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Zielsetzung

1. Zielsetzung

Prionerkrankungen, wie z. B. die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Menschen oder die Bovine
Spongiforme Enzephalopathie beim Rind, sind neurodegenerative Erkrankungen, welche
innerhalb kurzer Zeit todlich enden. Ein Teil dieser Erkrankungen wird von Mensch zu Mensch
oder von Tier zu Tier iibertragen. Bei der Ubertragung wurde ,,das Prion* als infektidses Agens
ermittelt. Ein wesentlicher Teil von Prionen stellt eine fehlgefaltete Form (PrPSC) des

physiologischen Prionproteins (PrP®) dar.

Uber die Ausbreitung von Prionen im Kérper von infizierten Organismen ist bis heute nur wenig
bekannt. So ist beschrieben, dass in einer Frithphase der Erkrankung hohe Spiegel an PrP in
lymphatischen Organen nachweisbar sind, wihrend in der Spatphase der Erkrankung hohe
Spiegel an PrP* im Gehirn gefunden werden. Weiterhin ist bekannt, dass Exosomen,
Membranvesikel, die von Zellen sezerniert werden, und Retroviruspartikel PrP% transportieren

konnen.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, welche Rolle eine Koinfektion mit Retroviren und
Prionen bei der Ausbreitung von Prionen innerhalb infizierter Organismen spielt. Dariiber hinaus
soll untersucht werden, wie PrPC auf Exosomen verankert ist und ob die Proteinase, welche PrP©
von der Zellmembran ablost und in den Extrazelluldrraum entldsst (ADAM 10), ebenfalls auf

Exosomen lokalisiert ist.

Hierfir wurde ein Tiermodell zur Koinfektion von Retroviren und Prionen etabliert. Des
Weiteren wurden Untersuchungen an retrovirusinfizierten Zelllinien durchgefiihrt. Diese
Untersuchungen sollen helfen, die Ausbreitung von PrP% im Korper von prioninfizierten
Organismen besser zu verstehen, um mdogliche Zielstrukturen fiir eine therapeutische

Intervention zu finden.
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2. Einleitung

2.1 Transmissible spongiforme Enzephalopathie

Prionerkrankungen oder Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind infektiose,
neurodegenerative Erkrankungen. Sie kommen beim Menschen und einer Vielzahl von
Sdugetieren vor und konnen innerhalb einer Art oder zwischen verschiedenen Arten {ibertragen
werden '. Zu den bekanntesten Prionerkrankungen in der Tierwelt gehdren Scrapie bei Schafen,
Bovine Spongiforme Enzephalopathie ("mad cow" disease; BSE) bei Rindern und die Chronic

Wasting Disease (CWD) bei Rotwild und Elchen 23,

Zu den humanen TSEs zdhlen das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS), die Fatale
Famildre Insomnie (FFI), die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) und das durch rituellen
Kannibalismus hervorgerufene Kuru *. Die CID tritt familiar (fCJD), sporadisch (sCID),
iatrogen (iCJD) oder als neue Variante von CJD (vCJD), verursacht durch den Kontakt mit BSE-

kontaminiertem Material, auf 6

Die sCJD ist mit 1-2 Féllen pro eine Millionen Einwohner die hiufigste Form unter den
Prionerkrankungen beim Menschen . Klinische Symptome sind eine rapide, progressive
Demenz und zerebrale Dysfunktionen mit muskuldren Koordinations-, Seh-, Sprach- und
Gangstorungen. Dabei ist die Demenz das Leitsymptom, gefolgt von spontanen oder induzierten
Myoklonien. Im Verlauf konnen pyramidale und extrapyramidale Stérungen wie Tremor,
Spastiken, Rigiditdt und Verhaltensinderungen wie Agitation, Verwirrtheit und Depression
auftreten. Im Endstadium gehen viele Patienten in den Zustand eines akinetischen Mutismus
iiber. Die Krankheit endet letal *°. Das histologische Bild einer TSE ist gekennzeichnet durch
spongiforme Neurodegenerationen des Gehirns, begleitet von aktivierten, krankhaft vermehrten
Astrozyten (Astrozytose) und Mikroglia sowie Akkumulationen von Amyloid-Aggregaten

bestehend aus einem abnormal gefalteten, korpereigenen Protein: dem Prionprotein ',

2.2 Das Prionprotein

Das zelluldre Prionprotein (PrP®) ist ein 30-35kDa groBies Glykoprotein mit zwei potentiellen
N-Glykosylierungsstellen. Es kommt di-, mono- oder unglykosyliert vor, wodurch das

Dreibandenmuster des Proteins auf einem Westernblot zu erkléren ist.
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112 Im Bereich der cholesterinreichen

PrP¢ wird in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert
Mikrodoménen (Detergent-Resistant Microdomains (DRM); lipid rafts) ist es durch einen
Glykosylphosphadtidylinositol-Anker an der dufleren Seite der Zellmembran befestigt . Hier

erfolgt die Freisetzung in den Extrazellulirraum durch die Zink-Metalloprotease ADAM10 ™.

Das hochkonservierte PrP€ ist beim Menschen auf Chromosom 20p lokalisiert und besteht aus

15,16

zwei Exons . Die physiologische Funktion von PrP€ im Organismus ist noch unklar: Als

potentielle Funktionen werden die Beteiligung an Neuroprotektion (antiapoptotisch,
antioxidativ), Neuritenwachstum, synaptischer Formation und Myelinisierung diskutiert .
Maiuse ohne funktionsfahiges PRNP Gen zeigten in den ersten sieben Lebensmonaten keinerlei

Abnormalititen '°,

Das zellulire Prionprotein besteht zu 42% aus a-Helices und zu 3% aus einer f3-
Faltblattstruktur. Zu Beginn einer Prionerkrankung findet eine Verdnderung der Sekundér- und

1920 Diese mit der

Tertidrstruktur in eine bzgl. der B-Faltblattstruktur (43%) reiche Isoform statt
Erkrankung assoziierte Isoform des korpereigenen Prionproteins, bezeichnet als PrP% (Sc steht
fiir Scrapie) ', ist im Gegensatz zur kérpereigenen Form PrPC | Proteinase K resistent und

unldslich in milden Detergentien.

Das heute weitestgehend akzeptierte Modell iiber die Entstehung der TSE ist die Protein-only-
Hypothese, bei der davon ausgegangen wird, dass fehlgefaltetes Prionprotein (PrP) selbst,
ohne kodierende Nukleinsiure (wie z.B. bei Viren), das infektidse Agens ist >'. Demnach bildet
sich neues PrP*, indem es mit PrP® interagiert und dessen Konformationsinderung in das
krankheitsverursachende PrP> herbeifiihrt. Zellfreie Konversionsexperimente, die in vitro zur

Bildung von infektiosem PrP%¢ fihren, unterstiitzen dieses Modell 2

2.3 Neuroinvasion von Prionen

Neuroinvasion nennt man den Transport von Prionen aus der Peripherie in das zentrale
Nervensystem. Dabei stellt PrP° einen wesentlichen Teil der Prionen dar. Der potentielle
Ausbreitungsweg von PrP* beginnt, z.B. bei einer Ubertragung durch Nahrungsmittel, im
Darm. Von hier aus wird PrP% durch das intestinale Epithel geschleust, um anschlieBend von
Zellen des Immunsystems (z.B. dendritischen Zellen) zum lymphatischen Gewebe (Milz,
darmassoziiertes Immunsystem, Lymphknoten und Tonsillen) transportiert zu werden, wo die
Akkumulation erfolgt. Die Akkumulation von PrP*® tritt an der Membranoberfliche von

follikuldren dendritischen Zellen (FDCs) auf . FDCs scheinen eine wichtige Rolle in der
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Pathogenese von TSE zu spielen, da sich bei ihrer Abwesenheit die Neuroinvasion verlangsamt
und damit die Infektanfalligkeit verringert wird ***’. FDCs kommen in B-Zell-Follikeln des
lymphatischen Gewebes vor. Sie nehmen Antigenkomplexe auf und présentieren sie anschlie-
Bend unprozessiert auf ihrer Membranoberfliche (Antigenprisentierende Zellen). Durch die

starke PrP-Expression liefern FDCs das Substrat zur Aufrechterhaltung der TSE Infektion **.

Vom lymphatischen Gewebe gelangt PrP% iiber Nervenendigungen zum vegetativen
Nervensystem und von dort retrograd mit dem sympathischen Nervensystem zum Seitenhorn
(Cornu laterale) des thorakalen Riickenmarks oder mit dem parasympathischen Nervus Vagus

. . . . 29.30
zum Nucleus dorsalis nervi vagi des Gehirns “".

Damit sind zwar die grundsétzlichen Transportwege bekannt, unklar ist allerdings der genaue
Transfer von Zelle zu Zelle, zum Beispiel von FDCs zu Zellen des peripheren Nervensystems.
Potentielle Transportsysteme fiir diese interzelluldren PrP%-Transfers sind direkter Zell-
Zellkontakt, Freisetzung (,,Shedding®) von PrP* in den extrazelluliren Raum, kurze
Verbindungstunnel zwischen Zellen (,,Nanotubes®) oder Vesikeltransport (,,Vesicle-

trafficking*), zum Beispiel durch Exosomen *'.

2.4 Prionprotein und Exosomen

Exosomen sind kleine (~40-120nm), membrandse Vesikel, die von den meisten Zellen in den
extrazelluliren Raum sezerniert werden. Sie entstehen wihrend des endosomalen
Reifeprozesses durch Einstiilpung der limitierenden Membran des multivesikuldren, spéten
Endosoms *2. Der endosomale Reifeprozess beginnt beim frithen Endosom, das endozytierte
Zelloberflachenproteine enthélt. Von hier aus werden die Proteine entweder wiederverwertet
oder zum spiten Endosom weitergeleitet. Wihrend der Passage durchs frithe bzw. spite
Endosom werden die zu degradierenden Proteine in intraluminale Vesikel (ILV) sortiert, sodass
die Endosomen die morphologischen Eigenschaften eines multivesikuldren Korpers
(multivesicular bodies; MVB) annehmen. In vielen Zellen fusionieren die MVB anschlieBend
zur  Proteindegradierung mit Lysosomen. Allerdings konnte mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie in mehren Zellen gezeigt werden, dass die spiaten Endosomen auch mit

33-36

der Zellmembran fusionieren und dabei die ILV in den extrazelluldren Raum freisetzen. Die

exocytierten Vesikel nennt man Exosomen .
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Die Proteinkomposition von Exosomen scheint nicht willkiirlich, sondern strukturiert und
geordnet zu sein. Exosomen enthalten u.a. Bestandteile des Zytoskeletts wie Tubulin und Aktin
sowie Proteine, die am intrazelluldren Transport und an der Mebranfusion beteiligt sind. Ebenso
enthalten sind Signalproteine wie auch metabolische Enzyme und Antigen prisentierende
Proteine *°. Die genaue Aufgabe der Proteine in den Exosomen ist bis heute noch unbekannt **,
Die oben genannten Proteinkompositionen gelten vor allem fiir Exosomen des
immunologischen Bereichs *’. Von Exosomen des zentralen Nervensystems (ZNS) ist kaum

etwas iiber die Proteinzusammensetzung bekannt.

Obwohl Exosomen in allen bisher untersuchten Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden
konnten, ist ihre physiologische Relevanz noch weitgehend ungeklért. Wie bereits erwéhnt, sind
Exosomen von Zellen des Immunsystems am besten untersucht. Sie dienen u.a. zur Entsorgung
bestimmter Proteine, zum Beispiel des Transferrin-Rezeptors wihrend der Reifung von roten

Blutzellen %,

Raposo et al. zeigte, dass Exosomen von EBV-transformierten B-Zellen mit Antigenkomplexen
beladen werden und in der Lage sind menschliche CD4T-Zellen zu stimulieren **. Zitvogel et
al. und Amigorena konnten nachweisen, dass Exosomen von dendritschen Zellen eine

3549 " Auch hier beschrinkt sich das Wissen vor allem auf den

Immunantwort induzieren konnen
immunologischen Bereich, die Funktion von Exosomen des neuronalen Systems ist hingegen

kaum erforscht.

Aus den Daten geht hervor, dass Exosomen eine Rolle bei der Zellkommunikation spielen.
Denkbar sind Interaktionen zwischen Exosom wund Zielzelle durch bestimmte
Ligandenkombinationen auf der exosomalen Oberfliche oder Priasentationen von Antigenen fiir
bestimmte Zielzellen sowie Fusionen mit der Zielzelle zum Austausch von Proteinen,
kodierenden (mRNA) und regulierenden (miRNA) Ribonukleinsiuren und Cytosol ***'.
Letzteres kommt als Modellsystem fiir den Transport von PrP® von Zelle zu Zelle via
Exosomen in Frage. Fiir den interzelluldren Transport ist neben den Exosomen auch ein
anderes, den Exosomen sehr &hnliches Transportsystem denkbar, das Retrovirus. Retroviren
konnen Prionproteine auf ihrer Oberfliche transportieren und &hneln in ihrer Struktur dem

31,33
Aufbau der Exosomen ~ ",
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2.5 Prionprotein und Retroviren

Retroviren (RV) sind umhiillte Viren und &hneln den Exosomen im Bezug auf die
Membrankomposition (z.B. Hiille aus Zellmembran), den Ort der Entstehung und Freisetzung
3 Bei ihrer Freisetzung an bestimmten Membranbereichen kénnen sie potenziell PrP¢ bzw.
PrP* transportieren. Daher haben auch Retroviren eine mogliche Funktion beim interzelluliren
Transport von PrP® und PrP*. Ob der Transport von PrP* iiber Retroviren eine Rolle in der
Ausbreitung oder Pathogenese der Prionerkrankung spielen konnte, ist noch nicht bekannt.
Retroviren haben eine weltweite Ausbreitung, wie zum Beispiel HIV beim Menschen oder das
Visna-Maedi-Virus beim Schaf. Eine Koinfektion von Retroviren und PrP* mit moglicher

Einflussnahme auf die Pathogenese der Erkrankung ist daher denkbar.

Retroviren bestehen aus Ribonukleinsdure (RNA), reversen Transkriptasen (transkribiert RNA
in Desoxyribonukleinsdure (DNA)), Proteasen und Integrasen, umhiillt von einem Kapsid
Protein, dem Gag-Polyprotein und bedeckt von einer Lipiddoppelschicht mit gebundenen
Envelope Glykoproteinen (ENV). Von vielen Retroviren ist bekannt, dass die Freisetzung ihrer
Viruspartikel an der Zellmembran infizierter Zellen stattfindet 33 Neuere Daten zeigen, dass die
Viruspartikel-Bildung besonders im Bereich der DRMs und in geringem Malle auch in den

42-45

Endosomen stattfinden kann . An DRMs bzw. in Endosomen werden auch kdpereigene

Proteine passiv in die Viruspartikel mitverpackt. Damit beeinflusst der Ort der

Viruspartikelentstehung die Protein- und Lipidzusammensetzung der Virushiille ***4¢7,

2.6 Prionprotein und Tiermodelle

Daten aus in vitro Studien basieren stets auf einfachen Modellsystemen. Um komplexere
Systeme mit vielseitigen Interaktionen, verschiedenen Zelltypen und multiplen Organen zu
untersuchen, bieten sich Tiermodelle an. Méuse sind auf Grund ihrer GroBe (vgl. Schaf, Rind),
ihrer relativ kurzen Generationszeit und wegen vergleichbarer Eigenschaften des hoch
konservierten Prionproteins zum menschlichen Korrelat fiir die Prionforschung gut geeignet.
Beide unterscheiden sich zwar durch die Anzahl der Exons (Mensch 2 Exons; Maus: 3 Exons),
und deren Lage auf den Chromosomen ( Mensch: Chromosom 20p; Maus: Chromosom 2), das
kodierende, offene Leseraster (Open Reading Frame) ist jedoch, bis auf wenige ausgetauschte
Aminoséuren, identisch und befindet sich in einem Stiick beim Menschen auf Exon 2 und bei

der Maus auf Exon 3.
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Da humane Prionerkrankungen nicht oder nur schwer auf normale Miuse {ibertragen werden
konnen, werden Miuse mit prioninfiziertem Maushirnhomogenat inokuliert. Die Prionen
stammen urspriinglich von scrapieinfizierten Schafstimmen, die an Nagetiermodelle adaptiert
wurden. In diesem Projekt wurde der mausadaptierte Scrapie-Stamm RML5.0 (Rocky Mountain
Laboratory Passage 5.0) verwendet. Mduse haben eine TSE-Inkubationszeit von 150-300
Tagen, die im Verhéltnis zur humanen TSE-Inkubationszeit 1,5 bis 30 Jahre 48 ,.kurz® ist. Im
Tiermodell ergibt sich die Moglichkeit die praklinische Phase und die Inkubationszeit bis zum

Ausbruch der Erkrankung zu beobachten.

In vorangegangen Experimenten von Dr. Susanne Krasemann*® wurde ein Mausmodell etabliert,
mit welchem der FEinfluss einer Retroviruskoinfektion auf die Pathophysiologie einer
Prionerkrankung am Tiermodell untersucht werden sollte. Dafiir wurde die Versuchsgruppe an
Tag 5 mit dem Moloney Murine Leukaemia Virus (MoMuLV) infiziert, einem aus
Biosicherheitsgriinden mausspezifischen Retrovirus. AnschlieBend wurde ein Teil der
Versuchsgruppe an Tag 21 mit prioninfiziertem Maushirnhomogenat (RML5.0) intraperitoneal
inokuliert. Als Vergleichsgruppe wurden Mause benutzt, die nur mit RML5.0 an Tag 21
infiziert wurden. Die Kontrollgruppe bestand aus nicht infizierten Méausen. In einem Bioessay,
das Serum und Hirnhomogenat auf replikationskompetente Retroviren testet, wurde die

Persistenz der Virusinfektion wihrend des Versuchs sichergestellt.

Uberraschenderweise konnte keine Veridnderung in der Inkubationszeit zwischen der
doppelinfizierten Versuchsgruppe und der prioninfizierten Vergleichsgruppe festgestellt
werden. Bei der Untersuchug der Milz, die neben dem ZNS den wichtigsten Replikationsort fiir
PrP%° darstellt >, wurde zu friihen Zeitpunkten (Tag 30, 60 und 90 post Prioninfektion) mehr

PrP* in der doppelinfizierten Kohorte gefunden, als in der prioninfizierten Kontrollgruppe.

Die Fragestellung dieser Arbeit lautete erstens, welche Auswirkung hat eine retrovirale
Superinfektion auf prioninfizierte sekundédr lymphatische Organe und zweitens, wie ist der

Proteinbesatz von neuronalen Exosomen beziiglich Prionerkrankung relevanter Proteine.
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3. Material

3.1 Arbeitsgeriite

Produkte
Drucker P-93D
Inkubator (Zellkultur)

Magnetriihrer mit Heizplatte RCT basic IKAMAG®

Microskop Axioskop 40
Microskop Eclipse TS 100
Mikrowelle Micromat
MyCylcer Thermal cycler (PCR)
pH-Meter CG 840

Pipetboy Integra

Pipette Research fix 0.1-2.5 pl
Pipette Research fix 100-1000 pl
Pipette Research fix 10-100 pl
Pipette Research fix 1-10 pl
PowerPac basic

Schiittler, iber Kopf rotierbar
Schiittler STR 6

Sterile Bank

Thermostat plus
Ultrazentrifuge L-60
Vortex-Genie

Wasserbad

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5417 R, gekiihlt
Zentrifuge 5430 R, gekiihlt
Zentrifuge 5810 R, gekiihlt

Hersteller
Mitsubishi

Heraeus electronic

IKA Werke GmbH & Co. KG

Zeiss

Nikon

AEG

Biorad

Shott

Bioscience
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Biorad

Hartenstein

Stuart Scientific
Herasafe Heaeus electronic
Eppendorf
Beckman Coulter
Scientific industries
P-D Industriegesell. GmbH
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

10
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3.2 Chemikalien und Zubehor

Produkt

Acrylamid Mischung (Rotiphorese Gel 30)
Aceton

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bromphenol Blau

Glycin

Hydrogen Peroxid 35 % (w/v)
Magnesiumchlorid

2-Mercaptoethanol, 99%

Methanol
N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Page RulerTM

PVDF Membran ImmunoblotTM (0.2 um)
Fettarmes, instant Milchpulver ,,Frema*
Natrium Azid (NaN3;)

Natrium Chlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natronlauge

Proteaseinhibitor, Tabletten

Saccharose

Salzsdure

Stripping-Buffer

SuperSignal West Femto

SuperSignal West Pico

SuperSignal West Dura

Trizma Base (Tris Base)

Tween 20 (Polyethylene-Sorbitane Monolaurate)
Whatman® Paper 3MM (Blottingpapier)

Hersteller

Roth
Mallinckrodt Baker B.V
Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

J.T. Baker
Sigma-Aldrich
Ladder Fermentas
Biorad

Granovita GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

Roth

Roche

Roth

Roth

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma

Roth
Schleicher&Schuell
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3.3 Antikorper

Primire Antikorper Hersteller
POM2 Polymenidou™
Hsp70 BD Bioscience
Hsp90 BD Bioscience
ADAMI10 Paul Saftig, Institut fiir Biochemie
o B Aktin Sigma

Gag B. Chesebro
Sekundire Antikorper Hersteller
Anti-Maus Promega
Anti-Kaninchen Promega
Anti-Ratte Promega

3.4 Zellkultur

3.4.1 Zellkulturmaterial

Produkt

DMEM (Dulbecco Modified Essential Medium)
Hoher Glukoseanteil (4.5 g/l) mit L-Glutamin
Dulbecco’s PBS (Phospate Buffered Saline) (1x)
FBS (Fetal Bovine Sera), Standardqualitét
Opti-MEM® (Minimal Essential Medium)
Penicillin/Streptomycin (100x)

Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraacetat) (1x)
Trypsin-EDTA (10x)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Verdiinnung
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:5000

1:250

Verdiinnung
1:10000
1:5000
1:5000

Hersteller

PAA

PAA
PAA
Invitrogen
PAA
PAA
Invitrogen

Sigma
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3.4.2 Verwendete Zelllinien

Zelllinie

NIH 3T3 balb-Zellen
Nsa-Zellen
HpL3-4-Zellen

3.4.3 Verwendete Retroviren

Virus
Moloney Murine Leukemia Virus:

(MoMuLV); mausspezifisch

3.5 Immunhistochemische Fiarbung

Produkt

Deckglaschen

Ethanol, absolute

Mayer's Himalaun

Harri's Haimatoxylin
Methanol

Objektriager Superfrost
Paraformaldehyd
Diaminiobenzidine (DAB)
Gewebekleber (Tissue Tek)
Hydrogenperoxide

Xylol

Tragant

Ursprung
Mausfibroblasten
neuronale Mauszellen

hippocampale Mauszellen

Zelltropismus
hauptsédchlich

hamatopoetische Zellen

Hersteller
Glaswarenfabrik K. Hecht,
Pharmacy UKE

Merck,

ROTH

J.T.Baker
Glaswarenfabrik K. Hecht
Sigma

Sigma

Sakura Finetek GmbH
Sigma

Fischer

Sigma
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4. Methode

4.1 Zellkultur

Die Zellkultur dient zur Schaffung und Aufrechterhaltung von optimalen
Wachstumsbedingungen von Zelllinien, die ausschlieBlich fiir in vitro Experimente verwendet

werden konnen.

Es wurden aufgetaute adhirente Zellen verwendet, die sich an den Boden der Zellkulturflaschen
haften. Zundchst wurden die Zellen in Zellkulturflaschen gegeben, mit 15ml Néhrmedium
bedeckt und bei 37 °C inkubiert. Da die Zellkultur optimale Bedingungen fiir die Ansiedlung
und Vermehrung von Bakterien bietet, enthielt das Nahrmedium neben High Glucose auch die
Antibiotika Streptomycin und Penicillin. Zusétzlich wurde unter moglichst sterilen
Bedingungen gearbeitet, d.h. unter einem zuvor desinfizierten Abzug, mit Handschuhen und
sterilen Einmalartikeln, sodass die Durchseuchungsgefahr mdoglichst gering gehalten wurde.
Zudem wurde die Kultur regelméBig lichtmikroskopisch auf Kontamination und mit Hilfe PCR-

basierter Nachweistests auf Mykoplasmenverunreinigung untersucht.

Zellkulturmedium: 555ml
90% DMEM hoher Glukoseanteil (4.5 g/l) mit L-Glutamin 500ml
9% FBS, Standardqualitét 50ml
1% Penicillin/Streptomycin (100x) 5ml

Versorgung adhiirenter Zellen
Um zu dicht besiedelte Zellkulturen zu entzerren, damit die Kultur gesund bleibt, werden die

Zellen regelméBig gesplittet und auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt (Zellsplitting).

Jeden zweiten Tag wurden die Zellen gesplittet, dazu wurde die Kulturflasche mit den Zellen
vorsichtig geschwenkt, um tote Zellen vom Flaschenboden zu 16sen. Nach dem Absaugen des
Mediums wurden die Zellen mit 10ml PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen ca.
Smin mit 1ml Trypsin-EDTA (1x) inkubiert, um die Zelladhdsionskontakte zu reduzieren und so
die Zellen vom Flaschenboden durch unterstiitzendes Klopfen und Schwenken zu 16sen. Nach
Zugabe einer passenden Menge Nidhrmedium, konnten die Zellen im gewiinschten Verhiltnis
gesplittet und auf neue Zellkulturflaschen verteilt werden. AbschlieBend wurde die Flasche auf

18ml aufgefiillt und in den Inkubator gelegt.
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Einfrieren von Zellen
Zur langfristigen Sicherung von Zellbestdnden und bedarfsabhidngiger Reaktivierung dient das

Einfrieren von Zellen.

Zur Vorbereitung wurden die Zellen normal gesplittet, in ein Sml Falkon {iberfiihrt und bei 197g
5min pelletiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit
Einfriermedium resuspendiert. Zum Abschluss wurden je 1,8ml der Zellsuspension in 2ml

Einfrierr6hrchen gegeben und bei -80°C weggefroren.

Einfriermedium:

50% DMEM hoher Glukoseanteil (4.5 g/l) mit L-Glutamin
40% FBS

10% DMSO (gegen Kristallbildung)

4.2 Exosomenisolierung

Die Exosomen aus Zellkulturiiberstand werden mittels serieller Zentrifugation isoliert.

Da der Zellkulturmediumzusatz FBS eigene Exosomen enthélt, wurde Opti-MEM®, ein
reduziertes Serum, verwendet. Zur Vorbereitung wurden die Zellkulturflaschen mit PBS
gewaschen und dann mit 15ml Opti-MEM® befiillt. Opti-MEM® ist ein synthetisches,
exosomenfreies Medium, womit sichergestellt wurde, dass ausschlieBlich Exosomen der

ausgewihlten Zelllinie im Uberstand vorhanden waren.

Nach zwei Tagen wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen. AnschlieBend wurden die
Uberstinde seriell bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand jeweils abgenommen, um erneut
zentrifugiert zu werden (s. Tabelle 1). Zur Sedimentation der Exosomen wurde der Uberstand
bei 4°C in der Ultrazentrifuge bei 100.000g fiir 70min zentrifugiert. AbschlieBend wurde der
Uberstand vorsichtig abgesaugt. Das Exosomenpellet wurde sofort weiterverwendet oder bei

-80°C weggefroren.
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Tabelle 1 | Zentrifugationsschritte der Exosomenisolation

Schritt | Beschleunigung (g) Zeit (min) | Ergebnis

1 197 5 Absetzung von apoptotischen Zellen

2 1878 10 Absetzung von Zelliiberresten, Zellorganellen,
Zellkernen

3 20.000 30 Absetzung von grofleren Vesikeln

4 100.000 70 Sedimentation der Exosomen (Pelletbildung)

4.3 Elektrophorese und Westernblot

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese werden Proteine ihrer Grofe nach aufgetrennt.
SDS ( Sodium Dodecyl Sulfate; Natriumdodecylphosphat) wirkt dabei als anionisches Tensid,
das die Eigenladung der Proteine maskiert und durch eine konstante negative Ladungsverteilung

ersetzt.

Nach dem Zusammengeben der entsprechenden Chemikalien (s.u.), wurde das Gel in eine
Flachbettgelkammer mit 10 Probentaschen von je 45ul Volumen gegossen. Fiir das Trenngel
wurde mit einem Acrylamidanteil von 12% gearbeitet, um eine optimale Auftrennung der etwa
27-3kDa groflen Prionproteine zu erreichen. Das Sammelgel hatte einen 5% Anteil an

Acrylamid. Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer mit Elektrophoresepuffer eingehéngt.

Tabelle 2 | CVL-Bestandteile und ihre Funktion

CVL-Bestandteile Wirkung auf Proteine

SDS Konformationsianderung; Streckung
B-Mercaptoethanol Auflosung der Disulfidbriicken
Glycerin Einheitliche Ladung

Bromphenol Blau Blaufirbung der Probe

Die Proben wurden jeweils mit RIPA-Puffer bzw PBS und Loading-Puffer (CVL) auf die
gewlinschte Konzentration verdiinnt, 10min bei 95°C aufgekocht und anschliefend in die
Geltaschen pipettiert. Nachdem die Proben bei 70-80 Volt 20min in das Sammelgel eingelaufen
waren, wurde die Spannung auf 120 Volt erhoht. Abhédngig von der bendtigten Auftrennung der

Proben betrug die Laufzeit des Gels zwischen einer und drei Stunden.
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12% Trenngel

destilliertes Wasser (Aqua dest.)
30% Acrylamid Mischung

1,5M Tris-HCI pH 8,8

0,4% SDS

zur Polymerisation:

10% APS

Temed (Tertramethylethylenediamine)

5% Sammelgel:

destilliertes Wasser (Aqua dest.)
30% Acrylamid Mischung

IM TrisHCI pH 6,8

0,4% SDS

zur Polymerisation:

10% APS

Temed (Tertramethylethylenediamine)

RIPA-Puffer

50mM TrisHCl-base pH 8,0
150 mM NaCl

1% NP40

0,5% Na Deoxycholate
0,1% SDS

Zu 10 ml RIPA-Puffer wird eine Tablette Proteaseinhibitor gegeben

CVL-Puffer

10x

2g SDS

5ml 1M Tris/HCI (pH 7.4)
0,5ml Mercaptoethanol

3g Sucrose

20ml:
6,6ml
8ml
Sml
200ul

200ul
20ul

10ml
6,8ml
1,7ml
1,25ml
100ul

100ul
10ul

100ml

Sml IM TrisHCI
3ml

Iml

0,5g

10ml 10% SDS

auf 20ml mit Aqua dest. auffiillen; pH-Wert (6,8) mit HCI einstellen; 1% Bromphenol-blau
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Elektrophorese-Puffer

10x

250mM Tris Base 30g/1
1,92M Glycin 144¢g/1
0,1% SDS 10g/1
pH 8,3-8,8

Um einen Liter einfachen Elektrophorese-Puffer zu erhalten, wurden 100ml des 10x

Elektorphorese-Puffers zu 900ml destilliertem Wasser gegeben.

Westernblot

Der Westernblot ist eine analytische Technik, um spezifische Proteine aus Proben von
Gewebehomogenisaten oder Extrakten zu detektieren, die zuvor durch SDS-
Polyacrylamidgeleletrophorese (SDS-Page) aufgetrennt wurden. Dabei werden die Proteine
durch Stromspannung auf eine Membran transferiert und bleiben dort durch hydrophobe

Wechselwirkungen haften.

Das Gel aus der SDS-Page wurde mit einer proteinbindenden PVDF-(Polyvinylidenfluorid)
Membran und Filterpapieren zwischen zwei Schwidmme gelegt und fixiert. Anschlieend wurde
diese Kombination in eine Blottingkammer mit Wet-Puffer gehdngt. Damit der Transfer der
Proteine aus dem Gel auf die Membran stattfinden konnte, wurde fiir 65min 200mA Strom
angelegt. Um eine starke Erwdrmung der Proben zu verhindern, wurde die Blottingkammer mit
Eis gekiihlt. Danach wurde die PVDF-Membran vorsichtig aus ihrer Fixierung befreit und in
TBST mit 5% Milchpulver fiir 1h gewaschen, um die unspezifischen Bindungsstellen der
Membran zu blocken. Anschlieend wurde mit dem ersten Antikorper, der spezifisch fiir das zu
untersuchende Protein ist, {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde dreimal mit
TBST fiir jeweils 20min gewaschen und anschlieend fiir 1h mit dem zweiten Antikdrper
inkubiert, der den ersten Antikorper spezifisch bindet. AnschlieBend wurde dreimal jeweils

20min mit TBST gewaschen.
Zur Detektion der Zielproteine wurden die Proteinbanden mit Hilfe einer Chemolumeneszenz

sichtbar gemacht. Hierbei wurde abhéngig von der Signalintensitét mit Super Signal West Pico,

Super Signal West Dura oder Super Signal West Femto gearbeitet.
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Abbildung 1 | Erwartete Bandenintensit:it

Schwach
- Super Signal West Pico
- Super Signal West Dura
- Super Signal West Femto
Stark

Abbildung zur Bandenintensitét der verschiedenen Chemolumeneszenzen: Super Signal West Pico, Super

Signal West Dura oder Super Signal West Femto.

TBST (Tris buffered saline und Tween20)

10x

20nM Tris Base pH 7.6 24,22¢
150mM NacCl 87,66g
0,05% Tween20 5,00g

Um einen Liter einfaches TBST zu erhalten, wurden 100ml 10xTBST zu 900ml destilliertem

Wasser gegeben.

Blotting-Puffer (Wet Puffer)

10x
250mM Tris Base 30,3g/1
1,92M Glycin 144¢/1

Um einen Liter einfachen Blotting-Puffer zu erhalten, wurden 100ml des 10-fachen Blotting-

Puffers zu 200ml Methanol und 700ml destilliertem Wasser gegeben.
Magermilch

5% Magermilchpilver
95% TBST
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Blot-Stripping
Um weitere Zielproteine auf der Membran zu detektieren, wurde mit Hilfe des Blot-Strippings

die Verbindung vom ersten Antikdrper zu den Proteinen auf der Membran wieder gelost.

Die Membran wurde kurz mit destilliertem Wasser abgespiilt und dann 20min mit dem
Stripping Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde dreimal mit TBST fiir
jeweils 20min gewaschen und mit einem neuen Antikdrper, spezifisch fiir das zu untersuchende

Protein, inkubiert.

4.4 Immunhistochemische Fiarbung

Mittels immunhistochemischer Farbung werden Proteine mit Hilfe von Antikdrpern und einer

daran gekoppelten Farbreaktion in Gewebediinnschnitten sichtbar gemacht.

Immunhistochemischische Firbung von FDCs (follikuléire dendritische Zellen) auf Kryo-
Priaparaten

Bei dieser Art von immunhistochemischer Farbung haben die verwendeten priméren Antikorper
eine hohe Affinitdt und Spezifitit zu bestimmten Epitopen auf den follikuldren dendritischen
Zellen, sodass diese durch die anschlieBende Farbreaktion markiert und so im Lichtmikroskop

dokumentiert werden.

Die immunohistochemische Markierung wurde mit Hilfe des BD Pharmigen Anti-Rat Ig HRP
Detection Kit und dem dazugehdrigen primédren Antikorper durchgefiihrt. Zur Vorbereitung
wurde die Milz aus dem Organismus pripariert und unmittelbar danach mit Hilfe von fliissigem
Stickstoff tiefgefroren. Dabei diente Methylbutanol als Ubergangsmedium zur gleichmifBigen
Abkiihlung des Préparats. AnschlieBend wurden mit Hilfe eines Kryostaten 8um dicke Schnitte
vom Préparat angefertigt und nach zweiminiitiger Fixierung in gekiihltem Aceton an der Luft

getrocknet.

Nachdem die Schnitte dreimal je Smin in PBS gewaschen wurden, wurden sie fiir 10min in
H,0, (0,3% in PBS) inkubiert und dann erneut dreimal je 2min in PBS gewaschen. Das H,0,
diente zum Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitidt, um falsch positive Reaktionen zu
vermeiden. AnschlieBend wurden die Schnitte {iber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer
mit einem FDC spezifischen Antikdrper inkubiert. Am nédchsten Tag wurden sie dreimal fiir je

2min mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 30min mit einem sekundéren Antikorper (Anti-
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Ratte) bei Raumtemperatur inkubiert. Letzterer bindet den ersten Antikorper und ist mit Biotin

gekoppelt.

Nach erneutem dreimaligen Waschen fiir je 2min mit PBS wurden die Schnitte fiir 30min mit
Streptaviridin-HRP (Horseradish Peroxidase) inkubiert. Das Enzym bindet iiber eine

Streptaviridin-Biotin Interaktion an den zweiten Antikorper.

AnschlieBend wurden die Schnitte ein letztes Mal mit PBS dreimal je 2min gewaschen, um sie
dann mit gepuffertem DAB Chromogen fiir 5min zu inkubieren. Dabei wirkt DAB Chromogen
als Substrat, das durch die HRP in einer enzymatischen Reaktion zu einem Farbprodukt
umgesetzt wird und prézipitiert. Zum Beenden der Reaktion wurden die Schnitte vorsichtig mit

Leitungswasser gespiilt.

Um das umliegende Gewebe darzustellen, wurde eine Gegenfirbung mit Hémalaun
durchgefiihrt. Dafiir wurden die Schnitte 30sec in Himalaun getaucht und anschliefend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (80%; 96%; 100%; 100%) gespiilt, um die Gewebeschnitte zu
dehydrieren. Zur Fixierung wurde der gefiarbte Schnitt mit einem Deckglas und einem Tropfen

lipophilen Xylens eingedeckt .

4.5 NaPTA-Prizipitation

Mit Hilfe der NaPTA (Natrium-Phosphorwolframat) -Prézipitation ist es moglich, aus einer

Gewebeprobe PrP% anzureichern.

Die Gewebeprobe wurde in 100mg schwere Aliquots geschnitten und mit Hilfe von 900pul
Buffer (25mM HEPES (pH 7,2), 0,3M Sucrose und 53,6pg Liberase Blendzyme 2 (Roche))
homogenisiert. AnschlieBend wurde die Probe bei 37°C 30min lang inkubiert und wiederholt
homogenisiert (FastPrep FP120). Von diesem Homogenat wurden 500ul von 10% (w/v) mit
500ul 4% Sarkosyl-PBS gemischt und fiir 10min bei konstanter Bewegung und 37°C inkubiert.
Im Folgenden wurde zu Iml der Probe 50U/ml Benzonase und MgCl, gegeben und bei 37°C

und konstant kriftiger Bewegung fiir 30min inkubiert.

Dann wurde 81,3ul vorgewarmte (37°C) 4% (w/v) NaPTA (Natrium Phospotungstic Acid)/
170mM MgCl, Losung (pH 7,4) hinzugegeben, gemischt und unter schiitteln bei 37°C fiir
30min inkubiert. AbschlieBend wurden die Proben bei 25.000g 30min lang zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen, die Pellets in 22,5ul 0,1% Sarkosyl-PBS resuspendiert.
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Damit PrP* von residualem PrPC unterschieden werden konnte, wurde 20 pg/ml Proteinase K
zur Probe gegeben. Proteinase K ist eine Protease und degradiert PrP vollstindig, wohingegen
PrP% nur partiell verdaut wird. Zuriick bleibt ein 27-30kDa schweres Protein, welches gegen
den Verdau der Proteinase resistent ist. Um die Enzymreaktion zu stoppen, wird die Probe, nach
Zugabe eines 10-fachen Probenpuffers, 10min lang aufgekocht. AnschlieBend wird das

Ergebnis via Westernblot detektiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Auswirkung einer Doppelinfektion mit Prionen und Retroviren auf die Milz

Die Milz ist ein sekunddr lymphatisches Organ und fiir die Pathogenese der Prionerkrankung

von besonderem Interesse, da sie einen der wesentlichen Orte fiir die frithe Prionreplikation

darstellt 227543,

5.1.1 Erhohte PrPS°-Mengen in der Milz zu frithen Zeitpunkten der Doppelinfektion

Dr. Susanne Krasemann® konnte in einem Tiermodell fiir die Koinfektion mit PrP> und

Retroviren zeigen, dass eine zusitzliche Retrovirusinfektion die Menge an aggregiertem PrP* in

der Milz zu frithen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs erhoht.

Abbildung 2 | Deutlicher PrP*-Anstieg in Milzen doppelinfizierter

Prioninfektion
NaPTA-Prizipitation
Prion : _
Prion t Retrovirus Kontrolle
neg  Spike Spike
PK + + + + + + o
kDa

) .
25- e, .

Tiere an Tag 60 post

Westernblotanalyse nach
NaPTA-Prézipitation mit
Pro-
teinase Verdau.

Abgebildet sind Proben

anschlieBendem
K-
von prioninfizierten
Maidusen mit und ohne
Retrovirussuperinfektion.
Deutlich ist ein Anstieg
der PrP%-Menge bei den

doppelinfizierten Méusen

zu erkennen.

5.1.2 Retrovirusinfektion fithrt qualitativ zu erhohter FDC-Aktivierung in der Milz

In Milzen koinfizierter Maéuse (Prion/Retrovirus) konnte eine erhohte PrPSC-Menge

nachgewiesen werden (s. Abbildung 2). Um diesen Anstieg ndher zu charakterisieren, wurde die

Aktivierung von Zellen in der Milz durch Retroviren als Moglichkeit in Betracht gezogen und

mit der unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Da die Rolle von FDCs fiir die

23



Ergebnisse

Prionreplikation bekannt ist **2*

und sie bei einer generellen Aktivierung der Milz (z.B. durch
Viren) vermehrt rekrutiert werden, wurden sie als Mal fiir die Aktivierung von Zellen in der

Milz ausgewahlt.

In unserer Studie haben wir mit zwei Kohorten gearbeitet. Unsere Versuchsgruppe waren
Maiuse die mit dem Retrovirus MoMuLV an Tag 5 infiziert wurden. Als Kontrollgruppe dienten
nicht infizierte Mé&use. Zu den Zeitpunkten Tag 51 postnatal (entspricht Tag 30 post
Prioninfektion) und Tag 111 postnatal (entspricht Tag 90 post Prioninfektion) wurde von drei
Mausen jeder Kohorte die Milz entnommen und kryofixiert. AnschlieBend wurden Histoschnitte
dieser Milzen angefertigt und die Menge an FDCs mittels immunhistochemischer Férbung

bestimmt.

Abbildung 3 | Inokulatiosschema des Mausmodells

Inokulation mit

RML 5.0 Prionen
Retrovirus-
infektion 1. Milz-Histologie 2. Milz-Histologie
l W
5 21
I Zeit postnatal
[ (Tage)
0 -
Zeit post
Prioninfektion
T I ] l (Tage)

0 30 60 90 Terminale
Prionerkrankung

Retrovirus- l l l I Zeit postnatal
Infektion (Tage)

Die Abbildung zeigt das Inokulationsschema des Mausmodells. An Tag 5 postnatal wurden die

Versuchsgruppen mit MoMuLV infiziert. Die Tiere aus der doppelinfizierten Gruppe (Prion/RV) von Dr.
Krasemann®’ wurden an Tag 21 postnatal mit RMLS5.0 Prionen inokuliert, dieser Tag entspricht Tag 0
post Prioninfektion. An Tag 30, 60 und 90 post Prioninfektion wurden Proben aus Milz und Gehirn der
koinfizierten Tiere gewonnen und u.a. die PrP*-Menge in der Milz bestimmt. Zum besseren Vergleich
haben wir zu den selben Zeitpunkten, also an Tag 30 und 90 post Prioninfektion (entspricht Tag 51 und

111 postnatal), auch aus der retrovirusinfizierten Versuchsgruppe Milzproben entnommen und untersucht.
Die FDCs waren als briunlich angefarbte Areale in den Milzfollikeln unter dem

Lichtmikroskop erkennbar. An Tag 51 wurden in der RV-infizierten Versuchsgruppe deutlich

mehr FDCs beobachtet als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 4 | Deutlich erhdhte Zahl von FDCs bei retrovirusinfizierten Miusen an Tag 51

unbehandelt viral infiziert

Die Abbildungen zeigen immunhistochemische FDC-Fiarbungen von reprisentativen Milzfollikeln
retrovirusinfizierter Mause, sowie deren Kontrolle zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 51; Tag 111).
An Tag 51 ist die Menge der FDCs in den retroviralen Follikeln (b) im Vergleich zur Kontrolle (a)
deutlich erhoht. Dagegen ist die Zahl der FDCs in den retroviralen Follikeln an Tag 111 (d) wieder in
Richtung Kontrollniveau (c¢) gesunken; Mafistab 200pm.

5.1.3 Etablierung einer semiquantitativen Methode zur Bestimmung der FDC-Aktivierung

Um die Beobachtung der vermehrten FDC-Anzahl zu frithen Zeitpunkten in der Milz
retrovirusinfizierter Maéuse zu quantifizieren, wurde ein Protokoll zur Bestimmung des
prozentualen Anteils der FDCs am gesamten Follikel etabliert. Die Auswertung wurde mittels
einer Computer gestiitzten Morphometrieeinheit mit der Software AxioVision Release 4.6 (Carl

Zeiss) vorgenommen.
Zu Beginn wurde die Fldche des Milzfollikels mit Hilfe des Programmes berechnet.

AnschlieBend rechnete das Programm die Fldchen aller gefirbten Areale einer bestimmten

Farbintensitdt zusammen. Dabei konnte die Stirke der ausgewihlten Farbintensitdt manuell, je
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nach Hintergrundintensitit der Férbung, angepasst werden. Dadurch war es moglich, die

Farbintensitit individuell zu bestimmen und Artefakte von der Berechnung auszuschlieBen.

Abbildung 5 | Semiquantitative Messung mittels einer Computer gestiitzten Morphometrieeinheit

Die Abbildung zeigt die semiquantitative Messung
der FDC-positiven Firbung innerhalb eines
Milzfollikels. Zuerst wurde der Follikel mit einem
Cursor umfahren und die Fliche berechnet.
AnschlieBend wurden vom Programm die gefarbten
Areale einer standardisierten Farbintensitit markiert
und die Fliachen addiert. Manuell konnte die

Farbintensitit an die immunhistochemische Farbung

angepasst und Artefakte entfernt werden.

Aus der Follikelgesamtfliche und den summierten, angefirbten Arealen (Mal} fiir die FDC-

Anzahl) konnte der prozentuale Anteil der FDCs am Gesamtfollikel berechnet werden.

Abbildung 6 | Formel fiir die Berechnung des prozentualen Anteils der gefirbten Areale

A Summe der angeféarbten Follikelareale

A
F Flache des Gesamtfollikels —— x100 = p
p Prozentualer Anteil der gefarbten Areale am Gesamtfollikel

Die Abbildung zeigt die Formel zur Berechnung des prozentualen Anteils der gefdrbten Areale am
Gesamtfollikel, berechnet mittels der Summe der angefarbten Follikelareale dividiert durch die Fldche des

Gesamtfollikels.

Pro Kohorte wurden die Milzen von drei Tieren untersucht. Von jedem Tier wurde von
mindestens fiinf Follikeln der prozentuale Anteil der gefdrbten Areale erhoben. AnschlieSend
wurde von den gewonnenen Daten jeweils die Gesamtaktivierung der einzelnen Méuse

bestimmt (vgl. Tabellen 3-6 im Anhang).

Aus den Gesamtaktivierungen der drei Tiere einer Kohorte wurde der Mittelwert gebildet, der
den Anteil der gefirbten Areale am Gesamtfollikel einer Kohorte beschrieb und ein MaB fiir die
mittlere Anzahl von FDCs darstellte. Die Daten wurden in einem Balkendiagramm mit

Standardabweichung dargestellt.
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5.1.4 Retrovirusinfektion fithrt quantitativ zu erhohter FDC-Aktivierung in der Milz

Abbildung 7 | Diagramm zur semiquantitaven Bestimmung der FDC-Anzahl in der Milz

.-: 97
;( BKontrollgruppe
= 81
3 71 SR ctrovirusinfizierte Gruppe
z
3 6]
R
4 1
3
2 4
1
0
Tag 51 Tag 111
Tag 51 Tag 51 Tag 111 Tag 111
Kontrollgruppe (%) Retrovirusinfizierte Gruppe (%) Kontrollgruppe (%) Retrovirusinfizierte Gruppe (%)
0,83 6,66 0,40 2,70
0,32 6,97 0,43 4,14
1,16 7.78 0,69 0,76
Mittelwert 0,77 7,14 0,51 2,53
Standardabweichung 0,42 0,58 0,16 1,7

Das Diagramm zeigt die FDC-Anzahl der retrovirusinfizierten Gruppe und der Kontrollgruppe. Deutlich

ist der Anstieg der FDC-Anzahl bei der retrovirusinfizierten Gruppe an Tag 51 zu erkennen (Tag 51

7,14%), wohingegen die FDC-Anzahl an Tag 111 wieder Richtung Kontrollgruppenlevel sinkt (Tagl11
2,53%). Kontrollgruppe: Tag 51 0,77%; Tag 111 0,51%.

Das Diagramm zeigt eine erhdhte Menge von FDCs in retrovirusinfizierten Milzen an Tag 51

(infiziert 7,14%; unbehandelt 0,77%). Dagegen sinkt an Tag 111 trotz persistierender

Retrovirusinfektion die FDC-Anzahl wieder

unbehandelt 0,51%).

Richtung Kontrolllevel (infiziert 2,53%:;
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5.1.5 Erhohte PrPsc-Mengen korrelieren mit vermehrter FDC-Aktivitit

Die Daten passen zu den Ergebnissen von Dr. Susanne Krasemann®. Die erhéhte FDC-Anzahl
an Tag 51 korreliert mit dem gesteigerten PrP*-Vorkommen in der Milz zu frithen Zeitpunkten
der Doppelinfektion. Des Weiteren geht die verminderte FDC-Aktivierung an Tag 111 mit
einer PrPSC-Menge einher, die sich kaum mehr von den Kontrollgruppen unterscheidet. Daher ist
die Theorie, dass bei einer Doppelinfektion eine erhohte Zell- bzw. FDC-Aktivierung,

verursacht durch Retroviren, zu einer vermehrten PrPSC-Menge in der Milz fiihrt.
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5.2 Charakterisierung und Interaktion von PrP® auf kleinen Vesikeln

Es ist bekannt, dass PrP* sowie PrP® in Priparationen von Exosomen und Retroviruspartikeln
vorhanden sind *'. In vitro konnte gezeigt werden, dass Exosomen wie auch Retroviruspartikel
mit PrP* assoziiert sind. Damit sind sie eine potentielle Transportméglichkeit fiir PrP% wihrend
der Pathogenese einer Prionerkrankung in vivo. Zum besseren Verstindnis dieses potentiellen
Mechanismus, wurde zunichst die physiologische Form vom Prionprotein (PrP®) auf Exosomen
nédher charakterisiert. AnschlieBend wurden mogliche Interaktionspartner ausfindig gemacht, um

mehr iiber die Funktion des exosomalen PrPC zu erfahren.

5.2.1 Etablierung einer Methode zur Isolierung von Exosomen

Zunichst wurde eine Methode zur Isolation von Exosomen aus Zellkulturiiberstand etabliert.
Dafiir sollten Exosomen aus verschiedenen Zelllinien isoliert werden. Verwendet wurden
neuronale Mauszellen (N»a-Zellen), die eine sehr hohe PrP -Expression haben und fiir weitere
Versuche potentiell mit mausadaptierten PrP:-Stimmen infizierbar sind. Als zweite Zelllinie
wurden Mausfibroblasten (NIH 3T3-Zellen) verwendet, die ebenfalls mit mausadaptierten
PrP*-Stammen infizierbar sind aber deutlich weniger PrP® exprimieren. Von beiden Zelllinien
wurde jeweils ein Teil der Zellpopulation mit MoMuLV infiziert, um den Einfluss von
Retroviren auf das Shedding von PrP® in vitro zu untersuchen. Lediglich mit den
retrovirusinfizierten NIH-Zellen (NIHR-Zellen) konnte eine stabile Infektion erreicht werden,
da die Nja-Zellen nach MoMuLV-Infektion wiederholt abstarben. Als Kontrolle wurde u.a.
eine hippokampale Mauszelllinie (PrP”’= HpL3-4) benutzt, bei der das PrP-Gen ausgeschaltet

wurde und die kein Prionprotein produziert, sogenannte PrP-Knock-out-Zellen.
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Abbildung 8 | Vergleich der Prp¢ -Expression unterschiedlicher Zelllinien

Der Westernblot zeigt Lysate von Nja-Zellen,

Zelllysate ) . o
- NIH-Zellen und mit Retroviren infizierte NIH-

Zellen (NIHR) auf einem Westernblot. Detektiert
kDa N a NIH NIHR ) ) ) )

- wurde mit dem Prionprotein spezifischen
Antikérper POM2. Man sieht deutlich die
wesentlich stirkere PrP-Expression der Naa-

Zellen im Vergleich zu den NIH-Zellen.

Zum Nachweis der MoMuLV-Infektion bei den NIHR-Zellen wurden Lysate der NIH- und
NIHR-Zellen auf einen Westernblot aufgetragen und mit einem Antikérper gegen das

virusspezifische Capsidprotein Gag, detektiert.

Abbildung 9 | Nachweis der MoMuLV-Infektion

Der  Westernblot  zeigt  Zelllysate  von
ZL‘“l_VSﬁtC retrovirusinfizierten NIH-Zellen (NIHR) und als

Kontrolle unbehandelte NIH-Zellen, detektiert
kDa NIH NIHR mit einem Anti-Gag-Antikorper.

Um sicher zu stellen, dass die isolierten Exosomen ausschliellich von den kultivierten
Zelllininien stammten, wurde ein exosomenfreies Medium benutzt. Dazu wurde das
Standardmedium (DMEM mit 50ml FBS), das potentiell Exosomen enthalten kann, depletiert
und mit dem synthetischen Vollmedium (Opti-MEM®) verglichen. Da kein quantitativer
Unterschied festgestellt werden konnte und die Herstellung eines depletierten Standardmedium
ein hoheres Kontaminationsrisiko barg, wurde Opti-MEM® fiir alle weiteren
Exosomenisolationen verwendet. Zur Uberpriifung der Reinheit der Exosomenisolation wurden
Proben mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie (Dynamic-Light-Scattering)

untersucht.
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Die Auswertung zeigte (s. Abbildung 10), dass die in der Probe befindlichen Vesikel um die 40-
120nm grof3 waren, was dem Radius von Exosomen entspricht. Auch der Durchmesser von RV-
Partikeln liegt in diesem GréBenbereich (80-100nm) *’. Wird also Zellkulturiiberstand von
retrovirusinfizierten Zellen fiir diese Methode verwendet, erhdlt man eine gemischte

Vesikelpraparation aus Exosomen und RV-Partikeln.

Abbildung 10| Photonenkorrelationsspektroskopie von Exosomen
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Photonenkorreltationsspektroskopie (Dynamic-Light-Scattering) ist eine Technik zur indirekten
Bestimmung der Partikelgroe von sehr kleinen Partikeln (3nm-3um). Dabei wird die Brownsche
Molekularbewegung der Partikel genutzt: Eine Suspension mit den zu bestimmenden Partikeln wird mit
einem Laser (monochromatisches Licht 660nm) bestrahlt. Je nach Position des Partikels in der
Suspension wird das Laserlicht unterschiedlich gestreut. Die gestreuten Lichtintensititen werden zu
verschiedenen Zeitpunkten detektiert, um anschlieend die Partikelgeschwindigkeit zu bestimmen. Sie
entspricht der Geschwindigkeit der Anderung der gemessenen Streulichtintensititen. AnschlieBend wird
die Diffusionskonstante berechnet und mit Hilfe der Einstein-Gleichung die PartikelgroBe bestimmt.

(Zusammenarbeit mit der AG Dr. Lars Redecke; DESY).

Es ist bekannt, dass Zellen glykolysierte und unglykolysierte Formen von PrP auf ihrer
Oberflache tragen. Dort ist es durch einen GPI-Anker an der dufleren Schicht der Zellmembran
befestigt. Es wird durch bis jetzt noch unbekannte Proteasen prozessiert und durch die Sheddase
ADAMI10 (s.u.) kurz iiber dem GPI-Anker geschnitten und in den Extrazelluldrraum entlassen.
Vor diesem Hintergrund sollte untersucht werden, welche Subtypen von PrP€ in Vesikel
verpackt sind, wo sie lokalisiert sind und ob es hier Unterschiede zwischen unbehandelten und

retrovirusinfizierten Zellen gibt.

31



Ergebnisse

5.2.2 Vesikuliires PrP€ trigt einen GPI-Anker

Zur Charakterisierung der auf Vesikeln vorhandenen PrP°-Subtypen von gesunden bzw.
retrovirusinfizierten Zellen wurde untersucht, welche Variante von PrP¢ in Exosomen/RV-
Partikeln vorkommt. Gleicht sie dem membranstindigen, GPI-verankerten, zelluliren PrP€ oder

handelt es sich um einen Subtyp?

Dazu wurde vesikulidres PrP¢ und zellulires PrP® von NIH- bzw. NIHR-Zellen sowie
membranankerfreies, prozessiertes PrP¢ aus Zellkulturiiberstand mittels Westernblot verglichen

und untersucht.

Membranankerfreies PrP© entsteht bei der Prozessierung des membranstindigen PrP€ durch die
Metalloproteinase ADAM10 (A Disintegrin and Metalloproteinase) '*, indem das Protein kurz
oberhalb des GPI-Ankers geschnitten und in den Extrazelluldrraum entlassen wird. Um diese
Form von PrP¢ zu isolieren, wurde zundchst Zellkulturiiberstand von sechs NIHR-
Zellkulturflaschen je 15ml genommen, bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen,
um ihn erneut zu zentrifugieren (197g 5min; 1878g 10min). Durch diese Methode wurde die
Probe von groferen Partikeln, wie apoptotischen Zellen, Zellkernen, -organellen und
-membranfragmenten befreit. AnschlieBend wurde die Probe durch einen Filter mit einer
Ausschlussgrenze von Proteinen, die groBer als 50kDa sind, filtriert. Ubrig blieb das Filtrat mit
allen niedrigmolekularen Substanzen, die kleiner als 50kDa waren (z.B. PrP°). Dieses Filtrat
wurde mit Hilfe eines 3kDa Filters auf 500ul einkonzentriert und via Westernblot, im Vergleich

zu PrP€ auf Vesikeln, detektiert.
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Abbildung 11| Deutliche Verschiebung der Proteinbanden zwischen membranankerfreiem PrP¢

und vesikulirem PrP€

Der Westernblot zeigt die Detektion von PrPC in

NIHR

einer Vesikel- und Filtratpréparation mit dem

kDa Exosomen Filtrat Antikorper POM2. Es ist eine deutliche

Verschiebung der Proteinbanden von der

37- Vesikelprobe zur Filtratprobe erkennbar. Die

35- Differenz zwischen den Banden betrigt ca. 2kDa,
was der putativen GroBe des GPI-Ankers
entspricht.

25-

Abbildung 12 | Vesikuliires PrP€ hat die gleiche Proteinbandenhéhe wie zellulires PrP©

Der  Westernblot  zeigt die

Lysat Exosomen Detektion von PrP® in  einer

Vesikel- und Lysatpraparation mit

dem Antikdrper POM2. Es ist zu

kDa NIH NIHR NIH NIHR

erkennen, dass sich die PrP¢-

‘ Banden der unterschiedlichen
. ‘ Priparationen, unabhéngig von der

25-
Retrovirusinfektion auf gleicher
Hoéhe befinden. Auffillig sind die
verschiedenen Bandenmuster, die
17- - auf einen Unterschied im Glyko-

sylierungsmuster hindeuten.

Es ist ein deutlicher GroBenunterschied (ca 2kDa) der Proteinbanden zwischen dem
membranankerfreien PrP¢ und dem vesikulidren PrP® zu erkennen (vgl. Abb. 15). Die deutliche
Verschiebung der Proteinbanden legt nahe, dass die vesikulire Variante von PrPC, wie die
zelluldre Form, noch den 2kDa schweren GPI-Anker tragt. Dafiir spricht auch die gleiche Hohe
der Proteinbanden von vesikulirem und zellulirem PrPS unabhingig von der

Retrovirusinfektion, im Vergleichswesternblot (vgl. Abb. 16).

Des Weiteren war auffillig, dass es Unterschiede im PrP®-Bandenmuster der einzelnen
Préparationen gab (vgl. Abb. 15). Ursdchlich konnte eine Abweichung im
Glykosylierungsmuster, verursacht durch die RV-Infektion, sein. Allerdings wurde dieser

Beobachtung im Rahmen unserer Arbeit nicht weiter nachgegangen.
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5.2.3 Etablierung einer Methode zur Lokalisationsbestimmung von exosomalem PrP¢

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die exosomale Variante von PrP, wie
die zelluldre Form, noch einen GPI enthilt, sollte untersucht werden, ob sie ebenfalls auf der

Membranoberfldche lokalisiert ist oder im Inneren des Exosoms transportiert wird.

Zur exosomalen Lokalisationsbestimmung von PrPC, wurde eine Methode entwickelt, bei der
die membranstindigen Proteine durch Enzyme verdaut wurden, ohne die Membran zu
beschidigen. Nach Anwendung dieser Methode, sollten alle membranstdndigen Proteine

entfernt und alle Proteine im Vesikelinneren noch nachweisbar sein.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurden die Proben anschlieBend mit Hilfe des Westernblots
untersucht. Mit POM2, einem PrP© spezifischen Antikérper, wurde das Vorhandensein von
PrP€ iiberpriift und mit einem fiir Aktin spezifischen Antikérper wurde die membrandse
Unversehrtheit kontrolliert. Aktin ist ein Strukturprotein des Zytoskeletts eukaryotischer Zellen
und ist daher ein guter Marker fiir die Intaktheit der Exosomenmembran. Fiir die
Exosomenisolation wurde Zelliiberstand von Nya-Zellen gewéhlt. Sie produzieren besonders
viel PrP¢, sind neuronalen Ursprungs und daher fiir die Bedeutung des Prionproteins bei

neurodegenerativen Erkrankungen von besonderem Interesse.
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Abbildung 13 | Modell zur Lokalisationsbestimmung von exosomalem PrP€ durch Enzymverdau
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Das Schema zeigt die mdglichen Lokalisationen von PrP und die daraus resultierende Prisentation auf
dem Westernblot nach Behandlung mit einem Verdauungsenzym. a) Wenn PrP© auf der Oberfliche von
Exosomen lokalisiert ist, wird es durch die Enzymbehandlung vollstindig verdaut; keine Proteinbanden
von PrP¢ wiren auf dem Westernblot nachweisbar. b) Wenn PrP® im Innern des Exosoms lokalisiert ist,
wird es vom Enzym nicht abgebaut und ist via Westernblot detektierbar. Voraussetzung ist die

Membranintaktheit, die durch Aktin kontrolliert wird.

Zur Etablierung der vorgestellten Methode wurde beim ersten Versuch Proteinase K (PK), eine
wenig spezifische, hochaktive Proteinase, verwendet. Drei Exosomenpellets gleicher Menge
wurden mit 20ul unterschiedlicher Proteinase K Konzentration (Opl/l; 0,1ul/l; Tul/l geldst in
PBS) resuspendiert und 10min bei 37°C inkubiert. Um den Verdau zu stoppen wurden die
Proben mit 3ul CVL 10min bei 95°C aufgekocht. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines
Westernblots.
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Abbildung 14 | Unvollstiindiger PK-Verdau von Prp€

Exosomen von N a-Zellen

PK-Konzentration p/l
kDa 0 0.1

Abbildung 15 | Partieller PK-Verdau von Aktin

Exosomen von N,a-Zellen

PK-Konzentration p/l
kDa 0 0.1
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Der Westernblot zeigt
Exosomenpréparation
von Nja-Zellen, mit
unterschiedlichen PK-
Konzentrationen  be-
handelt und mit dem
Antikorper POM2
detektiert. Deutlich ist
zu sehen, wie die
Zunahme der PK-
Konzentration mit
einer Abnahme der
PrP€-Proteinbanden

einhergeht.

Westernblot mit
Exosomenpréparation
von N,a-Zellen,
unterschiedlich lange
mit PK behandelt und
mit dem Antikorper
gegen Aktin detektiert.
Deutlich  ist  das
Auftreten von Aktin-
Proteinfragmenten bei
einer PK-
Konzentration von

1pul/l zu erkennen.

Bei der Detektion mit POM2 konnte der enzymatische Abbau von PrP¢ durch Abnahme der
Farbintensitit der PrP“-Banden vom 0,1ul/l PK-Verdau zum 1pl/l PK-Verdau beobachtet

werden, allerdings zeigte die Aktinbande ebenfalls einen Abbau vom 0,1ul/l PK-Verdau zum

1ul/l PK-Verdau und zusétzlich beim 1ul/l PK-Verdau ein fragmentiertes Bandenmuster.

Letzteres ldsst auf eine partielle Zerstorung der Membran und Teile der intraexosomalen

Proteine schlieBen, womit sich PK als ungeeignet fiir diesen Versuch erwies.
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Im zweiten Versuch wurde Trypsin, eine mildere Protease, verwendet. Zur Bestimmung der
optimalen Wirkkonzentration wurde 10x Trypsin-EDTA 1:1 mit PBS verdiinnt und jeweils
unterschiedlich lange (Omin; 10min; 30min) mit drei Exosomenpellets inkubiert. Beim
anschlieBenden Westernblot waren bei allen drei Proben weder PrP® noch Aktin detektierbar.
Ursache war die zu hohe Trypsinkonzentration, bei der innerhalb von 10min sowohl PrP¢ als

auch Aktin komplett verdaut waren.
Deshalb wurde beim néchsten Versuch das geringer konzentrierte 1x Trypsin-EDTA, 1:1 mit

PBS verdiinnt, verwendet. Es wurde mit gleichkonzentrierten Exosomenpellets inkubiert und

die Reaktion in Smin Abstinden von Omin bis 45min gestoppt.

5.2.4 Exosomales PrPC ist grofitenteils oder ausschlieBlich auf der Membranauflenseite

lokalisiert

Abbildung 16 | Vollstindiger Verdau von PrP€ mit 1x Trypsin-EDTA nach 35min

Exosomen von N.a-Zellen

Trypsin-EDTA Verdau (min)
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37-
25- —

Westernblot mit Exosomenpréparation von Nja-Zellen, unterschiedlich lang mit 1x Trypsin-EDTA
behandelt und mit dem Antikorper POM2 detektiert. Deutlich ist die Abschwichung der PrP‘-

Proteinbanden zu sehen. Nach 35 min ist keine Bande mehr detektierbar.

Beim Westernblot wurde ein regelmiBiger Abbau der PrP“-Banden von Omin bis 30min
Inkubation mit 1x Trypsin-EDTA beobachtet bis bei 35min keine PrP“-Bande mehr
nachweisbar war. Die Kontrolle des Aktingehalts in denselben Proben auf demselben
Westernblot ergab intakte, relativ gleiche Aktinbande. Dies bedeutete, dass trotz fehlendem

PrP¢-Nachweis ab 35min die Exosomenmebran noch intakt war.
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Abbildung 17 | Intakte Aktinbanden bei Verdau mit 1x Trypsin-EDTA
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Westernblot mit Exosomenpréparation von Nja-Zellen, unterschiedlich lang mit 1x Trypsin-EDTA
behandelt und mit einem Antikérper gegen Aktin detektiert. Die Banden sind alle etwa gleich stark. Im
Gegensatz zum PK-Verdau gibt es bei dem Verdau mit 1x Trypsin-EDTA keine Fragmentierung der

Aktinbanden, was fiir die bestehende Intaktheit der Vesikelmembran spricht.

Durch diese Ergebnisse konnte hier gezeigt werden, dass das exosomale PrP® ausschlieBlich
bzw. zum groBiten Teil, wie das zellulire Korrelat, durch einen GPI-Anker auf der

Membranauf3enseite verankert ist.

5.2.5 Nachweis von Prionerkrankung relevanter Proteinase ADAM10 auf Exosomen

Das exosomale PrP¢ gleicht durch seine GPI-Verankerung und durch die Lokalisation auf der
Membranoberfliche in seinen Eigenschaften dem zelluliren PrP®. Auf Grund dieser
Gemeinsamkeiten stellt sich die Frage, ob es auch dhnlich prozessiert wird. Von dem auf der
Zelle lokalisierten PrP® ist bekannt, dass es mit teilweise noch unbekannten Proteasen
interagiert und durch sie prozessiert wird. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Metalloproteinase
ADAMI0. Sie schneidet PrP® N-terminal des GPI-Ankers und entlisst es in den

Extrazelluldrraum.
Die Proteinkomposition von Exosomen wurde fast ausschlieBlich an Exosomen
immunologischer Zellen untersucht, iiber die Zusammensetzung neuronaler Exosomen ist

dagegen kaum etwas bekannt.

Aus diesem Grund haben wir Exosomen neuronaler Zelllinien auf Proteine untersucht, welche

als mogliche Interaktionspartner von PrP¢ in Frage kommen. Der Fokus lag dabei auf Proteinen,
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die bereits als Interaktionspartner von PrP® identifiziert wurden bzw. relevant fiir die

Prionerkrankung sind.

Als Zelllinien fiir die Exosomenpréiparation wurden die neuronalen Nja-Zellen und NIH-Zellen
(+/— Retrovirus) als Vergleich genommen. Aus beiden Zelllinien wurden Exosomen isoliert und
via Westernblot mit Hilfe von unterschiedlichen Antikorpern auf verschiedene Proteine
untersucht. Es wurde unter anderem HSP90 und HSP70 gefunden. Bei Letzterem wurde bereits
an THP-1 Monozyten gezeigt, dass es wihrend der Verpackung in Exosomen an PrP® bindet

und eine potenzielle Rolle bei der Freisetzung von PrP€ via Exosomen spielt ¥

Abbildung 18 | Nachweis von HSP70 und HSP90 in Exosomen neuronaler Zellen

Die Abbildung zeigt einen
Exosomen g zelg

Westernblot mit
kDa NIHR N.a NIH Exosomenpriparationen
von NIHR-, NIH- und
90- - A HSPYO Nsa-Zellen; detektiert
- . wurde mit einem HSP90-
bzw. HSP70- Antikdrper.
In allen drei Proben
konnte HSP70 sowie

& - — ’ HSP70 HSP90 nachgewiesen

werden.

Besonderes Interesse bei der Suche nach méglichen Interaktionspartnern fiir PrP¢ galt
ADAMI10. ADAMIO ist eine membrangebundene Metalloproteinase, die auf der Zelloberflache
Ektodoménen von Transmembranproteinen schneidet (u.a. auch PrP%) und relevant fiir die
PrPC-Homdostase ist™*"!*. Da bereits bekannt war, dass ADAM10 mit PrP¢ interagiert, sollte
untersucht werden, ob ADAMI10 auch auf Exosomen eine Rolle fiir die Prozessierung von PrP¢
spielen konnte. Es wurde via Westernblot das Vorkommen von ADAMI0 auf Exosomen
untersucht. Dabei wurde ein Antikorper verwendet, der sowohl katalytisch aktives ADAMI10
(mature; 72kDa) als auch die inaktive Vorstufe von ADAMI0 (immature; 95kDa) erkennt.
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Abbildung 19 | Vergleich von ADAM10 in Zelllysaten und Exosomenpriiparationen

a) Ein grofier Anteil von ADAM10 in Zelllysaten ist inaktiv

Zelllysate

kDa N.a NIHR NIH
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b) Exosomen enthalten ausschliefllich die aktive Form von ADAM10

Exosomen
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Die Abbildung zeigt einen
Westernblot mit  Zell-
lysaten von NIH-, NIHR-
und N,a-Zellen. Detektiert
wurde mit einem Anti-
korper gegen ADAMIO.
Deutlich nachweisbar ist
bei allen drei Proben die
inaktive Form von
ADAMI10 (95kDa). Die
aktive Form (72kDa)
wurden dagegen nur in
geringen Mengen de-

tektiert.

Die Abbildung zeigt einen
Westernblot mit Exo-
somenpréparationen von
NIH-, NIHR- und Nja-
Zellen. Detektiert wurde
mit einem Antikdrper
gegen ADAMI10. Un-
abhéngig von der
verwendeten Zelllinie,
wurde ausschlieBlich die
aktive Form von
ADAMI0 in den Exo-

somenproben nach-

gewiesen.

Tatsachlich konnten wir in allen Exosomenpriparationen der unterschiedlichen Zelllinien

ADAMI10 nachweisen. Interessanterweise haben wir in den Exosomen nur die aktive Form von

ADAMI10 gefunden, wohingegen in den Zelllysaten hauptsdchlich die inaktive Form vorhanden

war. Dieses Ergebnis fiihrt zu der Vermutung, dass ADAM10 eine bestimmte, aktive Aufgabe

in Bezug auf die Exosomen hat und moglicherweise mit exosomalem PrPC interagiert.
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6. Diskussion

TSEs sind letale, neurodegenerative Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Sie fithren zu
Neuronenverlust, Astrozytose und zur spongiformen Degeneration des Gewebes. Neben
zahlreichen Varianten bei Tieren wie Scrapie bei Schafen oder BSE bei Rindern treten sie als
Kuru, Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS), Fatale Famildre Insomnie (FFI) und
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) auch beim Menschen auf. In der Forschung sind TSEs ein

wichtiges Modell fiir andere neurodegenerative Erkrankungen *°.

Eine wichtige Rolle bei TSEs spielt das zellulire Glykoprotein PrP¢. Es kann durch Umfaltung
zum infektiosen Agens PrP% konvertieren. Informationen iiber die Ausbreitung des PrP*° im
Organismus sind essentiell fiir das Verstindnis der Pathogenese von TSEs. Trotz intensiver
Forschung sind die Transportwege auf zelluldrer Ebene noch weitgehend unbekannt. Als ein
moglicher Kofaktor wird die retrovirale Koinfektion diskutiert. Retroviren kommen pandemisch
vor und stehen bereits im Verdacht, mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert zu sein, u.a
mit Sarkomen, Lymphomen, insulinabhingiger Diabetes ¢ sowie primir bilidrer Zirrhose .
Leblanc konnte bereits in vitro nachweisen, dass eine MoMuL V-Infektion von prioninfizierten
NIH-Zellen die Prioninfektivitit verstirkt und das Virus als Transportvektor von PrP* und PrP®
zwischen den Zellen fungiert. Er postulierte, dass Retroviren einen wichtigen Kofaktor bei der

Ausbreitung des Prionproteins darstellen konnten "%,

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, hat unser Institut ein Modell fiir die Koinfektion von
Maiusen mit Prionen und Retroviren (MoMuLV) etabliert und in vivo Experimente mit
doppelinfizierten (Prion/MoMuLV) Miusen durchgefiihrt. Dr. Susanne Krasemann® fand
heraus, dass zu frihen Zeitpunkten (Tag 60 post Prioninfektion) eine zusitzliche
Retrovirusinfektion zu einem deutlichen Anstieg der PrP*“-Menge in der Milz fiihrt. Des
Weiteren fanden wir heraus, dass ebenfalls zu frithen Zeitpunkten (Tag 30 post Prioninfektion)
die Menge von FDCs, welche eine wichtige Rolle bei der Vervielfiltigung von PrP* spielen, in
der Milz doppelinfizierter Tiere deutlich erhoht ist, wohingegen sie zu spéteren Zeitpunkten

wieder auf Kontrollniveau absinkt.

Geht man von der Proteinhypothese nach Prusiner aus, die besagt, dass das infektiose Agens
,das Prion“ aus PrP*® besteht und keine Nukleinsduren enthilt *', ist die entstehende Menge an
PrP% vor allem vom Substrat (PrP®) abhingig. Durch die Retrovirusinfektion werden viele

FDCs rekrutiert, die groBe Mengen an PrP¢ exprimieren **, das, in PrP* transformiert, zu einem
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deutlichen Anstieg der PrP*-Menge fiihrt. Der anschlieBende Abfall der FDC-Aktivitit und der
PrP%-Menge lisst sich durch das Muster chronisch persistierender Viren erkliren. Nachdem die
Viren in den Organismus eingedrungen sind, beginnt die akute Infektion auf die der Organismus
mit einer gesteigerten Aktivierung und mit akuten korperlichen Symptomen reagiert. Sie kann
anschlieffend in eine chronische Infektion mit leicht gesteigerter Immunaktivitit, v.a. bedingt
durch T-Lymphozyten iibergehen (z.B. HIV, Herpes, Hepatitis C) **. Die erneute Abnahme der
FDC-Anzahl, zu spdteren Zeitpunkten bei den doppelinfizierten Tieren, fithrte zu einer
vergleichbaren PrP*-Menge wie die Kontrollgruppe. Somit ist das Auftreten der vermehrten
FDC-Aktivitit und der Anstieg der PrP%-Menge in der Milz eher als temporires Ereignis im

Krankheitsverlauf der Doppelinfektion zu betrachten.

Uberraschenderweise blieb, trotz partiell erhdhtem PrP%-Vorkommen in der Milz, einer
wichtigen Zwischenstation auf dem Weg zu Neuroinvasion, die Inkubationzeit bis zum
Auftreten erster Krankheitssymptome unverdndert *. Obwohl bekannt ist, dass die
Prionreplikation in den FDCs mafgeblich an der Neuroinvasion beteiligt ist, da letztere bei

Abwesenheit von FDCs verzogert ist **2"*

. Dieses Ergebnis passt zu einer aktuellen Studie
iiber doppelinfizierte (Prion/Visna-Maedi-Virus) Schafe. Dort hatte eine Viruskoinfektion
scheinbar auch keinen Einfluss auf die Inkubationszeit der scrapieinfizierten Versuchsgruppe ©.
Ein Erklirungsansatz liegt im zeitlichen Ablauf der Ausbreitung von PrP%. Nach Aufnahme des
infektiosen Agens iiber die Peripherie beginnt die initiale Phase mit einem steilen Anstieg der
Prionreplikation im lymphatoretikuldren Gewebe (v.a. in der Milz und in den Lymphknoten),
die um Tag 60 post Prioninfektion abflacht und in einem Plateau miindet, welches iiber den
ganzen Krankheitsverlauf persistiert . Zur Zeit geht man davon aus, dass die Neuroinvasion
von der Milz in das ZNS an Tag 60 post Prioninfektion bereits stattgefunden hat. Von diesem
Zeitpunkt an breitet sich PrP% im ZNS aus. Unsere Daten wurden an Tag 60 post

Prioninfektion erhoben und liegen damit vermutlich auerhalb des Zeitfensters, in dem die Milz

relevant fiir die Pathogenese der Prionerkrankung ist (s. Abbildung 20).

Ein weiterer Erkldrungsansatz besteht darin, dass zwar ein Fehlen von FDCs zu einer ldngeren

Inkubationszeit fiihrt 2+

, es jedoch Hinweise gibt, dass eine gesteigerte Anzahl von FDCs
keinen Einfluss auf die Inkubationszeit hat, da bereits eine Séttigung eingetreten ist. Somit wére
der MoMuLV-Einfluss auf die FDC-Rekrutierung und die PrP*-Menge irrelevant fiir die

Liange der Inkubationszeit einer Prionerkrankung.
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Abbildung 20 | Erklirungsmodell des méglichen Verlaufs der PrP*-Menge und FDC-Anzahl in der

Milz bei Infektion mit Retroviren und Prionen
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Das Modell zeigt den moglichen Verlauf der PrPSC-Menge und der FDC-Anzahl bei einer einfachen
Prioninfektion und einer Koinfektion (Prion/RV) iiber die Zeit. Die FDC-Anzahl steigt zu Beginn der
Koinfektion, getriggert durch das RV, an, hat bei Tag 30 post Prioninfektion ihr Maximum erreicht und
ndhert sich anschlieBend wieder dem Kontrollniveau. Wohingegen die FDC-Anzahl bei der einfachen
Prioninfektion die ganze Zeit konstant bleibt. Die PrPSC—Menge bei der Doppelinfektion steigt in der
Initialphase steil an, flacht dann um Tag 60 ab und miindet schlieBlich in einem Plateau. Die PrP%°-Menge
der einfachen Prioninfektion steigt dagegen wesentlich langsamer an, endet aber letzendlich auf gleicher

Hoéhe. Es wird vermutet, dass die Neuroinvasion bis Tag 60 post Prioninfektion bereits stattgefunden hat.

Neben dem zeitlichen Muster ist auch der Zelltropismus des MoMuLV in vivo von
entscheidender Bedeutung fiir die unverdnderte Inkubationszeit im Tiermodell. In Zellkultur
infizieren Retroviren Zellen verschiedenen Ursprungs wie z.B. NIH-Zellen oder Mikroglia *"%,
weshalb eine Koinfektion (Prion/Retrovirus) eines Zelltyps in vitro moglich ist. Es resultiert
eine erhohte Prioninfektivitit und ein vermehrter PrP*-Transport via RV-Partikel in den
Extrazelluldrraum. In vivo sind die Zielzellen des MoMuLVs jedoch hauptsédchlich Zellen des

himatopoetischen Systems (v.a. T-Zellen).

Im lymphoretikulidren System hitte es auf Grund des Lymphotropismus von PrP% und
MoMuLV zur Koinfektion eines Zelltyps kommen koénnen, jedoch ist die erhohte Menge an
PrP* in der Milz vermutlich auf eine Vermehrung der FDCs zuriickzufiihren. FDCs sind

66-68

vermutlich stromalen Ursprungs und entsprechen damit nicht dem h&matopoetischen
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Zelltropismus des MoMuLVs in vivo. Daraus resultiert, dass die Steigerung der PrP%-Menge
wahrscheinlich auf einer indirekten Aktivierung von FDCs durch das Retrovirus beruht und
nicht urséchlich aus einer direkten Retrovirusinfektion der FDCs entstanden ist. Damit ist fiir
unseren Versuch die Hypothese, dass Retroviren als Transportsysteme fiir PrP* dienen konnten,
nicht zutreffend, da die Grundvoraussetzung der Doppelinfektion eines Zelltyps nicht gegeben

ist.

Das Ergebnis der Doppelinfektion im Tiermodell ist, dass eine FDC-Aktivierung, hervorgerufen
durch Retroviren, zu einer deutlichen Erhohung der PrP*-Menge in der Milz fiihrt, dieser Effekt
jedoch keine Auswirkung auf die Inkubationszeit der Prionerkrankung hat. Ein weiterfithrendes
Experiment zur Interaktion von Prionprotein und Retrovirus wire die Untersuchung von
Fehlregulationen bei HIV-assoziierten, neurokognitiven Stérungen (HIV-associated
neurocognitive disorders: HAND)69 von HIV- und AIDS-Patienten, mit dem Fokus auf der

gegenseitigen Beeinflussung von Prionprotein und HI-Virus ”°.

Neben Retroviren werden auch Exosomen als mdgliche Transportsysteme fiir PrPS/PrP™

diskutiert .

Exosomen sind kleine Vesikel, deren Funktion u.a. die interzelluldre
Kommunikation durch Transfer von Proteinen und Lipiden ist. Es ist bereits bekannt, dass sie
mit PrP© und PrP* assoziiert sind ”'. In diesem Zusammenhang wollten wir PrP€ auf Exosomen
ndher charakterisieren. Es unterscheidet sich lediglich durch seine Konformation von der
pathologischen Form PrP*, sodass sie vermutlich die gleichen Transportsysteme nutzen. Wir
haben herausgefunden, dass exosomales PrP® hauptsichlich oder ausschlieBlich auf der
Membranoberfliche der Exosomen vorkommt. Dort ist es durch einen GPI-Anker befestigt und

weist somit vergleichbare Eigenschaften wie das zellulire PrP auf. Dies bedeutet, dass es

moglicherweise auch, dhnlich wie das zelluldre Korrelat, prozessiert wird.

Es ist bekannt, dass das zelluldre Prionprotein durch Interaktion mit verschiedenen, teilweise
noch unbekannten Proteasen prozessiert und in den Extrazelluldrraum entlassen wird. Eine
wichtige Rolle dabei spielt die Zink-Metalloproteinase ADAMI10, welche fiir die Freisetzung
einer geschnittenen PrP“-Variante ohne GPI-Anker in den Extrazellulirraum mitverantwortlich
ist ',

Da zwar die exosomale Proteinkomposition von Zellen des Immunsystems wie dendritische
Zellen oder B-Zellen gut beschrieben ist, es aber kaum Daten iiber die Zusammensetzung
neuronaler Exosomen gibt, haben wir Proteine neuronaler Zelllinien ausgewihlt und untersucht.

Dabei haben wir uns auf Prionerkrankung relevante  Proteine konzentriert, die als
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Interaktionspartner von PrP€ diskutiert werden. Wir konnten u.a. HSP70 und HSP90, beides
Hitzeschockproteine, in neuronalen Exosomen nachweisen. HSP70 und HSP90 kommen auch
in Exosomen immunologischer Zellen vor, dort interagiert HSP70 bekannterweise mit PrP¢ **.
Des Weiteren konnten wir auch ADAM10 nachweisen. Interessanterweise haben wir nur die
katalytisch aktive Form von ADAMIO in den Exosomen gefunden. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Proteinase cine bestimmte Funktion innerhalb des Exosoms hat und

moglicherweise dort aktiv andere Proteine schneidet und freisetzt.

Weiterfiihrende Experimente wiren die Uberpriifung einer moglichen Interaktion von PrP und
ADAMI10 auf Exosomen. Durch eine Koimmunoprizipitation kdnnte das Bindungsverhalten
beider Proteine zueinander untersucht werden. Mit Immuno-Elektronenmikroskopie konnte die
Lage der Proteine zueinander bestimmt werden. Eine Kolokalisation wiirde gemeinsam mit

einem positiven Bindungsverhalten fiir eine Interaktion von ADAM10 und PrP sprechen.

Exkurs: Neben der Prionforschung ist die Entdeckung von katalytisch aktivem ADAMI10 in
Exosomen auch fiir andere Gebiete interessant, wie zum Beispiel in der Alzheimerforschung, speziell
im Bezug auf das Amyloid-Precursor-Protein (APP). APP kann auf unterschiedliche Weise prozessiert
werden. Wird APP durch eine f3- und y-Sekretase geschnitten, entsteht das neurotoxische f3-Amyloid.
Es stellt den Hauptbestandteil der Plaques im Gehirn von Alzheimer Patienten dar ">”. Die
Uberproduktion und Aggregation von diesem B-Amyloid scheint die Hauptursache fiir die Entstehung
von Alzheimer zu sein. Alternativ kann APP auch durch a-Sekretasen zu sAPPa prozessiert werden.
Es wird postuliert, dass sAPPa eine neuroprotektive Wirkung besitzt, da es u.a. eine wichtige Rolle
bei neuronaler Plastizitit und neuronalem Uberleben spielt, eine protektive Wirkung gegen
Excitotoxizitit hat " sowie die neuronale Stammzellproliferation reguliert ”° und auBerdem wichtig
fiir die frithe Entwicklung des ZNS ist ’. Bei der Prozessierung von APP zu sAPPa scheint ADAM10
die wichtigste a-Sekretase zu sein, da z.B. bei ADAMI10-Knock-out-Méusen die Menge an sAPPa
erheblich reduziert war .

Denkbar ist ein Einfluss der exosomalen Transportrate von ADAMI10 auf die Prozessierung von APP.
Durch vermehrte Freisetzung von Exosomen, beladen mit ADAMI10, kénnte die Menge des

prozessierten APPsa lokal begrenzt reguliert und damit die neuroprotektive Wirkung verstérkt

werden...
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7. Zusammenfassung

Prionerkrankungen sind neurodegenerative Erkrankungen mit letalem Krankheitsverlauf. Trotz
intensiver Forschung ist bis heute der Ausbreitungsweg des infektiosen Agens im Organismus
noch nicht im Detail geklirt. Da sich das krankheitsverursachende PrP*° lediglich in seiner
Konformation von der physiologischen Form PrP®  unterscheidet, benutzen beide
Proteinisoformen mdglicherweise die gleichen Transportwege. Zur Zeit werden u.a. Exosomen
und Retroviren als Transportsysteme diskutiert. Die Fragestellung dieser Arbeit lautete erstens,
welche Auswirkung hat eine retrovirale Superinfektion auf prioninfizierte sekundér
lymphatische Organe und zweitens, wie ist der Proteinbesatz von neuronalen Exosomen
beziiglich Prionerkrankung relevanter Proteine.

Dazu wurden in vivo Experimente mit Milzen prion- und retroviralinfizierter (Prion/MoMuLV)
Maiuse durchgefiihrt, die anschlieBend histologisch untersucht wurden, um die Auswirkung der
Koinfektion auf die Milz beurteilen zu kdnnen. AuBlerdem wurden in vitro Experimente mit
Exosomenpriparationen durchgefiihrt, um mehr iiber Prionerkrankung relevante Proteine auf
neuronalen Exosomen herauszufinden.

Es ist bekannt, dass in vitro Retroviruskoinfektionen in prioninfizierten Zellen zu einer deutlich
gesteigerten PrP%-Freisetzung in den Extrazellulirraum fiihren. Daraufhin wurden
Retroviruspartikel als mogliche Kofaktoren bei der Ausbreitung von PrP%¢ postuliert. Diese
Hypothese konnten wir in unseren Versuchen nicht bestdtigen. Es kam zwar zu frithen
Zeitpunkten der Doppelinfektion zu einer vermehrten PrP%-Menge in der Milz, die
Inkubationszeit der Krankheit und damit vermutlich auch die Transportkinetik von PrP*° blieb
jedoch unveréndert.

Wir vermuten, dass der Einfluss von Retroviren auf die Prionerkrankung nur indirekt ist. Da die
Inkubationszeit gleich bleibt, sind retrovirale Partikel nicht wesentlich am Transport von
Prionen beteiligt. Andererseits wird die Vermehrung von Prionen durch retroviralinfizierte
Immunaktivierung im lymphatischen System gefordert.

Des Weiteren fanden wir heraus, dass das exosomale PrP® dhnliche Eigenschaften wie das
zelluldre Korrelat PrP€ aufweist: Es ist mit einem GPI-Anker assoziiert und hauptsichlich oder
ausschlieBlich auf der Membranoberfliche von Exsosomen befestigt. Aullerdem fanden wir
heraus, dass die Metalloproteinase ADAMI10 in Exosomen verpackt wird. Interessanterweise
wurde in Exosomen ausschlieBlich die katalytisch aktive Form von ADAM10 nachgewiesen.
Folglich wird ADAM10 sowie auch PrP funktionsfihig in die exosomale Membran verpackt,
womit sie anscheinend eine aktive Funktion innnerhalb dieses Kompartiments innehaben und

moglicherweise interagieren.
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9. Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C

ng

pl

pm’
ADAMI10
AK
APP
APPsa
APS
BSE
CID
fCJD
iCID
vCID
CVL
CWD
DAB
DMEM
DMSO
DNA
DRM
EDTA
ENV
ER
FDC
FFI
FBS

Gag

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Quadratmikrometer

Disintegrin- und Metalloproteinase

Antikorper

Amyloid-Precursor-Protein

durch a-Sekretase prozessiertes APP
Ammoniumperoxidsulfat

Bovine Spongiforme Enzephalopathie
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

famildre Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
Beladungspuffer (Loading Puffer)

chronische Auszehrungskrankheit (Chronic Wasting Disease)
Diaminiobenzidine

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsidure (Deoxyribonucleic Acid)
Cholesterin-reiche Mikrodoméne (Detergent-Resistant Microdomain)
Ethylendiamintetraacetat

Envelope Glykoprotein

endoplasmatisches Retikulum

follikuldre dendritische Zellen

Fatale Famildre Insomnie

fetales Rinderserum (Fetal Bovine Sera)
Beschleunigung

Gramm

Gag-Polyprotein
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GSS

HRP
HIV
HSP
kDa

1

M

mA

mg

min

ml

mM
MoMuLV
MVB
NaPTA
nm
PAGE
PBS

pH
PRNP Gen
PrP¢
Prp®
PVDF
RMLS5.0
RNA
rpm

RV

SDS
TBST
TEMED
TSE

w/v

ZNS

Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom

Stunde

Meerretichperoxidase (Horse Radish Peroxidase)
Humanes Immundefizienz Virus

Hitzeschockprotein

Kilo Dalton (= 1000 Da)

Liter

Mol

Milliampere

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimol

Moloney Murine Leukemia Virus

multivesikuldre Korper

Natrium-Phosphorwolframat (Natrium Phospotungstic Acid)
Nanometer

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphatgepufferte Salzlosung (Phosphate Buffered Saline)
potentia Hydrogenii

Prionprotein-Gen

zelluldres Prionprotein

infektioses Prionprotein

Polyvinylidenfluorid-Membran

Scrapie-Stamm (Rocky Mountain Laboratory Passage 5.0)
Ribonukleinsdure (Ribonucleic Acid)

Runde pro Minute (round per minute)

Retrovirus

Sodiumdodecylsulfat

Tris gepufferte Salzlosung und Tween20 (Tris Buffered Saline + Tween20)
N',N'-Tetramethylethylenediamine

Transmissible Spongiforme Enzephalopathie

Volt

Gewicht pro Volumen (weight per volume)

zentrales Nervensystem
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9.2 Tabellen zur: semiquantitativen Bestimmung der FDC-Aktivierung

Tabelle 3 | Kontrollgruppe Tag 51 postnatal

N R T R
\ |
B T R . R
\ |
B N S S
\ |

S N . S
\ | | |
N R T B K R
\ | | |
e s T
\ | | |

\ | | |
\ | | |

Gesamtaktivierung 1,16
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Tabelle 4 | Retrovirusinfizierte Gruppe Tag 51 postnatal

S T R
\ | |
e e e
\ | |
e ewe e
\ | |

S S T KT A
\ |
N T S S £ R
\ |
N T R R - R
\ |

\ |
\ |
\ |

Gesamtaktivierung 7,78
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Tabelle 5 | Kontrollgruppe Tag 111 postnatal

N T S T LR
\ | |
s wwm e
\ | |
les ewa e
\ | |

N T - R R
\ | |
e e e
\ | |
e e e
\ | |

\ | | |
\ | | |
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Tabelle 6 | Retrovirusinfizierte Gruppe Tag 111 postnatal

I R T R
| | | |
e e e
| | | |
N - R R

\ |

4969,72 543886,14 0,91

2833,54 552134,33 0,51

445,13 104760,30 0,42

1286,44 72390,86 1,78

363,22 91938,18 0,40

206,88 110616,47 0,19
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