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1 Einleitung  

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit gehört zu einer Gruppe von neurodegenerativen 

Erkrankungen, die auch als Übertragbare Spongiforme Enzephalopathien 

(transmissible spongiform encephalopathy, kurz TSE) bezeichnet werden. Diese können 

bei Menschen und Tieren auftreten. Entsprechend der Protein-only-Hypothese von 

Stanley B. Prusiner (Prusiner 1998) sind die Erreger der TSEs proteinhaltige 

infektiöse Partikel, die Prionen genannt werden (Prion für proteinaceous infectious 

particle). Histologisch sind TSEs durch charakteristische Veränderungen im Gehirn 

gekennzeichnet. Dazu zählen eine reaktive Gliose, neuronaler Zellverlust, Spongiose 

und Ablagerungen des pathologisch gefalteten Scrapie-Prionproteins auf (PrPSc) 

(Abb. 1). 

 

 
Abbildung 1. Die histologischen Merkmale der TSEs. A) Der Pfeil zeigt auf einen 

aktivierten Astrozyten, welcher eine hypertrophe Morphologie und eine verstärkte 

Immunreaktivität des für diesen Zelltyp spezifischen Intermediärfilamentes GFAP (glial 

fibrillary acidic protein) aufweist. B) Der Pfeil kennzeichnet die Vakuolisierung des Gehirns, 

die als Spongiose bezeichnet wird. C) Der Pfeil deutet auf PrPSc-Ablagerungen hin. 

Bildquelle adaptiert von Glatzel and Aguzzi (2001, S. 245). 

 

Die dadurch resultierende Degeneration des Gehirns kann sich entsprechend der 

betroffenen Region in typischen klinischen Symptomen äußern. Dazu zählen  

Myoklonien, extrapyramidalmotorische Bewegungsstörungen und eine sich schnell 

entwickelnde Demenz (Masters et al. 1979; Collinge 2001). Die Einzelheiten des 

pathologischen Mechanismus, die zur Entwicklung des Krankheitsbildes führen 

sind bis heute noch unzureichend erforscht. Bisher war es noch nicht möglich eine 
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erfolgversprechende Therapie zu finden. Neuere Forschungsergebnisse deuten 

daraufhin, dass die Erkrankung zu einem frühen Zeitpunkt an den Synapsen im 

Gehirn beginnt. Dies geschieht weit vor dem Auftreten der typischen klinischen 

Symptome, sodass die Hoffnung besteht, durch frühes Erkennen und Behandlung 

der Erkrankung den pathologischen Prozess aufhalten zu können (Mallucci et al. 

2007; Mallucci 2009; Gray BC et al. 2009). 

 

1.1 Das Prion-Konzept 

 

1.1.1 Auf der Suche nach dem Erreger – Protein-only-Hypothese 

Die Suche nach dem Erreger der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien 

gestaltete sich sehr schwierig und ist bis heute ohne eindeutigen Erfolg. Erste 

Aufzeichnungen von Scrapie gibt es seit 1732 und über Creutzfeldt-Jakob seit 1920. 

Dennoch hat es bis 1967 gedauert, als Tikvah Alper feststellte, dass selbst nach 

intensiver DNA- und RNA-schädigender Strahlung Hirnextrakte von Scrapie-

infizierten Schafen ihre Infektiosität nicht verloren. Dies bedeutete im 

Umkehrschluss, dass der Erreger keine Erbinformation besitzt und somit kein Virus 

oder Plasmid sein kann (Alper et al. 1967; Prusiner 1982). 1967 wurde erstmals 

beschrieben, dass es sich beim krankheitsauslösenden Agens um ein Protein handeln 

könnte, was sich autokatalytisch repliziert (Griffith 1967). Trotz dieser neuen 

Erkenntnisse war es zu dieser Zeit nicht vorstellbar, dass es sich um ein Protein als 

Krankheitsauslöser handeln könnte. Es wurde weiter an der bis dahin bekannten 

slow-virus-Theorie festgehalten, die eine Übertragung durch eine neue Virus-Art 

nach langer Inkubationszeit postulierte (Gajdusek et al. 1966). Die Hypothese von 

Proteinen als Erreger wurde von Stanley Prusiner in den Siebzigern weiterentwickelt. 

In seinen Versuchen konnte er die Infektiosität von Scrapie-infizierten Hirnextrakten 

durch denaturierende Substanzen verringern und kam so auch zur Annahme, dass 

Proteine ein essentieller Bestandteil des Erregers sein müssen (Prusiner et al. 1981). 

1982 führte Prusiner den Begriff „Prion“ ein, was als Abkürzung für den englischen 

Ausdruck proteinaceous infectious particle steht (Prusiner 1982), um es von anderen 

Pathogenen abzugrenzen. So unterscheiden sich Prionen von anderen infektiösen 

Agenzien durch das Fehlen von DNA oder RNA. Dadurch zeigt sich eine Resistenz 
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gegenüber einer Vielzahl von toxischen Einflüssen wie zum Beispiel Hitze, UV- und 

Röntgenstrahlung, Formaldehyd oder Psoralen (Pattison 1965; Alper et al. 1966; 

Bellinger-Kawahara et al. 1987). Mitte der achtziger Jahre gelang es, dass 

krankmachende Protein aus Scrapie-infizierten Hamsterhirnen zu isolieren (Bolton 

et al. 1982; Prusiner et al. 1982). Seitdem wurde das Protein Prionprotein (PrP) 

genannt. Durch die Bestimmung der Aminosäuresequenz am N-terminalen Ende 

des Prionproteins (Prusiner et al. 1984) war es möglich durch DNA-Sonden das 

Prionproteingen aufzuspüren (Oesch et al. 1985). Anders als erwartet, ließ sich das 

PrP-Gen bei erkrankten und nicht-erkrankten Hamstern und Mäusen nachweisen 

(Chesebro et al. 1985; Oesch et al. 1985; Basler et al. 1986). Da es nun sicher war, dass 

tierische Lebewesen PrP exprimieren, ohne dabei zu erkranken, kam man zu dem 

Schluss, dass es eine nicht infektiöse Form PrPC (cellular prion protein) und eine 

infektiöse Form PrPSc (scrapie prion protein) geben muss. PrPC und PrPSc 

unterscheiden sich in unterschiedlich großen Anteilen an α-Helices und β-Faltblatt-

Strukturen und den damit verbundenen neuen biochemischen Eigenschaften (Pan et 

al. 1993).  

 

1.1.2 Das zelluläre Prionprotein PrPC 

 

1.1.2.1 Die Struktur des PrPC 

Das zelluläre Prionprotein PrPC (cellular prion protein) ist ein Sialoglykoprotein der 

Zellmembran (Rac 2006), das hochkonserviert im Genom aller bisher untersuchten 

Säugetiere vorkommt (Levin 2007). Beim Menschen ist das Prionproteingen auf dem 

kurzen Arm des Chromosom 20 lokalisiert und besteht aus 253 Aminosäuren 

(Puckett et al. 1991). 

Durch Kernspinresonanzspektroskopie-Studien (nuclear magnetic resonance, kurz 

NMR) konnte die räumliche Struktur des Proteins dargestellt werden (Abb. 2).  
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Abbildung 2. NMR-Struktur des rekombinanten PrPC. Der globuläre Teil des PrPC gliedert 

sich in drei α-Helices (H1, H2 und H3) sowie zwei antiparallele β-Faltblätter (β1 und β2). 

Bildquelle adaptiert von Porps (2008, S. 11). 

 

PrPC besteht aus einer flexiblen N-terminalen Domäne und einer gefalteten C-

terminalen Domäne (Riek et al. 1996; Zahn et al. 2000). Der hochbewegliche N-

Terminus enthält eine fünfmalige Wiederholungssequenz von 8 Aminosäuren, was 

als Oktarepeat-Domäne bezeichnet wird, die auch eine hohe Affinität für Kupfer (II)-

Ionen hat. Der gefaltete C-Terminus besteht aus 3 α-helikalen Abschnitten und 

einem Abschnitt mit antiparalleler β-Faltblatt-Struktur (Riek et al. 1996). Weiterhin 

hat der C-terminale Teil zwei Asparagin-Reste, die Zuckerseitenketten tragen 

können (Endo et al. 1989). Außerdem besitzt das Protein zwei Cystein-Reste, die eine 

Disulfidbrücke bilden können, welche die zweite und dritte α-Helix stabilisiert (Turk 

et al. 1988) (Abb. 3).  
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Primärsequenz des PrPC. Die Grundstruktur 

des PrPC ist weiß, die Oktarepeat-Region hellgrau dargestellt. Die β-Faltblatt-Strukturen im 

Protein sind durch schwarze und die α-Helices durch dunkelgraue Abschnitte 

gekennzeichnet. Das Signalpeptid (gestreift) wird während der Prozessierung abgespalten. 

S–S: Disulfidbrücke, Cys: Cystein, Asn: Asparagin und Oligosaccharidketten. Bildquelle 

adaptiert von Levin (2007, S. 12). 

 

PrPc kann in un-, mono- oder diglykosylierter Form vorliegen, wodurch das 

Molekulargewicht zwischen 27 kDa und 36 kDa variiert (Abb. 4).  

 

 
Abbildung 4. Darstellung des Western Blot-Profils des PrPC. Die 3 Banden zeigen die un-, 

mono- und diglykosylierte Form des Proteins. Bildquelle adaptiert von Weiß (2009, S. 35). 

 

1.1.2.2 Die Funktion von PrPC 

Das Prionprotein ist im Lauf der Evolution ein hoch konserviertes Protein geworden, 

so dass sich eine wichtige biologische Rolle vermuten lässt (Rivera-Milla et al. 2006). 

Allerdings konnte bis zum heutigen Tage die eindeutige Funktion des PrPC nicht  

zufriedenstellend geklärt werden. Experimente mit Prnp0/0-Tieren gaben 
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diesbezüglich keinen Aufschluss, da bei den Tieren keine gravierenden 

phänotypischen Auffälligkeiten festzustellen waren (Bueler et al. 1992). Lediglich 

eine geringe Beeinträchtigung der Reizweiterleitung (Collinge et al. 1994) und des 

zirkadianen Rhythmus (Tobler et al. 1997) wurden beobachtet. PrPC wird 

hauptsächlich im Gehirn und Rückenmark exprimiert, wurde aber auch in Lunge, 

Herz, Niere, im Gastrointestinaltrakt, Muskeln, Milchdrüsen und lymphatischen 

Geweben gefunden (Zomosa-Signoret et al. 2008). Ziemlich sicher scheint die Rolle 

von PrPC in der Neuroprotektion, beziehungsweise Apoptose zu sein. Bei 

Experimenten mit murinen Neuronen, denen nach Kultivierung das Serum entzogen 

wurde, zeigte sich ein stärkerer Zelluntergang bei Prnp0/0-Zellen, als im Vergleich 

zur Kontrollgruppe. Als man in einem 2. Ansatz das PRNP-Gen wieder einbrachte, 

konnte die Dauer bis zum Eintreten des Zelltodes verlängert werden (Kuwahara et 

al. 1999). PrPC schützt auch vor oxidativem Stress. In einem Experiment mit 

neokortikalen Neuronen von Prnp0/0-Mäusen wurde eine erhöhte Anfälligkeit für 

oxidativen Stress induzierende Substanzen wie Wasserstoffperoxid und 

Xanthinoxidase beobachtet (Brown DR et al. 2002). In einem weiteren Experiment 

konnte gezeigt werden, dass hypoxische Hirninfarktareale bei PrP-knockout-

Mäusen deutlich größer waren als bei Mäusen vom Wildtyp (McLennan et al. 2004).  

Anlass zur weiteren Diskussion und Forschung geben aber Experimente die im 

Zusammenhang mit einer PrPC-Überexpression eine apoptotische Wirkungen zeigen 

konnten (Paitel et al. 2002). Der größte Teil der PrPC-Moleküle ist an der 

Zelloberfläche lokalisiert, wo es durch den GPI-Anker des C-terminalen Endes an 

die Lipiddoppelschicht angeheftet ist (Stahl et al. 1987). Dennoch scheint PrPC in der 

Lage zu sein, durch Interaktion mit transmembranen Proteinen Signale ins 

Zytoplasma zu senden (Westergard et al. 2007). PrPC interagiert mit Synapsin Ib, 

welches an Synapsenbildung und Neurotransmitterregulation beteiligt ist 

(Spielhaupter and Schatzl 2001). PrPC hat durch die Interaktion mit Tubulin, welches 

der Hauptbestandteil der Mikrotubuli ist, außerdem Einfluss auf das Zytoskelett 

(Nieznanski et al. 2005). Das Prionprotein bindet auch an Phosphatidylinositol-3-

Kinasen (PI3K), Enzyme mit einer Vielzahl von zellulären Schlüsselfunktionen, wie 

Zellwachstum, Zellproliferation und Differenzierung (Vassallo et al. 2005). 
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1.1.3 Unterschiede zwischen PrPC und PrPSc 

Das zelluläre Prionprotein (PrPC) und das Scrapie-Prionprotein (PrPSc) haben die 

identische Primärstruktur (Aminosäuresequenz), unterscheiden sich aber in ihrer 

Sekundär- und Tertiärstruktur (Stahl et al. 1993). PrPC besitzt einen hohen Anteil an 

α-helikalen Abschnitten, PrPSc hingegen einen signifikant größeren Anteil an β-

Faltblatt-Struktur (Pan et al. 1993). Durch eine Konformationsänderung ändern sich 

die chemischen und physikalischen Eigenschaften von PrPC und PrPSc. PrPSc neigt 

zur Bildung großer, unlöslicher Aggregate (Prusiner et al. 1983). Weitere wichtige 

Unterscheidungsmerkmale sind die Sensitivität gegenüber dem Abbau durch 

Proteinase K und die Löslichkeit in Detergenzien. Während PrPC durch Proteinase K 

vollständig abgebaut und in Detergenzien gelöst werden kann, wird PrPSc nur 

partiell verdaut, beziehungsweise gelöst (Bolton et al. 1984; Meyer et al. 1986) (Abb. 

5 und Tab. 1). 

 

Isomere PrP
C
 PrP

Sc
 

Infektiosität nein ja 

Struktur α-Helices-reich β-Faltblatt-reich 

Löslichkeit ja nein 

PK-Sensitivität ja nein 

Tabelle 1. Die Unterschiede der chemischen und physikalischen Eigenschaften von PrPC 

und PrPSc. Unterschiede bestehen in der Infektiosität, Struktur, Löslichkeit und Proteinase-

K-Sensitivität. 
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Abbildung 5. Western-Blot-Profil von PrPC und PrPSc nach Behandlung mit Proteinase K. 

Auf der linken Seite sieht man den kompletten Verdau von PrPC und rechts PrPSc, was 

durch die Behandlung mit Proteinase K nicht vollständig verdaut werden kann. Bildquelle 

adaptiert von Dormont (2002, S. 18). 

 
1.2 Prionenerkrankungen bei Menschen 

Entsprechend der Ätiologie unterscheidet man klassisch zwischen 3 verschiedenen 

Formen der TSE beim Menschen (Brown K and Mastrianni 2010): 

1. sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK)  

2. familiäre Formen: familiäre Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (fCJK), Gerstmann-

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

3. übertragene Formen: neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJK), 

iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK) und Kuru 

 

Die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist die weltweit häufigste aller 

Prionenerkrankungen beim Menschen. Sie gehört aber mit einer jährlichen Inzidenz 

von ca. 1-2 zu einer Million generell zu den seltenen Krankheiten (Masters et al. 

1979). Die zweifelsfreie Diagnosestellung der CJK ist bislang nur neuropathologisch 

möglich. Um dennoch eine möglichst genaue Aussage machen zu können, wird das 

Gesamtbild aus klinischem Erscheinungsbild, EEG, MRT und Liquor-Biomarkern 

bewertet. Leitsymptom ist die rasch fortschreitende Demenz, wobei zu Beginn der 

Erkrankung eine Wesensänderung und zerebelläre Symptome im Vordergrund 

stehen. Das EEG zeigt im späten Stadium abhängig vom Subtyp starke, typisch 

periodische, sogenannte sharp-wave-Komplexe. Im MRT des Kopfes sind in der 
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Protonen- und T2-Wichtung oft Hyperintensitäten der Basalganglien erkennbar 

(Meissner et al. 2009). Etabliert hat sich ebenfalls die Proteinuntersuchung des 

Liquors. Dabei weisen das 14-3-3-Protein und das Tau-Protein (> 1300pg/ml) die 

größte Sensitivität und Spezifität auf (Sanchez-Juan et al. 2007).  

 

1.2.1 Sporadische Formen 

Mit ca. 85% hat die sporadische Form der CJK den größten Anteil. Bis heute ist die 

Ursache der Krankheit noch unbekannt, sodass sie auch als idiopathische Krankheit 

bezeichnet wird. Begünstigender Faktor für eine schnellere Erkrankung, scheint eine 

Homozygotie für Valin oder Methionin bei Codon 129 des humanen PrP-Genes 

(PRNP) zu sein. Patienten, mit Heterozygotie an diesem Genort, erkranken weitaus 

später (Baker et al. 1991; Palmer et al. 1991; Lewis et al. 2006). Der Erkrankungsgipfel 

liegt zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr. Es handelt sich um eine rasch 

fortschreitende Erkrankung mit einer medianen Überlebenszeit von ca. 6 Monaten 

(Sturzenegger 2001). Klinisch stehen häufig eine rasch fortschreitende Demenz, die 

sich innerhalb weniger Wochen bis Monate entwickelt, sowie eine progrediente 

Ataxie im Vordergrund. Im Verlauf bilden sich extrapyramidal-motorische 

Störungen, Myoklonien und Pyramidenbahnzeichen aus. Zum Ende der Krankheit 

wird bei vielen Patienten ein akinetischer Mutismus beobachtet. 90% der Patienten 

sterben innerhalb eines Jahres nach Krankheitsausbruch. Genauer betrachtet lässt 

sich die sporadische CJK in die 6 Subtypen MM1, MV1, MM2, MV2, VV1, VV2 

unterteilen, wodurch ein heterogenes Bild entsteht. Diese molekulare Einteilung ist 

abhängig vom Codon-129-Genotyp des Prionproteingens, entweder homozygot für 

Methionin (MM), Valin (VV) oder heterozygot (MV), und abhängig vom Western-

Blot-Profil, des abnormen Prionproteins PrPSc, nach Behandlung mit Proteinase K. 

Die Einteilung in Typ 1 oder 2 beruht auf der unterschiedlichen 

Wanderungsgeschwindigkeit der unglykolysierten PrP-Bande des PrPSc im Western 

Blot (Parchi et al. 1999; Cali et al. 2006) (Abb. 6). 
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Abbildung 6. Darstellung des Western-Blot-Profils von PrPSc nach Verdau mit Proteinase 

K. Abhängig von der Wanderungsgeschwindigkeit der unglykolysierten Bande des PrPSc, 

ergeben sich für Typ 1 eine Bande bei 21 kDa und für Typ 2 eine Bande bei 19 kDa. 

 
Unterschiede zwischen den 6 Subtypen äußern sich in der Häufigkeit, sowie im 

klinischen und im neuropathologischen Erscheinungsbild (Bishop et al. 2010). Ein 

Überblick der Häufigkeit zeigt Tabelle 2. 

      
 

Subtypen der sCJK Häufigkeit 
in % 

MM1/MV1 60-70 
VV2 16 
MV2 9 
MM2 2-8 
VV1 <1 

    
Tabelle 2. Übersicht über die Häufigkeit des Auftretens der verschieden Subtypen der 

sCJK. Quelle adaptiert von Gambetti et al. (2003, S. 217-224).  

 

Im Weiteren werden nur die am häufigsten auftretenden Subtypen MM1/MV1 und 

VV2 besprochen. MM1 und MV1 werden zusammengefasst, weil sie sehr ähnlich 

bezüglich der neuropathologischen Merkmale sind. Mit 60-70% haben sie den 

größten Anteil. Allerdings macht MV1 nur 5% der erkrankten Fälle dieser Gruppe 

aus. Der Durchschnitt der Menschen erkrankt ab einem Alter von 65 Jahren mit einer 

durchschnittlichen Überlebenszeit von 4 Monaten. Die häufigsten klinischen 

Merkmale sind Demenz, Desorientiertheit, Ataxie, psychiatrische Auffälligkeiten 

und Sehstörungen (Parchi et al. 1999). Neuropathologisch zeigt sich eine feine, 

relativ homogen verteilte spongiforme Degeneration, Astrogliose und ein Untergang 
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der Neurone unter anderem im frontalen Kortex und der Sehrinde. 

Immunhistochemisch spricht man von PrP-Ablagerungen vom synaptischen Typ 

(Gambetti et al. 2003) (Abb. 7 und 8). Bei Subtyp VV2, der 16% der sCJK ausmacht, 

spricht man vom ataktischen Typ. Mittleres Erkrankungsalter sind 60 Jahre, bei einer 

klinischen Überlebenszeit von 6 Monaten. Zusätzlich zur Ataxie treten zu Beginn der 

Symptomatik bei einem Drittel der Patienten kognitive Einschränkungen und 

okulomotorische Störungen auf (Castellani et al. 2004). Neuropathologisch lässt sich 

oft eine laminar verteilte spongiforme Degeneration, Astrogliose und ein 

Neuronenuntergang feststellen, allerdings betrifft es mehr die subkortikalen 

Schichten im Bereich des Thalamus und Neostriatum (Abb. 8). Die 

Immunhistochemie ist charakterisiert durch plaqueähnliche PrPSc-Aggregate (Abb. 

7). Ein weiteres diagnostisches Kriterium ist eine starke Anfärbbarkeit der Purkinje-

Zellen im Kleinhirn (Gambetti et al. 2003). 

 
Abbildung 7. Pet-Blot-Darstellung der spezifischen neuropathologischen 

Verteilungsmuster im frontalen Kortex A) Diffuse synaptische PrPSc-Ablagerung typisch 

für Subtyp MM1. B) plaqueähnliche PrPSc-Ablagerungen entsprechend für VV2. Bildquelle 

adaptiert von Parchi et al. (2010, S. 3037).  
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Abbildung 8. Verteilungsmuster der für CJK typischen Veränderungen im Gehirn. 

Spongiose, Astrogliose und neuronaler Zellverlust wurden jeweils unabhängig von 

einander untersucht. Spongiose wurde eingeteilt auf einer Skala von 0-4: nicht nachweisbar, 

wenig, mäßig, schwer und Status spongiosus. Astrogliose und neuronaler Zellverlust 

wurden eingeteilt auf einer Skala von 0-3: nicht nachweisbar, wenig, mäßig und schwer. Für 

jede Hirnregion wurde ein Durchschnittswert der 3 Werte gebildet. FC: frontaler Kortex; TC: 

temporaler Kortex; PC: parietaler Kortex; OC: okzipitaler Kortex; HI: Hippocampus; EC: 

entorhinaler Kortex; ST: Neostriatum; TH: Thalamus; SN: Substantia nigra, PG: 

periventrikuläres Grau des Mittelhirns; LC: Locus coeruleus; ME: periventrikuläres Grau 

und untere Olive der Medulla; CE: Kleinhirn. Bildquelle adaptiert von Gambetti et al. (2003, 

S. 218). 

 

1.2.2 Familiäre Formen 

Weitaus seltener sind die familiären Formen der CJK (fCJK), die genetisch bedingt 

sind und familiär gehäuft auftreten. Zu den genetisch vererbten Formen gehören 

auch das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und die letale familiäre 

Insomnie (fatale familial insomnia, kurz FFI). Insgesamt haben sie einen Anteil von 

knapp 10% aller CJK-Fälle. Als Ursache der Erkrankungen sind das Auftreten 

mehrerer unterschiedlicher Punktmutationen, sowie einiger Deletions- und 

Insertionsmutationen im Prion-Proteingen (PRNP) identifiziert worden (Gabizon et 

al. 1993; Hsiao et al. 1989; Medori et al. 1992) (Abb. 9). 
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Abbildung 9. Überblick über die Mutationen und Polymorphismen im humanen Prion-

Proteingen (PRNP). Pathogene Mutationen befinden sich über dem Strich. Diese bestehen 

aus 1,2 oder 4-9 Oktapeptidrepeat-Insertionen zwischen den Codons 51 und 91, einer 

Deletion von 2 Oktapeptidrepeats und einer Vielzahl von Punktmutationen. Die 

Polymorphismen sind unterhalb des Striches gekennzeichnet. Bildquelle adaptiert von 

McKintosh et al. (2003, S. 189). 

 

1.2.3 Übertragene Formen 

Die Kuru-Krankheit wurde erstmals 1957 beschrieben und zählt zu den infektiös 

übertragbaren Prionenerkrankungen (Gajdusek and Zigas 1957). Die Krankheit trat 

nur beim Volksstamm der Fore in Papa-Neuguinea auf. Die Übertragung der 

Krankheit erfolgte durch einen rituellen Kannibalismus innerhalb des Volksstammes. 

Die seit 1974 bekannte iCJK wird durch eine unbeabsichtigte Kontamination mit 

dem Erreger verursacht und macht weniger als 1% aller CJK-Fälle aus (Duffy et al. 

1974). Zur Übertragung kann es durch Transplantation von infizierter Hornhaut 

oder Dura mater (Duffy et al. 1974), Gebrauch von ungenügend sterilisiertem 

Operationsbesteck (Bernoulli et al. 1977; Davanipour et al. 1984), durch 

kontaminierte Hormonpräparate aus der Hirnanhangsdrüse (Brown P 1988; Billette 

de Villemeur et al. 1992), sowie durch eine Übertragung von mit vCJK 
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kontaminierten Blutkonserven kommen (Llewelyn et al. 2004). Fälle der neuen 

Variante der CJK traten erstmals 1995 in Großbritannien und kurz danach in 

Frankreich auf (Chazot et al. 1996; Brown P et al. 2001; Zou and Gambetti 2009). Bei 

der vCJK kam es erstmals zu einer Übertragung von Tieren auf den Menschen, 

durch den Verzehr von BSE-kontaminiertem Fleisch (Ricketts 2004).  

 

1.3 Neurodegenerative Prozesse und Prionen 

 

1.3.1 Gewinn, Verlust oder Änderung der Funktion des PrP? 

Die Mechanismen der von Prionen ausgelösten Neurotoxizität und der daraus 

folgenden Neurodegeneration sind bis heute noch nicht eindeutig erklärt. Man geht 

davon aus, dass allein die Anwesenheit von PrPSc nicht zur Entstehung von TSEs 

ausreicht. Wahrscheinlich ist es ein Zusammenspiel von PrPC und PrPSc, wodurch 

Prionen ihre neurotoxischen Eigenschaften entfalten (Mallucci et al. 2003). 3 

Hypothesen versuchen, dies zu erklären. Die am häufigsten diskutierte Variante 

beschreibt eine Zunahme der toxischen Einflüsse durch das gebildete PrPSc, welches 

innerhalb der Zelle schädigend wirkt. PrPSc könnte dabei die synaptische Funktion 

stören, den axonalen Transport blockieren oder apoptotische Signalwege triggern. 

Andererseits könnte die Neurotoxizität das Ergebnis des Funktionsverlusts von PrPC 

sein, wobei dessen neuroprotektive Eigenschaften verloren gehen. Die 3. 

Möglichkeit beschreibt eine Funktionsänderung von PrPC unter dem Einfluss von 

PrPSc. Dabei gehen zytoprotektive Funktionen zugunsten zytotoxischer verloren 

(Westergard et al. 2007; Winklhofer et al. 2008). PrPSc kann in verschiedenen Formen 

vorkommen, als lösliche Monomere/Oligomere oder unlösliche Aggregate. Jedoch 

ist bis heute unklar, von welcher Form die Toxizität ausgeht. Einerseits sind PrPSc-

Aggregate charakteristisch für die Erkrankung und deren neurotoxischen 

Wirkungen wurden beschrieben. Man vermutet jedoch, dass die höchste Infektiosität 

von PrPSc-Oligomeren ausgeht (Caughey et al. 2009). Neue Überlegungen gehen 

davon aus, dass PrPSc-Aggregate ein Reservoir der infektiösen Oligomere sein 

könnten und durch die Bindung der Oligomere eine Schutzfunktion ausüben 
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könnten (Fontaine and Brown 2009).  

 

1.3.2 Krankheitsbeginn an den Synapsen 

Schon vor über 10 Jahren wurde von Mark Mattson und seinen Mitarbeitern die 

Hypothese aufgestellt, dass speziell die Apoptose bei Neuronen durch einen 

vorangegangen Untergang der Synapsen ausgelöst werden kann (Mattson and Duan 

1999). Mittlerweile gelten Funktionsstörungen der Synapse als Schlüsselereignisse in 

der Entstehung von vielen neurodegenerativen Erkrankungen wie zum Beispiel der 

Schizophrenie und Morbus Alzheimer (Waites and Garner 2011). Dieses Merkmal 

lässt sich auch bei der CJK beobachten, wo der Untergang der Synapsen weit vor 

dem ersten Auftreten der typischen klinischen Symptome eintritt (Gray BC et al. 

2009). An einem Tiermodell, bei dem Hirnproben entnommen wurden, um die 

Anzahl der Synapsen, Neurone und Axone zu bestimmen, konnte gezeigt werden, 

dass die Anzahl der Synapsen bereits zu Beginn der Erkrankungszeit deutlich 

abnahm. Erst im späteren Verlauf kam es zum Untergang der Neurone und zum 

Auftreten der klinischen Symptome (Jeffrey et al. 2000). Im Detail ist noch unklar 

wie die synaptische Dysfunktion zum Untergang der Neuronen führt. So erhofft 

man sich in den Krankheitsprozess eingreifen zu können, wenn die Mechanismen 

der synaptischen Dysfunktion verstanden sind (Mallucci et al. 2007; Mallucci 2009).  

 

1.3.3 Synaptosomen 

Synaptosomen sind isolierte Nervenendigungen der Neurone, welche durch eine 

Kombination aus Zentrifugation und Fraktionierung mit Hilfe eines 

Saccharosegradienten aus homogenisiertem Hirngewebe gewonnen werden. Sie 

beinhalten mit Neurotransmittern beladene Vesikel, Golgi-Apparate, 

Endoplasmatische Retikula, Mikrofilamente und Mitochondrien. Der Vorteil dieser 

Isolation ist, dass sie eine präzise Untersuchung der synaptischen Funktion 

unabhängig von der restlichen Hirnsubstanz möglich macht (De Robertis et al. 1961; 

Gray EG and Whittaker 1962). In Kombination mit Proteomuntersuchungen sind
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dies sehr nützliche Techniken, um einen Überblick über Proteine zu bekommen, 

welche im Zusammenhang mit pathologischen Veränderungen der synaptischen 

Funktionen und Plastizität stehen (Bai and Witzmann 2007). Experimente mit 

diesem Aufbau wurden bereits bei Morbus Alzheimer angewendet. Die Erkrankung 

zeigt in ähnlicher Art, dass synaptische Veränderungen frühe Ereignisse in der 

Krankheitsentwickelung sind (Gillardon et al. 2007; Yang et al. 2011) 

 

1.4 Zielsetzung 

Diese Arbeit untersucht das synaptische Proteom bei Patienten mit sporadischer 

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit. Dies soll dem besseren Verständnis der Prozesse 

dienen, die am Verlauf der Krankheit beteiligt sind. Gleichzeitig werden 

Gemeinsamkeiten und subtypspezifische Unterschiede der am häufigsten 

auftretenden Subtypen MM1 und VV2 der sCJK untersucht. 
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2 Material 

 

2.1 Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

Aceton Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Acetonitril Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Ammoniumbikarbonat Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Ammoniumperoxidsulfat Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Ampholyte Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Biorad Protein Assay Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Bovines Serumalbumin Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Bromophenol blau Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Coomassie-Brilliant-Blau G-250 Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

CHAPS Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Dithiothreitol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Essigsäure Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Fötales Bovines Serum Biochrom (Berlin, Deutschland) 

Glycerol Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Guanidiniumthiocyanat Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Iodacetamid Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 

Isopropanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Kalziumchlorid Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Luminol Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Lysin 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) 
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Bezeichnung Hersteller 

Natriumdodecylsulfat Merck (Darmstadt, Deutschland) 

p-Coumarsäure Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Roti®Load Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Rotiphorese® Gel 40 Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Tetramethylethylendiamin Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Thiourea Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Trifluoressigsäure Sigma-Aldrich (München, Deutschland) 

Tris Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Tris-Hydrochlorid Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Trypsin Promega (Madison, WI, USA) 

Tween-20 Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Urea Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

 

2.2 Materialien 

Bezeichnung Spezifizierung Hersteller 

ECL-Hyperfilm  Amersham Biosciences 

(Buckinghamshire, UK) 

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

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

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

PVDF-Transfer-

Membran 

Hybond-P GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) 

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

 

2.3 Instrumente 

Anwedung Modell Hersteller 

Automatischer 

Blotprozessierer 

BioLane™ HTI Hölle und Hüttner AG 

(Tübingen, Deutschalnd) 

Elektrophorese PowerPac 3000 Bio-Rad (München, 

Deutschland) 
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Anwedung Modell Hersteller 

ESI TOF 

Massenspektrometer 

Ultima Global coupled 

with CapLC system 

Micromass (Manchester, UK) 

Filmprozessor Konica SRX-101A Konica (Taiwan)  

Fluoreszenz-Scanner Fuji FLA 5100  Fujifilm (Düsseldorf, 

Deutschland) 

Gelkammern und 

Zubehör 

Mini Protean II TM System  

Protean II XL Cell 

Bio-Rad (München, 

Deutschland) 

Homogenisator ATM Falc Falc Instruments S.r.L. 

(Treviglio, Italien) 

Inkubator Cellstar Nunc (Wiesbaden, 

Deutschland) 

Isofokussierung und 

Zubehör 

Protean IEF Cell Bio-Rad (München, 

Deutschland) 

Magnetrührer RCT IKA-Combimag (Staufen, 

Deutschland) 

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

Deutschland) 

Scanner CanoScan8400F Canon (Krefeld, Deutschland) 

Spektralphotometer Ultrospec 2100 pro GE Healthcare (Freiburg, 

Deutschland) 

Ultraschallwasserbad Transsonic 310/H Elma® (Pforzheim, 

Deutschland) 

Ultrazentrifuge XL-70 Beckham Coulter (Krefeld, 

Deutschland) 

Vakuumtrockner SVC 100 Savant Instruments (Farming 

Dale, NY, USA) 

Vortexer REAX 200 Heidolph (Schwabach, 

Deutschland) 

Waagen BL 150 S 

CP 3202 P 

Sartorius ( Göttingen, 

Deutschland) 
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Anwedung Modell Hersteller 

Wasserbad  GFL (Burgwedel, Deutschland) 

Wasserkühlung DC1 ThermoFisher Scientific 

Western Blot 

Transfer Cell 

Trans Blot DS Semi-Dry 

Transfer Cell 

Bio-Rad (München, 

Deutschland) 

Zentrifugen 5810 R, 5415  Eppendorf (Hamburg, 

Deutschland) 

 

2.4 Antikörper 

 

2.4.1 Primäre Antikörper  

Antikörper Spezifizierung Verdünnung Hersteller 

Anti-Synaptophysin 

(clone SY38) 

Maus, 

monoklonal 

1:2000 Dako Cytomation 

(Hamburg, 

Deutschland) 

 

2.4.2 Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezifizierung Verdünnung Hersteller 

Anti-Maus-IgG-

Antikörper 

Ziege 1:5000 

1:2000 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

(Newmarket, UK) 

 

2.5 Gehirnproben 

Für das Projekt wurde Hirnmaterial aus dem präfrontalen Kortex von jeweils 5 

Patienten mit Subtyp MM1, VV2 und der Kontrollgruppe entnommen. Diese Region 

wurde gewählt, weil sie bei allen Subtypen der sCJK betroffen ist. Die Patienten, die 

an sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit erkrankt waren, wurden als 

pathologisch gesicherte Fälle entsprechend den WHO-Kriterien eingeordnet. 
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Patienten Alter 
14-3-3-

Protein 
MRT EEG 

Tau-

Protein 

[pg/ml] 

pathologisch 

gesicherte 

Fälle 

der sCJK 

 

5 Patienten 

mit Subtyp 

MM1 

71 ± 7 5/5 4/5 5/5 
11382 ± 

14049 

5 Patienten 

mit Subtyp 

VV2 

68 ± 6 5/5 3/5 1/5 
19103 ± 

6890 

5 bestätigte neurologisch 

nicht Erkrankte  
67 ± 9  

Tabelle 3. Überblick über das Alter, 14-3-3-, MRT-, EEG- und Tau-Protein-Befunde der 

ausgewählten Patienten 

	  
Dafür erfolgte eine neuropathologische Untersuchung aller CJK-Patienten, wobei bei 

allen spongiforme Veränderungen und Ablagerungen der Prionproteins gefunden 

werden konnten. Um eine klinische Diagnose zu stellen, wurde das 14-3-3-Protein 

und Tau-Protein (Konzentration > 1300pg/ml ist hinweisend auf CJK) im Liquor 

bestimmt, sowie eine Magnetresonanztomographie (Hyperintensitäten der 

Basalganglien) und Elektroenzephalographie (Präsenz von starken, typisch 

periodischen sharp-wave-Komplexen) durchgeführt (Otto et al. 2002). Die Patienten 

der Kontrollgruppe zeigten neuropathologisch dem Alter entsprechende 

Veränderungen, keine Demenz und wurden dem Alter der Patientengruppe 

angepasst. Todesursache der 5 Patienten war Multiorganversagen, chronische 

Niereninsuffizienz, Lungen-Krebs oder Herzinfarkt. Spätestens 24 Stunden nach 

Eintritt des Todes wurden Hirnproben entnommen (Tab. 3). 
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2.6 Puffer und Lösungen 

Aceton/Methanol: 8:1 (Vol:Vol) 

Äquilibrationspuffer I: 6M Urea, 2% SDS, 30% Glycerin, 75mM Tris pH=8,8, 

mit 2% (w/v) DTT in ddH2O 

Äquilibrationspuffer II: 6M Urea, 2% SDS, 30% Glycerin, 75mM Tris pH=8,8, 

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

Blockierungspuffer für Western Blot: 5% Milchpulver in PBS-T 

ECL-Lösung 1: 250mM Luminol, 90mM p-Coumarsäure, 1M Tris-HCl pH=8,5 in 

dH2O 

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

Guanidinium-Lösung: 4M Guanidinium 

Homogenisationspuffer: 20mM HEPES pH 7,4, 0,32M Saccharose, 1mM 

Natriumorthovanadat, Proteaseinhibitoren, 1mM EDTA in ddH2O 

Kolloidale Coomassie-Brilliant-Blau-Färbelösung: 0,12% Coomassie-Brilliant-Blau 

G-250, 10% Phosphorsäure, 10% Ammoniumsulfat, 20% Methanol in ddH2O 

Lysepuffer: 7M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 1M Tris-HCl pH=8,8, 5mM 

Magnesiumacetat in ddH2O 

PBS: 9,55g PBS-Pulver in 1l ddH2O 

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

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: 1,5M Tris HCl pH=8,8, 0,1% SDS, 

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

Transferpuffer für Western Blot: 39mM Glycin, 20% Methanol, 48mM Tris-HCl 

pH=8,3 in dH2O 

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

0,002% SDS, 0,1% BSA in dH2O 
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Rehydrierungspuffer: 7M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 66mM DTT,  

0,2% Ampholyte in ddH2O 

2-facher Rehydrierungspuffer: 7M Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 135mM DTT, 

0,4% Ampholyte in ddH2O 

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 Isolation von Synaptosomen aus humanem Gehirngewebe 

Alle Schritte/Lösungen wurden, falls nicht anders angegeben, bei 4°C 

durchgeführt/gelagert. Die Hirnproben wurden mit dem 5-fachen Volumen an 

Homogenisations-Puffer versetzt und anschließend mit 20 Hüben bei 300 rpm mit 

dem Glas-Teflon-Homogenisator zerkleinert. Anschließend wurde bei 1500 x g 10 

Minuten zentrifugiert. Der Überstand, in dem sich die Proteine befanden, wurde 

abpipettiert und nochmals bei 15000 x g 10 Minuten zentrifugiert, um weitere 

Zelltrümmer zu entfernen. Das nun entstandene Pellet, in dem sich 

Membranbestandteile und die Nervenendigungen (Synaptosomen) befanden, wurde 

mit Homogenisations-Puffer resuspendiert. Zur Isolation wurde die aufgereinigte 

Membranfraktion auf einen Stufengradient von 0,85M, 1M und 1,2M Saccharose 

geladen und bei 82.500 x g für 1 Stunde zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation 

sedimentierten die Synaptosomen in der Interphase zwischen 1M und 1,2M 

Saccharose (Abb. 10). Die Synaptosomen wurden abgenommen und mit dem 5-

fachen Volumen an 0,32M Saccharose wieder gelöst. Es folgte eine Zentrifugation 

mit 20.000 x g für 20 Minuten. Das Pellet, mit den Synaptosomen, wurde erneut in 

Homogenisations-Puffer resuspendiert. Danach wurden die Proben aliquotiert und 

bei -80°C eingefroren. Vor der weiteren Verwendung wurden die 

Proteinkonzentrationen aller Patientenproben nach der Bradford-Methode 

bestimmt. Zusätzlich wurden Western Blots angefertigt, bei denen Antikörper gegen 

Synaptophysin benutzt wurden, um die korrekte Isolation der Synaptosomen zu 

bestätigen. Synaptophysin gilt als Marker für präsynaptische Endigungen.  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10. Protokoll der Isolierung der Synaptosomen.
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3.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

Um die Proteinkonzentration der Synaptosomen zu bestimmen, wurde die Methode 

nach Bradford (Bradford 1976) benutzt. Der Bradford-Test ist eine photometrische 

Methode zur quantitativen Bestimmung von Proteinkonzentrationen. Der Farbstoff, 

der für den Test genutzt wird, ist Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (CBBG). Abhängig 

von der Lösung und Bindung hat der Farbstoff unterschiedliche Absorptions-

maxima. Die ungebundene Form von Coomassie-Brillant-Blau G-250 hat in saurer 

Lösung ein Absorptionsmaximum von 465nm. Durch Komplexbildung mit 

Proteinen verschiebt sich das Absorptionsmaximum hin zu 595nm. Proportional zur 

Konzentration der Proteine steigt das Signal, welches durch das Photometer 

detektiert werden kann. Als Ausgangslösung wurde ein Farbstoff-Konzentrat 

(Biorad Protein Assay) im Verhältnis 1:4 mit ddH2O verdünnt und anschließend mit 

Filterpapier filtriert. Als Proteinstandard wird Bovines Serumalbumin verwendet. 

Mit diesem Standard wurde eine Verdünnungsreihe von 50µg bis 1000µg hergestellt, 

wodurch man eine Eichkurve erhielt. Die Proteine, die analysiert werden sollten, 

wurden zwischen 1:2 und 1:8 verdünnt, um im Linearkonzentrationsraum von 

200µg/ml – 750µg/ml des Tests zu sein. Danach wurden jeweils 10µl der 

verschiedenen Proteinstandards und der zu analysierenden Proben mit 490µl der 

verdünnten Farbstofflösung gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten 

wurden die Absorptionen der Proben bei einer Wellenlänge von 595nm im 

Photometer gemessen. Anschließend wurde die Proteinkonzentration aus der 

Eichkurve mit Hilfe von Microsoft Office 2003 Excel Software abgelesen. 

 

3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ist eine Technik, um Proteine bezüglich 

ihrer Größe, beziehungsweise ihres Molekulargewichtes aufzutrennen. Die 

Mischung aus Proteinen wandert unter Einfluss eines elektrischen Feldes durch ein 

Gel aus Acrylamid, welches sich in ionischer Pufferlösung befindet. Kleine 

Proteinmoleküle wandern dementsprechend schneller als größere. Die 

kontinuierlich quervernetzte Polymermatrix wirkt dabei wie ein Sieb, deren 
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Porengröße durch die Konzentration an Polyacrylamid/Bisacrylamid verändert 

werden kann. Gele bestehen aus einer Mischung aus dH2O, 

Polyacrylamid/Bisacrylamid, SDS und TRIS-Puffer. Als Polymerisationsinitiator 

dient APS, welches die für die Polymerisationsreaktion benötigten Radikale bildet. 

Als Katalysator der Reaktion dient TEMED. Ein Gel selbst besteht aus 2 

Komponenten. Die Proteine durchliefen erst das 4,5% Sammelgel und danach 

erfolgte die Aufteilung im 12,5% Trenngel. Gele mit der Größe 8 x 10cm, Dicke 

1,0mm wurden im Mini Protean IITM System (Bio-Rad) hergestellt. Als erstes wurde 

das Trenngel gegossen und danach mit Isopropanol beschichtet. Isopropanol 

vermischt sich nicht mit Gel. Dadurch erhält man eine glatte Trenngelkante und 

gleichzeitig dient es als Schutz vor Sauerstoff. Sauerstoff würde die für die 

Polymerisation notwendigen Radikale abfangen. Nach der Auspolymerisation, die 

ca. 45 Minuten dauert, wurde Isopropanol restlos abgegossen und das Sammelgel 

auf das Trenngel gegossen. In das Sammelgel wurde ein Kamm mit 10 Taschen 

eingesetzt. Die Polymerisationszeit für das Sammelgel betrug 30 Minuten. Die 

Proteine wurden vor dem Auftragen mit reduzierendem Probenpuffer (Roti®Load) 

gemischt (Verhältnis 3:1) und für 15 Minuten auf 95°C erhitzt. Roti®Load hat 

mehrere Inhaltsstoffe und dient so zur Reduzierung der Disulfidbrücken zu Thiolen 

(2-Mercaptoethanol), Denaturierung und Negativierung der Ladung des Proteins 

(SDS), als Ballastmittel (Glycerol) und als Farbstoff (Bromphenolblau). Durch das 

Erhitzen wurden die Quartär- und Tertiärstrukturen aufgebrochen. Anschließend 

wurden die Proben auf die Gele aufgetragen. Damit die Proteinbanden später ihrem 

molekularen Gewicht zugeordnet werden konnten, wurde zusätzlich ein 

Molekulargewichts-Marker (Dual-Marker) aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei 

konstanter Amperezahl von 35mA, etwa 45 Minuten, bis der Farbstoff 

Bromphenolblau den unteren Rand des Gels erreicht hatte.  

 

3.4 Western Blot 

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

Übertragung der Proteine auf eine Trägermembran. Für den halbtrockenen Transfer 

wurde ein elektrisches Feld senkrecht zum Polyacrylamid-Gel angelegt. An der 
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Membranoberfläche bleiben die Proteine auf Grund hydrophober 

Wechselwirkungen haften. Die Polyvinyliden-Difluorid-Membranen (PVDF-

Membranen) wurden zuerst in Methanol für ca. 45 Sekunden inkubiert und 

anschließend in Transfer-Puffer gelegt. Die Blots liefen für 70 Minuten bei konstanter 

Amperezahl von 135mA bei Raumtemperatur. Um die Infektiosität der Gele zu 

reduzieren, wurden Sie anschließend 30 Minuten mit 4M Guanidiniumthiocyanat 

behandelt. Dadurch wurden die infektiösen Prionenpartikel denaturiert. Dann 

wurden die Membranen für 1 Stunde in Blockierungspuffer bei Raumtemperatur 

fixiert. Zur Immundetektion wurden die Membranen antikörperabhängig bei 

Raumtemperatur 1-2 Stunden mit dem ersten Antikörper inkubiert. Daraufhin 

wurde dreimal mit PBS-T für 10 Minuten gründlich gewaschen. Der anti-

speziesspezifische zweite Antikörper wurde für 1 Stunde inkubiert. Abschließend 

wurde zweimal 10 Minuten mit PBS-T gewaschen, einmal 5 Minuten mit OKANO 

und nochmals dreimal 5 Minuten mit PBS-T. OKANO dient zur Reduzierung des 

Hintergrundes bei der Entwicklung. Während der ganzen Inkubationszeit wurden 

die Membranen auf den Schüttler gestellt und vor Austrocknung geschützt. Die 

Antikörper wurden in 5% Milchpulver und mit PBS-T verdünnt. Die zweiten 

Antikörper waren mit dem Enzym Peroxidase konjugiert. Durch das Eintauchen der 

Membranen in ECL-Entwicklungslösungen für 1 Minute, konnte anschließend auf 

dem ECL-Hyperfilm eine Immunreaktion nachgewiesen werden.  

 

3.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese  

Die 2D-Gelelektrophorese ist eine Methode, die Proteine in zwei aufeinander 

folgenden Schritten trennt, wobei diese Trennungen auf zwei voneinander 

unabhängigen Parametern beruhen. Im ersten Schritt (1. Dimension) werden 

Proteine aufgrund ihres isoelektrischen Punktes (pI) durch isoelektrische 

Fokussierung (IEF) horizontal voneinander getrennt. Im zweiten Schritt 

(2.Dimension) werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht durch SDS-PAGE 

vertikal aufgelöst. Das nun entstandene zweidimensionale Bild zeigt eine hoch 

auflösende Trennung der Proteine unter Erhalt der quantitativen Verhältnisse. 



                                                                                                                                                 Methoden 

28 

3.5.1 Probenvorbereitung für die erste Dimension 

 

3.5.1.1 Präzipitation 

Die Präzipitation ist eine Fällungsreaktion, bei der gelöste Stoffe aus Lösungen in 

Form von Niederschlag ausgefällt werden. Das Ziel der Fällung ist es, die Proteine 

zu reinigen und zu konzentrieren. Für die Synapsenproteine wurde ein Gemisch aus 

Aceton/Methanol im Verhältnis 8:1 (Vol:Vol) benutzt. Das Gemisch wurde in 

3facher Menge zu den Proteinen in der Lösung gegeben und bei -20°C über Nacht 

gelagert. 

 

3.5.1.2 Proteinmarkierung mit CyDyes 

CyDye ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich an die Lysinseitenketten der Proteine 

anlagert. Es gibt verschiede CyDyes, die in ihrer chemischen Struktur sehr ähnlich 

sind, sich aber in ihren spektralen Eigenschaften unterscheiden. Sie fluoreszieren in 

unterschiedlichen Wellenlängen, wodurch mehrere Protein-gekoppelte CyDyes in 

einem Gel verglichen werden können, welches die gleichen Laufeigenschaften 

besitzt. Dies wird als DIGE bezeichnet. Damit werden Unterschiede in der 

experimentellen Durchführung minimiert. Es wurden 3 verschiedene CyDyes 

benutzt (Cy2, Cy3 und Cy5). Cy2 wurde immer für den Internal Standard (IS) 

verwendet. Der IS ist ein Mix aus allen vorhandenen Proben und wurde auf jedes 

Gel aufgetragen. Das bedeutet, dass jedes Protein als Kontrolle aufgetragen wurde 

und so mit sich selbst und in Bezug auf die Laufeigenschaften verglichen werden 

konnte. Cy3 und Cy5 wurden abwechselnd der nicht erkrankten Kontrollgruppe 

und der erkrankten Patientengruppe zugeordnet. Dadurch konnten Unterschiede in 

der Bindung der beiden Fluoreszenzfarbstoffe zu den Proteinen minimiert werden. 

Die CyDyes sind bei starkem Lichteinfluss instabil, deshalb wurden alle folgenden 

Schritte bei abgedimmten Licht, beziehungsweise im Dunkeln, durchgeführt. Für ein 

Gel wurden jeweils 25µg Protein vom IS, von einer Probe aus der Kontrollgruppe 

und von einer Probe aus der Patientengruppe benutzt. Da das Volumen an µl, das 

25µg entsprach, von Probe zu Probe variierte, wurden die Proteine über Nacht 

präzipitiert. Das entsprechende Volumen an Proteinen wurde in Eppendorf-Cups 
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pipettiert und die 3fache Aceton/Methanol-Mischung hinzugefügt. Am nächsten 

Tag wurden die Proteine 15 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert, das 

Aceton/Methanol-Gemisch abpipettiert und das sich am Boden befindende 

Proteinpellet 5 Minuten luftgetrocknet. Anschließend wurden 10µl Lyse-Puffer 

hinzugefügt und das Pellet wieder gelöst. Danach wurde 1µl des entsprechenden 

CyDyes hinzugefügt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde danach 

mit 1µl Lysin gestoppt und weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. Für weitere 10 

Minuten auf Eis wurden 10µl 2fach konzentrierter Proben-Puffer dazugegeben. 

Abschließend wurden 89µl Rehydration-Puffer hinzugegeben und alle Proben 

zusammenpipettiert (Totalvolumen 333µl). Für die isoelektrische Fokussierung 

wurden 17cm lange Gelstreifen (Ready Strip IPG) mit einem linearen pH-Bereich 

von 3-10 verwendet. Das Probengemisch wurde in die Isofokussierungskasette 

pipettiert und der Gelstreifen blasenfrei mit der Gelseite nach unten darauf gelegt. 

Es folgte eine Stunde Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurden die 

Gelstreifen mit Mineralöl überschichtet, um die Verdunstung der Probe zu 

verhindern. 

 

3.5.2 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung 

Die isoelektrische Fokussierung ist ein Verfahren, bei dem Proteine aufgrund ihres 

relativen Gehalts an sauren und basischen Aminosäuren getrennt werden. Die 

Proteine wandern im elektrischen Feld durch einen pH-Gradienten, bis sie an den 

pH-Wert gelangen, an dem ihre Nettoladung und damit auch ihre 

Wanderungsgeschwindigkeit Null ist. Dies ist ihr isoelektrischer Punkt. Aufgrund 

der amphoteren Eigenschaften von Aminosäuren sind Proteine bei pH-Werten 

unterhalb ihres pI positiv und bei pH-Werten oberhalb ihres pI negativ geladen. Die 

isoelektrische Fokussierung lief nach folgendem Schema ab: 

1. Schritt: 12 Stunden Rehydratation bei 20°C und 50V pro Gel 

2. Schritt: 500V für 1 Stunde 

3. Schritt: 1000V für 1 Stunde 

4. Schritt: 5000V für 2 Stunden 

5. Schritt: 8000V bis 60000Vh. 
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Nach Abschluss der Isofokussierung (ca. 24 Stunden) wurden die IPG-Streifen für 

die SDS-PAGE äquilibriert. 

 

3.5.3 Äquilibrierung der Proteine für die zweite Dimension  

Für die zweite Dimension der Gelelektrophorese musste eine Umpufferung 

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

Dieser Vorgang wurde benötigt, um die Proteine aus dem IPG-Streifen zu lösen und 

auf das SDS-Gel übertragen zu können. Disulfidbrücken mussten mit DTT reduziert 

werden und die entstehenden Sulfhydrylgruppen der Cysteinreste mit IAA alkyliert 

werden. SDS bindet die Proteine, sodass die Eigenladungen der Proteine überdeckt 

werden und sie danach eine konstant negative Ladungsverteilung aufweisen. Als 

Erstes wurden die IPG-Streifen in ddH2O vorsichtig gewaschen. Anschließend wurde 

20 Minuten in Äquilibrations-Puffer 1 und ebenfalls 20 Minuten in Äquilibrations-

Puffer 2 auf dem Schüttler inkubiert. 

 

3.5.4 Zweite Dimension: SDS-PAGE 

Für die Gelektrophorese wurden 12 % Gele (17cm x 18cm x 1mm) am Vortag im 

Protean II XL Cell (Bio-Rad) gegossen. Die äquilibrierten IPG-Streifen wurden 

vorsichtig und luftblasenfrei auf die Gele gelegt. Zusätzlich wurde ein 

Molekulargewichtsmarker auf Filterpapierstreifen aufgetragen und am linken Rand 

der Gele eingefügt. Die Elektrophorese lief bei konstanten 20mA ca. 17 Stunden lang 

über Nacht unter Wasserkühlung bei 10°C im SDS-Laufpuffer. Die Elektrophorese 

wurde beendet, als das Bromphenolblau des Äquilibrierungs-Puffers 2 den unteren 

Rand der Gele erreicht hatte. Anschließend wurde 30 Minuten mit 4M 

Guanidiniumthiocyanat behandelt. 

 

3.6 Scannen der Gele 

Um die Gele mit der Software vergleichen zu können, wurden sie mit dem Fuji FLA 

5100 Fluoreszenz-Scanner eingelesen. In einem Gel befanden sich nun 3 Proben, die 

mit unterschiedlichen CyDyes angefärbt waren. Den CyDyes entsprechend wurden 

dafür im Scanner manuell die passenden Filter eingesetzt (510nm für Cy2, 575nm für 
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Cy3 und 665nm für Cy5). Die Filter sind so hergestellt, dass sie nur die Wellenlänge 

durchlassen, welche die einzelnen CyDyes emittieren und den Rest des Spektrums 

blockieren. Die Glasplatten zwischen denen sich die Gele befanden, wurden 

gründlich mit Ethanol gesäubert und anschließend die Gele dreimal gescannt.  

 

3.7 Kolloidale Coomassie-Brilliant-Blau-Färbung 

Die Coomassie-Brilliant-Blau-Färbung wird benutzt, um die durch 2D-

Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine, im SDS-Gel sichtbar zu machen. Danach 

können Proteine, die untersucht werden sollen, ausgeschnitten werden und mit 

Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert werden. Nach der Auftrennung der 

Proteine wurden sie 48 Stunden unter leichtem Schütteln in der Coomassie-

Färbelösung inkubiert. Für diese Färbung wurden 350µg Proteine pro Gel benötigt. 

Dazu wurden Proteine aller Patientenproben benutzt. Nach der Inkubation wurden 

die Gele mit ddH2O dreimal gewaschen, 1 Stunde mit 4M Urea inkubiert und danach 

in dH2O belassen, bis die Proteinspots ausgeschnitten wurden. Urea baut Keratin ab, 

was zu falschen Ergebnisse bei der Analyse führen kann. 

 

3.8 Trypsinverdau 

Um die relevanten Proteine mittels massenspektrometrischer Bestimmung 

untersuchen zu können, mussten diese aus den Coomassie-Brilliant-Blau gefärbten 

Gelen ausgeschnitten und mit Trypsin vorbehandelt werden. Trypsin ist ein Enzym, 

das Eiweiße spaltet, aber dabei nicht spezifisch für ein bestimmtes Eiweiß ist. Es ist 

vielmehr in der Lage Strukturmerkmale von Eiweißen zu erkennen und spaltet sehr 

viele Proteine direkt unterhalb der Aminosäuren Lysin und Arginin. Die relevanten 

Spots wurden mit einem sterilen Skalpell aus den Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Gelen ausgeschnitten und in einen sterilen 0,5ml Eppendorf-Cup gegeben. 

Nach einem Waschschritt wurden für 20 Minuten 100mM AMBIC dazugegeben um 

die Gelstücke restlos zu entfärben. Für weitere 15 Minuten wurde ACN in jeden 

Eppendorf-Cup zusätzlich pipettiert. ACN dehydriert die Gelstücke, um sie so 

besser für Trypsin zugänglich zu machen. Danach wurden die Lösungen verworfen 

und die Gelstücke mit dem Vakuumtrockner für 15 Minuten getrocknet. Nach dem 
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Trocknen wurden die Gelstücke auf Eis mit trypsinhaltigen Verdauungspuffer 

rehydriert und für 45 Minuten inkubiert. Hinterher folgte die Inkubation mit 

Verdaupuffer ohne Trypsin über Nacht bei 37°C. Am nächsten Tag wurde der 

Überstand, in dem sich die Peptide befanden, in neue 0,5ml Eppendorf-Cups 

gegeben und die verbleibenden Peptide in zwei Schritten aus den Gelstücken 

extrahiert. Zunächst wurden die Peptide mit 30% ACN in 0,1% TFA für 30 Minuten 

im Ultraschallwasserbad aus den Gelstücken gelöst. Danach wurde der Überstand 

zum restlichen Überstand in die Eppendorf-Cups pipettiert und im Vakuumtrockner 

15 Minuten getrocknet. Dieser Schritt wurde anschließend mit 70% ACN in 0,1% 

TFA wiederholt. Die getrockneten Überstande wurden abschließend bei -20°C 

eingefroren. Zur Analyse wurden die Peptide in 0,1% Ameisensäure gelöst.  

 

3.9 Massenspektrometrische Untersuchung 

Bei der ESI-Q-TOF (electrospray ionization quadripole time-of-flight) 

Massenspektrometrie werden die Peptide mit geladenen Substanzen besprüht und 

anschließend ionisiert. Die feinen Tropfen trocknen und bleiben auf den Peptiden 

zurück. Danach werden die ionisierten Peptide anhand ihres Masse-zu-Ladung-

Verhältnis im nächsten Schritt getrennt. Bei dieser Art von Massenspektrometer 

unterscheidet man die Flugzeit der Ionen im elektrischen Feld. Beim Eintritt in den 

Analysator haben alle Ionen die gleiche Energie. Leichte Ionen erreichen beim Flug 

durch das elektrische Feld den Detektor eher als die schwereren Ionen. Die 

erhaltenen Daten werden mit Datenbanken verglichen und man erhält letztendlich 

die Aminosäuresequenz des Peptidfragments. Die massenspektrometrische 

Untersuchung der Peptide und die Proteinidentifikation erfolgte in der Abteilung 

für Klinische Chemie der Universitätsmedizin Göttingen. Für die Analyse wurde ein 

ESI-Q-TOF Ultima Global Massenspektrometer (Micromass, Manchester, UK) 

benutzt. Die Datenerfassung erfolgte mit MassLynx (Version 4.0) Software mit 

einem Windows NT PC. Anschließend wurden die Daten mit dem Protein-Lynx-

Global-Server (Version 2.1), (Micromass, Manchester, UK) weiterverarbeitet. Die 

Proteine wurden dann durch die MSDB und Swiss-Prot Datenbanken mittels Mascot 

Search Engine identifiziert. 
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3.10 Vergleich und statistische Auswertung 

Die Analyse und statistische Auswertung der Gele erfolgte mit der Software Delta 

2D (Version 3.6) von Decodon (Greifswald, Deutschland). Es wurden insgesamt 25 

Gele (fünfmal Subtyp MM1, fünfmal Subtyp VV2, siebenmal Kontrollen, achtmal IS) 

eingelesen. Für den besseren Vergleich der beiden Subtypen der sporadischen 

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit mit der Kontrollgruppe wurde die 100%-spot-matching-

Technologie von Delta 2D benutzt, wodurch Unterschiede in den Laufeigenschaften 

der Gele ausgeglichen werden konnten. Proteine wurden als signifikant reguliert 

angesehen, wenn sie im Vergleich zur Kontrollgruppe mindestens 2fach hoch- oder 

herunterreguliert waren und einen p-Wert < 0,05 hatten.  
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Nachweis der korrekten Isolierung der Synaptosomen 

Die Synaptosomen wurden aus den präfrontalen Kortizes von MM1- und VV2-sCJK- 

Patienten und der Kontrollgruppe extrahiert. Diese Gehirnregion wurde für unsere 

Versuche gewählt, da sie in jedem sCJK-Subtyp betroffen ist, allerdings in 

unterschiedlich starker Ausprägung (Gambetti et al. 2003). Um die 

Grundvoraussetzung der folgenden 2-DE-Experimente zu sichern, musste der 

Nachweis erbracht werden, dass die Isolation der Synaptosomen korrekt 

durchgeführt wurde (Methoden 3.1). Dafür wurde Synaptophysin mit einem 

spezifischen monoklonalen Antikörper im Western Blot nachgewiesen. Die für 

Synaptophysin spezifischen Banden, lokalisiert bei 34 kDa, konnten bei allen 5 

Synaptosomenfraktionen (Sy) der Kontrollgruppe (NDK), sowie bei MM1-sCJK und 

VV2-sCJK nachgewiesen werden. Im Gegensatz sind auf allen Positionen, der nicht 

berücksichtigten zytosolischen Proteinfraktionen (S2), keine eindeutigen Banden 

nachweisbar (Abb. 11). 

 

 
4.2 Ergebnisse der Proteomanalyse: allgemeine Bemerkungen 

Für die Proteomanalyse der isolierten Synaptosomen aus den präfrontalen Kortizes 

der Kontrollgruppe, MM1-sCJK und VV2-sCJK wurde die 2D-DIGE- 

Abbildung 11. Western-Blot-Analyse der isolierten Synptosomenfraktionen (Sy), von der 
Kontrollgruppe (NDK), MM1-sCJK und VV2-sCJK mithilfe des spezifischen 
monoklonalen anti-Synaptophysin Antikörpers. Für alle aufgetragenen Synaptosomen-
fraktionen (Sy) sind Banden bei 34 kDa sichtbar. Im Gegensatz dazu sind bei den nicht 
isolierten zytosolischen Proteinfraktionen (S2) keine eindeutigen Banden nachweisbar. 
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Technologie benutzt (Methoden 3.5 - 3.10). Nach der 2D-Gelelektrophorese, 

densitometrischen und statistischen Analyse war es möglich, 257 Proteinspots 

aufzutrennen. Eine Übersicht aller gefundenen Proteinspots ist in der Abbildung 12 

zu sehen.  

 
Abbildung 12. Synaptosomen-Proteom-Muster. 

 

Ein Proteinspot wurde als signifikant hoch- oder herunterreguliert angesehen, wenn 

die Regulierung der CJK-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe größer oder 

kleiner gleich 2fach betrug und der p-Wert < 0,05 war. Insgesamt waren 40 

Proteinspots im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hoch- oder 

herunterreguliert. Die Abbildung 13 zeigt die für MM1-sCJK 29 signifikanten 

Proteinspots, die Abbildung 14 zeigt 12 Proteinspots, welche für VV2-sCJK 

signifikant sind. Der Proteinspot ID 6805 ist signifikant für beide Subtypen. 
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Abbildung 13. Die Übersicht der signifikanten Proteinspots, für MM1 nach Analyse mit 

der Software Delta 2D. Die nummerierten Spots zeigen eine signifikante Hoch- und 

Herunterregulation für den Subtyp MM1 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Abbildung 14. Die Übersicht der signifikanten Proteinspots für VV2 nach Analyse mit 

der Software Delta 2D. Die nummerierten Spots zeigen eine signifikante Hoch- und 

Herunterregulation für den Subtyp VV2 im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

 

Durch die massenspektrometrische Untersuchung war es möglich, 29 der 40 

Proteinspots zu identifizieren. Dabei wurden mehrfach Isoformen identifiziert, 

sodass es letztlich 23 Proteinen entsprach (Tab. 4). Die verbliebenen Spots konnten 

nicht identifiziert werden, aufgrund von nicht sicherer Nachweisbarkeit oder zu 

schwacher Färbung der Coomassie-Brilliant-Blau-gefärbten Gele. Im Vergleich der 

beiden Subtypen war nur eine der 3 Isoformen des Proteins Glial Fibrillary Acidic 

Protein (GFAP) für beide Subtypen signifikant hochreguliert. Eine Sonderrolle zeigte 

sich bei dem Protein Spectrin alpha chain, brain. Spectrin alpha chain, brain ließ sich in 2 

Formen identifizieren. Das komplette Protein war für MM1 herunterreguliert und 

die geschnittene Form (cleaved form) war für VV2 herunterreguliert. Die 21 weiteren 

gefundenen Proteine sind jeweils nur für einen Subtyp signifikant. Für den Subtyp 

MM1 konnten 16 dysregulierte Proteine identifiziert werden und für den Subtyp 

VV2 5 dysregulierte. Eine Übersicht zeigt die Abbildung 15. Noch weitere   
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Proteine/Isoformen (mit * in der Tabelle 4 markiert) zeigen die gleiche Tendenz der 

Regulation für beide Subtypen, jedoch wurden die Signifikanzkriterien nicht erfüllt. 

Insgesamt konnten 11 Proteinspots nicht identifiziert werden. Ob es sich hier nach 

einer Identifikation letztendlich auch um 11 Proteine handeln würde, kann nicht 

beurteilt werden. 6 der 11 unbekannten Spots sind signifikant für MM1. Auf Grund 

der räumlichen Nähe auf dem Gel, könnte der Spot (ID 6919) auch eine Isoform von 

Aspartate aminotransferase, mitochondrial sein. Die restlichen 5 Proteinspots sind 

signifikant für Subtyp VV2, wobei die Spots ID 6424 und ID 6431 sehr eng 

beieinander liegen, sodass es ein Protein sein könnte. 

 
Abbildung 15. Schematische Darstellung der 257 gefundenen Proteinspots und die 

darauffolgende Reduzierung auf die identifizierten Proteine. 40 hoch- beziehungsweise 

herunterregulierte signifikante Proteinspots sind mit Hilfe der Softwareanalyse 

herausgefunden wurden. 29 Spots konnten durch massenspektrometrische Untersuchungen 

identifiziert werden, dies entsprach 23 Proteinen. 16 Proteine sind signifikant reguliert für 

den Subtyp MM1, 5 für den Subtyp VV2. * : Eine Isoform von GFAP ist in beiden Subtypen 

signifikant. Außerdem ließ sich Spectrin alpha chain, brain als Gesamtprotein für MM1 

nachweisen und die geschnittene Form für VV2. Noch weitere Proteine/Isoformen zeigen 

die gleiche Tendenz der Regulation für beide Subtypen, jedoch wurden die 

Signifikanzkriterien nicht erfüllt. 
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ID # Protein 
Subtyp MM1 Subtyp VV2 UniProt 

Eintrag Score 
Regulation p-Wert Regulation  p-Wert 

6805 Glial fibrillary acidic protein ↑ 2,0 0,010 ↑ 2,3 0,010 P14136 487 

 6355 Spectrin alpha chain, brain * ↓ 0,3 0,043 ↔ 0,3 0,053 Q13813 80 

10783 
Spectrin alpha chain, brain 

(cleaved form) 
↔ 0,8 0,492 ↓ 0,4 0,028 Q13813 90 

 6488 
Gelsolin * 

↑ 3,0 0,014 ↔ 2,2 0,159 P06396 86 
6491 ↑ 2,6 0,026 ↔ 2,1 0,207 P06396 52 
6810 

Glial fibrillary acidic protein * 
↑ 2,8 0,029 ↔ 2,0 0,059 P14136 198 

6811 ↑ 3,2 0,004 ↔ 2,3 0,103 P14136 357 
6499 Mitofilin * ↔ 3,2 0,090 ↑ 2,6 0,028 Q16891 75 
9528 Annexin-A6 * ↔ 0,6 0,120 ↓ 0,4 0,020 P08133 345 

 6542 78 kDa glucose-regulated protein  ↑ 2,8 0,012 ↔ 1,6 0,132 P11021 74 

6543 
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 

kDa subunit 
↑ 2,7 0,042 ↔ 1,0 0,937 P28331 109 

7301 14-3-3 protein epsilon ↑ 3,7 0,003 ↔ 1,0 0,915 P62258 265 
7339 14-3-3 protein gamma ↑ 3,4 0,007 ↔ 0,7 0,442 P61981 198 

40267 Heat shock protein HSP 90-alpha  ↑ 2,1 0,024 ↔ 1,9 0,152 P07900 160 
6625 Syntaxin-binding protein 1  ↓ 0,5 0,029 ↔ 0,7 0,089 P61764 176 

6777 
ATP synthase subunit alpha, 

mitochondrial  
↓ 0,3 0,013 ↔ 0,7 0,179 P25705 915 

6923 
Fructose-bisphosphate- 

aldolase A 
↓ 0,4 0,011 ↔ 0,8 0,332 P04075 50 

6929 
Aspartate aminotransferase, 

mitochondrial  
↓ 0,4 0,002 ↔ 0,7 0,157 P00505 1340 

7065 
Malate dehydrogenase, mitochondrial 

↓ 0,4 0,040 ↔ 0,9 0,680 P40926 413 
7081 ↓ 0,3 0,046 ↔ 0,9 0,877 P40926 193 
7216 Alpha-crystallin B chain ↓ 0,2 0,016 ↔ 1,2 0,638 P02511 332 
7387 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ↓ 0,3 0,010 ↔ 1,2 0,492 P30084 113 
7553 Peroxiredoxin-2 ↓ 0,3 0,040 ↔ 0,9 0,692 P32119 608 

7566 
Phosphatidylethanolamine-binding 

protein 1 
↓ 0,3 0,008 ↔ 1,1 0,854 P30086 721 

7569 Ferritin heavy chain ↓ 0,4 0,044 ↔ 1,0 0,937 P02794 122 
7593 Alpha-crystallin B chain ↓ 0,2 0,003 ↔ 1,2 0,596 P02511 407 
6986 Tubulin beta-2A chain ↔ 0,9 0,903 ↑ 2,4 0,040 Q13885 39 
6532 Vesicle-fusing ATPase ↔ 0,9 0,890 ↓ 0,4 0,004 P46459 78 

7025 
N(G), N(G) dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase 1 
↔ 0,9 0,681 ↓ 0,5 0,003 O94760 251 

6567 nicht identifiziert * ↑ 4,1 0,043 ↔ 3,2 0,089   
7649 nicht identifiziert ↑ 5,2 0,023 ↔ 1,3 0,634   
6390 nicht identifiziert ↓ 0,3 0,038 ↔ 0,8 0,629   
6919 nicht identifiziert * ↓ 0,4 0,023 ↔ 0,6 0,154   
7350 nicht identifiziert ↓ 0,4 0,022 ↔ 1,3 0,200   
7538 nicht identifiziert ↓ 0,4 0,036 ↔ 0,7 0,361   
7059 nicht identifiziert ↔ 1,1 0,900 ↑ 3,3 0,010   
7554 nicht identifiziert ↔ 1,4 0,316 ↑ 2,3 0,020   
6348 nicht identifiziert * ↔ 0,6 0,155 ↓ 0,4 0,035   
6424 nicht identifiziert ↔ 1,1 0,651 ↓ 0,5 0,016   
6431 nicht identifiziert ↔ 0,8 0,364 ↓ 0,4 0,046   

 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 4. Überblick der signifikanten hoch- oder herunterregulierten Proteine (dunkelgrau 
unterlegt für den jeweiligen Subtyp). Die Proteine mit * markiert zeigen die gleiche Richtung der 
Regulation in beiden Subtypen, verfehlen aber die Signifikanzkriterien (hellgrau unterlegt 
besonders knapp). 
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Die 23 identifizierten Proteine wurden anhand ihrer biologischen Funktionen in 4 

Gruppen eingeteilt. 35% der identifizierten Proteine können der Gruppe Zellstruktur 

und Stofftransport zugeordnet werden. Mit 30% ist die zweitgrößte Gruppe Zell- 

und Energiestoffwechsel. Deutlich weniger Proteine gehören der Gruppe Apoptose 

und oxidativer Stress an. Mit 5 zugeordneten Proteinen hat sie einen Anteil von 22%. 

Den prozentual kleinsten Anteil mit 13% haben die Chaperon-Proteine (Abb. 16).  

 

  
Abbildung 16. Prozentuale Verhältnisse, nachdem alle identifizierten Proteine anhand 

ihrer biologischen Funktionen eingeteilt wurden. 

 

Um ein präziseres Bild von den Subtypen zu bekommen, wurden in den 

Abbildungen 17 und 18 die Proteine den Subtypen entsprechend eingeteilt. Für den 

Subtyp MM1 ist nun die größte Gruppe Zell- und Energiestoffwechsel mit 33%. Für 

den Subtyp VV2 macht Zellstruktur und Stofftransport mit 70% den Großteil der 

Proteine aus. Chaperon-Proteine konnten für VV2-sCJK nicht gefunden werden. 

 

 
Abbildung 17. Prozentuale Verhältnisse für MM1-sCJK, nachdem die Proteine anhand 

ihrer biologischen Funktionen eingeteilt wurden. 
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Abbildung 18. Prozentuale Verhältnisse für VV2-sCJK, nachdem die Proteine anhand 

ihrer biologischen Funktionen eingeteilt wurden.  

 

4.3 Proteine mit Einfluss auf Zellstruktur und Stofftransport 

Zu dieser Gruppe gehören die Proteine Annexin-A6, Spectrin alpha chain, brain und 

ihre gespaltene Form, Syntaxin-binding protein 1, Ferritin heavy chain, die 3 Isoformen 

von GFAP, die 2 Isoformen von Gelsolin, Tubulin beta-2A chain und Vesicle-fusing 

ATPase. Insgesamt zeigt sich eine ausgeglichene Verteilung. 5 Proteine sind jeweils 

signifikant für MM1 und VV2. Eine Isoform von GFAP (ID 6805) ist signifikant für 

beide Subtypen. Spectrin alpha chain, brain ist signifikant für MM1, verfehlt aber die 

Signifikanzkriterien für VV2 nur sehr knapp (p-Wert von 0,053). Für MM1 sind alle 

identifizierten Isoformen von GFAP und Gelsolin hochreguliert. Spectrin alpha chain, 

brain; Syntaxin-binding protein 1 und Ferritin heavy chain sind herunterreguliert. Für 

VV2 ist eine Isoform von GFAP und Tubulin beta-2A chain hochreguliert. Annexin-A6, 

Vesicle-fusing ATPase und die gespaltene Form von Spectrin alpha chain, brain sind 

herunterreguliert. Weiterhin zeigen die beiden Isoformen des GFAPs ( ID 6810, 6811) 

und Gelsolin die gleiche Tendenz der Regulation für VV2-sCJK, ohne die Signifikanz 

zu erreichen. Gleiches gilt für Annexin A6 und MM1-sCJK (Tab. 5). 
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 MM1 VV2 
hochreguliert GFAP * (und 2 weitere 

Isoformen) 
GFAP 

Gelsolin * (und 1 weitere 
Isoform) 

Tubulin beta-2A chain 

   
herunter- 
reguliert 

Spectrin alpha chain, 
brain * 

Annexin-A6 * 

Syntaxin-binding protein 
1  

Vesicle-fusing ATPase 

Ferritin heavy chain Spectrin alpha chain, brain 
(cleaved form) 

Tabelle 5. Verteilung der signifikanten hoch- oder herunterregulierten Proteine zwischen 

den Subtypen MM1 und VV2, für die Gruppe der Proteine mit Einfluss auf die 

Zellstruktur und Stofftransport. * Eine Isoform von GFAP (ID 6805) ist signifikant für beide 

Subtypen. Zusätzlich zeigen die beiden anderen Isoformen des GFAPs, Spectrin alpha chain, 

brain und Gelsolin die gleiche Tendenz der Regulation auch für VV2-sCJK, die 

Signifikanzkriterien werden aber verfehlt. Gleiches gilt für Annexin A6 und MM1-sCJK. 

 

4.4 Proteine mit Einfluss auf Zellstoffwechsel und Energiestoffwechsel 

Den zweitgrößten Anteil hatte die Gruppe der Proteine des Zell- und 

Energiestoffwechsels. Dazu gehören die Proteine Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial; 

Malate dehydrogenase, mitochondrial; Aspartate aminotransferase, mitochondrial; Fructose-

bisphosphate aldolase A, NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, ATP synthase 

subunit alpha, mitochondrial und Mitofilin. Von Malate dehydrogenase, mitochondrial 

wurden 2 Isoformen identifiziert. Mitofilin ist in dieser Gruppe das einzige Protein, 

was signifikant für VV2-sCJK reguliert ist. Für den Subtyp MM1 zeigt es ebenfalls 

eine Hochregulation um das 3,2fache bei einem p-Wert von 0,090 (Signifikanzgrenze 

p-Wert < 0,05). Alle anderen Proteine sind signifikant für den Subtyp MM1. NADH-

ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit ist von diesen Proteinen das einzige 

hochregulierte Protein. Die verbliebenen 5 Proteine sind herunterreguliert. Somit 

lässt sich sagen, dass die Gruppe des Zell- und Energiestoffwechsels hauptsächlich 

gekennzeichnet ist durch herunterregulierte Proteine, signifikant für den Subtyp 

MM1 (Tab. 6). 
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 MM1 VV2 
hochreguliert NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa 

subunit 
Mitofilin * 

   
herunter- 
reguliert 

Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial  
Malate dehydrogenase, mitochondrial (und 1 
weitere Isoform) 
Fructose-bisphosphate aldolase A 
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 
Aspartate aminotransferase, mitochondrial 

Tabelle 6. Verteilung der signifikanten hoch- oder herunterregulierten Proteine, 

zwischen den Subtypen MM1 und VV2, für die Gruppe der Proteine mit Einfluss auf den 

Zell- und Energiestoffwechsel. * Mitofilin tendiert zur gleichen Regulation auch für MM1-

sCJK ohne die Signifikanz zu erreichen.  

 

4.5 Proteine mit Einfluss auf Apoptose und oxidativen Stress 

Den drittgrößten Anteil mit 22% hat die Gruppe der Proteine, die im 

Zusammenhang mit Apoptose und oxidativem Stress stehen. Sie beinhaltet die 

Proteine 14-3-3 protein gamma, 14-3-3 protein epsilon, Peroxiredoxin-2, 

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 und N(G), N(G) dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase 1. N(G), N(G) dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 ist für 

den Subtyp VV2 signifikant herunterreguliert (0,5fache, p-Wert von 0,003). Die 4 

erstgenannten Proteine sind signifikant für den Subtyp MM1. Die beiden 14-3-3-

Isoformen sind hochreguliert, Peroxiredoxin-2 und Phosphatidylethanolamine-binding 

protein 1 sind herunterreguliert. Zusammengefasst lässt sich sagen, dass 4 der 5 

Proteine sind signifikant für den Subtyp MM1 (Tab. 7). 
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 MM1 VV2 
hochreguliert 14-3-3 protein gamma  

14-3-3 protein epsilon 
   
herunter- 
reguliert 

Phosphatidylethanolamine-
binding protein 1 

N(G), N(G) dimethylarginine 
dimethylaminohydrolase 1 

Peroxiredoxin-2 
Tabelle 7. Verteilung der signifikanten hoch- oder herunterregulierten Proteine zwischen 

den Subtypen MM1 und VV2 für die Gruppe der Proteine mit Einfluss auf die Apoptose 

und oxidativen Stress.  

 

4.6 Proteine mit Einfluss auf die Proteinfaltung (Chaperon-Proteine) 

Zur kleinsten Gruppe mit 13% gehören die Proteine Heat shock protein HSP 90-alpha, 

78 kDa glucose-regulated protein und 2 Isoformen von Alpha-crystallin B chain. Das Heat 

shock protein HSP 90-alpha ist für den Subtyp MM1 signifikant hochreguliert um das 

2,1fache mit einem p-Wert von 0,024. Außerdem zeigt 78 kDa glucose-regulated protein 

eine Hochregulation um das 2,8fache, bei einem p-Wert von 0,012. Beide Isoformen 

von Alpha-crystallin B chain zeigen eine signifikante Herunterregulation für den 

Subtyp MM1 (Tab. 8). 

 

 MM1 VV2 
hochreguliert Heat shock protein HSP 90-alpha  

78 kDa glucose-regulated protein 
   
herunter- 
reguliert 

Alpha-crystallin B chain (und 1 weitere 
Isoform) 

  

Tabelle 8. Verteilung der signifikanten Proteine für MM1-sCJK für die Gruppe der 

Proteine mit Einfluss auf die Proteinfaltung. 
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5 Diskussion 

 

In dieser Arbeit wurde das Proteom der Synapse der beiden am häufigsten 

auftretenden Subtypen der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit MM1 und 

VV2 mit einer neurologisch unauffälligen Kontrollgruppe verglichen. Ziel war es, 

Proteine zu identifizieren, die eine unterschiedliche Expression zeigen und somit 

eine Rolle im Pathomechanismus der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 

spielen könnten. Im Vergleich der beiden Subtypen mit der Kontrollgruppe wurden 

23 CJK-regulierte Proteine identifiziert. Der Großteil der Proteine lässt sich der 

Gruppe Zellstruktur und Stofftransport zuordnen. Eine Isoform von GFAP war als 

einziges Protein signifikant für beide Subtypen. Spectrin alpha chain, brain ließ sich in 

2 Formen identifizieren. Das komplette Protein war für MM1 signifikant und die 

geschnittene Form für VV2. Außerdem zeigten noch weitere Proteine, 

beziehungsweise Isoformen die gleiche Tendenz der Regulation, verfehlten aber die 

Signifikanzkriterien. So ist es denkbar, dass unter anderen experimentellen 

Bedingungen die Signifikanzgrenze erreicht werden könnte. Insgesamt wurden 

mehr als doppelt soviele Proteine für Subtyp MM1 gefunden. Die Ergebnisse deuten 

daraufhin, dass verschiedene zelluläre Prozesse in der Synapse gestört sein könnten.  

 

5.1 Proteine mit Einfluss auf Zellstruktur und Stofftransport 

Mit Tubulin beta-2A chain und Gelsolin sind 2 Proteine hochreguliert, die durch ihre 

Funktion unter anderem zum Erhalt der Stabilität der Nervenzelle dienen. Tubulin 

beta-2A chain ist wichtig für den Aufbau von Axonen während der 

Gehirnentwickelung und Regeneration (Hoffman 1988; Joshi and Cleveland 1989; 

Hoffman and Luduena 1996). Zusätzlich scheint es auch am Umbau von Dendriten 

(remodeling) beteiligt zu sein (Paden et al. 1995). Gelsolin ist ein calciumabhängiges, 

ein Aktin-bindendes Protein und hat eine Schlüsselrolle im Bereich der Aktin-

Synthese und Abbau (Sun HQ et al. 1999). Außerdem werden Gelsolin eine anti-

apoptotische, anti-amyloide und eine anti-oxidative Wirkung zugeschrieben (Koya 

et al. 2000; Harms et al. 2004; Sadzynski et al. 2010). Die Proteine Spectrin alpha chain, 

brain; Syntaxin-binding protein, sowie Annexin A6 sind herunterreguliert und könnten 

Einfluss auf die Zellkommunikation haben. Spectrin alpha chain, brain ist eine 
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Untereinheit des Spectrins. Spectrin hat eine direkte Verbindung zu Aktin, welches 

ein wichtiger Bestandteil und Stabilitätsfaktor des Zytoskeletts ist und die 

Aktinfilamente aufbaut (Bennett et al. 1982; Fox et al. 1987; Bennett and Baines 2001). 

Gleichzeitig wird die Fähigkeit Calcium zu binden diskutiert, da strukturelle 

Ähnlichkeiten zu Calmodulin gefunden wurden (Bennett and Baines 2001). Calcium 

wird benötigt für die aktive Bewegung des Zytoskeletts. Die Vermutung, dass 

Spectrin alpha chain, brain Calcium binden kann, wird bekräftigt durch eine direkte 

Verbindung zum NMDA-Rezeptorder, der durch calciumabhängige Regulierung 

eine wichtige Schlüsselrolle für die synaptische Plastizität ausübt (Wechsler and 

Teichberg 1998). Außerdem wurde eine direkte Verbindung zu Proteinen der 

Syntaxin-Familie gefunden, das vermuten lässt, dass Spectrin eine regulatorische 

Funktion bei der Exozytose ausüben könnte (Nakano et al. 2001). Es konnte 

außerdem gezeigt werden, dass Spectrin alpha chain, brain bei alkoholinduzierter 

Neurodegeneration durch die Aktivierung von Calpain selbst abgebaut wird 

(Rajgopal and Vemuri 2002). Syntaxin-binding protein 1 spielt eine Schlüsselrolle in 

der synaptischen Aktivität bei der Fusion und Neurotransmitterfreisetzung aus den 

Vesikeln (Swanson et al. 1998; Burgoyne et al. 2009; Han GA et al. 2010). Durch 

Bindung an Syntaxin 1 stabilisiert es das Protein in seinen Konformationsformen 

und vermittelt gleichzeitig das Binden von Syntaxin 1 an den SNARE-Komplex. 

Außerdem unterstützt es den SNARE-Komplex bei der Membranfusion (Deak et al. 

2009; Han GA et al. 2010). Das Fehlen von Syntaxin-binding protein 1 führt zum 

kompletten Ausfall der Neurotransmittersekretion, welches zwangsläufig zum 

Funktionsverlust der Neurone führt (Verhage et al. 2000; Heeroma et al. 2004). 

Weiterhin zeigt Syntaxin-binding protein 1 eine aktivierende Wirkung auf Cdk5 

(Shetty et al. 1995; Rajgopal and Vemuri 2001). Cdk5 ist hauptsächlich aktiv im ZNS 

und beteiligt an neuronaler Entwicklung. Interessanterweise scheint Cdk5 eine 

Schlüsselrolle in der Neuropathologie von vielen neurodegenerativen Erkrankungen 

zu spielen und könnte eine molekulare Verbindung zwischen synaptischer 

Dysfunktion und neuronalem Zelltod sein (Lopes and Agostinho 2011). Annexin A6 

ist ein calciumabhängiges Protein, das mit den Phospholipiden der Membranen 

interagiert. Es ist in der Regulation des Stofftransports (Endozytose und Exozytose) 

zwischen Golgi-Apparat und Plasmamembran involviert, insbesondere von  
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Cholesterin und Caveolin (Grewal et al. 2000; Cubells et al. 2007). Außerdem ist es 

Bestandteil der clathrin-coated-pits (Lin et al. 1992). Es interagiert auch mit dem 

Protein Fyn, das zusammen mit PrP und Caveolin ein Signalkomplex bildet (Chow 

A et al. 2000; Mouillet-Richard et al. 2000). Weiterhin bindet Annexin A6 an das 

synaptische Vesikel Protein Synapsin I, das die Menge der vorhandenen 

präsynaptischen Vesikel für die Freisetzung von Neurotransmittern reguliert (Inui et 

al. 1994). Das außerdem herunterregulierte Protein Ferritin heavy chain ist eine 

Untereinheit des Ferritins (Han J et al. 2000). Ferritin bindet Eisen und reguliert 

durch eine pufferähnliche Wirkung den Eisenhaushalt, abhängig vom zellulären 

Bedarf. Störungen des Eisenhaushalts können durch Bewegungsstörungen und 

Verhaltensstörungen auffällig werden (Johnstone and Milward 2010). Der 

Funktionsverlust von PrPC, beziehungsweise die Aggregation von PrPSc, führt zu 

einem Dysregulation des Eisenhaushalts (Singh et al. 2009). Dabei freiwerdende 

Eisenionen führen zu Neurotoxizität in der Nervenzelle (Das et al. 2010) und zu 

oxidativem Stress (Kim et al. 2000). Herausstechend aus dieser Gruppe sind Spectrin 

alpha chain, brain; Syntaxin-binding protein 1 und Annexin A6. Möglicherweise könnte 

die gestörte Funktion dieser 3 Proteine für eine fehlerhafte Kommunikation 

zwischen den Neuronen sprechen. Hinweise lassen sich für beide Subtypen finden, 

sodass dies auf eine Fehlfunktion im Rahmen des allgemeinen Pathomechanismus 

der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit hinweisen könnte. Ein erniedrigtes 

Vorkommen von Spectrin alpha chain, brain konnte ebenfalls im Rahmen des beta-

Amyloid-induzierten Zelluntergangs bei Morbus Alzheimer gefunden werden (Wei 

et al. 2008). Syntaxin-binding protein 1 steht in Verbindung zu Cdk5, dessen 

Funktionsstörungen im Pathomechanismus von Morbus Alzheimer und Morbus 

Parkinson von Bedeutung sind. (Lopes and Agostinho 2011;	   Shetty et al. 1995; 

Rajgopal and Vemuri 2001). Unser Studiendesign lässt keine Aussage zu, wann 

genau die Änderung der Proteinexpression auftritt. Um einen genaueren Überblick 

über den Beginn der Änderung dieser involvierten Proteine zu bekommen, sind 

bereits weitere Experimente im Tiermodell geplant. Dabei sollen transgene Mäuse, 

die menschliches PrPC exprimieren und mit den Subtypen MM1 und VV2 der sCJK 

infiziert werden, mit einer Kontrollgruppe zu verschiedenen Zeitpunkten mittels 

Proteomanalyse verglichen werden. 
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5.2 Proteine mit Einfluss auf Zellstoffwechsel und Energiestoffwechsel  

Für den Subtyp MM1 zeigt sich, dass im Bereich des Mitochondrienmetabolismus 

viele Schlüsselenzyme herunterreguliert sind, die an lebenswichtigen Kreisläufen für 

die Energiegewinnung aus Fetten, Proteinen und Kohlenhydraten in der Zelle 

beteiligt sind. Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ist ein Enzym der β-Oxidation, 

welches eine Hydratationsreaktion katalysiert (Janssen et al. 1997; Bahnson et al. 

2002). In einem Experiment mit humanen Brustkrebszellen MCF-7 zeigte sich, dass 

die durch das Protein PP2 (kinase inhibitor) induzierte Apoptose zu einer 

Herunterregulation von Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial führte (Liu et al. 2010). 

Das Enzym Malate dehydrogenase, mitochondrial ist Bestandteil des Zitratzyklus und 

im Malat-Aspartat-Shuttle, welches ein System zum indirekten Transfer des NADHs 

vom Zytosol in die Matrix der Mitochondrien ist. NADH wird in Mitochondrien in 

der Atmungskette für die Synthese des ATPs benötigt (Rassow et al. 2006a). 

Ebenfalls beteiligt am Malat-Aspartat-Shuttle ist das Enzym Aspartate 

aminotransferase, mitochondrial (Rassow et al. 2006b). Fructose-bisphosphate aldolase A ist 

ein Enzym der Glykolyse und ist daher unentbehrlich für die Verwertung von 

Kohlenhydraten. (Rassow et al. 2006c). ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ist 

das einzige herunterregulierte Protein, was nicht direkt eine Reaktion katalysiert. Es 

ist eine Untereinheit der ATP-Synthase. Die ATP-Synthase ist in der 

mitochondrialen Innenmembran verankert und regeneriert ATP. ATP ist der 

zentrale und entscheidende Energieträger aller Organismen (Rassow et al. 2006d). 

Die Hochregulation von NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit (MM1) und 

Mitofilin (VV2) könnte ein Indiz für den Schutz und Erhalt der korrekten 

Mitochondrienfunktion sein. Die NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit ist 

der größte Bestandteil des Komplexes 1 der Atmungskette in Mitochondrien (Chow 

W et al. 1991; Duncan et al. 1992). Fehlfunktion des Komplexes 1 können sich 

störend auf die Homöostase von Gehirn, Skelettmuskeln und Herz auswirken 

(Smeitink et al. 2004). Das Vorhandensein von Mitofilin scheint essentiell wichtig für 

die Funktion der Mitochondrien, sowie die korrekte Formation der inneren 

Mitochondrienmembran zu sein (Mun et al. 2010). Zusammenfassend lassen sich die 

Konsequenzen der herunterregulierten Proteine im Einzelnen nur schwer beurteilen. 

Das Gesamtbild dieser Proteine deutet darauf hin, dass es im Verlauf der 
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sCJK für Subtyp MM1 zu einer mitochondrialen Dysfunktion innerhalb der 

Synapsen kommen könnte. Dies wird bestätigt durch Experimente, wo 

ultrastrukturell gezeigt werden konnte, dass es bei sCJK-Patienten im Bereich des 

Gehirns zu mitochondrialer Degeneration kommt (Liberski et al. 2005). Allerdings 

scheint die Degeneration der Mitochondrien nicht gleichbedeutend mit einem 

grundsätzlichen Mitochondrienverlust zu sein. Experimente mit Scrapie-infizierten 

Mäusen, welche die Anzahl und Funktion der Mitochondrien im Verlauf der 

Erkrankung untersuchten, zeigten, dass am Anfang der Erkrankung die Anzahl der 

Mitochondrien relativ konstant blieb, obwohl es auch zu morphologischen 

Veränderungen der inneren Mitochondrienmembran kam. Dementsprechend 

könnte die Dysfunktion zu Beginn im Vordergrund stehen und diese erst im 

späteren Verlauf zum Untergang der Neurone führen (Siskova et al. 2010). Auch ein 

Experiment der Alzheimer-Forschung zeigte, dass die Ablagerung von aggregierten 

Proteinen, wie β-Amyloid oder dem Tau-Protein, oxidativen Stress induziert, 

welcher zu mitochondrialer Dysfunktion führte (Grimm et al. 2011).  

 

5.3 Proteine mit Einfluss auf Apoptose und oxidativen Stress  

Im Bereich dieser Gruppe sind die Proteine Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 

und N(G), N(G) dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 herunterreguliert. Bei 

Morbus Alzheimer kommt es vermutlich durch Aβ-induzierte Toxizität zur 

Herunterregulation von Phosphatidylethanolamine-binding protein 1, was zu einer 

erhöhten Aktivität der Stickstoffmonoxid-Synthase führt (George et al. 2006; Szego 

et al. 2011). N(G), N(G) dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 ist eine Enzym was 

die Synthese von Inhibitoren der NOS katalysiert (Wang et al. 2009). Die Funktion 

des Enzyms kann durch aufkommenden oxidativen Stress in der Zelle negativ 

beeinflusst werden (Tain et al. 2010). Die steigende Stickstoffmonoxid-Konzentration 

könnte dann durch Cytochrom-c-Oxidase-Inhibition neuronalen Zelltod induzieren 

(Brown GC and Neher 2010). So könnte eine pathologisch erhöhte Konzentration 

von Stickstoffmonoxid in der Zelle ein Merkmal von neurodegenerativen 

Veränderungen sein (Garcao et al. 2006). 
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5.4 Proteine mit Einfluss auf Proteinfaltung (Chaperon-Proteine) 

Mit HSP 90-alpha und 78 kDa glucose-regulated protein sind 2 Proteine für Subtyp 

MM1 hochreguliert, die unter anderem eine anti-apoptotische Funktion gemeinsam 

haben. HSP 90-alpha ist ein ATP-abhängiges Chaperon-Protein, dessen Expression 

durch zellulären Stress erhöht wird. Durch eine Interaktion mit einer Vielzahl an 

Proteinen, hat es eine ausgeprägte anti-apoptotische Funktion (Parcellier et al. 2003; 

Lanneau et al. 2007). Ebenfalls konnte eine Erhöhung von Hsp90-positiven 

Purkinjezellen im Cerebellum von Scrapie-infizierten Schafen gefunden werden 

(Serrano et al. 2011). Außerdem scheint Hsp90 die Fähigkeit zu haben, fehlgefaltete 

Proteine wieder neu zu organisieren, wie bei der Alzheimer Krankheit (Muchowski 

2002; Lu et al. 2009). Weiterhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass Mutationen 

im HSP90AA1 Gen dazu führen, dass Schafe anfälliger für Scrapie-Infektionen 

werden (Marcos-Carcavilla et al. 2008). Hsp90 scheint auch Einfluss auf die korrekte 

synaptische Funktion und Plastizität zu nehmen, durch das Vermitteln des 

kontinuierlichen Transports von AMPA-Rezeptoren in die Synapsen (Gerges et al. 

2004). 78 kDa glucose-regulated protein ist das wichtigste calciumbindende Chaperon 

des ERs. Es wirkt unterstützend bei Faltung und Zusammenbau der Proteine. 

Außerdem gilt es als potentes anti-apoptotisches Protein (Ni et al. 2011). Es wird 

auch als Stressmarker des ERs angesehen (Hardy and Raiter 2010). Erhöhte 

Konzentrationen von 78 kDa glucose-regulated protein wurden auch bei mit BSE- 

infizierten Kühen gefunden. Eine andere mögliche Erklärung wäre, dass dies mit 

erhöhtem Stress des ERs korreliert, was zu unkontrollierter Proteinfaltung führen 

könnte und somit zur Entstehung der Krankheit (Tang et al. 2010). Alpha-crystallin B 

chain ist ein Beispiel für ein Protein, dessen Herunterregulation negative 

Auswirkungen für die Zelle zur Folge haben könnte. Das Protein ist eine 

Untereinheit der Alpha-Crystalline. Diese haben Chaperon-ähnliche Eigenschaften, 

indem sie die Präzipitation von denaturierten Proteinen verhindern und die 

Toleranz gegenüber zellulärem Stress erhöhen (Augusteyn 2004). Außer in Synapsen 

kommen sie auch in Astrozyten vor. Anscheinend kann Alpha-crystallin B chain 

Einfluss auf die synaptische Plastizität nehmen, welche durch physiologischen Stress 

durch kognitive Aufgaben ausgelöst wurde (Hu et al. 2009). In Experimenten mit 

Aggregaten aus amyloiden Peptiden Aβ, den Auslösern des Morbus Alzheimers,  
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konnte durch die Wirkung von Alpha-Crystallin B chain das Wachstum von Aβ1-40 

eingeschränkt und die spontane Formation von Aβ1-42 unterbunden werden (Raman 

et al. 2005; Dehle et al. 2010). In ähnlicher Weise wird dies durch Experimente 

bestätigt, in denen Alpha-Crystallin B chain PrP-Aggregate fragmentieren konnte (Sun 

Y et al. 2008). 

  

5.5 Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Subtypen 

Für unsere Experimente wurden die beiden am häufigsten auftretenden Subtypen 

MM1 und VV2 gewählt. Obwohl sie Subtypen der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit darstellen, differieren sie deutlich im klinischen und neuropathologischen 

Erscheinungsbild. Bei Subtyp MM1 spricht man vom myoklonischen Typ, welcher 

zu Beginn mit kognitiven Auffälligkeiten und Sehstörungen einhergeht. 

Neuropathologisch ist die Degeneration der Neurone im Neocortex und der 

Sehrinde am stärksten ausgeprägt. Immunhistochemisch spricht man von PrP-

Ablagerungen vom synaptischen Typ (Gambetti et al. 2003). Subtyp VV2 wird als 

ataktischer Typ beschrieben. Dementielle Veränderungen treten dabei meist in 

späteren Stadien auf (Parchi et al. 1996; Parchi et al. 1999; Castellani et al. 2004). 

Neuropathologisch ist hauptsächlich Thalamus und Neostriatum betroffen. Die 

Immunhistochemie ist charakterisiert durch eine plaqueähnliche Anordnung der 

PrPSc-Aggregate (Gambetti et al. 2003). Um eine bessere Vergleichbarkeit zu 

erlangen, wurden die Hirnproben aus dem präfrontalen Kortex entnommen, 

welcher bei beiden Subtypen in ähnlicher Ausprägung betroffen ist (Abb. 8) 

(Gambetti et al. 2003). Nur eine Isoform von GFAP war bei unseren Experimenten 

für beide Subtypen herunterreguliert. GFAP ist ein Typ III-Intermediär- 

filamentprotein, welches im Zytoplasma von Gliazellen, vor allem in Astrozyten, im 

ZNS vorkommt. Als reaktive Antwort auf Erkrankungen des ZNS ist es 

hochreguliert (Brenner 1994). Mittlerweile sind mehrere Isoformen und Funktionen 

von GFAP bekannt. Diskutiert wird eine Beteiligung an der Regeneration von 

Nervenzellen und synaptischen Plastizität (Middeldorp and Hol 2011). Ein erhöhtes 

Vorkommen von GFAP wurde bereits bei Scrapie-infizierten Hamstern 

nachgewiesen (Tian et al. 2008).	   Insgesamt konnten mehr als doppelt so viele 

Proteine für Subtyp MM1 gefunden werden. Die größten Gemeinsamkeiten 
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beider Subtypen gab es hinsichtlich Struktur und Stofftransport, die größten 

Differenzen bezüglich Zell- und Energiestoffwechsel. Proteine aus den Gruppen 

Apotose/oxidativer Stress und Chaperon-Proteine konnten außerdem mehrheitlich 

Subtyp MM1 zugeordnet werden. Ursächlich dafür könnten unterschiedliche 

Signalwege, beziehungsweise die Interaktion mit verschiedenen molekularen 

Partnern sein, die anschließend zur Ausprägung des jeweiligen Phänotyps führen. 

Nach Infektion von transgenen Mäusen mit menschlichen Prionen von sCJK-

Erkrankten ergab sich, in Abhängigkeit des jeweiligen PrPSc-Typen, ein 

unterschiedliches Läsionsmuster im Gehirn (Bishop et al. 2010). Die Unterschiede 

zwischen den Subtypen könnten auch Ausdruck der verschiedenen Formen von 

PrPSc sein. Sehr wahrscheinlich besitzt PrPSc subtypspezifische Eigenschaften. So 

zeigen die PrPSc-Typen biochemische Unterschiede bezüglich der Größe nach 

Proteinase-K-Abbau, dem Glykosylierungsmuster, der Widerstandsfähigkeit gegen 

Denaturierung und in der Größe der PrPSc-Aggregate (Parchi et al. 1996; Parchi et al. 

1997; Kobayashi et al. 2005; Wemheuer et al. 2009). Andererseits konnte eine Studie 

zeigen, dass Subtyp MM1 und Subtyp VV2 im Vergleich zu einer Kontrollgruppe 

zwar ein unterschiedliches Muster der Genexpression besitzt, allerdings ließ sich 

den Subtypen im Vergleich untereinander kein spezifisches Muster an Genen 

zuordnen. Unterschiedlich war die Aktivität der auffälligen Gene. Dabei war Subtyp 

MM1 charakterisiert durch eine Induktion der Genaktivität, Subtyp VV2 hingegen 

durch eine eher senkende Genaktivität beschrieben. So korrelierte das Ausmaß der 

Expression auch mit den neuropathologischen Veränderungen, die gefunden 

wurden (Xiang et al. 2005). 
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6 Zusammenfassung 

 

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung, die 

histologisch durch charakteristische Veränderungen im Gehirn gekennzeichnet ist. 

Der Großteil der Erkrankten leidet an der sporadischen Form, die sich in 6 

verschiedene Subtypen gliedert. Dabei treten die Subtypen MM1 und VV2 am 

häufigsten auf und lassen sich klinisch und neuropathologisch unterscheiden. Die 

Ursachen, die zur Entstehung der Erkrankung beitragen, konnten bisher nicht 

eindeutig geklärt werden. Allerdings wird vermutet, dass die Erkrankung von den 

Synapsen ausgeht und sich im Gehirn ausbreitet. Das Ziel der Arbeit war es, 

Proteine zu identifizieren, die an den pathologischen Prozessen der sporadischen 

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beteiligt sind. Dafür wurde das synaptische Proteom 

von sCJK-Erkrankten mit einer neurologisch gesunden Kontrollgruppe verglichen. 

Außerdem wurden die Subtypen MM1 und VV2 hinsichtlich ihrer Gemeinsamkeiten 

und Unterschiede untersucht. Nach Auftrennung der Proteine durch 

zweidimensionale Gelelektrophorese und anschließender quantitativer und 

massenspektrometrischer Analyse war es möglich, 23 Proteine zu identifizieren, die 

unterschiedlich reguliert sind. Diese konnten den Bereichen Zellstruktur und 

Stofftransport, Zell- und Energiestoffwechsel, Apoptose und oxidativer Stress, sowie 

Chaperon-Proteinen zugeordnet werden. Mit einer Isoform von GFAP wurde nur 1 

Protein identifiziert, das für beide Subtypen gemeinsam hochreguliert war. 

Allerdings zeigen noch weitere Proteine die gleiche Tendenz der Dysregulation, 

verfehlten aber die Signifikanzkriterien. Insgesamt wurden mehr als doppelt soviele 

Proteine für Subtyp MM1 gefunden. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten daraufhin, 

dass verschiedene zelluläre Prozesse in der Synapse gestört sind. Bei beiden 

Subtypen könnte es zu einer Störung der Zellkommunikation zwischen den 

Neuronen und zu strukturellen Veränderungen kommen. Zusätzlich ergaben sich 

für Subtyp MM1 Hinweise auf eine mitochondriale Dysfunktion innerhalb der 

Synapsen. Ursächlich dafür könnten unterschiedliche Signalwege, beziehungsweise 

die Interaktion mit verschiedenen molekularen Partnern sein. Diese Arbeit ist 

Grundlage für neue Ansatzpunkte und weiterführende Experimente in der 

Erforschung der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit. 
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