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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Proteinfaltung

Proteine werden in der Zelle als ungefaltete Polypeptidkette synthetisiert, nehmen
aber schon wahrend bzw. kurz nach ihrer Synthese ihre native und damit funktionelle
Struktur ein. Dabei handelt es sich um ein komplexes System, da jede Aminosdaure in
der Polypeptidkette Freiheitsgerade in den zwei freien Drehwinkeln (,phi“ und ,psi®)
besitzt. MUsste jede Aminosaure alle moéglichen Winkel durchlaufen, so wirde die
Faltung eines Proteins mittlerer GréRe eine fast unendliche Zeitspanne in Anspruch
nehmen (Dill et al., 1997). Zuerst ging man davon aus, dass das entsprechende
Protein auf seinem Weg -langsam, d.h. Aminosdure um Aminosaure- vom
ungefalteten (,random-coil®) zum nativ-gefalteten Zustand Ubergeht. Da dies wie
vorher schon erwahnt nicht der Fall sein kann, mussten neue Modelle und
Mechanismen zur Proteinfaltung formuliert werden. Im Folgenden werden mégliche
Modelle der Proteinfaltung vorgestellt.

Das zentrale Dogma des Modul-Modells geht davon aus, dass die dreidimensionale,
funktionelle Struktur eines Proteins Uber seine schnell faltenden, intrinsischen
Sekundarstrukturelemente (a-Helix, p-Faltblatt oder random coil-Anteile) als Gerist
angenommen wird (,framework-model“). Diese ,frihen® Sekundarstrukturelemente
bilden also den Startpunkt fir die weitere dreidimensionale Faltung. Das Modell
scheint aber mittlerweile nicht mehr auf alle Proteine Ubertragbar zu sein, denn viele
Sekundarstrukturelemente innerhalb eines vollstandig gefalteten Proteins zeigen als
isolierte kleine Peptide nicht mehr die gleiche Faltung. Somit scheint diese Theorie
nicht allgemein zuzutreffen (Epand et al., 1968) bzw. fiur gré3ere Proteine nicht
einfach Ubertragbar zu sein.

Die Theorie des ,hydrophoben Kollaps* der ungefalteten Peptidkette geht davon aus,
dass die treibende Kraft hinter diesem Faltungsweg die Freisetzung von
komplexierten Wassermolekilen ist. Hierbei wird der Entropiegewinn des Systems
durch das freigesetzte Wasser als maligeblich treibende Kraft fiir die Proteinfaltung

gesehen. Um die Kraft aber voll entfalten zu kénnen, misste die Peptidkette véllig
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1. Einleitung

entfaltet sein, sich also in einem Zustand befinden, in dem sich mdglichst alle
Aminosduren unabhéngig voneinander verhalten kénnen. Heute weil® man aber,
dass dafir sehr harsche denaturierende Bedingungen herrschen muissen. Da die
meisten Proteine in ihrem ,entfalteten® Zustand eine schnelle Fluktuation von
Sekundarstruktur zeigen , kann in der Regel von einer gewissen Minimalstruktur des
Proteins ausgegangen werden (Dobson, 1992). Somit kdénnen die hydrophoben

Kréafte allein die Proteinfaltung nicht bestimmen.

Als Minimalstruktur kann man eine Struktur definieren, die nur ein Produkt der Krafte
ist, die versuchen, die Lésungsmittelkontakte des Proteins zu minimieren und die
dabei schon nahe der nativen Struktur sein kann (Daggett et al., 2003). Das
»Nukleations-Kondensations-Modell stellt eine Mischung aus den beiden vorherigen
Modellen dar (Fersht et al., 1992). Die beiden vorherigen Modelle implizieren ein
teilgefaltetes Intermediat und lassen damit nicht zu, dass ein Protein nach einem
einfachen Zwei-Zustands-Modell (ungefaltet oder gefaltet) seine dreidimensionale
Struktur einnimmt. Daher musste ein weiteres Modell eingeflihrt werden, was auch
diese einfache und sehr schnelle Faltung beriicksichtigen kann. In diesem Fall
stabilisieren weitreichende ionische und lokale hydrophobe Wechselwirkungen im
Protein die (dazwischen liegenden) schwachen Krafte zur Ausbildung der
Sekundarstruktur. Die stabilisierten Sekundarstrukturelemente bedingen nun wieder

die korrekte dreidimensionale Faltung des gesamten Proteins.

Die ersten beiden Mechanismen koénnen als Extreme des ,Nukleations-
Kondensations“-Modell angesehen werden. Um alle Modelle der Faltung zu
vereinigen, wird oft der der ,Faltungstrichter® als Modellvorstellung (Leopold et al.,
1992) der Proteinfaltung angegeben mit einer Vielzahl von Faltungsintermediaten,
dargestellt als lokale Minima, und einem globalen Minimum, welches die native
Struktur darstellt, in der Mitte. Dieses Modell |&sst unterschiedlichste Faltungs-
mdglichkeiten und -wege fir ein einzelnes Protein zu. Das Protein kann nach dieser
Vorstellung auf dem steilsten (kinetisch schnellstem) Weg oder Gber mehrere Iokale
Minima (Intermediate) und Maxima (Ubergangszustidnde) auf einem nicht-direkten
Weg falten (s. Abb.1.1).
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Abb. 1.1: Faltungstrichter fiir Proteine unter Beriicksichtigung der Fehlfaltung
(aus Jahn et al., 2005)

Zusatzlich zu den intrinsischen Kréaften des Proteins, sich in seine korrekte, native
Konformation zu falten, sind auch Faltungshelfer, sogenannte molekulare
Chaperone, in der Zelle aktiv, um Fehlfaltungen zu verhindern (Young et al., 2004).
Diese Faltungshelfer binden nicht oder falsch gefaltete Proteine und férdern in ihrer
Funktion die Ruckfaltung zur funktionellen Struktur oder verhindern die Aggregation.
Ist die Fehlfaltung nicht mehr reversibel, so kénnen Proteine z.B. ubiquitiniert und
dann durch das 26 S Proteasom degradiert werden (Pickart et al., 2004).

Aber selbst Proteine, die schon ihren nativen Zustand der Faltung erreicht haben,
kénnen noch durch kleinere dynamische Verénderungen in ihrer Struktur wieder
einen zur Aggregation neigenden Ubergangszustand einnehmen. Dieser kann dann
in der Zelle aggregieren. Die daraus resultierenden Aggregate sind dann wieder in
der Lage weitere Proteine zu rekrutieren, wodurch die Fehlfaltungskaskaden ihren
Lauf nehmen. Oft sind die proteindsen Ablagerungen mit Krankheiten assoziiert
(Gegenstand des Kapitels 1.2).

Viele der heute bekannten Fehlfaltungen treten in Form von amyloiden Aggregaten
auf. Amyloide Proteinaggregate zeichnen sich durch ihre fibrillaren Unterstrukturen

aus, deren molekulare Architektur durch einen hohen Anteil von B-Faltblattern in
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1. Einleitung

einer sogenannten cross-f Quaternarstruktur bestimmt wird. Der spezielle Aufbau
macht sie durch amyloid-spezifische Farbstoffe wie Congorot und Thioflavin T
nachweisbar (Krebs et al., 2005). Die cross- Struktur ergibt sich aus der Anlagerung
von B-Faltblattern senkrecht zur Fibrillenachse, welche sich wiederum kontinuierlich
um diese winden (Nelson et al, 2006). Die hier entstehende hochmolekulare
Ordnung von Sekundarstrukturanteilen kann dann anhand von Beugungsmustern in
der Streuung von Roéntgenstrahlen an amyloiden Faserstrukturen nachgewiesen
werden.

Obwohl diese Aggregate ein einheitliches Erscheinungsbild (Fibrillen) und eine
vergleichbare Unterstruktur (,cross-g“) zeigen, besitzen die meisten dieser Proteine
keine konservierten Aminoséaurebereiche, die an der Ausbildung der Amyloid-
Kernstruktur beteiligt sind. Einige Proteine kénnen nur in vitro in eine amyloide
Erscheinungsform gefaltet werden, wahrend natirlich auftretende Amyloide meistens
mit Krankheiten assoziiert sind. Diese amyloiden Proteinfehlfaltungskrankheiten sind

Gegenstand des nachsten Kapitels.

1.2 Amyloide Proteinfehlfaltungskrankheiten

Wie im vorherigen Kapitel erwadhnt, existiert eine grol’e Gruppe von amyloiden
Fehlfaltungskrankheiten, die unter dem zentralen Begriff Amyloidosen zusammen-
gefasst werden. Trotz unterschiedlicher Symptome und beteiligter Proteine vereinigt
diese Krankheiten eine Gemeinsamkeit: Das betroffene Gewebe ist durch
proteindse, amyloide Ablagerungen und L&sionen gekennzeichnet. Bereits 1854
farbte Virchow Aggregate in Gewebeschnitten mit lod und Schwefelsdure an und
ging aufgrund der positiven Farbeeigenschaft davon aus, dass es sich um
Kohlenhydrate (Amylose) handelte. Aufgrund der Ergebnisse nannte er die
Aggregate ,amyloid“. Seine Annahme konnte aber dann spéater durch eine genauere
Analyse wiederlegt werden, und es wurde der proteinése Charakter dieser
Ablagerung nachgewiesen (Friedereich & Kekule, 1859).

Amyloidosen werden von verschiedensten Proteinen verursacht und betreffen
unterschiedliche Organe. Neben den systemischen Erkrankungen sind oft Proteine
Gegenstand der Untersuchungen, die mit neurodegenerativen Krankheiten assoziiert
sind (vgl. Tabelle 1.1). Auch hier durchschreiten unterschiedliche Proteine bzw.

Proteinsequenzen einen Weg der Oligomerisierung und Aggregation, der schlief3lich
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in der Ausbildung amyloider Aggregate resultiert. Man geht von einer Veradnderung
der molekularen Umgebung oder einer Mutation im Protein aus, die die native
Struktur destabilisieren und damit ihre Fehlfaltungswahrscheinlichkeit erhéhen. Die
angesprochenen Destabilisierungen der Struktur fihren, nachdem der in Kap. 1.1
angesprochene hoéher energetische Intermedidrzustand (lokales Maximum im
Faltungstrichter) durchschritten wurde, 2zu einer Strukturkonversion mit
anschliel3ender Oligomerisierung der Proteine. Dies geschieht meist Uber kleinere
(prafibrillare) Oligomere, die dann zu ausgewachsenen Fibrillen aggregieren
(Caughey et al., 2003).

Tab. 1.1: Ubersicht einiger ausgewihlter Amyloidosen
(nach Taylor et al., 2002; Soto, 2003; Caughey & Lansbury, 2003):

Krankheit Amyloides Protein Betroffene Organe

Amyotrophe Laterale Superoxid-Dismutase Gehirn

Slcerose (ALS)

Chorea Huntington Huntingtin Gehirn

Diabetes Mellitus Typ Il Inselamyloid systemisch
Polypeptid

Diffuse Lewy body a,B3,y-Synuclein Gehirn

Demenz

Insulin Amyloidose Insulin subkutan

Lysozym Amyloidose Lysozym systemisch

Morbus Alzheimer AB Gehirn

Morbus Parkinson a,B,y-Synuclein Gehirn

Priméare systemische Ig-v,lg-k-Kette systemisch

Amyloidose

Sekundare Systemische Serum Amyloid systemisch

Amyloidose

Transmissible Prion-Protein Gehirn

Spongiforme

Enzephalopathien

Welche dieser Aggregat-Spezies die aktive, pathogene Wirkung entfaltet, ist zurzeit
Gegenstand intensiver Forschung. So fand man Hinweise, dass kleinere oligomere

Vorstufen eine porenartige Struktur bilden k&nnen, in der diese Proteine die
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neurotoxische Wirkung entfalten kénnen. Hier wurde gezeigt, dass die neuro-
toxischen AB-Spezies (AB 1-40 und 1-42), welche bei Morbus Alzheimer auftreten, in
der Lage sind, Poren von der Gréf3e eines Membrankanals zu bilden und bei
Einlagerung in Membranen eine unspezifische Permeabilitdt hervorrufen. Die Zellen
durchlaufen dadurch eine poreninduzierte Lyse und sterben nach kurzer Zeit ab.
Wiederholte man diese Experimente mit nicht neurotoxischen AB-Fragmenten, so
konnte diese Einlagerung und Permeabilitdtssteigerung nicht beobachtet werden
(Singer et al., 2006). Andererseits wurden auch fir voll entwickelte Fibrillen
neurotoxische Wirkungen postuliert (Novitskaya et al., 2006). Beide Aggregatspezies
liegen auf ein und demselben Aggregationsweg und stehen daher miteinander im
Gleichgewicht. So war es bisher schwierig, eine eindeutige Aussage Uber die
neurotoxische Spezies zu treffen (Caughey et al., 2003).

Unter den in Tabelle 1.1 aufgefihrten Krankheiten nimmt die transmissible
spongiforme Enzephalopathie eine Sonderstellung ein, da sie wie der Name besagt

Ubertragbar (,transmissible") ist.

1.3 Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE)

Unter den neurodegenerativen Krankheiten der Sduger stellen die transmissiblen
spongiformen Enzephalopathien (TSE) eine Ausnahme dar. Es handelt es sich um
eine degenerative Erkrankung des Gehirns, die mit schwammartigen (,spongiforme®)
Verédnderungen des neuronalen Gewebes einhergeht.

Die eigentlich einzigartige Eigenschaft dieser neurodegenerativen Erkrankung stellt
ihre Ubertragbarkeit (,transmissible“) dar (vgl. Tab. 1.2). So kommen in diesem Fall
zu den schon bekannten Atiologien von neurodegenerativen Krankheiten, d.h.
spontane oder genetisch bedingte, noch die Infektion als Ursache der TSE hinzu.
Das macht diese Klasse der Erreger zu einem besonderen Typ. Zu den TSE z&hlen
unter anderem die Traberkrankheit (Scrapie, s. Kap. 1.3.1), die Bovine Spongiforme
Enzephalopathie (BSE, s. Kap. 1.3.2) und die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD, s.
Kap. 1.3.3). Eine Ubersicht tiber die bekanntesten TSE wird in Tabelle 1.2 gegeben.
Trotz der so breiten Diversitat der Urspriinge dieser Krankheitsgruppe (vgl. Tab. 1.2)
zeichnen sich TSE bei S&ugern durch eine schwammartige (,spongiforme®)
Verénderung des Nervengewebes aus, die durch die Vakuolisierung des Neuropils

verursacht wird. Resultat davon ist der Verlust von Neuronen und gleichzeitige
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Vermehrung von Astrozyten und Mikrogliazellen (Masters et al., 1991, Roberts et al.,
1992).

Tab. 1.2: Ubersicht der bekanntesten Prion-Erkrankungen:

TSE-Krankheit Wirt Atiologie

sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit Mensch Somatische  Mutation  oder

(sCJD) spontane Umwandlung von PrP°
zu Prp®°

iatrogene Creutzfeldt-dJakob-Krankheit Mensch Infektion durch kontaminierte

(iCJD) Wachstumshormonpraparate,
medizinische
Operationsbestecke, etc.

familiare Creutzfeldt-Jakob-Krankheit Mensch  Keimbahnmutation im PrP-Gen
(fCJD)
Neue Variante Creutzfeldt-Jakob- Mensch Infektion durch bovine Prionen ?
Krankheit (vCJD)
Gerstmann-Straussler-Scheinker Mensch  Keimbahnmutation im PrP-Gen
Syndrom (GSS)
Fatale Familidre Insomnie (FFI) Mensch  Keimbahnmutation im PrP-Gen
Kuru Mensch  Infektion durch rituellen
Kannibalismus
Scrapie Schaf, Infektion von genetisch
Ziege suszeptilen Tieren
Bovine Spongiforme Enzephalopathie Rind Infektion durch kontaminiertes
(BSE) Tiermehl
Feline Spongiforme Ezephalopathie Katze Infektion durch kontaminiertes
(FSE) Tiermehl
Transmissible Mink Enzephalopathie TME Infektion durch kontaminiertes
(TME) Tiermehl
Chronic Wasting Disease (CWD) Hirsch unbekannt
und Elch

Neben morphologischen Veranderungen treten bei der Erkrankung an TSE die schon
in Kap. 1.2 erwéhnten proteindsen Ablagerungen auf, die zu einem gewissen Anteil
amyloide Unterstrukturen besitzen (Jeffrey et al., 1997). Die Erkrankungen sind
gepragt durch eine lange, symptomlose Inkubationszeit, die von einem kurzen
Krankheitsverlauf gekennzeichnet sind. So kann auf eine mehrere Jahrzehnte
dauernde Inkubationszeit (bei menschlichen Varianten der Erkrankung) ein
Krankheitsverlauf von nur wenigen Monaten bis hin zu 2 Jahren folgen (Collinge et
al., 1994). Die gegeniber der Inkubationszeit kurze symptomatische Phase ist durch
Bewegungs-und Koordinationsstérungen (Ataxien) bis hin zu Demenzen gekenn-

zeichnet und verlauft stets todlich.
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1.3.1 Scrapie

.ocrapie“, auch bekannt als ,Traberkrankheit® wurde erstmals 1759 in einem
Lehrbuch (Leopold, 1759) beschrieben, und ist somit die am langsten bekannte TSE.
1898 wurde erstmals eine pathologische Veranderung des Gehirngewebes im
Zusammenhang mit dieser Krankheit festgestellt (Cassirer, 1898). Vermutete man
schon seit der Entdeckung der Krankheit ihren infektioésen Charakter, so konnte der
experimentelle Beweis dafir erst 1936 erbracht werden (Cuille & Chelle, 1936).

Da Scrapie-Erreger die ersten TSE-Erreger waren, die auf Maus (Chandler, 1965)
und Hamster (Kimberlin et al., 1975) als Modellsysteme fir die Erforschung der
Krankheit Ubertragbar waren, hatten sie fir die Wissenschaft eine besondere

Bedeutung.

1.3.2 Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE)

Die wohl bekannteste aller TSE ist die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE).
Diese TSE wurde zwischen 1985 und 1986 erstmalig in England als ,Bovine
Spongiforme  Enzephalopathie“ diagnostiziert. Durch die Ahnlichkeit des
neuropathologischen Bildes und vergleichbarer Proteinablagerungen in den
Gehirnen erkrankter Rinder (Hope et al., 1989; Wilesmith, 1988) wurde BSE als TSE
klassifiziert. Die in den Folgejahren aufgetretene Epidemie ist einzigartig in der
Geschichte der TSE, da bis heute 185.000 Rinder weltweit an BSE erkrankten
(O.1.E., 2007). Den grofiten Anteil von ca. 180.000 Fallen verzeichnete man davon in
GroRbritannien. In der Kernzeit der Epidemie (1992) wurden bis zu 36.000 Tiere in
einem Jahr positiv auf BSE getestet.

Als Hauptursache der epidemieartigen Verbreitung wird die Verfltterung von
Tiermehl an den Rinderbestand in Gro3britannien angesehen. Die Herstellung des
Tiermehls wurde Anfang der 70er Jahre umgestellt, und es wird angenommen, dass
dies zu einer unzureichenden Sterilisierung, bezogen auf den TSE-Erreger, flhrte, so
dass es bei Verfiutterung mdéglicherweise zur Infektion gekommen ist. Da das
Tiermehl sowohl Schlachtabfélle von Schafen als auch von Rindern enthielt, konnte
bisher nicht eindeutig geklart werden, ob Erreger des Schafes (Scrapie, vgl. Kap.
1.3.1) oder des Rindes Ursprung der Epidemie waren. Mittlerweile verzeichnet man

einen Rickgang an Neuerkrankungen von den oben erwdhnten 36.000 auf 100-200
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Féalle pro Jahr. Der Grund dafur scheint in dem Verbot der Verfitterung von Tier- und

Knochenmehl sowie breit angelegten BSE-Tests zu liegen.

1.3.3 Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD)

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, erstmals beschrieben von den beiden deutschen
Neurologen Creutzfeldt und Jakob im Jahre 1920, stellt die Hauptgruppe der
humanen TSE dar (Creutzfeldt, 1920; vgl. auch Tabelle 1.2). In 80-95 % der Falle
handelt es sich um die spontane Form der Krankheit (sCJD, vgl. Tab.1.2). Die
Inzidenz dieser sehr seltenen, neurologischen Erkrankung liegt bei einem Fall pro 1
Millionen Einwohner pro Jahr. Die spontane CJD zeichnet sich dadurch aus, dass
sie, wie viele spontane neurodegenerative Krankheiten, erst im hdéheren Alter (~65
Jahre) vermehrt auftritt (Collinge et al., 1994).

Neue Aufmerksamkeit auf CJD lenkte das Auftreten der ersten Falle einer varianten
CJD-Erkrankung (vCJD) wahrend und nach der Zeit der BSE-Epidemie, die bei
jingeren Patienten (< 45 Jahre) auftrat (Will et al., 1996). Nach Transmission von
BSE auf Primaten zeigten neuropathologischen Untersuchungen, dass diese
Lasionsmuster im Hirngewebe dieser Primaten denen von vCJD-Patienten mehr
adhnelten als denen von sCJD-Patienten (Lasmezas et al., 1996). Aufgrund dieser
Ergebnisse schlussfolgerte man, dass der Ursprung der vCJD-Infektionen im Verzehr
von kontaminierten Fleischprodukten liegen kdénnte. Analoge Infektionsversuche und
darauf folgende histopathologische Untersuchungen des Nervengewebes in den
korrespondierenden Tiermodellen zu bovinen und humanen TSE stitzen diese
Theorie (Hill et al., 1997; Bruce et al., 1997).
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1.4 Das Prion-Protein

1.4.1 Die Prion-Hypothese

Auf der Suche nach dem Scrapie-Erreger wurde die ungewdhnliche Natur des
infektidsen Agens schon 1966 durch T. Alper festgestellt (Alper et al., 1966). In
Strahlungsexperimenten, die jeden herkémmlichen und damals bekannten Erreger
aufgrund Nukleinsdure schadigender Wirkung inaktiviert hatten, konnte die
Infektiositat der Scrapie-Proben nicht vermindert werden. Hier kam erstmals die
Frage auf, ob der Erreger der Traberkrankheit sich ohne Nukleinsduren replizieren
kdénnte (Alper et al., 1967). Da diese Annahme aber einen Paradigmenwechsel in der
Biologie von Krankheitserregern zu Folge gehabt hatte, blieb diese Theorie lange
unbeachtet.

Systematische Untersuchungen und Aufreinigung der Infektiositat aus Hirnen
infizierter Hamster, durchgeftihrt durch die Arbeitsgruppe um S. B. Prusiner konnten
die frihen Ergebnisse von T. Alper bestatigen. Alle Methoden, die Nukleinsduren
inaktivieren und auf diese aufgereinigten Proben angewandt wurden, konnten die
Infektiositat nicht vermindern. Wurden aber proteindenaturiernde, also struktur-
auflésende Bedingungen gewahlt, so wurde auch gleichzeitig die Infektiositat
vermindert bzw. eliminiert (McKinley et al., 1981). Diese Ergebnisse veranlassten
Prusiner im Jahr 1982, einen neuen Erreger-Typ zu definieren. Er nannte den TSE-
Erreger ,proteinaceous infectious particle®, kurz Prion (Prusiner, 1982).

Fur die Charakterisierung eines Erregers ist es wichtig, ihn in ausreichend reiner
Form isolieren zu kénnen. Dabei machte man sich eine neben der Infektiositat
herausragende Eigenschaft, die partielle Resistenz gegeniber proteolytischer
Verdauung durch die Proteinase K, von Prionen zu Nutze (McKinley et al., 1983; s.
Abb. 1.3 A). Als Hauptbestandteil der infektiésen Proben konnte ein Protein
identifiziert werden (Prusiner et al., 1984). Teilsequenzierung und Klonierung des
Proteins und anschliellende DNA Vergleiche zeigten, dass alle untersuchten Spezies
dieses Protein codieren und exprimieren, unabhangig davon, ob sie die mit diesem
Erreger infiziert waren oder nicht (Bolton et al., 1988; Oesch et al., 1985).

Da der Term ,Prion” fur die infektidsen Praparate verwandt wurde, wurde das neu
entdeckte Protein, in Analogie zum Erreger, Prion-Protein (PrP) genannt. In

Kombination mit den bis dahin erfassten biophysikalischen Eigenschaften des
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Erregers und seiner zelluldaren Variante wurde die Prion-Hypothese formuliert. In
dieser Hypothese werden zwei strukturelle Isoformen des Prion-Proteins benannt.
Das wirtseigene Prion-Protein kommt demnach in einer nicht infektiésen, zelluldren
Form (,cellular isoform“ Prion-Protein: PrPC) vor und als Bestandteil des Erregers
zusatzlich in einer krankheitsassoziierten Scrapie-lsoform (,Scrapie Isoform“ des
Prion-Protein: PrP®°).

Systematische Untersuchungen an hochaufgereinigten Scrapie-Proben konnten
Nukleinsauren unter 20 nt (Kellings et al., 1992; Riesner et al., 1993; Kellings et al.,
1994; Safar et al., 2005) als Bestandteil des Erregers ausschlieRen. Aulierdem
konnte gezeigt werden, dass ,knockout® Mause, die dieses Protein nicht exprimieren,
Prionen nicht propagieren kénnen (Bueler et al., 1993). So wurde dann die Prion-
Hypothese Form formuliert. In dieser Formulierung ist das Prion-Protein in der
fehlgefalteten Form nicht nur notwendige, sondern auch ausreichende Bedingung flr
die Infektion eines Organismus. Einen ersten direkten Beweis der Prion-Hypothese
wurde von Legname et al. (2004) erbracht. In diesen Experimenten wurde nicht
infektidses rekombinantes Prion-Protein in eine fibrilldre Form Uberfuhrt und in
transgene Mause inokuliert. Diese Mause entwickelten neurologische Dysfunktionen
und replizierten den Erreger, was in weiteren Tierversuchspassagen gezeigt werden
konnte (s. Kap. 1.6).

1.4.2 Die zellulire Isoform des Prion-Proteins (PrP€)

Das zellulare Prion-Protein ist ein 33-35 kDa groRRes Glykoprotein, welches Uber
einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol(GPI)-Anker (Stahl et al., 1987) auf der
Oberflache von Zellmembranen verankert ist. Es ist in geringen Konzentrationen von
Detergenzien 18slich und zeigt in spektroskopischen Untersuchungen einen hohen
Anteil an a-helikaler Sekundéarstruktur (42 %) mit einem geringen Anteil von [3-
Faltblattern (3 %) (Pan et al., 1993; Riek et al., 1996; James et al., 1997; vgl. Abb.
1.2 und Tab. 1.3). Diese Untersuchungen sind ausschlieRlich an der globuléaren
Domane (Aminosauren: 121-231) des rekombinanten Prion-Proteins durchgefihrt
worden. Vorlaufige Untersuchungen (1d-NMR; Hornemann et al., 2004) an
zelluldren, eukaryotischen Prion-Proteinen, aufgereinigt aus Hirnen gesunder Rinder,
konnten die schon zuvor an rekombinanten Prion-Proteinen bestimmten Strukturen

bestatigen. Dies lasst die Vermutung zu, dass die posttranslationalen
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Glykosylierungen keine Auswirkung auf die Struktur haben. Da es fur die richtige
Faltung von PrP (im Gegensatz zu Enzymen) keinen Aktivitdts- oder Funktionstest
gibt, konnte bisher nicht bestatigt werden, ob die unter NMR-Spektroskopie
Bedingungen erhaltene Struktur (pH 4,5-5,5 und fehlende Membranverankerung)

wirklich mit der in vivo- Struktur von PrP° (ibereinstimmt.

A
=R m g -

(4]
Mol o
a

Abb.1.2: Struktur von PrP®

Primé&rstruktur (A)(mit den posttranslationalen Modifikationen; Dumpitak, 2003) und
Tertiarstruktur ermittelt aus NMR-Experimenten am rekombinanten PrP des
syrischen Hamsters (B) (James et al., 1997).

Wahrend seiner Biogenese wird PrPC kotranslational in das Lumen des Endo-
plasmatischen Retikulums sekretiert, was durch ein 22 Aminosduren lange N-
terminale Signalsequenz vermittelt wird. Als Signal fir das Anhangen des GPI-
Ankers dient eine C-terminale Sequenz von 23 Aminosduren. Beide Sequenz-
abschnitte werden nach erfolgreichem Transport und Modifikation vom Protein
abgespalten. Als letzte Modifikationen werden zwei N-verbundene Zuckerketten
angehangen, bevor das Protein an der Aulenseite von Plasmamembranen
présentiert wird (Harris, 2001; s. Abb. 1.2).
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Nach der Analyse der PrP-spezifischen mRNA in verschiedenen Gewebetypen fand
man die meisten Kopien in neuronalem Zellgewebe. Neuronen der Sauger besitzen
die gréRte Menge an PrP®. Aber auch in fast allen anderen Gewebetypen von
Saugetieren kommt das Protein, wenn auch in kleineren Mengen, vor (Kretzschmar
et al., 1986).

Immuno-histochemische und immuno-elektronenmikroskopische Studien zeigten,
dass PrPC in Hirnregionen meist in prasynaptischen Mikrodomanen lokalisiert ist
(Fournier et al., 2000). Wie die meisten GPI-verankerten Proteine, findet man PrPC in
sogenannten Lipid-,rafts“. Diese stellen Lipidmikrodomanen dar und sind reich an
Sphingolipiden und Cholesterol (Vey et al., 1996; Naslavsky et al., 1997).

Das Prion-Protein kommt, wie genetische Analysen zeigten, in allen untersuchten
Saugetieren vor. Erstaunlich ist die sehr hohe Sequenzhomologie zwischen den
Spezies von 85-97 %. Dies spricht fir eine hohe Sequenzkonservierung und
verstarkt die Annahme einer Relevanz in physiologischen Prozessen. Daher war es
umso erstaunlicher, dass die ersten PrP-defizienten M&use keinen letalen Phanotyp
sondern eine normale Entwicklung zeigten (Bueler et al., 1992).

In spateren Analysen mit spezifischen Verhaltenstests konnten Veranderungen des
zirkadianen Rhythmus bei PrP®-defizienten Tieren nachgewiesen werden (Tobler et
al., 1996). Dieser Befund kénnte einige Symptome menschlicher Prionerkrankungen
(FFI und sCJD) mit einem Verlust der Funktion des Prion-Proteins erkldren (Landolt
et al., 2006).

Es gibt auch Forschungsergebnisse zu weiteren mdgliche Funktionen des Prion-
Proteins. So konnte man zeigen, dass das Prion-Protein Uber mehrere sich
wiederholende Sequenzmuster (sog. Oktarepeats), die reich an Histidinen sind, sehr
effizient Kupfer binden kann (s. Abb. 1.2). Deshalb wurde vorgeschlagen, dass das
Prion-Protein an der Regulation des Kupferhaushaltes der Zelle mitwirkt (Brown et
al.,, 1997). Aber diese Ergebnisse der kupferbindenden Funktion in vivo (Brown,
2003) sind bisher umstritten (Waggoner et al., 2000). Desweiteren konnten dem PrP°€
auch Funktionen der Superoxiddismutasen (SOD) zugesprochen werden, welche
aber nur maximal auf 10-30 % der Aktivitdt von bisher gefundenen SODs kommen
(Brown et al., 1999).
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1.4.3 Die infektiose Isoform des Prion-Proteins

Da die Primérstrukturen von PrP® und PrPs° gleich sind, soll in diesem Kapitel
Uberwiegend auf die Sekundar- und Tertiarstruktur sowie auf die geadnderten
biochemischen Eigenschaften der infektiésen Isoform eingegangen werden.

Eine wichtige Eigenschaft des infektidsen Prion-Proteins ist die partielle Resistenz
gegen die proteolytische Verdauung durch Proteinase K (Prusiner et al., 1983;
McKinley et al. 1983). Dieser Unterschied zwischen den beiden Isoformen wurde
auch fur das erste experimentelle Protokoll benutzt, mit dem hochreine PrP%°-Isolate
hergestellt werden konnten. Nach dieser Aufreinigungsmethode isoliertes PrP¢ ist N-
terminal verkirzt und bildet kurze amyloide Fibrillen, die sogenannten ,Prion-rods*
(vgl. Abb. 1.4.A). Bei der Verkirzung des Prion-Proteins bis ungefahr zur
Aminoséaure 90 (orientiert an der Nomenklatur des Syrischen Goldhamsters) entsteht
ein 27-30 kDa grofies Fragment, welches auch PrP27-30 genannt wird.

Tab. 1.3: Gegeniiberstellung der Eigenschaften von PrP® und PrPS°

Eigenschaft PrP°¢ PrP%¢/ PrP27-30
Infektiositat Nicht infektits infektits
Sekundarstruktur B-Faltblatt: 3 % B-Faltblatt: 54 %
a-Helix: 42 % a-Helix: 21 %
random coil: 23 % random coil: 16 %
B-turn: 32 % B-turn: 9 %
Verdauung durch wird vollstdndig abgebaut  C-terminal resistent

Proteinase K
Loslichkeit [6slich in milden unléslich
Detergenzien

Aggregationszustand monomer oligomer

Vergleicht man nun die Strukturen von PrP® und PrP%°, so kann man die Bildung von
PrPS° als eine Konversion von einem vornehmlich a-helikalen Protein zu einem
unléslichen, B-Faltblatt-reichen Protein ansehen. PrP%¢ besitzt einen a-helikalen
Anteil von ca. 21 % und einen B-Faltblatt Anteil von 54 % (Pan et al., 1993; vgl. Tab.
1.3). Studien, die diese Umfaltung wieder umkehrten, zeigten, dass mit verminderter
B-Struktur und gesteigerter Léslichkeit auch die Infektiositat zuriickging (Riesner et
al., 1996).
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Die Unloslichkeit des PrP%s verhinderte bisher die atomare Strukturaufklarung der
infektiésen Isoform mit den Mitteln der Réntgenbeugung und NMR. Jedoch gelang es
ein Modell von PrP%¢ zu formulieren, welches auf computergestutzter Auswertung
von Elektronenmikroskopie-Daten (bei einer Auflésung von ~7A) basiert (Govaerts et
al.,, 2004; Wille et al., 2002). Die Daten wurden aus den vorher beschriebenen
infektiésen Praparationen erhoben. Darin finden sich mindestens zwei
ultrastrukturelle Spezies von PrP27-30: Die schon vorher beschriebenen ,prion-rods*
und 2-D-Kristalle (Abb. 1.3 A und B). Nach dem aus Kiristallaufnahmen
rekonstruiertem Strukturmodell, besteht eine kristalline Untereinheit aus einem PrPS°-
Trimer, dessen linksgangige B -Helices nach innen zeigen (Abb. 1.3 C und D). Durch
Stapelung der trimeren Untereinheiten, lasst sich auch ein Modell fir Prion-rods
(amyloide Fibrillen; s. Abb. 1.3 E) darstellen.

|IIII!
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"

Abb. 1.3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen und Strukturmodell von PrP
27-30

A: PrP 27-30-,rods“; B: PrP27-30 Kristalle (links) und ,rods“ (rechts); C:Modelle der
monomere Untereinheit des PrP27-30 Molekils und D: Trimere Einheitszelle des PrP

27-30 Kristalls; E: Fibrillenmodell (Abbildungen: A: Dr. H. Wille; B: Wille et al., 2002;
C-E: Govaerts et al.,2004).
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1.5 Modelle zur Replikation des Erregers

Im Gegensatz zu herkbmmlichen auf Nukleinsduren basierenden Erregern stellen
Prionen ein vollig neues Infektionsprinzip dar. Es mussten neue auf Protein-
konformationsdnderung basierte Modelle zur Replikation einer Proteinstruktur
formuliert werden. In dem von S.B. Prusiner formulierten ,protein-only“-Mechanismus
(Prusiner et al., 1990) repliziert der Erreger sich selbst, indem er andere Prion-
Proteine strukturell rekrutiert. Dies dul3ert sich in einer Amplifikation des Erregers, in
der das neu entstandene Prion wiederum autokatalytisch PrP® in PrPS¢ umwandeln
kann. Die ,Information“ fur diese Konversion liegt einzig und allein in der

dreidimensionalen Struktur des PrPCs.

Die fir diesen Vorgang formulierten Modelle miissen die verschiedenen Atiologien
der Prion-Erkrankungen ineinander vereinen kdénnen. So missen spontane,
genetisch bedingte und durch Infektion hervorgerufene Amplifikation des Erregers
berlcksichtigt werden. Ein Uber den Mechanismus hinausgehendes, quantitatives
Modell sollte auch die lange Inkubationszeit mit dem kurzen symptomatischen

Krankheitsverlauf erklaren kbnnen.

Im folgendem werden drei Replikationsmodelle vorgestellt: Das Modell der
.keiminduzierten Aggregation (Jarret & Lansbury, 1993; Come et al., 1993), das
.Heterodimermodell® (Cohen et al., 1994; Cohen & Prusiner, 1998) und das
.kooperative Prusiner-Modell“ (Eigen, 1996).

Das Modell der keiminduzierten Aggregation orientiert sich am Mechanismus der
linearen Kristallisation. Dieser Mechanismus stitzt sich dabei auf Vorstellungen, die
auch schon fir andere Amyloid-bildende Krankheiten und Prozesse formuliert
wurden. Dieses Modell geht davon aus, dass das Gleichgewicht der Initialreaktion
(Konversion von PrP® zu PrP®°) auf der Seite des PrP® liegt. Die ersten strukturellen
PrPSC-OIigomere sind noch instabil. Erst wenn die Intermediate zu einem stabilen
Nukleus gewachsen sind, ware der Zerfall der Aggregate langsamer als die
Neubildung und der Erreger kdnnte wachsen (s. Abb. 1.4 A). Die hiermit postulierte
erste stabile Zwischenstufe wirde die kleinste infektiose Einheit darstellen. Eine der
Konsequenzen dieses Modells wéare z. B., dass kein stabiles monomers Prpse

existieren kénnte.
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In der Betrachtung von Prusiner und Cohen (Cohen et al., 1994; Cohen et al., 1998)
wird neben der den beiden bekannten Isoformen von PrP (PrP€ und PrP°) eine
weitere eingefihrt: PrP*. Dieses PrP* stellt ein strukturell destabilisiertes Intermediat
dar, welches im Gleichgewicht mit PrP¢ steht, wobei dieses auf der Seite des PrP°®
liegt. PrP° wirde in diesem Modell nicht direkt mit der PrP®-Konformation
wechselwirken, sondern mit der intermedidren Struktur von PrP*. Dieser erste
Kontakt bildet dann ein Heterodimer (Heterodimermodell), welches durch die
konvertierende Eigenschaft von PrP%¢ in ein PrPS-Homodimer uberfilhrt werden
wirde. Die Dissoziation des Homodimers kdnnte dann neue Keime fir die weitere
Konversion freisetzen. Damit diese Konversion eintritt, muss das Gleichgewicht
zwischen PrP%¢ und PrP® auf der Seite des PrP° liegen, damit PrP*¢ seine
katalytische Wirkung entfalten kann.

Unter Berlcksichtigung des vorangegangenen Modells hat Eigen (Eigen, 1996)
berechnet, dass die lineare Betrachtung von Cohen und Prusiner, im spontanen Fall
der Krankheit, einen unglaublich langsamen Prozess zur Folge haben musste, um
die geringe Inzidenz (1 Fall/Millionen Einwohner) der spontanen Erkrankungen
erklaren zu kénnen. Um aber innerhalb der Lebenspanne eines Organismus im Falle
einer Infektion die Krankheit ausbilden zu kénnen, misste dann wiederum die
katalytische Wirkung von PrP5¢ extrem hoch sein. Daher schlug er einen
kooperativen autokatalytischen Mechanismus vor, in dem mehrere PrPS¢-Molekiile
auf eine Art und Weise die Konversion unterstiitzen, wie man ihn von allosterischen
Enzymen kennt. Der katalytische Effekt eines einzelnen PrPS°-Molekiils kdnnte dann
immer noch gering sein, da erst die kooperative Wirkung (Kooperatives Prusiner-
Modell) mehrerer Molekile die Konversion katalysieren kénnte.

In allen hier vorgestellten Modellen stellen die exogene Prionen (s. Abb. 1.4) im Fall
der Infektion die erste stabile PrPS°-Einheit dar und koénnen dann autokatalytisch

repliziert werden.
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spontane Konversion
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Abb. 1.4: Prion-Replikationsmodelle:

A: Modell der ,keiminduzierten Aggregation® (Jarrett et al., 1993); B: ,Heterodimer-
Modell“ (veréndert nach Cohen & Prusiner, 1998).

1.6 In vitro Konversion des Prion-Proteins

Seit der Formulierung der ,protein-only“ Hypothese, nach welcher der Erreger eine
strukturelle Isoform des PrPC darstellt, ist versucht worden, diese Struktur in vitro zu
rekonstituieren. Betrachtet man die Literatur genauer, so muss man zu dem Ergebnis
kommen, dass die einzigen Merkmale in der Prion-Biologie, die mit der Infektiositat
zweifellos korrelieren, Unléslichkeit und ein erhéhter Anteil von B-Strukturen sind.
Diese Merkmale konnten relativ schnell in vitro nachgestellt werden (Mehlhorn et al.,
1996), so war die Infektiositat der verschiedenen Anséatze nicht nachweisbar (Post et
al., 2000) bzw. wurden negative ausgefallene Infektiositdtsstudien nur selten
veroffentlicht (Leffers et al., 2005).

Die Rekonstitution der Infektiositat in vitro stellt den endgultigen Beweis der Prion-
Hypothese dar. In den letzten Jahren haben sich zwei Hauptstrategien zur
Generierung von de novo Infektiositdt entwickelt. Zum einen wurde versucht, die
Amplifikationswirkung eines PrP°°-Keims nachzustellen oder zum anderen die
Konversion von PrP° (oder rekombinantem PrP) zu PrP%¢ ohne Keim spontan

nachzustellen. Beide Strategien sollen im Folgenden naher betrachtet werden.

18



1. Einleitung

1.6.1 De novo Amplifikation von PrPS¢ durch natiirliche Prionen

In der Literatur finden sich einige, einander dhnelnde Protokolle, die die katalytische
Wirkung von natiirlichen Keimen auf Konversion von PrP® zu PrP5¢ahnlichen
Aggregaten nutzen (Saborio et al., 2001; Deleault et al., 2003). Nach der Konversion
wurde neu gebildetes PrP5¢ von PrP° aufgrund der erhdhten PK-Resistenz von Prpse
differenziert und immunologisch quantifiziert (Caughey et al., 1995). Da zuerst nur
die Resistenz gegen PK-Verdauung der neu gebildeten PrP-Isoform, nicht aber
deren Infektiositat, nachgewiesen wurde, bezeichnete man dieses Produkt auch als
resistentes PrP oder auch resPrP.

Erst eine Weiterentwicklung dieser Verfahren zu einer zyklischen Prozedur (,protein
misfolding cyclic amplification“ (PMCA); Saborio et al., 2001) durch die Soto-Gruppe
konnte zeigen, dass die neu gebildeten resPrP-Molekile selbst auch
Konversionspotential besitzen. Dazu wurden PrP®°-enthaltende Hirnhomogenate
infizierter Tiere mit Hirnhomogenaten gesunder Tiere inkubiert. Serielle
Amplifikations- und Verdinnungszyklen wurden angewandt, um eine hohe
Amplifikationseffizienz erzielen zu kénnen (Castilla et al., 2005b). Durch dieses
zyklisches Verfahren konnte dann rechnerisch ausgeschlossen werden, dass im
letzten Zyklus noch infektidses Startmaterial vorhanden ist. Tierversuche mit diesen
Proben zeigten dann die Generation von de novo Infektiositat (Castilla et al., 2005a).
Der Schwachpunkt dieser Methode ist allerdings, dass die ,Protein-only“-Hypothese
mit diesem Ansatz nicht zu beweisen ist, da die Generierung von de novo
Infektiositat innerhalb von Zellhomogenaten durchgefihrt wird, und somit alle
Zellbestandteile als essentielle Kofaktoren in Betracht gezogen werden missen.
Diesen Beweis kann nur ein vergleichbares System mit hoch aufgereinigten
Substanzen erbringen. Diese Ansatze zeigten weder die Amplifikationsraten des
PMCA-Systems, noch die generierte Infektiositat (Deleault et al., 2005; zur Ubersicht:
Supattapone, 2004).

1.6.2 Spontane in vitro Konversion

Mittlerweile sind viele Konversionssysteme, die rekombinante Prion-Proteine
(recPrP) in eine PrP%¢-ahnliche Konformation bringen konnten, veréffentlicht worden
(Jackson et al., 1999; Swietnicki et al., 2000; Lee et al., 2003). Diese Systeme stellen
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den spontanen Fall der Krankheit nach, da hier kein Keim zur Konversion
hinzugegeben wird. Die dabei entstandenen Aggregate erreichten einige, aber nicht
alle PrPSC-Eigenschaften. Da davon ausgegangen wird, dass die spontane Formation
von PrPS° zumindest eine partielle Strukturauflésung von PrP¢ bendtigt, wurden die
meisten Konversionsreaktionen mit Protein-denaturierenden Chemikalien (Post et al.,
1998; Jackson et al., 1999; Rezaei et al., 2002) oder auch physikalischen Methoden
wie z. B. hohen Druck katalysiert (Torrent et al., 2003).

Das erste und bisher einzig bekannte Konversionssystem, welches synthetische
Infektiositat erzeugen konnte, geht auf die Arbeiten von Baskakov et al. (Baskakov et
al., 2002) zurtck. In diesen Experimenten wurde rekombinantes murines Prion-
Protein der Sequenz 89-230 mit Hilfe von Harnstoff und Guanidinium Hydrochlorid
(GdnHCI) in eine fibrillare Form gebracht. Die so entstandenen Fibrillen zeigten dann
in transgenen Mausen, die nur das korrespondierende, verkirzte PrP-Fragment der
Sequenz 89-230 Uberexprimierten, einen sehr geringen Infektionstiter (Legname et
al., 2004; Legname et al., 2005). Mit diesem System konnte gezeigt werden, dass die
fibrilldre Erscheinungsform mit der generierten Infektiositat korreliert. Aber auch in
diesem Ansatz ist der endgultige und unanfechtbare Beweis der Prion-Hypothese
erst erbracht, wenn die so generierten Aggregate in der Lage sind, Wildtyp-Tiere mit

dem der naturlichen Infektiositat vergleichbaren Titer infizieren zu kénnen.

1.6.3 In vitro Konversion mit Natriumdodecylsulfat (SDS)

Auch in unserer Arbeitsgruppe ist ein in vitro Konversionssystem etabliert, welches
nun naher vorgestellt werden soll. Dieses Konversionssystem basiert auf dem
anionischen Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) (Riesner et al. 1996, Post et al.
1998). SDS stellte sich als Detergenz heraus, welches in geringer Konzentration die
Konformation des Prion-Proteins (PrP) verandert und sich chemisch gesehen
membranahnlich verhalt (Post et al., 1998). Auch von anderen Arbeitsgruppen
(Stefani et al., 2003) wird SDS heute als membranahnlich bezeichnet und zur
Strukturkonversion von Proteinen genutzt (Xiong et al., 2001).

Untersuchungen an rekombinantem PrP verschiedener Lange ergaben folgendes
Bild. Bei Variation der SDS-Konzentration zwischen 0,2 % und 0,005 % zeigt PrP

verschiedene reversible Konformationsibergdnge (s. Abb. 1.5). Die aggregierte
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Form von recPrP, die dieses System produziert, zeigt aber weder amyloide Fibrillen
noch Infektiositat (Post et al., 1998).

a-Dimer B-Oligomer
0.2 % SDS 0.06 % SDS 0.03 % SDS 0.005 % SDS
I6slich [6slich uniosliche Aggregate
dimer oligomer B-strukturiert
a-helikal B-strukturiert
—_ — —_—
®-00 — 4§ —
SDS SDS SDS

sinkende SDS-Konzentration

Abb. 1.5: In vitro Konversion mit SDS

Dargestellt sind die unter verschiedenen SDS Konzentrationen eingestellten Se-
kundarstrukturen mit dem daraus resultierendem Grad der Oligomerisierung.

In nachfolgenden Arbeiten konnte das SDS-System durch die Zugabe von NaCl
soweit modifiziert werden, dass amyloide Fibrillen aus solubilisierten PrP27-30
(solPrP27-30, Aminosauresequenz: 90-231) und naturlichem PrP® (SHaPrPC,
Aminosduresequenz: 23-231) entstehen (Leffers et al., 2005). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Zugabe von 250 mM NaCl, die Ausbildung amorpher Aggregate
verminderte und nun auch amyloide Fibrillen entstehen. In einer auf diesen
Erkenntnissen aufbauende Diplomarbeit (Stéhr, 2003) konnte dieses System zur
Ausbildung amyloider Fibrillen auf das rekombinante Prion-Protein der Sequenz 90-
231 (recSHaPrP(90-231)) Ubertragen werden. Um dies zu erreichen, musste fir jede
in dem System benutzte PrP-Form (s Abb. 1.6), eine bestimmte optimale SDS-
Konzentration gefunden werden. Inkubation dieser Ansdtze von mindestens fiinf
Wochen bei 37°C resultierte dann bei allen verwendeten Prion-Proteinen in der
Ausbildung fibrillarer Aggregate (Leffers et al., 2005; Stéhr 2003). In Abb. 1.6 kann
dies anhand der dort aufgelisteten Bedingungen fir die verschiedenen Prion-

Proteine nachvollzogen werden.
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Abb. 1.6: Modifiziertes SDS-Konversionssystem zur Ausbildung fibrilldrer

solPrP 27-30  rec PrP (90-231) PeP*

'a/R' OL/R' (o)
0. 01% SDS 0. 03% SDS 0.01% SDS
250mM NaCl 250mM NacCl 250mM NaCl
+ Lipids + Lipids

| —afs
r - 3 A E
I6slicher I6sliche Oligomere
Ubergangszustand

Inkubatlon bei
3G

Fibrillen amorphe Aggregate

Proteinaggregate von verschiedenen Prion-Proteinen
(Abb. nach Leffers et al., 2005)

Die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen fibrilldren Strukturen aus nattrlichem PrP
(solPrP27-30 und SHaPrP®) wurden im Tierversuch auf ihre Infektiositat hin
untersucht. Nach einer Inkubationszeit von 500 Tagen wurden diese Versuche ohne
ein eindeutiges Ergebnis abgebrochen. Vergleicht man diesen Ansatz mit dem von
Legname et al. (2004), so muss in Betracht gezogen werden, dass die inokulierte
Menge an fibrillaren Strukturen in den erfolgreichen Rekonstitutionsexperimenten

(Legname et al., 2004) um den Faktor 2000 héher als in denen von Leffers et al. war.

Auch unter der Annahme, dass die Infektiositat der in unserer Gruppe generierten
Fibrillen vergleichbar mit denen aus der Publikation von Legname et al. war, so

waren die durchgeflhrten Infektiositatstests aufgrund der geringen Menge an

inokulierten Fibrillen sehr wahrscheinlich negativ ausgefallen.
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1.7 Fragestellung

Aus den hier vorgestellten Vorarbeiten ergaben sich Ziele, die im Folgenden

aufgefuhrt werden:

1)

3.)

Aus den friheren Arbeiten war bekannt, dass nattrliches PrPC, aufgereinigt aus
den Gehirnen nicht infizierter Hamster, unter bestimmten Bedingungen (Abb. 1.6)
zu einem kleinen Teil (10-20 %) zu Fibrillen aggregiert. Dieses Material ist
allerdings nur in sehr geringen Mengen verfigbar und geht mit einen hohen
.Bedarf an Versuchstieren einher. Daher sollte dieses System auf das besser
verfligbare PrP® aus einer CHO-Zellkultur Ubertragen werden. Aufgrund der
natlrlichen posttranslationalen Modifikationen des PrP® aus einer eukaryotischen
CHO-Zellkultur ist dieses Protein dem natirlichen PrP® am ahnlichsten und bietet

das beste Substrat fir die Konversionsstudien.

Die aus der Konversionsreaktion erhaltenen Aggregate aus CHO-PrP® sollten im
Tierversuch auf ihre Infektiositat hin untersucht werden. In diesem Ansatz steht
im Vordergrund, die Ausbeute an Fibrillen zu steigern und somit die Menge an

fibrillaren Strukturen fir die Bioassays zu erhéhen.

Aufgrund der langsamen Konversionsreaktion des recSHaPrP(90-231) ist es
moglich, die I6slichen, aber metastabilen Intermediate in dem
Konversionssystem genauer zu charakterisieren. Die detaillierte Kenntnis der
Konversion von PrP hin zu amyloiden Fibrillen soll einen genaueren Einblick in
die ersten stabilen bzw. metastabilen Intermediate der Konversion geben. Dies

ist fir das Verstandnis der Konversion des Prion- Proteins essentiell.

Die auf diesem Weg generierten Fibrillen sollen genauer auf ihre biophy-
sikalischen Eigenschaften hin analysiert werden. Im Vordergrund steht die
Vergleichbarkeit der generierten Fibrillen mit denen der synthetischen Prionen
und Prp%°,
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien wurden bei den Ublichen Herstellern fir
Laborchemikalien bezogen und entsprechen, wenn nicht anders angegeben, dem
Reinheitsgrad ,pro analysi“. Zum Ansetzen von Lésungen wurde hochreines ,Milli-Q-
Wasser“, im Folgenden als HyOgeion. bezeichnet, verwendet. Dieses wurde von der
Hausanlage mit nachgeschaltetem Wasseraufarbeitungssystem (EPA Est. 41237-
MA-1; Millipore GmbH, Neu Isenburg) gefiltert. Alle angesetzten Lésungen wurden
durch 0,2 ym bzw. 0,45 pm oder fir die elektronenmikroskopisch genutzten

Lésungen 0,1 um Membranfilter (Schleicher und Schuell, Dassel) steril filtriert.

2.1 Haufig verwendete Puffer und Lé6sungen

10 % w/v Albumin, Bovine Fraktion V

(SIGMA ,BSA fraction V);

in 50 mM Tris Puffer, 0,9 % NaCl (pH 7)

50 mM TRIS Puffer + 0,9 % NaCL (TBS) (pH 7)

0,1 M Ammonium Acetat

0,01 M Ammmonium Acetat

2 % (w/w) Uranyl Acetat in H2Ogqeion.

2 % (w/w) Ammoniummolybdat in H2Ogeion.

HEPES (N- (2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2- ethansulfonséaure)

10 mM Na-HEPES/NaOH, pH 7.2

NaP; (Natriumphosphatpuffer)
100 mM NazHPO,4
100 mM NaH,PO4

wurde durch Titration auf den pH-Wert von 7,2 eingestellt.
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TBST (Tris Buffered Sodium Tween)
10 mM Tris/HCI pH 8,

150 mM NacCl
0,01 % Tween 20

0

NaAc (Natrium-Acetat-Puffer)

1 mM Na-Acetat/Essigséure pH 4,0

PBS (Phosphatpuffer)

0,2 g/l KCI

0,2 g/l KH2PO4

8 g/l NaCl

1,15 g/l Na2HPO4

PBS wurde von der Firma PAA Laboratories (Pasching, Osterreich) bezogen.

LB-Medium

10 g/l Trypton

10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl

LB-Medium wurde mit NaOH auf pH 7 eingestellt.

10 % SDS (wiv)

10 %iges SDS wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen

2.2 Verwendete Antikorper

Folgende Antikérper wurden uns von der Arbeitsgruppe Prusiner (UCSF, San

Francisco, USA) zur Verfiigung gestellt:

Antikorper Spezifitat Epitop im Prion | Verwendung
Protein

EST 123 Maus, Hamster 30-37 Immunogoldlabel
(EM)

R1 Maus, Hamster 225-231 Immunologischer
Proteinnachweis

R2 Maus, Hamster 225-231 Immunogoldlabel
(EM)
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2.3 Prion-Proteine

In dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen Prion-Proteinen gearbeitet (recPrP(90-
231) und CHO-PrP®). Obwohl alle PrP in dieser Arbeit die Sequenz des Hamster-
Prion-Proteins tragen, so sind verschieden lange und modifizierte Konstrukte
verwendet worden. Zum einen handelt es sich dabei um ein rekombinantes Konstrukt
(Sequenz des syrischen Goldhamsters 90-231; recPrP(90-231)), sowie um ein
eukaryotisch exprimiertes Prion-Protein der natirlichen Vollldnge (Sequenz 23-231;
CHO-PrP°).

2.3.2 CHO-PrP°

Transfizierte Chinesische Hamster Ovarien (CHO)-Zellen wurden von dem Labor von
S. B. Prusiner (UCSF, San Francisco, USA) zur Verfligung gestellt (Blochberger et
al. 1997). Die Aufarbeitung von PrP® aus CHO-Zellkulturen wurde in unserer
Arbeitsgruppe nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe von S. B. Prusiner optimiert
(Elfrink & Riesner, 2004). Der Vorteil dieses Systems liegt darin begriindet, dass
CHO-Zellen, als eukaryotisches System, in der Lage sind, das exprimierte PrP°®
posttranslational durch Verknlpfung des GPI-Ankers und der N-Glykosylierungen zu
modifizieren. Praparationen von CHO-PrP® wurden nach dem Protokoll von Dr. K.
Elfrink prapariert (Elfrink et al., 2007).

2.3.3 Expression und Aufreinigung rekombinanter Prion-Proteine

Fur die Expression von rekombinanten Prion-Proteinen wurde ein E. Coli Stamm
(BL21) verwendet, der das Prion Protein der Sequenz des PK-resistenten Kerns des
infektiosen Hamster-Prion-Protein exprimiert (vgl. Kap. 1.4.2, Aminosauren: 90-231).
Dieser Stamm enthélt das Plasmid zur Herstellung des gewiinschten Prion-Proteins.
Dariberhinaus beinhaltet dieser Stamm eine Uber das Plasmid vermittelte Ampicillin
Resistenz zur selektiven Aufzucht in einem Ampicillin haltigen LB-Medium. Da die
Expression des Prion-Proteins unter der Kontrolle eines Lac-Operons steht kann
dieser E. coli-Stamm Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)-induziert zur

Expression des Prion-Proteins angeregt werden.
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2.3.3.1 Expression rekombinanter Prion Proteine

Dabei wurde zuerst in einem kleineren Volumen LB-Medium (10-20 ml) tGber Nacht
eine Vorkultur aus den bei -70°C gelagerten Bakterienstocks bei 37°C zum
Wachstum gebracht. Mit dieser Kultur konnten dann die Expressionsanséatze (in LB-
Medium) angesetzt werden. Zu diesem Zweck wird 1 Volumenprozent des spéateren
Expressionsansatzes der Vorkultur zur Anzucht der Hauptkultur verwendet. Diese
Hauptkultur wird dann bis zu einer ODgpo von 0.7 wachsen gelassen. Erst bei dieser
Zelldichte wird die Expression mit Hilfen von 1 mM Isopropylthiogalactosid (IPTG)

induziert und das PrP fur weitere 5 Stunden bei 32°C exprimiert.

2.3.3.2 Aufreinigung rekombinanter Prion-Proteine

Bei der Expression unléslicher Proteine in E. Coli Stdmmen werden diese in Form
von dicht gepackten inclusion bodies in der Zelle abgelagert. Proteine in diesen
inclusion bodies sind nicht natirlich gefaltet und kénnen neben intra- auch
intermolekulare Disulfidbriicken bilden. Daher kann bei diesem Expressionsprodukt
nur ein vollkommen denaturierendes Aufreingungsprotokoll verwendet werden.
Dieses Protokoll ist nach Mehlhorn et al. (Mehlhorn et al., 1996) verandert worden.
Fur die erste Extraktion der PrP-haltigen inclusion bodies missen die Zellen
aufgeschlossen werden. Dies wurde bei diesem Protokoll mittels chemischer und
enzymatischer Lysis der Bakterienzellen vorgenommen. Dazu wurden in einem
ersten Schritt die Zellen bei 3000 rpm aus dem LB- Medium abzentrifugiert, so dass
ein festes Zellpellet entsteht. Zur weiteren Trennungen von |8slichen Proteinen und
LB-Medium Rickstdanden werden diese Zellen nochmals in 25 mM TrisHcl/5 mM
EDTA (pH 8) resuspendiert und in einem weiteren Schritt nochmals bei 3000 rpm
abzentrifugiert. Diese Zellen konnten nun bei -70°C zur weiteren Verwendung
gelagert werden.

Die Lysis der Zellen wird mit einer Kombination aus Lysozym, DNAse | und Triton X
100 (siehe Aufreinigungsschema Abb. 2.1) vollzogen. Alle unter Abb. 2.1
zusammengefassten Schritte, dienen zur Praparation der unléslichen inclusion
bodies. Wie vorher schon beschrieben liegen die Prion-Proteine in den inclusion
bodies teilweise vernetzt und in unléslicher Form vor. Um sie fur weitere
chromatographische Schritte vorzubereiten, muissen diese Proteine solubilisiert

werden. Zur Auflésung der Struktur der inclusion bodies missen reduzierende und
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solubilisierende Bedingungen geschaffen werden. Das geschieht mit

einer

Kombination aus 8 M Guanidinium Hydrochlorid (GdnHCI) und dem Reduktionsmittel

Dithiothreitol (100 mM). Somit kann nach dieser Solubilisierung und einem weiteren

Zentrifugation (30.000g fur 30 min) gewahrleitet werden, dass die gelésten Proteine

im Uberstand als monomeres Protein und ohne intra- und intermolekularen

Disulfidbriicken vorliegen (diese kdnnen wieder bei -70°C gelagert werden).

[ Zellen nach Expression bei 3000rpm abzentrifugieren
[ 1g Pellet in 10 ml (25mM TrisHcl/5 mM EDTA / ph 8) resuspendieren
4 Lysis der Zellen

1.)auf 100 pg/ml Lysozym einstellen

2.)Zugabe von 1% Triton X 100 ( anschliessend 30 min bei 37° C inkubieren)
3.)Zugabe von 15mM MgCl

4.)Zugabe von 15 ug/ul DNAse | ( anschliessend 30 min bei 37° C inkubieren)
5.)5x 1 min Utraschall bei 4°C

6.)weitere 30 min bei 37°C Inkubation

N

¥
Pelletieren der unl6slichen Bestandteile bei 30000g fir 30 min
L
Resuspendierung des Pellets in 25 mM Tris/HCI/ 5mM EDTA (pH 8)

¥

[ Abschliessende Zentrifugation bei 30.000 g fur 1h
¥

[ Dieses Pellet enthalt die unldslichen inclusion bodies

Abb. 2.1.: Schematischer Ablauf der Praparation von ,inclusion bodies“ aus E.

Coli-Zellen
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Die weitere Aufreinigung erfolgt Gber zwei chromatographische Saulen-Systeme.
Zuerst wird das solubilisierte Protein durch eine Gréllenausschluss Chromatographie
(,size exclusion chromatography“; SEC) nach Molekulargewicht und in einem
weiteren Schritt, der ,reversed-phase-high-pressure-liquid-chromatography“ (RP-

HPLC), nach Hydrophobizitat aufgetrennt.
Die SEC-Saule (Amersham Bioscience, XK26/60“Prep-Grade®, Saulenmaterial

Superdex 200), angeschlossen an ein ,Akta-Prime“(Amersham Bioscience)-FPLC
(,fast performance liquid chromatography®; Flussrate: 4,4 ml/min)-System wird vor
der Auftrennung des Protein-Solubilisats mit 350 ml (= 1 S&ulenvolumen (CV)) 10
mM NaPi-Puffer (pH 7,2; 0,45 pm steril filtriert) und mit 700 ml (2CV) 6 M GndHCI
(12,5 mM Tris/HCI, pH 8; 0,45 pm steril filtriert) equilibriert. Danach wird das
Solubilisat (0,45um steril filtriert) Uber das Injektionsventil auf die Chromatographie-
Saule gegeben und mit 6 M GndHCI (12,5 mM Tris/HCI, pH 8) als Laufpuffer der
Grole nach aufgetrennt. Die verschiedenen Fraktionen wurden mit einer SDS-PAGE
und nachfolgenden Western-Blot charakterisiert und recPrP enthaltende Fraktion zur

weiteren Aufreinigung mittels RP-HPLC vereinigt.

Da vor der SEC die Proteine vollkommen reduziert, d.h. ohne intakte Disulfidbriicke,
vorlagen muss diese nun vor der RP-HPLC wieder geschlossen werden. Dies wird in
einer 24 stindigen Inkubation des Eluates mit 1 mM Gluthathiol (oxidierte Form)
erreicht. FUr die Aufreinigung mittels RP-HPLC nutzt man die verschiedenen
Hydrophobizitdten der zu trennenden Substanzen, wobei bei der reversed-phase-
chromatographie die mobile Phase (Laufpuffer) polarer als die stationare Phase
(hier: C4-Saulenmaterial) ist. Die unpolare C4-Séaule besitzt ein Kohlenstoffgehalt von
2 % und ist speziell fir die Trennung von hydrophoben Biomolekilen, wie z. B.
Membranproteinen entwickelt worden. Als mobile Phase wird ein Gradient zwischen
Acetonitril (ACN) und H2Ogeion. €ingesetzt. Dabei ist von Bedeutung, dass sich die
Polaritdt im Verlauf des Gradienten andert. Die Elutionskraft des Gradienten hangt
von der Polaritat des Lésungsmittels ab, um so unpolarer die mobile Phase ist desto
héher ist die Elutionskraft. Den Anfang des Gradienten bildet zunachst 100 %
H2Ogeion. Mit einer Polaritdt von >1,11 [EO,e0]. Nach 10 min wird mit Acetonitril ein
Gradient gegentiber dem HyOgeion. aufgebaut. ACN besitzt eine Polaritat von 0,65
[EO, €0]. So wird durch einen steigenden ACN-Anteil eine sinkende Polaritdt im
Gradienten verursacht, der zu einer erhdhten Elution fihrt. Dadurch werden die in

der aufgetragenen Probe enthaltenden Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen
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Hydrophobizitdten aufgetrennt. Typischerweise verteilt sich das rekombinante
Protein auf zwei verschiedenen Peaks, die zu unterschiedlichen Zeiten eluieren und
somit auch eine unterschiedliche Hydrophobizitadt besitzen. Der hydrohobere,
spatere, Peak beinhaltet die reduzierte Form des recPrP(90-231). Somit ist
gewabhrleistet, dass die reduzierte und oxidierte Form des recPrP getrennt
voneinander aufgereinigt werden kénnen. Danach wird unter Vakuum die oxidierte

Form des recPrPs lyophilisiert und kann so bei -70°C gelagert werden.

2.3.4 De- und Renaturierung des Protein-Lyophilisates

Um die benétigten Versuchsbedingungen, vergleichbare Ausgangsstruktur und
Puffer Bedingungen zu gewahrleisten, wurde das Lyophilisat, welches neben dem
Protein auch Acetonitril und Trifluoressigsaure (TFA; 0,01 %) enthielt, denaturiert und
wieder renaturiert. Hierbei wurde gleichzeitig ein Pufferwechsel zu 1 mM NaAc pH
4,0 durchgefuhrt. Das Aufreinigungsprotokoll entspricht einer Modifizierung des
Protokolls von Mehlhorn und Kollegen (Mehlhorn et al. 1996), welches auf die Mess-
voraussetzungen hin optimiert wurde (Jansen, 1998). Ca. 1 mg des Lyophilisats
wurde in 200 pl H2Ogeion. gelést. Um die Konzentration zu bestimmen, wurde eine
1:100-Verdinnung in H2Og4eion. hergestellt und die Absorption bei 280 nm gemessen
(€280nm= 2,472 fur rPrP(90-231)). Nachfolgend wurde die Proteinlésung auf 5 mg/ml
eingestellt. Zur vollstdndigen Denaturierung des Proteins wurde das Vierfache
Volumen 8 M GdnHCI (Endkonzentration ca. 6 M) zugegeben und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Renaturierung erfolgte durch schnelles Verdiinnen
der Lésung mit 25 mM Tris/5 mM EDTA pH 8 zu einer 1:10-Verdinnung.
Anschlie®end wurde die Proteinldsung in Centricon-Zentrifugen-Filtereinheiten mit
einem Ausschlussvolumen von 10 kDa (Amicon Inc., Beverly, USA) aufkonzentriert.
Das Aufkonzentrieren erfolgte durch Zentrifugation mit 7500 x g im GA10 Rotor
(Beckman, Palo Alto, USA). Die Centricon-Filtereinheiten wurden so lange
zentrifugiert, bis die Proteinlésung auf ein Volumen von ca. 40 ul (Endpunkt-Volumen
der Filtereinheit) eingeengt war. Dann erfolgte ein Pufferwechsel, indem man das
Konzentrat dreimal mit 2 ml NaAc pH 4,0 auffillte und jeweils bis zum Endpunkt-
Volumen aufkonzentrierte. Von dem Konzentrat wurde die Konzentration bestimmt
(s. Kap. 2.4), dann aliquotiert und bei —70° C gelagert und fir die Versuche

eingesetzt.
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Typischerweise wurden die PrP-Lésung durch Einstellung der Lésungen auf 0,2 %

SDS/10 mM HEPES pH 7,2 und einer Proteinkonzentration von 2 mg/ml eingestellt.

2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

2.4.1 Absorptionsmessung

Die Konzentration von Proteinldsungen kann lber die Absorption auf zwei Arten
bestimmt werden. Einmal wurden die Lésungen im Spekralphotometer bei 280 nm
gemessen und die Konzentration Uber den Extinktionskoeffizienten von €2g0nm=
2,4724 far rPrP (90-231) (Mehlhorn et al., 1996) mit Hilfe des Lambert-Beerschen-
Gesetztes bestimmt. Hierbei wird die Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm
der Aminosauren Tryptophan und Tyrosin genutzt. Zur Messung wurde das
Spektralphotometer DU 640 (Beckman, Palo Alto, USA) verwendet.

2.4.2 Micro BCA™-Test

Die Proteinkonzentrationsbestimmung mit Hilfe des Micro BCA™.-Testes (Pierce,
Rockford, llinois, USA) beruht auf einer quantitativen kolorimetrischen Methode. In
alkalischer Umgebung reduzieren Proteine Cu?* zu Cu'*. Zwei BCA-Molekiile bilden
dann mit Cu' einen Chelatkomplex, der bei einer Wellenldnge von 562 nm
absorbiert. Eine 1:1 Mischung aus Proteinlésung und Reaktionslésung wird zunachst
fir eine Stunde bei 60° C inkubiert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird die
Absorption bei 562 nm gemessen. Um die Proteinkonzentration zu bestimmen,
erstellt man mit einer BSA-Verdinnungsreihe eine Eichgerade und liest daran die
Konzentration der unbekannten Proteinlésung ab.

Lésungen:

Micro BCA™ Reagenz A: Natriumcarbonat, Natriumdicarbonat, Natriumtatrat, 0,2 N
NaOH

Micro BCA™ Reagenz B: 4 %ige Bichinchonin-S&ure (BCA)

Micro BCA™ Reagenz C: 4 %ige Kupfersaure in Penthahydratwasser
Albuminstandard: 2 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA) in 0,9 %iger Kochsalzlésung,
0,05 % Natriumazid
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Reaktionslésung: 25 Teile Micro BCA™ Reagenz A,
24 Teile Micro BCA™ Reagenz B,

1 Teil Micro BCA™ Reagenz C

2. 5 Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie
2.5.1 Prinzip des Zirkulardichroismus

Beim ZirKulardichroismus (CD) wird die Wechselwirkung von optisch aktiven
Substanzen mit circular polarisietem Licht ausgenutzt. Hat eine Substanz

verschiedene Extinktionskoeffizienten fir links- und rechtszirkular polarisiertes Licht,
so ist ein CD-Effekt messbar. Der Unterschied L R AE = €_-&r ist die eigentliche

Messgrofie. Es wird aber meist die Elliptizitat () (s. Gl. 2.1) angegeben.

180
a(n) =ln10xﬁx (EL-ER) xcxd
mit  d: Schichtdicke
c: Konzentration

€.: Extinktionskoeffizient der linkszirkularpolarisierten Komponente

€r : Extinktionskoeffizient der rechtszirkularpolarisierten Komponente

Gl. 2.1: Berechnung der Elliptizitat

Die Abhangigkeit der Elliptizitdt von der Wellenldnge des Lichtes ergibt das CD-
Spektrum. Bei der UV-CD-Spektroskopie von Proteinen im fernen UV-Bereich wird
der CD-Effekt durch die asymmetrische Sekundarstruktur verursacht. Typische
Proteinsekundarstrukturelemente bilden jeweils charakteristische CD-Spektren aus
(s. Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: CD-Spektren typischer Sekundarstrukturelemente
Gezeigt werden a-helikale-, B-Faltblatt und ,random-coil“- Beispielsspektren (nach
Greenfield & Fasman et al., 1969).

2.5.2 Messung des Zirkulardichroismus

Die CD-Spektren wurden mit einem Spektralpolarimeter J-715 (Jascoe Labor- und
Datentechnik GmbH, GroR3-Umstadt) aufgenommen, welches zu Beginn jeder
Messreihe mit Ammonium-d-Campher-10-Sulfat geeicht wurde. Bei der Verwendung
von Mikroklvetten (Helma, Mullheim) reichten 150 ul als minimales Probenvolumen
mit einer Proteinkonzentration von 100-150 ng/ul. Die Spektren wurden mit einer
Aufnahmegeschwindigkeit von 50 nm/min und einer Auflésung von 1 nm bei
Raumtemperatur im Bereich von 195-260 nm aufgenommen. In Kivetten mit einem
kirzeren Lichtweg ist die Messung bis hin zum fernen UV-Spektrum mdglich. In
MikrokUvetten waren Messungen nur bis 195 nm auswertbar, da hier die Absorption
des NaCl die Messung zu tieferen Wellenldngen (< 195 nm) verhinderte. Es wurden
jeweils 10 Spektren pro Probe aufgenommen und gemittelt. Jede Messung wurde
gegen das entsprechende Pufferspektrum korrigiert. Wahrend der Messungen wurde
die Probekammer mit Stickstoff gespilt um die Ozonproduktion im Messraum zu

vermindern.
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2.6 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe einer denaturierenden, diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli
(1970) kénnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989) in einer Hoefer
SE 600 Gelelektrophoresekammer von Pharma Biotech (San Fransisco, USA) mit
vertikalen Plattengelen. Zunachst wurde ein 15 %iges Trenngel gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol
abgegossen und ein 5 %iges Sammelgel auf das Trenngel geschichtet. Die Proben
wurden 1:4 mit SDS-PAGE-Auftragspuffer (4x) gemischt und 10 Minuten bei 95 °C
inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte fir 30 Minuten bei 180 V und dann fur zwei bis
drei Stunden bei 300 V oder alternativ bei 30 V Uber Nacht. Zur
Molekulargewichtsbestimmung  der  aufgetrennten Proteine  wurde ein

Proteinstandard aufgetragen.

Acrylamid-Stammlésung (30 : 0,8)

30 % Acrylamid

0,8 % N,N’- Methylenbisacrylamid

Die Lésung wurde fiir mindestens 30 Minuten mit Amberlite MB3 gerlhrt, um die freie
Acrylsaure zu binden, und anschlie3end filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

10 x Gelelektrophoresepuffer nach Laemmli

0,25 M Tris/HCI pH 8,3

1,9 M Glycin

Bei der Elektrophorese wurde eine 1:10-Verdlinnung eingesetzt, der anschliel3end

SDS bis zu einer Endkonzentration von 0,1 % zugesetzt wurde.

Trenngel

380 mM Tris/HCI, pH 8,8

15 % Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,8)

0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat)

0,1 % TEMED (N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin)
0,1 % APS (Ammoniumperoxodisulfat)
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Sammelgel

124 mM 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

5 % Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,8)

0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat)

0,1 % TEMED (N,N,N",N'-Tetramethylethylendiamin)
0,1 % APS (Ammoniumperoxodisulfat)

2.7 Semi-Dry-Western-Blot

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine nach dem Semi Dry-
Western-Blot-Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran (Millipore
GmbH, Neu Isenburg, Deutschland) mit einer Porengréf3e von 0,45 um Ubertragen
werden. Dazu wurde das Gel zuvor 15 min in 1 x Ld&mmli- Puffer gewaschen. Die
PVDF-Membran wurde zur Aktivierung in Ethanol getrankt und anschlie3end
zusammen mit sechs Chromatographiepapieren (Whatman 3 MM Chr) ebenfalls in 1
x Lammli-Puffer geschwenkt. Der Aufbau in der Semi-Dry Electrophoresis Transfer
Cell (Biorad, Minchen, Deutschland) wurde wie folgt vorgenommen: ,Anode“-3x
Whatman, PVDF-Membran, Gel, 3x Whatman-,Kathode“. Der Transfer erfolgte fir
50min bei 1,5 mA/cm? und maximal 25 V. Die Detektion erfolgte durch einen

immunologischen Proteinnachweis (s. Kap. 2.8).

2.8 Immunologischer Proteinnachweis

Zunachst wurden freie Bindeplatze fur Proteine auf der Membran durch Schwenken
der Membran in 5 % Milchpulver (Frema-Reform, DE-VAU-GE, LUneburg) in TBST-
Puffer fur eine Stunde (optional U. N.) blockiert. Die geblottete Membran wurde dann
kurz mit TBST-Puffer gewaschen. Fir den spezifischen Proteinnachweis wurden
primare Antikérper (AK) in einer Verdiinnung von 1:10000 in TBST-Puffer verwendet.
Die Membran wurde zwei Stunden (optional . N. bei 4°C) in Primarantikérper-
Lésung bei Raumtemperatur geschittelt. Dann wurde zwei mal zehn Minuten mit
TBST-Puffer gewaschen, um ungebundenen Erstantikérper zu entfernen. Danach
wurde Zweitantikérper-Lésung (,Goat-anti-Human®, Jackson Immunoresearch, USA)

fir ein bis zwei Stunden auf die Membran gegeben und bei Raumtemperatur
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geschuttelt. Daraufhin erfolgte dreimaliges Waschen mit TBST-Puffer fir je zehn
Minuten, um die Membran von ungebundenem Zweitantikérper zu befreien.

Der Nachweis erfolgte durch eine Chemolumineszenzreaktion. Hierzu wurde die
Membran fur eine Minute mit dem ECL-Detektions-Reagenz (Amersham,
Buckinghamshire, GB) benetzt. Hierbei wird eine Peroxidase-katalysierte Oxidation
von Luminol im alkalischen Medium induziert. Luminol zeigt bei alkalischer Oxidation
mit H,O eine starke Lumineszenz. Die Lumineszenz wurde bei einer Expositionszeit
von 20 Sekunden bis zehn Minuten mit Réntgenfilmen (Kodak-X-OMATTM, Sigma,
St. Louis, USA) detektiert.

2.9 Proteolyse mittels Proteinase K

Zur Bestimmung des Proteinas K (Boehringer Mannheim GmbH) resistenten Anteils
der generierten Aggregate wurden die Proben auf folgende, fiir die Proteolyse mittels
Proteinase K optimierten, Puffer- und Salzbedingungen eingestellt:

50 mM Tris HCI pH 8,0

100 mM NaCl

2,5mM EDTA

FUr einen Proteolyse Ansatz wurde nach der Konversionsreaktion je 3 ug des
Ansatzes mit den angegebenen Mengen von Proteinase K versetzt (w/w).

Durch die Zugabe der Proteinase K (PK) in dem jeweils angegebenen
Konzentrationsverhaltnis wurde die Proteolyse initiiert. Die Inkubation erfolgte bei
37°C und Uber die Dauer von einer Stunde. Die Proteolyse wurde durch die Zugabe
von Auftragspuffer (und einer Zugabe von 2M Harnstoff (Endkonzentration)) und
anschlieBendem Erhitzen auf 95°C fir mindestens 10 Minuten gestoppt. Die
Detektion der Proteinase K-resistenten Abschnitte wurde mittels SDS-PAGE und

anschlieRendem Western-Blot detektiert.
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2.10 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Der Elektronenstrahl wird durch eine stromdurchflossene und dadurch aufgeheizte,
haarnadelférmig gebaute Kathode erzeugt und durch eine an eine Anode angelegte
Hochspannung abgesaugt. Diese Beschleunigungsspannung betragt typischerweise
50-400 kV. Je hoéher sie ist, desto geringer ist die Wellenldnge der
Elektronenstrahlung und desto héher das Auflésungsvermégen. Allerdings wird die
Auflédsung in der Elektronenmikroskopie weniger durch diesen Faktor als vielmehr
durch die Qualitét der Linsensysteme, vor allem aber durch die Herstellungstechnik
des Praparats begrenzt. Moderne Gerate erreichen Auflésungen von 0,2-0,3 nm, bei
biologischen Objekten sind aber nur selten Auflésungen unter 2 nm (bzw. 1 nm) zu
erreichen. Die forderliche VergréRerung liegt damit in der GréRenordnung von
maximal 200.000x. Der beschleunigte Elektronenstrahl tritt durch eine Bohrung am
Boden der Anode hindurch, sein Weg kann nunmehr analog dem eines Lichtstrahls
im  Lichtmikroskop verfolgt werden. Die Linsensysteme bestehen aus
stromdurchflossenen Spulen, die um sich herum ein elektromagnetisches Feld
erzeugen. Der Strahl wird als erstes durch einen Kondensor gebiindelt. Er tritt dann
durch das Objekt hindurch, an dem er partiell abgelenkt wird. Der Grad der
Ablenkung hangt von der Elektronendichte der Atome im Praparat ab. Je hdher
deren Atommasse ist, desto stérker ist die Ablenkung. Da biologische Objekte zum
Uberwiegenden Teil aus Atomen niedriger Ordnungszahlen (C, H, N, O) bestehen,
erzeugen sie einen nur geringen Kontrast. Die Praparate missen daher in der Regel
durch spezielle Kontrastmittel (Schwermetallsalze, z. B. Ammoniummolybdat oder
Uranylacetat bzw. Phosphorwolframsdure) behandelt werden, damit ein
ausreichender Kontrast entsteht. Sie durfen zudem nicht viel dicker als 100 nm sein,
denn durch Elektronenabsorption wird die Temperatur erhéht. Die wiederum kann
zur Zerstérung des Objekts fuhren. Nach Durchtritt durch das Objekt werden die
gestreuten Elektronen von einem Objektiv gesammelt; es entsteht dadurch ein
Zwischenbild, das anschlieRend durch ein weiteres Linsensystem (hier Projektiv
genannt) nachvergroflert wird. Das dabei entstehende Bild wird auf einem
fluoreszierenden Schirm sichtbar gemacht und kann auf einem photographischen
Film oder mittels angeschlossenen CCD (Charge-Coupled-Device)-Kamera
dokumentiert werden. Der Schwarzungsgrad (Grauschattierungen) spiegelt die

Elektronendichte (= Atommassenunterschiede) im durchstrahlten Praparat wieder.
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Die dieser Arbeit zugrundeliegenden EM-Aufnahmen wurden mit einem Zeiss EM
910 und einem Philips-Tecnai (G-Serie)-Transmissionselektronenmikroskop auf-

genommen.

2.10.1 Auftragung der Probe auf die préaparierten Netze und Negativ-
Kontrastierung

Wie unter 2.10 erwahnt bestehen Proteine hauptsachlich aus Atomen mit einer
geringen Elektronendichte. Dies hat zur Folge, dass der vom TEM emittierte
Elektronenstrahl fast ungehindert durch das Protein treten wiirde und es zu fast

keiner Abbildung kommen wiurde.

Deshalb ist bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Proteinaggregaten
das Verfahren der Negativkontrastierung von groRem Nutzen. Es lagern sich die
Schwermetallionen an die eigentlichen Strukturen an. Im Elektronenmikroskop ist
demnach nicht die Aggregatstruktur selbst, sondern deren Umgebung durch hohen

Kontrast gekennzeichnet.

Die zur Elektronenmikroskopie verwendeten Nickel-Netze (200 Mesh, Nickelnetze
mit Formvar und Kohle beschichtet, PLANO GmbH; Wetzlar) missen vor ihrer
Verwendung noch zur besseren Benetzung behandelt werden. Die kolloidiale
Kohleschicht verliert schnell nach der Aufbringung ihre Ladung und ist somit
hydrophob. Die Adsorbtionseffizienz und die Qualitdt der Farbung sind von den
Ladungseigenschaften der Tragerfilmoberfliche abhéngig. Zur besseren Benetzung
mit der Probe, was gleichzeitig einer homogeneren Verteilung auf dem Netz
entspricht, mussen diese Netzoberflichen wieder an Hydrophilitdt gewinnen. Die
Netzchen (mit Tragerfiimen) werden deshalb vor der Adsorbtion der Probe einer
Glimmentladung ausgesetzt. Dabei wird in einer Vakuumkammer bei einem
Partialdruck von ca. 0,01 mBar zwischen zwei Elektroden eine Wechselspannung
angelegt (60 sec.). Dadurch werden die Restmolekile in der Kammer ionisiert. Diese
Radikale induzieren in der oberen Kohleschicht eine Ladung, die sie fir kurze Zeit an
der Luft hydrophil werden lasst. So behandelte Netze sollten mdglichst bald
(innerhalb einer Stunde) verwendet werden, da die Ladung exponentiell wieder

abnimmt.
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Zur Probenauftragung werden 5-10 pl einer Probe auf ein Netz aufgebracht und 1-5
Minuten zur Adsorption auf dem Netz inkubiert. Die Inkubationszeit variiert mit der
Proteinkonzentration und stellt einen persénlichen Erfahrungswert dar. Hierbei sollte
eine ausgewogene Inkubationszeit verwendet werden, in der geniigend Protein, aber
so wenig wie mdglich Artefakte auf das Netz gelangen. Die Flissigkeit wird dabei
nicht vom Netz abgesogen, sondern erst einmal mit 0,1 M Ammoniumacetat (NH3sAc)
und 0,01 M NHsAc gewaschen um mdgliche negative Wechselwirkungen des
Probenpuffers mit dem Kontrastmittel zu vermeiden. Danach werden die Proben mit
dem eigentlichen Negativkontrast versehen. Dies wurde in dieser Arbeit
ausschlieB3lich mit dem Salz Ammoniummolybdat (2 % w/v jeweils frisch steril filtriert)
durchgefuhrt. Dazu wurde das Netz zweimal (mit adsorbierter Probe) fur einige
Sekunden mit dem Kontrastmittel behandelt. AnschlieBend musste die noch
verbleibende Feuchtigkeit mit einem Filterpapier abgezogen werden um den
Féarbeprozess zu stoppen.

Danach kénnen die Tragernetze mit den Proben in sogenannten ,Gridboxen®

verwahrt werden. Diese Proben haben dann eine Haltbarkeit von ca. einem Jahr.

2.10.2 Immunogoldmarkierung von Proteinaggregaten

Um Proteine innerhalb einer méglichen Mischung aus verschiedenen Proteinen in
der Elektronenmikroskopie identifizieren oder gleichférmige Aggregate aus
verschiedenen Proteinen auseinander halten zu kdnnen werden diese Probe der
Immunogoldmarkierung unterzogen. Hierzu werden Proteine (oder deren Aggregate)
mit den entsprechenden Primar-Antikérpern markiert. Dieser Antikérper kann dann
durch ein System von spezifischen Sekundadr- und mit kolloidialem Gold (5nm
Durchmesser) gekoppelten Tertidrantikbrper  markiert  werden. Dieser
Tertidrantikdrper kann universeller verwendet werden, da die Spezifitat durch den
Sekundar- und Primarantikérper vermittelt wird. Daher kdénnen verschiedenen
Kombinationen aus Sekundar und Primarantikérper verwendet werden, ohne dass
der mit Gold markierte Antikérper gewechselt werden muss.

Danach tragt das markierte Aggregat neben dem negativen Kontrast auch noch
einen Antikdrper mit Goldpartikel. Da das Gold eine hohe Elektronendichte aufweist
wird es spater in der mikroskopischen Betrachtung als schwarzer Punkt

wahrgenommen und markiert somit das Aggregat.
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Zuerst einmal missen dazu die Proben auf das Netz aufgebracht werden. Dies
geschieht nach der unter 2.10.1 beschriebenen Methode. Da in diesem Fall aber das
Trégernetz einer langeren Behandlung unterzogen wird, wurde die Adsorptionszeit
auf mindestens 5 Minuten erhéht um Materialverluste der eigentlichen Probe bei der
nachfolgenden Behandlung durch eine gesteigerte Adsorption auszugleichen. Auch
wird der Farbeschritt erst am Ende des Prozesses durchgefluhrt.

FUr die nachfolgenden Schritte wird das Nickelnetz mit der adsorbierten Probe auf
einem jeweils 50 yl umfassenden Tropfen flottieren/inkubieren gelassen. Dabei halt
die Oberflachenspannung der Tropfen die Netze auf der Oberflaiche. Nach der
Probenadsorption werden auf diese Weise folgende Wasch-und Fixierungsschritte
durchgefuhrt:

1.) 0,1 M Ammonium Acetat

2.) 0,01 M Ammonium Acetat

3.) 2 x 2 %iges Uranyl Acetat (dient der zuséatzlichen Fixierung der Probe)

4.) H2Ogeion.

5.) TBS

In Analogie zum bekannten Western-Blot-Verfahren (siehe 2.7) muss die Oberflache,
nach der Adsorption der Probe, vor der Antikérperbehandlung mit einem anderen
Protein blockiert werden. Dies geschieht mit einer 3 %igen BSA (in TBS)- Lésung.
Diese BSA-Lésung wurde vor der Verwendung einem 100000 x g Spin (1h)
unterzogen um mdgliche BSA-Aggregate zu pelletieren und monomeres BSA zu
erhalten. Nach dieser Zentrifugation wird daher nur der I&sliche, monomere
Uberstand benutzt und das Pellet verworfen. Die Blockierung der freien Flachen auf
dem Trégernetz erfolgt fir 90 Minuten in einer Feuchtigkeitskammer um das
Austrocknen der Tropfen und Netze zu verhindern.

Nach dieser Behandlung werden die Netze wiederum in eine Feuchtigkeitskammer
gegeben, in der sie mit dem primaren (PrP-spezifischen) Antikérper (humanisierte
Anti-Prion Antikérper s. 2.2) in den jeweils angegebenen Verdinnungen (v/v) in 0,1
% BSA in TBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert (alternativ auch 2h bei 25°C). Neben den
Antikérper enthaltenen Ansatzen, wurde immer ein Ansatz ohne primaren Antikérper
(nur 0,1 % BSA in TBS) inkubiert um spéater das Ausmal} des unspezifischen Labels
beurteilen zu kénnen. Um nun den priméaren, nicht gebundenen Antikdrper vom Netz
zu entfernen, werden die Netze 5-mal fir eine Minute in einem Tropfen 0,1 % BSA in

TBS gewaschen, bevor sie mit dem sekundaren Antikérper in Kontakt kommen.
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Nach diesem Schritt folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (1,3 mg/ml;
Rabbid-anti-Human; Jackson Lab, USA) in einer Verdinnung von 1:100 fiir 1h bei
Raumtemperatur. Danach erfolgte wieder ein Waschschritt von 5 x 1 Minute in 0,1 %
BSA in TBS um nun die Probe mit dem tertidren Antikérper mit 5 nm grof3en
Goldpartikeln zu markieren (Verdinnung: 1:20 in 0,1 % BSA in TBS; Goat anti
Rabbid 1gG, 5 nm gold, Ted Pella, USA). Dazu wurden wieder die Netze fir 30
minuten inkubiert, erneut 5 x 1 Minute in 0,1 % BSA gewaschen um darauf folgend
noch mit Negativkontrast wie folgt versehen zu werden:

1.) TBS

2.) H2Ogqeion.

3.) 2x 2 % Ammoniummolybdat

Danach wurde die restliche Feuchtigkeit auf dem Netz mit Filterpapier abgesogen
und die Netze fur die elektronenmikroskopische Betrachtung in einer

Aufbewahrungsbox gelagert.

2.11 Zentrifugationen

2.11.1 Differentielle Ultrazentrifugation

Die Léslichkeit eines Proteins kann durch differentielle Ultrazentrifugation bestimmt
werden. Hierzu wurden die Proben fur eine Stunde bei 100.000 x g (42.000 rpm in
den TLA-45 Rotoren) bei 25° C in der Beckman Optima TM TL Ultrazenrifuge
Beckman, Palo Alto, USA)

zentrifugiert. Laut Hjelmeland (Hjelmeland et al., 1984) gelten Partikel, die sich

anschlielRend im Uberstand befinden, als 16slich.

2.11.2 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (AUZ) ist eine klassische Methode der Biochemie
und Molekularbiologie, die mit den Fortschritten in der Datenanalyse einhergehend
wieder héaufiger Anwendung findet. Im Zuge der neuen Mdglichkeiten fir die
Datenanalyse durch Computerprogramme, nimmt die Bedeutung der AUZ flr die

Proteinforschung zu. Die analytische Ultrazentrifugation ist eine Absolutmethode und
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bietet die Mdbglichkeit eine Population von Molekilen in einem Gesamtgemisch

anhand ihres Verhaltens im Zentrifugalfeld zu untersuchen und zu charakterisieren.

Uber das Sedimentationsverhalten eines Molekils koénnen verschiedene
Charakteristika bestimmt werden. Uber das Verhalten im Zentrifugalfeld kénnen nicht
nur der Sedimentationskoeffizient bestimmt werden, sondern auch der
Diffusionskoeffizient, das Molekulargewicht, sowie Informationen Uber die rdumliche
Gestalt des Molekils erhalten werden. Es werden zwei grundséatzliche
experimentelle Ansatze unterschieden, denen beiden die Messung der Konzentration
eines Molekils als Funktion der radialen Position als Grundlage der Auswertung
dient. Das klassische Experiment in der AUZ ist der
Sedimentationsgeschwindigkeitslauf (Sedimentation Velocity; kurz SV oder S-Lauf).
Aus einem homogenen Gemisch wird durch die Zentrifugalkraft eine synthetische

Grenzschicht aus sedimentierenden Molekilen erzeugt.

Der in dieser Arbeit gewéhlte Ansatz ist die Gleichgewichtszentrifugation
(Sedimentation Equilibrium; kurz SE-oder M-Lauf), bei der eine homogene Probe
zentrifugiert wird, bis sich ein zeitunabhangiges Gleichgewicht von Sedimentation
und RuUckdiffusion einstellt. Aus dem so entstandenen Konzentrationsprofil kann
dann das Molekulargewicht des Moleklls bestimmt werden. Dabei flieRt der
Formfaktor nicht in die Berechnung des Sedimentations-und Diffusionsverhalten ein
(siehe auch Gleichung 2.2). Daher kann in dieser Methode das Molekulargewicht

eines Proteins oder Proteinkomplexes sehr genau bestimmt werden.

2.11.2 1 Gleichgewichtszentrifugationsanalyse (M-Lauf)

Die Gleichgewichtszentrifugation nutzt die Tatsache aus, dass Molekile bei der
Zentrifugation nicht nur der Sedimentation unterliegen, sondern auch der Diffusion,
die entgegen des Konzentrationsgradienten wirkt. Wird die beschleunigende Kraft
klein genug gewahlt, stellt sich nach einer Zeit ein Gleichgewicht aus Sedimentation
und Diffusion ein, dieses Gleichgewicht wird als zeitunabhangiges

Konzentrationsprofil aufgezeichnet.

Durch Kombination der Svedberg-Gleichung mit dem ersten Fick’schen Gesetz der

Diffusion wird ein mathematischer Zusammenhang zwischen Sedimentation und
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Diffusion geschaffen. Daraus ergibt sich, dass der Gleichgewichtszustand eine

Funktion der Moleklilmasse m ist:

2RT d(lnc)
m= —— X
1-pVw? dr?

m: Molekllmasse
R: Gaskonstante
T: Temperatur
c: Konzentration
R: Radius
w: Winkelgeschwindigkeit
U: partielles spezifisches Volumen
P: Dichte des Lésungsmittels
Gl. 2.2: Gleichgewichtszustand als Funktion der Molekilmasse

Diese mathematische Formel beinhaltet, dass im Gleichgewichtszustand fur  die

Konzentration c(r) eine e-Funktion ist: c(r) = c,e™**~13)

c: Konzentration
r: Radius
m: Masse des Molekduls

_ (A-pY)w?
~ 2RT

wobei a definiert ist als:
a: Steigung nach Linearisierung
p: Dichte des Lésungsmittels
U: partielles spezifisches Volumen
w: Winkelgeschwindigkeit
R: Gaskonstante
T: Temperatur

m: Masse des Molekdls

Gl 2.3: Konzentrationsprofil in Abhangigkeit von Molekilmasse und Winkel-

geschwindigkeit
Uber die Lésung dieser Gleichung kann aus dem Gleichgewicht zwischen

Sedimentation und Diffusion, durch eine lineare Auftragung des naturlichen

Logarithmus der Konzentration gegen den Radius, eine Steigung ermittelt werden,
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Uber die das Molekulargewichts m berechnet. Die Auswertung, der in einem M-Lauf
unter verschiedenen Geschwindigkeiten ermittelten Konzentrationsprofile in der
Zelle, wird mittels der Software ,Ultrascan“ (Demeler and Saber 1998) analysiert und

ausgewertet.

2.12 Analyse der Dimer Kontaktstellen

Quervernetzung und anschlieBende Analyse der Kontaktstellen im Dimer sind nach
dem Protokoll von Kaimann et al. (Kaimann 2006, Kaimann et al., 2007) von Fr. Dr.

Kaimann durchgeftihrt worden.

2.13 Thioflavin T Messung

ThT weist durch die Bindung an amyloide Proteinstrukturen charakteristische
Anderungen seines Fluoreszenzspektrums auf. Diese zeigen sich durch batho- und
hyperchrome Verschiebungen der Fluoreszenz des ThT/Amyloid-Komplexes

gegenliber dem freien Farbstoff (LeVine, Il 1993).

Die amyloiden Fibrillen zugrunde liegende Sekundarstruktur ist durch ein groRes
Mal an B-Faltblattern charakterisiert. Diese legen sich in der hoch geordneten Faser
im 90°-Winkel zur Faserachse an und laufen dann aufsteigend um die Faserachse
herum und bilden die sogenannte cross-beta Struktur (Abb. 2.3). Durch diese
Struktur bilden sich parallel zur Faserachse kleine Kanéle aus, in die nach Krebs et
al. Thioflavin T Molekule interkalieren kénnen. ThT wéare dann von den Seitenketten
des [-Faltblatts umgeben, wodurch es zur Wechselwirkungen zwischen den
Seitenketten und dem ThT Molekll kommt. Diese spezifische Interaktion erlaubt es
Thioflavin T zur Identifizierung von Fibrillen zu nutzen (LeVine,lll 1993; Naiki et al.
1989). Da alle (3-Faltblatter Kanéle enthalten, in denen sich ThT einlagern kann,
kénnten auch sie zu ThT-positiven Fluoreszenzsignalen fihren. Nicht in fibrilldren
Strukturen vorkommende B-Faltblatt Strukturen besitzen allerdings nicht die
geordnete Wiederholung der Reste wie dies bei Fibrillen der Fall ist (Krebs et al.
2005). Auch die Anzahl der B-Strange ist hier kleiner. Aus diesem Grund fuhrt die
Beimischung von ThT zu einem nativen B-faltblattreichen Protein lediglich zu einer

leicht erhéhten Fluoreszenz (LeVine, Il 1999). Die Messungen wurden in einem
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Fluoreszenzreader Safire2 ™ (Tecan Trading AG, Schweiz) unter Verwendung von
96-well-Platten (Nunc GmbH, Wiesbaden) durchgefiihrt. Bei allen Messungen
wurden Emissionsspektren mit einer Auflésung von 2 nm bei einer Excitations-
wellenldnge von 455 nm und einer Spaltweite von 2,5 nm aufgenommen. Die
weiteren Gerateeinstellungen sind fir jede Messung angegeben. Die Messungen
wurden bei Raumtemperatur (Einzelmessungen) oder 37°C (kinetische Messung)

durchgefuhrt, vor jeder Messung wurde der Probentrager fur 30 s linear bei mittlerer
Intensitat geschuttelt.

5 1=||: 1A . [ | N *W

Abb. 2.3 : Thioflavin T

A:Struktur von Thioflavin T, B:Anlagerung von ThT an beta-Faltblatter, C:

Interkalation von mehreren ThT-Molekllen an eine fibrillare Struktur (aus Krebs et al.
2005).

2.14 Tierversuche
2.14.1 Verwendete transgene Mauslinie

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Tierversuche wurden je 30 ul der zu
untersuchenden Probe in transgene Mause intrazerebral inokuliert. Die verwendete
Mauslinie Tg (SHaPrP+/+) 7 PrnP 0/0 (iberexprimiert PrP® des Syrischen Gold-
hamsters (SHaPrP®) ca. 8fach verglichen mit Syrischen Goldhamstern (Scott et al.

1997). Diese Mause exprimieren das transgene Konstrukt des Hamsters ohne
Hintergrund-Expression des Maus Prion-Proteins.

46



2. Material und Methoden

2.14.2 Vorbereitung aggregierter Proteine fiir den Tierversuch

Die fibrillar aggregierten CHO-PrP®-Proben wurden einer 100.000g (1h)-Zentri-
fugation unterzogen. Das resultierende Pellet wurde dann in 40 pl einer 5 %igen
(w/v)-BSA in PBS-L6sung resuspendiert und bis zur intracerebralen Inokulation (je
30 pl) bei -80°C gelagert. In einem alternativen Ansatz dieser Proben wurde vorher
das fibrillare PrP® an Nitrozellulosepartikel (s. Kap. 2.15) gebunden (Bindung erfolgte
Uber 1h bei Raumtemperatur) und dann auf eine Endkonzentration von 5 % (w/v) in
PBS eingestellt. Als Kontrolle dienten jeweils die nicht aggregierten Proben des
CHO-PrP®s. Jeder Ansatz beinhaltete 12 pg CHO-PrPS/Tier und pro Reihe
(Konversionsansatz mit und ohne Nitrozellulose, a-helikales Ausgangs-material)
wurden 4 Tiere verwendet. Alle Tierversuche sind in der Tierversuchs-anstalt des
Labors von Dr. S. B. Prusiner (IND, UCSF, San Francisco, USA) durchgefihrt

worden.

2.15 Herstellung von Nitrozellulosepartikeln

Zur Kopplung der CHO-PrP® Proben an makromolekuare Partikel fur den
Tierversuch, sollten die entstandenen Aggregate an Nitrozellulosepartikel gekoppelt
werden. Diese Partikel wurden nach einem Protokoll von Steinitz und Tamir (Steinitz
and Tamir 1995) hergestellt. Zur Bindung der Proteine wurden diese fir 60 min bei
Raumtemperatur unter leichter Agitation inkubiert bevor sie dann bei -80°C

weggefroren und erst zur Inokulation wieder aufgetaut wurden.
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3. Ergebnisse

3.1 Konversion von rekombinantem PrP (90-231)

Die Grundlage dieser Arbeit stellt das unter 1.7 eingefuhrte in vitro Konver-
sionssystem dar. Hierzu wird rekombinantes Prion-Protein des Segments 90-231
nach der Aufreinigung in 0,2 % (w/v) SDS in 10 mM HEPES (pH 7,2) teildenaturiert.
Die Konversion zu amyloiden Fibrillen wird durch das Verdiinnen von SDS auf 0,03
% SDS und die parallele Zugabe von 250 mM NaCl (Leffers et al. 2005; Stéhr 2003)
initiiert. Dieser Zustand ist zunachst 16slich, kann deshalb auch als metastabiler
Intermedidrzustand bezeichnet werden. Dieser ist aufgrund der anfanglichen Léslich-
keit fir verschiedene spektroskopische Analysen zuganglich. Wahrend einer Inkuba-
tion des Ansatzes fur mindestens 5 Wochen unter standigem Schutteln bei 650 rpm
und einer Temperatur von 37°C bilden sich fibrilldre Proteinaggregate, welche elekt-
ronenmikroskopisch nachgewiesen werden kdnnen. Der Intermedidrzustand (der
auch als ,préamyloid“ bezeichnet werden kann) so wie auch die entstandenen Fibril-

len werden im Folgenden naher charakterisiert.

3.1.1 Elektronenmikroskopische Analyse von amyloiden Fibrillen

Im Folgenden wird eine Analyse der in diesem Konversionssystem nach 5-6- wéchi-
ger Inkubationszeit gebildeten fibrillaren Ultrastrukturen durchgefthrt. Dazu wurden
elektronenmikroskopische Untersuchungen an der Pelletfraktion nach einer Zentrifu-
gation bei 100.000g (1h) und anschlieRender Negativkontrastierung durchgefiihrt
(Kap. 2.10.1).

Alle der in Abb. 3.1 gezeigten Ultrastrukturen zeichnen sich durch eine laterale Anla-
gerung der von 8 bis 15 nm breiten Fibrillen aus. Diese Fasern bilden die kleinste
fibrillare Untereinheit der hier gezeigten Uberstrukturen. Amyloide Aggregate sind
definiert als unverzweigte, fibrillare Struktur mit einem Durchmesser von 8-15 nm. Es
muss erwadhnt werden, dass in einigen der gezeigten Anordnungen (Abb. 3.1 B,C)
der Eindruck einer Verzweigung der Fasern entsteht. Jedoch handelt es sich stets

um die Auflésung lateraler Anordnungen einzelner Fibrillen (Abb. 3.1). Neben diesen
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fibrilldaren Strukturen wird aber immer wieder ein nicht quantifizierter Anteil kleinerer

amorpher Aggregate in den Proben detektiert (Daten nicht gezeigt).

S

kit —
Abb. 3.1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von recPrP(90-231)-
Aggregaten

Bilder zeigen fibrillare Strukturen bei 40 ng/ul/ 0,03 % SDS/250 mM NaCl/ 10 mM
HEPES (pH 7.2) nach 5 (A) und 6 Wochen (B-E) Inkubationszeit (Balken entspre-
chen 100nm).

So kann man davon ausgehen das die in Abb. 3.1 gezeigten Fibrillen die natlrliche
Bandbreite der fibrillaren Strukturen des recPrP(90-231) im Konversionssystem dar-
stellen. Im Folgenden soll nun der metastabile Intermedidrzustand analysiert werden,

der zu den hier gezeigten amyloiden Strukturen aggregiert.

3.1.2 Sekundarstrukturanalyse des Fibrillen-Intermedidrzustandes

mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Mit der Zirkulardichroismus(CD)-Spektroskopie war es mdéglich, die Sekundar-
strukturanalyse des Ausgangszustandes von PrP der Fibrillogenese zu untersuchen.
Da sich die beiden unter Kapitel 1.6 beschriebenen Konversionssysteme lediglich in
der Zugabe von NaCl unterscheiden, wurde zum Vergleich auch die NaCl-freie Probe
(bei gleicher SDS Konzentration) einer Sekundarstrukturanalyse unterzogen. Dafir
wurde rekombinantes Prion-Protein der Sequenz 90-231 (recPrP(90-231)) auf 0,03
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% SDS/10 mM HEPES (pH 7.2) verdiinnt und jeweils mit und ohne Zugabe von 250
mM NaCl fur 24h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden die CD-Spektren im Wel-
lenldangenbereich von 250-190 nm gemessen und miteinander verglichen (Abbildung
3.2).

204 .

---- 0.03% SDS/0 mM NaCl
——0.03 % SDS/ 250mM NaCl

10 A

CD

-10

I ! I ! I ! I ! I v I v 1
200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange / nm

Abb. 3.2: Sekundarstrukturanalyse mittels CD-Spektroskopie

Jeweils 100 ng/ul des recPrP(90-231) wurden bei 37°C und einer SDS-Konzentration
von 0,03 % SDS/250 mM NaCl (Linie) und 0,03 % SDS/ kein NaCl (Punkte) inkubiert.
Nach 24h Inkubation wurden die CD-Spektren aufgenommen.

Wie an den Spektren erkennbar ist, hat die Zugabe des NaCl starke Auswirkungen
auf die Sekundarstruktur. Ohne die Zugabe von NaCl wird im recPrP(90-231) eine [3-
faltblattreiche (Abb. 3.2: unterbrochene Linie) Struktur induziert. Diese Sekundéar-
struktur zeigt in der Analyse mittels CD-Spektroskopie ein fur B-faltblattreiche Pro-
teinstrukturen charakteristisches Spektrum mit einem lokalen Minimum bei 218 nm
und einem Nulldurchgang bei ca. 205 nm. Die Induktion der beschriebenen Struktur
unter Verwendung sehr geringer Mengen von SDS ist auch schon aus friheren Ar-
beiten bekannt (Leffers et al. 2004). Die Zugabe von NaCl bewirkt, dass recPrP(90-
231) eine a-helikale Struktur mit deutlichen random-coil Anteilen annimmt. Dies &u-
Rert sich durch ein signifikant verdndertes CD-Spektrum. Es zeigt ein lokales Mini-

mum bei 220nm und ein absolutes Minimum bei 205nm. Desweiteren ist der Null-
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durchgang zu kurzeren Wellenldngen (198nm) verschoben. Die Struktur von
recPrP(90-231) in 0,03 % SDS/250 mM NaCl ist vergleichbar mit Sekundéarstruktur-
spektren von recPrP bei héheren (0,06/0,2 % SDS; Abb. 3.3) SDS-Konzentrationen
ohne Zugabe von NaCl wie zum Vergleich in Abbildung 3.3 dargestellt. Der prdamy-
loide Ubergangszustand sowie die gezeigten Sekundarstrukturen von recPrP bei ho-
heren SDS-Konzentrationen zeigen ein absolutes Minimums bei 207 nm und kénnen

daher als teildenaturiert mit a-helikalen Strukturanteilen angesehen werden.

10 4

—0.2 % SDS/ 0 mM NacCl
----0.06 % SDS/ 0 mM NaCl

CD

-10
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200 210 220 230 240 250 260
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Abb. 3.3: Sekundarstrukturanalyse mittels CD-Spektroskopie

Jeweils 100 ng/ul des recPrP(90-231) wurden bei 37°C und einer SDS-Konzentration
von 0.2 % SDS (Linie) und 0.06 % SDS (Punkte) inkubiert. Nach 24h Inkubation
wurden die CD-Spektren aufgenommen.

3.1.3 Analyse des Intermediarzustandes durch analytische Ul-

trazentrifugation

Mittels der Analytischen Ultrazentrifugation ist es moglich, Molekilmassen zu be-
stimmen. Man wahlt daher vorteilhaft, die Methode der Sedimentation-Diffusion-
Gleichgewichts-Zentrifugation bei vorgegebenen Drehzahlen. Unter diesen Bedin-

gungen bildet sich bei den Drehzahlen ein Gleichgewicht zwischen Sedimentations-
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und Diffusionskraft aus. Da sich im stationdren Zustand Sedimentation und Diffusion
im Gleichgewicht befinden und beide Parameter in gleicher Weise von der Form des
Molekils abhangen, kann das Molekulargewicht im Gegensatz zur Bestimmung aus
dem Sedimentationskoeffizienten (S-Wert) allein, ohne den Einfluss des Formpara-
meters berechnet werden (s. Kapitel 2.11.2.1).

Der im vorherigen Kapitel strukturell charakterisierte Ausgangszustand ist fir diese
Analyse analog eingestellt worden.

Fur die folgende Analyse des Intermedidrzustandes wurde das vorinkubierte recPrP
bei jeweils 15.000; 23.300; 27.000; und 31.600 rpm zentrifugiert, bis sich bei jeder
Drehzahl das Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Diffusion des PrPs einges-
tellt hat. Die Abb. 3.4.A zeigt die Konzentrationsprofile innerhalb der Messzelle fiir
die unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten. Die Daten wurden im Anschluss an die
Messung mit der AUZ-Software ,ULTRASCAN" (Demeler et al., 1998) analysiert und
ausgewertet. Mit der Analytiksoftware versucht man, die Daten unter Vorgabe ver-
schiedener Modelle der Oligomerisierung und unter Verwendung der mathemati-
schen Beschreibung von Diffusion und Sedimentation (s. Kap 2.11.2.1, Formel 2.2)
an die gemessenen Werte anzugleichen. Fir den sogenannten ,Datenfit® wird das
Molekulargewicht variiert, bis die Abweichung der errechneten von den gemessenen
Werten minimiert wurde.

Die Qualitat der an die Messdaten angeglichenen theoretischen Werte wird dann in
dem unter 3.4.B (r*-r{) dargestellten Graphen angegeben, welcher die quadratische
Abweichung der erfassten Messwerte von den theoretisch ermittelten Werten repra-
sentiert. Die Datenanalyse zeigte, dass in dem gewahlten Ansatz ein Gleichgewicht
zwischen zwei verschiedene recPrP-Spezies mit Molekulargewichten von jeweils 22
kDa (zu 33.3 %) und 35.2 kDa (zu 66.6 %) vorliegen. Das theoretische Molekularge-
wicht (MW) des rekombinanten Prion Proteins liegt bei 16,243 KDa. Multimere Komp-
lexe des Prion Proteins kénnen also nur ein Vielfaches dieses Molekulargewichtes
besitzen. Die Differenz der gemessenen Molekulargewichte zu den theoretisch még-
lichen kdnnen daher nur gebundene SDS-Molekile sein. Aus dieser Betrachtung er-
gibt sich, dass der Intermedidrzustand der Fibrillogenese ein Monomer (33.3 %) -
Dimer (66.6 %)- Gleichgewicht darstellt (s.Tab.3.1). Unter Bericksichtigung des Mo-
lekulargewichtes von SDS (MW: 288,58 Da) lasst sich grob abschatzen, dass ein

Dimer ca. 10 und ein Monomer ca. 20 SDS-Molekiile bindet.
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Abb. 3.4: Sedimentations-Diffusions-Gleichgewichts-Zentrifugationsprofil

Die Proben wurden bei einer SDS Konzentration von 0,03 % SDS und einer Salz-
konzentration von 250 mM NaCl fur eine Woche inkubiert und anschlielend mit Hilfe
der AUZ analysiert. A) Konzentrationsprofile der einzelnen Messlaufe nach Einstel-
lung des Gleichgewichtes, B) Abweichung der gemessenen Daten zu den errechne-
ten (FP-ref, . Text).

Analog zu den Sekundarstrukturanalysen wurde der Vergleichsansatz (0,03 % SDS/
40 ng/ul / 10 mM HEPES pH 7.2) ohne die Zugabe von NaCl einem Gleichgewichts-
lauf unterzogen. Dabei stellte sich heraus, dass schon bei der niedrigsten Drehzahl
keine Protein-spezifische Absorption in der Klvette zu detektieren war. Dieser Um-
stand lasst sich durch die Unléslichkeit des Proteins erklaren, die durch die unter 3.2
gezeigte B-faltblattreiche Sekundérstruktur induziert wird. So pelletieren selbst unter
der geringsten Drehzahl der Molekulargewichtsanalyse (15.000 rpm) die nach einer
Woche gebildeten (sehr wahrscheinlichen amorphen) Aggregate vollstdndig. Auf die
Darstellung dieser Daten wird hier verzichtet, da hier nur ein leerer Graph (vgl. Abb.

3.4.A) gezeigt werden konnte. Daher entziehen sich hochmolekulare amorphe Agg-
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regate, aber auch Fibrillen dieser Art der Molekulargewichtsanalyse, da sie selbst bei

der geringsten Drehzahl bereits pelletieren.

Tab. 3.1: Zusammenfassung der AUZ-Ergebnisse
(Bedingungen: 10 mM HEPES (pH7.2) / 0,03 % SDS/250 mM NacCl, 40 ng/ul).

Monomer Dimer
Theoretische MW 16,2 KDa 32,4 KDa
Gemessenes MW 22 KDa 35,2 KDa
Anzahl gebundener ~ 20 ~10
SDS-Molekiile
Verteilung 33,3 % 66,6 %

3.1.4 Kovalente Verkniipfung des Dimers und anschlieBende mas-

senspektrometrische Analyse

Im vorherigen Kapitel wurde beschrieben, dass ein Gleichgewicht zwischen Mono-
meren und Dimeren des Prion-Proteins unter den hier beschriebenen Bedingungen
vorliegt. Dieses Gleichgewicht stellt den |6slichen Intermedidrzustand der Fibrillenbil-
dung im Konversionssystem dar. Da ein Dimer von PrP unter anderen Bedingungen
bereits friiher in Bezug auf die molekularen Kontaktstellen der Untereinheiten charak-
terisiert werden konnte, sind vergleichbare Untersuchungen am hier identifizierten
Dimer von besonderem Interesse. Unter der Verwendung eines chemischen Quer-
ver-netzers (,Crosslinker®: 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimid Hydrochlorid
(EDC)) mit nachfolgender massenspektrometrischer Analyse der chemisch fixierten
Kontaktstellen sollten moégliche Interaktionspositionen analysiert werden. Die folgen-
den Daten wurden freundlicherweise von Frau Dr. Kaimann fir diese Arbeit zur Ver-
fugung gestellt.

Hierfir wurde durch ein in unserer Gruppe etabliertes Verfahren zur kovalenten Ver-
knupfung von dimeren Prion-Proteinen mit nachfolgender Analyse der molekularen
Kontaktstellen genutzt (Kaimann et al., zur Publikation eingereicht). Flr diese Analy-
se wurde recPrP(90-231) fir 24 h unter den beschriebenen Bedingungen zur Fibril-

lenbildung inkubiert. Die Proben wurden mit dem bivalenten Crosslinker EDC ver-
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3. Ergebnisse

setzt und die Reaktion fur weitere 2h inkubiert. Anschlieende Auftrennung in einer
SDS-PAGE, d.h. unter denaturierenden Bedingungen, mit darauffolgender Coomas-

sie-Farbung ermdglichten den Nachweis des quervernetzten Dimers.
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Abb. 3.5: SDS-PAGE-Analyse des Monomer-Dimer-Gleichgewichts

RecPrP(90-231) bei 0.03 % SDS /250 mM NaCl/10 mM NaP; nach einer Inkubations-
zeit von 24 h mit (+) oder ohne (-) dem kovalenten Quervernetzer EDC behandelt
und durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Coomassie-Farbung nachgewie-
sen.

In Abbildung 3.5. ist der Vergleich zwischen unbehandelter (Abb. 3.5 ,-“) und mit
EDC versetzter Probe (Abb. 3.5 ,+) gezeigt. Das durch den kovalenten Crosslinker
verbundene Dimer mit der Bande auf Hohe von ca. 30 kDa (theoretisches Molekular-
gewicht von 32 KDa) kann in der denaturierenden Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nachgewiesen werden. Auch ist in beiden Ansatzen die zu erwartende monomere
PrP-Bande (ca. 16 KDa) zu sehen. Somit ist diese kovalente Verknipfung und Auf-
trennung gleichzeitig ein komplementarer Nachweis des im vorherigen Kapitel be-
schriebenen Gleichgewichts. Betrachtet man die Bandenstarke in Abb. 3.5 so fallt
auf, dass das vorher ermittelte Gleichgewicht zwischen Dimer und Monomer (66
%:33 %) umgekehrt scheint. Daher sollte erwahnt werden, dass dieser Analyse eine
chemische Reaktion zugrunde liegt, die nicht zu 100 % ablauft oder die Dimere noch
andere Kontaktstellen besitzen, die nicht kovalent verknlipft worden sind. Somit
muss davon ausgegangen werden, dass ein Teil der in Lé6sung vorhandenen Dimere

in der denaturierenden SDS-PAGE dissoziiert sind und somit als Monomere detek-
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3. Ergebnisse

tiert werden. Beide Banden der Quervernetzungsreaktion wurden jeweils aus dem
Gel ausgeschnitten, entfarbt und noch in der Gelmatrix einer Proteolyse mit Trypsin
(12-16 h bei 37°C) unterzogen. Nach Elution, der durch diesen proteolytischen
Schritt generierten Peptidfragmente, konnten diese in einer ESI-LC-MS-Kopplung
untersucht werden. Die gemessenen Spektren des EDC-behandelten Monomers und
Dimers sind in Abbildung 3.6 A)+B) gezeigt.
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Abb. 3.6: ESI-LC-MS-Ubersichtsspektren

Nach Gelelution und anschliel3ender Proteolyse durch Trypsin wurden die ,Banden”
des A) Monomers und B) Dimers der mit EDC behandelten Proben massenspektro-
metrisch untersucht (vgl. Abb. 3.5/“+EDC").

Aufgrund der spezifischen Erkennungssequenzen fur einen proteolytischen Schnitt
durch Trypsin, kénnen nur diskrete PrP-Fragmente entstehen, die daher schon theo-
retisch vorhersagbar sind. Jedes Fragment, welches nicht von der theoretisch vor-

hergesagten Masse abweicht, kann als durch den Crosslinker unmodifiziert angese-
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hen werden. Diese Fragmente waren demnach auch nicht an der Ausbildung der
Kontaktstelle des Dimers beteiligt bzw. beinhalteten nicht die spezifischen Aminoséu-
ren (Salzbricken) fur diese Reaktion. Abb. 3.6 stellt nur die fiir die Kontaktstellen-
analyse relevanten Abschnitte des Spektrums dar. Die Auftrennung und darauf fol-
gende Sequenzierung der detektierten Peptidfragmente mittels der Tandem-
Massenspektrometrie (ESI-MS/MS-Kopplung) wurde durch die vorherige Etablierung
dieses Analyseverfahrens fir ein anderes Dimer (Kaimann, 2006; Kaimann et al., zur
Publikation eingereicht) erheblich erleichtert. Die aus der tryptischen Behandlung von
Monomer-und Dimerbande erhaltenen Peptidspektren zeigen deutliche Unterschie-
de. In den Proben des Monomers konnten nur sehr geringe Mengen (Intensitaten)
eines kovalent verbundenen Peptids detektiert werden. Dies spricht fiir einen sehr
geringen Anteil bzw. nur kurzlebige intramolekulare Kontaktstellen innerhalb der
monomeren PrP-Einheit des amyloid ausbildenden Gleichgewichts. Im Gegensatz
dazu wurde in der Dimer Probe eine sehr klare Kontaktstelle zwischen 2 Peptidse-
quenzen gefunden. Diese intermolekulare Kontaktstelle besteht zwischen dem N-
terminalen Sequenzabschnitt der Aminosauren 90-106 und dem Abschnitt 152-156.
Da sie nur in den Praparationen der dimeren SDS-PAGE-Bande gefunden wurde, ist
sie spezifisch flr das hier detektierte Dimer.

Daraus lasst sich folgern, dass in der monomeren Einheit innerhalb des Gleichge-
wichts keine intramolekularen Kontaktstellen entstehen oder, falls doch, diese nur
sehr kurzlebig sind. Im Dimer hingegen lasst sich eine klare Kontaktstelle erkennen,
die zwischen dem N-Terminus (Fragment 90-106) des PrPs und dem mittleren Se-

quenzabschnitt (Fragment 152-156) des rekombinanten PrPs zu finden ist.

3.1.5 Nachweis amyloider Fibrillen durch Thioflavin T- Bindung

Neben der elektronenmikroskopischen Analyse kénnen Fibrillen mit Hilfe der Thiofla-
vin T (ThT) Bindung auf ihren amyloiden Charakter hin untersucht werden. Wie unter
Kap. 2.17 detailliert erlautert, kann der Farbstoff Thioflavin T amyloide von nicht-
amyloiden Strukturen unterscheiden. Die durch Thioflavin T angeféarbten Fibrillen
zeigen bei einer Anregungswellenlange von 455 nm die typischen Fluoreszenzeigen-

schaften von amyloiden Aggregaten.
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Fur den Amyloid-Nachweis wird ein Teil der zu untersuchenden Probe mit Thioflavin
T versetzt. Unabhangig von der Proteinkonzentration im eigentlichen Konversionsan-
satz wird in der anschlieRenden Messung eine Gesamt-konzentration des PrPs von
10 ng/ul und einer Thioflavin T-Konzentration von 5 uM eingestellt. Bei einer festen
Excitationswellenldnge von 445 nm wird dann ein Fluoreszenz-Emissionsspektrum
aufgenommen. Um die Fluoreszenzsignale der Amyloidsignale und Hintergrund in
Relation setzen zu kénnen wurde auch eine nicht fibrillare Proteinkontrolle gleicher
Konzentration untersucht. Als geeignete Kontrolle diente recPrP(90-231) bei 0,06 %
SDS/250 mM NaCl, welches parallel fir 5 Wochen inkubiert wurde, da unter diesen

Bedingungen keine amyloiden Strukturen gebildet werden.

8000 -
recPrP(90-231) 0.03 %
7000 - SDS/250mM NacCl/ nach 5
6000 4 Wochen
= ==-recPrP(90-231) 0.06 %
5000 - SDS/250mM NaCl nach 5
Wochen
4004 M. Pufferkontrolle nach 5
3000 - Wochen
2000 -
1000 A
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Abb. 3.7: Thioflavin T Fluoreszenz-Emissionsspektren

Bei Zugabe von 5 yM ThT zu amyloiden Fibrillen bei 0,03 % SDS/250 mM NaCl (150
ng/ul nach 5 Wochen) (durchgezogene Linie); Proteinkontrolle bei 0,06 % SDS/250
mM NaCl (150 ng/ul nach 5 Wochen (unterbrochene Linie) und Puffer (gepunktete
Linie), dargestellt in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) als Funktion der Wellen-
lange.

Die fibrillare Ultrastruktur der Probe unter 0,03 % SDS ist in Abb. 3.8 parallel zu dem
ThT-Test elektronenmikroskopisch nachgewiesen worden. Die detektierte Fluores-
zenz wird in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) als Funktion der Wellenlédnge dar-
gestellt (Abb. 3.7). Die durch Thioflavin T angefarbten PrP-Fibrillen des Konversions-
ansatzes (0,03 % SDS/250 mM NaCl, 150 ng/pl recPrP(90-231), nach 5 wdchiger
Inkubation) zeigen bei einer Anregungswellenldnge von 455 nm die typischen Fluo-
reszenzeigenschaften von amyloiden Aggregaten. Sie setzten sich, bei gleicher Kon-
zentration, mit einem 6-8fach héheren Fluoreszenzsignal von nicht amyloiden Pro-
teinkontrollen innerhalb dieses Testes deutlich ab. Aufgrund dieser Eigenschaft kdn-

nen die entstandenen Fibrillen eindeutig als amyloide Fibrillen charakterisiert werden.
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Daruber hinaus kann der hier gewahlte Ansatz klar zwischen fibrillaren und nicht fib-
rilldren Proben diskriminieren. Die Proben wurden weiterhin auf ihre Ultrastruktur mit

Hilfe der Elektronenmikroskopie charakterisiert (Abb. 3.8).

Abb. 3.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme amyloider Fibrillen

Nach der ThT-Analyse wurde ein Aliquot aus der vorher mittels ThT-Fluoreszenz
analysierten Probe elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 3.7 durchgezogenes
Spektrum; Balken=0.5 pym).

3.1.6 Beschleunigung der Fibrillogenese durch Konzentrations-

erhdhung

Das zuvor in dieser Arbeit analysierte Konversionssystem generiert amyloide Fibrillen
nach einer Inkubationszeit von mindestens 5 Wochen. Eine der Fragestellungen die-
ser Arbeit war, ob diese lange Inkubationszeit durch weitere Modifikation des Sys-
tems beschleunigt werden kann. Da die zuvor verwendeten Pufferbedingungen (0,03
% SDS/ 10 mM HEPES/ 250 mM NaCl) Fibrillen generierten, wurde zunachst die
recPrP Konzentration von vorher maximal 40-150 ng/ul (vgl. Abschnitt 3.1.1/5) auf
300 ng/ul erhdht und elektronenmikroskopisch analysiert (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Amyloide Strukturen nach einer Inkubation von 7 Tagen

300 ng/ul recPrP(90-231) wurden bei 0,03 % SDS; 10 mM HEPES (pH 7.2); 250 mM
NaCl fir 7 Tage bei 37°C inkubiert und anschlieRend analysiert; A): Ubersichtsauf-
nahme (Balken = 0,5um), B+C): Detailaufnahme typischer fibrillérer Strukturen (Bal-
ken = 100nm).

In Ansatzen mit diesen hohen PrP-Konzentrationen bildeten sich nun schon nach 7-
tagiger Inkubation bei 37°C (650 rpm) amyloide Fibrillen aus, wie elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen zeigen (Abb. 3.9). Die Mehrzahl dieser Aggregate
besteht aus amyloiden Fibrillen, welche vergleichbare Ultrastrukturen zu den vorher
gezeigten Ansatzen aufweisen (Abb. 3.1/8).

Durch die Konzentrationserhéhung des PrPs auf 300 ng/ul konnte die Fibrillogenese

von mindestens 5 Wochen auf 7 Tage verkirzt werden.

61



3. Ergebnisse

3.1.7 Partielle Resistenz gegeniiber der Proteolyse durch Protein-

ase K

Eine der bekanntesten Eigenschaften von PrP¢ ist die Ausbildung einer partiellen
Resistenz gegentliber der Degradation durch die Proteinase K (PK) (vgl. Kap. 1.4.3).
Spezifisch fur die Resistenz ist, dass nur ein 67 Aminosauren umfassender Teil des
N-terminalen Abschnittes des PrP%°s abgebaut wird und der verbleibende Anteil als
sogenanntes PrP27-30 intakt und weiterhin infektiés bleibt. Das hier beschriebene
Konversionssystem basiert auf der Verwendung von rekombinanten PrP(90-231),
welches dem PK-resistenten Sequenzabschnitt von PrP27-30 entspricht. Unter der
Annahme, dass die entstandenen Aggregate die PrPS°-Struktur besitzen wéare davon
auszugehen, dass die Aggregate nach Behandlung mit Proteinase K ungekiirzt aus
dieser Reaktion hervorgehen. Um dies zu lUberprifen wurden die im Konversionssys-
tem generierten Fibrillen auf inre Bestandigkeit gegentber der Proteolyse mit Protei-
nase K hin untersucht.

Fur den proteolytischen Assay wurden jeweils 3 ug der PrP-Aggregate auf Pufferbe-
dingungen (50 mM Tris HCI pH 8.0; 100 mM NaCl; 2,5 mM EDTA) eingestellt, unter
denen die Proteinase K sehr effizient Proteine lysieren kann (Post 1998). Als weit
verbreiteter Standard fiir die Proteolyse von PrP%¢ existiert nur die Praparationsbe-
dingung von PrP27-30 aus Hirnhomogenaten (McKinley et al., 1991). Fir den hier
vorliegenden Ansatz wurden Bedingungen gewéahlt (bezogen auf das PK zu PrP-
Verhaltnis), die in der Literatur (Bocharova et al., 2005) fiur Untersuchungen von PK-
Resistenz in in vitro- Experimenten verwendet wurden. Die gewahlten Verhaltnisse
von Proteinase K zum Prion-Protein (w/w; 1:20 und 1:50) stellen jedoch keinen stan-
dardisierten Ansatz fiir den Test dar.

Zur Charakterisierung der resistenten PrP-Fragmente musste ein Antikdrper gewahlt
werden, der am absoluten C-terminalen Ende des Prion-Proteins bindet. Daher wur-
de der Antikoérper R1 (Epitop: 225-231) verwendet, der gewahrleistet, dass nur am N-
Terminus verkirzte oder ungeklrzte Fragmente detektiert werden kénnen.

Die Verdauung wurde durch die Zugabe von Proteinase K initiiert und nach einer In-
kubationszeit von 1h bei 37°C mit der Zugabe von SDS-PAGE-Auftragspuffer und
durch Erhitzen auf 95°C (fur 10 min) gestoppt. Das Ergebnis dieser Analyse ist in
Abb. 3.10 dargestellt.
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Abb. 3.10: A: Proteinase K-Analyse amyloider Aggregate

Die amyloide Probe wurde fir 1h bei 37°C unter verschiedenen Pk-PrP Verhéltnis-
sen (PK:PrP 1:20/1:50[w/w] und ohne PK (-)) inkubiert und mit SDS-PAGE und Wes-
tern Blot (Erstantikdrper R1) analysiert, I und Il zeigen zwei unabhéngige Ansétze

Unter den gewahlten Bedingungen konnte wie in Abb. 3.10 eine partielle PK-
Resistenz der amyloiden Proben nachgewiesen werden Unter vergleichbaren Bedin-
gungen kénnen bei a-helikalem Ausgangsmaterial des recPrP(90-231) bei beiden
verwendeten PK:PrP-Verhaltnissen keine PK-resistenten Fragmente nachgewiesen
werden (s. Abb. 3.11).

PK: -  1:50 1:20

20.1 kba——
14.3 kDa ——

Abb. 3.11: Proteinase K-Analyse des a-helikalen Ausgangsmaterials

Western Blot Analyse des recPrP(90-231) vor der Konversion zu amyloiden Fibrillen
mit (PK:PrP 1:20/1:50[w/w]) und ohne Zugabe von Proteinase K (-) nach einer Inku-
bationszeit von 1h bei 37°C.
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Ein geringer Teil des amyloiden Ausgangsmaterials bleibt unverdaut (Banden bei 16
kDa), darliber hinaus entsteht in den Proben, die fibrilldre Proteinaggregate enthiel-
ten (Abb. 3.10), bei beiden gewahlten PK-Konzentrationen auch eine Vielzahl von
kleineren Fragmenten unterhalb der Bande des unverdauten Materials. Diese Ban-
den liegen in einem Molekulargewichtsbereich von ca. 10-14 kDa. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass die hier generierte PK-Resistenz offenbar nicht wie im
Fall von natlrlichem PrP®° relativ einheitlich ist, sondern die Aggregate aufgrund der
Konversion zu fibrilldren Strukturen durch viele unterschiedlich resistente Strukturen

gepragt werden.

3.1.8 Einfluss amyloider Keime auf die Konversion von recPrP(90-
231)

In den vorher charakterisierten Ansatzen wurde die spontane Konversion von
recPrP(90-231) zu Fibrillen untersucht. Wie beschrieben verlauft sie in den Anséatzen
mit einer Proteinkonzentration von 80 ng/ul innerhalb von mehreren Wochen. Abge-
leitet von dem Modell einer Prion-Infektion sollte die Zugabe eines amyloiden
.,Keims* die Inkubationszeit bis zur Ausbildung amyloider Aggregate deutlich verkur-
zen kénnen.

Fur diese kinetische Messung der keiminduzierten Fibrillogenese wurden Ansatze
von 80 ng/ul recPrP bei 0,03 % SDS und 250 mM NaCl mit oder ohne Zugabe von
amyloiden Fibrillen (s. Kapitel 3.1.6) analysiert. Um die Bildung der Fibrillen verfolgen
zu kénnen, wurde dieser Ansatz mit 5 uM Thioflavin T versetzt, was nach Literatur-
angaben die Fibrillenbildung nicht behindert (Baskakov et al., 2004). Der Prozess
konnte bei 37°C lber 20h mittels ThT-Assay (Abb. 3.12) beobachtet werden.
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Abb. 3.12: Kinetik der Fibrillogenese nach Zugabe eines amyloiden Keims

Jeweils 10 % (1.2 yg amyloide Aggregate in 4 pyl Gesamtvolumen) wurden zur L6-
sung von 80 ng/pl (Gesamtvolumen: 150pul) recPrP90-231 in 0,03 % SDS/250 mM
NaCl/10 mM HEPES pH 7.2 zugegeben. Als Kontrolle dienten der identische Ansatz
ohne Zugabe eines Keims (aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) ge-
gen die Zeit(h); RFU wurden im Bereich von 500-520 nm aufgenommen und der Mit-
telwert gebildet).

In die Ansétze wurde je 1,2 pg des Prion-Proteins aus den vorher charakterisierten
Ansatzen (3.1.6) gegeben, was 10 % der Menge des Gesamtproteins im Ansatz ent-

spricht.

In diesem Ansatz wurde nach 0,5 h der erste Anstieg des Fluoreszenzsignals detek-
tiert, der sich dann weiter fortsetzte. Nach ca. 5 h kam es zu keiner weiteren Veran-
derung des Fluoreszenzsignals. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass zu
diesem Zeitpunkt die keiminduzierte Fibrillenbildung schon abgeschlossen war. Am
Ende der Inkubationsphase zur keiminduzierten Fibrillenbildung wurde dem Ansatz
ein Aliquot enthommen und im Elektronenmikroskop auf Fibrillen hin untersucht
(Abb. 3.13). Neben eindeutigen fibrillaren Strukturen sind in den Anséatzen auch eini-
ge kleinere amorphe Aggregate zu detektieren. Die in dieser Abbildung gezeigten
fibrillaren Strukturen und kleineren amorphen Aggregate unterscheiden sich nicht
wesentlich von den vorher gezeigten fibrillaren Strukturen der spontanen Konversi-
onsansatze. Neben dem Nachweis der Fibrillenbildung mittels ThT zeigen diese Auf-

nahmen nochmals eindeutig die entstandenen amyloiden Fibrillen. Damit konnte ein-
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deutig eine Beschleunigung der Fibrillogenese von 5 Wochen auf ca. 5 Stunden

durch Zugabe eines Keims induziert werden.

Abb. 3.13: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der keiminduzierten Fibril-
lenbildung

Nach erfolgreicher keiminduzierter Fibrillenbildung wurden ein Aliquot der entstande-
nen Aggregate aus dem mit Thioflavin T versetzten Ansatzes mittels EM untersucht
(Balken= 500nm)

3.2 Konversion von PrP° aus CHO-Zellen (CHO-PrPC)

Im Gegensatz zu dem in den vorherigen Kapiteln gezeigten rekombinanten PrP (90-
231) beinhaltet die Peptidsequenz des CHO-PrPCs die natirliche Volllingensequenz
des syrischen Hamsters (Aminosauren 23-231). Da das nun untersuchte PrP in eu-
karyotischen CHO-Zellen exprimiert wird, tragt es einen GPI-Membrananker und
zwei Glykosylierungen als natirliche posttranslationale Modifikationen. Nur die ge-
naue Zusammensetzung und der Verzweigungsgrad der Glykosylierung des CHO-
PrPCs unterscheidet sich geringfiigig von der des natiirlichen PrP®s (Blochberger et
al., 1997).

In einer friheren Arbeit konnte in dem hier analysierten Konversionssystem naturli-
ches, aus dem Hirnmaterial gesunder Hamster prapariertes PrP°, in amyloide Fibril-
len Uberfihrt werden (Leffers et al., 2005). Da dieses Material aufgrund seiner natur-
lichen Herkunft sehr aufwendig zu préparieren ist (Pan et al., 1992), sollte dieses

System auf posttranslational modifiziertes PrP° aus einer Gberexprimierenden CHO-
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Zellkultur (Blochberger et al.,1997; Elfrink et al., 2007) angepasst werden. Aufgrund
des eukaryotischen Expressionssystem ist dieses Material, das aus in vitro Zellkultu-
ren aufgereinigt werden kann, eine gute Alternative zum natirlichen Prion-Protein

aus Gehirnen nicht-infizierter Hamster.

3.2.2 Loslichkeitsanalyse von PrP® nach 7 wochiger Inkubation

Ansatzpunkt fur die Konversion von CHO-PrP° zu fibrillaren Strukturen waren die
Ergebnisse von Leffers et al. (2005) unter Verwendung von natirlichem PrP° prapa-
riert aus Hirnen gesunder Hamster. In dieser Arbeit konvertierte PrP® bei einer SDS-
Konzentration von 0,01 % SDS und 250 mM NaCl innerhalb von 5 Wochen zu fibrill&-
ren Strukturen. Da das CHO-PrPC bis auf eine veranderte Glykolysierung die gleiche
Primarstruktur sowie einen GPI-Membrananker hat, wurden diese Bedingungen als
Erstes getestet. Desweiteren wurde eine geringfigige Abstufung der SDS-
Konzentration (0,0075 % SDS) vorgenommen. Dies resultierte aus der Annahme,
dass die Hyperglykosylierung von CHO-PrPC (gegeniber nativen PrP®) zu einer ge-
nerellen, gesteigerten Léslichkeit fuhrt.

Unter den Bedingungen (0,01 % bzw. 0,0075 % SDS/250 mM NaCl) wurde das
CHO-PrP® fur 7 Wochen bei 37°C (und 650 rpm) inkubiert. Die langere Inkubations-
zeit von 7 Wochen wurde gewahlt, da in den Ansatzen maximal eine Proteinkonzent-
ration von 30 ng/ul erreicht werden konnte, man aber stets sicherstellen wollte, dass
die Fibrillenbildung stattfindet. Nach einem 100.000g Zentrifugation fir 1 h wurden
Pellet und Uberstand getrennt und mittels SDS-PAGE und nachfolgendem Western-
Blot auf ihren Ldslichkeitszustand hin tberprift. Die Léslichkeitsverteilung der beiden
Proben ist in Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14: Léslichkeitsanalyse von CHO-PrP® nach einer Inkubationszeit von 7

Wochen

Variiert wurde nur die SDS-Konzentration in 10 mM HEPES (pH 7.2), 250 mM NaCl
(U= Uberstand/P=Pelletfraktion nach Ld&slichkeitsanalyse mittels 100.000g Zentrifu-
gation fur 1 h mit anschlieRender SDS-PAGE und Western-Blot).

Bei einer SDS-Konzentration von 0,01 % SDS war das CHO-PrP® noch zum gréRten
Teil I6slich, wohingegen bei einer SDS-Konzentration von 0,0075 % SDS das Protein
vollstdndig aggregierte (Abb. 3.14).

Beide Pelletfraktionen der in Abbildung 3.14 gezeigten Experimente wurden elektro-

nenmikroskopisch untersucht (Kap. 3.2.3).

3.2.3 Elektronenmikroskopische Analyse der PrP¢-Aggregate

Unter den vorher beschriebenen Bedingungen wurden jeweils die unléslichen Anteile
des PrPs auf ihre Aggregatstrukturen hin im Elektronenmikroskop untersucht (Abb.
3.15). Durch die immer noch hohe Léslichkeit des Proteins bei 0,01 % SDS/ 250 mM
NaCl/ 10 mM HEPES (pH 7.2) wurden nur einige vereinzelte Aggregate gefunden
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der héheren Ausbeute an fibrillaren Aggregaten wur-
de nur die SDS-Konzentration von 0,0075 % SDS weiter verfolgt. Bei dieser SDS-
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Konzentration fanden sich nach 7 wéchiger Inkubation viele kurze fibrillare Strukturen
(Abb. 3.15).

Abb. 3.15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von CHO-PrP-Fibrillen
30 ng/pl CHO-PrP® bei einer SDS-Konzentration von 0,0075 % SDS/ 250 mM

NaCl/10 mM HEPES (pH 7.2) nach einer Inkubationszeit von 7 Wochen (Balken
A:0.5 uym; B-D: 100 nm; Pfeile: s. Text)

.

Der Vergleich der PrP®-Aggregate mit den recPrP-Aggregaten (s. Kap. 3.1.1/5/6)
macht schnell deutlich, dass es sich bei dem Hauptteil der hier vorliegenden Struktu-
ren um eine andere, als ,fuzzy“ (kurze, unscharfe bzw. rauhe) bezeichnete ultrastruk-
turelle Form von Fibrillen handelt (Schlumpberger et al., 2000; vgl. Kapitel 4.3.1).

Weitergehende Betrachtungen der PrP®-Aggregate zeigten, dass in diesen Ansatzen
mindestens drei verschiedene fibrillare Spezies zu finden sind. Die am haufigsten

vorkommenden Strukturen sind fuzzy-Fibrillen. Sie Uberschreiten selten eine Lénge
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von 500 nm (Abb. 3.15) und erscheinen wegen ihrer etwas unscharfen Abgrenzung
ein wenig breiter als die vorher gezeigten rekombinanten Fibrillen. Ahnliche, d.h. vom
normalen Erscheinungsbild leicht abweichende Fibrillen sind schon in der Literatur
beschrieben. Somit stellt diese Arbeit nicht die erste Beschreibung der unscharf er-
scheinenden fibrillaren Ultrastruktur dar. Ahnliche Fasern wurden auch in Konversi-
onsansatzen eines Proteins aus S. cerevisiae gefunden, welches Prion-
Charakteristika aufweist (Schlumpberger et al., 2000).

Die zweite im Rahmen dieser Arbeit gefunden Ultrastruktur ist eine aus diesen ,fuz-
zy-fibres“ hervorgehende Struktur. In Abb. 3.15 B-D erscheint es so, als ob sich die
kleinen gebeugten Fasern zu langeren und gleichzeitig auch breiteren Strukturen
zusammenlagern. Diese 1-2 ym langen Strukturen liegen dann nicht mehr in flexib-
ler, gebeugter Form vor, sondern wirken gerade und starr (markiert durch weile Pfei-
le in Abb. 3.15).

Die dritte und dabei auch seltenste Ultrastruktur ist die glatte Faser. In Abb. 3.16 A
und B sind die fuzzy-Fibrillen und mehrere glatte Fasern im Verbund zu sehen (mar-
kiert durch schwarze Pfeile in Abbildung 3.16). Konnte man die vorher charakterisier-
ten Strukturen noch aufgrund ihres Erscheinungsbildes auf ein und die gleiche Sub-
struktur zurtckfihren, so ist die Form der Fasern in den Ansatzen nicht mehr mit der
Hauptmasse der gefundenen Aggregate zu vergleichen. Dieses Erscheinungsbild ist

eher mit den rekombinanten Ultrastrukturen aus Kapitel 3.1 zu vergleichen.

Abb. 3.16: ,Alternative“ fibrilldre Strukturen des CHO-PrP

Assoziation der ,glatten“-(durch schwarze Pfeile (A) markiert) und ,fuzzy“- Form der
CHO-PrP€ Fibrillen nach einer Inkubationszeit von 7 Wochen (30 ng/ul CHO-PrP¢/10
mM HEPES pH 7,2/0.0075 % SDS/250 mM NacCl).
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Untersucht man die CHO-PrP-Fibrillen im ThT-Assay kommt es zur Fluoreszenzer-
héhung, gegenliber der Kontrolle (Abb. 3.17).
Damit bestatigt sich der schon aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen an-
genommene amyloide Charakter dieser Aggregate (s. Abb. 3.15/16).
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Abb. 3.17: Thioflavin T -Assay von CHO-PrP-Fibrillen

10 ng/pl CHO-PrP® nach 7wéchiger Inkubation (30 ng/ul CHO-PrP¢/10 mM HEPES
pH 7,2/0.0075 % SDS/250 mM NaCl) (rot) und Puffer-Kontrolle (grin) wurden mit
5uM ThT versetzt und ein Fluoreszenz-Emissions-Spektrum aufgenommen.

3.2.4 Inmuno-Elektronenmikroskopische Analyse der CHO-PrP°-
Fibrillen

Um sicher zu stellen, dass an der Ausbildung der PrPC-Fibrillen das vollstandige Pri-
on-Protein (Sequenz 23-231) beteiligt ist, wurden die Fibrillen einer Immunogold-
Markierung unterzogen. Bei dieser Markierung wird kolloidales Gold an einen Tertiar-
Antikérper gekoppelt. Dieser kann Uber ein System von PrP-spezifischen Erstanti-
kérpern und Sekundarantikérpern an Prion-Proteine binden (s. Kap. 2.10.2 und Abb.
3.18/19).

Dazu wurde jeweils ein Antikdrper verwendet, der an dem absoluten N- (EST123,
Erkennungsepitop: 30-35) und C-Terminus (R2, Erkennungs-epitop: 225-231) des
PrPCs bindet. Zeigen beide Antikdrper ein eindeutiges Markierungsergebnis an den
hier detektierten Fibrillen, so kann davon ausgegangen werden, dass diese Struktu-

ren aus PrP® aufgebaut sind.
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Aufgrund der hohen Ordnungszahl des Goldes, wére die Markierung auch ohne Ne-
gativ-Farbung als schwarzer Punkt im Elektronenmikroskop sichtbar. Da aber die
proteinésen Strukturen zur Darstellung den Negativ-Kontrast brauchen, wurde die
Farbung am Ende der Markierung (siehe auch Kapitel 2.10.2), wie auch in den vor-
herigen Aufnahmen, weiterhin durchgefuhrt. Wegen des geringen Durchmessers der

Goldpartikel von 5 nm, sind in den folgenden Aufnahmen einige der Goldmarkierun-

gen zur besseren Sichtbarkeit mit Pfeilen gekennzeichnet (siehe Abb. 3.18/19).

Abb. 3.18: Inmunogold-Markierung der CHO-PrP-Fibrillen mit dem Antikoérper
R2 (Epitop: 225-231)

B ist ein vergrélRerter Abschnitt aus A; C/D: verschiedene fibrillare Aggregate mit
Immunogold-Antikérpern markiert; (einige Goldpartikel sind in den Aufnahmen
exemplarisch mit Pfeilen markiert, Balken= 100nm)
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Abb. 3.19: Inmunogold-Markierung der CHO-PrP-Fibrillen mit dem Antikérper
EST123 (Epitop: 30-37)

Aufnahme B ist ein vergréRerter Ausschnitt aus Aufnahme A; Aufnahmen C/D zeigen
verschiedene fibrilldare Aggregate mit Immunogold-Markierung (Pfeile markieren ei-
nige der Immunogold-Partikel, Balken=100nm).

In beiden Féllen ist es gelungen, die Immunogold-Markierung mit zwei PrP-
spezifischen Antikdrpern der Hauptstruktur (,fuzzy fiber®) eindeutig zu zeigen. Die
weitere Struktur, welche nur durch Anlagerung dieser Fasern zustande kommt, sollte
daher auch aus PrP® mit seiner vollstdndigen Sequenz bestehen.

Im Gegensatz zu den in Abschnitt 3.2.3 gezeigten Strukturen waren nach der Be-
handlung der Proben durch Immunogold-Markierung viel weniger der grof3en und
glatteren Uberstrukturen zu detektieren. Dies kann an der Behandlung der Netze mit

den verschiedenen Schritten zur Markierung liegen. Daher sollen die beiden Farbe-
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methoden in Bezug auf ihre mechanische Belastung gegeniibergestellte werden. So
kommt das Netz im Falle des einfachen Negativkontrasts nach der Adsorption der
Probe noch weitere 30 sek.-1 Minute mit Fllssigkeiten in Kontakt. Im Gegensatz da-
zu ist die Beanspruchung des Netzes bei der Immunogold-Markierung um ein Vielfa-
ches hdéher, da fiur diese Markierung das Netz flr ca. 24h mit unterschiedlichen L6-
sungen (Primar-/Sekundar-/Tertiarantikérper, Blockierungs- und Waschschritte) be-
handelt werden muss und mit einer einhergehenden mechanischen Belastung der

Netzoberflache bzw. der darauf adsorbierten Probe verbunden ist.

Aulerdem kann die Behandlung mit hohen Konzentrationen des Antikérpers R2 die
hier vorliegenden Strukturen zerstéren, wie im Rahmen dieser Arbeit beobachtet

werden konnte (Daten nicht gezeigt).

3.2.5 Infektiositatstests mit CHO-PrP-Fibrillen

In einem weiteren Schritt dieser Arbeit zur Charakterisierung der generierten fibrill&-
ren Strukturen aus CHO-PrP° sollten diese, in Analogie zu den vorherigen Experi-
menten (Leffers et al. 2005), auf ihre Infektiositat hin untersucht werden. Bis heute
Zeit ist es noch nicht gelungen, ein mit dem Tiermodell vergleichbaren Zellkultur-
Infektiositatstest fur Hamster-Prionen zu entwickeln (Klohn et al., 2003). Daher wur-
den diese Tests in einem genetisch veranderten Mausmodell durchgefihrt. Die gene-
tische Modifikation der verwendeten Mauslinie betrifft in erster Linie das exprimierte
Prion-Protein und dessen Expressionslevel. Die in den Infektiositatstests verwendete
TG7-Mauslinie exprimiert das Prion-Protein der Hamstersequenz (SHaPrP€) auf ei-
nem PrP-Knockout-Hintergrund (Tg (SHaPrP**) 7PrP°). Dieser stellt sicher, dass
nur das SHaPrP°® exprimiert wird und es keine unerwiinschte Expression des Maus-
PrPs (MoPrP®) existiert (s. Kap. 2.14.1). Zusatzlich zu dieser transgenen Verande-
rung wird das PrP® 8fach, im Vergleich zum Expressionslevel von Wildtyp-Hamstern,
Uberexprimiert. In vorangegangenen Experimenten lag die Inkubationszeit fur natdrli-
che Prionen, aufgereinigt aus den Gehirnen infizierter Hamster (PrP27-30), bei
durchschnittlich 42 Tagen (Leffers et al., 2005). Trotz der unter-schiedlichen Orga-
nismen (Maus vs. Hamster) sind die M&use in der Lage Hamster Prionen zu replizie-
ren und stellen damit einen mit Hamster vergleichbar infizierbaren Organismus dar.

Fur eine Testreihe standen jeweils 4 Tiere zur Verfligung.
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Um eine Gesamtproteinmenge von ca. 12 ug (vergleichbare Menge an Protein zu
Experimenten der Publikation von Legname et al. (2004) inokulieren zu kénnen,
musste ein vollstandiger CHO-PrP®-Konversionsansatz (30 ng/ul, 400ul Gesamtvo-
lumen) intracerebral verabreicht werden. Fir diese Art der Inokulation kann aber nur
ein Volumen von 30 ul genutzt werden. Deshalb wurde der Ansatz nach erfolgreicher
Konversion zu Fibrillen 1h bei 100.000g zentrifugiert und das resultierende Pellet in
30 pl sterilem 5 % BSA in PBS-Puffer aufgenommen. Alternativ zu diesem Ansatz
wurde auch versucht, die fibrillare Probe an Nitrozellulose Partikel zu binden. Dies
wurde in Anlehnung an das Protokoll von Steinitz und Tamir (1995) durchgefihrt. Die
Nitrozellulose Partikel sollen in diesem Experiment die Proteine binden und diese
damit nach der Inokulation im Gehirn zu immobilisieren. Eine Immobilisierung der
Proteinaggregate soll gewahrleisten, dass die fibrillaren Strukturen vom Ort der Ino-
kulation nicht ausgewaschen werden.

Dafir wurde das Pellet nach der 100.000g Zentrifugation in 25 pl Nitrozellulose-
Partikel enthaltenen PBS-Puffer fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Um die pro-
teinbindenden Eigenschaften der Nitrozellulose zu erhalten wurde erst nach der In-
kubation (1h bei Raumtemperatur) der Fibrillen und Nitrozellulose die Lésung mit 30
%iger BSA-L6sung auf 5 % BSA eingestellt. Da die Tierversuche immer noch an-
dauern (voraussichtliches Ende der Experimente: Juli/2008) wird in Tabelle 3.2 der
aktuelle Stand der Versuche prasentiert (nach 490 Tagen).

Tab. 3.2: Ubersicht der Tierversuche mit fibrillirem CHO-PrP und den korres-

pondierenden Kontrollen

Inokulum Stand der Tierversuche
12 pug amyloides CHO-PrP in 5 % keine erkrankten Tiere (0/4)
BSA/PBS

12 ug amyloides CHO-PrP gebunden an | keine erkrankten Tiere (0/4)
Nitrozellulose-Partikel in 5 % BSA/PBS
12 pg o-helikales CHO-PrP®in 5 % PBS | keine erkrankten Tiere (0/4)

_ _ 2 verstorbene Tiere (0/4, (2)), keine Prion-
5 % BSA in PBS und Nitrozellulose
Krankheitssymptome

5 % BSA in PBS 1 erkranktes Tier (1/4)
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4. Diskussion

Die von Stanley Prusiner aufgestellte Prion-Hypothese, und spéter konsequenter
formulierte ,protein-only“-Hypothese besagt, dass allein eine Konformationsédnderung
des Prion-Proteins den Unterschied zwischen zellularem PrP und infektidsen Prionen
darstellt. Der Konversionsprozess von einem a-helikalen zu einem B-faltblattreichen
Prion-Protein geht mit einer gesteigerten Unldslichkeit und damit verbundener Agg-
regation des Proteins einher. Die entstehenden Aggregate bilden amorphe und fibril-
lare Ablagerungen. Da auch von anderen Proteinen ein solcher Konversionsprozess
mit pathologischen Folgen bekannt ist (s. Kapitel 1, Tabelle1.1/2), spricht man allge-
mein von Proteinfehlfaltungskrankheiten. Die Besonderheit der Prion-Krankheiten
besteht in ihrer Ubertragbarkeit. Den vorldufigen Beweis der Theorie erbrachten Pru-
siner und Kollegen 2004, indem sie allein durch amyloides rekombinantes Prion-
Protein in transgenen Mauslinien eine Prion-Erkrankung induzieren konnten (Legna-
me et al., 2004). Daher stellen die amyloid bildenden Proteinfaltungswege den bes-
ten in vitro Ansatz zur molekularen Analyse der Prion-Erkrankung dar. Mit diesem
Ansatze kénnen auch die verschiedenen Atiologien der Prion-Krankheiten, namlich
die spontane, genetisch bedingte und durch Infektion hervorgerufene PrP-
Fehlfaltung, nachvollzogen werden. Daher ist ein molekulares Verstandnis des Fehl-
faltungsweges in vitro essentiell fir die Untersuchung der PrP-Fehlfaltung im Krank-

heitsfall.

Ziel dieser Arbeit war es, den Fehlfaltungsweg des rekombinanten Prion-Proteins der
Sequenz 90-231 (syrischer Hamster) von der ersten stabilen Vorstufe bis hin zu den
fibrilldren Strukturen zu analysieren. Die biophysikalische Analyse der generierten
fibrillaren Strukturen sollte die Ahnlichkeit mit authentischen PrPS¢ und damit die
Aussagekraft des Fehlfaltungsweges sicher stellen.

Zusatzlich sollte das in einer friiheren Arbeit (Leffers et al., 2005) fur natirliches Pri-
on-Protein etablierte Konversionssystem auf PrP®, das in einer eukaryotischen CHO-
Zellkultur exprimiert wurde, tUbertragen werden. Neben der ultrastrukturellen Analyse

der entstanden Aggregate mussten die Fibrillen auf ihre Infektiositat hin im Tierver-

77



4. Diskussion

such getestet werden, was jedoch wegen der langen Inkubationszeit nicht innerhalb

dieser Arbeit abgeschlossen werden konnte.

4.1 Der metastabile Intermediarzustand als Vorstufe der amyloiden

Aggregation des Prion-Proteins

Das in dieser Arbeit vorgestellte Konversionssystem basiert auf der Kombination von
anionischem Detergenz SDS und NaCl als Lésungsmittel. Daftr wird rekombinantes
Prion-Protein nach der Aufreinigung auf 0,2 % SDS eingestellt. Induktion der Kon-
version erfolgt durch das Verdinnen des SDS und unter gleichzeitiger Zugabe von
250 mM NaCl. Diese Bedingungen induzieren einen teildenaturierten Zwischenzu-
stand (s. Kap. 3.1.2, Abb. 3.2; Abb. 4.1 B). Zum Vergleich dienten die von Horne-
mann und Glockshuber (Hornemann et al., 1998) veréffentlichten CD-Spektren von
verschiedenen Sekundarstrukturen des rekombinanten Maus PrPs (Abb. 4.1 A). In
dieser Abbildung sind der durch NMR-Analysen bestatigte a-helikale Zustand (Riek
et al., 1996), aber auch der volldenaturierte ,random-coil“-Zustand dargestellt. Das in
der vorliegenden Arbeit (Abb. 4.1 B) gemessene CD-Spektrum des Intermedidrzus-
tandes der Fibrillogenese kann als eine Kombination des voll denaturierten PrPs (ge-
strichelte Linie in Abb. 4.1) und des a-helikalen Zustandes (durchgezogene Linie,
Abb. 4.1) des rekombinanten Maus Prion-Proteins angesehen werden. In der Arbeit
von Hornemann und Glockshuber wird auch ein B-faltblattreiches ,Faltungsinterme-
diat* aufgefiihrt, welches dem B-faltblattreichen Spektrum unter NaCl-freien Bedin-
gungen im SDS-Konversionssystem entspricht. Ob dieses Intermediat nach weiterer
Inkubation fibrillre Strukturen oder sogar PrP®¢ ausbildet, wird in dieser Arbeit nicht

erwahnt.
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Abb. 4.1 Sekundarstrukturen von rekombinanten Prion-Proteinen

A: Maus Prion-Protein (Aminoséuren: 120-230; Hornemann & Glockshuber,2000; a
Helix: durchgezogene Linie; vollstandige Denaturierung: gestrichelte Linie, ,Faltungs-
intermediat”: gepunktete Linie); B: Sekundarstrukturanalyse des recPrP90-231; 0.03
% SDS/250mM NacCl (Linie); 0.03 % SDS/ kein NaCl (Punkte).

Aus den CD-Spektren ist nicht ersichtlich, welcher Teil des Proteins zur a-helikalen
Sekundarstruktur gefaltet und welcher Sequenzabschnitt in Folge einer random-coil
Formation flexibel ist. Unter den Bedingungen, die zur Strukturaufklarung mittels
NMR verwendet wurden, teilt sich das Prion-Protein in einen hochflexiblen Sequenz-
abschnitt 90-119 und in einen globuldren Abschnitt von Aminosdure 120-231, der
durch a-Helices dominiert wird. Unter den verwendeten SDS-Bedingungen (0,03 %
SDS, 250 mM NacCl) wird das in den CD-Experimenten ermittelte Spektrum durch ein
starkeres Minimum bei 205 nm dominiert. Dieses charakteristische Spektrum kann
demnach als eine Kombination von ,random-coil® und a-helikalen Strukturelementen
angesehen werden. Daher kénnte man vermuten, dass ein Teil der Faltung des C-
Terminus beibehalten wird und durch einen starkeren, tber den Bereich von Amino-
saureabschnitt 90-120 hinausgehenden, ,random-coil“-Anteil des N-Terminus er-

ganzt wird.
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4.1.1 Strukturelle Auswirkung von Denaturierungsmitteln und NaCl

Die meisten, in der Prion-Forschung bekannten, Konversionssysteme zur Ausbildung
amyloider Strukturen verwenden neben den verschiedenen Detergenzien auch NaCl
in den Ansatzen (Baskakov et al., 2002; Jackson et al., 1999; Swietnicki et al., 2000).
Keine dieser Studien beschéftigte sich mit dem spezifischen Einfluss von Detergenz
und NaCl genauer. In friiheren Arbeiten mit dem SDS-Konversionssystem (ohne Zu-
satz von NaCl) ist der alleinige Einfluss des Detergenz ausfihrlich charakterisiert
worden (Leffers et al., 2004) und konnte nun mit dem modifizierten System vergli-
chen werden. Die Daten der vorangegangenen Arbeiten liefern nun die Grundlage fiir
den Vergleich des Konversionsverhaltens mit und ohne NaCl.

In Kapitel 1.7 dieser Arbeit wurde schon erwédhnt, dass das Amyloid bildende System
eine Modifikation des friheren Konversionssystems darstellt, in dem durch verschie-
dene SDS-Konzentrationen definierte Sekundérstrukturen von Prion-Proteinen ein-
gestellt werden konnten. In Abbildung 4.2 ist im oberen Teil das friiher bekannte
Konversionssystem dargestellt und wird im unteren Teil dem in dieser Arbeit verwen-
deten und analysierten System gegenlber gestellt. Die Auswirkung der Zugabe von
250 mM NaCl soll im folgenden Abschnitt genauer behandelt werden.

Voraussetzung fir die Ausbildung amyloider Strukturen im SDS-System ist im Fall
des recSHaPrP(90-231) eine SDS-Konzentration von 0,03 % SDS (Stéhr 2003, Lef-
fers et al.,, 2005). An den beiden in Abb. 4.2 gezeigten Sekundarstrukturspektren
kann man nun die drastische Auswirkung von NaCl auf die Sekundarstruktur be-
obachten. Bei einer SDS-Konzentration von 0,03 % SDS zeigt das PrP eine [3-
faltblattreiche dominierte Struktur. Aus friheren Arbeit ist bekannt, dass unter diesen
Bedingungen das Protein in 12 bis hin zu 16meren vorliegt (Jansen et al., 2001; Lef-
fers et al., 2004). Die Zugabe von 250 mM NaCl induziert nun eine Struktur, deren
Spektrum auf einen teildenaturierten Zustand mit a-helikalen Strukturanteilen schlie-
Ren I&sst. Ahnliche Spektren treten im SDS-Konversionssystem ohne NaCl erst unter
doppelt so hohen (= 0,06 % SDS) SDS-Konzentrationen auf.

Auch ist das Léslichkeitsverhalten von PrP in den beiden Konversionssystemen (mit
oder ohne NaCl) trotz vergleichbare Sekundérstrukturanteile unterschiedlich. So ist
PrP unter SDS-Konzentrationen von 2 0,06 % l6slich, aggregiert aber bei 0,03 %
SDS/250 mM NaCl zu amyloiden Fibrillen. Dieser Vergleich soll deutlich machen,

dass eine dem praamyloiden Intermedidrzustand vergleichbare Sekundarstrukturver-
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teilung héhere SDS-Konzentrationen bendtigt, wenn kein NaCl an der Beeinflussung

der Strukturformation beteiligt ist.

rec SHaPrP (90-231)
_ . amorphe
[ Dimer Oligomer Aggregate
ohne NaCl
. R “ sos ’ sbs ‘
02-01 % %07% NaCl 0.03 % 0.01%
0.03 %
mit NaCl {alr = Ofr Ofr }
Ausgangs- amyloide
zustand Fibrillen

Abb. 4.2: Vergleich des Konversionssystem mit und ohne NaCl

Der obere Teil (,ohne NaCl“) der Abbildung behandelt die strukturelle Konversion von
recPrP unter verschiedenen SDS-Konzentrationen. Bei einer SDS-Konzentration von
0,03 % SDS und Zugabe von 250 mM NacCl wird ein Monomer-Dimer Gleichgewicht
eingestellt, welches zu amyloiden Fibrillen aggregiert.

Ohne Zugabe von 250 mM NaCl werden bei 0,01 % SDS B-faltblattreiche Strukturen
ausgebildet und es entstehen amorphe Préazipitate (Post et al., 1998). Daraus geht
hervor, dass eine SDS-induzierte B-faltblattreiche Struktur, ohne die Zugabe von
NaCl, nicht zu amyloiden Strukturen flhrt. Daher muss davon ausgegangen werden,
dass die durch SDS allein induzierten B-Strukturen im rekombinanten Prion-Protein
nicht die Ausdehnung oder die Sequenzbereiche betreffen, die fur die Ausbildung
amyloider Fibrillen ausschlaggebend sind. Da die B-faltblattreichen Strukturen hydro-
phobe Bereiche des Prion-Proteins exponieren und daher nur schlecht |6slich sind,
kénnen vor der Aggregation gebildete Faltblatter nicht mehr an dem fur Fibrillenbil-
dung benétigten Abschnitt des PrPs teilhaben. AuRerdem ist denkbar, dass die im
Modell fur PrP®¢ vorgeschlagene B-Helix-Ausbildung (s Abb. 1.3) durch die hier von
vorne herein festgelegten B-Struktur-Abschnitte verhindert werden. Aus den Daten
der hier vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals aus dem SDS-basierten in vitro-
Konversionssystem abgeleitet werden, dass sich der Intermediarzustand zur Ausbil-

dung amyloider Fibrillen grundsatzlich von dem der amorphen Aggregation unter-
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scheidet. So liegt der Intermedidrzustand der amorphen Aggregation in einer -
faltblattreichen oligomeren (12-16 PrP-Molekile, Jansen et al., 2001) Form vor, wo-
hingegen der praamyloide Intermedidrzustand teildenaturiert ist und ein Monomer-

Dimer-Gleichgewicht ausbildet.

Eine dhnliche Beobachtung wurde auch in dem Konversionssystem gemacht, wel-
ches fur die Ausbildung synthetischer Prionen verantwortlich ist. In diesem System
existiert eine Subpopulation eines B-strukturierten Oligomers (vergleichbar mit den
Oligomeren bei 0,03 % SDS ohne NaCl), das nicht auf dem Bildungsweg der amyloi-
den Form von recPrP liegt (Baskakov et al., 2002).

Anderen Arbeitsgruppen konnten ebenfalls eine Auswirkung von NaCl auf die Struk-
tur von PrP-Fragmenten zeigen (Apetri et al., 2003). Die Untersuchungen beschéftig-
ten sich mit dem entfaltenden Charakter von NaCl auf die Helix |-Region (vgl. Abb.
1.2) des Prion-Proteins. In Entfaltungsexperimenten konnte in der zitierten Arbeit ge-
zeigt werden, dass héhere NaCl-Konzentrationen die Entfaltung der Helix-l beginsti-
gen. Die Entfaltung kénnte auf zwei a-Helix-stabilisierende Salzbricken zurtickge-
fuhrt werden. Mutationsstudien, die Auswirkungen auf die Salzbriicken haben, zeig-
ten eine effektivere PrP® zu PrPS*-Konversion (Speare et al., 2003). Ob genau die-
ser Salzeffekt an der Strukturanderung beteiligt ist, kann aus den hier vorliegenden
Daten nicht direkt geklart werden. So ist es denkbar, dass die Sekundarstrukturver-
anderung auch auf Effekte zuriickgehen kénnte, die das Salz auf die SDS-Protein

Bindung hat, und dann Auswirkungen auf das Aggregationsverhalten von PrP zeigt.

Unter den hier verwendeten Lésungsmittelbedingungen (0,03 % SDS (1 mM)/250
mM NacCl) liegt man knapp unter der kritischen mizellaren Konzentration (CMC) von
1,1 mM SDS (Dutkiewicz & Jakubowska, 2002). Zieht man die Ergebnisse aus den
weiteren Charakterisierungen des prdamyloiden Zustandes hinzu, so bestatigt sich
die Annahme. Bei SDS-Konzentrationen unterhalb der CMC bindet 1 g Protein 0,4 g
SDS, das entspricht ca. 20 SDS-Molekulen/PrP (Rangachari et al., 2006). Diese An-
nahme wird durch die AUZ-Analysen des monomeren PrPs gestitzt (s. Tab. 3.1).
Desweiteren muss man davon ausgehen, dass die angegebene CMC fir das frei in
Lésung vorliegende SDS gilt und somit das an das Protein gebundene SDS noch-
mals von der Gesamtmenge abgezogen werden muss. Die hier gewahlten Beding-
ungen zur Fibrillenbildung liegen demnach knapp unterhalb der CMC und beein-

flussen die Messungen des prdamyloiden Zustandes nicht.
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Vergleicht man andere Konversionssysteme mit den hier vorliegenden Daten, so
scheint sich ein Grundprinzip der Konversion hin zu amyloiden Fibrillen abzuzeich-
nen. Da die meisten nativ gefalteten Proteine spontan keine amyloiden Strukturen
ausbilden, lasst sich schlussfolgern, dass eine partielle Entfaltung fir eine strukturel-
le Reorganisation nétig ist. Alle Studien zur Aufklarung der genaueren Mechanismen
der Fehlfaltungswege, seien sie nun krankheitsassoziiert oder nicht, wurden in Mo-
dellsystemen in vitro durchgefiihrt. In vitro Experimente zur amyloiden Fehlfaltung
basieren auf der Verwendung von denaturierenden oder teildenaturierenden Bedin-
gungen. Dieser Mechanismus der teilweisen Entfaltung ist bei den meisten Modell-
systemen zu erkennen. So wird fur die Fibrillogenese der synthetischen Prionen (Bo-
charova et al., 2005a; Legname et al., 2004) eine Kombination von hohen Harnstoff-
und Guanidiniumhydrochlorid-Konzentrationen in der Gegenwart von NaCl verwen-
det. Aber auch fir nicht Prion-Proteine werden teildenaturierte Konformere benétigt,
um diese in amyloide Fibrillen zu Uberfihren (Catharino et al., 2005; Niraula et al.,
2004). Die meisten Studien zeigen eine konstante Einstellung denaturierender Be-
dingungen, unter denen es spontan zur Ausbildung von Fibrillen kommt. Andere Stu-
dien verzichten auf dauerhafte Protein-entfaltende Bedingungen. So kommt es bei
hitzeinduzierter Entfaltung von Insulin zu einer anféanglichen Denaturierung, die ver-
gleichbar mit dem historischen Effekt des Ei-Kochens ist. In dieser Form der Denatu-
rierung werden hydrophobe Bereiche des Proteins exponiert und aggregieren an-
schlielend. Daher kommt es nach einer anschliefienden Inkubationszeit zur Bildung
von Insulin-Fibrillen (Jimenez et al., 2002). Dartiber hinaus zeigen einige Arbeiten ein
breites Spektrum von Bedingungen, unter denen ein einzelnes Protein Fibrillen bil-
den kann (McParland et al., 2000; Smith et al., 2003). Meistens liegt die Auswirkung
dieser Variationen in einer verdnderten Inkubationszeit und/oder in einer dann ver-
anderten Morphologie der Fibrillen. Somit kann ein teildenaturierter Intermediarzu-
stand, bis auf einige Ausnahmen (Jackson et al., 1999; Tattum et al., 2006), als ge-
nereller praamyloider Ausgangszustand fur die Fibrillogenese von Proteinen postu-

liert werden.
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4.1.2 Ein Monomer-Dimer-Gleichgewicht als Vorstufe amyloider Fi-

brillen

Neben der Charakterisierung der Sekundéarstruktur des zur Fibrillenbildung neigen-
den metastabilen Intermediarzustandes von PrP ist die Aufklarung des Oligomerisie-
rungsgrades der ersten stabilen Zwischenstufe im Konversionsprozess von besonde-
rem Interesse. Das in dieser Arbeit eingefihrte Konversionssystem besitzt die Eigen-
schaft, dass erst nach langer Inkubationszeit amyloide Fibrillen zu detektieren sind.
Diese Eigenschaft liel3 eine genauere Analyse des Intermedidrzustandes mit der
Analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) zu. Auswertungen der Gleichgewichtszentri-
fugationen unter verschiedenen Drehgeschwindigkeiten konnten ein Monomer-Dimer
Gleichgewicht unter den Amyloid ausbildenden Bedingungen nachweisen (Kap.
3.1.2). Somit kann der Intermediarzustand als ein Monomer-Dimer Gleichgewicht
angesehen werden, dessen Sekundarstruktur teildenaturiert ist.

Wie kann nun aber die Ausbildung eines stabilen Monomer-Dimer Gleichgewichts in
die Bildung von Fibrillen einbezogen werden?

Bisher konnte die atomare dreidimensionale Struktur von PrPS° aufgrund der Unlds-
lichkeit nicht bestimmt werden. Daher steht fiir diese Betrachtung nur ein Modell zur
Verfigung, welches aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen an 2D-
Kristallen von PrPS® ermittelt wurde (DeMarco et al., 2006; Govaerts et al., 2004; Wil-
le et al., 2002). Aus den Daten hervorgehend besteht die Einheitszelle in der kristal-
linen Anordnung aus einer trimeren PrPSC-Einheit (vgl. Kap. 1 Abb. 1.3). Unter Be-
ricksichtigung des trimeren Modells von PrP¢ als Untereinheit der hier vorliegenden
Fibrillen wéare es vorstellbar, dass aus dem Gleichgewicht stabile trimere Untereinhei-
ten (oder ein Vielfaches dieser Trimere) fur die Ausbildung von amyloiden Fibrillen

entstehen kdénnten.
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Abb. 4.3: Hypothetischer Bildungsweg von PrP®™"°“ aus einem Monomer-
Dimgr Gleichgewicht und unter Beriicksichtigung des trimeren Modells von
PrP>°

(Govaerts et al., 2004)

In einem aus der vorangegangenen Annahme abgeleiteten Mechanismus (Abb.
4.3/1-3) wére es denkbar, dass wahrend der Inkubationszeit das PrP- Monomer-
Dimer Gleichgewicht (1) zwischen einer PrPS¢ (bzw. PrPa™°9). Form (2) und der teil-
denaturierten Konformation wechselt, diese ohne weitere Stabilisation der 3. Dimen-
sion aber nicht eingehalten werden kann (zurtick zu 1). So kommt es immer wieder
zu einer strukturellen Fluktuation zwischen den beiden Zusténden 1 (teildenaturiertes
Gleichgewicht) und 2 (PrP®™"°“_Trimer). Erst die stabilisierende Wirkung eines zwei-
ten oder mehrerer, exakt gleich gefalteter PrP-Trimere, stabilisiert dann den Zustand
2 und bildet die erste stabile fibrillare Einheit (3). Sie bildet somit den ersten Keim der
darauf folgenden amyloiden Aggregation.

Auch andere Arbeitsgruppen diskutieren in theoretischen Arbeiten ein Dimer als Vor-
stufe des Bildungsweges von PrPS¢ (Malolepsza et al., 2005; Sekijima et al., 2003).
Da diese Arbeiten aber in silico entstanden sind, lasst sich wenig Uber ihren Bezug
zum realen Konversionsprozess und die damit verbundene Relevanz aussagen.
Ebenfalls konnte die Struktur eines dimeren Zustands des humanen Prion-Proteins
durch die Réntgenbeugung an Proteinkristallen atomar aufgeklart werden (Knaus et
al., 2001). Die Struktur wurde Uber einen ,domain swapping“-Mechanismus gebildet
der mit Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbriicke einhergeht. Fir die Konfor-
mationsanderung von PrP® zu PrP%¢ ist aber keine Reduktion und Reoxidation der
Disulfidbindung notwendig bzw. detektiert worden (Welker et al., 2002). Deshalb ist

der Mechanismus eher als artifizieller Weg zur Kristallisation einer aberranten Form
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zu sehen, ohne einen Beitrag zur Aufklarung des Oligomerisierungsprozesses des
Prion-Proteins zu leisten. In einer anderen Arbeit zur Strukturaufklarung des Prion-
Proteins mit Hilfe der Réntgenbeugung an Kristallen, welche die NMR-Struktur besta-
tigte, konnte nur ein Monomer in der asymmetrischen Einheitszelle detektiert werden
(Haire et al., 2004). Desweiteren gibt es nur wenige Arbeiten, die ein PrP-Dimer in
vivo identifiziert haben. So konnten Priola und Kollegen ein dimeres Protein mit PrP-
Epitopen identifizieren, welches aber kovalent miteinander verbunden war und des-
halb nicht durch entfaltende oder reduzierende Agenzien voneinander getrennt wer-
den konnte (Priola et al., 1995). In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass
nattirliches PrP® auch in einem Dimer-Monomer-Gleichgewicht vorkommt (Meyer et
al., 2000). Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte ein a-helikaler, dimerer Zustand des
Prion-Proteins im NaCl-freien Konversionsystem nachgewiesen und genauer analy-
siert werden (Jansen et al., 2001). Dieses Dimer wird im folgenden Kapitel naher

vorgestellt und mit dem pradamyloiden Dimer dieser Arbeit verglichen.

4.1.3 Molekulare Kontaktstellen im ,,NaCl-freien“ und teildenaturier-

ten Dimer

Da das PrP-Dimer die erste detektierbare Vorstufe zur Fibrillenbildung ist, stellt eine
molekulare Kontakistelle im Dimer den ersten Beruhrungspunkt der Prion-Protein-
Untereinheiten auf dem Weg zu PrP%¢-ahnlichen Fibrillen dar. Bisher wurden in der
Literatur nur Beschreibungen zur Existenz von dimeren Zustdnden des Prion-
Proteins, nicht aber eine Beschreibung der molekularen Aminosaurekontakte gelie-
fert. Dagegen wurde in unserer Arbeitsgruppe ein System zur Analyse der molekula-
ren Kontaktstellen in PrP-Dimeren etabliert (Kaimann et al. 2007, zur Publikation ein-
gereicht). Fir die Analyse wird der Crosslinker EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethyl-
aminopropyl]carbodiimid Hydrochlorid) verwendet. EDC ist ein heterobifunktioneller
Crosslinker, der freie Amino- und Carboxylgruppen durch Bildung einer Amidbindung
aneinander koppelt, ohne dass ein Ligand eingebaut wird (sog. ,Nullldngen-
Crosslinker®). Es kénnen also Glutamat- bzw. Aspartatgruppen mit in unmittelbarer

Nahe befindlichen Aminogruppen vernetzt werden. Im ersten Schritt der Reaktion
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aktiviert EDC die Sauregruppe. Befindet sich in der direkten Nachbarschaft keine
weitere Aminogruppe, so reagiert EDC mit Wasser ab und die S&duregruppe wird frei-
gesetzt. Die gesamte Reaktion konnte in einer PrP-Dimer enthaltenden L&sung
durchgefiihrt werden. Nach der chemischen Reaktion wurde der Ansatz in einer
SDS-PAGE aufgetrennt (Kap. 3; Abb 3.5). Die Analyse von kovalent vernetzten Di-
meren detektiert nicht dasselbe Verhaltnis von Dimer zu Monomer, wie aus den AUZ
Experimenten ermittelt wurde. Dies kann damit erklart werden, dass die chemische
Reaktion nicht zu 100 % ablduft. So wird jedes nicht kovalent vernetzte Dimer als
Monomer in der SDS-PAGE-Auftrennung detektiert.

In der Arbeit von Kaimann (2006) wurde ein Dimer im salzfreien SDS-Konversions-
system (Abb. 4.2, ,0,07 % SDS-Dimer“) analysiert und wird im Folgenden mit dem in
der vorliegenden Arbeit analysierten Dimer verglichen. Im ,NaCl-freien” Dimer wur-
den exakt dieselben Quervernetzungen wie im teildenaturierten dimeren Zustand (mit
250mM NaCl) detektiert. Der einzige Unterschied zum prdamyloiden Zustand ist eine
teilweise intramolekulare Quervernetzung der monomeren Untereinheit des Dimers,
welche aber identisch mit der intermolekularen Kontaktstelle im Dimer ist. Somit
konnte in der Arbeit von Kaimann et al. eine Strukturierung des N-Terminus detektiert
werden, die Uber den aus NMR-Messungen bekannten globularen Teil des Prion-

Proteins hinausgeht.

Die Analyse der entstandenen Peptidfragmente des praamyloiden dimeren und auch
monomeren Zustandes, nach tryptischer Proteolyse mit anschlielfiender ESI-LC-
MS/MS-Messung, lieferte folgende Kontaktstellen: Die Hauptverknipfungspunkte
sind zwischen der N-terminalen Aminogruppe von Glycin an Position 90 des detek-
tierten Fragments 90-106 und dem Segment 152-156, welche der vorher beschrie-
benen Kontaktstelle des ,NaCl-freien“ Dimers entsprechen. Innerhalb des gelelektro-
phoretisch aufgetrennten Monomers zeigten sich keine bzw. kaum detektierbare in-
tramolekulare Kontaktstellen, was den gréfdten Unterschied der beiden diskutierten

Dimere ausmacht.

Aus dem Vergleich kann man nun sehr gut ableiten, dass durch die nur teilweise N-
terminale Ruckfaltung im Monomer der N-Terminus im PrP unter Amyloid-
ausbildenden Bedingungen weitaus flexibler ist. Da dieser Abschnitt der Sequenz
ohne NaCl in einem Dimer mit einer ,stabilen® Struktur eingebunden ist, wird die Fi-

brillenbildung verhindert und das Protein bleibt trotz vergleichbarer CD-Spektren

87



4. Diskussion

(Abb. 3.2 und 3.3) I6slich. Erst die partielle Auflésung der Struktur durch Zugabe von
NaCl bei einer niedrigeren Konzentration von SDS ermdglicht die amyloide Aggrega-
tion, wobei aber die Sekundéarstrukturanteile quantitativ gleich verteilt bleiben (Kap.
3.1/4.1).

Auch waren die Intensitdten der gemessenen Peptide nicht so hoch wie in den vor-
her erwahnten Quervernetzungs-Experimenten (Kaimann et al., zur Publikation ein-
gereicht). Dies ist mdglicherweise eine Auswirkung des héheren Denaturierungsgra-
des (Kapitel 4.1), so dass nun nicht alle N-Termini an der Ausbildung der Dimer-
Kontaktstelle beteiligt sind, was auch die nicht vorhandenen Quervernetzungen in
der monomeren Untereinheit nahe legen.

Die N-terminale Flexibilitdt deckt sich mit der aktuellen Vorstellung des Konversions-
prozesses von PrP® zu PrP®¢ (Govaerts et al., 2004; Pan et al., 1993). Zum einen
spiegelt es die Tatsache wieder, dass fur den Konversionsprozess des a-helikalen
Proteins zu dem B-faltblattreichen PrPS¢ eine Zwischenstufe teilentfaltet werden
muss, desweiteren scheint der Bereich von 90 bis 170 am starksten von der Umfal-
tung betroffen zu sein (vgl. 1.4.2, Abb.1.3). Da nach allen heutigen Erkenntnissen die
Disulfidbindung wahrend der Konversion nicht verandert wird, bildet sie eine ,Struk-
turklammer®. Der Aminosdurebereich nach dieser Bindung (Position 179) ist sehr
wahrscheinlich nicht an der Konversion beteiligt. Diese Hypothese konnte auch durch
eine Arbeit bestarkt werden, die eine weitere Disulfidbriicke in die PrP Struktur inner-
halb des von der Konversion betroffenen Bereiches einfligte. So zeigte die Mutante
keine Auswirkung auf die PrP®-ghnliche Struktur, konnte aber in dem dort verwende-
ten Konversionssystem im Gegensatz zum Wildtyp-PrP nicht in amyloide Fibrillen
Uberfuhrt werden (Knowles et al., 2006).

4.2 Ausbildung amyloider Fibrillen des rekombinanten Prion-

Proteins

Unter den hier besprochenen Bedingungen von 0,03 % SDS/250 mM NaCl und bei
neutralem pH aggregiert recPrP(90-231) innerhalb eines Zeitraumes von 5 bis 7 Wo-
chen in unlésliche, elektronenmikroskopisch sichtbare Fibrillen (s. Abb. 3.1., 3.8). Die
Fibrillen besitzen eine unverzweigte Struktur mit einem Durchmesser von ca. 8 bis 15

nm (Abb. 3.1/8) und lassen sich durch den amyloidspezifischen Farbstoff Thioflavin T
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von anderen nicht fibrilldren Proteinstrukturen eindeutig unterscheiden, wie sich an

der spezifischen ThT-Fluoreszenzerhéhung zeigt (s. Abb. 3.7).

Wie bereits erwahnt, erfolgte die Aggregation aus einem Iéslichen Monomer-Dimer
Gleichgewicht und fihrte zu verschiedenen amyloiden Uberstrukturen, wie sie in
Abb. 3.1 gezeigt werden. So kénnen einige der Ultrastrukturen innerhalb eines ein-
zelnen Ansatzes beobachtet werden. Die Diversitét der Uberstruktur bezieht sich auf
den Zusammenschluss von einzelnen Fibrillen. Dabei kommen laterale sowie umei-
nander gewundene Anlagerungen der 8-12 nm breiten Fibrillen vor (Abb. 3.1/8/9).
Vergleichbare Aussagen zu unterschiedlichen Strukturen von Fibrillen rekombinanter
Prion-Proteine sind bisher nur in einer weiteren Arbeit publiziert bzw. erwéhnt wor-
den. Die Autoren kommen zum Schluss, dass unterschiedliche rekombinante Spe-
zies (Maus vs. Hamster) unterschiedliche Uberstrukturen zeigen (Makarava et al.,
2006). Dabei ordnen sie dem Prion-Protein der Maussequenz eine lateral flachige
Anlagerung der Fibrillen zu und denen des Hamster Prion-Proteins eine eher lateral
gewundene Anlagerung. Diese klare Zuordnung der Uberstruktur des Hamster Prion-
Proteins wurde in der hier vorliegenden Arbeit nicht beobachtet, da beide Arten der
erwahnten Uberstruktur in dieser Arbeit detektiert werden konnten. Daher kénnte der
Unterschied in der Arbeit von Makarava et al. als eine Auswirkung von verschiede-
nen Konversionsbedingungen angesehen werden und nicht als intrinsische Eigen-
schaften der verglichenen Peptidketten. Erst eine vergleichende Analyse von rekom-
binanten PrPs verschiedener Spezies im SDS-System mit Salz kénnte Spezies-
spezifische Unterschiede in den amyloiden Uberstrukturen aufdecken. Im Gegensatz
zu der zitierten Studie sind Variationen in den Uberstrukturen innerhalb eines Ansa-
tzes auch aus Arbeiten mit anderen Proteinen bekannt, wie die Beispiele an amyloi-

den Fibrillen aus Lysozym und Insulin zeigen (Jimenez et al., 2002).

Unter der Annahme des in Abb. 4.3 vorgeschlagenen Mechanismus, ist die Bildung
des ersten stabilen amyloiden Keims der Beginn der Fibrillogenese. Die einzelne
Trimer-Einheit ist als instabil zu bezeichnen und wird erst durch die Anlagerung einer
weiteren Einheit in der dritten Dimension stabilisiert. Das eher seltene Ereignis, in
dem zwei gleichartig ,fehlgefaltete Trimere aufeinander treffen und sich gegenseitig
stabilisieren, kann der Grund fur die relativ lange Inkubationszeit von 5 bis 7 Wochen
sein. Die Konzentrationserhéhung auf 300 ng/ul bringt eine héhere Wahrscheinlich-

keit dieses Ereignisses mit sich. Daher resultierte dieser experimentelle Ansatz, wie
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im Modell erwartet, dann in einer beschleunigten Fibrillenbildung innerhalb von nur
einer Woche (Kap. 3.1.6).

Ein Konversionssystem ist umso besser zur Analyse der Prionenbildung geeignet, je
ahnlicher die generierten Aggregate den natlrlichen Prionen sind. Da bisher fir
PrP5¢ keine atomare Struktur aufgeldst werden konnte und die vorhandenen Modelle
nur auf der Kombination von biochemischen Daten und niedrig aufgelésten Struktur-
daten beruhen, wurden die in dieser Arbeit erhaltenen Fibrillen mit biophysikalischen
Charakteristika von PrPs° verglichen.

Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, liefert die Konversion des rekombinanten
PrPs amyloide Fibrillen. Das in dieser Arbeit verwendete rekombinante Prion-Protein
besteht aus der Sequenz 90-231, welche der Aminosauresequenz von infektiésen
PrP 27-30 entspricht. PrP 27-30 bildet, wie schon in Kapitel 1.4.2 beschrieben, in-
nerhalb des Aufreinigungsprozesses amyloide Fibrillen. Auch der vorldufige Beweis
der Prion-Hypothese wurde durch ein Konversionssystem erreicht, welchem die Bil-
dung von amyloiden Fibrillen zugrunde liegt (Legname et al., 2004). Die in der vorlie-
genden Arbeit generierten Fibrillen zeigen elektronenmikroskopisch vergleichbare
Strukturen zu den vorher angesprochenen, infektiésen Praparationen von PrP 27-30
und den synthetischen Prionen.

Die Bindung des amyloid spezifischen Farbstoffes Thioflavin T resultierte in einer
Fluoreszenzerh6hung, was eindeutig den amyloiden Charakter der Fibrillen bestétig-
te. Auch PrP27-30-Praparationen zeigen neben den schon erwahnten Fibrillen ver-
gleichbare spektrale Eigenschaften bei Anfarbung mit Thioflavin T (Mdller, 2006). Da
die Thioflavin T-Bindung nur an B-strukturierten Fibrillen die spezifische Fluores-
zenzerhdhung zeigt, kann von einer B-Faltblatt Anordnung innerhalb der in diesem
System generierten Fibrillen ausgegangen werden. Fur weitere strukturelle Untersu-
chungen stand nur die CD-Spektroskopie zur Verfigung und weil die Methode fiir ag-
gregierte Proteine nur schlecht auswertbar ist, wurde von dieser Charakterisierung
abgesehen, da die B-Faltblattstruktur schon indirekt Gber die Thioflavin T Bindung
gezeigt werden konnte. Ob und welche der postulierten PrPS°-Modelle (DeMarco et
al., 2004; Govaerts et al., 2004) den in dieser Arbeit gezeigten Strukturen gleichen
oder dahneln, kann anhand der hier vorliegenden Daten nicht beurteilt werden.

Ein weiterer biochemischer Marker von PrP¢ ist die partielle Resistenz gegentiber
der zeitlimitierten (1h) Proteolyse durch das Enzym Proteinase K. Unter den natirli-

chen Bedingungen wird bei der Behandlung von Volllangen-PrPS¢ (Sequenz: 23-231)
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nur ein N-terminales Fragment entfernt (Abschnitt: 23-89). Ein relativ einheitliches C-
terminales Fragment, das sogenannte PrP27-30 (Sequenz: 90-231), verbleibt intakt
und infektids. Der Test auf proteolytische Resistenz wurde auch mit den in der vor-
liegenden Arbeit generierten Fibrillen (Kapitel 3.1.6) durchgefihrt. Bei den beiden in
Abb. 3.10 gezeigten proteolytischen Degradationen kann man Folgendes beobach-
ten: Nach einer Stunde Inkubation unter verschiedenen Verhéltnissen von Proteinase
K zu PrP (Abb. 3.10) werden verkirzte Fragmente detektiert. Es ist ein schwaches
Signal auf der H6he des Ausgangsmaterials (16 kDa) erkennbar (Abb. 3.10). Es ist
aber deutlich schwéacher ausgepragt als die darunter befindlichen Fragmente, deren
Lange zwischen ca. 10 und 14 kDa betrégt. Das vergleichbare Experiment mit dem
nicht fibrilldren Ausgangsmaterial (Abb.3.11) zeigt, dass diese spezielle PK-
Resistenz aufgrund der Konversion entstand, da in diesen Ansatzen kein PrP (Abb.

3.11: ,1:50“ und ,1:20“) nach Proteinase K-Behandlung zu detektieren war.

Auffallend ist, dass bei fibrillarem recPrP(90-231) unter den gewéhlten Bedingungen
ein Kontinuum aus PK-resistenten Fragmenten entsteht und nicht wie im Fall von
PrP%¢ ein einheitlicher Schnitt erfolgt, der in dem sogenannten PrP27-30 resultiert.
Eine Ubersicht Uiber das verwendete recPrP(90-231) sowie die aus Konversion und
proteolytischer Degradation entstandenen Fragmente soll in Abbildung 4.4 gegeben
werden. Der zur Detektion verwendete Antikérper erkennt das absolute C-terminale
Ende des Prion-Proteins, so dass von einer N-terminalen Degradation, vergleichbar

mit PrPS°, ausgegangen werden kann.

_s_s_ R1

225 231

90 31

16 kDa ——
14 kDa —
10 kDa ——

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der PK-resistenten Fragmente nach Kon-

version von recPrP(90-231) in amyloide Fibrillen

Der grau eingefarbte Bereich spiegelt das im Western-Blot detektierte Kontinuum aus
PK-resistenten Bereichen wieder. Desweiteren ist die Disulfidbricke (,S-S*) und das
Epitop des im Western-Blot verwendeten Antikérpers R1 (Epitop: 225-231) darge-
stellt.

91



4. Diskussion

Die Infektiositdt der Prionen geht nicht zwangslaufig mit einer gesteigerten PK-
Resistenz einher (Birkmann et al., 2006; Pastrana et al., 2006). Daher muss davon
ausgegangen werden, dass die PK-Resistenz durch die spezifische Struktur der ent-
standenen Aggregate hervorgerufen wird, nicht aber ein Hinweis auf eine mdgliche
Infektiositat ist. Diese aggregierte Struktur verhindert bzw. erschwert die vollstandige
Degradation durch Proteinase K. Im Fall des naturlichen Erregers entsteht eine ein-
heitlich verkirzte infektidse Isoform, die sich in einer spezifischen Schnittstelle bei
der Behandlung mit Proteinase K wiederspiegelt. Aufgrund der verschiedenen
Schnittstellen der hier untersuchten fibrilldren Strukturen besteht ein und derselbe
Inkubationsansatz aus verschiedenen ultrastrukturellen Subspezies. Die nach Be-
handlung mit Proteinase K entstehenden Fragmente kdnnten somit unterschiedliche
fibrilldre Spezies darstellen. So ware es zum Beispiel denkbar, dass nur der resisten-
te Teil des Prion-Proteins an der Ausbildung der fibrillaren Kernstruktur partizipiert

und sich dadurch dem Abbau durch die Proteinase K entzieht.

Vergleichbare ,untbliche C-terminale Fragmente konnten auch in einem Fall von
sCJD (Zou et al., 2003) und den synthetischen Prionen detektiert werden (Bocharova
et al., 2005b). DarUber hinaus zeigen weitere Proteine nach erfolgreicher Konversion
zu amyloiden Fibrillen eine gesteigerte PK-Resistenz, wie Arbeiten mit natlrlichem
AB-Plaques-assoziierten Protein (Soderberg et al., 2005), einer amyloiden SH3-
Domaéne (Polverino de et al., 2003) oder auch einem synthetisch hergestellten Peptid

(Fezoui et al., 2000) zeigen.

Ein weiteres und essentielles Merkmal von PrP%° ist die Eigenschaft, als Keim fur die
Vervielfaltigung, d.h. Fehlfaltung weiterer PrP°-Molekiile, zu dienen. Dieses Verhal-
ten konnte in dieser Arbeit tatsdchlich anhand der keiminduzierten Fibrillogenese
nachvollzogen werden (Kap. 3.1.8, Abb. 3.12). Die Zugabe eines Keims, bestehend
aus fibrillaren PrP-Aggregaten, verkirzt die Inkubationszeit zur Ausbildung amyloider
Strukturen von mehreren Wochen auf wenige Stunden. Eine vergleichbare Reaktion
konnte auch in einer anderen Arbeit in unserer Gruppe durch die Zugabe von naturli-
chem PrPS® beobachtet werden (Weinmann, 2006). Vergleicht man die Experimente,
SO zeigen PrP®¢ und die hier verwendeten fibrillaren Strukturen des rekombinanten

PrPs in vergleichbaren Experimenten auch ein sehr &hnliches Verhalten.

Von Tierversuchen wurde bei diesen Fibrillen abgesehen, da in der vergleichbaren
Studie (Legname et al., 2004) die Fibrillen aus rekombinantem Maus PrP(89-230)

nur in speziellen transgenen Mausen positiv auf in vitro generierte Infektiositat getes-
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tet werden konnten. Die transgene Mauslinie exprimiert das korrespondierende zellu-
l&re Prion-Protein mit der Aminosauresequenz 89-230. Tierversuche in einer wildtyp-
Mauslinie konnten keine Infektiositdt nachweisen. Da ein vergleichbares Tiermodell
fur das Hamster-Prion-Protein nicht existiert, wurden keine Tierversuche durchge-
fuhrt.

4.3 Fibrillire Strukturen von PrP® aus CHO-Zellen

Aus friiheren Arbeiten ist bekannt, dass eukaryotisch exprimiertes PrP® bei 0,01 %
SDS und 250 mM NaCl uber einen Zeitraum von 5 Wochen zu Fibrillen aggregieren
kénnen (Leffers et al., 2005). In der Arbeit von Leffers et al. wurde PrP® aus den Hir-
nen nicht infizierter Hamster prapariert. PrP° wird bei allen Saugetieren im neurona-
len Gewebe in der gréfdten Menge exprimiert (Kretzschmar et al., 1986). Die Ge-
samtmenge des PrPs in Hirnen nicht infizierter Tiere liegt bei ca. 0,1 %, bezogen auf
den Gesamtproteingehalt. In den bisher veréffentlichten Protokollen zur Aufreinigung
von PrP® aus Hirnmaterial wurden pro eingesetztes Gramm Hirnmaterial nur ca. 1 ug
PrP® prapariert (Pan et al., 1992). Die Verwendung dieses Materials fiir Infektiosi-
tatsstudien mit Proteinmengen, die vergleichbar mit den Studien von Legname et al.
(2004) sind, wiirde PrP®-Praparationen sehr vieler gesunder Tiere vorraussetzen und

wurde daher nicht durchgefihrt.

Aus dem vorher genannten Grund wurde fir diese Arbeit von der Aufreinigung und
Verwendung von natiirlichem Hamster-PrP® abgesehen. Die Quelle fiir eukaryoti-
sches PrP® stellte in dieser Arbeit eine CHO-Zellkultur dar, die PrP®, verglichen mit
neuronalem Gewebe, vierzehnfach Uberexprimiert (Blochberger et al., 2000). Das
System wurde in unserer Arbeitsgruppe innerhalb einer anderen Arbeit von dem Auf-
reinigungsprotokoll von PrP® (Pan et al., 1992) adaptiert und fiir die Aufreinigung von
CHO-PrP° optimiert (Elfrink und Riesner, 2004; Elfrink et al., 2007). Das CHO-PrP°
besteht aus der Aminosauresequenz des syrischen Hamsters und tragt einen Glyko-
sitolphosphatidylinositol (GPIl)-Membrananker und zwei N-Glykosylierungen. Die bei-
den N-Glykosylierungen unterscheiden sich in ihrer Ldnge und Verzweigung von de-
nen des natiirlichen PrP®s (Elfrink, 2006). Dies auBert sich in der gelelektrophoreti-
schen Mobilitat des CHO-PrPCs (34-38KDa) gegentiber PrPC (33-35 KDa). Da aber

tiber die natiirliche Funktion von PrP® nicht viel bekannt ist, gibt es keinen verglei-
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chenden Funktionstest flir die beiden PrPC-Formen, der Details tber die Auswirkun-
gen der unterschiedlichen Glykosylierungen liefern kdénnte.

Das schon an nattirlichem PrP® etablierte Konversionssystem sollte auf die Verwen-
dung von CHO-PrP® uibertragen werden. Daher wurde wegen der nur geringfigigen
Modifikationen des CHO-PrP®s zuerst die identische Bedingung (0,01 % SDS/ 250
mM NaCl), wie fiir natiirliches PrP°, fur die Fibrillogenese getestet. Da das Protein
(vgl. Abb. 3.14, 0,01 % SDS) zum grof3en Teil nach der Inkubationszeit von 7 Wo-
chen léslich war, musste davon ausgegangen werden, dass nur ein kleiner Teil des
CHO-PrP® unléslich wurde und damit auch nur wenige Aggregate elektronenmi-
kroskopisch zu detektieren waren. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten bei
der Analyse der unl6slichen Fraktion dieses Ansatzes nur sehr wenige fibrillare
Strukturen (Daten nicht gezeigt). Unter den gleichen Bedingungen aggregierte natir-
liches PrP° vollstandig, mit 10-20 % an fibrillaren Strukturen (Leffers et al., 2005).
Der Unterschied in der Léslichkeit ist sehr wahrscheinlich auf die gréf3eren und star-
ker verzweigten Glykosylierungen zuriickzufiihren, die eine héhere Ldslichkeit unter
gleichen SDS-Konzentrationen von CHO-PrP® zur Folge haben. Ahnliches ist im
Vergleich von rekombinanten PrP (90-231) zu entdecken. Die Einstellung von
recPrP(90-231) auf 0,03 % SDS/250 mM NaCl fuhrt zu fibrillaren Strukturen, wohin-
gegen solubilisiertes und desaktiviertes PrP27-30-(solPrP27-30) Fibrillen bei 0,01 %
SDS/250 mM NacCl bildet. Diese beiden Konstrukte unterscheiden sich nur in den
posttranslationalen Modifikationen, ndmlich dem GPI-Membrananker und den Glyko-
sylierungen.

Da die hier verglichenen PrP°-Formen weniger unterschiedlich sind als die vorher
erwahnten solPrP27-30 und recPrP(90-231), wurde zur Effizienzsteigerung des Sys-
tems eine geringfligige Anpassung in der SDS-Konzentration von 0,01 % auf 0,0075
% SDS vorgenommen. Unter den angepassten Bedingungen aggregierte das CHO-
PrP° innerhalb von 7 Wochen vollstandig (Abb. 3.14). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der Proteinaggregate aus der Pelletfraktion nach der Ldslichkeitsanalyse
des CHO-PrP®s zeigten fibrillare Strukturen (Abb. 3.15/16).
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4.3.1 Immunogold-Markierung der fibrilliren CHO-PrP® Aggregate

Trotz der Veradnderung im ultrastrukturellen Erscheinungsbild ist die Effizienz der
CHO-PrP®-Konversion (verglichen mit Fibrillen aus nattirlichem PrP€) weitaus héher
und einheitlicher. So konnten in CHO-PrP®-Ansatzen nur wenige, als amorph zu be-
zeichnende, Strukturen detektiert werden, welche in den vorangegangenen Arbeiten
an natrlichem PrP® den Hauptteil der unléslichen Aggregate ausmachten.

Eine wichtige Analyse der hier generierten Fibrillen stellt die immunologische Markie-
rung des PrPs mit Hilfe von Antikdrpern dar, die mit Nanogoldpartikeln gekoppelt
sind. Die Markierung der Fibrillen sollte den eindeutigen Beweis darstellen, dass die
Strukturen aus CHO-PrP bestehen. Weiterhin konnte durch die Verwendung von
zwei Antikoérpern, die jeweils am absoluten C- und N-terminalen Ende des Prion-
Proteins binden, gezeigt werden, dass das Volllangen-Konstrukt (Aminoséaure-
sequenz 23-231) des Prion-Proteins in der Struktur der Fibrillen vorliegt. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass nur ein kiirzeres Fragment des Prion-Proteins die fi-
brillaren Strukturen bildet. Daher wurden zwei verschiedene Antikérper verwendet,
die einmal den Sequenzabschnitt 30-37 (Antikérper-EST123) und zum anderen 225-
231 (Antikoérper-R2) erkennen (s. Abb. 4.5).

EST123

30_37

2 9 3
Abb. 4.5: Epitope der zum Immunogold-Markierung verwendeten Antikérper

EST123 bindet an den N-terminalen Sequenzbereich von Aminosédure 30 bis 37 und
R2 den Abschnitt 225-231.

Beide Antikdrper binden in einer Region, die nicht durch strukturelle Konversion von
PrP€ zu PrPS® maskiert werden (Govaerts et al., 2004). Somit kann mit den Antikor-
pern R2 und EST123 alle Prion-Protein Strukturisomere erkannt werden. Beide Anti-
kérper waren in der Lage, an den hier vorliegenden Strukturen zu binden und damit
spezifisch zu markieren. In beiden Ansétzen zur Markierung konnte, wie die Abb.
3.18/19 eindeutig zeigen, bewiesen werden, dass die Fibrillen aus PrP der natirli-

chen Aminosduresequenz von 23-231 bestehen.
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Wie in den vorherigen Abschnitten gezeigt, aggregierte das CHO-PrP® bei 0,0075 %
SDS/250 mM NaCl nach einer Inkubationszeit von 7 Wochen vollstéandig zu fibrilldren
Strukturen, die sich aus PrP® der natirlichen, ungekiirzten Sequenz zusammen set-
zen. Die Aggregate zeigten drei unterschiedliche fibrillare Strukturen (Abb.3.15/16).
Den gréften Anteil der Fibrillen bildeten kurze, kleine fibrilldre Aggregate. Aufgrund
ihres ,unscharfen” Erscheinungsbildes, d.h. einer nicht ganz glatt abgegrenzten
Struktur, werden diese Fasern als ,fuzzy” (,unscharf‘) oder auch ,worm-like“ (,WWurm-
ahnlich®) bezeichnet. Diese Strukturen stellen aber keine aulergewéhnliche amyloi-
de Struktur dar. Vergleichbare amyloide Strukturen wurden auch in einer Arbeit zur
Konversion vom sogenannten Hefeprion-Protein Ure2P gefunden (Schlumpberger et
al., 2000). Interessanter ist der Vergleich zu PrP-Fibrillen einer friiheren Arbeit (Lef-
fers et al., 2005). Wie unter Kapitel 4.5 erwéhnt, stellen die verwendeten Bedingun-
gen nur eine geringfliigige Anpassung der fir natlrliches PrP¢ verwendeten Bedin-
gungen dar (0,01 % SDS fiir naturliches PrP® und 0,0075 % SDS fir CHO-PrP®). Im
Vergleich zeigen sich deutliche Unterschiede in der Struktur und Ausbeute der gene-
rierten Aggregate. So wurde in der Arbeit von Leffers et al. nur ein kleiner Teil der
Aggregate von 10-20 % als fibrillare Strukturen identifiziert. Der Hauptteil der ent-
standenen Aggregate zeigte eine als amorph zu bezeichnende Struktur. Im Gegen-
satz dazu wurden unter der Verwendung von CHO-PrP® fast ausschlieRlich kurze
Jfuzzy“-Fasern detektiert. Sie zeigten zwar Tendenzen zum Zusammenschluss zu
glatteren gréReren Uberstrukturen (Abb. 3.15, markiert durch weite Pfeile), die dann
aber nicht mehr mit denen aus natirlichen PrP® zu vergleichen waren. Nur selten
konnte die Assoziation von glatten Fasern mit den ,fuzzy“-Fasern aus CHO-PrP° de-
tektiert werden (Abb. 3.16, markiert durch schwarze Pfeile). Weil zwischen PrP° aus
Gehirnen nicht infizierter Hamster und einer CHO-Zellkultur nur die Art der Glykosy-
lierung unterschiedlich ist, muss diese ultrastrukturelle Differenz der generierten Fi-
brillen in der unterschiedlichen Struktur der Glykosylierung begrindet sein. CHO-
PrPC-GkaosyIierungen sind grélier und weiter verzweigt, so dass eine glatte Faser-
struktur sterisch erschwert oder verhindert wird. Das seltene Auftreten der glatten
Fasern in CHO-PrP® kénnte demnach ein Resultat einer Subfraktion von CHO-PrP®

sein, die kleinere Glykosylierungen trégt.

Da, unter der Annahme des trimeren PrP®-Modells von Govaerts et al. (2004), die
Glykosylierungen in einer PrP%-Fibrille nach auRen zeigen, kénnte man nun vermu-

ten, dass einige Bereiche der Aminosauresequenz des Proteins in der Fibrille anders
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strukturiert werden muissen. Desweiteren kénnten auch die zusatzlichen Aminoséau-
ren (23-89) die fibrillare Struktur beeinflussen, wodurch das unterschiedliche Er-
scheinungsbild der Fasern zustande kommt. Auch kann man das PrP%-Fibrillen-
Modell zum Vergleich mit den hier generierten Fibrillen hinzuziehen. Das in der Ar-
beit von Govaerts et al. (2004, s. Kap. 1.4.3, Abb. 1.3 E) vorgeschlagene atomare
Modell fur die fibrillare Struktur von PrP®¢ passt mit einem Querschnitt von ca. 7 bis
10 nm besser fir die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen rekombinanten Fibril-
len (Querschnitt: ~10 nm). Das Modell bezieht sich allerdings auf das am N-Terminus
verklrzte Konstrukt PrP27-30 (Aminosauren 90-231), so dass der durchschnittliche
Querschnitt der CHO-PrP®-Fasern von ca. 10-20 nm trotzdem mit diesem Modell zu
erklaren ist. Da das CHO-PrP® noch weitere 67 N-terminale Aminos&uren sowie eine
Hyperglykosylierung besitzt, kann diese Differenz den gréReren Querschnitt ausma-
chen. Ob diese strukturelle Differenz der Faserstrukturen auch einen Unterschied in
der Amyloid-Kernstruktur mit sich bringt, kann aus den hier vorliegenden Daten aber
nicht geschlossen werden. Eine geringfigige Veranderung der Bedingungen kann
ebenfalls die Ultrastruktur von amyloiden Fibrillen stark beeinflussen. In einer Arbeit
zur Fibrillogenese von B,-Mikroglobulin, bestimmte eine pH-Wert-Differenz von 1 (pH
3,5 vs. pH 2,5) die Aggregation zu ,fuzzy“-Fasern (welche in der Arbeit von Gosal et
al. (2005) als ,worm-like“ bezeichnet wurden) oder glatten Fibrillen. Zur Ausbildung
der glatten Fasern kann auch eine weitere Verlangerung der Inkubationszeit fihren.
So wurde an AP gezeigt, dass vergleichbare Strukturen nach kirzerer Inkubations-
zeit auftreten, sich aber bei weiterer Inkubationszeit zu ,normalen® glatten Fasern
wandeln. Daher wurden diese kirzeren Fibrillen auch als Protofibrillen bezeichnet
(Goldsbury et al., 2005).

4.3.3 Tierversuche mit fibrillirem CHO-PrP®

Der einzige biologische Test fir den Nachweis von PrP° stellt im Moment der Infek-
tiositatstest im Tierversuch dar. Fur diesen Test wurden pro Tier 12 ug fibrillare CHO-
PrP®-Proben in transgenen Méausen intracerebral inokuliert. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten transgenen Mause (Tg (SHaPrP+/+) 7 PrnP 0/0) exprimieren das Prion-
Protein des Hamsters in einer 7fach erhéhten Menge im Vergleich zum Wildtyp-
Hamster. Vergleichende Versuche mit natirlichen Prionen des Hamsters (PrP27-30)

zeigen, dass die Tiere nach Inokulation von PrP27-30 nach ca. 42 Tagen erkranken
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(Leffers et al., 2005). Im Gegensatz dazu zeigen Wildtyp-Hamster bei Inokulation von
vergleichbaren Mengen des Erregers erst nach 70-90 Tagen Symptome einer Prion-
Erkrankung (Mdller, 2006). Aufgrund der kirzeren Inkubationszeit bei gleicher Erre-
germenge, d.h. einer effektiveren Infizierbarkeit, wurden diese Tiere zum Tierversuch
ausgewabhlt. Die gewahlte Gesamtmenge an inokulierten fibrilldaren CHO-PrP (12 ug)
orientierte sich an der verwendeten Menge von amyloiden PrP aus der Arbeit von
Legname et al. (2004). In dieser Arbeit wurde rekombinantes PrP in eine amyloide
Struktur konvertiert und rief nach Inokulation von ca. 12 yg amyloider Fibrillen und
einer sehr langen Inkubationszeit von bis zu 680 Tagen Symptome einer Prion-
Infektion hervor (Legname et al., 2004). AnschlieRende histologische und biochemi-
sche Charakterisierung der erkrankten Tiere, konnten Prion-Ablagerungen und
spongiforme Verdnderungen des Nervengewebes nachweisen. Daher wurden diese

Aggregate als synthetische Prionen bezeichnet.

Da die Tierversuche zur Zeit noch weiter andauern, kann nur Uber den heutigen
Stand der Versuche berichtet werden. Schon jetzt (nach 490 Tagen Inkubation) kann
davon ausgegangen werden, dass die hier generierten Strukturen nicht dem natdrli-
chem Prps° gleichen, da natirliche Prionen schon nach ca. 42 Tagen Krankheits-
symptome ausldsen. Falls die Tiere im Anschluss an diese Arbeit noch Krankheits-
symptome entwickeln, stellen die CHO-PrP-Fibrillen synthetische Prionen dar, die
eine sehr langsam ablaufende Prion-Erkrankung hervorrufen. Dies kann, wie schon
erwahnt, an einer nicht den natlrlichen Prionen entsprechenden Struktur liegen, die
einen langeren Zeitraum zur autokatalytischen Vervielfaltigung im Organismus bend-
tigen. Aber auch andere Faktoren kdénnten eine Auswirkung auf die Inkubationszeit
haben. So wird in einigen Arbeiten diskutiert, dass zur Replikation von Prionen in ei-
nem Organismus ein zellulérer Faktor, Chaperone oder Bindungspartner nétig ist
(Lee et al., 2003). Bei einer nicht vollstandig dem PrP5¢ entsprechenden Konforma-
tion der CHO-PrPC-Fibrillen kénnte die Bindung dieses Faktors geschwacht oder

verhindert werden und dadurch die Replikation des Erregers erschweren.

Im Fall einer negativen Aussage zur Infektiositat im Tierversuch kann es sein, dass
der oben genannte Faktor keine Bindung zeigte oder ein Faktor aus der falschen
Spezies ist und dadurch die Infektion verhindert worden ist. Die Speziesspezifitat ei-
nes Kofaktors kdnnte nur in vergleichbaren Experimenten mit Wildtyp-Hamstern ab-
schliefend geklart werden. Die CHO-PrP-Fibrillen kénnten aber auch eine andere

Konformation von fehlgefalteten Prion-Proteinen darstellen, die nicht infektiés sind.
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Dies wére die einfachste und wahrscheinlichste Erklérung fir ein negatives Resultat

im Tierversuch.
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5. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das rekombinante Prion-
Protein (90-231) Uber ein Monomer-Dimer Gleichgewicht zu amyloiden Fibrillen ag-
gregiert. Das System konnte auf die Fibrillogenese von eukaryotischem CHO-PrP°®
erweitert werden. Diese zeigten deutlich unterschiedliche fibrillare Ultrastrukturen im
Vergleich mit den recPrP(90-231) Fibrillen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bisher nur der Intermediarzustand der Fibrillogene-
se des rekombinanten Prion-Proteins charakterisiert werden. Daher kénnten weiter-
filhrende Arbeiten den praamyloiden Zustand des CHO-PrPCs charakterisieren und
mit dem des rekombinanten PrP vergleichen. Der Intermediarzustand, zunachst der
des rekombinanten PrPs, koénnte in weiteren Arbeiten mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie atomar aufgelést werden, um einen detaillierteren Einblick in den
Ausgangszustand der Fibrillenbildung zu bekommen. Insbesondere kénnte man ana-
lysieren, welcher Teilbereich den fixierten Bereich des Dimers bildet, da der flexible
Abschnitt mit Hilfe der NMR nicht aufgelést werden kann.

Die gewonnenen Daten werden dann Aufschluss Uber den Einfluss der posttransia-
tionalen Veranderung auf die ultrastrukturellen Unterschiede der Fibrillen geben. Es
ware weiterhin denkbar, dass zuséatzliche Anpassung der Bedingungen (pH-Wert,
Proteinkonzentration) zu ,glatten® fibrillaren Strukturen des CHO-PrPs fihrt. Auch
weiterfiihrende strukturelle Vergleiche der CHO-PrP®- und rekombinanten Fibrillen
mittels Faserdiffraktion und Festphasen NMR (ss-NMR) wiirden Aufschluss Uber ver-
gleichbare und unterschiedliche Strukturelemente geben, die zu den unterschiedli-
chen Fibrillentypen fahren.

Diese Datensatze kénnten dann mit denen der natirlichen Prionen verglichen wer-
den, um mdgliche Aussagen Uber die Korrelation von Struktur und Infektiositéat treffen

zu kdbnnen.
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6. Zusammenfassung

Prionen sind Erreger der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE). Zu
diesen Krankheiten zahlen die Bovine Spongiforme Enzephalopathie, Scrapie beim
Schaf und die Creutzfeld-Jakob-Erkrankung beim Menschen. Der Erreger besteht
einzig und allein aus der infektidsen Isoform des wirtseigenen Prion-Proteins (PrP).
Das zentrale Ereignis in der Ausbildung der infektiésen Isofom PrP%° ist eine Struk-
turkonversion der hauptsachlich a-helikalen, zelluldren Isoform PrPC in eine unlosli-
che, Uberwiegend B-Faltblatt-strukturierte und krankheitsassoziierte Isoform PrpSe,
PrPS¢ ist partiell resistent gegen die Proteolyse mit Proteinase K. Nach Behandlung
mit Proteinase K bildet es hochmolekulare amyloide Fibrillen aus. Die strukturelle
Konversion kann anhand eines in vitro Konversionssystems, welches auf der Kombi-
nation des anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) und NaCl basiert,
nachvollzogen werden. In diesem Konversionssystem entstehen nach mehrwéchiger

Inkubationszeit fibrilldre Proteinaggregate.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der prdamyloide Intermedidrzustand des
Prion-Proteins im in vitro Konversionssystem naher charakterisiert werden. Analysen
zur Sekundarstruktur dieses Ausgangszustandes zeigten, dass dieser neben einem
a-helikalen auch einen hohen Anteil von random-coil Strukturelementen besitzt und
daher als teildenaturiert bezeichnet werden kann. Der teildenaturierte Intermediar-
zustand liegt in einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht vor, wie aus Messungen mit-
tels analytischer Ultrazentrifugation hervorging. Ein chemischer Quervernetzer und
eine anschlieRende massenspektrometrische Analyse identifizierten die molekularen
Kontaktstellen des Amyloid ausbildenden Dimers. Die aus dem Konversionssystem
hervorgegangenen fibrillaren Aggregate weisen alle amyloid-spezifischen Charakte-
ristika auf und zeigen darliber hinaus mit PrpSe vergleichbare biophysikalische Ei-
genschaften. Dazu gehoéren die gesteigerte Fluoreszenzausbeute bei spezifischer
Bindung von Thioflavin T an die Fibrillen, Unléslichkeit und eine gesteigerte Resis-

tenz gegenuber der Verdauung mit Proteinase K.

Auch konnte dieses in vitro Konversionssystem erfolgreich auf vollstdndig post-
translational modifiziertes PrP® ausgeweitet werden. PrP® wurde aus einer eukaryo-
tischen Zellkultur aufgereinigt, welches zwei Glykosylierungen und einen GPI-
Membrananker trégt. Die entstandenen amyloiden Strukturen konnten mit Hilfe der

Negativkontrastierung und der Immunogold-Markierung im Elektronenmikroskop ge-
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6. Zusammenfassung

nauer charakterisiert werden. Die Fibrillen |6sten im Rahmen der Untersuchungszeit

keine Krankheitssymptome aus.
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