die Umwandlung von PrP
c
 in PrP

Sc
 in vitro, fehlt jedoch weiterhin. 

Zudem gibt es Befunde, die daran zweifeln lassen, ob der Erreger ausschließlich aus 

Prionprotein besteht. So wurden kürzlich Virionen in Neuroblastom-Zellen, die mit 

dem 22L-Strain infiziert waren, und in Hypothalamuszellen, die mit dem FU 

Creutzfeldt-Jakob-Krankeitsereger infiziert waren, nachgewiesen (Manuelidis et al. 

2007). Ferner gelang die Infektion von Mäusen ohne abnormales protease-resistentes 

PrP
Sc

 (Lasmezas et al. 1997). Alle diese Hinweise sprechen dafür, dass die TSEs 

möglicherweise nicht einzig durch PrP
Sc

 ausgelöst werden. Ganz gleich, welche 

Kofaktoren für die Krankheitsentstehung zusätzlich vorliegen müssen, unumstritten 

wird hierfür PrP
c
 benötigt. 

1.3 Das zelluläre Prionprotein 

PrP
c
 ist ein im Verlauf der Evolution konserviertes Zellmembranprotein, welches 

durch das Prionproteingen kodiert wird. Beim Menschen ist das Prionproteingen auf 

dem kurzen Arm von Chromosom 20 lokalisiert, wo es sich über zwei Exons 

erstreckt (Puckett et al. 1991). Die Synthese von PrP
c
 erfolgt, wie bei anderen 

membrangebundenen Proteinen auch, im rauhen endoplasmatischem Retikulum. Das 

Prionprotein wird anschließend im Golgi-Apparat prozessiert und von dort zur 

Zellmembran transportiert, wo es mittels GPI-Anker befestigt wird (Stahl et al. 

1987). In höchsten Konzentrationen kommt PrP
c
 in Nervenzellen des Gehirns und 

Rückenmarks vor, wurde jedoch auch in zahlreichen anderen Zelltypen und 

Geweben gefunden (Bendheim et al. 1992). Das menschliche PrP
c
 besteht vor der 

Prozessierung aus 253 Aminosäuren und kann in un-, mono- oder diglykosylierter 

Form vorliegen, wodurch das Molekulargewicht zwischen 27kDa und 36kDa variiert 

(Kretzschmar et al. 1986).  
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Abbildung 1 Glykosylierung des zellulären Prionproteins 

 

NMR-Studien haben gezeigt, dass PrP
c
 aus einer variablen N-terminalen und einer 

kugelförmigen C-terminalen Region besteht. Letztere enthält drei α-Helices und zwei 

antiparallele β-Faltblätter (Riek et al. 1996). Wie auf Abbildung 2 ersichtlich, werden 

die Helices α2 und α3 durch eine Disulfidbrücke stabilisiert (Turk et al. 1988), die 

posttranslationell ausgebildet wird. Darüber hinaus finden sich im C-terminalen 

Segment Bindungsstellen für Oligosaccharidketten (Haraguchi et al. 1989). Das 

sogenannte neurotoxische Peptid (siehe Kapitel 1.6) liegt im zentralen Bereich des 

PrP
c
 und eine Region mit fünf Octapeptid-Wiederholungen ist N-terminal lokalisiert. 

Diese Region ermöglicht die Bindung von Kupferionen (Hornshaw et al. 1995).  

 

 

Abbildung 2 Schematische Darstellung des zellulären Prionproteins. ER: Endoplasmatisches 

Retikulum, NP: Neurotoxisches Peptid (Aminosäuren 106-126), α1-3: drei α-Helices, β1+2: zwei 

antiparallele  β-Faltblätter, GPI: Glycosylphosphatidylinositol-Anker,      : Oligosaccharidketten, 

S – S: Disulfidbrücke, Cys: Cystein, Asn: Asparagin. 

 

Auf der Zelloberfläche ist PrP
c
 in sogenannten Lipid-Rafts, das sind sphingolipid- 

und cholesterinreiche Mikrodomänen in Zellmembranen, angeordnet (Naslavsky et 

al. 1997). Genauer gesagt ist PrP
c
 in Caveolae lokalisiert, einer speziellen Sorte von 

Lipid-Rafts, die zahlreiche Funktionen wie Signaltransduktion oder Transzytose 

vermitteln (Gorodinsky und Harris 1995, Peters et al. 2003). Die fertigen PrP
c
-

Moleküle bewegen sich in einem kontinuierlichen Zyklus zwischen Zelloberfläche 

und Zellinnerem, die Transitzeit beträgt ungefähr eine Stunde. Während jeder 
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Passage werden 1-5% der Proteine proteolytisch gespalten und die N- und C-

terminalen Spaltprodukte externalisiert. Ein Teil der membrangebundenen PrP
c
 -

Moleküle wird durch Spaltung innerhalb des GPI-Ankers in den Extrazellulärraum 

abgegeben (Shyng et al. 1993). 

 

 

Abbildung 3 Trafficking und proteolytische Spaltung von PrP
c
. PrP

c
 bewegt sich in einem 

kontinuierlichen Zyklus zwischen Zelloberfläche und Zellinnerem. Wenige PrP
c
-Moleküle werden 

proteolytisch gespalten. Die Spaltprodukte werden an der Zellmembran präsentiert oder an den 

Extrazellulärraum abgegeben. Abbildung modifiziert aus Harris (2003, S. 73). ER: endoplasmatisches 

Retikulum, GPI: Glycosylphosphatidylinositol-Anker. 

1.4 Die Umwandlung von PrP
c
 zu PrP

Sc
 

Das physiologische PrP
c
 und das pathologische PrP

Sc
 unterscheiden sich 

hauptsächlich in ihrer Sekundär- und Tertiärstruktur (Stahl et al. 1993). Die 

Umwandlung von PrP
c
 in PrP

Sc
 ist ein posttranslationaler Prozess (Borchelt et al. 

1990), dem eine Konformationsänderung zugrunde liegt, bei der der Anteil an         

α-Helices von ursprünglich ungefähr 43% auf 30% reduziert wird und stattdessen der      

β-Faltblattanteil von ca. 3% auf 43% ansteigt (Pan et al. 1993).  
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Abbildung 4 Schematische Darstellung von PrP
c
 und PrP

Sc
. PrP

c
 hat im Vergleich zu PrP

Sc
  

einen höheren Anteil an α-Helices, PrP
Sc

 enthält mehr β-Faltblätter. Abbildung modifiziert nach 

Prusiner (1996, Einband). 

 

Diese Konformationsänderung bedingt die unterschiedlichen biochemischen 

Eigenschaften von PrP
c
 und PrP

Sc
. So kann PrP

c
 durch Proteasen gespalten oder in 

nicht-denaturierenden Mitteln gelöst werden, wohingegen PrP
Sc

 teilweise 

proteaseresistent und unlöslich ist (Meyer et al. 1986, Cohen FE et al. 1994). 

Um die Umfaltung von PrP
c
 zu PrP

Sc
 zu erklären, wurden zwei verschiedene 

Modelle entwickelt: das Nukleations- (a.) und das Umfaltungsmodell oder 

Heterodimermodell (b.) (siehe Abbildung 5). Das Nukleationsmodell besagt, dass 

zwischen PrP
c
 und PrP

Sc
 ein thermodynamisches Gleichgewicht besteht und die 

Umfaltung nur dann geschieht, wenn mehrere PrP
Sc

-Moleküle mit PrP
c
 verbunden 

werden (Come et al. 1993, Lansbury und Caughey 1995). Durch die Verbindung mit 

PrP
c
 wird PrP

Sc
 stabilisiert und kann sich in Amyloidfibrillen zusammenlagern. 

Teilen sich die PrP
Sc

-Aggregate, die sogenannten Nuklei, die zur erneuten 

Anlagerung und Umwandlung des PrP
c
 führen, kann dies in der exponentiellen 

Vermehrung der infektiösen Partikel resultieren. Im Heterodimermodell verhindert 

eine hohe Energiebarriere die spontane Umfaltung von PrP
c
 zu PrP

Sc
 (Prusiner et al. 

1990). Werden jedoch exogene PrP
Sc

-Moleküle eingebracht, wird ein Prozess in 

Gang gesetzt, der dazu beiträgt die Energiebarriere zu überwinden. Möglicherweise 
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ist an diesem Vorgang ein chaperonähnliches Protein (Protein X) beteiligt (Telling et 

al. 1995).  

 

 

Abbildung 5 Modelle für die Konversion von PrP
c
 zu PrP

Sc
. Im Nukleationsmodell (a.) führt 

der Kontakt von PrP
c
 mit einem PrP

Sc
-Oligomer zur Umfaltung und Stabilisation des neugebildeten 

PrP
Sc

. Das Heterodimermodell (b.) legt für die Umfaltung die Bildung eines an ein Chaperon (Protein 

X) gebundenes Zwischenprodukt (PrP*) zugrunde. Abbildung modifiziert aus Soto (2004, S. 811). 

1.5 Neuroinvasion und Toxizität von Prionen 

Der Eintritt von Prionen in den Körper erfolgt bei der Mehrzahl der 

Prionerkrankungen durch eine Infektion außerhalb des Nervensystems, je nach 

Erkrankung durch orale (BSE, Kuru, vCJK) oder parenterale (iCJK) Aufnahme von 

infektiösem Material. Zunächst wird das lymphoretikuläre System (bei oraler 

Aufnahme über die Peyerplaques) besiedelt. Anschließend breiten sich die Prionen 

retrograd entlang autonomer peripherer Nerven oder des Nervus vagus aus, bis sie 

schließlich das ZNS erreichen (Beekes et al. 1998, Aguzzi 2003). Bei der 

sporadischen CJK sind von der Infektion meistens keine lymphatischen Gewebe 

betroffen, sie bleibt auf das ZNS beschränkt (Hill et al. 1997). 

Die Mechanismen der Neurotoxizität von Prionen sind weitgehend ungeklärt. Man 

weiß, dass das Vorhandensein von PrP
Sc

 alleine nicht zur Entstehung einer TSE 

führen kann. Nur gemeinsam mit PrP
c
 bilden Prionen ihre neurotoxischen 

Eigenschaften aus. Wird die Umfaltung von PrP
c
 zu PrP

Sc
 verhindert, mindert dies 

auch das Fortschreiten der Erkrankung (Mallucci et al. 2003).  
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1.6 Physiologische Funktionen von PrP
c
 

Das Verstehen der physiologischen Funktion von PrP
c
 stellt eine 

Grundvoraussetzung dar, um neue Strategien für Therapie und Prävention von 

Prionerkrankungen entwickeln zu können. Mittlerweile sind zahlreiche 

Interaktionspartner und biologische Funktionen des PrP
c
 bekannt, doch die genauen 

Zusammenhänge bleiben weiterhin unklar. Im Folgenden werden die wichtigsten 

bekannten physiologischen Funktionen und ihre mögliche Relevanz für die 

Krankheitsentstehung aufgezeigt (siehe Abbildung 6). 

Neben Einflüssen auf Immunabwehr (Zomosa-Signoret et al. 2008) und Zelladhäsion 

(Schmitt-Ulms et al. 2001) und der Beteiligung an Energiestoffwechsel und 

Zellhomöostase (Ramljak et al. 2008) scheint die Hauptfunktion von PrP
c
 innerhalb 

neuroprotektiver Prozesse zu liegen. Als ein in Rafts lokalisiertes GPI-verankertes 

Membranprotein liegt das Mitwirken von PrP
c
 an Signalübertragungsketten nahe 

(Peters et al. 2003). Die bisher bekannten Übertragungswege fördern durch 

Stimulation von Neuritenwachstum, Synapsenbildung und Hemmung der Apoptose 

das neuronale Überleben. So ist PrP
c
 durch die Aktivierung der Fyn Tyrosinkinase 

(Mouillet-Richard et al. 2000) oder der Interaktion mit dem Lamininrezeptor (Graner 

et al. 2000) am Wachstum von Neuriten und durch seine Interaktion mit Synapsin Ib 

an Synapsenbildung und Neurotransmitterregulation beteiligt. Außerdem hat PrP
c
 

über GRB2, einem Adapterprotein, das Signale von Wachstumsfaktoren vermittelt, 

wichtige Aufgaben für das Überleben von Nervenzellen (Spielhaupter und Schatzl 

2001). Schließlich sind zytoprotektive Effekte von PrP
c
 über die Bindung an das 

stressinduzierbare Protein-1 (STI1) (Chiarini et al. 2002, Zanata et al. 2002) und über 

die Beziehung zu anderen neuroprotektiven Übertragungswegen, wie der 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) (Vassallo et al. 2005) und der mitogen-

aktivierten Proteinkinase/extrazellulärer signalregulierter Kinase (MAPK/ERK) 

(Chen S et al. 2003) möglich.  

Die Ähnlichkeit zwischen der BH2-Domäne der Proteine der Bcl-2-Familie und der 

Oktarepeatregion des PrP
c
 führte zu der Annahme, dass PrP

c
 ähnliche Funktionen 

wie Proteine dieser Familie ausüben könnte (LeBlanc 1998). Die Bcl-2-Familie ist an 

der Regulation der Apoptose beteiligt. Nachgewiesen wurde die antiapoptotische 

Funktion von PrP
c
 erstmals 1999 von Kuwahara und Kollegen, die zeigen konnten, 

dass der durch Serumentzug initiierte Zelltod in Prnp
0/0 

-Zellen durch das Einbringen 

von PrP
c
 oder Bcl-2 aufgehalten werden konnte (Kuwahara et al. 1999). Später 
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wurde herausgefunden, dass das PrP
c
 menschliche Neurone auch gegen den durch 

das BAX-Protein hervorgerufenen Zelltod schützt (Bounhar et al. 2001).  

Eine weitere protektive Funktion der Oktarepeatregion des PrP
c
 steht im 

Zusammenhang mit der Abwehr gegen oxidativen Stress. Durch ihre Fähigkeit, freie 

Kupferionen zu binden, die als Oxidans selbst toxisch wirken, reduziert PrP
c
 den 

durch Kupfer ausgelösten oxidativen Stress (Vassallo und Herms 2003). Weitere 

molekulare Mechanismen, die die PrP
c
-vermittelte Neuroprotektion bewirken 

könnten, liegen in antioxidativen Enzymen. Die Aktivität solcher Enzyme wie der 

kupfer- und zinkabhängigen Superoxiddismutase (SOD) oder der 

Glutathionreduktase scheint positiv mit PrP
c
-Konzentrationen zu korrelieren (Brown 

und Besinger 1998, Rachidi et al. 2003). Weiterhin wird durch die Transfektion des 

Prnp-Gens in Prnp
0/0

-Zellen die Aktivität der SOD hochreguliert, die 

Superoxidbildung vermindert und die Zellen vor Apoptose geschützt (Sakudo et al. 

2003). 

Nach traumatischen Gehirnverletzungen oder cerebraler Ischämie wird PrP
c
 deutlich 

hochreguliert (Marciano et al. 2004, Weise et al. 2004). Besonders Prnp
0/0

- und 

genetisch veränderte Mäuse, denen die Oktarepeatregion des PrP
c
 fehlt, zeigen 

wesentlich größere Infarktareale nach zerebraler Ischämie als Wildtyp-Mäuse 

(McLennan et al. 2004, Mitteregger et al. 2007, Weise et al. 2006). Dies unterstreicht 

ebenfalls die Wichtigkeit der Oktapeptidregion für die durch PrP
c
 geförderte 

Neuroprotektion. 

Einige PrP
c
-knockout-Mäusestämme zeigten eine spät ausbrechende Ataxie, 

cerebelläre Neurodegeneration und Verlust von Purkinjezellen (Sakaguchi et al. 

1996). Diese Veränderungen konnten nicht auf das Fehlen von PrP
c
 selbst, sondern 

auf die Überexpression des PrP
c
 -Paralogs Doppel zurückgeführt werden (Moore et 

al. 1999, Rossi et al. 2001). Durch Einbringen von PrP
c
 in die Doppel-

überexprimierenden Mäuse konnten sie vor den oben genannten Symptomen bewahrt 

werden (Nishida et al. 1999). Somit schützt PrP
c
 vor der durch Doppel induzierten 

Neurodegeneration. 

Alle bisher genannten Punkte machen die vermutlich wichtigsten Funktionen, die 

neuroprotektiven und das Zellüberleben fördernden Fähigkeiten, von PrP
c
 deutlich.  
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Abbildung 6 Physiologische Funktionen des PrP
c
. Übersicht über die im Text genannten 

Funktionen.  

 

So eindrücklich die protektiven Aufgaben auch belegt sein mögen, geben andere 

Versuche zu Kontroversen Anlass. Beispielsweise konnte in vitro eine 

proapoptotische Aktivität unter Überexpression von PrP
c
 nachgewiesen werden 

(Paitel et al. 2002, Paitel et al. 2003). In vivo zeigten sich unter PrP
c
-Überexpression 

neurodegenerative Effekte (Westaway et al. 1994, Huang et al. 2007, Chiesa et al. 

2008), die unter anderem im Zusammenhang mit der Akkumulation des C1-

Fragments gesehen werden. Das C1-Fragment entsteht durch Spaltung der Bindung 

zwischen Aminosäuren 110/111 und 112 und steigert p53-abhängig die Sensitivität 

für apoptotische Reize (Sunyach et al. 2007). Die Aminosäuren 110/111 und 112 

liegen wiederum in der neurotoxisch wirkenden Domäne 106-126 (neurotoxisches 
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Peptid) des menschlichen PrP
c
. Zwar kommt das Fragment 106-126 im natürlichen 

Stoffwechsel nicht vor, doch kann es Neurotoxizität induzieren (Forloni et al. 1993, 

Brown et al. 1996), indem es Eigenschaften des pathologischen PrP
Sc

 ausbildet und 

sich zu Amyloidfibrillen zusammenlagert (Tagliavini et al. 1993, De Gioia et al. 

1994). Weiterhin erscheint im Hinblick auf die neuroptotektive Funktion von PrP
c
 

widersprüchlich, dass PrP
c
 für die Ausbildung und Vermehrung der neurotoxischen 

Prionen benötigt wird. So wird unter Bedingungen, an denen das Zellüberleben 

gefördert werden muss, mehr PrP
c
 hergestellt. Dadurch steigt paradoxerweise auch 

die Chance auf Umfaltung von PrP
c
 in das pathologische PrP

Sc
, was die 

proapoptotische Funktion fördern dürfte. Alles in allem ist die normale Funktion des 

Prionproteins mehrdeutig und bedarf weiterer Aufklärung. 

Abschließend möchte ich auf drei mögliche Hypothesen eingehen, die erklären, wie 

Veränderungen im PrP
c
 zur Krankheitsentstehung führen können (Westergard et al. 

2007). Am häufigsten wird davon gesprochen, dass PrP
c
 einem toxischen 

Funktionszugewinn („gain of function“) unterliegen könnte, so dass PrP
Sc

 neue 

schädliche Eigenschaften bekommt, die nicht mit den normalen Aufgaben von PrP
c
 

in Verbindung gebracht werden können. Andererseits könnte PrP
c
 durch die 

Umwandlung in PrP
Sc

 auch schützende Funktionen verlieren („loss of function“) und 

dadurch neurodegenerative Prozesse oder Zelltod in Gang setzen. Die dritte 

Alternative ist die Annahme, dass es durch Interaktion von PrP
c
 mit PrP

Sc
 zu einer 

Umwandlung der neuroprotektiven Signale von PrP
c
 in neurotoxische Signale 

kommt.  

1.7 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist, weitere Kenntnisse über die physiologische Funktion des PrP
c
 

zu gewinnen. Bisher sind unter Überexpression des PrP
c
 in verschiedenen Zelllinien 

widersprüchliche Funktionen des PrP
c
 zu Tage getreten. Wie in Kaptiel 1.6 

beschrieben, weist es einerseits neuroprotektive und antiapoptotische Eigenschaften 

auf, andererseits kann es zellschädigend wirken und erhöht die Sensitivität für 

apoptotische Reize. Da in-vivo-Experimente zeigten, dass die Überexpression von 

wildtyp-PrP
c
 in Mäusen zu Neurodegeneration (Westaway et al. 1994) und in der 

Muskulatur transgener Mäuse zur Ausbildung einer Myopathie führt (Huang et al. 

2007), jedoch die postnatale Entfernung des endogenen PrP
c
 keinerlei 
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neurodegenerative Effekte nach sich zieht (Mallucci et al. 2002), stellt sich die Frage, 

welche Veränderungen die Überexpression von PrP
c
 in menschlichen Nervenzellen 

haben könnte. Um die Einflüsse des PrP
c
 beurteilen zu können, ist es sinnvoll, die 

durch PrP
c
 regulierten Proteine zu kennen. Dafür steht einerseits wie schon mehrfach 

durchgeführt die Genomanalyse zur Verfügung (Satoh und Yamamura 2004, 

Martinez und Pascual 2007). Da jedoch die Transkription der DNA nicht 

zwangsläufig zur Ausbildung funktionstüchtiger Proteine führt, ist eine direkte 

Untersuchung der Einflüsse von PrP
c
 auf das Proteom notwendig (Strom et al. 2006, 

Ramljak et al. 2008). Nach dem Vorbild von Ramljak et al. (2008) wurde in dieser 

Arbeit das Proteom von nativen humanen Neuroblastomzellen SH-SY5Y mittels 

zweidimensionaler Gelelektrophorese mit dem Proteom von stabil mit PRNP 

transfizierten SH-SY5Y-Zellen verglichen. Die stabil transfizierten Zellen wiesen im 

Gegensatz zu den nativen Zellen eine Überexpression des PrP
c
 auf. Es wurde 

angenommen, dass durch die unterschiedliche PrP
c
-Expression für das PrP

c
 

spezifische Proteine in ihrer Expression beeinflusst werden und somit Proteine 

gefunden werden, die Hinweise auf die Funktion des PrP
c 
geben.  

In der oben genannten Studie von Ramljak et al. wurde durch die transiente PrP
c
-

Überexpression in HEK293-Zellen die Expression von Proteinen reguliert, die an 

Energieproduktion und der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase beteiligt 

sind (Ramljak et al. 2008). Daher war ein weiteres Ziel der hier vorliegenden Arbeit 

zu untersuchen, ob ähnliche Phänomene auch in einer neuronalen Zelllinie 

(HEK293- vs. SH-SY5Y-Zellen) oder auch nach der Änderung der 

Transfektionsmethode (transiente vs. stabile Transfektion) reproduziert werden 

können.  
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2 Material 

2.1 Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

Ammoniumperoxidsulfat Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Ampholyte Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Bovines Serum Antigen Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Bromophenolblau Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

CHAPS Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Dithiothreitol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Dulbecco's Modified Eagle Medium Biochrom (Berlin, Deutschland) 

Essigsäure Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Formaldehyd-Lösung Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Fötales Bovines Serum Biochrom (Berlin, Deutschland) 

Glycerol Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Iodacetamid Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Isopropanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

L-Glutamine Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 

Luminol Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Methanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Milchpulver Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Mineralöl Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Natriumlaurylsulfat Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Natriumcarbonat Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumdodecylsulfat Merck (Darmstadt, Deutschland) 

PBS Dulbecco Biochrom (Berlin, Deutschland) 

p-Coumarsäure Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Roti®Load  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Silbernitratlösung Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Tetramethylethylendiamin Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
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Thiourea Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Tris  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Tris Hydrochlorid Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Tween-20 Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Urea Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Kaliumferricyanid Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Acetonitril Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Trifluoressigsäure Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Trypsin Promega (Madison, USA) 

Kalziumchlorid Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Natriumchlorid Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, 

Niederlande) 

EDTA Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Triton X 100 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Rotiphorese® Gel 40 Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

2.2 Materialien 

Bezeichnung Spezifizierung Hersteller 

PVDF  Transfer 

Membranen 

Hybond-P GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) 

ReadyStrip IPG 17cm pH 3-10 linear Bio-Rad (München, Deutschland) 

Zellscraper 25cm Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Zellkulturflaschen 75 cm
2
 Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

sterile Pipetten 5ml, 10ml, 25ml Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Küvetten 10 x 4 x 45mm Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

ECL-Hyperfilm   (Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, England) 

Filterpapier (gefaltet) 3 hw Sartorius (Göttingen, Deutschland) 
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2.3 Instrumente 

Anwendung Modell Hersteller 

Elektrophorese PowerPac 3000 Bio-Rad (München, Deutschland) 

ELISA 1420 Victor  Wallac (Turku, Finnland) 

Gelkammern und 

Zubehör 

Mini Protean II
TM

 

Protean II xi
 

Bio-Rad (München, Deutschland) 

Horizontaler Shaker HS 501 IKA Labortechnik (Straufen, 

Deutschland) 

Inkubator Cellstar Nunc (Wiesbaden, Deutschland) 

Isofokussierung Protean IEF Cell Bio-Rad (München, Deutschland) 

Lichtmikroskop BH2 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Orbitaler Shaker 3031 GFL (Burgwedel, Deutschland) 

pH-Meter MP-220  Mettler-Toledo (Steinbach, Deutschland) 

Photometer Bio Photmeter Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Magnetrührer RCT IKA-Combimag (Straufen, Deutschland) 

Scanner CanoScan8400F Canon (Krefeld, Deutschland) 

Vakuumtrockner SVC 100 Savant Instruments (Farmingdale, USA) 

Thermomixer Comfort Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Ultraschallwasserbad Transsonic 310/H Elma® (Pforzheim, Deutschland) 

Wasserbad  GFL (Burgwedel, Deutschland) 

Waagen BL 150 S 

CP 3202 P 

Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

 

Westernblot Trans-Blot DS 

Semi-Dry 

Transfer Cell 

Bio-Rad (München, Deutschland) 

Zentrifugen 5810 R, 5415, 

5415D 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Vortexer REAX 200 Heidolph (Schwabach, Deutschland) 

Q-TOF 

(Massenspektrometer) 

Ultima Global 

coupled with 

CapLC system 

Micromass (Manchester, UK) 
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2.4 Antikörper 

2.4.1  Primäre Antikörper 

Antikörper Spezifizierung Verdünnung Hersteller/Referenz 

Anti-PrP-12f10-

Antikörper  

Maus, 

monoklonal 

1:1000 (Krasemann et al. 1999) 

Anti-14-3-3gamma-

Antikörper 

Rabbit, 

polyklonal 

1:4000 SantaCruz Biotechnology 

(Santa Cruz, USA) 

Anti-Transgelin2-

Antikörper 

Maus, 

monoklonal 

1:625 ProteinTech Group, Inc. 

(Chicago, USA) 

Anti-AnnexinV-

Antikörper 

Maus, 

monoklonal 

1:500 Abcam (Cambridge, UK) 

Anti-human-p53-

Antikörper 

Maus, 

monoklonal 

1:250 BD Biosciences (Franklin 

Lakes, USA) 

Anti-β-Actin-

Antikörper 

Maus, 

monoklonal 

1:10000 Abcam (Cambridge, UK) 

2.4.2  Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezifizierung Verdünnung Hersteller 

Anti-Rabbit-IgG-

Antikörper 

Ziege 1:5000  Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

(Newmarket, UK) 

Anti-Maus-IgG-

Antikörper 

Ziege 1:5000 

1:2000 

Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

(Newmarket, UK) 

2.5 Antibiotika 

Antibiotika Spezifizierung    Hersteller 

Penicillin/Streptomycin 10000µg/ml Biochrom (Berlin, Deutschland) 

Geneticin 50mg/ml Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
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2.6 Proteinstandard Marker und Kits  

Proteinstandard Marker und Kits Hersteller 

Kaleidoscope Prestained standard    Bio-Rad (München, Deutschland) 

Precision Plus Protein Standards (dual color) Bio-Rad (München, Deutschland) 

Cruz Marker Molecular weight standards Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, USA) 

BetaPrion® BSE EIA Test Kit AJ Roboscreen (Leipzig, 

Deutschland) 

Biorad Protein Assay (Farbstoff-Konzentrat) Bio-Rad (München, Deutschland) 

2.7 Zelllinien und Nährmedien 

Es wurden stabil transfizierte humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) verwendet, 

die das humane Prionprotein Gen überexprimieren. Als Kontrollzellen dienten native 

(nicht-transfizierte) SH-SY5Y-Zellen.  

Beide Zelllinien wurden mir freundlicherweise von C. Behrens, Insitut für 

Neuropathologie, Universitätsmedizin Göttingen, zur Verfügung gestellt.  

2.7.1  Nährmedien 

Medium für nicht-transfizierte SH-SY5Y-Zellen: 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium   

10% Fötales Bovines Serum  

1% Penicillin/Streptomycin    

1% L-Glutamine  

  

Medium für stabil transfizierte SH-SY5Y-Zellen: 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

10 % Fötales Bovines Serum 

1% Penicillin/Streptomycin 

1% L-Glutamine 

0,4% Geneticin 
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2.8 Puffer und Lösungen 

Äquilibrationspuffer I: 6M Urea, 2% SDS, 30% Glycerin, 150mM Tris pH=8,8,   

2% (w/v) DTT in ddH2O 

Äquilibrationspuffer II: 6M Urea, 2% SDS, 30% Glycerin, 150mM Tris pH=8,8, 

2,5% (w/v) Iodacetamid, Bromophenolblau für eine leicht blaue Lösung in ddH2O 

Blockierungspuffer für Westernblot: 5% Milchpulver in PBS-T 

ECL-Lösung 1: 2,5mM Luminol, 0,4mM p-Coumarsäure, 0,1M Tris-HCl pH=8,5 in 

dH2O 

ECL-Lösung 2: 0,018% H2O2, 0,1M Tris pH=8,5 in dH2O 

Entwicklungslösung für Silberfärbung: 6% Na2CO3, 0,0185% Formaldehyd, 

16µM Na2S2O3 in ddH2O 

Fixierungslösung für Silberfärbung: 50% Methanol, 12% Essigsäure in ddH2O 

Lysepuffer: 7M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 2% Ampholyte, 1% DTT,         

1% Proteaseinhibitor in ddH2O 

PBS: 9,55 g PBS-Pulver in 1l ddH20 

PBS-T: 0,1% Tween-20 in PBS 

Proteaseinhibitor: 0,1mM PMSF, 10µM TPCK, 10µM TLCK in trockenem 

Methanol 

SDS-Laufpuffer (Elektrophoresepuffer): 192mM Glycin, 0,1% SDS, 25mM Tris 

HCl pH=8,3 in ddH2O 

SDS-Sammelgel für 1D-Elektrophorese: 0,49M Tris HCl pH=6,8, 0,1% SDS, 

7,4% Acrylamid, 0,1% APS, 0,11% TEMED in dH2O 

SDS-Trenngel für 1D-Elektrophorese: 0,37M Tris HCl pH=8,8, 0,1% SDS,      

12% Acrylamid, 0,1% APS, 0,04% TEMED in dH2O 

SDS-Gel für 2D-Elektrophorese: 0,367M Tris HCl pH=8,8, 0,1% SDS,          

12,5% Acrylamid, 0,05% APS, 0,026% TEMED in ddH2O 

Sensitivierungslösung für Silberfärbung: 0,8mM Na2S2O3 in ddH2O 

Silbernitratlösung für Silberfärbung: AgNO3 0,2%, 0,026% Formaldehyd in ddH2O 

Transferpuffer für Westernblot: 192mM Glycin, 20% Methanol, 25mM Tris-HCl 

pH=8,3 in dH2O 

OKANO: 0,1M Tris Base pH=8,0, 0,2M NaCl, 0,5% Triton X 100, 0,1mM EDTA, 

0,002% SDS, 0,1% BSA in dH2O  

Rehydrierungspuffer: 8M Urea, 2,5M Thiourea, 4% CHAPS, 66mM DTT,        

0,5% Ampholyte, Bromophenolblau für eine leicht hellblaue Lösung in ddH2O 
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Verdaupuffer ohne Trypsin: 0,5% 1M CaCl2, 2,5% 1M Ammoniumbikarbonat     

in ddH2O 

Verdaupuffer mit Trypsin: 1,25% Trypsin, 0,5% 1M CaCl2, 2,5% 1M 

Ammoniumbikarbonat in ddH2O 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur 

Die Zellkulturexperimente wurden grundsätzlich unter sterilen Bedingungen 

durchgeführt. 

3.1.1  Kultivierung von nicht-transfizierten und stabil mit 

PRNP  transfizierten SH-SY5Y-Zellen 

In dieser Arbeit wurden nicht-transfizierte humane Neuroblastomzellen SH-SY5Y 

und stabil mit dem Prionproteingen (PRNP) transfizierte SH-SY5Y-Zellen in Kultur 

gehalten. Die stabile Transfektion bewirkt die Überexpression des zellulären 

Prionproteins (PrP
c
). Um den Prionprotein-Vektor nicht zu verlieren, benötigten die 

transfizierten Zellen zusätzlich das Antibiotikum Geniticin in ihrem Nährmedium. 

Auf dem Prionprotein-kodierenden Vektor liegt ein Bereich, der eine Resistenz 

gegen dieses Antibiotikum verursacht. Nicht-transfizierte Zellen besitzen diese 

Resistenz nicht und werden durch Zugabe dieses Antibiotikums abgetötet. Falls die 

transfizierten Zellen im Laufe ihres Teilungszyklus den Vektor verlieren, verlieren 

sie ihre Geneticinresistenz und sterben unter Geniticinzugabe ab. Somit ergibt sich 

durch den Zusatz von 0,4% Geneticin zum Nährmedium der transfizierten Zellen 

eine Kultur, die ausschließlich aus PrP
c
-überexprimierenden Zellen besteht.  

Die Zellen wurden in 75-cm
2
-Zellkulturflaschen mit je 10ml Zellkulturmedium bei 

37°C unter 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei einer Zelldichte von 

ungefähr 70% wurden die Zellen auf neue Kulturflaschen aufgeteilt (1:5, alle 3-5 

Tage). Die Zellen wachsen adhärent am Boden der Zellkulturflasche, ließen sich 

jedoch durch vorsichtiges Spülen mit frischem Nährmedium ablösen. 

3.2 Herstellung von Zelllysaten und Proteinextrakten  

Die Herstellung der Lysate erfolgte nach ca. 20 Passagen der Zellen. Es wurde dabei 

darauf geachtet, dass die Anzahl der Passagen bei PrP
c
-überexprimierenden Zellen 

und Kontrollzellen jeweils übereinstimmte. Um Zelllysate für 2D-Elektrophorese (2-

DE) oder Westernblots herzustellen, wurde zunächst das Nährmedium aus den 
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Zellkulturflaschen abpipettiert und restliches Medium durch zweimaliges spülen mit 

gekühltem PBS von den Zellen entfernt. Anschließend wurden die Zellen mit einem 

Gummizellschaber vom Flaschenboden abgekratzt und in kaltem PBS gesammelt, 

danach zentrifugiert bei +4°C, 4000 x g für 20 Min. Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet erneut in kaltem PBS gelöst und in einer Mikrozentrifuge bei +4°C, 

13200rpm für 10 Min. abzentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum verworfen 

und der Bodensatz in 200µl Lysepuffer gelöst. Nach erneutem Zentrifugieren (+4°C, 

13200rpm, 10 Min.) wird der Überstand, in dem sich nun die Proteine befinden, 

vorsichtig abpipettiert und gesammelt. Der Vorgang wird mit 100µl Lysepuffer 

wiederholt. Die Lysate wurden zu jeder Zeit auf Eis gelegt, anschließend bei -20°C 

eingefroren. 

3.3 Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mit der Methode nach Bradford 

bestimmt (Bradford 1976). Diese photometrische Messmethode beruht darauf, dass 

sich das Absorptionsmaximum des ungebundenen Farbstoffes Coomassie-Brillant-

Blau G-250 (CBBG) in saurer Lösung bei 465nm befindet, sich jedoch durch 

Bindung an Proteine auf 595nm verschiebt. Die Zunahme der Absorption durch die 

Komplexbildung ist ein Maß für die Proteinkonzentration. Die Reaktionslösung mit 

dem CBBG-Farbstoff wurde hergestellt, indem das Farbstoff-Konzentrat (Biorad 

Protein Assay) mit ddH2O im Verhältnis 1:4 verdünnt und anschließend durch ein 

gefaltetes Filterpapier filtriert wurde. Aus der BSA-Proteinstandardlösung wurde 

ebenfalls in ddH2O eine Verdünnungsreihe mit Proteinkonzentrationen von 50 bis 

1000µg/µl hergestellt. Die Zelllysate wurden 1:40 oder 1:20 verdünnt. Jeweils 20µl 

der Proteinstandards oder verdünnten Proben wurden mit 980µl der 

Farbstoffverdünnung gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten wurde 

die Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 595nm im Photometer 

gemessen. Für die Berechnung der Proteinkonzentrationen wurde die Microsoft 

Office 2003 Excel Software benutzt.  

http://de.wikipedia.org/wiki/Coomassie-Brillant-Blau
http://de.wikipedia.org/wiki/Coomassie-Brillant-Blau
http://de.wikipedia.org/wiki/S%C3%A4ure
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3.4 Westernblot nach eindimensionaler SDS-PAGE 

Zum Nachweis bestimmter Proteine in den Lysaten der SH-SY5Y-Zellen wurden 

nach eindimensionaler Gelelektrophorese Westernblots durchgeführt.  

3.4.1  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Technik, die dazu 

dient, Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Dabei wird durch Anlage 

einer elektrischen Spannung eine Bewegung der entsprechend vorbehandelten, 

negativ geladenen Proteinproben durch das Gel bewirkt. Kleine Proteine wandern 

schneller und weiter als größere. Das Gel besteht aus einer kontinuierlich 

quervernetzten Polymermatrix (Polyacrylamid/Bisacrylamid). Die Quervernetzung 

wird durch freie Radikale verursacht, die durch die Zugabe von APS und TEMED 

entstehen. Zweiphasige Gele wurden verwendet, um die Proteine zunächst zu 

sammeln und anschließend anhand ihres Molekulargewichts zu trennen (7% 

Sammelgel, 12% Trenngel). Die kleinen SDS-Gele (8x10cm) mit einer Dicke von 

1,5mm wurden im Mini Protean II
TM 

System (Bio-Rad) hergestellt. Zunächst wurde 

12%iges Trenngel gegossen und gegen Verdunstung mit Isopropanol überschichtet. 

Nach einer Stunde waren die Gele polymerisiert, so dass Isopropanol abgegossen 

und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen werden konnte. Das Trenngel musste 

mindestens 30 Min. polymerisieren.  

Pro Geltasche wurden gleiche Proteinmengen verwendet und im Verhältnis 1:4 mit 

dem Probenpuffer Roti®Load gemischt. Um Sekundär- und Tertiärstrukturen der 

Proteine aufzuheben wurden die Proben für 5 Min. bei 95ºC im Thermomixer erhitzt 

und dadurch denaturiert. Als Positivkontrolle wurden bei Bedarf 2ng rekombinantes 

Prionprotein (AJ Roboscreen, Leipzig, Deutschland) eingesetzt, welches wie die 

anderen Proben ebenfalls mit dem Probenpuffer Roti®Load und Hitze vorbehandelt 

wurde. Anschließend wurden die Proben auf die SDS-Gele aufgetragen. Um die 

Banden später im Westernblot ihrem Molekulargewicht zuordnen zu können, lief 

gleichzeitig ein Molekulargewichtsmarker mit. Die Elektrophorese lief unter 

konstanter Voltzahl bei 120V für etwa zwei Stunden in SDS-Laufpuffer ab, bis die 

Bromophenolblaufront der Roti®Load-Lösung den unteren Rand des Trenngels 

erreichte. 
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3.4.2  Westernblot und Immunodetektion 

Der oben beschriebenen Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE folgte der 

Westernblot, wobei die Proteine auf Polyvinyliden Difluorid Membranen (PVDF-

Membranen) übertragen wurden. Vor Beginn des Blots wurden die Membranen 

einige Sekunden in Methanol inkubiert und anschließend in Transferpuffer gelegt. 

Der Blot lief bei Raumtemperatur für eine Stunde mit konstanter Ampèrezahl, 1mA 

pro cm
2
 Membran. Danach wurden die Membranen bei Raumtemperatur für eine 

Stunde unter leichtem Schütteln in Blockierungspuffer fixiert und anschließend mit 

PBS-T und OKANO gewaschen (1 x 5 Min. PBS-T, 1 x 15 Min. OKANO, 1 x 5 

Min. OKANO, 1 x 5 Min. PBS-T).  

Zur Immunodetektion wurden die Membranen danach über Nacht bei 4°C mit dem 

ersten Antikörper inkubiert (für Antikörper siehe Kapitel 2.4). Am nächsten Tag 

wurden die Membranen wiederum gründlich mit PBS-T gewaschen (3 x 5 Minuten 

PBS-T, 1 x 15 Minuten PBS-T). Anschließend wurde der dazugehörige zweite 

Antikörper (siehe Kapitel 2.4) aufgetragen und unter Schwenken für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Verdünnungen für primäre Antikörper wurden immer 

in 5% Milchpulver in PBS-T hergestellt, die für sekundäre Antikörper in 1% 

Milchpulver in PBS-T. Die zweiten Antikörper sind mit dem Enzym Peroxidase 

konjugiert, so dass nach Eintauchen der Membranen in ECL-Entwicklungslösung auf 

ECL-Hyperfilm eine Immunreaktion nachgewiesen werden kann. Kurz vor 

Verwendung wird die Entwicklungslösung durch Mischung von ECL-Lösung 1 und 

2 im Verhältnis 1:1 hergestellt (siehe Kapitel 2.8). 
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3.5 PrP
c
-Sandwich-ELISA 

Der ELISA wurde zur Auswertung der PrP
c
-Konzentrationen in den Lysaten nativer 

und PrP
c
-überexprimierender SH-SY5Y-Zellen durchgeführt. Es wurde der 

BetaPrion® BSE EIA Test Kit (AJ Roboscreen, Leipzig, Deutschland) verwendet.  

Dabei wurden jeweils gleiche Proteinmengen (50µg) der Zelllysate auf die 

Mikrotiterplatte aufgetragen und für 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Rekombinantes 

PrP
c
 wurde als Standard verwendet. Die ELISA-Platte ist mit einem monoklonalen 

PrP-Antikörper, „Capture-Antibody“, beschichtet, so dass das in den Lysaten 

enthaltene PrP während der Inkubationszeit an die Antikörper binden kann. 

Anschließend wurde die Platte dreimalig gewaschen und ein monoklonaler 

Antikörper hinzugegeben und für 60 Minuten bei 4°C inkubiert. Dieser Antikörper 

ist HRP-gekoppelt, ein Enzym, welches bei Zugabe eines entsprechenden Substrates 

zu einem Farbreaktion führt. Nach der Inkubation wird überschüssiger Antikörper in 

fünf weiteren Waschschritten entfernt und es wird die Wasserstoffperoxid- und 

Tetramethylbenzidin-haltige Entwicklungslösung auf die Mikrotiterplatte auf-

getragen. Nachdem die Reaktion gestoppt wurde konnte der Farbumschlag bei 

450/620nm gemessen und die PrP
c
-Konzentration in ng/ml bestimmt werden.  

3.6 Zweidimensionale Gelelektrophorese  

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden Proteine zunächst mittels 

isoelektrischer Fokussierung (IEF) nach ihrem isoelektrischen Punkt (IP) (erste 

Dimension, horizontal) aufgetrennt und anschließend mittels SDS-PAGE Gel-

elektrophorese (zweite Dimension, vertikal) nach ihrem Molekulargewicht. Dadurch 

entsteht ein zweidimensionales Bild. 

3.6.1  Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung 

Der isoelektrische Punkt ist derjenige pH-Wert, an dem ein Protein in einem 

elektrischen Feld nicht mehr wandert, und ist abhängig von den geladenen Gruppen 

des Proteins. Aufgrund der amphoterischen Eigenschaften von Aminosäuren sind 

Proteine bei pH-Werten unterhalb ihres IPs positiv und bei pH-Werten oberhalb ihres 

IPs negativ geladen. Unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes wird das pH-

Gefälle durch die Trägerampholyte verursacht und die Proteine wandern zu ihren 

IPs. 
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3.6.1.1  Probenvorbereitung und Rehydrierung 

Für die isoelektrische Fokussierung wurden 17cm lange Gelstreifen (ReadyStrip 

IPG) mit linearem pH-Bereich von 3-10 verwendet, die zunächst 12-16 Stunden 

rehydriert wurden. Die eingesetzte Proteinmenge für die Gele die später mit 

Silberfärbung angefärbt werden sollen, betrug 130µg Protein pro Gel. Für die passive 

Rehydrierung der IPG-Streifen, d.h. ohne Anlage eines elektrischen Feldes, wurde 

auf jede Spur der Isofokussierungskassette 335µl Gesamtvolumen aufgetragen, 

welches sich aus Rehydrierungspuffer und derjenigen Menge Zelllysat zusammen-

setzte, welche 130µg Protein enthielt. Anschließend wurde die Schutzfolie von den 

Gelstreifen entfernt, ohne dabei die Gelseite zu berühren und die Streifen 

luftblasenfrei mit der Gelseite nach unten in die mit Rehydrierungspuffer und Protein 

befüllten Spuren gelegt. Es folgte eine Inkubationszeit von einer Stunde bei 

Raumtemperatur. Danach wurden die IPG-Streifen mit Mineralöl überschichtet, um 

eine Verdunstung der Probe während der Rehydratationszeit zu verhindern. 

3.6.1.2  Isoelektrische Fokussierung  

Die isoelektrische Fokussierung lief nach folgendem Schema ab: 

1. Schritt: 500V für 1 Std. 

2. Schritt: 1000V für 1 Std. 

3. Schritt: 8000V bis 32000 Voltstunden erreicht waren. 

4. Schritt: 500V für 10 Std. als Reserve. 

Nach Erreichen der 32000 Voltstunden wurden die IPG-Streifen für die SDS-PAGE 

äquilibriert. 

3.6.1.3  Äquilibrierung der Proteine für die zweite Dimension  

Für die zweite Dimension der Gelelektrophorese muss eine Umpufferung 

(Äquilibrierung) der durch die IEF aufgetrennten Proteine durchgeführt werden. 

Dieser Vorgang wird benötigt, um die Proteine aus dem IPG-Streifen auf das SDS-

Gel übertragen zu können. Disulfidbrücken müssen reduziert und die entstehenden 

Sulfhydrylgruppen der Cysteinreste alkyliert werden, die Eigenladungen der Proteine 

werden dabei überdeckt.  

Die Äquilibrierung verlief in zwei Schritten: zunächst wurden die Gelstreifen unter 

Schwenken 20 Min. in Äquilibrationspuffer I, anschließend ebenfalls für 20 Min. in 

Äquilibrationspuffer II inkubiert (für Puffer siehe Kapitel 2.8). 
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3.6.2  Zweite Dimension: SDS-PAGE 

Für die Gelelektrophorese wurden 17cm große 12% SDS Gele im Protean II xi 

System (Bio-Rad) gegossen. Die äquilibrierten IPG-Streifen wurden vorsichtig und 

möglichst ohne Luftblasen auf die polymerisierten Gele aufgelegt. Außerdem wurde 

zum Nachweis des Molekulargewichts auf jedes Gel am linken Rand ein 

Proteinmarker aufgetragen, der auf schmalen Filterpapierstreifen aufgetragen wurde. 

Über Nacht lief die Elektrophorese bei konstanter Voltzahl von 110V in SDS-

Laufpuffer unter Wasserkühlung. Direkt an die Gelelektrophorese schloss sich die 

Silberfärbung an. 

3.7 Silberfärbung 

Um die Proteinspots sichtbar zu machen, wurde die Silberfärbung nach dem 

Protokoll von Blum (Blum et al. 1987) durchgeführt. Die Silberfärbung ist eine sehr 

sensitive Färbemethode, die auch Proteinspots mit 0,5-1,2ng Proteinkonzentration 

detektierbar macht. 

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele für ein bis maximal zwei Stunden in 

Fixierungslösung gelegt. Der gesamte Färbevorgang findet bis zum letzten Schritt 

unter gleichmäßigem horizontalem Schwenken der Gele statt. Nach der Fixierung 

wurden sie zunächst 2 x 20 Min. in 50%igem Ethanol, dann für 1 x 20 Min. in 

30%igem Ethanol gewaschen. Anschließend fand die Sensitivierung statt, wobei die 

Gele für genau 60 Sekunden in 0,02%igem Natriumthiosulfat geschwenkt wurden, 

um die Empfindlichkeit der Proteine für die nachfolgende Behandlung zu steigern. 

Reste der Sensitivierungslösung wurden danach mit ddH2O mit Waschschritten von 3 

x 20 Sekunden entfernt. Dann wurden die Gele für 20 Min. in Silbernitratlösung 

gefärbt. Nachfolgend wurden die Gele erneut mit ddH2O für 3 x 20 Sekunden 

gewaschen und dann für 2 bis 10 Min. mit Entwicklungslösung inkubiert (nach 

visuellem Eindruck) bis alle Spots sichtbar waren. Die Entwicklung wurde durch 

Schwenken in Fixierungslösung für 5 Min. gestoppt. Gelagert wurden die gefärbten 

Gele in 5% Essigsäure (für alle Lösungen siehe Kapitel 2.8). Für eine längerfristige 

Aufbewahrung wurden die Gele für 1 ½ Stunden bei 80°C getrocknet.  
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1. Fixierung max. 2 Std. 

(damit kompatibel mit MALDI) 

Fixierungslösung 

2. Waschen 2 x 20 Min. 

1 x 20 Min. 

50% EtOH 

30% EtOH 

3. Sensitivierung genau 60 Sek. Sensitivierungslösung 

4. Waschen 3 x 20 Sek. ddH2O 

5. Silberfärbung 20 Min. Silbernitratlösung 

6. Waschen 3 x 20 Sek. ddH2O 

7. Entwicklung 2 - 10 Min. Entwicklungslösung 

8. Stoppen ca. 10 Min. Fixierungslösung 

9. Lagerung einige Tage 5% Essigsäure 

3.8 Trypsinverdau 

Um die massenspektrometrische Bestimmung der relevanten Proteine durchführen zu 

können, mussten diese zunächst aus den silbergefärbten Gelen ausgeschnitten und 

mit Trypsin vorbehandelt werden. Trypsin schneidet direkt unterhalb der 

Aminosäuren Lysin und Arginin, so dass durch den Verdau zahlreiche Peptide 

entstehen. Jedes Protein weist dabei ein charakteristisches Muster an 

unterschiedlichen Peptiden auf und kann darüber mittels Q-TOF eindeutig 

identifiziert werden. Der Trypsinverdau wurde nach dem abgewandelten Protokoll 

von Shevchchenko et al. (Shevchenko et al. 1996) durchgeführt.  

Die relevanten Spots wurden mit einem sterilen Skalpell aus den silbergefärbten 

Gelen ausgeschnitten und jeweils in ein sauberes 0,5ml Eppendorf Cup gegeben. Die 

dabei entstandenen 1-2mm
2
 großen Gelstücke wurden für 15 Min. in ddH2O 

gewaschen. Danach wurden die silbergefärbten Gelstücke mittels 15mM 

Kaliumferricyanid/50mM Natriumthiosulfat inkubiert bis sie vollständig farblos 

waren und anschließend mit ddH2O gewaschen. Die Gelstücke wurden nun für 15 

Min. in 50% ACN inkubiert, anschließend in 100% ACN. Danach wurden sie für 5 

Min. in 100mM Ammoniumbikarbonat äquilibriert, dann für 15 Min. in einer Lösung 

aus 50mM Ammoniumbikarbonat/50% ACN inkubiert und anschließend für ca. 15 

Min. mit dem Vakuumtrockner getrocknet. Nach dem Trocknen wurden die 

Gelstücke auf Eis mit dem trypsinhaltigen Verdaupuffer rehydriert und für 45 Min. 

auf Eis inkubiert. Hinterher folgte über Nacht die Inkubation mit dem Verdaupuffer 
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ohne Trypsin bei 37°C. Der Überstand wurde am nächsten Tag in neue 0.5ml 

Eppendorf Cups gegeben und die verbleibenden Peptide in mehreren Schritten aus 

den Gelstücken extrahiert und ebenfalls in den neuen Cups gesammelt. Zunächst 

wurden die Peptide mit 0,1% TFA für 30 Min. im Ultraschallwasserbad aus den 

Gelstücken gelöst. Dieser Vorgang wurde anschließend mit 30% ACN in 0,1% TFA, 

dann mit 60% ACN in 0,1% TFA und zuletzt mit 100% ACN wiederholt. Der in den 

neuen Eppendorf Cups gesammelte Überstand, der die Peptide enthielt, wurde mit 

dem Vakuumtrockner getrocknet und konnte bis zur massenspektrometrischen 

Untersuchung bei -20°C eingefroren werden. Zur Analyse wurden die getrockneten 

Peptide in 0,1% Ameisensäure gelöst. 

3.9 Massenspektrometrische Proteinidentifikation 

Die massenspektrometrische Untersuchung der Peptidfragmente und die 

Proteinidentifikation wurden von Dr. A. R. Asif in der Abteilung für Klinische 

Chemie der Universitätsmedizin Göttingen durchgeführt. 

Die Analyse der Peptidfragmente erfolgte über das Q-TOF Ultima Global 

Massenspektrometer (Micromass, Manchester, UK). Für die Datenerfassung wurde 

die MassLynx (Version 4.0) Software auf einem Windows NT PC verwendet und 

anschließend die Daten mittels des Protein-Lynx-Global-Servers (Version 2.1) 

(Micromass, Manchester, UK) weiterverarbeitet. Die Proteine wurden dann durch die 

MSDB und Swiss-Prot Datenbanken mittels Mascot Search Engine identifiziert.  

3.10 Vergleich und statistische Auswertung 

Der Vergleich der silbergefärbten 2-DE-Gele erfolgte mit der Software Delta 2D von 

Decodon (Greifswald, Deutschland). Es wurden pro Gruppe je vier 2-DE-Gele 

angefertigt und verglichen. Die quantitative Analyse der Westernblots erfolgte mit 

der Software LabImage (Version 2.52a). Die Ergebnisse wurden jeweils mit dem 

zweiseitigen t-Test für unverbundene Stichproben ausgewertet. Die Unterschiede in 

der Proteinexpression mit p-Werten < 0,05 wurden als signifikant angesehen. Es 

wurden drei Signifikanzbereiche festgelegt: * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 

0,001. 
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4 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden die Proteinexpressionsmuster von nativen (nicht-

transfizierten) SH-SY5Y-Zellen, die nur endogenes PrP
c
 exprimieren, mit stabil mit 

PRNP transfizierten und damit PrP
c
-überexprimierenden SH-SY5Y-Zellen mittels   

2-DE verglichen. 

Die humane Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y fand bereits mehrfach in der 

Prionforschung Verwendung. Neben Versuchen zu Prion-induziertem Nervenzelltod 

(Thellung et al. 2002, Dupiereux et al. 2006, Martinez und Pascual 2007) und der 

Untersuchung der biologischen Rolle des N-Terminus des PrP
c
 (Zeng et al. 2003), 

wurde auch schon die physiologische Funktion des PrP
c
 (Watt et al. 2007) anhand 

dieser Zelllinie untersucht. 

Im Rahmen von Experimenten zur Erforschung der Alzheimererkrankung wurden 

diese Zellen von Kuzuya et al. verwendet. Dort wurden ebenfalls, wie in dieser 

Arbeit, die nativen SH-SY5Y-Zellen als Kontrollzellen herangezogen (Kuzuya et al. 

2007).  
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4.1 Morphologie transfizierter und nicht-transfizierter 

SH-SY5Y-Zellen 

Zwischen den PrP
c
-überexprimierenden und den nativen SH-SY5Y-Zellen konnten 

lichtmichtmikroskopisch keine morphologischen Unterschiede festgestellt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7 Morphologie der SH-SY5Y-Zellen. Lichtmikroskopische Aufnahme mit 10facher 

Vergrößerung von a. PrP
c
-überexprimierenden und b. nativen SH-SY5Y-Zellen. Es konnten keine 

morphologischen Unterschiede festgestellt werden.  

a. 

b. 
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4.2 Nachweis der PrP
c
-Überexpression 

Um die Grundvoraussetzung für die folgenden 2-DE-Experimente zu sichern, musste 

zunächst der Nachweis erbracht werden, dass die stabil mit PRNP transfizierten SH-

SY5Y-Zellen im Vergleich zu den nicht-transfizierten Zellen das PrP
c
 

überexprimieren. Dazu wurden zwei Verfahren angewandt: der Nachweis der PrP
c
-

Expression mittels Westernblot und die quantitative Messung der PrP
c
-Konzentration 

mittels ELISA.  

4.2.1  Prionprotein-Westernblot 

Im Westernblot konnte die Überexpression von PrP
c
 in den transfizierten Zellen 

deutlich nachgewiesen werden. In allen angefertigten Blots zeigte sich bei den 

Lysaten der stabil mit PRNP transfizierten Zellen im Vergleich zu den nur endogenes 

PrP
c
 exprimierenden Kontrollzellen eine deutlich höhere Intensität der Banden im 

Bereich des für das PrP
c
 typischen Molekulargewichts von 27 bis 36kDa. Das 

rekombinante Prionprotein liegt in unglykosylierter Form vor und wandert daher im 

elektrischen Feld am weitesten. 

 

 

Abbildung 8 Nachweis der PrP
c
-Expression von stabil mit PRNP transfizierten SH-SY5Y-

Zellen (p) und nativen SH-SY5Y-Zellen als Kontrollzellen (k) mittels Westernblot. Die Spuren 

wurden jeweils mit 40µg Protein aus den Zelllysaten beladen. Als Positivkontrolle wurden 2ng rPrP 

eingesetzt. Die Überexpression des PrP
c
 in den stabil transfizierten Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollzellen ist deutlich nachweisbar. Der abgebildete Westernblot ist repräsentativ für alle vier 

durchgeführten Westernblots. 
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4.2.2  Prionprotein-Sandwich-ELISA 

Für die exakte Quantifizierung der PrP
c
-Expression wurde ein Sandwich-ELISA mit 

dem BetaPrion® BSE EIA Test Kit (AJ Roboscreen, Leipzig) durchgeführt. Die 

PrP
c
-Konzentration wurde in 50µg Gesamtprotein aus den Zelllysaten gemessen. In 

der Kontrollgruppe war die endogene PrP
c
-Konzentration größtenteils unterhalb des 

durch den ELISA detektierbaren Bereichs. Somit konnte für die stabil mit PRNP 

transfizierten SH-SY5Y-Zellen die Überexpression von PrP
c
 nachgewiesen werden. 

Die relativen Mittelwerte der PrP
c
-Level in den PrP

c
-überexprimierenden SH-SY5Y-

Zellen war knapp 16fach höher (p < 0,001) als die in den nativen SH-SY5Y Zellen.  

 

 

Abbildung 9 Quantitative Untersuchung der PrP
c
-Expression von stabil mit PRNP 

transfizierten SH-SY5Y-Zellen (p) und Kontrollzellen (k) mittels Sandwich-ELISA. Die PrP
c
-

Konzentration in den Kontrollzellen lag weitestgehend unterhalb des für den ELISA detektierbaren 

Bereichs; daher erfolgt die Angabe der PrP
c
-Konzentration hier in relativen Werten. Im Vergleich war 

die PrP
c
-Konzentration in den stabil transfizierten Zellen signifikant höher. Signifikanzniveau ***,     

p < 0,001. 

 

 

 

  *** 
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4.3 Proteomanalyse 

Das Proteom von nicht-transfizierten SH-SY5Y-Zellen und stabil mit PRNP 

transfizierten SH-SY5Y-Zellen wurde verglichen, um Unterschiede in der 

Proteinexpression zwischen den beiden Gruppen herauszufiltern. Es wurden dabei 

jeweils vier silbergefärbte 2-DE-Gele verglichen. Die Auswertung mit der Software 

Delta 2D von Decodon (Greifswald, Deutschland) ergab 18 Proteine, deren 

Regulation sich zwischen den beiden Gruppen signifikant unterschied (siehe Tabelle 

2). Abbildung 10 zeigt ein silbergefärbtes 2-DE-Gel und gibt die Lage der in Tabelle 

2 aufgeführten Proteine im Gel wieder. 

 

 

Abbildung 10 Silbergefärbtes 2-DE Gel aus Zelllysat von nicht-transfizierten SH-SY5Y-

Zellen. Für die Isofokussierung wurden IPG-Strips (pH 3-10, linear) mit 130µg Protein beladen. Bei 

den mit Pfeilen markierten und nummerierten Spots konnte im Vergleich von Zelllysaten der mit 

PRNP transfizierten Zellen mit Lysaten nicht transfizierter SH-SY5Y-Zellen eine signifikante 

Regulation nachgewiesen werden.  
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Tabelle 2 

Spot 

Nr. 

Regulation Protein Datenbankeintrag Anzahl 

Peptide 

Score p-

Wert 

43 4,23 ↑ Polyglutamine-binding 

protein 1 

PQBP1_HUMAN 6 95 0,049 

115 2,52 ↑ Transgelin-2 TAGL2_HUMAN 8 134 0,005 

131 1,69 ↑ Translationally-controlled 

tumor protein - human 

TCTP_HUMAN 15 259 0,007 

166 1,62 ↑ 14-3-3 protein gamma 1433G_HUMAN 4 81 0,02 

216 1,67 ↑ Glutathione transferase 

omega-1 

GSTO1_HUMAN 14 185 0,03 

229 2,93 ↑ Annexin A5 ANXA5_HUMAN 11 165 0,002 

412 1,70 ↑ Protein disulfide-isomerase 

precursor 

PDIA1_HUMAN 6 150 0,03 

451 2,12 ↑ Rho GTPase-activating 

protein 1 

RHG01_HUMAN 8 112 0,002 

486 1,53 ↑ Fumarate hydratase, 

mitochondrial precursor 

FUMH_HUMAN 2 73 0,04 

504 2,16 ↑ Growth factor receptor-bound 

protein 2 

GRB2_HUMAN 15 127 0,034 

510 2,01 ↑ Alcohol dehydrogenase class-

3 

ADHX_HUMAN 7 67 0,051 

569 1,73 ↑ Platelet-activating factor 

acetylhydrolase IB subunit 

gamma 

PA1B3_HUMAN 3 36 0,02 

597 1,70 ↑ UV excision repair protein 

RAD23 homolog B 

RD23B_HUMAN 11 159 0,043 

73 0,52 ↓ Bifunctional methylenetetra-

hydrofolate dehydrogenase/ 

cyclohydrolase, 

mitochondrial precursor 

MTDC_HUMAN 6 77 0,035 

251 0,55 ↓ Spermine synthase SPSY_HUMAN 6 54 0,012 

403 0,43 ↓ UPF0027 protein C22orf28 CV028_HUMAN 16 206 0,003 

446 0,45 ↓ FK506-binding protein 4 FKBP4_HUMAN 3 58 0,009 

513 0,40 ↓ 40 kDa peptidyl-propyl cis-

trans isomerase 

PPID_HUMAN 14 151 0,018 

Übersicht über die in den 2-DE Gelen regulierten Proteine. Im Vergleich der 2-DE Gele nicht-

transfizierter SH-SY5Y-Zellen mit den stabil mit PRNP  transfizierten, PrP
c
-überexprimierenden SH-

SY5Y-Zellen konnten 18 in ihrer Expression regulierte Proteine nachgewiesen werden. Die Tabelle 

zeigt neben der genauen Proteinbezeichnung und entsprechendem Kürzel im Datenbankeintrag das 

Ausmaß der Regulation (x-fache Änderung) (gekennzeichnet durch die Pfeile ↑ und ↓), die Anzahl der 

gefundenen Peptide, Score und Signifikanz. Die Nummerierung der Proteine entspricht der in 

Abbildung 9. 
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Der Score, der die Homologie zwischen den sequenzierten Peptiden und ihren 

zugehörigen Proteinen angibt, war in dieser Arbeit bei allen Proteinen größer als 30 

(p < 0,05). Dies bestätigt die komplette Übereinstimmung oder zumindestens eine 

hohe Homologie zwischen den bei der Sequenzierung gefundenen Peptiden und den 

ihnen zugeordneten Proteinen. Um keine wichtigen Informationen zu verlieren, 

wurde die Grenze für die Identifikation von hoch- bzw. herrunterregulierten 

Proteinen auf eine mindestens 1,5fache Änderung ihrer Expression festgesetzt. Auf 

diese weise konnten 18 regulierte Proteine nachgewiesen werden. Von den 18 

Proteinen waren 13 durch die Überexpression von PrP
c
 in ihrer Expression hoch- und 

fünf herunterreguliert. Neun der 18 gefundenen Proteine zeigten im Zuge der PrP
c
-

Überexpression eine mehr als zweifache Regulation. Zehn Proteine ließen sich unter 

funktionellen Kriterien drei Gruppen zuordnen: Proteine mit Einfluss auf 

Signalkaskaden, die Organisation des Zytoskeletts oder auf die Proteinfaltung. Alle 

weiteren Proteine, die keiner der drei funktionellen Gruppen zugeordnet werden 

konnten, wurden nach ihrer Regulation (↑ / ↓) eingeteilt. Alle im Folgenden 

aufgeführten Proteine sind in Tabelle 2 aufgelistet. 

Für drei der in den 2-DE-Gelen hochregulierten Proteine (1433G, ANXA5 und 

TAGL2) wurden zusätzlich Westernblots angefertigt. Die Auswahl dieser Proteine 

erfolgte aufgrund ihrer besonderen Assoziation zu neurodegenerativen Erkrankungen 

wie der CJK oder der Alzheimerschen Erkrankung. So dient 1433G als 

diagnostischer Marker für die CJK (siehe Kapitel 5.1), eine erhöhte Expression von 

ANXA5 wurde im Gehirn von sCJK Patienten (Xiang et al. 2005) und auch in 

transient mit PrP
c
 transfizierten HEK293-Zellen (Ramljak et al. 2008) gefunden 

(siehe Kapitel 5.4.1). TAGL2 wird in der Großhirnrinde von Alzheimer Patienten 

signifikant höher exprimiert als in der Kontrollgruppe (Müller et al. 2007) (siehe 

Kapitel 5.2).  
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4.3.1  Proteine mit Einfluss auf Signalkaskaden  

Vier Proteine mit einer erhöhten Expression in den PrP
c
-überexprimierenden Zellen 

sind direkt oder indirekt an Signalübertragungsketten beteiligt: das 14-3-3 Protein 

gamma (1433G), das Wachstumsfaktor-Rezeptor-Bindungsprotein 2 (GRB2), das 

Rho GTPase-Aktivierungsprotein  (RHG01) und die Platelet-activating-Faktor-

Acetylhydrolase IB Subunit gamma (PA1B3). 

Für das in der CJK Diagnostik bekannte Protein 1433G konnte im Vergleich der 

nativen mit den PrP
c
-überexprimierenden SH-SY5Y-Zellen eine durch PrP

c
-

induzierte Regulation nachgewiesen werden. Die in der densitometrischen Analyse 

der 2-DE-Gele gefundene Hochregulation um das 1,62fache in den mit PRNP 

transfizierten Zellen ist mit einem p-Wert von 0,02 signifikant (p < 0,05). Zusätzlich 

wurden Westernblots mit spezifischen Antikörpern gegen 1433G angefertigt. In der 

densitometrischen Auswertung der Westernblots bestätigte sich die Hochregulation 

von 1433G in der PrP
c
-überexprimierenden Gruppe. Es ergab sich hierbei eine 

Hochregulation der 1433G-Expression um das 1,44fache der Expression in den 

Kontrollzellen. Dieser Wert ergibt sich nach Normalisierung durch die 

densitometrischen Werte von β-Actin zum Ausgleich kleiner Unterschiede in den 

beim Westernblot aufgetragenen Proteinmengen. 
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Abbildung 11 PrP
c
-induzierte Regulation von 1433G im Vergleich von nicht-transfizierten (k) 

mit PRNP transfizierten SH-SY5Y-Zellen (p). Das Protein 1433G ist durch die PrP
c
-

Überexpression in den transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant 

hochreguliert. a. Ausschnitte aus den verglichenen 2-DE-Gelen; mit Pfeilen markiert ist 1433G (Spot 

Nr. 166 in Abb. 10). b. Densitometrische Analyse der 2-DE-Gele. Vertikale Achse: Densitometrische 

Werte von 1433G. Die Expression in den transfizierten Zellen im Vergleich zu den nicht-transfizierten 

Zellen zeigte eine Hochregulation von 1433G um das 1,62fache. Mittelwerte und 

Standardabweichungen wurden aus vier unabhängigen Experimenten berechnet, zweiseitiger t-Test 

für unverbundene Stichproben mit Signifikanzbereich *, p < 0,05. c. Densitometrische Analyse der 

1433G-Westernblots. Vertikale Achse: Densitometrische Werte von 1433G relativ zu den β-Actin-

Werten. Hier ergab sich eine Hochregulation um das 1,44fache, Signifikanzbereich **, p<0,01 d. 

Westernblot von 1433G, bei 33kDa in der transfizierten Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen 

deutlichere Bande nachweisbar, keine signifikanten Unterschiede der β-Actin-Werte. 

 * 

** 
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4.3.2  Proteine mit Einfluss auf die Organisation des  

Zytoskeletts 

RHG01 kann durch seine funktionelle Variabilität zusätzlich einer weiteren Gruppe 

zugeteilt werden. Hierzu gehören Proteine, die an der Organisation und Stabilität des 

Zytoskeletts beteiligt sind. Außer RHG01 gehören noch Transgelin 2 (TAGL2), das 

translationell kontrollierete Tumorprotein (TCTP) und vermutlich auch das 

UPF0027-Protein C22orf28 (CV028) in diese Kategorie. Die drei erstgenannten 

Proteine weisen in den PrP
c
-überexprimierenden Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollzellen eine signifikante Erhöhung ihrer Expression auf, wohingegen CV028 

durch die PrP
c
-Überexpression herunterreguliert wird (siehe Tabelle 2). 

TAGL2 ist ein Protein mit Aktinbindungsfähigkeit. Die in der densitometrischen 

Analyse der 2-DE-Gele gefundene Hochregulation der TAGL2-Expression um das 

2,52fache in den mit PRNP transfizierten Zellen ist mit einem p-Wert von 0,005 

hochsignifikant (p < 0,01). Zusätzlich wurden Westernblots mit spezifischen 

Antikörpern gegen TAGL2 angefertigt. In der densitometrischen Auswertung der 

Westernblots bestätigte sich die Hochregulation von TAGL2 in der PrP
c
-

überexprimierenden Gruppe. Hier ergab sich eine Erhöhung der TAGL2-Expression 

um das ~266fache der Expression in den nativen SH-SY5Y-Zellen. Dieser Wert 

ergibt sich nach Normalisierung durch die densitometrischen Werte von β-Actin. 

Kleine Unterschiede in der beim Westernblot aufgetragenen Proteinmenge sind somit 

ausgeglichen.  
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Abbildung 12 PrP
c
-induzierte Regulation von TAGL2 im Vergleich von nicht-transfizierten 

(k) mit PRNP transfizierten SH-SY5Y-Zellen (p). Das Protein TAGL2 ist durch die PrP
c
-

Überexpression in den transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen hochsignifikant 

hochreguliert. a. Ausschnitte aus den verglichenen 2-DE-Gelen, mit Pfeilen markiert ist TAGL2 (Spot 

Nr. 115 in Abb. 10). b. Densitometrische Analyse der 2-DE-Gele. Vertikale Achse: Densitometrische 

Werte von TAGL2. Die Expression in den transfizierten Zellen im Vergleich zu den nicht-

transfizierten Zellen zeigte eine Hochregulation von TAGL2 um das 2,52fache. Mittelwerte und 

Standardabweichungen wurden aus vier unabhängigen Experimenten berechnet, zweiseitiger t-Test 

für unverbundene Stichproben mit Signifikanzbereich **, p < 0,01. c. Densitometrische Analyse der 

TAGL2-Westernblots. Vertikale Achse: Densitometrische Werte von TAGL2 relativ zu den β-Actin-

Werten. Hier ergab sich eine Hochregulation um das ~266fache, Signifikanzbereich ***, p < 0,001. d. 

Westernblot von TAGL2; bei 22kDa ist in der transfizierten Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen 

deutliche Bande nachweisbar, während sich keine signifikanten Unterschiede der β-Actin-Werte 

finden.  

 

** 

*** 
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4.3.3  Proteine mit Einfluss auf die Proteinfaltung  

In die Gruppe der Proteine mit Einfluss auf die Proteinfaltung fallen drei Proteine 

unterschiedlicher Regulation. Das Proteindisulfidisomerase-Vorläuferprotein 

(PDIA1) ist in dieser Kategorie als einziges hochreguliert. Das FK506-

Bindungsprotein 4 (FKBP4) und die 40kDa-Peptidylpropyl-cis/trans-Isomerase 

(PPID) werden hingegen durch die PrP
c
-Überexpression in ihrer Expression 

herrunterreguliert. 

4.3.4  Weitere durch die PrP
c
-Überexpression regulierte 

Proteine 

Einige Proteine konnten den drei Funktionsbereichen nicht zugeordnet werden. 

Darunter fallen fünf durch die PrP
c
-Überexpression hoch- und zwei 

herunterregulierte Proteine. 

4.3.4.1  Hochregulierte Proteine 

Das Protein mit der deutlichsten PrP
c
-induzierten Hochregulation in den SH-SY5Y-

Zellen ist das Polyglutamin-bindende Protein 1 (PQBP1). Das vor allem in Neuronen 

vorkommende Protein PQBP1 weist in den PrP
c
-überexprimierenden Zellen nach der 

densitometrischen Analyse der 2-DE-Gele eine mehr als vierfache Hochregulation 

im Vergleich zu den Kontrollzellen auf. Dieser Unterschied ist signifikant (p = 

0,049).  

Zu den hochregulierten Proteinen zählt ebenfalls das Kalzium- und Phospholipid-

bindende Protein Annexin A5 (ANXA5), dessen Regulation durch die 

Überexpression von PrP
c
 bereits in HEK293-Zellen gezeigt werden konnte (Ramljak 

et al. 2008). Die in der densitometrischen Analyse der 2-DE-Gele gefundene 

Hochregulation der ANXA5-Expression um das 2,93fache in den mit PRNP 

transfizierten Zellen ist mit einem p-Wert von 0,005 höchst signifikant (p < 0,01). 

Zusätzlich wurden Westernblots mit spezifischen Antikörpern gegen ANXA5 

angefertigt. In der densitometrischen Auswertung der Westernblots bestätigte sich 

die Hochregulation von ANXA5 in der PrP
c
-überexprimierenden Gruppe. Hier ergab 

sich eine Erhöhung der ANXA5-Expression um das 3,97fache der Expression in den 

nicht-transfizierten Kontrollzellen. Dieser Wert ergibt sich nach Normalisierung 

durch die densitometrischen Werte von β-Actin. Kleine Unterschiede in der beim 

Westernblot aufgetragenen Proteinmenge sind somit wiederum ausgeglichen.  
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Abbildung 13 PrP
c
-induzierte Regulation von ANXA5 im Vergleich von nicht-transfizierten 

(k) mit PRNP transfizierten SH-SY5Y-Zellen (p). Das Protein ANXA5 ist durch die PrP
c
-

Überexpression in den transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant 

hochreguliert. a. Ausschnitte aus den verglichenen 2-DE-Gelen; mit Pfeilen markiert ist ANXA5 

(Spot Nr. 229 in Abb. 10). b. Densitometrische Analyse der 2-DE-Gele. Vertikale Achse: 

Densitometrische Werte von ANXA5.  Die Expression in den transfizierten Zellen im Vergleich zu 

den nicht-transfizierten Zellen zeigte eine Hochregulation von ANXA5 um das 2,93fache. Mittelwerte 

und Standardabweichungen wurden aus vier unabhängigen Experimenten berechnet, zweiseitiger t-

Test für unverbundene Stichproben mit Signifikanzbereich **, p < 0,01. c. Densitometrische Analyse 

der ANXA5-Westernblots. Vertikale Achse: Densitometrische Werte von ANXA5 relativ zu den β-

Actin-Werten. Hier ergab sich eine Hochregulation um das 3,97fache, Signifikanzbereich **, p < 

0,01. d. Westernblot von ANXA5, bei 38kDa in der transfizierten Gruppe im Vergleich zu den 

Kontrollen stärkere Bande nachweisbar, keine signifikanten Unterschiede der β-Actin-Werte.   

 

 

 ** 

** 
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Eine erhöhte Expression zeigten in der mit PRNP transfizierten und PrP
c
-

überexprimierenden Gruppe ebenfalls die Glutathiontransferase omega-1 (GSTO1), 

ein Protein, welches an detoxifizierenden Prozessen beteiligt ist, die 

Fumarathydratase (FUMH), ein Enzym des Energiestoffwechsels und die 

Alkoholdehydrogenase Klasse 3 (ADHX), die auch als Glutathion-abhängige 

Formaldehyddehydrogenase bekannt ist. Des Weiteren wurde durch die PrP
c
-

Überexpression die Expression das UV-Exzisions-Reparaturprotein RAD23-

Homolog-B (RD23B) signifikant hochreguliert. 

4.3.4.2  Herunterregulierte Proteine  

Durch die Überexpression des PrP
c
 wurden fünf Proteine signifikant in ihrer 

Expression vermindert. In diese Gruppe gehören zusätzlich zu den bereits genannten 

Proteinen das mitochondriale Enzym bifunktionelle Methylentetrahydrofolat-

Dehydrogenase/Cyclohydrolase (MTDC) und die Sperminsynthase (SPSY), die für 

Zellwachstum und -differenzierung wesentlich ist.  
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4.4 p53-Westernblot 

Im Hinblick darauf, dass durch die alleinige PrP
c
-Überexpression in verschiedenen 

Zelllinien eine erhöhte endogene p53-Expression im Westernblot nachgewiesen 

werden konnte (Paitel et al. 2003) (siehe dazu auch Kapitel 5.5), wurden in der 

vorliegenden Arbeit zusätzlich Westernblots mit spezifisch an p53 bindenden 

Antikörpern durchgeführt. Zur Kontrolle gleicher Proteinmengen wurden β-Actin-

Antikörper verwendet. Zwischen den PrP
c
-überexprimierenden und den Lysaten 

nativer SH-SY5Y-Zellen ergab sich in der qualitativen Untersuchung der 

Westernblots keine Unterschiede in der Expression von p53 oder der β-Actin-Level 

(siehe Abbildung 14).  

 

 

Abbildung 14 Nachweis der Expression von p53 in Lysaten stabil mit PRNP transfizierter 

SH-SY5Y-Zellen (p) und nativer SH-SY5Y-Zellen als Kontrollzellen (k)  mittels Westernblot. 

Die Spuren wurden jeweils mit 40µg Protein aus den Zelllysaten beladen. Zwischen den beiden 

Gruppen sind keine Unterschiede in der p53-Expression nachweisbar, ebenfalls zeigen sich keine 

Unterschiede in den β-Actin-Leveln. Der Westernblot wurde vier Mal wiederholt.  
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5 Diskussion 

Die humane Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y ist gut charakterisiert und wurde 

häufig entweder als Modell zur Erforschung der physiologischen Funktion des PrP
c
 

(Watt et al. 2007), der biologischen Rolle des N-Terminus des PrP
c
 (Zeng et al. 

2003) oder des Prion-induzierten Nervenzelltodes (Thellung et al. 2002, Dupiereux 

et al. 2006, Martinez und Pascual 2007) verwendet. In der dieser Studie wurde ein 

Proteom-basierter Ansatz gewählt, um biologische Prozesse zu beschreiben, die 

durch die stabile Überexpression des humanen PrP
c
 in der Neuroblastomzellinie SH-

SY5Y beeinflusst werden.  

Verschiedenen unabhängigen Berichten zufolge entwickeln transgene Mäuse durch 

eine Überexpression von Wildtyp-PrP
c
 neurodegenerative Veränderungen (Huang et 

al. 2007, Westaway et al. 1994, Chiesa et al. 2008). Im Einklang hiermit zeigte eine 

andere Studie, dass die Akkumulation cytosolischen PrP
c
s in vitro und in vivo 

neurotoxisch wirkt (Ma et al. 2002). Schließlich wurde vor kurzem nachgewiesen, 

dass eine transiente Transfektion von HEK293-Zellen mit menschlichem PRNP die 

Expression von Proteinen deregulieren kann, die für den Energiestoffwechsel und 

das zelluläre Gleichgewicht von entscheidender Bedeutung sind (Ramljak et al. 

2008).  

Der in der hier vorliegenden Studie durchgeführte Proteomvergleich neuronaler 

Zellen mit endogenem PrP
c
-Level und den deutlich PrP

c
-überexprimierenden stabil 

transfizierten SH-SY5Y-Zellen ergab ebenfalls die Deregulation mehrerer Proteine. 

Die Mehrzahl der in ihrer Regulation veränderten Proteine steht entweder in 

Verbindung mit Signalübertragunsketten, der Organisation des Zytoskeletts oder der 

Proteinfaltung. Daraus lässt sich ableiten, dass die Überexpression von PrP
c
 das 

zelluläre Gleichgewicht unabhängig von Zelltyp oder Transfektionsmethode 

beeinflusst.  
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Abbildung 15 Übersicht über die 18 regulierten Proteine und ihre Einteilung. Drei funktionelle 

Gruppen: Proteine mit Einfluss auf Signalkaskaden, das Zytoskelett und die Proteinfaltung. Vierte 

Gruppe alle weiteren nicht nach ihrer Funktion klassifizierbaren regulierten Proteine. Einteilung nach 

Regulation:  und ↑ : hochregulierte Proteine,  und ↓ : herunterregulierte Proteine. 

5.1 Proteine mit Einfluss auf Signalkaskaden  

Die Steuerung bestimmter Signalübertragungsketten durch PrP
c
 ist gewiss. Daher ist 

die Feststellung nicht verwunderlich, dass PrP
c
 die Regulation von Proteinen, die in 

Verbindung mit Signalkaskaden stehen, beeinflussen kann. Drei Proteine, die im 

Zusammenhang mit Signalübertragungswegen stehen, wurden durch die stabile PrP
c
-

Überexpression hochreguliert. Dazu zählen das 14-3-3 Protein Gamma (1433G), das 

Wachstumsfaktor-Rezeptor-Bindungsprotein 2 (GRB2) und das Rho GTPase-

Aktivierungsprotein (RHG01). Diese Funde stützen einmal mehr die Tatsache, dass 

PrP
c
 eine wichtige Rolle in der Übertragung zellulärer Signale spielt. 

Das Protein 1433G ist ein gut bekannter Marker zur Unterscheidung zwischen der 

sCJK und anderen Demezerkrankungen (Van Everbroeck et al. 2005). Proteine der 

14-3-3 Familie haben einen wesentlichen Einfluss auf diverse Signalübertragungs-

ketten, die Regulation des Zellzyklus und der Apoptose (Fu et al. 2000). Die 

Hochregulation von 1433G scheint während ischämischen Ereignissen einen 

schützenden Effekt auf Astrozyten auszuüben und somit das Zellüberleben zu 

fördern (Chen XQ et al. 2005), während eine Abnahme von 1433G zu einer erhöhten 
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Apoptoserate führt. Ob oder inwieweit 1433G über seine Funktion als Biomarker 

hinaus einen Einfluss auf die CJK hat ist bisher jedoch unklar. 

Ein weiteres Signalprotein, dessen Hochregulation nach PrP
c
-Überexpression gezeigt 

werden konnte, ist GRB2. Eine frühere Studie wies in einem Hefe-Zwei-Hybrid-

System die Interaktion von GRB2 und PrP
c
 nach (Spielhaupter und Schatzl 2001). 

GRB2 ist ein Adapterprotein, welches hauptsächlich die Signale von extrazellulären 

bzw. transmembranen Rezeptoren, wie neuronalen oder epidermalen 

Wachstumsfaktorrezeptoren, mit intrazellulären Signalmolekülen verbindet. Als 

solches ist es wesentlich für die Ausbildung von Signalkomplexen (Cheng et al. 

1998). 

Zusätzlich wies RHG01 in den transfizierten Zellen durch die PrP
c
-Überexpression 

im Vergleich zu den Kontrollzellen eine erhöhte Expression auf. Es gehört zu einer 

kleinen Gruppe an GTPasen der Ras-Superfamilie, die an zahlreichen zellulären 

Aktivitäten wie beispielsweise der Kontrolle von Signalkaskaden der c-Jun N-

terminalen Kinase und der p38 mitogen-aktivierten Proteinkinase beteiligt sind (Coso 

et al. 1995, Minden et al. 1995). Ebenfalls wirken Rho GTPasen an Regulation und 

Aufbau des Aktinzytoskeletts mit (Hall 1998) (siehe dazu Kapitel 5.2). Abgesehen 

davon wurde vor kurzem in Microarray-Experimenten das Rho GTPase-

Aktivierungsprotein 15 als eines der Interaktionspartner von PrP
c
 ausgemacht (Satoh 

et al. 2009). 

Die Platelet-activating-Faktor-Acetylhydrolasen (PAF-AH) sind eine kleine 

Proteinfamilie, die der Superfamilie der Phospholipasen A2 angehört. Der PAF-AH 

IB Subunit gamma (PA1B3) war in dieser Studie durch die erhöhte PrP
c
-

Konzentration ebenso in ihrer Expression hochreguliert. Der Platelet-activating-

Faktor (PAF) ist einer der effektivsten Lipidmessenger, der von PAF-AH durch 

Spaltung der Acyl-Gruppe an der sn-2 Position inaktiviert werden kann (Prescott et 

al. 2000). Die Identifikation von spezifischen PAF-Bindungsstellen im Gehirn von 

Wüstenrennmäusen und Ratten deutet darauf hin, dass PAF eine physiologische 

Rolle im Gehirn spielt (Domingo et al. 1988, Marcheselli et al. 1990). PAF-AH 

könnte dafür zuständig sein die Menge an PAF im Gehirn zu regulieren, indem es die 

Ansammlung von PAF in den Zellen vermindert (Hattori et al. 1993). Intrazelluläre 

PAF-AH kann des Weiteren oxidativ modifizierte Phospholipide hydrolysieren und 

bei ihrer Entfernung mithelfen. Oxidierte Phospholipide wurden in normalem Gehirn 

gefunden und es ist bekannt, dass sie nach Lipidperoxidation auf Grund der Bildung 
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von freien Radikalen oder oxidativem Stress vermehrt vorliegen (Hattori et al. 1993). 

Intrazelluläre PAF-AH, welches konstitutiv aktiv ist und selektiv oxidierte 

Phospholipide hydrolysiert, könnte somit an der Entfernung dieser oxidierten 

Phospholipide beteiligt sein. Eine PrP
c
-induzierte Hochregulation von PAF-AH 

könnte somit außerdem auf eine erhöhte Rate von oxidierten Phospholipiden in PrP
c
-

überexprimierenden SH-SY5Y-Zellen hinweisen. 

5.2 Proteine mit Einfluss auf die Organisation des  

Zytoskeletts 

Dass PrP
c
 die Fähigkeit hat, die Dynamik von Mikrotubuli zu regulieren und das 

Aktinzytoskelett zu reorganisieren, ist gut dokumentiert (Dong et al. 2008, Malaga-

Trillo et al. 2009). So konnten in dieser Arbeit vier Proteine gefunden werden, die an 

der Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind. Drei dieser Proteine wurden durch 

PrP
c
 hochreguliert, eines hingegen herunterreguliert. 

Wie in Kapitel 5.1 erwähnt, gehört RHG01 nicht nur zu den Proteinen, die an 

Signalübertragungen beteiligt sind, sondern des Weiteren zu der Gruppe, die Einfluss 

auf das Zytoskelett hat. Mitglieder der Proteinfamilie der Rho GTPasen können 

durch ihre Interaktion mit zahlreichen Zielproteinen das Aktinzytoskelett regulieren 

und sorgen für die Kontrolle anderer zelluärer Aktivitäten wie beispielsweise der 

Gentranskription oder Zelladhäsion (Hall 1998).  

Ein weiteres Protein, dessen Expression durch die PrP
c
-Überexpression in den 

transfizierten Zellen signifikant hochreguliert wurde, ist Transgelin 2 (TAGL2). 

TAGL2 gehört in die Aktin-bindende Proteinfamilie der Calponine. Transgelin ist 

somit ein Protein, welches durch seine Aktinbindungsfähigkeit an der Organisation 

und Stabilität des Aktinzytoskeletts beteiligt ist (Goodman et al. 2003). 

Darüberhinaus wirkt Transgelin möglicherweise durch die Ausbildung von 

Podosomen an der Zellbeweglichkeit mit (Kaverina et al. 2003). Außerdem scheint 

es als Tumorsupressor zu fungieren (Assinder et al. 2009). Es supprimiert dabei die 

Expression der Metallo-Matrix Proteinase 9 (MMP-9) (Nair et al. 2006). MMPs 

spielen eine entscheidende physiologische Rolle für die synaptische Plastizität und 

axonale Migration und wirken üblicherweise an der Pathophysiologie neuronaler 

Zellen mit (Dzwonek et al. 2004). Kürzlich konnte die PrP
c
-abhängige 

Herunterregulation der MMP-9-Transkription nachgewiesen werden (Pradines et al. 
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2008). PrP
c
 hat die Fähigkeit das cAMP responisve element binding protein (CREB) 

zu aktivieren, welches über die Transkription verschiedener Gene Zellüberleben,       

-proliferation und Neuroplastizität positiv beeinflusst. Durch die PrP
c
-abhängige 

Aktivierung von CREB zeigte sich, dass MMP-9 vermindert, ihr Inhibitor TIMP-1 

hingegen vermehrt transkribiert wurde. Insgesamt könnte für die Herunterregulation 

der MMP-9 neben der vermehrten Transkription ihres Inhibitors TIMP-1 auch die 

Hochregulation von dem die MMP-9-supprimierenden Protein TAGL2 eine Rolle 

spielen. Es scheint möglich, dass TAGL2 in dieser Kette das Bindeglied ist, über 

welches die PrP
c
-induzierte Herunterregulation der MMP-9-Transkription vermittelt 

wird. Möglicherweise werden somit die oben genannten, durch die CREB-

Aktivierung ausgelösten positiven Effekte des PrP
c
 auf Zellüberleben, -proliferation 

und Neuroplastizität durch die Herunterregulation der MMP-9 verursacht. Zusätzlich 

zeigte sich, dass MMP-9-knockout-Mäuse für ischämische Ereignisse weniger 

suszeptibel sind als Wildtyp-Mäuse (Svedin et al. 2007), was ebenfalls für einen 

protektiven Einfluss der MMP-9 spricht. Ein weiterer Aspekt der Funktion von 

Transgelin ist der Zusammenhang zwischen seiner Aktinbindungsfähigkeit und der 

Zellalterung. Das Ausschalten des SCP1-Gens (kodierend für das Aktin-bindende 

Protein Scp1p; homolog in Säugetieren kodierend für SM22/Transgelin) in 

Hefekulturen führt zur verringerten Produktion von hochreaktiven 

Sauerstoffmetaboliten und einem signifikanten Anstieg der Lebensdauer (Gourlay et 

al. 2004). Dies weist darauf hin, dass Transgelin in Prozesse involviert ist, die an der 

Regulation der Zellalterung beteiligt sind. Außerdem ist Transgelin im 

Zusammenhang mit der Alzheimerschen Erkrankung bekannt. Die nach Induktion 

der Expression der intrazellulären Domäne des Amyloidvorläuferproteins 

durchgeführte Transkriptomanalyse in einem menschlichen Nervenzellkultursystem 

brachte eine erhöhte Expression des Transgelingens zum Vorschein. Darüberhinaus 

war Transgelin in der frontalen Großhirnrinde von Alzheimer-Patienten signifikant 

höher exprimiert als in der altersentsprechenden Kontrollgruppe (Müller et al. 2007). 

Als drittes durch die PrP
c
-Überexpression hochreguliertes Protein gehört das 

translationell kontrollierete Tumorprotein (TCTP) in die Gruppe der Proteine, die im 

Zusammenhang mit dem Zytoskelett stehen. Die primäre physiologische Funktion 

von TCTP ist weitestgehend unklar. Lediglich bekannt ist, dass TCTP Eigenschaften 

eines Tubulin-bindenden Proteins besitzt. Es verbindet sich während des Zellzyklus 

mit Mikrotubuli und vorübergehend auch mit der Mitosespindel (Gachet et al. 1999). 
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Weiterhin führen erhöhte TCTP-Level zur Reorganisation von Mikrotubuli und zur 

Zunahme von Mikrotubulimenge und -stabilität (Gachet et al. 1999). Außerdem 

interagiert TCTP in einem Hefe-Zwei-Hybrid-System mit der dritten 

zytoplasmatischen Domäne der Na
+
/K

+
-ATPase-alpha-subunit und inhibiert sie 

dosisabhängig (Jung et al. 2004). Interessanterweise führt eine TCTP-

Überexpression in vivo zur Hemmung der Aktivität der Na
+
/K

+
-ATPase und der 

intrazellulären Ca
2+

-Mobilisation (Kim et al. 2008). Schließlich konnte vor kurzem 

die α2/β2-Na
+
/K

+
-ATPase als neuer PrP

c
-Bindungspartner identifiziert werden, 

wobei PrP
c
 die Aktivität der Na

+
/K

+
-ATPase zu modulieren scheint (Kleene et al. 

2007). 

Das UPF0027-Protein C22orf28 (CV028), ein Protein der uncharakterisierten 

Proteinfamilie (UPF) UPF0027 wird im Gegensatz zu den drei vorhergehenden 

Proteinen dieser Gruppe durch PrP
c
 mehr als zweifach herunterrguliert. Die Funktion 

dieses Proteins ist praktisch unbekannt. Aus physikalischer Sicht kann lediglich 

abgeleitet werden, dass CV028 mit Vinculin interagiert (UniProt 01. April 2009). 

Vinculin ist ein Actinfilament bindendes Protein, welches in Haftplatten lokalisiert 

ist (Le Clainche und Carlier 2008) und möglicherweise eine Rolle für die 

Wachstumsregulation in neuroendokrinen Tumoren spielt (Liu M et al. 2007). Daher 

kann eine direkte oder indirekte Beteiligung von CV028 an der Regulation des 

Zytoskeletts in Betracht gezogen werden. 

5.3 Proteine mit Einfluss auf die Proteinfaltung  

Die Möglichkeit, dass die PrP
c
-Überexpression die Regulation von Proteinen, die an 

der Proteinfaltung beteiligt sind, verursachen könnte ist in der Prionforschung von 

besonderem Interesse, da Prionerkrankungen durch die Akkumulation des PrP
Sc

 

ausgelöst werden. In dieser Studie konnten drei Proteine gefunden werden, die die 

Proteinfaltung beeinflussen. Zwei davon sind durch die PrP
c
-Überexpression in den 

mit PRNP transfizierten Zellen jeweils verglichen mit den Kontrollzellen in ihrer 

Expression herunterreguliert. Ein Protein ist hochreguliert.  

Das einzige hochregulierte Protein in dieser Gruppe ist das Proteindisulfidisomerase 

(PDI) -Vorläuferprotein (PDIA1), ein Enzym, welches die Proteinfaltung unterstützt. 

Es ist ein Protein, welches im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert ist und 

die Isomerisierung von intra- und intermolekularen Disulfidbindungen katalysiert. 
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Dabei kann es einerseits, in geringen Konzentrationen vorliegend, als Chaperon die 

Aggregation von Proteinen fördern, andererseits als sogenanntes Anti-Chaperon, 

wenn es in hohen Konzentrationen vorliegt, die Aggregation von Proteinen 

vermindern (Gilbert 1997). Funktion und Aktivität von PDIA1 deckt sich mit 

derjenigen von GRP58, ebenfalls ein Mitglied der Proteindisulfidisomerase 

Proteinfamilie. In einem Scrapie-Modell an Mäusen konnte gezeigt werden, dass die 

Scrapieinfektion in der präsymptomatischen Krankheitsphase zu einer 

Hochregulation der GRP58-Expression führt (Hetz et al. 2005). Ebenfalls konnte 

gezeigt werden, dass die Überexpression von GRP58 in N2a-Zellen mit einer 

geringeren Empfänglichkeit für PrP
Sc

-induzierten Stress einhergeht (Hetz et al. 

2005). Veränderungen der ER-Homöostase können durch verschiedene Formen von 

Stress ausgelöst werden und spezifische zellprotektive Mechanismen aktivieren. 

Diese können dann beispielsweise zu einer Hochregulation von ER-Chaperonen wie 

PDIA1 führen (Liu H et al. 1997, Ferri und Kroemer 2001, Rao et al. 2002). Eine 

Überexpression von PDIA1 könnte somit als Reaktion auf die durch die PrP
c
-

Überexpression gestörte ER-Homöostase angesehen werden. Eine weitere Studie 

zeigte die Überexpression von PDI im Gehirn von sCJK-Patienten (Yoo et al. 2002).  

Umgekehrt wurde die Expression der 40kDa-Peptidypropyl-cis/trans-Isomerase 

(PPID) (auch Cyclophilin 40 genannt), ein weiteres Protein mit Chaperonaktivität, 

unter PrP
c
-Überexpression herunterreguliert. Die Ergebnisse von Cohen und 

Taraboulos (2003) deuten darauf hin, dass Cyclophiline im normalen Stoffwechsel 

von PrP
c
 eine Rolle spielen. Sie fanden heraus, dass die Zugabe des 

Immunsuppressivums Cyclosporin A zu zwei Zelllinien von Maus und Hamster 

Peptidylpropyl Isomerasen (PPI) der Cyclophilin Familie hemmen und zur 

Akkumulation einer Proteasom-resistenten PrP-Form führen. Sie vermuten weiterhin, 

dass die Schwächung der PPIase-Aktivität während des Alterns Ablagerungen von 

PrP im Gehirn verursachen und damit einen Beitrag zur Entwicklung von 

sporadischen Prionerkrankungen leisten könnte (Cohen und Taraboulos 2003).  

Ebenso zeigte das FK506-Bindungsprotein 4 (FKBP4 oder FKBP52) in dieser Arbeit 

eine mehr als zweifache Heunterregulation durch PrP
c
. FKBP52 gehört zur 

Immunophillin-Familie, ebenfalls eine Gruppe von Chaperonproteinen, die 

immunsuppressive Medikamente binden und PPI-Aktivität besitzen. Immunophiline 

sind in hohen Konzentrationen im zentralen und peripheren Nervensystem zu finden 

(Steiner et al. 1992). FKBP52 ist ein Teil des Steroidrezeptorkomplexes und wird 
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über das 90kDa Hitzeschockprotein (HSP) mit dem Rezeptorkomplex verbunden 

(Sanchez 1990, Tai et al. 1992, Perdew und Whitelaw 1991). Darüberhinaus scheint 

FKBP52 die das Neuritenwachstum fördernde Eigenschaft des Immunsuppressivums 

FK506 zu vermitteln (Gold et al. 1999). Für ein anderes Mitglied der Immunophillin-

Familie, das FK506 bindende Protein 1B, konnte interessanterweise in 

Mikroarrayversuchen eine mehr als zweifache Herunterregulation im frontalen 

Cortex von sCJK-Patienten nachgewiesen werden (Xiang et al. 2005). 

5.4 Weitere durch die PrP
c
-Überexpression regulierte 

Proteine 

Neben den bisher beschriebenen Proteinen wurden durch die PrP
c
-Überexpression 

acht weitere Proteine reguliert, die an anderen biologischen Prozessen beteiligt sind. 

Die Mehrzahl dieser Proteine, deren Aufgaben und mögliche Zusammenhänge zur 

physiologischen Funktion von PrP
c
 im Folgenden beschrieben werden, wies in den 

PrP
c
-überexprimierenden Zellen eine erhöhte Expression auf.  

5.4.1  Hochregulierte Proteine 

Das Protein, welches in der densitometrischen Analyse der 2-DE-Gele in der PrP
c
-

überexprimierenden Gruppe verglichen mit nativen SH-SY5Y-Zellen die deutlichste 

Hochregulation zeigte war das Polyglutamin-bindende Protein 1 (PQBP1). Dieses 

Protein ist im Zellkern lokalisiert und wird ubiquitär exprimiert. Hauptsächlich 

kommt es in Neuronen des ZNS vor, dabei wurden hohe Konzentrationen dieses 

Proteins in der Kleinhirnrinde, dem Hippokampus und dem Bulbus olfactorius 

nachgewiesen (Waragai et al. 1999). In vitro konnte gezeigt werden, dass die 

Überexpression von PQBP1 das Zellwachstum hemmt und die Empfänglichkeit der 

Zellen für verschiedene Arten von Stress ansteigt (Waragai et al. 1999). In Einklang 

mit diesen Erkenntnissen führt die PQBP1-Überexpression in vivo zu einem spät 

einsetzenden Abbau von Nervenzellen im ZNS (Okuda et al. 2003). Des Weiteren 

kann durch PQBP1 Nervenzelltod ausgelöst werden. Dieser Vorgang scheint über 

mitochondrialen Stress, einem Schlüsselelement, das bei vielen neurodegenerativen 

Störungen beteiligt ist, vermittelt zu werden (Marubuchi et al. 2005). Die 

Hochregulation von PQBP1 führt daher zu der Annahme, dass die Überexpression 

von PrP
c
 das zelluläre Gleichgewicht stört.  
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Ein sehr wichtiges Protein, das durch die PrP
c
-Überexpression in den SH-SY5Y-

Zellen in seiner Expression hochreguliert wurde, scheint Annexin A5 (ANXA5) zu 

sein. Die PrP
c
-induzierte Deregulation von ANXA5 konnte bereits in der Studie von 

Ramljak et al. (2008) nach transienter Transfektion von HEK293-Zellen mit PRNP 

gezeigt werden (Ramljak et al. 2008). ANXA5 war das einzige Protein, welches 

sowohl in der hier vorliegenden Studie durch die stabile PrP
c
-Überexpression, als 

auch durch die transiente Überexpression des PrP
c
 als hochreguliert nachgewiesen 

werden konnte (Ramljak et al. 2008). Ebenfalls konnte eine Hochregulation von 

ANXA5 in Westernblots aus Lysaten zweier weiterer transient mit PrP
c
 transfizierter 

Zellinien nachgewiesen werden. In N2a Neuroblastomzellen der Maus ergab sich in 

mit PrP
c
 transfizierten Zellen im Vergleich zu mit einem leeren Kontrollvektor 

transfizierten Zellen eine 2 fache Hochregulation von ANXA5, in menschlichen SK-

N-LO Neuroblastomzellen war eine 1,8 fache Hochregulation nachweisbar (Weiss et. 

al. 2010). Daher scheint die PrP
c
-vermittelte Regulation von ANXA5 weder 

zelltypspezifisch noch abhängig von der Art der Transfektion zu sein. ANXA5 

gehört zu der Annexin-Familie der Kalzium- und Phospholipid-bindenden Proteine, 

deren physiologische Rolle nur wenig bekannt ist. Im Einklang mit den bereits 

bekannten Funktionen des PrP
c
 scheint ANXA5 für das Überleben und 

Neuritenwachstum sich entwickelnder kortikaler Neuronen wichtig zu sein. Auch 

schützt ANXA5 Neuronen vor durch Peroxid oder Hypoxie verursachten Schäden 

(Han et al. 2004). Ein weiterer interessanter Zusammenhang von ANXA5 zu 

Prionerkrankungen ist die in einer Genexpressionsstudie an sCJK-Patienten 

gefundene Hochregulation von ANXA5 im frontalen Cortex (Xiang et al. 2005).  

Dies verdeutlicht die mögliche Rolle von ANXA5 für die Pathophysiologie der CJK. 

In ANXA5-Knockout-DT-40-Zellen zeigte sich eine Resistenz gegenüber 

verschiedener apoptose-induzierender Mittel wie Staurosporin, die über einen Ca
2+

- 

abhängigen Weg den programmierten Zelltod vermitteln (Hawkins et al. 2002). 

Umgekehrt stimuliert die Überexpression von ANXA5 apoptotische Ereignisse, 

unabhängig von der Zugabe apoptose-induzierender Agenzien wie Staurosporin 

(Wang und Kirsch 2006). Interessanterweise zeigten einige frühere Experimente, 

dass die PrP
c
-Überexpression in verschiedenen Zelllinien einen Anstieg des durch 

Staurosporin hervorgerufenen Zelltods via p53 hervorruft (Paitel et al. 2002, Paitel et 

al. 2003, Paitel et al. 2004). In dieser Studie konnte keine Hochregulation von p53 

gezeigt werden. Über eine funktionelle Beziehung zwischen der schon früher 
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beschriebenen erhöhten Empfänglichkeit von PrP
c
-überexprimierenden Zellen 

gegenüber Staurosporin und der Hochregulation von ANXA5 kann jedoch trotzdem 

spekuliert werden (siehe Kapitel 5.5). 

Ein weiteres Protein, welches durch die PrP
c
-Überexpression in SH-SY5Y-Zellen 

hochreguliert wurde ist die Glutathiontransferase Omega-1 (GSTO1). GSTO1 ist ein 

Enzym der Glutathion-S-Transferase-Familie, welches durch die Konjugation von 

Fremdstoffen mit reduziertem Glutathion eine wichtige Rolle in 

Entgiftungsprozessen spielt. In der Studie von Ramljak et al. (2008) wurde die 

Glutathion-S-Transferase P durch eine moderate PrP
c
-Überexpression in HEK293-

Zellen hochreguliert (Ramljak et al. 2008). Bemerkenswert ist außerdem, dass 

genetische Studien zum Alter bei Erkrankungsbeginn der Alzheimer- und 

Parkinsonerkrankung unter anderem das GSTO1-Gen hervorbrachten. GSTO1 wird 

als wichtig für die Kontrolle des Alters bei Erkrankungsbeginn angesehen (Li et al. 

2003). 

Zu den durch die PrP
c
-Überexpression deregulierten Proteinen gehören zwei 

mitochondriale Proteine, die Fumarathydratase (FUMH) und die bifunktionelle 

Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase/Cyclohydrolase (MTDC). FUMH konnte in 

den transfizierten Zellen gegenüber den Kontrollzellen als hochreguliert 

nachgewiesen werden. Dagegen war MTDC herunterreguliert (für MTDC siehe 

Kapitel 5.4.2) nachgewiesen werden. FUMH ist ein Enzym der Atmungskette, 

genauer gesagt des Zitratzyklus’, welches Fumarat in Malat umwandelt. Damit ist es 

ein Protein, welches in den zellulären Energiestoffwechsel involviert ist. 

Die Alkoholdehydrogenase Klasse III (ADHX), ein unter PrP
c
-Überexpression 

zweifach hochreguliertes Protein, ist die einzige Alkoholdehydrogenase, die im 

erwachsenen menschlichen Gehirn exprimiert wird und dessen primäre Funktion 

nicht die Oxidation von Ethanol darstellt, wohl aber die Oxidation von langkettigen 

primären Alkoholen (Giri et al. 1989). ADHX ist auch bekannt als Glutathion-

abhängige Formaldehyddehydrogenase (Holmquist und Vallee 1991), die eine 

wichtige Rolle in der Formaldehydentgiftung und Reduktion des 

Stickstoffmonoxidmetaboliten S-Nitroglutathion spielt (Sanghani et al. 2003). 

Abgesehen von einer möglicherweise entgiftenden Funktion bleibt die Ursache für 

die Hochregulation dieses Proteins unklar.  

Das in den mit PRNP transfizierten Zellen im Vergleich zu den nativen Zellen knapp 

zweifach hochregulierte UV-Exzisions-Reparaturprotein RAD23-Homolog-B 
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(RD23B) spielt wie alle RAD23-Proteine sowohl eine Rolle für die DNA-Reparatur 

als auch für die Regulation der Proteinstabilität (Glockzin et al. 2003, Brignone et al. 

2004). Es wird außerdem angenommen, dass RD23B an der Nukleotidexzisions-

reparatur beteiligt ist, einem der wichtigsten DNA-Reparatur-Mechanismen, welcher 

eine Vielzahl an Basenläsionen beseitigen kann (Sugasawa et al. 1996). 

5.4.2  Herunterregulierte Proteine 

Das zweite mitochondriale Protein ist, wie oben erwähnt, die bifunktionelle 

Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase/Cyclohydrolase (MTDC). In dieser Arbeit 

wurde es durch die PrP
c
-Überexpression vermindert ausgebildet. Die physiologische 

Funktion dieses Proteins ist bisher unbekannt. Man weiß jedoch, dass MTDC-

knockout-Mäuse in utero sterben. Daher wird davon ausgegangen, dass MTDC eine 

wesentliche Rolle während der embyonalen Entwicklung spielt und möglicherweise 

mit dem mitochondrialen Folsäuremetabolismus zusammenhängt (Di Pietro et al. 

2002). 

Ein weiteres durch die stabile Überexpression von PrP
c
 herunterreguliertes Protein ist 

die Sperminsynthase (SPSY). SPSY ist ein Protein, das der Familie der 

Aminopropyltransferasen angehört und die Synthese von Spermin katalysiert, indem 

es den Anbau einer Aminopropylgruppe an das Polyamin Spermidine bewirkt. 

Polyamine wie Spermin kommen in Säugetiergeweben ubiquitär vor und sind für 

Zellwachstum und -differenzierung entscheidend (Pegg und McCann 1982). Spermin 

kann außerdem direkt als Fänger freier Radikaler fungieren und die DNA vor den 

dadurch induzierten oxidativen Schäden bewahren (Ha et al. 1998). Darüberhinaus 

konnte nachgewiesen werden, dass Spermin die nukleinsäureinduzierte 

Polymerisierung des Prionproteins vermindern kann (Bera und Nandi 2007) und 

sogar in der Lage ist die Vermehrung von PrP
Sc 

zu hemmen. Insbesondere zeigte 

sich, dass ein Polyamin, welches in der Kopfgruppe Spermin enthält, die Fähigkeit 

besitzt bereits gebildetes PrP
Sc

 abzubauen (Winkelhofer und Tatzelt 2000). 

Insgesamt könnte somit eine Herunterregulation der SPSY und damit verbunden eine 

niedrigere Konzentration an Spermin diese Prozesse negativ beeinflussen und 

möglicherweise für einen verzögerten Abbau von PrP
c
 und PrP

Sc
 verantwortlich sein.  

Interessanterweise zeigt das in dieser Studie ebenfalls als dereguliert nachgewiesene 

DNA-Reparaturprotein RD23B, wie in Kapitel 5.4.1 beschrieben, eine PrP
c
-

induzierte Hochregulation seiner Expression. 
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5.5 Zusammenhang: PrP
c
-Überexpression und 

Apoptose 

Zahlreiche frühere Studien beschäftigten sich mit dem Einfluss des Prionproteins auf 

den programmierten Zelltod. Wie bereits in Kapitel 1.6 erläutert konnten für PrP
c
 

sowohl anti- (Kuwahara et al. 1999, Sakudo et al. 2003) als auch proapoptotische 

Eigenschaften nachgewiesen werden. Letztere werden möglicherweise über das C1-

Fragment vermittelt, welches über die Aktivierung des p53-abhängigen 

Apoptoseweges die Sensibilität für apoptotische Reize steigert (Sunyach et al. 2007). 

Vor allem interessant scheint dabei der mögliche Zusammenhang zwischen dem in 

dieser Studie in den PrP
c
-überexprimierenden Zellen hochregulierten Protein 

ANXA5 und der proapoptotischen Funktion des Prionproteins zu sein. Dass ANXA5 

unterschiedlich Einfluss auf Apoptoseereignisse nimmt ist in mehreren Studien 

belegt. So zeigen ANXA5-Knockout-DT-40-Zellen eine Resistenz gegenüber 

verschiedenen apoptose-induzierenden Mitteln wie Staurosporin (Hawkins et al. 

2002). Andererseits vermag die Überexpression von ANXA5 apoptotische Ereignisse 

sogar ohne Zugabe apoptose-induzierender Mittel wie Staurosprin zu fördern (Wang 

und Kirsch 2006). Die PrP
c
-Überexpression wiederum kann einen Anstieg der durch 

Staurosporin hervorgerufenen Zelltodrate via p53 hervorrufen (Paitel et al. 2002, 

Paitel et al. 2003, Paitel et al. 2004). 

In der hier vorliegenden Studie konnte allerdings durch die alleinige PrP
c
-

Überexpression in den 2-DE-Gelen keine p53-Regulation nachgewiesen werden. 

Ebenfalls bestätigten die zusätzlich zu den 2-DE-Gelen angefertigten Westernblots, 

dass die p53-Expression durch die reine PrP
c
-Überexpression in SH-SY5Y-Zellen 

unter unveränderten Bedingungen, d.h. ohne Zugabe apoptose-induzierender 

Substanzen, in der Tat unverändert bleibt. Die alleinige PrP
c
-Überexpression in SH-

SY5Y-Zellen reicht somit nicht aus, um den p53-abhängigen Apoptoseweg zu 

aktivieren. Trotzallem scheint es plausibel, dass die erhöhte Empfänglichkeit von 

PrP
c
-überexprimierenden Zellen für Staurosporin im Zusammenhang mit der 

Hochregulation von ANXA5 steht. 

Ein weiteres hochreguliertes Protein, welches einen Zusammenhang zwischen der 

PrP
c
-Überexpression und dem Zelltod, speziell dem Nervenzelltod, herstellt, ist 

PQBP1 (siehe Kapitel 5.4.1). Durch seine Fähigkeit das Membranpotential von 

Mitochondrien zu zerstören, führt es zur Aktivierung von Caspasen und somit zum 

Zelltod. Die Aktivierung von Caspase 3 und Cytochrom c und zusätzlich 
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Veränderungen der mitochondrialen Morphologie konnten nach vehrmehrter 

Expression von PQBP1 nachgewiesen werden (Marubuchi et al. 2005). 

Mitochondriale Veränderungen konnten in zahlreichen neurodegenerativen 

Erkrankungen nachgewiesen werden (Friedlander 2003) und sind vermutlich ein 

wesentlicher Bestandteil der Neurodegeneration. Die Hochregulation von PQBP1 

deutet darauf hin, dass PrP
c
 in den SH-SY5Y-Zellen die Apoptosebereitschaft erhöht 

und sie möglicherweise für neurodegenerative Prozesse empfänglicher macht. Auch 

hier muss jedoch die exakte Rolle von PQBP1 für die Pathogenese von 

Prionerkrankungen in weiteren Experimenten untersucht werden. 
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6 Zusammenfassung 

Bis heute sind zahlreiche Studien zur physiologischen Funktion des zellulären 

Prionproteins (PrP
c
) durchgeführt worden, wodurch die Erkenntnisse über dieses 

Protein ein weites Spektrum verschiedener, teilweise gegensätzlicher Funktionen 

abdecken. Nachdem in-vivo-Experimente gezeigt haben, dass die PrP
c
-

Überexpression zu Neurodegeneration führen kann (Westaway et al. 1994, Huang et 

al. 2007), sind besonders die molekularen Mechanismen von Interesse, die dazu 

beigetragen haben könnten. Die hier vorliegende Studie gewährt über einen 

Proteomvergleich mittels stabiler Überexpression von PrP
c
 in humanen 

Neuroblastomzellen weitere Einblicke, an welchen zellulären Prozessen das 

Prionprotein beteiligt ist und filtert Proteine heraus, die einen wesentlichen Einfluss 

auf die physiologische Funktion von PrP
c
 haben könnten.  

Hierbei scheint ANXA5, dessen Hochregulation sowohl in SH-SY5Y-Zellen als 

auch in HEK293- (Ramljak et al. 2008), N2a- und SK-N-LO-Zellen (Weiss et al. 

2010) oder nach Untersuchungen der Genexpression im frontalen Kortex von CJK-

Patienten gezeigt werden konnte (Xiang et al. 2005), eine wesentliche Rolle zu 

spielen. Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass die PrP
c
-

Überexpression das zelluläre Gleichgewicht stört. So ist die Mehrzahl der Proteine, 

die durch die PrP
c
-Überexpression reguliert worden sind, an wichtigen Prozessen wie 

Zellkommunikation, Zytoskelettorganisation und Proteinfaltung beteiligt. Einige sind 

aber auch für den Energiestoffwechsel, das zelluläre Gleichgewicht oder die DNA-

Reparatur wichtig. Alleine, dass die reine PrP
c
-Überexpression zur Deregulation 

zahlreicher wichtiger Proteine führt, bestätigt deutlich, dass PrP
c
 für verschiedenste 

physiologische Prozesse relevant sein könnte. 

Besonders interessant ist, dass die Expression von Proteinen verändert wurde, die im 

Zusammenhang mit der Alzheimer-Krankheit oder der sCJK stehen. Diese 

Feststellung könnte für das Verständnis der molekularen Mechanismen, die der 

Pathogenese von Prion- und anderen neurodegenerativen Erkrankungen zu Grunde 

liegen, nützlich sein.  

In Bezug auf Apoptose deutet die Hochregulation von ANXA5 und PQBP1 darauf 

hin, dass die Überexpression von PrP
c
 apoptotische Prozesse erleichtert. Ein 

Zusammenhang zwischen PrP
c
 und dem p53-abhängigen Zelltod konnte in den SH-
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SY5Y-Zellen jedoch nicht nachgewiesen werden. Somit genügt die Überexpression 

von PrP
c
 in SH-SY5Y-Zellen scheinbar, um die zelluläre Homöostase zu stören, 

reicht jedoch für die Aktivierung der Apoptosekaskade nicht aus. Die in anderen 

Experimenten schon mehrfach nachgewiesene gesteigerte Empfänglichkeit von PrP
c
-

überexprimierenden Zellen für Apoptose-induzierende Mittel wie Staurosporin wird 

über einen p53-abhängigen Weg vermittelt. Andere Proteine, die an diesem Prozess 

beteiligt sind, oder ihre Phosphorylierungsmuster sind jedoch größtenteils unbekannt. 

Ihre Untersuchung könnte zukünftigen Experimenten zugrunde liegen. 
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