Prionen

Diese anscheinend infektiosen Eiweil3stoffe
sind ein biologisches Ritsel: Proteinpartikel, die sich in lebenden Zellen
vermehren, ohne dal} sich bislang irgendeine eigene DNA oder RNA finden lieB3e.
Wie konnen dann tiberhaupt neue Prionen entstehen?

er kleinste gemeinsame Nenner

allen Lebens schienen bislang

die Nucleinsdguren DNA  und
RNA zu sein. Denn lebende Organismen
sind zwar auBerordentlich vielfiltig, als
Arten wie als Individuen, doch haben al-
le eines gemein: eine aus Nucleinsduren
bestehende Erbsubstanz.

Von Bakterien bis hinauf zum Men-
schen bestimmt diec DNA, die Desoxyri-
bonucleinsdure, die Struktur von Enzy-
men und anderen Proteinen und damit
die Gestalt und Entwicklung eines Lebe-
wesens. Thre Replikation, also die Her-
stellung identischer Tochterstringe, ist
das fiir die Vermehrung entscheidende
Ereignis. Sogar Viren, die sich bekannt-
lich nicht selbsttitig vermehren kénnen
und deren Status als lebende Organis-
men deshalb umstritten ist, erhalten ihre
Identitdt von einem Molekiil DNA oder
RNA (Ribonucleinsidure). Die erst vor
gut zehn Jahren erkannten Viroide
schlieBlich, dic bestimmte Pflanzen-
krankheiten tbertragen, bestehen sogar
aus nichts anderem als RNA. Der
Grundsatz, dal} die genetische Informa-
tion von den Nucleinsduren auf die Pro-
teine iibergeht, also immer in Richtung
Proteine flieBt, wurde von Francis H. C.
Crick einmal das zentrale Dogma der
Molekularbiologie genannt.

Mittlerweile jedoch hat sich herausge-
stellt, daB} ein als Prion bezeichnetes in-
fektioses Teilchen eine bemerkenswerte
Ausnahme von der Regel machen konn-
te, daBl jeder Organismus Nucleinsiduren
enthilt, die seine Identitidt bestimmen.
So weif3 man, daf} ein Prion die Erzeu-
gung neuer Prione veranlassen kann, zu-
mindest in bestimmten Sdugerzellen, und
dal zu seinen molekularen Bestandteilen
mindestens ein Protein zihlt. So sollte
man auch eine DNA oder RNA erwar-
ten, welche die Struktur des Proteins
vorgibt. Die bislang zusammengetrage-
nen Befunde jedoch weisen darauf hin,
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dal} das Prion tiberhaupt keine Nuclein-
sdaure besitzt. Sollte schlieBlich doch
noch etwas DNA oder RNA gefunden
werden, so wire sie wahrscheinlich nicht
lang genug, um die Information fiir die
Struktur des Proteins zu enthalten.

Das heil3t aber nicht zwangslaufig, dal3
cin Prion das zentrale Dogma verletzt —
die jingsten Ergebnisse stiitzen weniger
ketzerische Hypothesen. Doch  steht
kaum in Frage, dal seine Vermehrungs-
weise hochst ungewohnlich ist.

Prionen-Infekte

Man kennt heute zwei von Prionen
verursachte Krankheiten: die Skrapie,
cine Storung des Nervensystems bei
Schafen und Ziegen, sowie die Jakob-
Creutzfeldt-Pseudosklerose, ecine selte-
ne, von geistigem Zerfall begleitete Er-
krankung des Menschen. In der Offent-
lichkeit wurde sie unlingst als Todesur-
sache des Choreographen George Balan-
chine bekannt.

Diskutiert werden Prionen auch als
mutmaBliche Erreger zweier weiterer
degenerativer Gehirnleiden des Men-
schen: so von Kuru, einer nur bei neu-
guineischen  Hochlandstaimmen  beob-
achteten Erkrankung, sowie vom Gerst-
mann-Striussler-Syndrom (Bild 3). Prio-
nen zihlen tiberdies zu den moglichen
Ursachen mehrerer anderer Erkrankun-
gen, doch bleibt es bislang bei bloBen In-
dizien. Die darunter wohl wichtigste Er-
krankung ist der Morbus Alzheimer, die
haufigste Form des Altersschwachsinns
und die zugleich vierthiufigste Todesur-
sache in den Vereinigten Staaten.

Skrapie gehort ebenso wie die ande-
ren mit Prionen zusammenhingenden
Krankheiten zu der Gruppe der langsa-
men, schleichenden Infektionen. Sie
zeichnen sich durch sehr lange Inkuba-
tionszeiten aus, in der GroBenordnung

von Monaten, Jahren oder sogar Jahr-
zehnten. In dieser Zeit zeigt der Patient
oder das befallene Tier keinerlei Sym-
ptome. Sobald die Krankheit jedoch aus-
gebrochen ist, schreitet sie unaufhaltsam
fort und fiihrt in der Regel zum Tode.

An Skrapie erkrankte Schafe leiden
unter starkem Hautjucken. So kratzen
und scheuern sie sich hiufig (englisch
scrape) einen GroBteil ihrer Wolle ab,
was der Krankheit ihren Namen gab. Sie
ist seit iber 200 Jahren bekannt. Erst um
1935 aber konnten franzosische Wissen-
schaftler iiberzeugend nachweisen, daf3
Skrapie sich durch Uberimpfen von ei-
nem Schaf auf andere iibertragen laft.
Die Ubertragbarkeit bedeutet, daf ein
infektioses Agens vorhanden ist, das sich
im Wirtstier vermehren kann.

Bis zum Jahre 1959 blieb Skrapie eine
obskure Tierseuche. Damals wies Wil-
liam J. Hadlow vom Rocky-Mountain-
Laboratorium des amerikanischen Na-
tional Institute of Allergy and Infectious
Diseases darauf hin, daBl Skrapie und
Kuru miteinander verwandt sein diirften.
Die erste medizinische Beschreibung der
Kuru war gerade zwei Jahre zuvor von
Vincent Zigas und D. Carleton Gajdusek
vom National Institute of Neurogical and
Communicative Disorders and Stroke
veroffentlicht worden. Sie hatten die Er-
krankung bei Eingeborenen Neuguineas
beobachtet, die eine bestimmte Form des
rituellen  Kannibalismus  praktizieren
sollten, bei der das Gehirn eines verstor-
benen Verwandten als Zeichen der To-
tenverchrung gegessen wurde. Inzwi-
schen ist dieser Brauch erloschen, und
mit ihm ging auch die Hiufigkeit der Ku-
ru zuriick.

Im Jahre 1966 berichteten Gajdusek,
Clarence J. Gibbs jr. und Michael P. Al-
pers, daf3 es ihnen gelungen war, Kuru
auf Menschenaffen zu ilibertragen. Zwei
Jahre spiter konnten Gajdusek und
Gibbs das gleiche auch bei der Jakob-
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Creutzfeldt-Pseudosklerose  erreichen.
Und in jiingerer Zeit gelang es dann Co-
lin L. Masters, zusammen mit Gajdusek
und Gibbs, das Gerstmann-Straussler-
Syndrom auf Menschenaffen und andere
Affenarten zu tibertragen.

Die klinischen und pathologischen
Merkmale dieser drei Erkrankungen und
der Skrapie lassen auf eine enge Ver-
wandtschaft untercinander schlieBen.
Die ersten Symptome von Skrapie, Kuru
und dem Gerstmann-Straussler-Syndrom
sind Schwierigkeiten beim Laufen und
Verlust der Bewegungskoordination,
was auf eine funktionelle Storung des
Kleinhirns deutet. Schwachsinn tritt bei
Kuru erst spit im Krankheitsverlauf auf.
Die Jakob-Creutzfeldt-Pseudosklerose

hingegen beginnt gewohnlich damit, ob-
wohl einzelne Fille auch dhnliche An-
fangssymptome wie bei Kuru zeigen. Nie
sind irgendwelche Anzeichen von Ent-
ziindung oder Fieber festzustellen, und
die Zahl der Zellen in der Hirn-Riicken-
marksfliissigkeit bleibt normal. Dies
weist darauf hin, da3 das Immunsystem
nicht auf den Erreger anspricht.

Die von diesen Krankheiten hervorge-
rufenen pathologischen Veridnderungen
beschrianken sich auf das Zentralnerven-
system. So haben sich regelmiBig die
Astrozyten, eine Klasse von Stiitzzellen
im Gehirn, ungewohnlich stark ver-
mehrt. Die verastelten Fortsidtze der
Neuronen haben viele ihrer stachelarti-
gen Auswiichse verloren, die bei der

Ubertragung der Nervenimpulse eine
Rolle spielen. Bei einigen der Krankhei-
ten ist das Gehirngewebe von zahlrei-
chen Vakuolen durchsetzt und sicht wie
ein Schwamm aus. Héufig sind Amyloid-
Plaques, fleckenformige Ablagerungen
eines faserartig strukturierten Materials,
zu erkennen. Doch scheinen sie kein re-
gelmiBiges oder verbindliches Merkmal
darzustellen.

Konzentrationsbestimmung —
langsamer als Pasteur

In den vergangenen zwanzig Jahren
wurde betrdachtliche Miihe darauf ver-
wandt, die Ursache der Skrapie zu kli-

Bild 1: Diese Prionen im Gehirn eines Hamsters wurden mit einer immu-
nologischen Fiirbetechnik sichtbar gemacht. Das Tier war mit Skrapie in-
fiziert worden, dem Prototyp einer Prionen-bedingten Krankheit. Unter
natiirlichen Bedingungen befillt sie Schafe und Ziegen. Nach einer
Inkubationszeit von ungefihr zwei Monaten wurden Gehirnschnitte
angefertigt und Antikorpern ausgesetzt, die gegen das sogenannte
PrP-Protein gerichtet sind. Es ist der Hauptbestandteil des Prions,
wenn nicht gar der einzige. An die Antikorper war das Enzym Peroxidase
gekoppelt, das die Umwandlung einer spiiter zugefiigten Substanz in eci-
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nen dunklen Farbstoff katalysiert. Damit lieB sich die Anwesenheit von
Prionen im Gewebe mikroskopisch an den dunkel gefiirbten Strukturen
erkennen. Die lichtmikroskopische Aufnahme oben zeigt mehrere sol-
cher dunklen Kérperchen. Darunter sind sie nochmals vergrofiert abge-
bildet. Die flaumig-flockigen Strukturen werden als Zusammenballungen
von Prionen-Stiibchen angesehen (Bild 9), von denen jedes wiederum aus
vielleicht 1000 PrP-Molekiilen besteht. Die Antikirper gegen PrP sind
erst in den letzten Monaten gewonnen worden. Die Aufnahmen stammen
vom Autor und seinen Mitarbeitern an der Universitiit von Kalifornien.
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Bild 2: Mit Kongorot angefiirbte Ansammlun-
gen von Prionen-Stibchen iihneln stark den
Amyloid-Plaques, die fiir einige — moglicher-
weise durch Prionen verursachte — menschliche
und tierische Erkrankungen charakteristisch
sind. Mit Kongorot gefiirbtes Amyloid zeigt die
optische Erscheinung der Doppelbrechung:
Durch drehbare Polarisationsfilter betrachtet,
erscheint es abwechselnd griin und gold. Die
mikroskopische Aufnahme hier zeigt einen
doppelt gefirbten Gehirnschnitt eines Ham-

sters: Die Ansammlung von Prionen-Stiibchen
darin — identifiziert durch Peroxidase-gekop-
pelte Antikorper gegen PrP — hat auch Kongo-
rot aufgenommen und zeigt die griin-goldene
Doppelbrechung. Das Gewebe auf dieser
und den beiden vorhergehenden Aufnahmen
stammt aus dem subependymalen Bereich des
Gehirns, in der Nihe des Hippocampus. Dort
sind Amyloid-Plaques nicht nur bei Skrapie-
infizierten Nagetieren, sondern auch bei Pa-
tienten mit der Alzheimer-Krankheit zu finden.

Krankheit Prionen natirliche experimentelle Inkubations-
als Erreger? Wirtsarten Wirtsarten zeit
" 2 Monate
Skrapie ja Schafe, Ziegen Mausiﬁr-‘i;mster. bis Uber
2 Jahre
Jakob- Menschenaffen, 4 Monate
Creutzfeldt- ja Mensch Affen, Mause, Ziegen, bis Uber
Pseudosklerose Meerschweinchen 20 Jahre
18 Monate
Kuru vermutlich Mensch Mens;:\rflft;rrm‘aﬂen. bis Giber
20 Jahre
Gerstmann- L
StrauBler- vermutlich Mensch Menszf;fs;rr\‘affen. 1 g:ﬂg?':;e
Syndrome
Ubertragbare : 5 Monate
Nerz- vermutlich Nerz Aﬁzr;.r:;?egfn. bis Uber
Enzephalopathie 7 Jahre
chronischer . GroBohrhirsch, bis tiber
Kraftezerfall vermutiich Wapiti Frettchen 18 Monate

Bild 3: Mindestens sechs Krankheiten gehen
mit unterschiedlicher Sicherheit auf Prionen
zuriick. Skrapie ist die ,klassische* Prionen-
Infektion, und zahlreichen experimentellen
Hinweisen nach wird die Jakob-Creutzfeldt-
Pseudosklerose (eine seltene von geistigem
Zerfall begleitete Erkrankung des Menschen)
ebenfalls von solchen Erregern hervorgerufen.
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Prionen werden auch als mutmaBliche Ursache
von mindestens vier weiteren Krankheiten an-
gesehen, darunter zwei Storungen des mensch-
lichen Zentralnervensystems. Alle vier sind
iibertragbar, ihre Symptome ihneln denen der
Skrapie und der Jakob-Creutzfeldt-Pseudo-
sklerose, und alle fiihren zu dhnlichen patholo-
gischen Veriinderungen des Gehirngewebes.

ren. Die ungewohnliche Struktur und die
seltsamen Eigenschaften des Erregers
sowie der Umstand, daB die biologischen
Methoden, die seine Konzentrationsbe-
stimmung erforderte, besonders zeit-
und arbeitsaufwendig sind, haben die
Forschungen erheblich behindert. Mitte
der siebziger Jahre gab es mehr als ein
Dutzend Hypothesen tiber die Natur des
Skrapie-Erregers — und damit sogar
mehr Hypothesen als Arbeitsgruppen,
die sich mit der Krankheit beschiftigten.

Einen Erreger mit strukturell und che-
misch unbekannten Eigenschaften zu
isolieren verlangt eine empirische Vor-
gehensweise. Gewohnlich wird dazu eine
Gewebeprobe eines infizierten Tieres
homogenisiert und dann in Fraktionen
aufgetrennt, die sich in irgendeiner phy-
sikalischen oder chemischen Eigenschaft
unterscheiden. AnschlieBend wird die
Konzentration des Erregers in jeder
Fraktion bestimmt und die reinste davon
zur weiteren Bearbeitung ausgesondert.
Im Falle der Skrapie gab es nur eine ein-
zige Moglichkeit, die Konzentration des
Erregers zu messen: seine Fahigkeit zu
bestimmen, die Krankheit in Tieren her-
vorzurufen.

Viele Jahre lang mufiten solche Mes-
sungen mittels Endpunkt-Titration (auch
Endpunkt-Verdiinnung genannt) durch-
gefiihrt werden. Dazu wurden Tiere mit
zunechmend verdiinnten Proben des Ma-
terials geimpft. Die Verdiinnung, die ge-
rade noch die Krankheit auslosen konn-
te, war ein Mal} fiir die Konzentration
des Erregers im Ausgangsmaterial. Bei
den ersten, an Schafen und Ziegen
durchgefiihrten Untersuchungen beno-
tigte man noch eine ganze Herde und ei-
nen Zeitraum von mehreren Jahren, um
eine einzige Probe zu beurteilen.

Im Jahre 1960 gelang es dann Richard
Chandler, Skrapie auf Miuse zu tibertra-
gen. Die Endpunkt-Titration bei Médusen
sah gewohnlich zehn Verdiinnungsschrit-
te vor, wobei jeder die Konzentration auf
ein Zehntel des vorhergehenden verrin-
gerte (Bild 5 oben). Mit diesen Verdiin-
nungen wurden dann jeweils sechs Miu-
se geimpft. Tiere, die hohe Dosen erhal-
ten hatten, erkrankten innerhalb von
vier bis fiinf Monaten, solche mit der
schwiichsten, gerade noch krankmachen-
den Dosis erst nach fast einem Jahr.
Folglich muBten 60 Mause immerhin ein
Jahr lang gehalten werden, bis sich der
Endpunkt, die gerade noch wirksame
Verdiinnung, bestimmen lieB. Wenn
auch die Endpunkt-Titration bei Madusen
eine Verbesserung gegeniiber der Arbeit
mit Schafen und Ziegen bedeutete, so
war sie doch immer noch langsamer und
beschwerlicher als die Methode, die
Louis Pasteur fast ein ganzes Jahrhun-
dert friiher fiir seine Arbeiten iiber Viren
verwandt hatte.
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Im Jahre 1978 fand ich mit meinen
Mitarbeitern eine Alternative zur End-
punkt-Titration. Drei Jahre zuvor hatten
Richard Marsh an der Universitit von
Wisconsin in Madison und Richard H.
Kimberlin eine Form der Skrapic bei
Hamstern beschrieben, die rund zweimal
so schnell ausbrach wie die Miauseform.
Als wir die Hamster-Erkrankung unter-
suchten, entdeckten wir eine enge Kor-
relation zwischen der Konzentration des
Skrapie-Erregers und der Inkubations-
zeit (der Zeit bis zum Ausbruch der
Krankheit) beziechungsweise bis zum Tod
der Tiere. Statt zu bestimmen, wie stark
sich eine Probe verdiinnen lie3, ohne ih-
re  Ansteckungsfihigkeit einzubiiien,
maBen wir nun, wie schnell eine Probe
bekannter Verdiinnung die Krankheits-
symptome hervorrufen und den Tod her-
beifiihren konnte.

Dieser auf der Inkubationszeit beru-
hende Test lieferte, wie sich herausstell-
te, ein exaktes Mal} fiir die Konzentra-
tion in Proben mit einem hohen Erreger-
Titer (Bild 5 unten). Der Gewinn an Zeit
und Geld war betriachtlich: Unsere Ar-
beit kam dadurch schitzungsweise hun-
dertmal schneller voran. Statt 60 Tiere
cin Jahr lang zu beobachten, konnen wir
jetzt eine Probe mit nur vier Tieren in 60
Tagen testen.

Anreicherungsverfahren

Meine ecigenen Forschungen iiber
Skrapie begann ich in Zusammenarbeit
mit Hadlow und Carl M. Eklund am
Rocky-Mountain-Laboratorium. Fiir un-
sere Versuche, den Erreger anzureichern
und zu isolieren, benutzten wir anfing-
lich Material aus der Miusemilz, das wir
durch Zentrifugation und Endpunkt-Ti-
tration bei Miusen aufarbeiteten. Eine
Zentrifuge trennt die Bestandteile eines
Gemisches nach Grofle und Gewicht.
Bei der von uns gewihlten Methode
wurde eine Probe cine festgesetzte Zeit
lang mit einer bestimmten Geschwindig-
keit zentrifugiert und im Biotest dann
bestimmt, wieviel sich von dem Erreger
abgesetzt hatte und wieviel im Uber-
stand verblieben war (Bild 4a). Dies alles
geschah in einer ganzen Serie von Expe-
rimenten mit einer Vielzahl verschiede-
ner Geschwindigkeiten und Zentrifuga-
tionszeiten. Als wir nach beinahe zwei
Jahren damit fertig waren, wiederholten
wir die ganze Prozedur, um sicherzustel-
len, dall unsere Ergebnisse auch repro-
duzierbar waren.

Bei diesen ersten Untersuchungen ge-
lang es uns bestenfalls, den Skrapie-Er-
reger auf das rund DreiBigfache anzurei-
chern. Das lag an mehreren Faktoren,
und einer davon war zugleich eine unse-
rer wichtigsten Entdeckungen: Die in-
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fektiosen Teilchen waren, was Grofie
und Dichte anbelangt, duBerst unter-
schiedlich. Nach der Sedimentationsge-
schwindigkeit in der Zentrifuge zu urtei-
len, mufiten einige Partikel die Grofe
von Bakterien oder von Zellenorganel-
len wie Mitochondrien haben; andere
schienen dagegen noch wesentlich klei-
ner als die kleinsten Viren zu sein.

Das breite GroBenspektrum bedeute-
te, daBl der Skrapie-Erreger in vielen
molekularen Formen vorkommen kann.
Eine Erklirung war, daf sich hier viel-
leicht winzige infektiose Partikel zu viel
grofleren Aggregaten zusammenlagern.

Um einheitlichere Priparationen zu
bekommen, filigten wir dem homogeni-
sierten Gewebe Detergentien bei. Sie
sollten zugleich das Abtrennen des Erre-
gers von zelluliren Molekiilen erleich-
tern. Zwar wirkten sich die von uns ein-
gesetzten Detergentien nur wenig auf die
beobachtete GroBenvielfalt aus, doch
halfen sie bei der Anreicherung.

Die Bemiihungen, den Skrapie-Erre-
ger zu identifizieren, gingen dann in mei-
nem Laboratorium an der Medizinischen
Fakultiat der Universitidt von Kalifornien
in San Francisco weiter. Die Geschichte
ist schnell erzihlt. Und doch waren es
zehn Jahre knochenharter und manch-
mal frustrierender Arbeit. Eine grofie
Zahl von Wissenschaftlern hat dazu ent-
scheidendes beigetragen, darunter Ri-
chard Baringer, Ronald Barry, Paul
Bendheim, David Bolton, Karen Bow-
man, Patricia Cochran, Steve DeAr-
mond, Darlene Groth, Michael McKin-
ley und Daniel Stites.

Damals wechselten wir gerade von
Miusen auf Hamster tiber. Die Tiere er-
moglichen nicht nur einen schnelleren
Biotest, ihr Gehirn hat auch einen hun-
dertmal hoheren Titer an Skrapie-Erre-
gern als eine Maiusemilz. Die Reini-
gungsprozedur begann wieder mit einer
Detergens-Extraktion mit anschlieBen-
der Zentrifugation, doch kamen drei
weitere Schritte hinzu: eine Behandlung
mit Nucleasen, also Enzymen, die Nu-
cleinsiduren wic RNA und DNA abbau-
en, sowie eine Behandlung mit Prote-
asen, also proteinabbauenden Enzymen,
und schlieBlich eine Analyse durch Gel-
Elektrophorese (Bild 4b). Wir hatten
niamlich festgestellt, daB die Infektions-
fiahigkeit des Skrapie-Erregers durch das
Einwirken eciner Nuclease nicht beein-
trichtigt wird. Er blieb also intakt, wih-
rend die zelluldren Nucleinsduren in un-
serem Ansatz grofitenteils verdaut™
wurden. Die Proteasen dienten entspre-
chend dazu, nicht zugehorige Proteine zu
entfernen. (Der Erreger war, worauf ich
spater genauer eingehen werde, unge-
wohnlich resistent gegen Proteasen.)

Der letzte Schritt unserer tiberarbeite-
ten Methode, die Gel-Elektrophorese,

trennt Molekiile nach ihrer Wanderungs-
geschwindigkeit in einem Gel auf, dem
ein elektrisches Feld anliegt. Die Ge-
schwindigkeit cines Molekiils wird in er-
ster Linie durch seine elektrische Ladung
bestimmt, doch spielen auch Form und
GrofBie eine Rolle.

Das Ganze lieferte uns eine hundert-
fach angereicherte Priparation des Erre-
gers — genug, um einige grundlegende
Fakten festzustellen. Unser wichtigstes
Ergebnis war aber ecine iiberzeugende
Demonstration, daly die biologische Ak-
tivitat des Skrapie-Erregers auf einem
Protein beruht. Wir schufen dafiir den
neuen Begriff ,,Prion* (nach dem engli-
schen proteinaceous infectious particle
fiir infektioses Eiweilpartikel).

Heute steht die Zentrifugation wieder
im Mittelpunkt unserer Probenaufberei-
tung, wenn sich auch die Technik im
Vergleich zu unseren fritheren Arbeiten
etwas verdndert hat (Bild 4c¢). Die Probe
wird dabei auf eine Sucrose-, also Rohr-
zucker-Losung geschichtet, die so zu-
sammengesetzt ist, daf} sie einen Gra-
dienten mit zunehmender Dichte bildet.
Beim Zentrifugieren wandern die Be-
standteile der Probe durch den Gradien-
ten, bis sie eine Ebene erreicht haben, in
der ihre eigene Dichte mit der der umge-
benden Losung iibereinstimmt.

Diese Art der Zentrifugation lieferte
in ihrer ersten Version bereits cine tau-
sendfach angereicherte Priparation des
Skrapie-Erregers. Uns gelang es damit
nachzuweisen, dafl die Hauptmasse des
Proteins aus einer einzigen Molekiilart
besteht, die von uns das Kiirzel PrP fir
Prion-Protein erhielt.

SchlieBlich wurde noch eine auf groBe-
re Malstibe angelegte Version des Ver-
fahrens entwickelt. Thr Kernstiick ist eine
Zentrifuge mit einem Zonen-Rotor, ei-
nem groflen Behilter, in dem sich be-
trachtliche Mengen von Material in ei-
nem Sucrose-Dichtegradienten auftren-
nen lassen (Bild 4d). Dieses neue Ver-
fahren bringt auBerdem ecine 5000fache
Anreicherung.

Der Durchbruch

Dank der hoheren Reinheit des aufge-
arbeiteten Materials lief3 sich zeigen, dal3
die infektioseste Fraktion im wesentli-
chen nur ein einziges Protein enthilt:
PrP. Elektrophoretischen Untersuchun-
gen nach lag sein Molekulargewicht zwi-
schen 27 000 und 30 000. Dieser Wert
ist, wie wir mittlerweile begriindet an-
nchmen diirfen, vermutlich zu hoch. Wir
haben namlich festgestellt, daB PrP ein
Glykoprotein ist, also ein Protein, an
dessen Aminosiure-Einheiten Zucker-
molekiile gebunden sind. Die elektro-
phoretische Bestimmung des Molekular-
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Bild 4: Die vom Autor und seinen Mitarbeitern eingesetzten Anreiche-
rungsverfahren haben im Laufe der letzten zehn Jahre zunehmend besse-
re Ergebnisse erzielt. Die Detergens-Extraktion und Zentrifugation in ei-
nem Festwinkel-Rotor (a) trennte die Partikel einer Probe nach ihrer
GroBe in Fraktionen auf, was eine 30fache Anreicherung erbrachte. Die
Gel-Elektrophorese (b) — sie trennt die Bestandteile einer Probe nach
ihrer elektrischen Ladung und ihrer GroBe — ergab in Verbindung mit ei-
ner Detergens-Extraktion und Enzymbehandlung eine 100fache An-
reicherung. Sie ermoglichte es nachzuweisen, daB ein Protein fiir die An-
steckungsfihigkeit des Prions unbedingt notwendig ist. Beim niichsten
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Testhamster

Verfahren, der Zentrifugation im Sucrose-Dichtegradienten, wandern die
Molekiile soweit durch die Schichten einer Rohrzuckerlosung, bis ihre ei-
gene Dichte mit der der Losung iibereinstimmt. Zuniichst wurde ein Ver-
tikal-Rotor eingesetzt (c). Die damit erreichte 1000fache Anreicherung
ermoglichte es, PrP zu identifizieren. Heute wird ein Zonen-Rotor ver-
wendet (d), mit dem sich sehr viel groBBere Materialmengen aufarbeiten
und sogar 5000fach anreichern lassen. Dank dem reineren und reichliche-
ren Material konnte die Zusammensetzung und Struktur von PrP unter-
sucht und spezifische Antikorper gewonnen werden. Inzwischen sind
auch die ersten 15 Aminosiuren des Proteins identifiziert worden.
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gewichts solcher Proteine ergibt oft filsch-
lich zu hohe Werte. Auf alle Fille ist
PrP ein verhiltnismiBig kleines Protein,
nicht einmal halb so grof3 wie der rote
Blutfarbstoff Himoglobin.

Elektronenmikroskopische ~ Aufnah-
men des gereinigten Materials lieBen
zahlreiche groBe stibchenformige Parti-
kel erkennen, viel zu grof allerdings, als
dafB3 es sich um individuelle Prione han-
deln konnte. Die Stibchen hatten wir be-
reits bei friiheren Experimenten beob-
achtet, doch gelang es uns damals nicht,
die auf der Hand liegende Hypothese zu
bestitigen, die Stibchen seien Aggregate
von Prionen. Denn es war nicht auszu-
schliefen, dal wir gar nicht den Krank-
heitserreger selbst, sondern nur das Pro-
dukt irgendeiner von der Krankheit her-
vorgerufenen Veridnderung vor uns hat-
ten. Mit unseren hochgereinigten Frak-
tionen konnten wir nun nachweisen, daf}
sich die Stabchen tatsdchlich aus PrP zu-
sammensetzen und folglich als Prionen-
Aggregate anschen lassen.

Dafl nun groBere Mengen von an-
nehmbar reinem Untersuchungsmaterial
gewonnen werden konnten, erwies sich
als Durchbruch, der uns viele verwirren-
de Fragen iiber das Prion beantworten
half. Erst kiirzlich gelang es uns damit, in
Tieren gegen Prionen gerichtete Anti-
korper zu erzeugen — jahrelang hatten
wir dies ohne den geringsten Erfolg ver-
sucht. Nun wissen wir, dall der kritische
Faktor die dem Tier injizierte Menge ist,
die wir — dank dem neuen Verfahren —
auf das Zehnfache (auf ungefihr 100 Mi-
krogramm) steigern konnten.

Diese Antikorper diirften die Erfor-
schung der Prionen gewaltig beschleuni-
gen und ihr Instrumentarium griindlich
verindern. So werden mdoglicherweise
weit weniger Biotests als bislang ge-
braucht. Die Konzentration an Prionen
in einer Probe lieBe sich mit dem Anti-
korper statt in Monaten in Stunden be-
stimmen, indem man einfach seine Bin-
dungsfihigkeit, seine Affinitit zu Be-
standteilen des Untersuchungsmaterials
mifit. Auf dieser gezielten Bindungsfi-
higkeit konnte auch ein neues Reini-
gungsverfahren aufgebaut werden.

Die Untersuchungen unserer reineren
Proben haben allerdings auch neue Fra-
gen aufgeworfen, auf die ich spiter noch
eingehen werde.

Ein Protein
als Krankheitserreger

Der SchluB3, daB ein Protein Bestand-
teil des Prions ist und dessen Anstek-
kungsfihigkeit bedingt, ergab sich di-
rekt, als wir noch an geeigneten An-
reicherungsverfahren arbeiteten.  Im
Laufe dieser Arbeit priiften wir zahlrei-
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Bild 5: Auf der Ansteckungsfihigkeit aufbau-
ende Biotests waren lange die einzige Moglich-
keit, die Konzentration der Skrapie-Prionen in
einer Probe zu bestimmen. Bei der sogenann-
ten Endpunkt-Titration (oben) wurde die Aus-
gangslosung in zehn Schritten jeweils zehnfach
verdiinnt. Von jeder Verdiinnungsstufe wurde
eine Probe sechs Miiusen injiziert, die bis zu ei-
nem Jahr beobachtet werden muBten, bis die
neurologischen Symptome der Skrapie zu er-
kennen waren. Die gerade noch krankheitsaus-
losende Verdiinnungsstufe lieferte dann ein
Ma8 fiir die Konzentration des Erregers in der

che Chemikalien darauf, ob sie die An-
steckungsfihigkeit des Prions veridndern
oder nicht (Bild 6). Alles in allem haben
dabei Substanzen, die bekanntermalen
Proteine zerstoren, auch die Anstek-
kungsfihigkeit herabgesetzt, wihrend
Substanzen, die keine Proteine angrei-
fen, sie nicht beeintrichtigten.

Den deutlichsten Hinweis lieferten die
Versuche mit den Proteasen. Ein solches
Enzym ist hochspezifisch: Andere Mole-
kiile als Proteine greift es so gut wie
gar nicht an. Anfangs, bei den Arbeiten
mit unreinem Material, lieferte die Be-
handlung mit Proteasen widerspriichli-
che Ergebnisse. Spiter aber, mit den an-
gereicherten Fraktionen, konnten wir
liberzeugend zeigen, dafl Proteasen die
Ansteckungsfihigkeit der Prionen her-
absetzen.

6 7 8 9 10 11 12
Dosis

unverdiinnten Ausgangsprobe. Dank einer
neueren Methode hat sich die Dauer solcher
Tests und die Anzahl erforderlicher Tiere ver-
ringert. Ihr liegt die Beobachtung zugrunde,
daBl die Inkubationszeit, die Zeitspanne zwi-
schen Infektion und Auftreten der ersten neu-
rologischen Symptome, von der Dosis injizier-
ter Erreger abhiingt. Gleiches gilt auch fiir die
Zeitspanne zwischen Infektion und Eintritt des
Todes. Anhand der Inkubationszeit Liit sich
mit hochreinen Priparaten bekannter Verdiin-
nung die Konzentration des Skrapie-Erregers
an vier Hamstern in nur 60 Tagen bestimmen.

Dabei kldrte sich auch der Wider-
spruch fritherer Befunde auf: Im Ver-
gleich zu den meisten zelluldren Prote-
inen ist PrP gegeniiber Proteasen relativ
widerstandsfihig. Solange es im Gemisch
mit vielen anderen Proteinen vorliegt,
werden bevorzugt solche abgebaut, die
am leichtesten mit dem Enzym reagie-
ren, und deshalb bleibt PrP praktisch un-
geschoren. Diesen Umstand haben wir
bei der Reinigung der Prionen ausge-
nutzt. Unerwiinschtes Protein ldBt sich
auf diese Weise in den ersten Schritten
enzymatisch verdauen, ohne dafl das
Prion-Protein dabei wesentlich angegrif-
fen wird.

Einige andere Stoffe schidigen eben-
falls Proteine, doch spalten sie nicht de-
ren verschlungene Aminosidure-Kette,
sondern entfalten sie. Man sagt: Sie de-
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Behandlung auf Nucleinsauren auf Proteine auf Prionen
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Bild 6: Die chemische Natur des Prions wurde
mit Stoffen untersucht, die Proteine oder Nu-
cleinsiiuren inaktivieren. Proteasen, also Enzy-
me, welche die Aminosiure-Kette eines Pro-
teins spalten, konnen die Ansteckungsfiihigkeit
einer gereinigten Losung von Prionen erheblich
herabsetzen. Dasselbe gilt fiir gewisse Deter-
gentien und andere Substanzen, die Proteine
durch Entfalten der Aminosiure-Kette dena-
turieren. Im Gegensatz dazu beeintriichtigen
Nucleasen, also Enzyme, welche die Nuclein-
siauren DNA und RNA abbauen, die Anstek-
kungsfihigkeit nicht. Prionen sind auch gegen
Ultraviolettstrahlen und Zink-lonen sehr resi-
stent, die hauptsiichlich Nucleinsiuren angrei-
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fen. Eine solche Nucleinsiure konnte im Prion
zwar durch einen Mantel aus Protein geschiitzt
sein, doch sind Stoffe wie Psoralene und Hy-
droxylamin, die den Proteinmantel der meisten
Viren zu durchdringen vermogen, ebenfalls
wirkungslos. Diethylpyrocarbonat (DEP) kann
Proteine wie Nucleinsiiuren modifizieren. Die
Reaktion ist durch Hydroxylamin umkehrbar,.
allerdings nur bei den Proteinen. Prionen wer-
den durch DEP inaktiviert und durch Hydro-
xylamin wieder reaktiviert. Diese chemischen
und physikalischen Indizien weisen darauf hin,
dal} das Prion aus Protein ohne eine dafiir co-
dierende Nucleinsiiure besteht, wenn auch eine
kleine DNA oder RNA nicht auszuschlieBen ist.

naturieren das Protein. Das Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS, nach dem
englischen sodium dodecyl sulfate) ist ei-
ne solche Substanz. Eine mit SDS ge-
kochte Prionenlosung verliert ihre An-
steckungsfihigkeit. Phenol, Harnstoff
und einige Salze wirken ebenfalls dena-
turierend; auch sie setzen die biologische
Aktivitdt der Prionen herab.

Alle diese Reaktionen sind irreversi-
bel. Eine andere Substanz hingegen,
Diethylpyrocarbonat (DEP), veridndert
Proteine in einer Weise, die sich durch
Zusatz von Hydroxylamin riickgingig
machen ldat. Wie die Proteasen lieferte
uns auch DEP anfangs nur schlecht re-
produzierbare Ergebnisse. Mit den rei-
neren Fraktionen jedoch konnten wir
zeigen, dall DEP die Aktivitit der infek-
tiosen Partikel herabsetzt. Hydroxylamin
stellt dann die urspriingliche AKktivitit
wieder her.

Das mutmaBliche Angriffsziel all die-
ser Reaktionen ist zwar PrP. Doch blieb
zunichst die Moglichkeit offen, dafl PrP
nicht ein struktureller Bestandteil des
Prions, sondern ein pathologisches Pro-
dukt der Skrapie-Infektion war. Wir
fithrten deshalb eine lange Reihe von
Experimenten durch, deren Ergebnis —
wie wir glauben — bestiitigt, dal sich das
Prion, zumindest teilweise, aus PrP-Mo-
lekiilen zusammensetzt.

Das erste Indiz ist einfach, dafl PrP in
jeder Probe mit einem hohen Prionen-
Titer vorkommt, gleich, ob sie durch
Zentrifugation oder Elektrophorese auf-
gearbeitet wurde, ja sogar auch dann,
wenn sie bereits vor dem Auftreten pa-
thologischer Veridnderungen aus Skra-
pie-infizierten Geweben gewonnen wur-
de. AuBerdem verhilt sich die Konzen-
tration an PrP direkt proportional zum
Titer der Prionen. Proteasen verdauen
PrP und Prionen gleich schnell. Ebenso
verdandern andere Versuchsbedingungen,
die den Prionen-Titer beeinflussen, auch
gleichzeitig die Konzentration von PrP.
Zudem bindet sich DEP, das Prionen
inaktivieren kann, direkt an PrP. Und
schlieBlich ist in gereinigtem, mit Protea-
sen behandeltem Material als einziges
Protein PrP nachzuweisen, was darauf
schlieBen lat, daB Prionen nur ein einzi-
ges groBeres Protein haben.

Vergebliche Suche
nach Nucleinsiduren

Nachdem die Beteiligung eines Pro-
teins bei der Infektion feststand, began-
nen wir, nach Nucleinsidure zu suchen. Es
war ein von stiandigen Enttduschungen
begleitetes Unterfangen.

Vor knapp 20 Jahren bestrahlten die
Englinder Tikvah Alper, David Haig
und Michael Clarke homogenisiertes
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Skrapie-infiziertes Gewebe mit ultravio-
lettem Licht sowie mit kurzwelliger ioni-
sierender Strahlung. Normalerweise zer-
stort diese Strahlung Zellen und Viren,
weil sie die Nucleinsdauren darin schidigt.
Die Treffer-Wahrscheinlichkeit ist dabei
ungefihr proportional zur GroBe des be-
troffenen Molekiils. Alper und ihre Mit-
arbeiter benotigten extrem hohe Strah-
lungsdosen, um den Skrapie-Erreger
tiberhaupt zu inaktivieren. Daraus fol-
gerten sie, dall der Skrapie-Erreger kei-
ne Nucleinsduren besitzt und betricht-
lich kleiner als ein Virus ist.

Dies wurde heftig angezweifelt. Doch
haben wir mittlerweile in Zusammenar-
beit mit James Cleaver von der Medizini-
schen Fakultit der Universitit von Kali-
fornien in San Francisco die Versuche
mit Ultraviolettstrahlung wiederholt und
bei unseren gereinigten Prdparationen
dhnliche Ergebnisse erhalten (Bild 6
Mitte).

In vielen Experimenten haben wir ver-
sucht, Prionen mit einer Behandlung zu
inaktivieren, die Nucleinsiduren chemisch
angreift. So wurden entsprechend den
Proteasen Nucleasen verwendet. Wir ha-
ben die Prionen-Losungen dabei ver-
schiedenen Nucleasen ausgesetzt, ein-
schlieBlich solcher Enzyme, die sowohl
DNA als auch RNA zerstéren — ohne
daf} die Ansteckungsfihigkeit signifikant
abnahm.

Moglicherweise konnten aber die En-
zyme gar nicht an die Nucleinsiduren her-
ankommen. So sind viele Viren gegen
Nucleasen resistent, weil ihr Protein-
mantel die DNA oder RNA schiitzt. Da-
her versuchten wir in Zusammenarbeit
mit John E. Hearst von der Universitit
von Kalifornien in Berkeley, Prionen mit
Psoralenen zu behandeln. Dies sind Mo-
lekiile, die durch den Proteinmantel der
meisten Viren dringen, sich dann bei Ul-
traviolett-Bestrahlung an die Nuclein-
sdure binden und sie inaktivieren. Doch
wieder blieb die Infektionsfahigkeit der
Prionen erhalten. Zink-Ionen, die den
Abbau von RNA katalysieren, erwiesen
sich ebenfalls als unwirksam.

Unsere Arbeit mit DEP erbrachte
weitere Befunde. DEP kann Proteine
und ebenso Nucleinsiduren inaktivieren,
aber nur die Funktionsfihigkeit der Pro-
teine laft sich mit Hydroxylamin wieder-
herstellen. Dall eine Behandlung mit
Hydroxylamin die Ansteckungsfihigkeit
dann wiederherstellte, zeigt an, daB
DEP nicht mit einer Nucleinsdure rea-
giert hatte.

In Zusammenarbeit mit Theodor O.
Diener vom Landwirtschaftsministerium
der USA haben wir verglichen, wie sich
verschiedene Stoffe auf Prionen und Vi-
roide auswirken. Da beide Partikel viel
kleiner als Viren zu sein scheinen, glaub-
te man urspriinglich, Prionen konnten
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am Aminoende gefundene Aminosauren

ggﬁ?&nz'emngs' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 1B 14 15
Hauptsignal Gly GIn Gly Gly Gly Thr His Asn GIn Trp Asn Lys Pro Ser Lys
Nebensignal Thr His Asn Trp Lys Pro
Pro Trp Gin Thr His Gin Trp
durch Verschieben erreichte Ubereinstimmung
Gly GIn Gly Gly Gly Thr His Asn GIn Trp Asn Lys Pro Ser Lys
* ‘ * Thr His Asn * Tpp * Lys Pro
= * Pro p * GIn * * * Thr His * Gin Trp

Bild 7: Dank ausreichender Mengen an hoch-
reinem Material konnte begonnen werden, die
Aminosiure-Sequenz von PrP zu bestimmen.
Die ersten 15 Aminosiuren am Amino-Ende
sind bereits identifiziert. Davon abweichende

strukturell den Viroiden gleichen, das
heifit, aus ,,nackter RNA bestehen.
Tatsdchlich verhielten sich beide genau
gegensitzlich: Bedingungen, die Prote-
ine verdndern, inaktivieren Prionen,
nicht aber Viroide: umgekehrt zerstort
eine Nucleinsiduren angreifende Behand-
lung nur Viroide, nicht aber Prionen.

Kein Platz fiir DNA?

Die Frage nach der Grofie der Prionen
hingt ebenfalls mit dem Nucleinsdure-
Problem zusammen. Einzelne Prionen
scheinen sehr klein zu sein. Deshalb
konnte jedes vermutlich auch nur eine
recht begrenzte Menge an Nucleinsdure
umschliefen.

Den Bestrahlungsversuchen von Tik-
vah Alper und ihren Mitarbeitern nach
diirfte der Skrapie-Erreger ein Moleku-
largewicht zwischen 60 000 und 150 000
haben. Die bemerkenswerte Verschie-
denheit der Prionen erschwert es, die
GroBe des kleinsten infektiosen Partikels
auf dircktere Weise zu bestimmen. So
haben wir die Prionen-Aggregate mit
Detergentien und anderen Chemikalien
aufgebrochen und dann die GroBe der
Partikel auf dreierlei Weise bestimmt:
durch Zentrifugation in einem Sucrose-
Dichtegradienten, nach ihrer Durchlauf-
zeit in einer chromatographischen Siule
und mittels Filtration durch Membranen
mit Poren bekannter GroBle. Samtliche
Ergebnisse sprechen fiir ein Molekular-
gewicht zwischen 50 000 und 100 000,
doch hat jede dieser Methoden ihre Tiik-
ken. Wegen der vielen Unsicherheitsfak-
toren ldBt sich bislang nur soviel sagen,
dafl die kleinste infektiose Form des
Prions moglicherweise hundertmal klei-
ner ist als das kleinste Virus.

Nimmt man fiir das Prion ein Moleku-
largewicht von 50 000 an, so miilite es

Sequenzen lassen sich mit der Hauptsequenz
(sie liefert das stirkste Signal) durch einfa-
ches Vor- oder Zuriickschieben in Deckung
bringen. Ihre ,ausgefransten” Enden riihren
vermutlich von der Proteasen-Behandlung her.

einen Durchmesser von ungefihr 5 Na-
nometern haben; das sind fiinf Million-
stel Millimeter. Sollte es wie ein konven-
tionelles Virus aufgebaut sein, dann
konnte es einen ungefihr kugelformigen
Proteinmantel um ein Zentrum aus Nu-
cleinsdure haben. Diinner als ein Nano-
meter diirfte diese Hiille nicht sein, was
im Inneren gerade Raum fiir ungefdhr
zwoOlf Nucleotide lieBe.

Die maximale Grofe irgendeiner im
Prion vorhandenen Nucleinsidure laft
sich auch aus anderen Messungen ablei-
ten. So ist die Widerstandsfihigkeit des
Prions gegeniiber einer Inaktivierung
durch Ultraviolettstrahlung durchaus mit
einer Nucleinsidure aus zwolf bis fiinfzig
Nucleotiden vereinbar; und bei weniger
als vierzig Nucleotiden wiirden auch die
von uns eingesetzten Psoralene eine Nu-
cleinsdure ,,liberschen*.

Daf3 sich in den Prionen keine Nu-
cleinséure aufsptiren lieB3, darf aber nicht
als Beweis dafiir gelten, dal} es tatsach-
lich keine gibt. Sie konnte auf irgendeine
Weise in der sie umgebenden Struktur
verborgen sein oder nur in Mengen vor-
kommen, die nicht mehr nachweisbar
sind. Doch scheint die Annahme ge-
rechtfertigt, dall die Nucleinsiure des
Prions — sofern es eine besitzt — wahr-
scheinlich aus weniger als 50 Nucleoti-
den besteht. Der unter anderen Organis-
men ibliche genetische Code bendtigt
drei Nucleotide als Codewort fiir eine
Aminosdure. Demnach konnte das hy-
pothetische Prionen-,,Genom® nur fiir
ein Protein mit einem gutem Dutzend
Aminosduren codieren. Dem ist aber
entgegenzuhalten, dafl PrP — seinem
Molekulargewicht nach — aus ungefihr
250 Aminosiduren bestehen miifte.

Es gibt nur einen Weg, mit Sicherheit
nachzuweisen, daf3 das Prion aus nichts
anderem als aus Protein besteht: Man
muf} die vollstindige Aminosdure-Se-
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quenz des PrP aufkliren, ein kiinstliches
Protein mit der gleichen Sequenz synthe-
tisieren und dann nachweisen, daf es die
gleiche biologische Aktivitét besitzt wie
das natiirliche Protein.

Die Aussicht auf Erfolg scheint seit
den letzten Monaten iiberraschender-
weise etwas nahergeriickt, wiederum
weil relativ reine Priaparationen in genii-
genden Mengen zur Verfiigung stehen:
Wir haben in Zusammenarbeit mit Leroy
E. Hood vom California Institute of
Technology und Stephen B. H. Kent von
der Firma Molecular Genetics die ersten
15 Aminosduren von PrP identifiziert.

Bestimmt wurde diese Teilsequenz
mittels einer Reihe von Reagentien, wel-
che jeweils die letzte Aminosidure eines
Proteins abtrennen. Die Prozedur wurde
fiir jede ,,neue’ endstindige Aminosiu-
re wiederholt. Bei ungefihr der Halfte
aller Zyklen entdeckten wir — statt einer
— gleich mehrere Aminosduren, wobei
cin starkes Signal von schwicheren be-
gleitet war. Anfangs deuteten wir die
Nebensignale als Anzeichen dafiir, daf3
ein ganzes Spektrum von PrP-Molekiilen
mit geringfligig unterschiedlicher Ami-
nosiure-Sequenz existierte. In der Folge
fanden wir jedoch heraus, daf} sich die
Nebensequenzen nur in ihrem Anfangs-
punkt von der Hauptsequenz unterschei-
den. Eine der Nebensequenzen 1Bt sich
durch einfaches Vorriicken um vier Ami-
nosaure-Positionen mit der Hauptse-
quenz in Ubereinstimmung bringen (Bild
7). Eine andere Nebensequenz mubBte
dagegen um zwei Positionen zuriickge-
nommen werden. Die Abweichungen
treten auf, weil die PrP-Molekiile ,,abge-
rissene’” Enden haben — vermutlich in-
folge der Behandlung mit Proteasen
wihrend der Aufarbeitung.

Die Kenntnis dieser nur kurzen Ami-
nosdure-Sequenz hat der weiteren Erfor-
schung zwei entscheidende Wege eroff-
net. Erstens sind — entsprechend der be-
kannten PrP-Sequenz — jetzt Aminosiu-
re-Ketten synthetisiert worden, die als
Antigene dienen sollen. Die gegen sie
gebildeten Antikorper konnen zur Rei-
nigung der Prionen wie zur Bestimmung
ihrer Konzentration und zum Identifizie-
ren ihrer Struktur eingesetzt werden.
Zweitens sind Nucleinsidure-Abschnitte
hergestellt worden, die fiir den bekann-
ten Teil der Aminosiure-Sequenz von
PrP codieren. Sie werden derzeit als Son-
de ecingesetzt, die selbsttiitig irgendeine
natiirliche, fiir PrP codierende Nuclein-
sdaure aufspiiren soll. (Die Sonde bindet
sich — wie der Antikorper an sein Anti-
gen — an den dazu komplementiren Ab-
schnitt der Nucleinsédure.)

Die alles beherrschende Frage ist si-
cherlich, wie sich das Prion vermehrt.
Dazu gibt es im wesentlichen drei Grup-
pen von Hypothesen.
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Zur ersten zdhlt die Hypothese, daf3
das Prion, trotz aller gegenteiliger Hin-
weise, ein herkdmmliches (konventio-
nelles) Virus ist — mit einem Genom aus
DNA oder RNA, das fiir das gesamte
Prion-Protein codiert. Nach dem Eintritt
in eine Zelle wiirde die Nucleinsdure in
cine Boten-RNA abgeschrieben, die
dann als Matrize fiir diec Synthese des
Prion-Proteins dient (Bild 8a).

Vermehrung der Prionen

Die Tatsache, dafl ein Prion-Protein
fiir die Skrapie-Infektion unbedingt not-
wendig ist, lieBe sich mit der Annahme
erkldren, daBl das Prion ein ,,Minus-
Strang-Virus* ist, also ein Virus, dessen
Nucleinsdure allein nicht ausreicht, die
Krankheit zu verursachen; ein als Enzym
wirkendes virales Protein ist ndtig, um
die virale Nucleinsdure in Boten-RNA
abzuschreiben, zu transkribieren. Ange-
sichts der Fiille von Informationen, die
wir heute tiber die chemische und physi-
kalische Beschaffenheit des Prions ha-
ben, ist die Virus-Hypothese allerdings
wenig wahrscheinlich.

In gewissem Sinne ist sie die konserva-
tivste Hypothese; die radikalste ist, daB
die Aminosiduren von PrP irgendwie
selbst ihre Sequenz bestimmen, wenn
sich die Prion-Partikel vermehren. Dies
konnte indirekt durch eine ,reverse
Translation*, eine Riickiibersetzung des
Proteins in RNA oder DNA geschehen
(Bild 8f). Der zelluldre Synthese-Appa-
rat wiirde dann diese Nucleinsduren in
der iiblichen Weise zur Herstellung von
neuem Protein verwenden. Eine solche
Riickiibersetzung ist allerdings noch nie-
mals beobachtet worden. Sie wiirde
iiberdies eindeutig das zentrale Dogma
der Molekularbiologie verletzen, das be-
sagt, der Informationsflul in der Zelle
fithre immer von den Nucleotiden zu den
Proteinen.

Man kann sich auch einen Mechanis-
mus vorstellen, bei dem die Aminosiure-
Sequenz von PrP direkt als Matrize fiir
den Aufbau eines neuen Protein-Mole-
kiils dient (Bild 8 g). Aber auch eine sol-
che proteingesteuerte Protein-Synthese
ist niemals beobachtet worden; ebenso-
wenig sind Enzyme bekannt, die ecin
komplexes Protein auf diesem Wege auf-
bauen konnten.

Zur dritten Gruppe gehoren hypothe-
tische Vermehrungsmechanismen, die
mir am glaubwiirdigsten erscheinen. Bei
ihnen gibt es ein DNA-Gen, das fiir die
Aminosiure-Sequenz des Prion-Proteins
codiert. Doch steckt es nicht im Prion,
sondern ist Bestandteil des normalen
Genoms einer Siaugerzelle. Die Infektion
mit Prionen wiirde dieses Gen irgendwie
aktivieren oder vielleicht verindern.

Falls das Prion doch ein kleines Stiick
Nucleinsdure enthilt, so konnte das die
Aktivierung auslosen — beispielsweise
indem es sich (in Leserichtung gesehen)
unmittelbar vor dem PrP-Gen einnistet,
also genau vor dem Punkt, wo die Tran-
skription, die Abschrift des Gens beginnt
(Bild 8b). Die eingefiigte Nucleotid-Se-
quenz konnte dann als Promotor oder
Verstiarker der Genexpression dienen.

Falls das Prion aber ausschlieBlich aus
Protein besteht, konnte sich PrP selbst
an die zellulire DNA binden, und zwar
an eine Region, welche die Transkription
des PrP-Gens steuert (Bild 8d). Die mei-
sten DNA-bindenden Proteine unter-
driicken die Gen-Expression; doch gibt
es auch Proteine, die auf diese Weise ih-
re eigene Synthese anregen.

Ein Einwand gegen dic Wirtsgen-Hy-
pothese stiitzt sich auf die Beobachtung,
daB es verschiedene Stimme von Prio-
nen zu geben scheint. Wenn die Vermeh-
rung des krankheitsauslosenden Agens
auf der bloBen Aktivierung eines Wirts-
gens beruht, wie konnen dann Tiere der-
selben Zuchtlinie verschiedenen Prionen
als Wirt dienen? Jegliche Antwort ist
zwar heute noch zwangsliufig reine Spe-
kulation, aber die Umgruppierung von
Genen bietet eine mogliche Erkldrung.
Die enorme Vielfalt der Antikorper ent-
springt  beispielsweise einem solchen
,.Neumischen* der Gene und Genab-
schnitte, die fiir die Proteinketten der
Antikorper codieren.

Die Frage, ob das Wirtstier tatsidchlich
ein eigenes Gen fiir PrP besitzt, diirfte in
den kommenden Monaten geklirt wer-
den. Wir haben, wie erwihnt, eine
DNA-Sonde hergestellt, die fir die von
uns bestimmte Teilsequenz von PrP co-
diert. Sie sollte sich an jegliche dazu
komplementire DNA-Sequenz binden
und damit ein in der Zelle vorhandenes
PrP-Gen identifizieren. Wenn solche
wirtseigenen Gene wirklich existieren,
dann sollte man bei der Synthese neuer
Prionen besser von einer Vervielfachung
(Amplifikation) statt von einer Vermeh-
rung (Replikation) sprechen.

Prionen-Stibchen

Da die Elektronenmikroskopie soviel
tiber die Struktur und den Zusammen-
bau von Virus-Partikeln zutagegebracht
hat, haben auch viele Forscher versucht,
auf diesem Wege fiir Skrapie-Infektio-
nen spezifische Partikel zu entdecken. So
wurden kugelige und zylindrische Teil-
chen in Gewebeschnitten und Gewebe-
extrakten beschrieben. H. K. Narang
fand in Schnitten von infiziertem Ge-
hirngewebe stibchenformige Partikel.
Sie lassen sich, wie er zeigte, mit Sub-
stanzen farben, die sich selektiv an Zuk-
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Bild 8: Wie sich Prionen vermehren konnten, dafiir gibt es mehrere Hy-
pothesen. Unwahrscheinlich ist, daB es sich beim Prion um ein herkomm-
liches Virus mit einer fiir PrP codierenden DNA oder RNA handelt (a).
Nach diversen anderen Hypothesen codieren Gene des Wirtsorganismus
fiir PrP. So konnte das Prion eine kleine Nucleinsiure enthalten, die sich
in die wirtseigene DNA einfiigt (b) oder einfach daran bindet (¢) und da-
durch die Expression der PrP-Gene fordert. Sofern das Prion iiberhaupt
keine Nucleinsiure enthiilt, konnte sich das PrP selbst an die Wirts-DNA
binden und so das gleiche bewirken (d). DaB biologisch aktive PrP-Mole-
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kiile fiir die Synthese neuer Prion-Partikel unerliBlich sind, lieBe sich
auch damit erkliren, da8 PrP die Umwandlung eines PrP-Vorliufermo-
lekiils zu PrP katalysiert (e). Die beiden letzten Hypothesen schlieBlich
verletzen das zentrale Dogma der Molekularbiologie, wonach die geneti-
sche Information stets von den Nucleinsiiuren zu den Proteinen flieBt. So
konnte iiber eine reverse Translation, eine noch nie beobachtete Riick-
iibersetzung, die Aminosiiure-Sequenz von PrP zu einer entsprechenden
Nucleotid-Sequenz fiihren (f) oder das PrP vielleicht sogar selbst — ganz
ohne Nucleinsiiure — die Matrize fiir seine eigene Synthese abgeben (g).
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Bild 9: Die elektronenmikroskopische Aufnah-
me zeigt eine Zusammenballung von Prionen-
Stiibchen in 100 000facher VergroBerung. An
die Stiibchen haben sich spezifische gegen

kermolekiile binden. Narangs Befunde
sind deshalb so interessant, weil sich PrP
zu Stibchen zusammenlagert und — wie
man heute weill — ein Glykoprotein ist.

Henryk M. Wisniewski und seine Mit-
arbeiter am Downstate Medical Center
der Staatsuniversitdt von New York ha-
ben in Gehirngewebe, das mit Skrapie
und der Jakob-Creutzfeldt-Pseudoskle-
rose infiziert war, lange Fibrillen ent-
deckt. Sie glauben, dal sich diese Fasern
von Amyloid unterscheiden und ein fa-
denformiges Tiervirus sind, das Skrapie
verursacht und eine langgestreckte Form
der Prionen-Stibchen darstellt.

Die Prionen-Stibchen haben uns erst
kiirzlich weitere Aufschliisse iiber die
biologische und medizinische Bedeutung
der Prionen gegeben. Sie sind in Pripa-
rationen zu finden, die aus einem cinzi-
gen Protein, ndmlich PrP, bestehen.
Folglich missen sie weitgehend aus PrP-
Molekiilen zusammengesetzt sein. Unse-
re jiingsten Arbeiten mit PrP-Antikor-
pern bestitigen dies, denn die Antikor-
per binden sich spezifisch an die Stib-
chen (Bild 9). Auf elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen sind die Stibchen
im typischen Fall 10 bis 20 Nanometer
dick und 100 bis 200 Nanometer lang.
Demnach dirfte ein einzelnes aus nicht
weniger als 1000 PrP-Molekiilen beste-
hen, die wahrscheinlich in kristalliner
Form tibereinandergestapelt sind.

Der vielleicht wichtigste und interes-
santeste Punkt ist die Ahnlichkeit der
Prionen-Stibchen mit Amyloid. In Ge-
webeschnitten wird Amyloid tiblicher-
weise mit dem Farbstoff Kongorot nach-
gewiesen. Es bindet ihn und erscheint im
Lichtmikroskop rot. Bei Betrachtung
durch Polarisationsfilter zeigt das Amy-
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PrP gerichtete Antikorper gebunden, die selbst
wieder mit kolloidalen Goldkérnchen markiert
sind (dunkle Punkte). Solche Zusammenbal-
lungen dhneln auffallend den Amyloid-Plaques.

loid dann die optischen Eigenschaften
der Doppelbrechung: Die Farbe wech-
selt von Griin nach Gold, wenn man die
Filter verdreht. Zusammen mit George
G. Glenner von der Universitdt von Ka-
lifornien in San Diego haben wir deshalb
Anhidufungen von Prionen-Stidbchen mit
Kongorot gefarbt: Bei normaler Be-
leuchtung erschienen sie rot, zwischen
Polarisationsfiltern zeigten sie dagegen
die griin-goldene Doppelbrechung.

Uber 60 Jahre lang hat man die Amy-
loid-Plaques im Zentralnervensystem fir
Ablagerungen von Abfallstoffen gehal-
ten, gebildet als Folge irgendeines
Krankheitsprozesses. Unsere Befunde
legen eine vollig andere Erkldarung nahe:
dal} die Flecken moglicherweise fast-kri-
stalline Aggregate von Prionen sind. Sie
konnten den fiir viele virale Erkrankun-
gen charakteristischen EinschluBBkorper-
chen entsprechen, die kristalline Anord-
nungen von Viruspartikeln sind.

PrP in Amyloid-Plaques

Dank der Antikorper gegen PrP konn-
ten wir zeigen, dafl die Amyloid-Plaques
im Gehirn von Skrapie-infizierten Ham-
stern Prion-Proteine enthalten. Die Ge-
hirnschnitte wurden mit enzym-markier-
ten Antikorpern behandelt, die eine zu-
nichst farblose Substanz sichtbar ma-
chen (Bild 1), und dann mit Kongorot
gefirbt. Dieselben Strukturen, die den
Antikorper banden, nahmen auch das
Kongorot an und zeigten die griin-golde-
ne Doppelbrechung (Bild 2).

In  Zusammenarbeit mit David T.
Kingsbury von der Universitit von Kali-
fornien in Berkeley und dem Laborato-

rium fiir Meeres-Biowissenschaften der
USA haben wir die Antikérper gegen
Skrapie-PrP auch benutzt, um bei der Ja-
kob-Creutzfeld-Pseudosklerose  solche
Proteine zu finden. Tatsichlich gab es im
Gehirn von Tieren und Patienten, die
mit dem Erreger infiziert waren, Prote-
ine mit den Eigenschaften von PrP. Auch
sie lagern sich zu stibchenformigen Par-
tikeln zusammen, welche die Merkmale
von Amyloid aufweisen.

Amyloid-Plaques sind ein fast sicheres
Kennzeichen der Alzheimer-Krankheit:
Mit ihrer Zahl steigt auch der Grad der
geistigen Storung. Der Gedanke, dal
auch diese Erkrankung ein Prionen-In-
fekt sein konnte, ist faszinierend: doch
gibt es keinerlei verldBliche Hinweise,
dal sie tibertragbar oder ansteckend ist.
Sie wird nicht durch Kontaktpersonen
verbreitet. Gajdusek und Gibbs haben
wiederholt versucht, die Krankheit durch
Impfung auf Versuchstiere zu tibertragen
— bis auf zwei mogliche, aber nicht re-
produzierbare Fille ohne Erfolg.

Wenn die Alzheimersche Erkrankung
tatsichlich durch Prionen verursacht
wird, lieBe sich das offensichtliche Mif3-
lingen solcher Ubertragungsexperimente
moglicherweise mit zwei Hypothesen er-
kldaren: Erstens, der Erreger kann sich in
den fiir die Versuche gewihlten Tierar-
ten nicht vermehren; und zweitens, die
Inkubationszeit ist einfach zu lang, so
daB} die Tiere moglicherweise an Alter
sterben, ehe die Erkrankung ausbricht.
Verschiedenen Berichten nach betrigt
die Inkubationszeit fiir Kuru und die Ja-
kob-Creutzfeldt-Pseudosklerose immer-
hin zwei bis drei Jahrzehnte. Bemerkens-
wert ist deshalb, da} vorwiegend iltere
Menschen am Morbus Alzheimer er-
kranken und daf die Haufigkeit des Auf-
tretens mit zunchmendem Alter steigt.
Freilich bleibt auch die Moglichkeit, daf
die Krankheit nicht von Prionen oder ir-
gendeinem anderen Erreger hervorgeru-
fen wird; viele andere Ursachen sind
noch im Gesprich.

Die  Ubertragbarkeit der Jakob-
Creutzfeldt-Pseudosklerose  wirft ganz
andere Fragen auf. Dal} sich die Krank-
heit in Laborversuchen iibertragen ldft,
steht auBler Zweifel, aber es ist unklar,
wie die Infektion in einer natiirlichen Po-
pulation weiterbesteht. Weltweit ist je-
der millionste Mensch daran erkrankt.
Das scheint jedoch zu wenig, um eine In-
fektionskette von Mensch zu Mensch
aufrechtzuerhalten.

Vielleicht lassen sich diese Ritsel 16-
sen, wenn erst die Biochemie des Prions
genauer bekannt ist. Wenn es sich tat-
sdchlich als ein einzelnes Protein und das
Produkt eines wirtseigenen Gens er-
weist, dann mag die Zeit reif sein zu
tiberdenken, was denn eigentlich unter
.Infektion™ zu verstehen ist.
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