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Abstract	  
	  
A	  scientific	  theory	  or	  hypothesis	  is	  presented,	  in	  which	  mineral	  particles	  may	  play	  a	  
pivotal	  role	  in	  the	  prion	  disease	  transmissible	  spongiform	  encephalopathy	  (TSE),	  
and	  possibly	  also	  in	  other	  protein-‐misfolding	  diseases.	  Montmorillonite	  clay	  (Mte)	  
and	  other	  minerals	  are	  known	  to	  bind	  to	  scrapie	  prion	  protein	  (PrP-‐Sc)	  in	  soil.	  The	  
hypothesis	  is	  explored	  that,	  in	  transmissible	  spongiform	  encephalopathy,	  Mte	  or	  
other	  mineral	  particles,	  upon	  contact	  with	  lipids,	  such	  as	  in	  the	  gut	  or	  at	  the	  cell	  
plasma	  membrane,	  may	  interact	  with	  lipids	  or	  with	  lipid	  rafts.	  The	  minerals	  may	  
catalyze	  formation	  of	  lipid	  vesicles,	  and	  might	  also	  be	  capable	  of	  inducing	  lipid	  raft	  
clustering	  or	  other	  lipid	  raft	  or	  plasma	  membrane	  changes.	  Some	  of	  these	  lipid	  
vesicles	  or	  rafts	  might	  then	  contain	  or	  bind	  PrP-‐Sc,	  and	  sometimes	  also	  contain	  
montmorillonite	  or	  the	  mineral	  catalyst.	  Mte-‐PrP-‐Sc	  or	  the	  affected	  lipid	  
vesicles/particles	  could	  also	  promote	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion	  by	  providing	  
conditions	  for	  misfolding.	  These	  conditions	  provided	  for	  protein	  misfolding	  may	  
include	  the	  following:	  multiple	  unique	  compartments	  providing	  sizes,	  shapes	  or	  
aqueous/lipid	  environments	  that	  promote	  varied	  folding	  conformations,	  presence	  
of	  an	  anion	  (Mte),	  negative-‐charge	  (Mte),	  lipid	  membrane	  mimetic	  (e.g.	  associated	  
lipid	  particle,	  vesicle	  or	  raft),	  interaction	  with	  bound	  or	  contained	  PrP-‐Sc,	  presence	  
of	  bound	  copper,	  and/or	  copper	  binding	  affinity.	  Mte-‐catalyzed	  lipid	  vesicles	  are	  
proto-‐cell-‐like	  entities,	  making	  them	  potential	  candidates	  to	  be	  part	  of	  the	  infectious	  
particle	  in	  prion	  disease,	  which	  can	  behave	  like	  an	  infectious	  organism	  but	  does	  not	  
appear	  to	  depend	  on	  nucleic	  acid.	  Lipid	  vesicles	  or	  rafts	  may	  resemble	  endosomes,	  
which	  would	  be	  consistent	  with	  reports	  of	  prion	  being	  transported	  and	  formed	  
along	  an	  endosome-‐like	  pathway.	  Additionally,	  the	  vesicles	  or	  rafts	  could	  
accumulate	  intra-‐cellularly,	  and	  might	  form	  tubulovesicular	  structures,	  which	  are	  
hallmarks	  of	  prion	  disease.	  Potential	  applications	  of	  this	  theory	  to	  more	  common	  
protein	  misfolding	  diseases,	  Alzheimer’s	  disease,	  Parkinson’s	  disease,	  and	  
Amyotrophic	  lateral	  sclerosis,	  are	  discussed.	  This	  theory,	  which	  I	  term	  the	  mineral-‐
lipid	  prion	  hypothesis,	  provides	  a	  basis	  for	  potential	  novel	  interventions	  in	  the	  field	  
of	  prion	  and	  protein-‐misfolding	  diseases.	  In	  addition,	  this	  theory	  suggests	  that	  
similar	  silicate-‐	  or	  mineral-‐catalyzed	  lipid	  vesicles/liposomes	  might	  be	  further	  
explored	  as	  useful	  compartments	  that	  could	  be	  manipulated	  in	  order	  to	  deliver	  
molecules	  or	  even	  proteins	  to	  or	  from	  cells.	  
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Introduction	  	  1	  
	  2	  
Cells	  rely	  on	  properly-‐folded	  proteins	  for	  numerous	  essential	  functions.	  Proteins	  3	  
can	  fold	  incorrectly	  due	  to	  a	  variety	  of	  factors,	  leading	  to	  disease.	  Human	  diseases	  of	  4	  
protein	  misfolding	  include	  Alzheimer’s	  disease	  (AD),	  Parkinson’s	  disease	  (PD),	  5	  
Amyotrophic	  lateral	  sclerosis	  (ALS),	  and	  the	  transmissible	  spongiform	  6	  
encephalopathies	  (TSEs).	  In	  animals,	  protein-‐misfolding	  diseases	  also	  occur	  in	  the	  7	  
form	  of	  prion	  diseases,	  such	  as	  Scrapie,	  bovine	  spongiform	  encephalopathy,	  and	  8	  
chronic	  wasting	  disease.	  	  9	  
	  10	  
Transmissible	  spongiform	  encephalopathies	  occur	  in	  both	  humans	  and	  animals	  11	  
after	  exposure	  to	  a	  transmissible,	  or	  infectious,	  agent	  that	  induces	  abnormal	  protein	  12	  
folding	  of	  previously	  normal	  cellular	  protein	  (prion	  formation).	  The	  most	  well	  13	  
known	  human	  TSE	  disease	  is	  variant	  Creutzfeldt-‐Jakob	  disease	  (vCJD).	  vCJD	  disease	  14	  
occurs	  most	  commonly	  after	  consuming	  meat	  from	  a	  cow	  afflicted	  with	  mad	  cow	  15	  
disease	  (bovine	  spongiform	  encephalopathy),	  with	  resulting	  conversion	  of	  normal	  16	  
human	  PrP-‐C	  protein	  to	  PrP-‐Sc,	  neurodegeneration,	  and	  sadly,	  eventual	  death.	  	  17	  
	  18	  
While	  the	  protein-‐only	  hypothesis	  of	  prion	  disease	  suggests	  that	  PrP-‐Sc	  by	  itself	  19	  
causes	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion,	  synthetic	  PrP-‐Sc	  protein	  alone	  has	  had	  difficulty	  20	  
in	  recapitulating	  the	  disease.	  Extracts	  from	  affected	  tissue	  do	  transmit	  the	  disease,	  21	  
suggesting	  there	  may	  be	  causative	  or	  critical	  factors	  present	  in	  the	  extracts	  besides	  22	  
the	  prion	  protein	  itself.	  Therefore,	  some	  individuals	  feel	  that	  a	  “protein-‐only”	  cause	  23	  
could	  be	  incomplete.	  While	  nucleic	  acid	  seems	  to	  be	  absent,	  this	  observation	  may	  24	  
not	  exclude	  the	  possibility	  of	  additional	  factors	  beyond	  the	  misfolded	  protein	  itself	  25	  
(1,	  2).	  Some	  have	  suggested	  that	  there	  might	  be	  additional	  or	  other	  significant	  26	  
factors	  or	  agents	  that	  promote	  the	  protein	  misfolding	  that	  remain	  to	  be	  discovered	  27	  
(1).	  28	  
	  29	  
Montmorillonite	  clay	  (Mte),	  a	  phyllosilicate	  or	  smectite	  clay	  mineral,	  is	  a	  common	  30	  
natural	  component	  of	  soil	  found	  in	  multiple	  regions	  worldwide.	  Mte	  complexes	  with	  31	  
PrP-‐Sc	  (prion)	  protein	  in	  the	  soil,	  providing	  an	  environmental	  reservoir	  for	  TSE	  32	  
disease.	  Mte	  appears	  to	  increase	  the	  transmission	  or	  infectivity	  rate	  of	  orally-‐33	  
ingested	  or	  mucosally-‐inoculated	  prions	  in	  Scrapie	  disease	  and	  chronic	  wasting	  34	  
disease	  affecting	  sheep	  and	  deer	  respectively	  (3,	  4).	  Reasons	  for	  Mte	  to	  prion	  soil	  35	  
complexing	  and	  for	  Mte	  increasing	  the	  probability	  of	  prion	  infectivity	  have	  not	  been	  36	  
described	  in	  detail	  or	  demonstrated.	  In	  addition,	  any	  subsequent	  role	  for	  clay	  or	  37	  
other	  mineral	  particles	  in	  animal	  TSE	  disease	  or	  role	  for	  clay	  or	  other	  mineral	  38	  
particles	  in	  human	  TSE	  disease	  has	  not	  been	  described	  (4).	  Here,	  I	  hypothesize	  the	  39	  
possibility	  that	  Mte	  or	  other	  mineral	  particles	  may	  play	  a	  central	  role	  in	  the	  40	  
pathogenesis	  of	  TSE.	  Using	  the	  principles	  of	  this	  hypothesis,	  I	  also	  consider	  and	  41	  
comment	  on	  the	  possibility	  of	  a	  similar	  role	  for	  mineral	  particles	  or	  related	  lipid	  42	  
vesicles	  or	  lipid	  changes	  in	  the	  pathogenesis	  of	  Alzheimer’s	  disease,	  Parkinson’s	  43	  
disease,	  and	  ALS.	  	  44	  
	  45	  
	  46	  
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Transmissible	  Spongiform	  Encephalopathy	  47	  
	  48	  
Hypothesis	  49	  
	  50	  
In	  this	  mineral-‐lipid	  prion	  hypothesis,	  clay	  or	  other	  mineral	  particles	  may	  play	  a	  51	  
central	  role	  in	  the	  pathogenesis	  of	  transmissible	  spongiform	  encephalopathy.	  I	  52	  
hypothesize	  that	  montmorillonite	  (Mte)	  or	  other	  mineral	  particles,	  upon	  contact	  53	  
with	  lipids,	  such	  as	  in	  the	  gut	  or	  at	  the	  cell	  plasma	  membrane,	  may	  interact	  with	  54	  
lipids	  or	  with	  lipid	  rafts.	  The	  minerals	  may	  catalyze	  formation	  of	  lipid	  vesicles,	  and	  I	  55	  
would	  consider	  may	  also	  be	  capable	  of	  inducing	  lipid	  raft	  clustering	  or	  other	  lipid	  56	  
raft	  or	  plasma	  membrane	  changes.	  Some	  of	  these	  lipid	  vesicles	  or	  rafts	  might	  then	  57	  
contain	  or	  bind	  PrP-‐Sc,	  and	  sometimes	  also	  contain	  montmorillonite	  or	  the	  mineral	  58	  
catalyst.	  Mte-‐PrP-‐Sc	  could	  also	  promote	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion	  by	  providing	  59	  
conditions	  for	  misfolding.	  These	  conditions	  provided	  for	  protein	  misfolding	  may	  60	  
include	  the	  following:	  multiple	  unique	  compartments	  providing	  sizes,	  shapes	  or	  61	  
aqueous/lipid	  environments	  that	  promote	  varied	  folding	  conformations,	  presence	  62	  
of	  an	  anion	  (Mte),	  negative-‐charge	  (Mte),	  lipid	  membrane	  mimetic	  (e.g.	  associated	  63	  
lipid	  particle,	  vesicle	  or	  raft),	  interaction	  with	  bound	  or	  contained	  PrP-‐Sc,	  presence	  64	  
of	  bound	  copper,	  and/or	  copper	  binding	  affinity,	  all	  of	  which	  are	  associated	  65	  
characteristics	  of	  montmorillonite.	  66	  
	  67	  
Clay	  particles	  may	  also	  be	  present	  as	  clay	  vesicles.	  Clay	  or	  other	  mineral-‐induced	  68	  
lipid	  micelles,	  rafts,	  or	  vesicles	  may	  enhance	  cellular	  uptake	  of	  clay	  and	  prion	  69	  
proteins,	  promoting	  prion	  infection.	  Hypothesized	  vesicles	  could	  promote	  prion	  70	  
infection	  by	  delivering	  large	  amounts	  of	  PrP-‐Sc	  to	  the	  cell	  surface	  to	  interact	  with	  71	  
PrP-‐C,	  causing	  its	  conversion	  by	  the	  interaction	  of	  PrP-‐C	  with	  PrP-‐Sc	  alone.	  It	  is	  also	  72	  
possible	  that	  the	  Mte	  and	  its	  associated	  traits	  create	  favorable	  conditions	  mentioned	  73	  
above	  that	  catalyze	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion.	  If	  this	  is	  the	  case,	  then	  mineral	  74	  
particles	  such	  as	  Mte	  or	  mineral-‐altered	  lipid	  particles,	  rather	  than	  PrP-‐Sc	  alone,	  75	  
may	  be	  the	  critical	  unrecognized	  component	  of	  the	  infectious	  particle	  in	  prion	  76	  
disease.	  	  77	  
	  78	  
This	  hypothesis	  suggests	  that	  the	  following	  steps	  may	  occur	  in	  some	  forms	  of	  TSE	  79	  
disease.	  80	  
PrP-‐Sc	  appears	  to	  serve	  as	  a	  “guide”	  or	  targeting	  moiety	  that	  binds	  PrP-‐C,	  therefore	  81	  
causing	  a	  greater	  delivery	  to	  and	  effect	  of	  the	  infectious	  particles	  on	  PrP-‐C	  rich	  cells,	  82	  
such	  as	  neurons.	  83	  
Mte,	  a	  natural	  anion,	  upon	  contact	  with	  lipids	  in-‐vivo,	  may	  catalyze	  the	  formation	  of	  84	  
lipid	  vesicles,	  or	  alter	  or	  mobilize	  cellular	  lipid	  particles,	  such	  as	  rafts.	  	  85	  
The	  hypothesized	  lipid	  particles	  may	  protect	  or	  stabilize	  PrP-‐Sc	  and	  improve	  its	  86	  
delivery	  and	  spread.	  87	  
Disease	  may	  be	  promoted	  by	  the	  delivery	  of	  a	  sufficient	  “seed”	  amount	  of	  PrP-‐Sc.	  88	  
Mineral-‐altered	  lipid	  particles	  may	  promote	  uptake	  of	  PrP-‐Sc	  by	  the	  cell.	  89	  
It	  is	  also	  possible	  that	  the	  interaction	  of	  Mte	  or	  lipids	  and	  PrP-‐C,	  likely	  along	  with	  90	  
PrP-‐Sc,	  and/or	  possibly	  copper,	  may	  convert	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  and	  may	  stabilize	  the	  91	  
prion	  form.	  	  92	  
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Alternatively,	  lipid	  vesicles/particles,	  some	  containing	  or	  bound	  with	  PrP-‐Sc,	  some	  93	  
possibly	  without	  Mte,	  possibly	  containing	  copper,	  may	  similarly	  convert	  and/or	  94	  
stabilize	  the	  prion	  form.	  	  95	  
In	  a	  more	  remote	  possibility,	  some	  lipid	  particles	  without	  PrP-‐Sc	  might	  occasionally	  96	  
have	  the	  conditions	  to	  promote	  a	  misfolding	  of	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc.	  97	  
Mineral-‐altered	  lipid	  particles	  (such	  as	  vesicles	  or	  rafts)	  or	  mineral	  may	  also	  serve	  98	  
as	  a	  nidus	  for	  concentration	  and/or	  aggregation	  of	  PrP-‐Sc.	  99	  
Clay	  vesicles	  may	  alternatively	  or	  also	  participate	  in	  some	  of	  the	  above	  steps.	  100	  
	  101	  
The	  hypothesis	  describes	  that	  Mte	  and	  lipids	  might	  participate	  in	  the	  active	  102	  
propagation	  of	  prion	  disease	  (PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion).	  This	  has	  not	  been	  103	  
previously	  described	  and	  remains	  one	  of	  the	  more	  interesting	  possibilities	  of	  this	  104	  
theory.	  The	  hypothesized	  lipid	  particles,	  which	  may	  be	  dynamic	  or	  vary	  in	  size	  and	  105	  
shape,	  could	  provide	  multiple	  environments	  in	  which	  PrP-‐C	  or	  PrP-‐Sc	  can	  change	  106	  
shape	  and	  exhibit	  multiple	  folding	  conformations.	  Ultimately,	  some	  of	  these	  varied	  107	  
lipid	  environments	  may	  be	  able	  to	  convert	  host	  PrP-‐C	  more	  effectively	  and/or	  may	  108	  
produce	  more	  pathogenic	  folding	  conformations,	  or	  cause	  different	  pathologic	  and	  109	  
clinical	  effects.	  This	  could	  explain	  strain	  variations,	  and	  could	  explain	  how	  species	  110	  
barriers	  are	  overcome	  as	  the	  “pathogenic”	  folding	  conformation(s)	  for	  that	  111	  
particular	  host	  may	  eventually	  develop	  and	  spread	  with	  sufficient	  exposures	  and	  112	  
incubation	  time.	  	  Another	  explanation	  for	  strain	  variations	  that	  could	  be	  considered	  113	  
is	  that	  the	  type	  of	  mineral	  or	  the	  type	  of	  cofactor	  acting	  as	  a	  disease	  catalyst	  might	  114	  
influence	  the	  associated	  disease	  outcome.	  115	  
	  116	  
One	  could	  consider	  that	  while	  protein-‐only	  is	  sufficient	  to	  convert	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc,	  117	  
this	  would	  be	  anticipated	  to	  occur	  through	  somewhat	  random,	  limited	  contact	  of	  the	  118	  
inoculated	  PrP-‐Sc	  with	  host	  PrP-‐C	  molecules.	  In	  such	  a	  protein-‐only	  scenario,	  PrP-‐Sc	  119	  
and	  disease	  would	  increase	  proportionally	  with	  the	  amount	  of	  PrP-‐Sc	  provided,	  and	  120	  
with	  incubation	  time	  provided	  for	  PrP-‐Sc	  to	  reach	  multiple	  PrP-‐C	  molecules.	  If	  121	  
cofactors	  are	  supplied,	  these	  would	  make	  clinical	  disease	  more	  likely	  to	  develop	  122	  
(increase	  infectivity)	  and	  decrease	  the	  time	  to	  onset,	  because	  they	  would	  stabilize	  123	  
the	  PrP-‐Sc	  conformation	  and	  likely	  also	  help	  distribute	  PrP-‐Sc	  much	  more	  widely.	  	  124	  
Such	  a	  discussion	  might	  explain	  for	  example,	  how	  certain	  PrP-‐C	  mutations	  that	  125	  
make	  the	  protein	  prone	  to	  misfolding	  may	  produce	  “inherited”	  CJD	  through	  126	  
spontaneous	  misfolding	  of	  a	  few	  initial	  PrP-‐C	  proteins	  that	  can	  slowly	  progress	  to	  127	  
disease.	  As	  PrP-‐Sc	  accumulates,	  more	  PrP-‐Sc	  (and	  possibly	  associated	  lipid	  128	  
particles)	  are	  present	  and	  of	  sufficient	  amount	  to	  “seed”	  more	  rapidly	  another	  host	  129	  
upon	  inoculation,	  and	  the	  disease	  appears	  “transmissible”.	  	  If	  one	  tried	  to	  inoculate	  130	  
across	  species,	  if	  the	  PrP-‐Sc	  conformations	  and	  sequences	  were	  sufficiently	  similar	  131	  
that	  they	  readily	  interact	  to	  cause	  misfolding	  of	  host	  protein,	  disease	  would	  appear.	  132	  
One	  should	  consider	  that	  even	  if	  clinical	  disease	  does	  not	  appear	  in	  the	  expected	  133	  
timeframe	  in	  some	  of	  the	  cases,	  that	  it	  is	  possible	  that	  in	  susceptible	  hosts,	  with	  134	  
continued	  incubation	  time	  a	  few	  small	  Prp-‐Sc	  molecules	  can	  eventually	  change	  135	  
conformation	  to	  become	  capable	  of	  interacting	  with	  host	  PrP-‐C,	  possibly	  aided	  by	  136	  
lipid	  particle	  dynamics	  that	  permit	  an	  “evolution”	  of	  the	  protein	  conformation.	  If	  137	  
mineral	  such	  as	  Mte	  is	  present,	  this	  could	  further	  aid	  in	  the	  process	  of	  accelerating	  138	  
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lipid	  distribution	  and	  PrP-‐Sc	  spread	  as	  well	  as	  opportunity	  for	  new	  conformations	  to	  139	  
appear.	  140	  
	  141	  
It	  could	  be	  that	  this	  mineral-‐prion	  particle	  may	  have	  an	  ability	  to	  behave	  as	  part	  of	  142	  
the	  primordial-‐cell-‐like	  entity	  that	  can	  persist	  in	  soil,	  propagate	  PrP-‐Sc	  in	  a	  host	  143	  
animal	  or	  human,	  possibly	  using	  host	  lipids,	  and	  then	  be	  transmitted	  again	  via	  144	  
ingestion	  or	  inoculation	  of	  affected	  tissue	  or	  return	  to	  the	  soil,	  only	  to	  begin	  the	  145	  
infective	  cycle	  anew.	  The	  physical	  properties	  of	  this	  particle	  may	  convert	  PrP-‐C	  to	  146	  
PrP-‐Sc	  and/or	  allow	  delivery	  of	  significant	  amounts	  of	  PrP-‐Sc	  that	  permit	  further	  147	  
PrP-‐Sc	  propagation,	  resulting	  ultimately	  in	  progressive	  cellular	  changes	  that	  appear	  148	  
to	  us	  to	  be	  similar	  to	  those	  of	  an	  infectious	  organism.	  	  149	  
	  150	  
This	  hypothesis	  is	  supported	  by	  the	  following	  observations	  from	  the	  literature.	  	  151	  
-‐	  Mte	  and	  other	  minerals	  are	  bound	  to	  PrP-‐Sc	  naturally	  in	  soil	  (5)	  152	  
-‐	  Epidemiologic	  studies	  show	  an	  association	  of	  soil	  clay	  content	  with	  prion	  disease	  153	  
rates	  (3)	  154	  
-‐	  Mte	  increases	  infectivity	  rates	  of	  inoculated	  prions	  in	  animal	  models	  (4)	  155	  
-‐	  Mte	  and	  other	  minerals	  (e.g.	  silicates)	  are	  capable	  of	  catalyzing	  protocell-‐like	  lipid	  156	  
vesicles	  capable	  of	  division	  and	  growth	  (6)	  157	  
-‐	  Mte	  has	  a	  high	  affinity	  for	  and	  adsorbs	  copper	  (7-‐9)	  158	  
-‐	  PrP	  protein	  is	  likely	  a	  copper-‐binding	  protein,	  and	  copper	  binding	  can	  promote	  159	  
misfolding	  (8-‐10)	  160	  
-‐	  Lipid	  membrane	  mimetics	  promote	  PrP	  misfolding	  (11)	  161	  
-‐	  Mte	  is	  an	  anion	  and	  can	  form	  a	  negatively	  charged	  surface,	  as	  can	  other	  similar	  162	  
minerals	  (12)	  163	  
-‐	  An	  anion	  and	  lipids	  are	  able	  to	  convert	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  in	  PCMA	  reactions	  (13)	  164	  
-‐	  Analysis	  of	  the	  infectious	  particle	  suggests	  it	  is	  not	  separable	  from	  lipid	  and	  has	  a	  165	  
negative	  charge	  (2)	  166	  
	  167	  
Experimental	  Testing	  of	  the	  Hypothesis	  	  168	  
	  169	  
In	  order	  to	  test	  the	  hypothesis,	  the	  following	  experiments	  may	  be	  useful.	  170	  
	  171	  
Experiment	  #1:	  	  172	  
Detect	  montmorillonite	  or	  mineral	  particles	  (including	  nanoparticulate	  material)	  in	  173	  
prion-‐infected	  tissue	  or	  lysate.	  Also,	  seek	  to	  detect	  mineral-‐altered/abnormal	  lipid	  174	  
rafts,	  micelles,	  vesicles,	  or	  lipid	  particles.	  	  175	  
	  176	  
Experiment	  #2:	  177	  
Perform	  PCMA	  reaction,	  using	  lipids,	  PrP-‐C,	  and	  Mte	  particles,	  and	  assay	  for	  178	  
conversion	  of	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc.	  179	  
	  180	  
Experiment	  #3:	  181	  
Add	  Mte-‐PrP-‐Sc	  complexes	  from	  soil	  to	  fatty	  acid,	  lipids,	  and	  water	  conditions	  182	  
followed	  by	  shearing,	  shaking,	  and/or	  sonication.	  Determine	  if	  vesicles	  or	  micelles	  183	  
are	  produced	  and	  assess	  the	  size,	  composition,	  and	  clay	  and	  PrP-‐Sc	  content.	  184	  
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	  185	  
Experiment	  #4:	  186	  
Treat	  infectious	  prion	  cell	  lysate	  with	  agent(s)	  that	  disrupt	  lipid	  vesicle/micellar	  187	  
conditions.	  Expose	  normal	  cells	  or	  tissue	  to	  the	  treated	  lysate	  and	  assess	  whether	  188	  
infectivity	  is	  reduced	  or	  absent.	  189	  
	  190	  
Applications	  and	  Implications	  191	  
	  192	  
Potential	  implications	  or	  applications	  of	  the	  hypothesis	  described	  include	  the	  193	  
following.	  194	  
1.	  Elucidation	  of	  prion	  disease	  pathogenesis	  and	  lifecycle	  195	  
2.	  The	  use	  of	  minerals	  or	  mineral-‐catalyzed	  changes,	  including	  but	  not	  limited	  to	  196	  
lipid	  vesicles,	  to	  create	  in-‐vitro	  prions	  (PrP-‐Sc)	  that	  mimic	  in-‐vivo	  prion	  197	  
conformations	  	  198	  
3.	  Designing	  methods	  to	  protect	  against	  and	  treat	  prion	  diseases.	  	  199	  
Examples	  include:	  200	  

A) Treatments	  that	  compete	  for	  peptide,	  PrP-‐C,	  or	  PrP-‐Sc	  binding	  to	  minerals,	  201	  
copper,	  or	  lipids,	  or	  otherwise	  release	  the	  binding/interaction	  between	  any	  202	  
of	  these	  factors.	  203	  

B) Treatments	  that	  block	  or	  remove	  the	  normal	  protein	  or	  the	  disease	  protein	  of	  204	  
interest	  from	  the	  exposure	  source	  or	  from	  the	  potentially	  exposed	  individual	  205	  
or	  item,	  such	  as	  antibodies	  or	  other	  molecules	  or	  methods.	  Another	  example	  206	  
would	  be	  medical	  or	  surgical	  removal	  of	  susceptible	  tissue	  from	  the	  gut,	  for	  207	  
example	  prophylactic	  removal	  of	  the	  MALT/GALT,	  or	  targeting	  or	  genetic	  208	  
modification	  or	  other	  methods	  to	  remove	  PrP-‐C	  from	  these	  cells.	  209	  

C) Treatments	  or	  devices	  that	  disrupt	  micelles	  or	  vesicles	  210	  
D) Treatments	  that	  remove	  or	  decrease	  lipid	  particles,	  including	  treatments	  that	  211	  

reduce	  or	  alter	  lipid	  particle	  formation/growth,	  uptake	  and/or	  spread.	  212	  
E) Methods	  that	  change	  pH,	  for	  example	  reduce	  or	  prevent	  an	  acidic	  213	  

environment	  214	  
F) Methods	  that	  decrease	  or	  prevent	  copper	  binding	  conditions.	  Examples	  215	  

include:	  216	  
-‐ reduce	  exposure	  of	  soil	  and	  minerals	  to	  copper	  e.g.	  by	  reducing	  copper	  217	  

sulfate	  or	  ammonia	  manure	  usage	  218	  
-‐ decrease	  metal	  pollution	  of	  water	  	  219	  
-‐ use	  of	  copper-‐free	  instruments	  in	  surgical	  procedures	  220	  
-‐ use	  of	  filtration	  or	  copper-‐scavenging	  agents	  to	  treat	  water,	  soil,	  animal	  221	  

products	  or	  humans	  222	  
G) Use	  of	  filtration	  or	  other	  methods	  to	  remove	  Mte	  or	  other	  minerals	  from	  223	  

fields,	  water,	  animal	  feed,	  animal	  products,	  or	  even	  affected	  humans	  and	  224	  
animals	  225	  

H) Design	  of	  mineral-‐or	  other-‐catalyzed	  lipid	  particles	  containing	  or	  delivering	  226	  
anti-‐prion	  treatment	  to	  be	  targeted	  to	  the	  hypothesized	  natural	  lipid	  227	  
particles.	  For	  example,	  protein-‐modifying	  or	  protein-‐destructive	  agents,	  anti-‐228	  
oxidants,	  competitively	  binding	  peptides	  or	  ligands,	  or	  charge-‐altering	  229	  
agents.	  230	  
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I) Addition	  of	  modifiers	  such	  as	  PEG	  or	  other	  molecules	  to	  reduce	  or	  clear	  the	  231	  
hypothesized	  lipid	  particles.	  232	  

4.	  Designing	  diagnostic	  and	  screening	  assays	  for	  prion	  diseases.	  	  233	  
For	  example,	  assay	  for	  Mte	  or	  mineral	  particles	  or	  the	  hypothesized	  prion-‐lipid	  234	  
particles	  in	  samples	  of	  interest,	  such	  as	  blood,	  bodily	  fluids,	  tissue,	  or	  in	  soil,	  or	  in	  235	  
meat.	  	  236	  
Another	  example	  would	  be	  to	  test	  a	  given	  tissue,	  meat,	  or	  fluid	  sample	  for	  the	  237	  
capacity	  of	  some	  of	  the	  lipid	  particles	  to	  behave	  in	  a	  manner	  consistent	  with	  238	  
mineral-‐catalyzed	  lipid	  particles,	  e.g.	  to	  grow,	  change	  shapes,	  merge	  and/or	  divide.	  239	  
Another	  example	  would	  be	  the	  use	  of	  Mte	  or	  minerals	  to	  bind	  prions	  that	  are	  240	  
present	  in	  a	  biological	  sample;	  and	  thereby	  detect	  them.	  241	  
5.	  Possible	  applications	  for	  delivery	  of	  proteins	  or	  other	  cargo	  therapeutically	  to	  242	  
cells	  using	  mineral-‐catalyzed	  lipid	  vesicles/liposomes.	  243	  
	  244	  
Discussion	  245	  
	  246	  
The	  Prion	  Protein	  and	  Transmissible	  Spongiform	  Encephalopathy	  247	  
	  248	  
In	  the	  transmissible	  prion	  diseases	  scrapie	  and	  vCJD,	  normally-‐folded	  prion	  protein	  249	  
(PrP-‐C)	  converts	  to	  an	  alternate	  and	  pathologic	  folding	  conformation,	  termed	  PrP-‐Sc	  250	  
(14).	  The	  mammalian	  prion	  protein	  (PrP;	  major	  prion	  protein)	  is	  a	  C-‐terminally-‐GPI-‐251	  
anchored	  cell-‐surface	  protein.	  It	  is	  widely	  expressed	  on	  cells,	  though	  at	  higher	  levels	  252	  
on	  neurons,	  neuroendocrine	  cells,	  and	  cells	  of	  the	  lympho-‐reticular	  system	  (14).	  The	  253	  
full-‐length	  form,	  as	  well	  as	  likely	  processed	  truncated	  forms	  of	  the	  protein,	  are	  254	  
expressed	  on	  the	  cell	  surface	  (14).	  The	  physiologic	  function	  of	  the	  protein	  is	  not	  yet	  255	  
fully	  understood	  (14).	  In	  TSE,	  normal	  host	  wild-‐type	  PrP-‐C	  is	  converted	  to	  scrapie	  256	  
prion	  protein	  (PrP-‐Sc),	  the	  protein	  of	  identical	  sequence	  but	  differing	  (likely	  beta	  257	  
sheet)	  folding	  conformation,	  by	  an	  unknown	  mechanism.	  	  258	  
	  259	  
A	  “protein-‐only”	  hypothesis	  to	  explain	  how	  PrP-‐C	  converts	  to	  PrP-‐Sc	  has	  been	  260	  
described,	  but	  has	  some	  limitations.	  This	  hypothesis	  suggests	  that	  abnormally-‐261	  
folded	  PrP-‐Sc	  protein	  itself	  is	  the	  transmissible	  and	  infectious	  agent	  causing	  TSE	  262	  
disease.	  However,	  exposure	  to	  PrP-‐Sc	  alone	  results	  in	  only	  limited	  conversion	  of	  263	  
normal	  PrP-‐C.	  Further	  and	  of	  equal	  interest,	  it	  has	  been	  demonstrated	  that	  PrP-‐Sc	  264	  
can	  actually	  be	  formed	  without	  provision	  of	  pre-‐existing	  PrP-‐Sc,	  using	  a	  protein	  265	  
misfolding	  cyclic	  amplification	  (PMCA)	  technique	  relying	  on	  PrP-‐C,	  lipid	  molecules,	  266	  
and	  a	  synthetic	  polyanion	  such	  as	  use	  of	  poly(A)	  RNA	  substrate	  (13,	  15).	  Teflon	  267	  
beads	  increase	  the	  amplification	  rate	  in	  prion	  PMCA	  reactions	  (PCMAb)	  for	  268	  
unknown	  reasons,	  as	  does	  addition	  of	  the	  amphipathic	  glycoside	  saponin	  (15).	  Thus,	  269	  
it	  has	  been	  suggested	  that	  an	  as	  yet	  unidentified	  polyanion	  may	  be	  a	  component	  of	  270	  
the	  infectious	  prion	  particle	  (13).	  The	  search	  for	  a	  more	  complete	  understanding	  of	  271	  
the	  causative	  agent(s)	  of	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion	  has	  continued	  (13).	  272	  
	  273	  
In	  nature,	  infected	  animals	  deposit	  prions	  into	  the	  environment,	  including	  the	  soil,	  274	  
through	  deposition	  of	  urine,	  feces,	  saliva,	  blood	  and	  tissue,	  especially	  upon	  death	  275	  
(12).	  Prion	  disease	  is	  then	  transmitted	  to	  other	  susceptible	  animals	  or	  humans,	  most	  276	  
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commonly	  after	  mucosal	  or	  dietary	  exposure	  (12).	  Montmorillonite	  (Mte)	  clay,	  also	  277	  
called	  Fuller’s	  earth,	  bentonite	  clay,	  or	  smectite	  clay,	  is	  present	  naturally	  in	  certain	  278	  
soil	  areas	  and	  binds	  to	  infective	  prions	  in	  the	  soil	  (12).	  Other	  soil	  minerals	  also	  bind	  279	  
to	  prions.	  Soil	  clay	  content,	  including	  content	  of	  Mte	  or	  phyllosilicate,	  is	  correlated	  280	  
with	  prion	  infection	  probability	  (3).	  Mte,	  when	  lyophilized	  with	  diseased	  brain	  281	  
homogenate,	  increases	  prion	  infectivity	  (using	  Mte	  particles	  ranging	  in	  size	  from	  the	  282	  
majority	  less	  than	  1	  micrometer	  to	  others	  up	  to	  10	  micrometers)(12).	  Upon	  oral	  283	  
ingestion	  of	  prions,	  PrP-‐Sc	  bound	  to	  Mte	  is	  associated	  with	  greater	  delivery	  of	  PrP-‐284	  
Sc	  from	  the	  stomach	  to	  the	  intestine	  and	  greater	  uptake	  of	  PrP-‐Sc	  to	  intestinal	  and	  285	  
lymphatic	  cells	  than	  unbound	  PrP-‐Sc	  (4).	  	  The	  reasons	  or	  mechanisms	  behind	  these	  286	  
observations	  have	  not	  been	  determined	  nor	  any	  hypotheses	  been	  published.	  	  287	  
	  288	  
Montmorillonite	  Clay,	  and	  Vesicle	  Growth	  and	  Division	  289	  
	  290	  
As	  described,	  Mte	  is	  a	  clay	  mineral.	  Clays	  and	  other	  minerals	  (especially	  silicates)	  291	  
catalyze	  the	  formation	  of	  protocell-‐like	  vesicles	  when	  experimentally	  added	  to	  fatty	  292	  
acid	  micelles	  (6).	  Clay	  also	  catalyzes	  some	  prebiotic	  or	  biological	  reactions,	  such	  as	  293	  
the	  formation	  of	  RNA	  from	  activated	  ribonucleotides.	  In	  the	  presence	  of	  fatty	  acid	  294	  
micelles,	  clay	  and	  RNA	  have	  been	  shown	  to	  become	  encapsulated	  into	  some	  of	  these	  295	  
vesicles.	  In	  some	  of	  the	  vesicles,	  RNA	  alone	  can	  be	  found	  (6).	  Under	  acidic	  296	  
conditions,	  the	  vesicles	  can	  grow.	  If	  the	  vesicles	  are	  extruded	  through	  smaller	  pores,	  297	  
smaller	  vesicles	  proliferate,	  many	  with	  contents	  remaining	  within	  them	  (6).	  It	  is	  298	  
possible	  that	  the	  contents	  inside	  the	  vesicle	  may	  also	  be	  able	  to	  “replicate”	  along	  299	  
with	  vesicle	  growth	  (6).	  	  300	  
	  301	  
Therefore,	  clay	  added	  to	  fatty	  acid	  micelles	  can	  result	  in	  assembly	  of	  vesicles	  that	  302	  
can	  contain	  a	  catalytically	  active	  surface	  within	  a	  membrane	  vesicle,	  can	  hold	  303	  
particles	  or	  molecules,	  and	  can	  divide	  and	  multiply	  in	  a	  process	  reminiscent	  of	  304	  
primordial	  cells	  (6).	  The	  possibility	  of	  a	  natural	  analog	  of	  this	  process	  in	  the	  modern	  305	  
world	  seemed	  remote	  to	  those	  who	  described	  this	  phenomenon,	  as	  it	  is	  not	  obvious	  306	  
how	  this	  might	  apply	  in-‐vivo	  to	  modern	  biological	  systems.	  However	  I	  hypothesize	  307	  
that	  a	  related	  process	  may	  have	  occurred	  during	  the	  initial	  phases	  of	  prion	  disease	  308	  
inception	  and	  may	  occur	  in	  modern-‐day	  prion	  disease.	  	  309	  
	  310	  
In	  addition	  to	  clay-‐induced	  lipid	  vesicles	  having	  been	  observed,	  semi-‐permeable	  311	  
clay	  vesicles	  have	  also	  been	  described	  and	  may	  also	  be	  present	  in	  the	  soil	  and	  312	  
certain	  environments	  or	  compartments	  (16).	  Organic	  liquids	  and	  surfactants	  can	  313	  
facilitate	  clay	  vesicle	  formation.	  Clay	  vesicles	  may	  be	  created	  upon	  exposure	  of	  Mte	  314	  
to	  water	  or	  other	  liquids,	  sonication	  to	  form	  nanoparticles,	  and	  exposure	  to	  shear	  315	  
forces	  such	  as	  shearing	  between	  glass	  slides.	  They	  likely	  maintain	  their	  structural	  316	  
stability	  even	  when	  dry,	  as	  well	  as	  after	  multiple	  dehydration	  and	  rehydration	  317	  
cycles	  (16).	  The	  walls	  are	  8-‐10	  nanometers	  thick	  and	  the	  vesicles	  are	  often	  30-‐40	  318	  
nanometers	  in	  size	  upon	  hydration	  (16)	  When	  exposed	  to	  glycerol,	  formamide,	  or	  319	  
pure	  water,	  clay	  bubbles	  do	  not	  form	  vesicles	  (16).	  Liposomes	  form	  inside	  the	  320	  
vesicles,	  often	  do	  not	  leave	  and	  can	  cause	  evolution	  into	  complex	  internal	  structures	  321	  
(16).	  	  322	  
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Negatively	  charged	  surfaces	  and	  lipids	  323	  
	  324	  
The	  presence	  of	  negatively	  charged	  beads	  aids	  in	  catalyzing	  the	  conversion	  of	  PrP-‐C	  325	  
to	  PrP-‐Sc	  in-‐vitro	  (13).	  Clay	  vesicles	  or	  clay-‐containing	  lipid	  vesicles	  likely	  also	  have	  326	  
negatively	  charged	  surfaces.	  PrP,	  especially	  its	  N-‐terminal	  domain,	  may	  have	  a	  327	  
strong	  affinity	  for	  negatively	  charged	  surfaces	  such	  as	  mineral	  clays	  (17).	  In	  this	  328	  
mineral-‐lipid	  prion	  hypothesis,	  mineral	  particles	  may	  also	  serve	  as	  a	  negatively-‐329	  
charged	  catalyst	  for	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion.	  Mte	  particles	  have	  a	  large	  surface	  330	  
area,	  a	  negative	  charge,	  and	  can	  be	  found	  in	  an	  appropriate	  size	  (e.g.	  less	  than	  1	  to	  331	  
10	  um)	  (12)	  to	  potentially	  catalyze	  conversion.	  332	  
	  333	  
As	  I	  have	  discussed	  above,	  Mte	  and	  other	  silicate	  minerals	  are	  able	  to	  catalyze	  the	  334	  
formation	  of	  lipid	  micelles	  and	  vesicles	  which	  resemble	  primitive	  cells	  or	  proto-‐cells	  335	  
having	  a	  lipid	  membrane.	  PrP-‐C	  has	  been	  shown	  to	  bind	  to	  acidic	  lipid-‐containing	  336	  
membrane	  vesicles	  under	  experimental	  conditions	  with	  pH-‐dependence,	  producing	  337	  
an	  ordered	  change	  in	  the	  N-‐terminal	  domain,	  along	  with	  a	  destabilization	  of	  the	  C-‐338	  
terminal	  domain	  (11).	  In	  this	  hypothesis,	  binding	  of	  clay-‐catalyzed	  lipid	  vesicles	  to	  339	  
PrP-‐C	  may	  promote	  conversion	  to	  PrP-‐Sc.	  Alternatively,	  mineral	  particles	  may	  alter	  340	  
the	  lipid	  membrane	  or	  lipid	  rafts,	  leading	  to	  changes	  in	  PrP	  conformation	  and	  341	  
conversion	  to	  PrP-‐Sc.	  Lipid	  rafts,	  sometimes	  also	  called	  detergent-‐resistant	  342	  
membrane	  fractions	  (DRMs),	  are	  specialized	  lipid	  clusters	  in	  which	  PrP-‐C	  and	  other	  343	  
GPI-‐anchored	  proteins	  often	  reside.	  The	  clusters	  are	  often	  enriched	  in	  sphingolipids	  344	  
and	  cholesterol,	  and	  appear	  to	  float	  freely	  within	  the	  fluid	  lipid	  bilayer	  (18).	  Lipids	  345	  
or	  lipid	  rafts	  are	  felt	  to	  be	  necessary	  for	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  conversion	  (19).	  For	  346	  
example,	  PCMA	  reaction	  using	  lipids,	  synthetic	  polyanion,	  and	  PrP-‐C	  has	  been	  347	  
shown	  to	  produce	  PrP-‐Sc	  (13).	  	  348	  
	  349	  
Role	  of	  Copper	  in	  Misfolding	  350	  
	  351	  
Copper	  readily	  adsorbs	  to	  montmorillonite	  and	  other	  mineral	  silicates.	  Mineral	  352	  
exposure	  to	  copper	  is	  present	  in	  the	  environment,	  and	  increased	  through	  copper	  353	  
mining,	  use	  of	  copper	  solutions	  such	  as	  copper	  sulfate	  or	  ammonia	  solutions	  in	  354	  
manure/fertilization,	  or	  through	  exposure	  of	  water	  to	  pollution	  with	  heavy	  metal	  355	  
ions	  (7).	  Cu-‐Mte	  and	  Ca-‐Mte	  are	  able	  to	  exert	  strong	  catalytic	  effects,	  for	  example	  356	  
they	  produce	  glycine	  oligomerization	  and	  glycine-‐alanine	  hetero-‐oligomerization	  357	  
(20,	  21).	  PrP-‐C	  normally	  binds	  copper,	  and	  copper	  is	  believed	  to	  have	  a	  function	  in	  358	  
its	  normal	  physiologic	  role.	  Copper	  is	  needed	  for	  PrP-‐C	  to	  be	  endocytosed	  from	  the	  359	  
extracellular	  space	  into	  the	  cell	  (10).	  Copper,	  pH,	  and	  lipid/water	  interfaces	  are	  360	  
believed	  to	  play	  critical	  roles	  in	  prion	  pathogenesis,	  though	  in	  what	  manner	  has	  361	  
been	  unclear	  (10).	  362	  
	  363	  
PrP	  protein	  has	  been	  found	  to	  contain	  two	  binding	  sites	  that	  have	  a	  high	  affinity	  for	  364	  
copper:	  one	  in	  the	  N-‐terminal	  octa-‐peptide	  repeat	  segment,	  and	  a	  second	  copper-‐365	  
binding	  site	  around	  histidines	  96	  and	  111,	  which	  is	  a	  region	  crucial	  for	  prion	  366	  
propagation	  (8).	  Copper	  binding	  to	  the	  histidine-‐	  and	  glycine-‐rich	  octarepeat	  N-‐367	  
terminal	  domain	  of	  PrP	  produces	  oxidation	  and	  aggregation	  (9).	  Copper	  binding	  to	  368	  
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the	  second	  site	  of	  the	  molecule	  around	  histidines	  96	  and	  111	  is	  considered	  369	  
important	  for	  prion	  formation	  (8).	  Copper	  oxidation	  of	  histidine	  can	  convert	  it	  to	  370	  
aspartate	  (9).	  Metal-‐catalyzed	  oxidation	  of	  PrP	  leads	  to	  a	  change	  in	  conformation	  371	  
and	  to	  aggregation;	  metal	  catalyzed	  oxidation	  could	  potentially	  convert	  PrP-‐C	  to	  372	  
PrP-‐Sc	  (9).	  PrP	  binding	  to	  DPC	  micelles,	  in	  the	  presence	  of	  copper,	  produces	  a	  373	  
conformation	  change	  of	  identical	  well-‐defined	  loops	  linked	  by	  Gly–Gly-‐Gly	  374	  
sequences	  (22).	  	  Residues	  23-‐28	  and	  156-‐169	  are	  also	  considered	  important	  for	  375	  
folding	  into	  PrP-‐Sc	  (23).	  Tris	  and	  phosphate	  can	  be	  used	  to	  compete	  with	  peptide	  for	  376	  
copper	  binding	  (22).	  Glycine	  plays	  an	  important	  role	  in	  PrP	  misfolding,	  and	  glycine	  377	  
binds	  strongly	  to	  copper.	  	  378	  
	  379	  
It	  is	  possible	  that	  PrP-‐C	  or	  PrP-‐Sc	  binds	  to	  Mte,	  or	  to	  mineral-‐catalyzed	  lipid	  vesicles	  380	  
or	  altered-‐	  particles	  such	  as	  lipid	  rafts.	  Copper	  on	  either	  the	  PrP	  or	  adsorbed	  to	  Mte	  381	  
could	  aid	  in	  this	  binding.	  Binding	  could	  occur	  via	  the	  N-‐terminus,	  where	  glycine	  382	  
repeats	  are	  present	  and	  glycine-‐copper	  adsorption	  may	  aid	  in	  the	  binding.	  	  The	  now	  383	  
altered	  C-‐terminus	  conformation	  may	  then	  be	  susceptible	  to	  further	  misfolding,	  384	  
possible	  through	  activity	  of	  chaperones	  or	  interaction	  with	  PrP-‐Sc	  molecules.	  385	  
Additionally,	  binding	  of	  Mte	  or	  lipids	  could	  occur	  at	  the	  second	  copper-‐binding	  site	  386	  
described	  above,	  which	  may	  promote	  prion	  formation.	  Besides	  being	  a	  common	  387	  
binding	  factor	  for	  both	  PrP	  and	  Mte,	  copper	  may	  also	  be	  important	  as	  it	  provides	  388	  
catalytic	  activity.	  Copper	  catalyzes	  glycine	  oxidation	  reactions,	  and	  could	  explain	  the	  389	  
tendency	  toward	  misfolding	  of	  the	  PrP	  protein	  (9).	  Bentonites	  or	  aluminosilicate	  390	  
clays	  can	  produce	  peptide	  bond	  formation	  in	  the	  presence	  of	  copper,	  polymerizing	  391	  
glycine	  and	  also	  to	  a	  lesser	  extent	  alanine	  (21).	  Interestingly,	  deer	  with	  glycine-‐rich	  392	  
PrP	  genotypes	  exhibit	  more	  widespread,	  rapid,	  and	  intense	  prion	  uptake	  393	  
(GG>GS>SS)	  than	  those	  with	  more	  serine-‐rich	  PrP	  types	  (12).	  Based	  on	  this	  394	  
hypothesis,	  the	  reason	  for	  the	  increased	  prion	  uptake	  observed	  in	  the	  glycine-‐rich	  395	  
genotype	  deer	  could	  be	  because	  of	  glycine-‐copper	  interactions.	  396	  
	  397	  
Further	  exploration	  	  398	  
	  399	  
This	  hypothesis	  suggests	  that	  it	  is	  possible	  that	  mineral	  particles,	  clay	  vesicles	  or	  400	  
mineral-‐induced/altered	  lipid	  particles	  may	  be	  present	  in	  humans	  or	  animals	  after	  401	  
ingestion	  of	  minerals	  or	  mineral-‐PrP-‐Sc	  complexes.	  The	  combination	  of	  water,	  acidic	  402	  
conditions,	  and	  fatty	  acids	  or	  other	  lipids	  may	  be	  present	  in	  the	  digestive	  tract	  or	  403	  
stomach.	  When	  mineral,	  especially	  silicate,	  particles	  are	  added,	  this	  mixture	  may	  404	  
result	  in	  micelle	  and	  vesicle	  formation,	  replication	  and	  division.	  With	  a	  large	  supply	  405	  
of	  water	  and	  other	  lipid	  micelles	  to	  add	  to	  their	  membrane,	  these	  vesicles	  could	  406	  
swell	  to	  a	  larger	  size.	  PrP-‐Sc	  may	  be	  protected	  inside	  or	  bound	  to	  vesicles;	  the	  407	  
vesicles	  may	  serve	  as	  large	  negatively-‐charged	  lipid	  bilayers,	  allowing	  Mte-‐408	  
complexed-‐PrP-‐Sc	  and/or	  PrP-‐Sc	  alone	  to	  stay	  inside	  or	  otherwise	  be	  more	  409	  
protected	  from	  protease	  degradation.	  Mineral-‐prion,	  lipid,	  and/or	  lipid-‐mineral	  410	  
vesicles	  may	  become	  squeezed,	  such	  as	  in	  transit	  through	  tight	  junctions	  or	  via	  411	  
endocytosis	  or	  through	  simple	  mechanical	  actions	  of	  the	  GI	  tract,	  and	  generate	  412	  
multiple	  smaller	  particles.	  In	  addition,	  mineral	  vesicles	  may	  have	  pores	  in	  the	  walls,	  413	  
which	  could	  participate	  in	  pore-‐pressure	  induced	  division	  of	  vesicles.	  These	  vesicles	  414	  
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may	  continue	  into	  the	  intestine.	  Upon	  reaching	  the	  intestinal	  cells,	  if	  vesicles	  are	  415	  
indeed	  present,	  they	  may	  facilitate	  uptake	  into	  the	  cell.	  The	  vesicles	  may	  serve	  to	  416	  
allow	  delivery	  of	  PrP-‐Sc	  of	  higher	  titers	  or	  convert	  cell-‐surface	  or	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  in	  417	  
high	  titers,	  providing	  a	  large	  “seed”	  or	  titer	  of	  PrP-‐Sc	  to	  the	  cells.	  If	  PrP-‐Sc	  itself	  is	  in	  418	  
fact	  a	  template	  for	  PrP-‐C	  misfolding	  as	  the	  protein-‐only	  hypothesis	  suggests,	  then	  419	  
this	  large	  seed	  of	  PrP-‐Sc	  may	  be	  more	  successful	  in	  starting	  the	  process	  of	  additional	  420	  
PrP-‐Sc	  conversion	  and	  overwhelming	  natural	  clearance	  mechanisms.	  421	  
	  422	  
To	  maintain	  its	  misfolded	  state,	  PrP-‐Sc	  most	  likely	  must	  be	  bound	  to	  a	  membrane	  423	  
bilayer.	  The	  vesicles	  or	  altered	  lipid	  rafts	  hypothesized	  may	  resemble	  a	  lipid	  bilayer,	  424	  
and	  help	  convert	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc,	  stabilize	  PrP-‐Sc,	  or	  both.	  Mte	  or	  other	  minerals	  425	  
adsorbed	  with	  copper	  may	  provide	  copious	  opportunities	  for	  copper-‐assisted	  426	  
misfolding	  of	  PrP-‐C	  via	  oxidation	  or	  via	  copper	  binding.	  Catalytic	  effects	  of	  Mte	  and	  427	  
other	  silicates	  on	  the	  prion	  protein	  are	  also	  possible	  that	  may	  cause	  changes	  leading	  428	  
to	  misfolding.	  	  429	  
	  430	  
Prions	  localize	  to	  lymphoid	  tissues	  prior	  to	  CNS	  infection	  (12).	  Gut-‐associated	  431	  
lymphatic	  tissue	  (MALT	  or	  GALT)	  can	  take	  up	  nano-‐	  and	  micro-‐particles	  by	  a	  variety	  432	  
of	  methods,	  which	  may	  establish	  prion	  infection	  in	  the	  Peyer’s	  patches	  and	  then	  433	  
spread	  further	  subsequently.	  Nano-‐capsular	  particles	  can	  deliver	  proteins	  into	  cells	  434	  
(24).	  PrP-‐Sc	  uptake	  and	  spread	  of	  TSE	  infection	  is	  believed	  to	  be	  dependent	  on	  lipid-‐435	  
raft-‐dependent	  macropinocytosis,	  involving	  the	  N-‐terminus	  (14).	  Upon	  cryo-‐436	  
immunogold	  electron	  microscopy	  and	  other	  studies	  of	  prion-‐infected	  tissue,	  most	  437	  
PrP-‐Sc	  is	  found	  on	  endosome-‐like	  small	  vesicular	  particles	  (25,	  26).	  Exosomes	  with	  438	  
infectious	  PrP-‐Sc	  are	  released	  from	  infected	  cells	  (27).	  Conversion	  of	  PrP-‐C	  to	  PrP-‐Sc	  439	  
may	  occur	  internally	  after	  uptake	  (14),	  and	  may	  occur	  on	  “endosome-‐like”	  vesicles	  440	  
found	  intra-‐cellularly	  in	  prion-‐infected	  tissue	  (25).	  These	  data	  appear	  to	  be	  441	  
congruent	  with	  the	  proposed	  hypothesis	  of	  mineral-‐induced	  vesicles.	  	  442	  
	  443	  
There	  is	  significant	  discussion	  that	  conversion	  might	  also	  or	  otherwise	  occur	  at	  the	  444	  
plasma	  membrane	  (25).	  PrP-‐Sc	  accumulates	  at	  each	  of	  these	  sites,	  as	  well	  as	  likely	  at	  445	  
the	  Golgi	  apparatus	  (28).	  Once	  intracellular,	  one	  might	  consider	  that	  PrP-‐Sc	  and/or	  446	  
PrP-‐Sc-‐associated	  vesicles	  may	  follow	  an	  endocytic	  pathway	  with	  multiple	  447	  
overlapping	  fates,	  such	  as	  routing	  back	  to	  the	  extracellular	  space	  or	  plasma	  448	  
membrane,	  delivery	  to	  the	  Golgi	  apparatus,	  delivery	  to	  lysosomes,	  or	  escape	  to	  the	  449	  
cytosol.	  450	  
	  451	  
Mte-‐	  or	  lipid-‐PrP-‐Sc	  complexes	  may	  accumulate	  in	  negatively	  charged	  or	  452	  
endocytosis-‐rich	  sites	  such	  as	  lymphoid	  tissue	  and	  neurons.	  They	  may	  have	  been	  453	  
taken	  up	  by	  various	  possible	  mechanisms,	  including	  autophagy.	  After	  cellular	  454	  
internalization,	  they	  may	  not	  be	  degraded	  well.	  Interestingly,	  I	  would	  consider	  that	  455	  
the	  trapping	  of	  liposomes	  and	  the	  formation	  of	  complex	  vesicular	  and	  micellar	  456	  
structures	  seen	  with	  clay	  vesicles	  or	  with	  clay-‐induced	  vesicles	  may	  be	  analogous	  to	  457	  
the	  process	  occurring	  in	  tubulovesicular	  structures	  (TVS),	  which	  are	  hallmarks	  of	  458	  
prion	  disease.	  Tubulovesicular	  structures	  (also	  called	  tubulovesicular	  bodies,	  or	  459	  
scrapie-‐associated	  particles;	  size	  range	  20-‐50	  or	  100	  nm;	  average	  27-‐35	  nm	  in	  460	  
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diameter)	  are	  ultrastructural	  hallmarks	  seen	  on	  electron	  microscopy,	  unique	  to	  TSE	  461	  
(29).	  TVS	  occur	  early	  and	  are	  characteristic	  when	  found.	  The	  composition	  and	  cause	  462	  
is	  unknown	  (29).	  Isolation	  and	  purification	  had	  not	  been	  successful	  as	  of	  one	  report	  463	  
in	  2008.	  However,	  spherical	  particles	  30-‐60	  nm	  in	  diameter	  and	  smaller	  spherical	  464	  
particles	  8-‐20	  nm	  in	  diameter	  stained	  by	  ruthenium	  red	  have	  been	  found	  in	  scrapie-‐465	  
infected	  tissue	  (29).	  The	  TVS	  structure,	  the	  composition	  of	  which	  is	  unknown,	  may	  466	  
contain	  Mte	  or	  other	  minerals,	  PrP-‐Sc,	  and/or	  lipid	  should	  this	  hypothesis	  be	  467	  
correct.	  468	  
	  469	  
In	  addition	  to	  TVS,	  autophagic	  vacuoles	  are	  also	  present	  in	  prion	  disease	  (30).	  470	  
Interestingly,	  cationic	  liposomes	  and	  cationic	  polymers	  induce	  autophagy	  and	  471	  
formation	  of	  tubulovesicular	  autophagosomes	  with	  intact	  liposomes	  within	  (31).	  A	  472	  
similar	  process	  can	  occur	  with	  cell	  penetrating	  peptides	  (CPP)	  (31).	  These	  vacuoles	  473	  
may	  be	  an	  indication	  of	  the	  autophagic	  pathway	  being	  activated	  in	  response	  to	  the	  474	  
hypothesized	  clay-‐induced	  lipid	  vesicles	  or	  clay-‐altered	  lipid	  particles,	  and	  could	  475	  
explain	  overlaps	  seen	  between	  autophagy	  and	  prion	  disease.	  	  476	  
	  477	  
	  478	  
Alzheimer’s	  Disease,	  Parkinson’s	  Disease,	  and	  Amyotrophic	  Lateral	  Sclerosis	  479	  
	  480	  
Introduction	  481	  
	  482	  
Alzheimer’s	  disease	  (AD)	  is	  the	  most	  common	  human	  dementia.	  It	  is	  a	  483	  
neurodegenerative	  disease	  of	  protein	  misfolding	  that	  shares	  several	  similarities	  to	  484	  
prion	  diseases	  (32).	  Both	  are	  diseases	  of	  abnormal	  protein	  folding.	  Both	  have	  a	  long	  485	  
duration	  before	  disease	  onset.	  Both	  appear	  to	  have	  prominent	  roles	  for	  copper	  in	  486	  
peptide	  binding,	  aggregation	  and	  misfolding.	  Parkinson’s	  disease	  (PD)	  and	  487	  
Amyotrophic	  lateral	  sclerosis	  (ALS)	  also	  share	  many	  of	  these	  same	  features.	  TSE,	  488	  
AD,	  PD	  all	  may	  involve	  altered	  lipid-‐related	  interactions	  that	  affect	  the	  relevant	  489	  
protein	  misfolding	  (33).	  There	  is	  accumulating	  significant	  evidence	  that	  AD,	  PD,	  ALS	  490	  
and	  vCJD	  may	  in	  fact	  all	  fall	  into	  the	  category	  of	  prion	  disease	  (34).	  Unlike	  TSEs,	  491	  
transmissibility	  is	  not	  clinically	  observed	  in	  AD,	  PD,	  or	  ALS.	  However,	  AD	  can	  be	  492	  
experimentally	  “transmitted”	  to	  other	  brains	  via	  inoculation,	  indicating	  a	  possible	  493	  
transmissible	  or	  non-‐fixed	  causative	  agent	  (32,	  34).	  The	  primary	  causative	  agent(s)	  494	  
of	  these	  diseases	  have	  not	  been	  identified	  and	  the	  trigger	  for	  abnormal	  protein	  495	  
folding	  in	  each	  remains	  poorly	  understood.	  	  	  496	  
	  497	  
Hypothesis	  498	  
	  499	  
Using	  the	  mineral-‐lipid	  hypothesis,	  in	  Alzheimer’s	  disease,	  Parkinson’s	  disease,	  500	  
and/or	  Amyotrophic	  lateral	  sclerosis	  the	  following	  potential	  events	  could	  be	  501	  
considered	  and	  explored.	  502	  
	  503	  
	  504	  
	  505	  
	  506	  
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Aluminosilicates,	  or	  another	  mineral	  or	  anion,	  may	  catalyze	  the	  formation	  of	  lipid	  507	  
vesicles.	  	  508	  
Alternatively	  or	  adjunctively,	  minerals	  may	  interact	  with	  and	  alter	  lipid	  components	  509	  
of	  the	  cell,	  such	  as	  cholesterol	  micelles	  or	  lipid	  rafts.	  510	  
Mineral-‐induced	  or	  mineral-‐altered	  lipid	  particles	  or	  vesicles	  may	  bind	  the	  key	  511	  
disease-‐related	  proteins	  such	  as	  alpha-‐synuclein,	  APP,	  or	  superoxide	  dismutase,	  or	  512	  
their	  intermediates,	  processed	  forms,	  or	  alternate	  forms,	  such	  as	  Abeta.	  Copper	  may	  513	  
assist	  in	  or	  mediate	  binding	  between	  minerals	  or	  lipids	  and	  the	  disease	  proteins.	  514	  
These	  lipid	  particles	  may	  promote	  formation,	  spread	  of	  and/or	  transport	  of	  515	  
abnormal	  proteins	  in	  the	  cell	  and	  between	  cells.	  516	  
Mineral,	  lipid	  and/or	  the	  associated	  copper	  binding	  may	  provide	  sites	  for	  alternate	  517	  
processing	  of	  protein,	  promote	  oligomerization	  and	  clustering	  of	  peptides,	  and/or	  518	  
may	  cause	  conversion	  to	  and/or	  stabilize	  misfolded	  prion	  protein	  forms	  or	  519	  
intermediates.	  	  520	  
Critical	  related	  factors	  (such	  as	  GM1	  in	  AD;	  free	  or	  bound	  copper),	  could	  be	  521	  
recruited	  to	  these	  lipid	  particles	  and	  aid	  in	  prion	  formation,	  aggregation,	  and	  522	  
disease	  progression.	  523	  
Mineral	  particles	  or	  mineral-‐induced/altered	  lipid	  particles	  may	  also	  serve	  as	  a	  524	  
nidus	  for	  concentration	  and/or	  aggregation	  of	  abnormal	  protein	  forms.	  525	  
Clay	  vesicles	  may	  also	  be	  present	  and	  may	  participate	  in	  some	  of	  the	  above	  steps.	  526	  
If	  minerals	  are	  not	  found	  to	  be	  an	  inciting	  factor,	  then	  it	  is	  recommended	  to	  consider	  527	  
other	  agents	  that	  may	  affect	  lipid	  mobility,	  distribution,	  growth	  and/or	  division.	  528	  
	  529	  
Experimental	  Testing	  of	  the	  Hypothesis	  530	  
	  531	  
Experiments	  to	  explore	  this	  hypothesis	  could	  include	  the	  following:	  532	  
	  533	  
Experiment	  #1:	  To	  study	  AD,	  PD,	  and	  ALS	  diseases,	  investigate	  the	  binding	  of	  the	  534	  
normally	  folded	  disease-‐related	  proteins	  and	  prions	  to	  various	  minerals,	  including	  535	  
silicates,	  with	  and	  without	  copper.	  Investigate	  the	  binding	  of	  these	  proteins	  also	  to	  536	  
mineral-‐catalyzed	  lipid	  vesicles	  and	  to	  mineral-‐exposed	  lipid	  rafts,	  with	  and	  without	  537	  
copper.	  538	  
	  539	  
Experiment	  #2:	  540	  
Detection	  of	  mineral	  particles	  (including	  nanoparticulate	  size	  particles)	  or	  altered	  541	  
lipid	  micelles	  or	  vesicles	  (differentiate	  from	  physiologic	  vesicles)	  in	  brain	  or	  542	  
neuronal	  tissue	  affected	  by	  AD,	  PD,	  and	  ALS.	  Differentiate	  these	  from	  healthy	  543	  
controls.	  544	  
	  545	  
Experiment	  #3:	  546	  
Seek	  to	  isolate	  these	  particles	  from	  diseased	  tissue	  and	  re-‐introduce	  these	  particles	  547	  
into	  healthy	  tissue	  to	  determine	  if	  they	  can	  cause	  disease.	  548	  
	  549	  
Experiment	  #4:	  550	  
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Expose	  cells	  to	  minerals	  such	  as	  silicates	  and	  other	  minerals,	  and	  to	  fatty	  acid	  or	  551	  
lipid	  micelles,	  with	  and	  without	  added	  prion	  proteins	  such	  as	  Abeta,	  and	  observe	  for	  552	  
development	  of	  disease.	  	  553	  
	  554	  
Applications	  and	  Implications	  555	  
	  556	  
Potential	  implications	  or	  applications	  of	  the	  hypothesis	  described	  include	  the	  557	  
following.	  558	  
1.	  Elucidation	  of	  Alzheimer’s	  disease,	  Parkinson’s	  disease,	  Frontotemporal	  559	  
dementia,	  and/or	  Amyotrophic	  lateral	  sclerosis	  disease	  pathogenesis	  	  560	  
2.	  The	  use	  of	  minerals	  or	  mineral-‐catalyzed	  changes	  including	  but	  not	  limited	  to	  561	  
lipid	  vesicles,	  to	  create	  in-‐vitro	  misfolded	  proteins	  (e.g.	  Abeta,	  alpha-‐synuclein,	  562	  
SOD1)	  that	  mimic	  in-‐vivo	  misfolded	  disease	  protein	  conformations	  	  563	  
3.	  Designing	  methods	  to	  protect	  against	  and	  treat	  protein	  misfolding	  diseases.	  	  564	  
Examples	  include:	  565	  

A) Treatments	  that	  compete	  for	  diseased	  or	  normal	  peptide/protein	  (e.g.	  APP,	  566	  
Abeta,	  SOD1,	  alpha-‐synuclein)	  binding	  to	  minerals,	  copper,	  or	  lipids,	  or	  567	  
otherwise	  release	  the	  binding/interaction	  between	  any	  of	  these	  factors.	  568	  

B) Treatments	  that	  block	  or	  remove	  the	  normal	  protein	  or	  the	  disease	  protein	  of	  569	  
interest	  from	  the	  exposure	  source	  or	  from	  the	  potentially	  exposed	  individual	  570	  
or	  item,	  such	  as	  antibodies	  or	  other	  molecules	  or	  methods.	  Another	  example	  571	  
would	  be	  medical	  or	  surgical	  removal	  of	  susceptible	  cells	  or	  tissue	  from	  the	  572	  
gut,	  for	  example	  prophylactic	  removal	  of	  the	  MALT/GALT	  or	  targeting	  or	  573	  
genetic	  modification	  or	  other	  methods	  to	  remove	  APP	  or	  Abeta,	  alpha-‐574	  
synuclein	  or	  SOD1	  from	  these	  cells.	  575	  

C) Treatments	  or	  devices	  that	  disrupt	  micelles	  or	  vesicles	  576	  
D) Treatments	  that	  remove	  or	  decrease	  lipid	  particles,	  including	  treatments	  that	  577	  

reduce	  or	  alter	  lipid	  particle	  formation/growth,	  uptake	  and/or	  spread.	  578	  
E) Methods	  that	  change	  pH,	  for	  example	  reduce	  or	  prevent	  an	  acidic	  579	  

environment	  580	  
F) Methods	  that	  decrease	  or	  prevent	  copper	  binding	  conditions.	  Examples	  581	  

include:	  582	  
-‐ reduce	  exposure	  of	  soil	  and	  minerals	  to	  copper	  e.g.	  by	  reducing	  copper	  583	  

sulfate	  or	  ammonia	  manure	  usage	  584	  
-‐ reduce	  metal	  pollution	  of	  water	  585	  
-‐ use	  of	  copper-‐free	  instruments	  in	  surgical	  procedures	  586	  
-‐ use	  of	  filtration	  or	  copper-‐scavenging	  agents	  to	  treat	  water,	  soil,	  animal	  587	  

products	  or	  humans	  588	  
G) Use	  of	  filtration	  or	  other	  methods	  to	  remove	  Mte	  or	  other	  potentially	  harmful	  589	  

minerals	  or	  mineral-‐forming	  precursors	  from	  human	  consumer	  products	  590	  
such	  as	  cosmetics,	  from	  additives	  or	  foods	  intended	  for	  human	  consumption,	  591	  
from	  fields/soil,	  water,	  animal	  feed,	  animal	  products	  intended	  for	  human	  592	  
consumption,	  or	  even	  affected	  humans	  and	  animals	  	  593	  

H) Design	  of	  mineral-‐or	  other-‐catalyzed	  lipid	  particles	  containing	  or	  delivering	  594	  
anti-‐prion/anti-‐misfolded	  protein	  treatment	  to	  be	  targeted	  to	  the	  595	  
hypothesized	  natural	  lipid	  particles	  or	  infectious	  particles.	  For	  example,	  596	  
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protein-‐modifying	  or	  protein-‐destructive	  agents,	  anti-‐oxidants,	  competitively	  597	  
binding	  peptides	  or	  ligands,	  or	  charge-‐altering	  agents.	  598	  

I) Addition	  of	  modifiers	  such	  as	  PEG	  or	  other	  molecules	  to	  reduce	  or	  clear	  the	  599	  
hypothesized	  lipid	  particles.	  600	  

4.	  Designing	  diagnostic	  and	  screening	  assays	  for	  protein	  misfolding	  diseases.	  	  601	  
For	  example,	  assay	  for	  mineral	  particles	  (and	  in	  the	  future	  ideally	  those	  specifically	  602	  
found	  linked	  to	  the	  specific	  disease	  being	  sought	  in	  the	  sample)	  or	  the	  hypothesized	  603	  
misfolded-‐protein-‐lipid	  particles	  in	  samples	  of	  interest,	  such	  as	  blood,	  bodily	  fluids,	  604	  
or	  tissue.	  605	  
Another	  example	  would	  be	  to	  test	  a	  given	  tissue,	  meat,	  or	  fluid	  sample	  for	  the	  606	  
capacity	  of	  some	  of	  the	  lipid	  particles	  to	  behave	  in	  a	  manner	  consistent	  with	  607	  
mineral-‐catalyzed	  lipid	  particles,	  e.g.	  to	  grow,	  change	  shapes,	  merge	  and/or	  divide.	  608	  
Another	  example	  would	  be	  the	  use	  of	  Mte	  or	  minerals	  to	  bind	  prions	  or	  misfolded	  609	  
disease	  proteins	  that	  are	  present	  in	  a	  biological	  sample;	  and	  thereby	  detect	  them.	  610	  
5.	  Possible	  applications	  for	  delivery	  of	  proteins	  or	  other	  cargo	  therapeutically	  to	  611	  
cells	  using	  mineral-‐catalyzed	  lipid	  vesicles/liposomes	  or	  using	  minerals	  to	  alter	  612	  
lipid	  rafts.	  613	  
	  614	  
Discussion	  615	  
	  616	  
Alzheimer’s	  disease	  617	  
	  618	  
In	  Alzheimer’s	  disease,	  amyloid	  beta	  (A-‐beta)	  accumulates	  and	  is	  associated	  with	  619	  
neurodegeneration.	  Abeta	  results	  from	  proteolytic	  cleavage	  of	  amyloid	  precursor	  620	  
protein	  (APP).	  In	  the	  amyloidogenic	  pathway,	  APP	  in	  lipid	  rafts	  is	  cleaved	  first	  by	  621	  
Beta-‐secretase	  and	  then	  by	  gamma-‐secretase	  to	  generate	  Abeta	  (32,	  33).	  ABeta	  622	  
protein,	  and	  Beta	  and	  gamma-‐secretases	  are	  found	  in	  lipid	  rafts,	  along	  with	  623	  
GM1(33).	  In	  a	  the	  non-‐amyloidogenic	  pathway,	  APP	  is	  cleaved	  by	  alpha-‐secretase,	  624	  
producing	  alpha-‐CTF	  and	  soluble	  APP-‐alpha,	  which	  is	  released	  extracellularly	  (33).	  625	  
Alzheimer’s	  disease	  is	  ultimately	  marked	  by	  Beta-‐amyloid	  (A-‐Beta)	  plaques,	  along	  626	  
with	  intracellular	  neurofibrillary	  tangles.	  Amorphous	  non-‐congo	  red	  positive	  627	  
plaques	  develop	  first,	  and	  later	  mature	  to	  B-‐sheet	  plaques	  (35).	  A-‐Beta	  fibrils	  628	  
aggregate	  into	  cross-‐beta-‐pleated-‐sheets	  (36)	  Abeta	  has	  been	  found	  in	  exosomes	  629	  
(32).	  	  630	  
	  631	  
Interestingly,	  gamma-‐secretase	  cleavage	  of	  APP	  may	  occur	  in	  acidic	  environments	  632	  
and	  the	  endosomal/lysosomal	  system	  (36),	  an	  important	  correlate	  with	  potential	  633	  
acidic	  and	  lipid	  vesicle	  environmental	  factors	  I	  describe	  in	  the	  mineral-‐lipid	  prion	  634	  
hypothesis.	  Abeta	  oligomers	  are	  considered	  to	  be	  critical	  to	  the	  pathogenesis	  of	  AD,	  635	  
and	  have	  been	  shown	  to	  be	  recruited	  to	  lipid	  rafts	  (18).	  ABeta	  peptide	  has	  a	  high	  636	  
affinity	  for	  copper,	  and	  Abeta	  to	  Abeta-‐	  peptide	  aggregation	  is	  stabilized	  by	  copper	  637	  
(37).	  Copper	  binding	  to	  Abeta	  is	  highly	  pH	  dependent	  (38).	  ApoE4	  is	  correlated	  with	  638	  
increased	  AD	  risk.	  ApoE4	  has	  been	  associated	  with	  lower	  metallothionein	  levels,	  639	  
possibly	  correlating	  increased	  copper	  or	  heavy	  metals	  with	  AD	  (39).	  ApoE4	  may	  also	  640	  
affect	  lipid	  or	  vesicle	  disruption,	  distribution,	  or	  dispersion.	  Cholesterol	  levels	  are	  641	  
correlated	  with	  increased	  AD	  risk	  and	  appear	  to	  assist	  GM1	  enrichment	  (33).	  Lipid	  642	  
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oxidation	  products	  are	  reported	  to	  increase	  A-‐Beta	  aggregation	  (40).	  Contamination	  643	  
by	  trace	  amounts	  of	  metal	  such	  as	  copper	  also	  promotes	  A-‐beta	  aggregation	  (40).	  	  644	  
	  645	  
Aluminosilicates	  have	  been	  found	  at	  the	  central	  core	  of	  AD	  plaques	  and	  also	  have	  646	  
been	  found	  in	  normal	  elderly	  brains	  (41).	  These	  were	  detected	  using	  energy	  647	  
dispersive	  X-‐Ray	  microanalysis	  (EDS)	  and	  solid-‐state	  nuclear	  magnetic	  resonance	  648	  
(MAS	  NMR)	  (41).	  In	  AD,	  the	  form	  was	  amorphous,	  and	  the	  presence	  at	  the	  core	  	  of	  649	  
plaques	  rather	  than	  randomly	  distributed	  suggested	  that	  there	  may	  be	  relevance	  to	  650	  
pathology	  (41).	  Aluminosilicates	  have	  been	  capable	  of	  inducing	  Aβ	  aggregation	  and	  651	  
plaque	  formation	  in-‐vitro	  (42).	  Exposure	  to	  aluminosilicates	  in	  everyday	  life	  is	  652	  
common	  and	  thus	  uptake	  from	  environmental	  exposures	  is	  likely.	  It	  is	  also	  653	  
theoretically	  possible	  that	  aluminosilicates	  might	  form	  in	  the	  body	  due	  to	  654	  
associations	  between	  particular	  minerals	  or	  mineral	  precursors	  (41).	  In	  addition	  to	  655	  
aluminosilicates,	  lipid	  rafts	  or	  liposomes	  may	  to	  serve	  as	  a	  platform	  for	  AB	  656	  
aggregation	  (40).	  	  657	  
	  658	  
Similarly	  to	  PrP-‐C	  and	  PrP-‐Sc	  in	  TSE,	  in	  AD,	  Abeta	  production	  relies	  on	  normal	  659	  
protein	  (APP)	  being	  cycled	  in	  from	  the	  plasma	  membrane	  and	  prion	  (Abeta)	  660	  
production	  is	  felt	  to	  occur	  largely	  in	  the	  trans-‐Golgi	  network	  (TGN),	  where,	  in	  AD,	  661	  
gamma-‐secretase	  may	  act	  (43).	  Interestingly,	  PrP-‐C	  regulates	  cleavage	  of	  APP,	  and	  662	  
this	  interaction	  may	  link	  the	  pathogenesis	  of	  the	  two	  diseases	  as	  well	  (19).	  663	  
	  664	  
Negative	  charges	  and	  lipids	  665	  
	  666	  
As	  with	  TSE	  disease,	  in	  AD,	  membranes	  are	  able	  to	  catalyze	  peptide	  (Abeta)	  changes,	  667	  
in	  particular	  for	  AD	  aggregation	  (40).	  The	  mechanism	  of	  interaction	  has	  been	  felt	  to	  668	  
involve	  binding	  of	  Abeta	  to	  GM1,	  dependent	  on	  the	  negatively-‐charged	  sialic	  acid	  669	  
residue,	  and	  causing	  a	  conformational	  shift	  from	  the	  alpha-‐helix	  structure	  to	  Beta-‐670	  
sheet	  structure	  as	  the	  peptide:lipid	  ratio	  increases.	  As	  with	  TSE,	  the	  negative	  charge	  671	  
is	  felt	  to	  be	  a	  large	  determinant	  of	  prion	  [Abeta]	  binding	  and	  pathology.	  GM1	  is	  672	  
found	  tightly	  associated	  with	  ABeta,	  and	  it	  is	  hypothesized	  this	  may	  represent	  an	  673	  
important	  cause	  of	  or	  seed	  for	  Abeta	  accumulation	  and	  aggregation,	  however	  the	  674	  
potential	  mechanism	  for	  this	  possibility	  has	  not	  been	  further	  considered	  or	  675	  
elucidated	  (18)	  The	  helix-‐loop-‐helix	  structure	  also	  forms	  in	  SDS	  micelles	  (40,	  44,	  45).	  	  676	  
	  677	  
Role	  of	  Copper	  in	  misfolding	  678	  
	  679	  
Abeta	  is	  an	  amphipathic	  peptide	  (40).	  Abeta	  self-‐aggregates	  easily,	  and	  680	  
accumulation/aggregation	  are	  enhanced	  by	  the	  presence	  of	  trace	  metals	  including	  681	  
copper,	  zinc,	  or	  iron	  (46),	  by	  oxidative	  damage	  of	  phosphatidylcholine	  (PC),	  in	  the	  682	  
presence	  of	  	  sphingomyelin	  (SM)-‐containing	  liposomes,	  and	  in	  the	  presence	  of	  683	  
negatively-‐charged	  phospholipids	  including	  phosphatidylserine	  (PS),	  phosphatidyl	  684	  
inisitol	  (PI),	  and	  cardiolipin	  (40).	  As	  with	  TSE	  disease	  where	  PrP-‐C	  binding	  to	  685	  
copper	  may	  facilitate	  transition	  to	  PrP-‐Sc,	  copper	  stabilizes	  Aβ	  aggregation	  and	  686	  
binds	  to	  the	  N-‐terminus	  of	  the	  peptide	  (46).	  Copper	  binding	  to	  Aβ	  increases	  687	  
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subsequent	  oxidation	  of	  membrane	  components	  via	  enhancement	  of	  oxidative	  688	  
activity	  of	  the	  peptide	  as	  well	  as	  possible	  downstream	  generation	  of	  intermediates	  689	  
such	  as	  hydrogen	  peroxide,	  which	  contributes	  to	  AD	  end	  pathology	  (46).	  Copper	  has	  690	  
been	  found	  at	  a	  relatively	  high	  concentration	  in	  AD	  plaques	  (47).	  A-‐beta	  binds	  691	  
copper	  with	  high	  affinity,	  and	  demonstrates	  enzyme-‐like	  activity,	  oxidizing	  692	  
cholesterol	  and	  reducing	  O2	  to	  H202	  (47).	  Copper	  induces	  Abeta	  aggregation	  693	  
amorphously,	  and	  inhibits	  Beta-‐sheet	  structure	  formation	  (48).	  There	  is	  an	  acidic	  pH	  694	  
reported	  in	  AD	  plaques	  (~5.4)	  (48).	  Copper	  binds	  to	  Abeta	  and	  creates	  spherules	  695	  
while	  preventing	  B-‐sheets.	  	  Copper	  also	  binds	  to	  oxidized	  LDL,	  forming	  amyloid-‐696	  
protein	  staining	  positive	  structures.	  697	  
	  698	  
The	  normal	  role	  of	  ApoE	  is	  to	  distribute	  lipids	  among	  cells	  (19).	  Apoe4,	  which	  has	  699	  
been	  associated	  with	  AD,	  has	  altered	  copper	  processing	  compared	  with	  the	  other	  700	  
apoE	  alleles.	  ApoE4	  patients	  have	  lower	  metallothionein	  levels	  and	  less	  antioxidant	  701	  
activity	  than	  those	  with	  other	  ApoE	  variants.	  Metallothionein	  has	  a	  high	  binding	  702	  
affinity	  (scavenging)	  for	  copper,	  so	  reduced	  levels	  of	  metallothionein	  might	  increase	  703	  
copper	  levels.	  In	  AD,	  copper	  in	  the	  cells	  may	  react	  with	  glycine.	  	  704	  
	  705	  
AD	  tissue	  does	  not	  show	  TVS,	  however,	  there	  are	  vacuolar	  structures.	  AD	  exhibits	  706	  
granulovacuolar	  degeneration	  (GVD)	  on	  electron	  microscopy,	  which	  shows	  an	  707	  
electron	  lucent	  vacuole	  in	  the	  cell	  containing	  an	  amorphous	  granule	  of	  unknown	  708	  
material	  (35).	  709	  
	  710	  
Parkinson’s	  disease	  and	  Amyotrophic	  Lateral	  Sclerosis	  711	  
	  712	  
Parkinson’s	  disease	  again	  carries	  some	  striking	  overlaps	  with	  TSE	  and	  AD.	  PD	  is	  713	  
more	  specifically	  characterized	  by	  dopaminergic	  neuron	  loss.	  The	  neurons	  contain	  714	  
inclusions	  and	  protein	  aggregates	  of	  insoluble	  alpha-‐synuclein,	  a	  normally	  soluble	  715	  
protein.	  Like	  in	  TSE	  and	  AD,	  evidence	  suggests	  that	  lipid	  interactions	  can	  leads	  to	  716	  
aggregation	  (33).	  Alpha-‐synuclein	  resides	  in	  lipid	  rafts	  and	  binds	  to	  GM1,	  promoting	  717	  
oligomer	  formation	  (33).	  As	  with	  AD	  and	  TSE,	  in	  PD,	  exosomal	  trafficking	  of	  718	  
abnormally	  folded	  protein	  is	  present	  (32).	  Oxidative	  stress	  is	  believed	  to	  play	  a	  role	  719	  
in	  both	  AD	  and	  PD	  and	  affects	  lipid	  raft	  stability	  (33).	  Alpha-‐synuclein	  also	  binds	  to	  720	  
copper	  (49).	  	  As	  with	  TSE,	  AD	  and	  PD,	  ALS	  also	  shows	  many	  of	  these	  features	  721	  
involving	  prion	  formation,	  derangement	  of	  lipids/lipid	  rafts,	  protein	  copper	  binding,	  722	  
and	  neurodegeneration.	  723	  
	  724	  
Conclusion	  725	  
	  726	  
The	  mineral-‐lipid	  prion	  hypothesis	  is	  a	  novel	  consideration	  for	  those	  interested	  in	  727	  
understanding	  and	  identifying	  the	  causes	  of	  prion	  and	  protein	  misfolding	  diseases.	  728	  
If	  it	  is	  not	  found	  to	  be	  relevant	  to	  enigmatic	  prion	  and	  protein	  misfolding	  diseases,	  it	  729	  
is	  hoped	  that	  the	  process	  of	  considering	  these	  factors	  and	  stimulating	  continued	  730	  
scientific	  discussion	  may	  ultimately	  lead	  us	  toward	  improving	  our	  understanding	  of	  731	  
these	  both	  rare	  and	  common	  human	  diseases	  affecting	  millions	  of	  individuals	  732	  
worldwide.	  733	  
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