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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteinfehlfaltungskrankheiten

Im Allgemeinen bezeichnet man den Untergang von Nervengewebe, speziell von Neuronen, als
Neurodegeneration. Bei neurodegenerativen Erkrankungen ist dieser Prozess pathologisch
beschleunigt. Eine Vielzahl von &tiologisch unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen
sind mit amyloiden Proteinablagerungen im zentralen Nervensystem verbunden (Paulson, 1999;
Tolnay et al., 1999). Der Begriff ,,Amyloid“ wurde vom deutschen Wissenschaftler und Arzt
Rudolph Virchow 1854 geprigt. Amyloid bedeutet ,,stidrkedhnlicher Stoff™ (aus dem Griech.:
amylum = Stirke oder Zucker). Noch im selben Jahr erkannte der Chemiker Kekulé, dass es sich
um eine eiweiBhaltige Substanz handelt. In den weiteren Jahren bezeichnet man mit ,,Amyloid*
extrazelluldre fibrilldre Proteinaggregate, die hdufig mit einer Krankheit assoziiert sind (Glenner,
1980). Heute werden amyloide Aggregate durch drei Konsensuseigenschaften definiert (Glenner,
1980; Glenner et al., 1974): (i) Spezifische Kongorotbindung: Kongorot gehdrt zur Gruppe der
Azofarbstoffe und ist ein chemischer pH-Indikator. Kongorot wird als spezifischer Marker fiir
fibrillire Proteinstrukturen verwendet. Im polarisierten Licht sind amyloide Fibrillen, nach
Kongorotbindung, an der gold-griinen Doppelbrechung (optische Anisotropie) erkennbar
(Puchtler et al, 1962). (i1) Fibrillire Struktur der amyloiden Aggregate: Die
elektronenmikroskopisch sichtbaren amyloide Fibrillen weisen einen Durchmesser von 5 bis 15
nm auf, sind starr und unverzweigt (siehe Kapitel 1.2.1). (iii)) Erhohter Anteil an f-
Faltblattstruktur: p-Faltblattstruktur konnte bei allen Protein-Untereinheiten von amyloiden
Ablagerungen nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass die Proteinfaltung zu B-

Faltblattstrukturen eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielt.

Da sich bei diesen Erkrankungen ein Protein in eine pathologische Struktur umfaltet, die dann

zur Aggregation flihrt, spricht man auch von Proteinfehlfaltungskrankheiten (Tab. 1).



Einleitung

Tabelle 1: Ubersicht einiger Proteinfehlfaltungskrankheiten

Krankheit Ursache klinische Symptome betroffener Amyloidbild-
Hirnbereich endes Protein
Alzheimer | sporadisch progressive Demenz Hippocampus Amyloid  und
(95%) genetisch Tau
(5%)
Morbus meist sporadisch | Bewegungsstorungen | Hypothalamus a-Synuclein
Parkinson selten genetisch und Substantia
Nigra
Chorea genetische Demenz, motorische zerebraler Cortex | Huntingtin
Huntington | Pridisposition und psychische
(autosomal Storungen
dominante
Vererbung)
Creutzfeld | sporadisch Demenz, Probleme, verschiedene Prion-Protein
Jakob (90%) genetisch | psychische Hirnregionen
Krankheit (8%) Schlaflosigkeit
iibertragbar
(2%)

1.2 Proteinfehlfaltung

Proteine falten sich weitestgehend selbststandig (z. T. mit Hilfe von Chaperonen) und spontan in
ihre funktionelle native dreidimensionale Struktur. Allerdings ist die funktionelle Isoform nicht
die einzig mogliche Struktur, in die sich ein Protein falten kann. So ist bekannt, dass sich
Proteine in verschiedene Intermediate und Aggregationsformen falten konnen (Abb. 1.1). Die
verschiedenen thermodynamischen Energiezustinde (Gibbssche freie Energie) sind als
,Faltungstrichter” dargestellt. Dabei faltet sich das Protein zu einem stabilen funktionellen
Monomer. Dieser Zustand stellt das Energieminimum dar und ist somit thermodynamisch stabil.
Neben dem Energieminimum fiir eine bestimmte Polypeptidkette gibt es verschiedene lokale
Energieminima und bei Wechselwirkungen mit anderen Monomeren sogar génzlich
unterschiedliche Aggregationsformen, die ebenfalls lokale Energieminima aufweisen. Somit ist
das Faltungs-Trichter-Modell nicht auf einen minimalen Energiepunkt zulaufend (funktionelles

Monomer), sondern dulerst komplex mit vielen Energieminimas (siche Abbildung 1.1).

Der Faltungsprozess als solcher ist noch relativ wenig erforscht, allerdings kann man ein

,random-search* Mechanismus ausschlieBen bei dem alle mdglichen Protein-Konformationen

2
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durchlaufen werden. Dieser Prozess wiirde aullerhalb der Lebensdauer von biologischen
Organismen stattfinden (Levinthal, 1968). Daher wird meist ein kooperativer Mechanismus
angenommen, bei dem Aminosdurenseitenketten durch kooperative Wechselwirkungen die
Sekundér- und Tertidrstruktur ausbilden (A.R. Dinner, 2000). Die Theorie eines kooperativen
Mechanismus mit verschiedenen Faltungs- und Zwischenstadien fiihrte zur Beschreibung von
,energy-landscapes (auch Faltungstrichter) fiir verschiedene Polypeptide (siche Abbildung 1.1)
(P.G. Wolynes, 1995), (Dill et al., 1997). Fiir die stabilen Intermediate wird das Modell des
,molden-globule* Stadium angefiihrt (Arai et al., 2000). Beim ,,molten-globule* Intermediat sind
bereits alle Sekundérstruktur-Elemente ausgebildet, das Protein hat aber noch nicht die

endgiiltige Tertidrstruktur eingenommen.

a Entropy b . Entropy

unfolded state

v

v
1

\ ‘ | (s | A
\ | intermediate Sehand, N INUN | aggregate e
[ ® —
ig_ ordered
oligomer /

Energy
Energy

7

v aggregate
native
state

amyloid fibril

Abbildung 1.1: Faltungstrichter fiir Proteinfaltung und Aggregation

(a) Ilustration des Faltungstrichters, bei dem verschiedene Faltungsstadien und Aggregatszustiande flir
Polypeptidketten aufgezeigt sind. Die hellgrauen Faltungsstadien zeigen den vereinfachten
Proteinfaltungs-Trichter, die fiir die Faltung einer einzelnen Polypeptidkette zu einem funktionierenden
Monomer steht. In dunklerem Grau ist der komplexere Faltungstrichter gezeigt der entsteht, wenn
intermolekulare Wechselwirkungen beriicksichtigt werden. (b) Mogliche Interaktionen: Als Pfeile sind
die jeweils moglichen Ubergiinge von einer Protein- bzw. Aggregatisoform (Faltungsstadium) zu einer
anderen dargestellt (Jahn et al., 2008).
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Wihrend bei Monomeren der Faltungstrichter noch eine vereinfachte Darstellung aller
Faltungsmoglichkeiten ermoglicht, ist der Komplexitidtsgrad in der Zelle aufgrund von
intermolekularen Wechselwirkungen (u.a. mit den Monomeren der gleichen Proteinspezies)
erheblich (Clark, 2004; Gsponer et al., 2006; Jahn et al., 2005). Diese Wechselwirkungen
resultieren in einer erhohten Komplexitéit des Faltungstrichters (dunkelgrauen Teil in Abbildung
1.1) erkennbar ist. Somit waren amyloide Fibrillen thermodynamisch stabiler als die native Form
(funktionelles Monomer). Obwohl die duBleren Bedingungen (z. B. Puffer) nicht veréndert
werden, konnen sich verschiedene Fibrillenmorphologien ausbilden (Jimenez et al., 2002; Kad et

al., 2003).

Im vorgestellten Modell der Proteinfaltung ist vorgesehen, dass jegliches Protein bei den
entsprechenden Bedingungen amyloide Fibrillen bilden kann. So wird angenommen, dass die
Fibrillenkonformation einem Minimum der freien Energie bei allen Polypeptidketten entspricht

(Guijarro et al., 1998).

1.2.1 Amyloide Fibrillen

Der Proteinaggregationsprozess ist ein Ubergang vom ldslichen Ausgangszustand des Proteins
hin zu unldslichen Aggregaten, wie z. B. amyloiden Fibrillen. In vitro kann die
Proteinaggregation durch eine Destabilisierung der nativen Proteinkonformation u.a. mittels pH-
Wechsel, Mutationen oder denaturierender Agenzien initiiert werden, um eine
Proteinaggregation in messbaren Zeitraumen untersuchen zu konnen (Chiti et al., 1999; Colon et
al., 1992; McParland et al, 2000). Dadurch werden die Moglichkeiten zu
aggregationsspezifischen intermolekularen Interaktionen erhoht. Die Destabilisierung der
Proteinstruktur fiihrt zu spezifischen Intermediaten, welche bei der Bildung von amyloiden
Fibrillen eine entscheidende Rolle spielen (Apetri et al., 2004; Jahn et al., 2006; Uversky et al.,
2001). Aus diesen Vorstufen konnen sich Nukleationskeime bilden, an denen die

Proteinmonomere konvertiert werden und sich amyloide Fibrillen bilden (Harper et al., 1997).

In Abbildung 1.2 sind verschiedene Wege iiber unterschiedliche Nukleationskeime zur Bildung
von Fibrillen dargestellt. Die Nukleationskeime kdnnen sich mittels ,,domain-swapping* (ds),

,»strand-association (sa) ,,edge-edge-association (ee) oder ,,-strand-stacking® (bs) ausbilden.

4
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Die Nukleationskeime entstehen meist direkt aus dem intermedidren Stadium. Allerdings
beschreiben einige experimentelle Daten auch die Moglichkeit, dass sich die Fibrillenvorstufe
aus einer Umlagerung von amorphen Aggregaten bilden kénnen (Cerda-Costa et al., 2007).
Nachdem der Geschwindigkeits-limitierende Schritt der Keimbildung stattgefunden hat, schreitet
das Aggregatwachstum schnell durch die Anlagerung weiterer Monomere voran. Dies hédngt
damit zusammen, dass die Bildung des Nukleationskeims thermodynamisch nicht begiinstigt
wird. Das Fibrillenwachstum ist nach der Bildung des Aggregationskeims thermodynamisch

begiinstigt (Gosal et al., 2005; Modler et al., 2003; Smith et al., 2006).

folded state b * i E
$ : ~‘=:-. E
native aggregate . E "\— E

% £ E (ds) (sa) i —  —
| (bs) :

intermediate state

‘-"-D.’--.' . (ee)
disordered aggregate ~  «_____~ ¥

unfolded state ordered aggregate amyloid fibril

Abbildung 1.2: Mechanismen der Fibrillenbildung

Die Bildung von amyloiden Fibrillen erfolgt zumeist iiber teilweise denaturierte Intermediate. Diese
Intermediate entstehen iiber partielle Denaturierung der nativen Struktur oder iiber die Bildung von
ungefalteten amorphen Aggregaten. Nukleationskeime kdnnen sich iiber verschiedene Mechanismen wie
domain swapping (ds), strand association (sa), edge-edge-association (ee) oder B-strand stacking (bs)
bilden. Aus den Nukleationskeime bilden sich durch Rekrutierung von Monomeren zu amyloiden
Fibrillen (Jahn et al., 2008).

In vitro wurden verschiedene Intermediate wéhrend der Fibrillenbildung identifiziert, z.B.
Oligomere und Protofibrillen (Lashuel et al., 2002; Walsh et al., 1997). Allerdings konnte bisher
weder geklirt werden, welche von diesen Strukturen ,,on-pathway* (auf dem Weg zu amyloiden
Fibrillen) oder ,,off-pathway* (nicht auf dem zu amyloiden Fibrillen) liegen, bzw. welche toxisch
sind. Aufgrund der Relevanz bei verschiedenen Krankheiten ist die Frage nach der toxischen
Spezies eine der meist diskutierten auf diesem Gebiet (Caughey et al., 2003; Kodali et al., 2007).
Es gibt Studien, die amyloide Fibrillen als toxische Spezies beschreiben (Novitskaya et al.,

2006). Allerdings mehren sich in den letzten Jahren die Argumente dafiir, dass die verschiedenen

5
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Vorstufen (Oligomere, Protofibrillen) die toxische Spezies sind (Glabe ef al., 2006, Walsh et al.,
2004).

1.2.1.1 Struktur der amyloiden Fibrillen

Als Proteinstruktur in Amyloiden wurde bereits vor iiber 40 Jahren die ,,cross-beta*-Struktur
beschrieben (Eanes et al, 1968). Seit dieser Erstbeschreibung liegt die Aufkldrung der
Proteinstruktur, welche in amyloiden Fibrillen vorliegt, immer noch an der Grenze des
methodisch Mdoglichen, obwohl in den letzten Jahrzehnten die Fortschritte auf diesem Gebiet

enorm waren (Makin et al., 2005; Nelson et al., 2005).

Die Definition fiir ,,Amyloid“ basiert auf empirischen Studien und vereint Daten aus
verschiedenen Forschungsgebieten wie Rontgenbeugung, Elektronenmikroskopie (EM),
Rasterkraftmikroskop (AFM) und Féarbung mittels spezifischer Farbstoffe (siche Kapitel 8.9 und
8.8) (Sipe et al., 2000; Westermark et al., 2005). Die fiir amyloide Strukturen charakteristischen
Rontgenbeugungssignale werden als Reflektion bei 4.7 A und einer diffusen Reflektion bei 10 A
beschrieben (Blake ef al., 1996). (Blake et al., 1996). EM und AFM Studien zeigten, dass
amyloide Fibrillen langlich und unverzweigt sind und einen Durchmesser von 7 bis 12 nm (70-
120 A) haben (Gosal et al., 2006). In den letzten Jahren sind Methoden wie z.B. Festkorper-
NMR (ssNMR, ss: solid state) entwickelt worden, die einen detaillierten Einblick in die

strukturellen Charakteristika von Fibrillen erlauben (Heise, 2008).
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Abbildung 1.3: Strukturen amyloider Fibrillen

(a-c¢) Strukturmodelle von Protofilamenten: (a) Senkrechte Sicht auf die Fibrillenachse. Dargestellt sind
B-sheet Wasserstoftbriicken. (b) Vereinfachte Darstellung der mittels ssNMR ermittelten Struktur eines 3-
Stranges. (¢) Atommodell bei gleicher Sicht wie in b. (d-g) Oberflachenstruktur von Insulinfibrillen
ermittelt mittels cryoEM mit jeweils zwei (d) vier (e) oder sechs (f, g) Protofilamente. (h) Mogliches -
Strang Modell fiir Insulinfibrillen bestehend aus vier Protofilamenten (abgedndert aus (Ferguson et al.,
2006; Jimenez et al., 2002)).

Ferguson und Mitarbeitern gelang es eine detaillierte Struktur der amyloiden Fibrillen zu
bestimmen, die auch fiir AB(1-40) vorgeschlagen wird (siehe Abbildung 1.3 a-c). Die B-Stringe
der Protofilamente sind parallel und ,,in-register” (Verzahnung der Aminosaiirereste) entlang der
Fibrillenachse angeordnet (siche Abbildung 1.3 a). Dreidimensionale Strukturen von Fibrillen
konnten aufgeklért werden: Insulin, SH3-Proteindoméne und Prion-Protein (PrP) (Jimenez et al.,
1999; Jimenez et al., 2002; Tattum et al., 2006). Beispielhaft ist in Abbildung 1.3 d-g die
Morphologie verschiedener Protofibrillen von Insulin abgebildet. Darauf aufbauend ist unter
Abbildung 1.3 h ein Modell gezeigt, welches eine linkshindig gewundene Fibrille aus 4

Protofibrillenstrangen mit relativ flachen beta-Faltbléttern zeigt.



Einleitung

1.3 Transmissible spongiforme Enzephalopathien

Eine besondere Stellung unter den neurodegenerativen Erkrankungen, die mit amyloiden
Ablagerungen einhergehen konnen, nehmen die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien
(TSE) ein. Darunter werden neurodegenerative Erkrankungen zusammengefasst, die sich neben
der schwammartigen Verinderung des Hirngewebes besonders durch ihre Ubertragbarkeit
auszeichnen. Die erste beschriebene Krankheit, die heute zu den TSEs gezéhlt wird, ist die
Traberkrankheit (Scrapie) bei Schafen. Scrapie ist bereits seit dem 18. Jahrhundert bekannt und
wurde frith als ansteckend beschrieben. Der experimentelle Nachweis wurde 1936 erbracht,
indem gesunde Schafe mit Hirn- bzw. Riickenmarksgewebe erkrankter Schafe infiziert wurden
(Cuille J., 1936). Zu einer molekularen Charakterisierung des Scrapie-Erregers kam es jedoch
erst, nachdem die Ubertragung von Scrapie auf die Maus als Modellsystem gelang (Chandler,
1961). Im Jahr 1966 wurde von Alper beobachtet, dass der Erreger gegeniiber ionisierender und
ultravioletter Strahlung resistent ist. Da durch diese Strahlung besonders Nukleinsduren
biologisch inaktiviert werden, wurde schon damals ein Fehlen von Nukleinsduren angenommen
(Alper et al., 1966). Diese Beobachtung und das Fehlen jeglicher klassischer Immunantwort
sprechen gegen einen viralen Erreger und fiihrten zu den ersten Vermutungen hinsichtlich eines
Proteins als moglichen Erreger (Alper et al., 1967). Diese Arbeiten wurden von Stanley B.
Prusiner fortgesetzt, dessen Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass der Einsatz von
nukleinsduremodifizierenden oder -zerstérenden Verfahren keinen Einfluss auf die Infektiositét
ausiibt. Durch proteinzerstérende oder -modifizierende Reagenzien, kam es jedoch zu einem
Verlust an Infektiositdt (Prusiner, 1982; Prusiner et al., 1981). Bei der Aufreinigung des
infektiosen Agens aus Hirngeweben infizierter Tiere, durch limitierten Proteinase K (PK)
Proteolyse, stellte sich heraus, dass die Hauptkomponente des Erregers ein Protein war (Bolton et
al., 1982)). Dies fiihrte 1982 zur Pragung des Begriffs ‘Prion‘ (proteinaceous infectious particle)
durch Prusiner. Seit dem Auftreten der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) Epidemie
in den 80iger Jahren in GrofBbritannien besitzen TSEs eine grofle Aktualitat. Als Ursache fiir das
Auftreten von BSE gilt die Verfiitterung von Scrapie-kontaminiertem Tiermehl an Rinder. Es
wird angenommen, dass dadurch die Artenbarriere zwischen Schaf und Rind iiberwunden
werden konnte. Es ist noch eine Vielzahl von weiteren TSEs bei Tieren bekannt. Beim Menschen
wurden TSEs erstmals 1920 von Hans Gerhard Creutzfeldt und Alfons Jakob beschrieben
(Creutzfeldt, 1920). Die friihen Félle der Creutzfeldt-Jakob- Krankheit (CJD) wurden nicht mit
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Scrapie oder anderen tierischen TSEs in eine systematische Gruppe eingeordnet. Erstmals fielen
(Hadlow, 1959) Ahnlichkeiten zwischen Kuru, iibertragen durch rituellen Kannibalismus in Neu
Guinea, und Scrapie auf. Der experimentelle Nachweis einer Ubertragbarkeit von Kuru gelang
erstmals (Gajdusek, 1966), indem Kuru auf Primaten iibertragen wurde. Spiter wurde die
Ubertragbarkeit auch fiir andere Prion-Krankheiten nachgewiesen. Der erste Fall einer
Ubertragung von Prionkrankheiten des Tieres auf den Menschen wurde im Rahmen des
Auftretens einer neuen Variante von CJD im Zusammenhang mit der BSE-Epidemie 1996 in

GrofBbritannien diskutiert (Collinge et al., 1996).

1.4 Das Prion-Protein

Nachdem Hinweise auf einen proteinartigen Erreger als pathogene Spezies von Prionkrankheiten
gefunden wurden, folgte die Suche nach dem infektiosen Protein. Die Gruppen von Prusiner und
Weissmann entdeckten 1985, dass es sich um ein wirtseigenes Protein handelt (Oesch et al.,
1985), welches sowohl im gesunden wie auch im kranken Organismus vorkommt. Dieses bis

dato unbekannte Protein wurde Prion-Protein genannt.

Die Primirstruktur des zelluldren Prion-Proteins (PrPS, C fiir cellular) besteht aus 253
Aminoséduren, wobei die N- und die C-terminalen Regionen je nach Spezies aus 27 bzw. 22/23
Aminosduren langen Signalsequenzen bestehen (sieche Abbildung 1.4). Wiahrend der
Prozessierung erfdhrt das Prion-Protein mehrere posttranslationale Verdnderungen. Die N-
terminale Signalsequenz wird im endoplasmatisches Retikulum (ER) abgespalten. Dort wird
auch eine Disulfidbriicke und N-Glykosylierungen ausgebildet. An das Prion-Protein wird nach
Abspaltung der C-terminalen Signalsequenz ein Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-
Anker) C-terminal verkniipft. Die Sekundérstuktur des zelluldren Prion-Proteins besteht aus einer

kurzen antiparallelen -Faltblattstruktur und drei a-Helices (Riek et al., 1996).
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Abbildung 1.4: Modell des PrP€

Zelluldres Prion-Protein des Syrian Goldhamsters (Schema verdndert nach (Dumpitak, 2003). a-helikale
Struktur AS 145-153, 166-168, 200-226 (griin markiert);  -Faltblatt Struktur: AS 129-133, AS 163-160
(rot markiert); fiinf Oktarepeats: AS 51-91; Disulfidbriicke: AS 179-214; N-Glykosylierungen: AS 181,
197; GPI-Anker: AS 231; Aminosdurefarbcode: negativ geladene AS = rot, positiv geladene AS = blau,
neutral hydrophile AS = violett, hydrophobe AS = braun. Sekundérstrukturelemente nach (Donne ef al.,
1997; James et al., 1997); Oligosaccharidkomposition nach (Endo et al., 1989; Rudd et al., 1999) GPI-
Ankerkomposition nach (Stahl ez al., 1992).

Das zelluldre Prion-Protein ist auf der Plasmamembran von u.a. Neuronen des ZNS lokalisiert.
Daneben findet es sich auch auf Oligodendrozyten und Mikroglia-Zellen (Moser et al., 1995).
Innerhalb der Sdugetiere, aber auch in anderen Tierklassen, ist es sehr weit verbreitet und hoch
konserviert (Westaway et al, 2002). Obwohl diese Eigenschaften auf eine fundamentale
Funktion von PrP schlie8en lassen, ist die genaue Funktion von PrP nicht bekannt. PrP , knock-
out“ Miuse (PrP”’) entwickeln sich weitestgehend normal und zeigen keine klinischen

Symptome (Bueler et al., 1992).
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Es ist anzunehmen, dass die Prion-Krankheiten nicht auf einen Verlust der biologischen Funktion
von PrP€ (C fiir cellular) sondern vielmehr auf die Akkumulation von fehlgefaltetem PrP>
(infektiose, fehlgefaltete Form; Sc fiir Scrapie) zuriickzufiihren sind. Des Weiteren stellte sich
heraus, dass bei PrP”-Mausen eine Infektion nicht méglich ist (Bueler er al., 1993), was

bedeutet, dass PrPC essentiell fiir eine Infektion durch Prionen ist.

Durch biochemische Untersuchungen wurde eine Vielzahl von Bindungspartnern von PrP¢
identifiziert. PrP bindet iiber die Histidin-Reste der hochkonservierten Oktarepeat-Region
(PHGGGWGQ) und iiber die Histidine der Aminosdure-Positionen 96 und 111 sehr selektiv
Kupferionen (Jackson et al., 2001). Dariiber hinaus wird fiir das zelluldre Prion-Protein eine
Rolle als Signalmolekiil angenommen (Malaga-Trillo et al., 2009a). Auch eine Rolle in der
Embryonalentwicklung wird fiir PrP¢ postuliert. So wird, dass PrP€ als Signalmolekiil in der
frithen Embryonalentwicklung bei der Zell-Zell-Kommunikation fungiert (Malaga-Trillo ef al.,
2009b). In diesem Zusammenhang wurde eine Studie von Lauren et al. (Lauren et al., 2009)
verdffentlicht. Die Studie war darauf ausgelegt Bindungspartner flir Abeta-Oligomere, die als
toxische Spezies bei der Alzheimerischen Krankheit gelten, zu isolieren. Als Bindungspartner
wurde PrP¢ gefunden, welches eine Rolle im Internieren der Abeta-Oligomere zu haben scheint
(Lauren et al, 2009). So wurde fiir PrP® eine Funktion bei der Pathogenese von

Proteinfahltungskrankheiten vorgeschlagen.

1.5 Biochemische und biophysikalische Eigenschaften von PrP* und PrP€

Die zellulire Form (PrP) und die infektidse Form (PrP*°) des Prion-Proteins besitzen identische
Aminoséurensequenzen (Oesch et al., 1985). Jedoch musste sich die infektidse Form PrP®
gegenibber PrP® in den krankheitsassoziierten Eigenschaften unterscheiden. Als erstes
Unterscheidungskriterium wurde die Stabilitit gegen Proteinase K (PK) Proteolyse von PrP* im
Gegensatz zu der Sensitivitdt von PrP¢ beschrieben (Hay et al., 1987). Bei PrP*¢ kommt es zur
Abspaltung der 68 N-terminalen Aminosduren. Es stellte sich heraus, dass das Proteinase K-
resistente Fragment (Aminoséurensequenz 90-231) von PrP* amyloide Fibrillen bildet, die ihre

Infektiositit beibehalten (PrP 27-30, prion rods) (Meyer et al., 1986).
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Tabelle 2: Vergleich der Eigenschaften von PrP und PrP* Formen

Eigenschaft Prp¢ Prps©
Infektiositit Nicht infektids Infektios
Sekundirstruktur B-Faltblatt: 3 % B-Faltblatt: 54 %

Verdauung durch
Proteinase K

Loslichkeit

Aggregationszustand

a-Helix: 42 %
random coil: 23 %

B-turn: 32 %
Vollstidndige Degradation

Léslich in milden Detergenzien

Monomer

a-Helix: 21 %
random coil: 16 %

B-turn: 9 %
C-terminal resistent

Unloslich

Oligomer/Aggregat

Die Bildung von PrP% geht einher mit der Umfaltung des PrP“-Monomers. Dabei konvertiert das
iiberwiegend a-helikale monomere PrP¢ zu PrP*, welches eine p-Faltblatt-reichen
Sekundirstruktur aufweist, und aggregiert. PrP> besitzt einen a-helikalen Anteil von ca. 21 %
und einen B-Faltblatt Anteil von 54 % ((Pan ef al., 1993); vgl. Tabelle 2). Studien mit dem Ziel

diese Umfaltung wieder umzukehren, zeigten, dass mit verminderter B-Struktur und gesteigerter

Loslichkeit auch die Infektiositét zuriickging (Riesner et al., 1996).
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Abbildung 1.5: Strukturmodell von PrP*

A: Strukturmodell der monomeren Protein-Untereinheit des PrP27-30 Molekiils B: Trimer des PrP27-30
Molekiils. Stapelung der Trimere fithren zur Fibrillenbildung. C: Modell der amyloiden Fibrillen (Prion-
rods) (Abbildungen nach Govaerts et al. 2004.)

Die Strukturaufklirung des PrP’s wird durch die Unldslichkeit besonders erschwert. Ein Modell
von PrP* basiert auf computergestiitzter Auswertung von elektronenmikrospischen Daten
(Govaerts et al., 2004) (Wille et al., 2002). Das rekonstruierte Strukturmodell, welches die von
PrP27-30 gewonnenen Daten der Kristallaufnahmen zusammenfasst, ist unter Abbildung 1.5
gezeigt. So besteht eine Fibrillen-Untereinheit aus einem PrP*-Trimer, welches nach innen
geneigt ist. Die PrP*-Einheiten besitzen eine linksgéngige p-Helix, (Abbildung 1.5 A/B). Die
Trimere bilden die Untereinheit der amyloiden Fibrillen (Abbildung 1.5 C). Allerdings wurde
noch nicht abschlieend geklért, ob diese Formen des PrP der infektiosen und/oder toxischen
Form des PrP entsprechen. Desweiteren sind bei infektiosen PrP*°-Aufreinigungen noch nicht-
proteindse Sekunddrfaktoren enthalten, wie z.B. das Prion-Scaffold (ein dem Glykogen &hnliches
Polysaccharid) oder Lipiden (Dumpitak et al., 2005). Auch kovalent gebundene Saccharide
(Advanced Glycation Endproducts) sind u.a. mit infektidsen PrP*°-Aufreinigungen assoziiert

(siehe Veroffentlichung 5).
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1.6 Modelle zur Replikation

Trotz der experimentellen Daten, welche die ,,protein-only““-Hypothese unterstiitzen (Legname et
al., 2004; Saborio et al., 2001), bleibt der Amplifikationsmechanismus unklar. Besonders
erschwerend ist die multivalente Charakteristik der Prion-Protein-Replikation. Ein etwaiges
Modell muss sowohl beantworten, wie sich ein nur aus Protein bestehender Krankheitserreger in
Abwesenheit von codierender Nukleinsdure replizieren kann, und dariiber hinaus das Auftreten

sporadischer, familidrer und infektioser Formen der Krankheit erkldren konnen (siche Kapitel

1.3).

Um die ,protein-only“-Hypothese zu erkliren, werden drei Modelle diskutiert: Das
,Heterodimer-Modell“ (Cohen et al., 1994), das ,,kooperative Prusiner-Modell* (Eigen, 1996)
sowie das Modell der ,.keiminduzierten Aggregation” (Come et al., 1993; Jarrett et al., 1993).
Die Grundlage aller Modelle ist die Fahigkeit des PrP*, die Umwandlung von zelluliren PrP® in
PrP% zu katalysieren (Prusiner et al, 1990). Das von Cohen und Prusiner postulierte
Heterodimermodell (Abbildung 1.6 A) geht von einem Gleichgewicht zwischen PrP® und einer
leicht destabilisierten Form PrP* aus, welches auf Seiten des PrP® liegt (Cohen et al., 1994). Nur
PrP* kann mit PrP* interagieren, wodurch ein heterodimerer Zwischenzustand entsteht. Daran
schlieBt sich die Umwandlung von PrP* in PrP* an. Aus dem Heterodimer wird so ein PrP®-
Homodimer, welches nach Dissoziation weitere Umwandlungen katalysieren kann. Bei diesem
Modell handelt es sich um eine lineare Autokatalyse, die zu einer exponentiell ansteigenden
Bildung von PrP* fiihrt. Das Gleichgewicht zwischen PrP® und PrP° muss auf der Seite von
PrP® liegen, da sonst keine treibende Kraft fiir den katalytischen Umsatz vorhanden wire.
Darauf aufbauend formulierte Eigen das kooperative Prusiner Modell. Als Grundlage dienten
Berechnungen, wodurch die spontane Umwandlung von PrP¢ zu PrP* extrem langsam verlaufen
muss, da ansonsten der katalytische Effekt fiir ein PrP**-Molekiil zu hoch wire und der PrP®-
Gehalt auch ohne Infektion schnell ansteigen wiirde (Eigen, 1996). Mehrere PrP>-Molekiile
miissen kooperativ zusammenwirken, um PrP® umzuwandeln. Damit ist der katalytische Effekt
eines einzelnen PrP%-Molekiils geringer als im Heterodimer-Modell. Das Gleichgewicht
zwischen PrP und PrP* liegt wieder auf der Seite von PrP*¢, aber die nicht-katalytische Bildung
von PrP* ist so langsam, dass PrP*° schneller abgebaut als spontan gebildet wird. Das dritte
Modell ist die keiminduzierte Aggregation von Lansbury (in Abbildung 1.6 B). Im Gegensatz zu

den ersten beiden Modellen liegt hier das Gleichgewicht auf der Seite des zelluldren PrPs (Come
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et al., 1993; Jarrett et al., 1993). Diesem Modell nach muss zundchst ein Nukleationskeim
gebildet werden oder exogen z.B. durch eine Infektion zugegeben werden, damit die
Umwandlung von zellulirem PrP in PrP thermodynamisch begiinstig wird. Es kommt zu einem
schnellen Wachstum der Aggregate. Fiir eine Ausbreitung der Infektion ist ein anschlieBender

Zerfall der entstandenen Aggregate ndtig, wodurch neue Keime entstehen.
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Abbildung 1.6: Konversionsmodelle

A: Heterodimermodell: PrP* bindet an eine destabilisierte Form von PrP¢ (PrP*). Dadurch bildet sich
Heterodimer. Die Umwandlung von PrP* zu PrP*® wird induziert, und es entsteht ein Homodimer. Nach
Dissoziation stehen zwei PrP*-Monomere zur Katalyse weiterer Umwandlungen bereit (verindert nach
(Cohen et al, 1994). B: Keiminduzierte Aggregation: Dieses Modell setzt die Bildung eines
Nukleationskeimes voraus. Hiernach wird die Umwandlung in PrP*® thermodynamisch begiinstig. (Come
et al., 1993; Jarrett et al., 1993).

Aufbauend auf diesen Modellen stellte Eigen im Jahr 2001 ein Modell zur Replikation von
Prionen in Folge einer Infektion vor (Eigen, 2001). Nach diesem Modell replizieren sich die
vorhandenen infektiosen PrP>°-Einheiten in zwei aufeinander folgenden Schritten (Abbildung
1.7). Wenn die PrP**-Ketten eine bestimmte kritische GroBe aufweisen, binden PrP“-Molekiile
an die Enden dieser Ketten. Durch diese Wechselwirkung wird gebundenes PrP® in die
pathogene Form umgewandelt. Dadurch kommt es im ersten Schritt zu einem Kettenwachstum.

Im zweiten Schritt werden die Aggregate fragmentiert. Der Kettenbruch in Kombination mit
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nachfolgender erneuter Anlagerung von PrP® fiihrt zu einer exponentiellen Vermehrung der

infektiosen PrP>-Einheiten.

® O
O Prp© “ PrPSe “ ® PrpC© ®
@
O @

*Wachstum
0O “ L “ ®
. %Qmentierm . .
® @ Do o -~ Po
. Wachstum * * Wachstum
~ PrpSe . “

Abbildung 1.7: Modell der Prion Amplifikation
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Die Vermehrung von PrP erfolgt in zwei Schritten: 1. Wachstum der PrP -Ketten durch Anlagerung
von PrP® und Umwandlung in die pathogene Form. 2. Spaltung der gewachsenen Aggregate gefolgt von
erneutem Kettenwachstum (verandert nach (Eigen, 2001)).

Dieses Modell bildet auch die Grundlage zur Prionreplikation in vitro mittels PMCA (protein
misfolding cyclic amplification) (Saborio ef al., 2001). Das Prinzip, auf dem PMCA beruht, ist
das gleiche wie das in Abbildung 1.7 gezeigte und beruht auf dem Prinzip der keiminduzierten
Aggregation (siche oben). In diesem System werden die PrP*-Keime durch Hirnhomogenat
infizierter Tiere eingebracht (Abbildung 1.7). Mit der Zugabe von Hirnhomogenat gesunder
Tiere wird dann PrP, als Substrat, zugefiihrt. In Anwesenheit von Detergenzien kommt es zu
einer Konversion von PrP® und damit zu dem von Eigen postuliertem Aggregatwachstum. Die
Spaltung der Aggregate wird im Anschluss daran mittels Ultraschallbehandlung der Proben
herbeigefiihrt. Durch die Einfithrung von Inkubations-/Ultraschallzyklen kommt es immer wieder
abwechselnd zur Aggregatspaltung gefolgt von erneuter Anlagerung von PrP¢ und
Aggregatwachstum, und damit zu der von Eigen beschriebenen exponentiellen Amplifikation

von PrP*. Der Nachweis der Konversion erfolgt anhand der partiellen proteolytischen Resistenz
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von PrP* in Kombination mit immunologischem Nachweis. Es konnte gezeigt werden, dass ohne
die Ultraschallbehandlung zwar auch eine Amplifikation von PrP* stattfindet, diese jedoch bald
zum Erliegen kommt, da hier deutlich geringere Mengen an neugebildetem PrP (27-30) detektiert
wurden (Lucassen et al., 2003). Parallel zu diesen Arbeiten wurde in unserer Arbeitsgruppe ein
ahnliches Amplifikationssystem entwickelt (Stohr et al., 2008). Allerdings wurde es dahingehend
verbessert, dass anstatt das gesamte Hirnhomogenat zu benutzen nur minimale Komponenten
eingesetzt wurden. So wurde im SDS-vermittelten Konversionssystem die Amplifikation auf

aufgereinigtes PrP* und rekombinantes PrP reduziert (siehe Kapitel 1.7).

1.7 In vitro Konversion des Prion-Proteins

Zur Verifizierung der ,,protein-only* Hypothese miisste Infektiositit nur mit PrP in vitro
rekonstruiert werden konnen. Ein Ansatz zur de novo-Generierung von Infektiositdt ist die
spontane Konversion von zelluldren oder rekombinanten PrP zu infektiosen PrP. Der andere
wire die keiminduzierte Konversion mit einem PrP*-Keim. Dabei stellt der erste Ansatz ein
Modell fiir die spontane Atiologie von Prion-Krankheiten da, und der zweite Ansatz den Fall der

Infektion.

Es sind einige Konversionssysteme entwickelt worden, die zum einen die spontane Konversion
und zum anderen die keiminduzierte Konversion nachstellen. Bei der spontanen Konversion von
PrP haben die ersten Modellsysteme einige aber nicht alle Charakteristika von PrP> nachbilden
konnen (Jackson et al., 1999; Lee et al., 2003; Post et al., 1998; Swietnicki et al., 2000). Jedoch
zeigte bisher erst ein einziges spontanes Konversionssystem die de novo-Bildung von
Infektiositdt. Dabei wurde rekombinantes murines PrP (89-231) mittels Harnstoff und
Guanidiniumhydrochlorid (GdnHCI) in eine fibrilldre Form konvertiert. Die amyloiden Fibrillen
zeigten in transgenen Maiusen, die das PrP-Fragment der Sequenz 89-231 iiberexprimierten,
einen geringen Infektionstiter (Legname et al., 2004; Legname et al., 2005). In der zweiten
Passage entfaltet sich jedoch der gleiche Titer, welcher auch bei natiirlichen Prionen auftritt.
Somit konnte erstmals eine Korrelation zwischen amyloiden Fibrillen und Infektiositit gezeigt

werden. Allerdings konnten mittels dieses Ansatzes keine Wildtyp Miuse infiziert werden.
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Andere Konversionssysteme verfolgen die Strategie, de novo-Infektiositit mittels PrP> als
katalytischen Keim zu generieren. Anfangs konnte nur die Resistenz gegen PK-Proteolyse der
neu gebildeten PrP-Isoform, nicht aber deren Infektiositét nachgewiesen werden (Caughey et al.,
1995). Eine Weiterentwicklung stellten die Arbeiten von Soto dar, der die sogenannte ,,protein
misfolding cyclic amplification (PMCA) entwickelte (Saborio ef al., 2001). Dabei wird PrP-
enthaltendes Hirnhomogenat infizierter Tiere mit Hirnhomogenaten gesunder Tiere verdiinnt und
PrP% amplifiziert. Serielle Amplifikations- und Verdiinnungszyklen wurden angewandt, um eine
hohe Amplifikationseffizienz erzielen zu kdnnen und um rechnerisch ausschlieen zu konnen,
dass im letzten Zyklus noch infektioses Startmaterial vorhanden ist (Castilla et al., 2005b).
Tierversuche mit diesen Proben zeigten, dass de novo-Infektiositéit generiert wurde (Castilla et
al., 2005a). Allerdings wird bei dieser Methode nicht nur PrP verwendet, so dass alle Faktoren,
die im Hirngewebe vorhanden sind, bei der de novo Generierung von Infektiositdt eine Rolle

spielen konnten.

Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte PrP-Konversionssystem basiert auf dem anionischen
Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) (Post et al., 1998; Riesner et al., 1996). SDS veridndert in
geringen Konzentrationen die Konformation des Prion-Proteins (Post et al., 1998). Andere
Arbeitsgruppen benutzen ebenfalls SDS, um eine Konformationsveridnderung bei Proteinen zu
induzieren (Stefani, 2003; Xiong ef al., 2001). Bei Variation der SDS-Konzentration zwischen
0,2 % und 0,005 % zeigt rekombinantes Syrian Hamster PrP verschiedene reversible
Konformationsiibergidnge (siche Abbildung 1.8). Die aggregierte Form von rek SHaPrP(AS: 90-
231) zeigte aber weder amyloide Fibrillen noch Infektiositét. Die so entstandenen PrP-Aggregate
wiesen amorphe Charakteristika auf. Das SDS-Konversionssystem fiihrt erst durch die Zugabe
von Natriumchlorid (NaCl) zu amyloiden Fibrillen (Leffers et al., 2005; Panza ef al., 2008; Stohr
et al., 2008).
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Abbildung 1.8: In vitro SDS-Konversion

Durch die Verdiinnung von SDS wird eine Anderung der Sekundirstruktur von o-helikal zu einem B-
sheet dominierten Struktur erreicht. Dies geht einher mit einer gesteigerten Unloslichkeit und Aggregation
von PrP. Durch die Zugabe von NaCl in das in vitro Konversionssystem wird die Bildung von amyloiden
Fibrillen induziert. Zur keiminduzierten Konversion kann zusdtzlich noch ein exogener Keim
hinzugegeben werden, der die Fibrillenbildung katalysiert, und somit von einigen Wochen auf nur einige
Stunden reduziert.

1.8 Spezies-Barriere

1.8.1 Molekulare Mechanismen der Spezies-Barriere

Es ist bekannt, dass sich Prionkrankheiten nicht nur innerhalb einer Spezies ausbreiten, sondern,
dass es zur Transmission zwischen verschiedenen Spezies kommen kann (Interspezies). So
wurden verschiedene Interspezies Transmissionen, die aus der Natur bekannt sind, experimentell
nachgewiesen. Demgegeniiber kann auch eine Spezies-Barriere der Transmission
entgegenstehen, wie z.B. bei Syrian Hamster Scrapie auf Miuse (zur Ubersicht siehe (Beringue
et al., 2008)). Ein besonderes Augenmerk bei der Interspezies-Transmission wird auf die

molekulare Konformation von PrP* gelegt.
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In zellfreien Konversionsassays wurden mittels verschiedener Ansédtzen versucht, die
Eigenschaften der Spezies-Barriere in vitro nachzustellen. Aufbauend auf Erkenntnissen aus der
in vitro Konversion wird dazu ein Zwei-Stufen-Mechanismus abgeleitet (DebBurman et al.,
1997) (Horiuchi et al., 1999). Der erste Schritt ist die sequenzspezifische Bindung von PrP¢ an
PrP* (DebBurman er al, 1997) (Rigter et al., 2005). Der zweite Schritt ist die
geschwindigkeitsbestimmende Konversion der PrP¢- zur PrP*-Isoform. (Callahan ef al., 2001),
(DebBurman et al., 1997), (Horiuchi et al., 1999), (Rigter et al., 2005). Darauf aufbauend kdnnte
die Spezies-Barriere auf einer Limitierung dieses Prozesses basieren. So konnte bei einer
Spezies-Barriere die Bindung von PrP¢ an PrP% aufgrund von
Aminosdurensequenzunterschieden zwischen den Spezies auf molekularer Ebene verhindert
werden. Eine weitere Hypothese wire, dass die Bindung zwar stattfindet, die Konversion jedoch

verhindert wird.

1.8.2 Keiminduzierte PrP-Aggregationsstudien

Die Systeme, die am besten geeignet sind die molekularen Mechanismen der keiminduzierten
PrP-Aggregation zu untersuchen, sind sogenannte Seeding-Assays mit definierten Komponenten.
Als Substrat wird meist rekombinant exprimiertes PrP eingesetzt und als Keim z.B. amyloide
Fibrillen aus rekombinantem PrP (rekPrP). Diese auf Fibrillenbildung basierende Systeme
werden in der Literatur als ,,nucleation-dependent-nucleation-process* beschrieben (Baskakov et
al., 2007), (Noinville et al., 2008), (Surewicz et al., 2006). Surewiecz und Kollegen adaptierten
dieses System fiir rekPrP der Aminosdurensequenz 23 bis 144 und stellten auf dieser Grundlage
verschiedene Prion Varianten mittels verschiedener Fibrillenmorphologien nach. Die durch
Fibrillenkeime entstandenen neuen Fibrillen nahmen die Morphologien der als Keim
eingesetzten Fibrillen an. Die neu entstandenen Fibrillen besitzen somit die Eigenschaft der
Keime (aus rekPrP  einer anderen Spezies), obwohl beide unterschiedliche
Amisnosdurensequenzen haben. Somit entsprechen sie nicht mehr den spontan generierten
Fibrillen der Spezies (Jones et al., 2005). Diese Studie wurde dahingehend erweitert, dass Punkt-
Mutationen an Position 138 und 139 eingefiigt wurden und das PrP somit durch die verénderte
Aminosdurensequenz einer anderen Spezies &dhnelt. So wurde beim Hamster PrP eine

Punktmutation eingefiigt, so dass diese Aminosdureposition die der humanen PrP-Sequenz
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entspricht. Wird dieses Konstrukt als Substrat eingesetzt, so verhélt es sich zu verschiedenen
Keimen nicht mehr wie Syrian Hamster PrP, sondern wie humanes PrP, was die Bedeutung von

einzelnen Sequenzpositionen bei Spezies-Barrieren unterstreicht.

Das molekulare Artenbarriere-Konzept (siche Abbildung 1.9) basiert darauf, dass ein Protein
multiple Aggregatmorphologien aufgrund von Missfaltung und anschlieBender Aggregation
einnehmen kann. Eine Punktmutation wiirde hiernach das Spektrum der moglichen
Konformationen verdndern. Demnach wére eine Spezies-Barriere darin begriindet, dass es
aufgrund der Sequenzunterschiede des PrP zwischen den Spezies und der darin begriindeten
moglichen PrP*-Morphologien keine Maglichkeit zur Rekrutierung von PrP¢ der anderen
Spezies gibt (Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: : Molekulares Model der Spezies-Barriere auf Proteinebene

(A) Konformationsmoglichkeiten von PrP* der Spezies A, B oder C und mégliche Uberlappungen. Eine
Krankheitsiibertragung von Spezies B zu Spezies A wire demnach moglich, da Spezies A
Konformationsvarianten mit Spezies B teilt. Das Gegenteil wére der Fall, wenn Spezies C mit Spezies A
oder B interagieren sollte, da dort keine gemeinsamen Konformationsvarianten auftreten konnen. Eine
Spezies-Barriere wire liegt vor. (B) Stamm Phénotyp dndert sich durch die Replikation eines geringen
Anteils der PrP**-Konformation im Organismus, dadurch Selektion der fiir den jeweiligen Organismus
kompatiblen Konformation. (C) Neue Generierung eines Stamms durch molekulare Interaktion zwischen
PrP*® und PrP® zweier Spezies. Dadurch konnen neue Eigenschaften entstehen die vorher weder im PrP*
von Spezies A oder B moglich waren (nach (Beringue et al., 2008)).

Wenn die PrP*-Konformation dem Spektrum der PrPC-Konformationsméglichkeiten entspricht
resultiert dies in einer geringen Spezies-Barriere, da PrP¢ und PrP® interagieren koénnen und

PrP¢ zur PrP*“Konformation umfaltet. Es konnen anfinglich auch verschiedene PrP®-
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Konformationen nebeneinander vorhanden sein, welche aber aufgrund einer geringeren
Amplifikationsrate oder einer erhdhten Instabilitit fiir die Ubertragung nicht relevant sind
(Collinge et al., 2007), (Beringue et al., 2008), (Kimberlin et al., 1978). Der Vollstindigkeit
halber muss erwihnt werden, dass obwohl eine Vielzahl der Charakteristika von Prionen mittels
Proteineigenschaften erkliart werden konnen, auch zelluldre Faktoren eine Rolle bei der PrP-
Konversion spielen konnten. So ist z.B. die Degradierungsrate des PrP* fiir die Ausbreitung
wichtig (Yedidia et al., 2001). Dariiber hinaus kdnnen Chaperone als wichtiger zelluldrer Faktor

in diesen Prozess involviert sein (DebBurman et al., 1997; Wong et al., 2001).

1.8.3 Einfluss der PrP-Aminosiurensequenz auf die Spezies-Barriere

Verschiedene Spezies besitzen verschiedene Anfilligkeit fiir Prion-Krankheiten. Auch in der
gleichen Spezies findet man aufgrund von Polymorphismen des Prion-Gens verschiedene
Anfilligkeiten. Fiir die Spezies Schaf ist bekannt, dass die Aminosédurepositionen 136, 154, 171
(Goldmann, 2008; Goldmann et al., 1990) einen entscheidenden Einfluss auf die Suszeptibilitdt
fiir Prion-Krankheiten haben. So sind Tiere, welche in der Prionsequenz an Positionen
136/154/171 die Aminosduren A/R/Q oder V/R/Q aufweisen sehr anfillig, wohingegen die,
welche die Kombination A/R/R ausweisen weniger anféllig sind (Belt ef al., 1995; Elsen et al.,
1999; Groschup et al., 2007). Diese Beobachtung konnte durch Zellkulturstudien und zellfreie
Assays bestdtigte werden (Bossers ef al., 1997; Sabuncu et al., 2003). Ein Polymorphismus der
Prionproteinsequenz ist auch beim Menschen bekannt und manifestiert sich an Position 129 mit

dem Polymorphismus M/V (Hasnain et al., 2001).

Bei der Spezies-Barriere wurde die Bedeutung der speziesspezifischen PrP-Sequenz von der
Arbeitsgruppe von Scott mit Hamster und Maus untersucht (Scott ef al., 1989). Wildtyp-Mause
konnen nicht mit Hamster-Scrapie infiziert werden. Diese Speziesbarriere konnte dadurch
iiberwunden werden, dass in transgenen Mausen das Hamster PrP exprimiert wurde (Kimberlin
et al, 1978). So wurden die Maiuse durch die jeweilige PrP-Expression infizierbar fiir
Prionkrankheiten von Schaf Scrapie (Crozet et al., 2001; Vilotte et al., 2001; Westaway et al.,
1994), Rind (Beringue et al., 2006; Buschmann et al., 2006; Buschmann et al., 2005; Scott et al.,
1999), Mensch (Asante et al., 2002; Telling et al., 1995), Cervide (Bueler et al., 1993; Green et
al., 2008; LaFauci et al., 2006) und Nerz (Windl et al., 2005). Dies ist ein starkes Indiz dafiir,
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dass speziesspezifische zelluldre Faktoren, bei der Spezies Barriere eine untergeordnete Rolle

spielen.
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1.9 Fragestellung

Der Konversion von zellulirem Prion-Protein (PrP®) zu mit der Prion-Krankheit assoziierten,
fehlgefalteten Isoform (PrPSC) wird eine entscheidende Rolle bei der Prion-Krankheit
zugesprochen. Die PrP-Fehlfaltung kann ohne exogenen Keim vonstattengehen (spontane oder
genetische Atiologie), oder durch einen exogenen PrP*°-Keim beschleunigt werden (infektiose
Atiologie). Um die Konversion von PrP nachzustellen wurde in unserer Arbeitsgruppe ein in
vitro-Konversionssystem etabliert, in welchem ausschlieBlich aufgereinigtes rekombinant
exprimiertes PrP in einem Sodiumdodecylsulfat (SDS)-haltigen Puffer eingesetzt wird (siche
Kapitel 1.7). Durch die Verdiinnung des denaturierenden Detergenz SDS von 0,2 % auf 0,01 %
wird die Faltung von monomeren und strukturell o-helikal dominierten rekPrP in eine B—faltblatt
reiche und aggregierte Isoform begiinstigt (Jansen et al., 2001). Durch die Zugabe von 250 mM
NaCl ist es moglich die Ubergangsstrukturen so zu stabilisieren, dass amyloide Fibrillen
ausgebildet werden. Amyloide Fibrillen gelten als die Morphologie, die der infektiésen und
pathologischen Isoform am dhnlichsten ist (siche Kapitel 1.6). Nach einer Inkubationszeit von
mehreren Wochen (bei 37°C und schiitteln) ist es somit moglich, dass rek-PrP Monomere
spontan zu amyloiden Fibrillen konvertieren. Diese in vitro-Aggregation ist ein Modellsystem fiir
die spontane Atiologie von Prionkrankheiten. Durch die Zugabe von NaPTA-gefilltem PrP>
(siehe Kapitel 8.3) wird die infektiose Atiologie nachgestellt, da hier die Konversion mittels
eines exogenen PrP*-Keim beschleunigt wird (Verdffentlichung 1: ,,Mechanismus of prion

protein assembly into amyloid®).

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag darauf, dass in unserem Institut von Jan Stohr und Nicole
Weinmann etablierte spontane und keimabhédngige Konversionssystem, welches fiir die Spezies
Hamster untersucht wurde, auf weitere Spezies, wie Rind (Veroffentlichung 2: ,,Spontaneous and
BSE-prion seeded amyloid formation of full length recombinant bovine prion protein*), Schaf
und Maus zu erweitern. Mittels Kombinationen von PrP**-Keim (Donor) und rekPrP-Substrat
(Host) sollte dariiber hinaus ermittelt werden, ob zwischen verschiedenen Spezies die
Nachstellung von Interspezies-Transmission und Interspezies-Barriere ausschlieSlich mit
proteindsen Komponenten auf molekularer Ebene moglich ist (Veroffentlichung 3: ,,Molecular
interactions between prions as seeds and recombinant prion-proteins as substrates resemble the

biological interspecies barrier in vitro®). Zusétzlich sollte der Einfluss von verschiedenen nicht-
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Protein-Faktoren auf die rekPrP-Konversion untersucht werden. Es sollte das
Aggregationsverhalten von rekPrP in Anwesenheit von Glykogen (als Modell fiir das Prion-
Scaffold) (Veroffentlichung 4: ,,Aggregation and Amyloid Fibril Formation of the Prion Protein
is Accelerated in the Presence of Glycogen“) und von Advanced-Glycation-Endproducts
untersucht werden (Verdffentlichung 5: ,,Influence of the Maillard reaction to prion protein

misfolding and aggregation®).
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2 Ergebnisse

2.1 Mechanismus zur Amyloidbildung des Syrian Hamster Prion-Proteins

K’erﬁffentlichung 1: Mechanisms of prion protein assembly into amyloid N

Jan Stohr, Nicole Weinmann, Holger Wille, Tina Kaimann, Luitgard Nagel-Steger, Eva

Birkmann, Giannantonio Panza, Stanley B. Prusiner, Manfred Eigen and Detlev Riesner

Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 105; no. 7; s. 2409-2414

N /

Basierend auf dem SDS-Konversionssystem fiir monomeres PrP (Jansen ef al., 2001) (Post et al.,
1998) wurde in der im Anhang angefiigten Arbeit (siche Veroffentlichung 1) fiir rekombinantes
Syrian Hamster Prion Protein der Aminoséurensequenz 90-231 (SHaPrP) die spontane und die
keiminduzierte Konversion etabliert. Die spontane Fibrillogenese erfolgte ohne exogenen Keim
im Konversionspuffer (10 mM NaPi pH 7,4, 0,03% SDS und 250 mM NaCl) bei konstantem
Schiitteln (37°C) iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. In der maBgeblich von Jan Stéhr und
Nicole Weinmann durchgefiihrten Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Ausgangszustand des
PrPs (pre-amyloid state), der zu amyloiden Fibrillen fiihrt, eine alpha-helikal dominierte
Sekundéarstuktur mit random-coil Anteil besitzt. Eine weitere Analyse des pre-amyloid-Zustandes
mittels analytischer Ultrazentrifugation zeigte ein Gleichgewicht zwischen PrP-Monomeren und
-Dimeren (33% zu 66%) (Verdffentlichung 1; Fig. 1 A/B). Nach 6 Wochen Inkubationszeit
wurden Fibrillen, welche die typischen unverzweigten ,twisted” Strukturen aufwiesen, durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen verifiziert (Veroffentlichung 1; Abb. 1 A/B). Eine
weitergehende Untersuchung der fibrilldren Strukturen durch den amyloidspezifischen Farbstoff
ThT (siehe Kapitel 8.9.1.) zeigte den amyloiden Charakter der Fibrillen (siche Verodffentlichung
1 Abb. 2 B).
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Eine Erweiterung des spontanen PrP-Konversionssystem (Arbeiten durchgefiihrt von Nicole
Weinmann) stellt die Einfithrung eines exogenen Keimes (PrP*°) dar. Durch die Anwesenheit
eines Aggregationskeimes verkiirzt sich die Konversionszeit von mehreren Wochen auf einige
Stunden (siche Verdffentlichung 1 Abb. 3 A). Als Keim wurde NaPTA-gefilltes PrP®, isoliert
aus Hirngewebe Scrapie infizierten Syrian Hamster eingesetzt (Positiv) (siche Kapitel 8.3). Als
Kontrolle diente Hirngewebe nicht erkrankter Hamster, welches einer analogen NaPTA-Féllung
unterzogen wurde (Negativkontrolle). In Abbildung 3 A (Veroffentlichung 1) ist die Kinetik der
keiminduzierten ~Amyloidbildung gezeigt, welche mittels amyloidspezifischer ThT-
Fluoreszenzerhohung verfolgt wurde. In der Negativkontrolle findet im Untersuchungszeitraum
keine Amyloidbildung statt. Die spezifische Wechselwirkung zwischen SHaPrP**-Keim und
SHaPrP-Substrat ~ wurde  mittels  elektronenmikroskopischen =~ Aufnahmen  validiert

(Veroffentlichung 1; Fig. 3 C/D).

2.2 Spontane Amyloidbildung von bovinem, ovinem und murinem PrP

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag darauf die spontane und keiminduzierte Amyloidbildung auf

verschiedene Spezies zu iibertragen.

In Veroffentlichung 2 sind die Ergebnisse der spontanen und der keiminduzierten

Amyloidbildung von rekombinantem bovinen PrP(25-241) (BovPrP) beschrieben.

@erﬁffentlichung 2: Spontaneous and BSE-prion seeded amyloid formation 0}

full length recombinant bovine prion protein

Giannantonio Panza, Jan Stéhr, Christian Dumpitak, Dimitrios Papathanassiou, Jiirgen

Weil}, Detlev Riesner, Dieter Willbold, Eva Birkmann

Biochemical and Biophysical Research Communications, vol. 373, no. 4, s. 493-497

N /
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In Verdftentlichung 3 sind die die Ergebnisse zur spontanen und Keiminduzierten
Amyloidbildung von rekombinantem ovinen PrP(25-233) (OvPrP) und murinem PrP(89-231)
(MuPrP) beschrieben.

@rﬁffentlichung 3: Molecular interactions between prions as seeds a@
recombinant prion-proteins as substrates resemble the biological interspecies

barrier in vitro

Giannantonio Panza, Lars Lueers, Jirgen Weil}, Detlev Riesner, Dieter Willbold and Eva

Birkmann

%anuskript eingereicht. j

2.2.1 Amyloidbildungsbedingungen

Aufgrund der BSE-Epidemie in Grof3britannien in den 1980-90 Jahren ist die Charakterisierung
der Bildung von amyloiden Fibrillen von bovinem PrP von besonderem Interesse. Ein kritischer
Punkt bei der Adaption des SDS-basierten Konversionssystems ist die Etablierung der SDS-
Konzentration, in dem das rekPrP spontan Fibrillen bildet. Um die geeignete SDS-Konzentration
zu bestimmen, bei der rekPrP amyloide Fibrillen bildet, wurde im Konversionspuffer (10 mM
NaPi pH 7,4, 250 mM NacCl) die SDS-Konzentration zwischen 0,01 und 0,05% SDS variiert und
rekPrP der verschiedenen Spezies unter konstantem Schiitteln (650 rpm) bei 37°C {iber mehrere
Wochen inkubiert. Die Amyloidbildung wurde mittels der amyloidspezifischen ThT-
Fluoreszenzerhohung verfolgt (siehe Kapitel 8.9.1). Fiir BovPrP wurde nach 1 Woche Inkubation
bei einer SDS-Konzentration von 0,02% Amyloidbildung detektiert (sieche Veroffentlichung 2;
Abb. 2 A). Sowohl bei hoheren als auch bei niedrigeren SDS-Konzentrationen kam es nicht zu
einer Fluoreszenzerhdhung, was gegen eine Bildung von amyloiden Fibrillen im

Untersuchungszeitraum von 7 Wochen spricht.

Die Verifizierung des amyloiden Charakters der gebildeten Strukturen erfolgte zusétzlich durch
den amyloidspezifischen Farbstoff Kongorot (siehe Kapitel 8.9.3). Als Kontrolle wurden
amorphe rekPrP-Aggregate herangezogen. Die fiir Amyloide charakteristische Doppelbrechung
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unter polarisiertem Licht trat bei BovPrP nur in den Proben auf, die auch eine erhéhte ThT-
Fluoreszenz aufwiesen. Der fibrilldire Charakter wurde analog zum SHaPrP des vorherigen
Kapitels mittels Elektronenmikroskopie bestimmt (siehe Verdffentlichung 2; Abb. 2 B/C). Auch

hier sind die charakteristischen unverzweigten amyloiden Fibrillen sichtbar.

Analog zur Vollldnge-BovPrP bildeten sich bei OvPrP bei 0,02% SDS amyloide Strukturen nach
3 Wochen. In niedrigeren bzw. héheren SDS-Konzentrationen konnte im Untersuchungszeitraum
von 4 Wochen keine amyloidspezifische Fluoreszenzerhohung von Thioflavin T nachgewiesen
werden (sieche Veroffentlichung 3 Abb. 1). Die Verifizierung der Fibrillenstruktur erfolgte durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen (siche Veroffentlichung 3, Abb. 1). Bei MuPrP wurde
Amyloidbildung in einem Konzentrationsbereich von 0,02 bis 0,04 % SDS beobachtet. Bereits
nach 1 Woche war ein erhohtes ThT-Fluoreszenzsignal von MuPrP messbar. Der hochste
Amyloidanteil konnte bei 0,04 % SDS nachgewiesen werden. Fiir die weiteren Versuche mit
MuPrP wurde im Folgenden die SDS-Konzentration von 0,04 % SDS gewdhlt (siehe
Veroffentlichung 3).

2.2.2 Analyse der pre-amyloiden PrP-Struktur

Zur Ermittlung welche pre-amyloide PrP-Ausgangsstruktur die Konversion zu amyloiden
Fibrillen begiinstigt, wurde die Sekundirstruktur des PrPs im pre-amyloiden Stadium mittels
Circular-Dichroismus (CD) (Kapitel 8.6) ermittelt. Das Molekulargewicht und damit der
Oligomerisierungsgrad wurde mittels analytischer Ultrazentrifugation (AUZ) (Kapitel 8.7.1)
bestimmt. Ein Vergleich der Sekundérstruktur von BovPrP bei verschiedenen SDS-
Konzentrationen ist in Abbildung 1 (Verdffentlichung 2) dargestellt. In 0,01% und 0,02% SDS
liegt eine a-helikal/B-Faltblatt-dominierte Sekundéarstruktur vor, wohingegen bei héheren SDS-
Konzentrationen eine a-helikal/random-coil dominierte Sekundérstruktur erkennbar ist.
AusschlieBlich die Inkubation von BovPrP in 0,02 % SDS fiihrte zu amyloiden Fibrillen. Diese
pre-amyloide Struktur wurde mit anderen pre-amyloiden Sekundérstrukturen verschiedener PrP-
Spezies verglichen (siehe Verdffentlichung 2 Abbildung 1). Das N-terminal verkiirzte
BovPrP(102-241) und die Volllinge-SHaPrP(23-231) zeigten eine a-helikal/random-coil
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dominierte Sekundirstruktur, wie sie schon fiir SHaPrP(90-231) beschrieben wurde

(Veroftentlichung 1 Fig. 1 B).

Die Sekundérstrukturanalyse des pre-amyloiden Stadiums von OvPrP und MuPrP zeigten -
helikal/random-coil dominierte Sekundarstrukturen. Die Sekundirstruktur von OvPrP und

MuPrP weist im Vergleich zu SHaPrP hohere random-coil Anteile auf.

A Pre-amyloid state B Pre-amyloid state Cc Pre-amyloid state
10 1
Ov (25-233) 10 Mu (89-231)

— Bov (25-241)

o

CD[mdeg]

CD[mdeg]
. CD[mdeg]

(=1

-17
0 260 200 220 240 260

220 24
Wellenléange [nm] Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

17 -5
200 220 240 260 200

Abbildung 2.1: Analyse der Sekundiirstruktur

CD-Spektren wurden direkt nach dem Einstellen der SDS Konzentration gemessen, die endgiiltige
Proteinkonzentration betrug 150 ng/ul in 10 mM NaPi pH 7.4 und 250 mM NaCl. A Pre-amyloid state
von BovPrP in 0,02 % SDS. B Pre-amyloid state von OvPrP in 0,02 % SDS C Pre-amyloid state von

MuPrP in 0,04% SDS.

Die weitergehende Untersuchung der pre-amyloiden PrP-Ausgangsstruktur erfolgte mit der
Methode der analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) (siehe Kapitel 8.7.1). Durch die
Bestimmung des Molekulargewichts des pre-amyloiden Stadiums von BovPrP und OvPrP,
konnte jeweils eine Zwei-Komponenten-Verteilung bestimmt werden. Analog zu SHaPrP(90-

231) besteht ein Monomer-Dimer Gleichgewicht von 33% Monomer und 66% Dimer.
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Abbildung 2.2: Oligomerisierungsgrad des pre-amyloid Stadiums von OvPrP und BovPrP

A/B 40 ng/ul OvPrP nach 5 tégiger Inkubation und (C/D) BovPrP nach 2 tégiger Inkubation bei 37°C
(650 rpm) in 0,02 % SDS, 10 mM NaPi; 250 mM NaCl wurden mittels AUZ analysiert. A/C
Verschiedene Konzentrationsprofile der Messldufe bei gegebenen Drehzahlen nach Einstellung des
jeweiligen Gleichgewichtes zwischen Diffusion und Sedimentation. B/D Abweichungen der gefitteten
Werte zu den ermittelten Daten.

2.3 Keiminduzierte Fibrillogenese

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PrP*°-Keiminduzierte Fibrillogenese von rekPrP auf die
Spezies Rind, Maus und Schaf adaptiert. Durch Zugabe von, mittels NaPTA-Féllung aus
Hirngewebe voraufgereinigtem PrP*° als Keim (sieh Kapitel 8.3), findet eine Beschleunigung der

rekPrP-Amyloidbildung im Vergleich zum nicht keiminduzierten Fall statt. Als Kontrolle wurde

32



Ergebnisse

Hirngewebe gesunder Tiere analog behandelt und als Keim eingesetzt. In diesem Fall wurde die

Amyloidbildung nicht beschleunigt (siche Veroffentlichung 1).

Nachdem die Bedingungen fiir die spontanen Amyloidbildung von rekPrP der verschiedenen
Spezies durch Einstellen der SDS-Konzentrationen etabliert werden konnten, wurden analog zur
keiminduzierten Amyloidbildung von SHaPrP (Verdffentlichung 1) die keiminduzierten
Amyloidbildungen mit rekPrP der anderen Spezies durchgefiihrt (siehe Kapitel 8.9.2). Im Fall
von BovPrP kam es analog zur spontanen Amyloidbildung nur in 0,02 % SDS zu einer
beschleunigten ThT-vermittelten FluoreszenzerhShung nach PrP*-Keimzugabe (Abbildung 2.3
A). Die Lag-Phase ist von mehreren Wochen auf wenige Stunden verkiirzt. Die Amyloidbildung
ist spezifisch fiir BovPrP*® da diese bei der Negativkontrolle (PTA-gefilltem Keim aufgereinigt

aus gesundem bovinem Hirngewebe) nur minimal ist (Verdffentlichung 2).

Um den eingesetzten BovPrP*-Keim in Bezug auf die Stabilitit gegeniiber Proteolyse mit
Proteinase K (PK) zu charakterisieren, wurde das NaPTA-Prizipitat aus Hirngewebe von BSE-
infizierten Rindern und gesunden Kontrolltieren eine Proteolyse mit PK unterzogen.
Anschliefend wurden die Proben mittels Western Blot und immunologischem Nachweis
untersucht (siehe Verdffentlichung 2). In vielen Studien wurde gezeigt, dass die infektiose und
pathologische PrP%-Isoform PK-resistent ist und daher nicht vollstindig durch PK abgebaut
werden kann (sieche Kapitel 11). Die Western Blot Analyse zeigt, dass das hier verwendete
BovPrP* nur einen geringen Anteil an PK-resistentem BovPrP* aufweist. Dies weist darauf hin,
dass das in der keiminduzierten Amyloidbildung eingesetzte PrP> zum iiberwiegenden Teil aus

PK-sensitiven PrP°° besteht.

Die Struktur des pre-amyloiden Stadiums von BovPrP ist, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, SDS-
konzentrationsabhéngig. In Abbildung 2.3 B ist die keiminduzierte Amyloidbildung bei
verschiedenen SDS-Konzentrationen, und somit bei verschiedenen BovPrP Ausgangsstrukturen,
dargestellt (siche Kapitel 8.9.2). An der fiir die spontane Amyloidbildung optimalen SDS-
Konzentration von 0,02 % SDS ist eine PrP vermittelte Amyloidbildung des BovPrP erkennbar
(ThT-Fluoreszenzerh6hung). Diese bleibt bei der Negativkontrolle aus. Bei den SDS-
Konzentrationen von 0,03 bis 0,05 % SDS ist keine amyloidvermittelte ThT
Fluoreszenzerh6hung auszumachen (pos. und neg.). Die niedrigere SDS Konzentration von 0,01
zeigt ebenfalls keine PrP*° spezifische Amyloidbildung. Hier ist in beiden Ansitzen eine dhnlich
hohe Fluoreszenz sichtbar, was auf einen unspezifischen Effekt schlieBen 14sst. Daher hangt die

optimale keiminduzierte Amyloidbildung unter anderem von der BovPrP-Ausgangsstruktur ab.
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Die keiminduzierte Konversion mittels PrP**-Keim wurde analog zur Spezies Rind auf die
Spezies Maus und Schaf iibertragen. Aus den Versuchen mit BovPrP war bekannt, dass die
Pufferbedingungen, die zur spontanen Amyloidbildung fithren, auch fiir die keiminduzierte
Amyloidbildung geeignet waren. In Abbildung 2.3 C, D ist analog zur BovPrP die
keiminduzierte Amyloidbildung (ThT-Fluoreszenzerhohung) von OvPrP und MuPrP dargestellt.
Als Kontrolle wurde auch hier NaPTA-gefdllter Keim aus Hirngewebe gesunder Kontrolltiere

eingesetzt (neg.).
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Abbildung 2.3: Intraspezies PrP*-keiminduzierte Amyloidbildung von BovPrP, OvPrP und MuPrP

A Amyloidbildung von BovPrP (80 ng/ul) detektiert mittels ThT-Fluoreszenz-Assay mit BovPrP* als
Keim (10 mM NaPi pH 7.,4; 250 mM NaCl bei 37°C). Messung alle 30 min. (MW von 495-505 nm der
Emission bei einer Excitation von 445 nm). B. Die verschiedenen Relativen Fluoreszenz Einheiten (RFU)
sind fiir die verschiedenen SDS-Konzentrationen bei BovPrP und BovPrP*® aufgetragen (MW von 495-
505 nm der Emission bei einer Excitation von 445 nm). C Amyloidbildung von OvPrP (40 ng/ul) OvPrP*
als Keim in 0,02 % SDS. Messung jede Stunde durchgefiihrt. D Amyloidbildung von MuPrP (30 ng/pl)
mit MuPrP* als Keim (0,04 % SDS). (Polynomische Ausgleichskurve durch die Datenpunkte berechnet).
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Abbildung 2.3 C zeigt die OvPrP*° spezifische Amyloidbildung (rote Linie) von OvPrP. Die
einzelnen Datenpunkte entsprechen einer Fluoreszenzmessung zu einem definierten Zeitpunkt.
Durch Polynomische Regression wurde eine Ausgleichskurve berechnet (siehe Kapitel 8.11). Im
Vergleich zur Amyloidbildung mittels PrP%-Keim zeigt die Kontrolle keine Amyloidbildung
(blaue Linie). Die Pufferbedingungen sind analog zur spontanen amyloiden Fibrillogenese auf
0,02% SDS eingestellt. Die OvPrP-Konzentration erwies sich bei 40 ng/ul (ca. 1,8 mM) als ideal.
Bei der MuPrP*-vermittelten Amyloidbildung von MuPrP (Abbildung 2.3 B) liegt die SDS-
Konzentration, auch hier eingestellt nach der spontanen amyloiden Fibrillogenese, bei 0,04 %
SDS. Die Konzentration wurde bei MuPrP auf 30 ng/ul eingestellt, was analog zu OvPrP ca. 1,8
mM entspricht. Auch hier zeigt die Kontrolle keine Amyloidbildung (blaue Linie).

2.4 Molekulare Spezies-Barriere

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Transmission, bzw. die Barriere einer
Transmission, zwischen verschiedenen Spezies auf molekularer Ebene nachzustellen und zu
untersuchen. Dazu wurde die keiminduzierte Amyloidbildung von rekPrP genutzt (Kap. 2.3). In
diesem System wurde rekPrP-Substrat und PrP*-Keim verschiedener Spezies kombiniert. Dies
stellt den Fall der Ubertragung von Prionkrankheiten zwischen verschiedenen Spezies dar. Es
wurden verschiedene, experimentell verifizierte Interspezies Transmissionen/Barrieren
untersucht. Dazu wurden die Pufferbedingungen geméifl den Resultaten aus Kapitel 2.3 auf die
Substrat(rekPrP)-Konversionsbedingungen eingestellt, bei denen zuvor eine keiminduzierte

Beschleunigung der Amyloidbildung fiir die entsprechende Spezies gezeigt werden konnte.

Die keiminduzierte Amyloidbildung wurde, wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben,
gemessen. Allerdings wurden zur besseren Ubersicht die Fluoreszenz-Werte der Plateau-Phase
(24-48 Std.) in einem Balkendiagramm aufsummiert (Abbildung 2.4 A und Veroffentlichung 5).
Exemplarisch ist die zugrundeliegende Kinetik der Interspezies-Transmission fiir SHaPrP®-
Keim und fiir OvPrP-Substrat gezeigt (Abbildung 2.4 B). Analog zur keiminduzierten
Amyloidbildung innerhalb einer Spezies (Intraspezies) (siehe Kapitel 2.3) zeigt die in vitro
Nachstellung der Transmission zwischen unterschiedlichen Spezies, fiir die bekannt ist, dass in

vivo eine Ubertragung moglich ist, einen #hnlichen Kurvenverlauf der keiminduzierten
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Amyloidbildung auf (vgl. Abbildung 2.3 und Abbildung 2.4 B). Untersucht wurden die
Kombination von OvPrP** und SHaPrP, OvPrP*> und BovPrP, SHaPrP* und OvPrP, SHaPrP™
und BovPrP und abschliefend BovPrP® und OvPrP. Fiir diese Interspezies Transmission ist
bekannt, dass es in vivo zu einer Ubertragung von Prionkrankheiten zwischen diesen Spezies
kommen kann. Darunter ist auch die fiir den Ausbruch der Bovinen Prion-Krankheit
verantwortlich gemachte Ubertragung von Schaf Scrapie auf Rinder (siehe Kapitel 1.8). Bei allen
finf in vitro-Ansitzen ist die ThT-Fluoreszenzzunahme in Anwesenheit von PrP> im Vergleich
zur Kontrolle stark erhoht. Die absolute Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Spezies-
Kombinationen wird dadurch limitiert, dass die Substratkonzentrationen und die SDS-
Konzentrationen jeweils den Amyloidbedingungen angepasst wurden, welche optimal fiir die
Amyloidbildungen sind (siehe Kapitel 2.3). Im Gegensatz zu den Spezies-Kombinationen, bei
denen eine in vivo Ubertragbarkeit beschrieben wurde, bleibt eine keiminduzierte
Amyloidbildung fiir die Kombinationen BovPrP*/SHaPrP und SHaPrP*/MuPrP, aus. MuPrP
zeigt nach Zugabe von SHaPrP iiber einen Zeitraum von 48 h keine Erhdhung des
Amyloidanteils (Abbildung 2.4 C). In vivo Studien zeigten, dass es nicht moglich ist Méduse mit
Scrapie aus Syrian Hamster zu infizieren (Kimberlin et al., 1978). Somit konnte sowohl die
Interspezies-Transmission als auch die Interspezies-Barriere auf molekularer Ebene

ausschlieBlich mit aufgereinigten proteindsen Komponenten nachgestellt werden.
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Abbildung 2.4: Nachstellung der Interspezies-Transmission und -Barriere in vitro

A Die Amyloidbildung von rekPrP wurde mittels Thioflavin T Fluoreszenzmessung tiber 48 Std. verfolgt,
indem alle 60 min die Mittelwerte der Fluoreszenz (A., von 495-505 nm bei A, 445 nm) analysiert
wurden. Die Fluoreszenzwerte des Zeitraums von 24 bis 48 Std (Plateauphase) wurden summiert. Der
Puffer und die rekPrP Konzentration entsprechen denen der Keiminduzierten Intraspezies
Amyloidbildung. Die Spezies von Substrat und Keim sind im Diagramm ausgewiesen. B Kinetik der
keiminduzierten Amyloidbildung von OvPrP, welches mit SHaPrP* versetzt wurde als Beispiel der
Interspezies Transmission. C Kinetik keiminduzierten Amyloidbildung MuPrP welches mit SHaPrP*
versetzt wurde, als Beispiel fiir eine Spezies-Barriere.
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2.5 Einfluss von Sekundarfaktoren auf die PrP-Aggregation

2.5.1 Amyloidbildung von rekPrP in Gegenwart von Glykogen

ﬁ eroffentlichung 4: Aggregation and Amyloid Fibril Formation of the Prion Prote&

is Accelerated in the Presence of Glycogen

Giannantonio Panza, Jan Stohr, Eva Birkmann, Detlev Riesner, Dieter Willbold, Otto Baba,

Tatsuo Terashima and Christian Dumpitak

Rejuvination Research; vol. 11; no. 2; s. 365-369

N /

Mit Hilfe des SDS-basierten in vitro Konversionssystems fiir rekPrP sollte der Einfluss von
Sekundirfaktoren auf die Amyloidbildung analysiert werden. Als Sekundérfaktor wurde das
Polysacharid (Glykogen) untersucht, da Polysacharide in natiirlichen Prionen detektiert wurden
und daher von besonderem Interesse sind (Dumpitak et al, 2005). Die Ergebnisse dieser
Analysen sind in Verdffentlichung 4 dargestellt. Beide Proben wurden bei 37 °C im
Konversionspuffer iiber ca. 20 h gemessen. Uber den gemessenen Zeitverlauf zeigte die Probe
mit dem spontanen rekPrP Ansatz ohne Glykogen keinerlei ThT spezifische Fluoreszenzerhéung.
Im Gegensatz dazu zeigt die Probe mit Glykogen eine Fluoreszenzerhéhung nach ca. 5 h, was
einer Beschleunigung der Amyloidbildung des rekPrP in Gegenwart von Glykogen entspricht.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Glykogen die spontane Amyloidbildung von
SHaPrP der Volldngensequenz wie auch der N-terminal verkiirzten Form beschleunigt (Abb. 1

G, Veroffentlichung 4).
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2.5.2 Einfluss von Advanced Glycation Endproducts auf die rekPrP Aggregation

4 eroffentlichung S: Influence of the Maillard reaction to prion protein misfolding an$

aggregation

Giannantonio Panza, Christian Dumpitak and Eva Birkmann

Rejuvenation Researcht ID: REJ-2009-0954 (Manuskript “in press”)

\ )

»Advanced glycation endproducts® (AGE) entstehen durch die Maillard-Reaktion, eine Reaktion
zwischen freien Aminogruppen von Proteinen und reduzierenden Zuckern und stellen somit
kovalent gebundene Proteinmodifikationen dar. In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss von
AGEs auf das Aggregationsverhalten von SHaPrP(29-231) untersucht. Dazu wurde SHaPrP in
vitro AGE-modifiziert. AGE-modifiziertes sowie nicht modifiziertes PrP wurde im SDS-
basierten Konversionssystem untersucht. Die AGEs beeinflussen SHaPrP dahingehend, dass die
Amyloidbildung verhindert wird, aber keine gesteigerte Unloslichkeit im Vergleich zum nicht

AGE-modifizierten Versuchsansatz auftritt (siche Veroffentlichung 5 Abb. 1 D/E).

Zusammenfassend beeinflusst die Aggregation von Proteinen sowohl Sekundérfaktoren, die nicht
kovalent gebunden werden, als auch Proteinmodifikationen die nicht enzymatisch, iiber einer

langeren Lebensdauer, kovalent ans Protein gebunden werden.
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3 Diskussion

3.1 Rolle des pre-amlyoiden Struktur bei der Amyloidbildung von rekPrP

Neurodegenerative Erkrankungen, die mit Protein-Fehlfaltung einhergehen, haben als molekulare
Besonderheit die Konversion eines zelluldren Proteins in eine pathologische Isoform (siehe
Kapitel 1.1). Bei Prionerkrankungen ist die Konversion von zelluliren PrP zur
krankheitsassoziierten Isoform PrP*° das essentielle molekulare Ereignis. Das besondere bei
Prionkrankheiten ist die Ubertragbarkeit auch zwischen verschiedenen Spezies. Bei einer
Infektion von PrP*® wird PrP¢ mittels struktureller Konversion in die PrP%°-Konformation

iiberfiihrt (siche Kapitel 1.6).

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Grundlagen der PrP-Konversion und
insbesondere der PrP**-Keimvermittelten Konversion von PrP® untersucht. Die Prion-vermittelte
Konversion von zelluldren PrP, wurde mittels aufgereinigter Einzelkomponten nachgestellt. Die
Amyloidbildung von rekPrP wurde durch keiminduzierte Amplifikation mit aufgereinigtem PrP>
beschleunigt. Dies ist ein Model fiir den Infektionsfall. Die Sekundérstruktur des 16slichen pre-
amyloiden Stadiums von rekPrP von verschiedenen Spezies wurde vergleichend untersucht
(siehe). Bei Hamster, Maus und Schaf wies die Struktur des pre-amyloiden Stadiums von rekPrP
eine a-helikal/random coil dominierte Sekundérstruktur auf (siehe Veroffentlichung 1, 4). Im
Gegensatz dazu weist die Sekundérstruktur des pre-amyloid-Stadiums von BovPrP eine B-
Faltblatt-dominierte Struktur auf. Die N-terminal verkiirzte Form des BovPrP(102-241) zeigte
wiederum ein o-helikal/random coil dominierte Sekundérstruktur. Dieser Vergleich zeigte, dass
der Strukturunterschied sowohl auf die Vollingensequenz des Prion-Proteins als auch auf die
Aminosdureunterschiede zwischen den Spezies zuriickfiihrbar ist (sieche Verdffentlichung 2). Fiir
alle mittels AUZ analysierten Spezies konnte ein Monomer-Dimer Gleichgewicht fiir den pre-

amyloiden Zustand von rekPrP gezeigt werden (siehe Veroffentlichung 1) (siehe Kapitel 2.2.2).

Der ,pre-amyloid-state* ist auch fiir die keimabhingige Amyloidbildung von rekPrP von
entscheidender Bedeutung. Mittels Variation der SDS-Konzentration bei der keimabhdngigen

Amyloidbildung von BovPrP (siehe Veroffentlichung 2) konnte gezeigt werden, dass die Bildung
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von amyloiden Fibrillen nur dann stattfindet, wenn der zuvor beschriebene ,,pre-amyloid-state*
vorlag. Lag dieser nicht vor, konnte keine beschleunigte keiminduzierte Amyloidbildung erreicht

werden.

3.2 Ausbildung der Spezies-Barriere ist auf molekularer Protein-Ebene moglich

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der Spezies-Barriere auf
molekularer Ebene. Dazu wurde die keimvermittelte Amyloidbildung dahingehend variiert, dass
PrP-Substrat und PrP*°-Keim von verschiedenen Spezies kombiniert wurden. In vivo sind sowohl
Transmissionen als auch Ubertragungsbarrieren der Prionkrankheit zwischen verschiedenen
Spezies bekannt. Die Moglichkeit dass die Ausbildung einer Transmission bzw. einer Barriere
auf molekularer Ebene vermittelt wird, ist Thema verschiedener Untersuchungen gewesen.
Darunter sind neben PMCA (Soto et al., 2002), welches allerdings mit unaufgereinigtem
Hirnhomogenat arbeitet, besonders die Arbeiten von Surewicz und Kollegen zu nennen
(Surewicz et al., 2006). Dabei gelang es die Vermittlung der Ubertragungsbarriere in vitro
zwischen amyloiden Fibrillen aus rekPrP hergestellt, und Monomeren (nur kleinere
Aminosdurenabschnitte (23-144) der PrP-Volllinge) verschiedener Spezies nachzustellen.
Einschrinkend muss man anmerken, dass diese Daten mit Volllinge-PrP nicht reproduziert

werden konnten, wobei der experimentelle Ansatz unveridndert blieb (Makarava et al., 2007).

Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz beruht ebenfalls auf der molekularen Interaktion von
proteindsen Keim und rekPrP-Substrat. Allerdings ist der Keim aus dem Hirn erkrankter Tiere
mittels NaPTA-Féllung aufgereinigt. Somit ist ein Vorteil dieses in vitro-Systems dass der
Aggregationskeim natiirlichem PrP*° sehr nahe kommt (siche Kapitel 8.3). Die Konversion fand,
wie schon oben erldutert, nur unter definierten Pufferbedingungen statt, wobei besonders die

SDS-Konzentration als entscheidender Faktor fuir die keiminduzierte Konversion zu nennen ist.
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Tabelle 3: Interspezies-Transmission und -Barriere

Intraspezies Transmission: + // Interspezies Transmission * // Interspezies Barriere - // Interspezies

Transmission mit Transgenen Tieren (+)

A In vivo
Bov recPrP Ov recPrP SHa recPrP Mu recPrP
BovPrp* it + - +
OvPrpse + + + +
SHaPrpse (+) (+) -
MuPrpse (+) (+) + +
B In vitro
0 0

BovPrPsc + + - n.d.
OvPrpse T + + n.d.
SHaPrpse + + + -
MuPrpse n.d. n.d. n.d. +

In der Tabelle 3 A sind die in vivo bestitigten Spezies-Barrieren und -Transmissionen von
Prionkrankheiten zusammengefasst. Die Transmission von Maus und Syrian Hamster Scrapie auf
Rinder und Schafe sind allerdings nur mit transgenen Méusen als Wirt etabliert (siche Kapitel
1.8.3). Besonders beachtenswert sind die Spezies-Barrieren von BSE auf Syrian Hamster und
von Hamster-Scrapie auf Mause. Die verschiedenen Transmissionen bzw. Barrieren konnte im in
vitro Konversionssystem nachgestellt werden (siehe Tabelle 3 B). Somit ist es gelungen die
Ubertragung und die Ubertragungsbarriere, mittels des fiir die Prionkrankheit verantwortlichen
Faktors (PrP*%), und durch Konversion von rekPrP auf molekularer Ebene nachzustellen. Die
keiminduzierte Amyloidbildung konnte somit auf dem ,nucleation-dependent nucleation
process® zuriickgefiihrt werden (Kapitel 1.6). Aus diesen Experimenten kann man nun
verschiedene Riickschliisse auf die Prion-Eigenschaften ziehen: (i) die Fahigkeit als
Aggregationskeim zu agieren ist von der PrP*® Konformation abhingig, (i1) die Interaktion von
Seed und PrP-Monomeren hingt von den méglichen Ubergangsstrukturen des momoneren PrPs
sowie der Keim-Konformation ab, (iii) ist eine Interaktion von Seed und PrP-Monomer mdglich,
hingt die mogliche Amplifikation des Keims durch PrP Konversion davon ab, ob das PrP die

Keim-Konformation annehmen kann oder nicht. Diese Fidhigkeit bestimmt, ob eine
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Konversionsbarriere entsteht, oder eine Transmission moglich ist. Im Rahmen dieser Arbeit,
konnte das Phdnomen der Spezies-Barriere oder der Interspezies-Transmission auf eine
molekulare Ebene eingeschriankt werden. Dies schlieBt nicht aus, dass zellulire Prozesse die
Artenbarriere unterstiitzen oder einschranken konnen, aber essentiell scheint die reine PrP¢
PrP*-Interaktion zu sein. Dies steht im Einklang mit der ,,Protein-only-Hypothese* (Prusiner et
al., 1980). Diese Ergebnisse werden durch Beobachtungen einer Protein-
konformationvermittelten Ausbreitung bzw. Barriere auch vom Feld der ,,Hefe-Prionen* bestérkt

(Chien et al., 2004).

3.3 Einfluss von nicht-Protein Faktoren auf die Amyloidbildung

Nach der Protein-only Hypothese besteht der Erreger der Prionkrankheit ausschlielich aus
proteindsen Bestandteilen. Spétestens seitdem Infektiositdt mittels ausschlieBlich rekombinantem
MuPrP erreicht wurde (Legname et al., 2004), scheint diese Hypothese bewiesen zu sein. Bei
dieser Studie konnte allerdings der Infektions-Titer von natiirlichem Prionerreger nicht erreicht
werden. Durch die Addition einzelner Faktoren zu rekPrP gelang es Supattapone RNAs
bestimmter Grofle als wichtigen Kofaktor flir die Infektiositdt zu bestimmen (Geoghegan et al.,
2007). Da verschiedene Sekundirfaktoren zur Ausbildung der Prionkrankheit nicht unabdingbar
zu sein scheinen (Legname et al., 2004) aber als Verstdrker auftreten konnten (Geoghegan et al.,
2007) wurde in Veroffentlichung 4 und in Verdffentlichung 5 der Einfluss von nicht-Protein-
Faktoren auf das Aggregationsverhalten von rekPrP untersucht. So beschleunigt Glykogen, als
ein Modell fiir das bei der Aufreinigung von Prionen koaufgereinigte Prion-Scaffold, die
Amyloidbildung des rekPrP (siehe Verdffentlichung 4). Eine mogliche Erkldrung dafiir wére,
dass Glykogen als Aggreagtionskeim die Konversion von PrP fordert. Im Gegensatz dazu
scheinen kovalent gebundene AGEs (advanced glycation endproducts) die PrP-Amyloidbildung
zu verhindern (siehe Verdffentlichung 5). Dies steht im Einklang damit, dass in Prionpripationen
weniger AGE-Modifikationen nachgewiesen wurden als in PrP¢-Priparationen. Zudem wurde
kiirzlich tiber die desinfizierende Wirkung der Maillard-Reaktion auf Prioninfektiositét berichtet

(Suyama et al., 2007).
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3.4 Keiminduzierte Amyloidbildung zur Diagnose von Proteinfehlfaltungs-

Krankheiten: Ein Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die spontan und die keiminduziert beschleunigte
Amyloidbildung von Syrian Hamster PrP auf die Spezies; Schaf, Rind und Maus iibertragen
werden. Dariliber hinaus konnte auf molekularer Ebene die Bedeutung der keiminduzierten
Konversion auf die Interspezies Barriere untersucht werden. Neben den bereits in dieser Arbeit
untersuchten Spezies sind die Ubertragungen des Systems auf humanem PrP von besonderem
Interesse, um zu untersuchen von welcher Spezies ein Gefahrenpotential fiir Menschen ausgeht.
Eine aktuelle Gefahrenquelle stellt z.B. die mdgliche Ubertragung von CWD (chronic wasting
disease) durch Verzehr von kontaminiertem Material dar. In weitergehenden Arbeiten konnte
man durch die Wahl von cervidem PrP% und HuPrP als Substrat diese wichtige Interspezies
Wechselwirkung auf molekularer Ebene untersuchen. Durch die Maoglichkeit die
Untersuchungen auf verschiedene Spezies auszuweiten, konnte man dariiber hinaus mogliche

Zwischenwirte identifizieren.

Neben dem Ansatz die keiminduzierte Amyloidbildung von PrP zur Untersuchung der
molekularen Faktoren der Interspezies Barriere einzusetzen, ist als weiteres Einsatzgebiet die
Diagnose von Prionerkrankungen und von Proteinfehlfaltungskrankheiten im Allgemeinen
denkbar. Dabei konnte die beschleunigte Amyloidbildung von rekPrP in Anwesenheit von PrP>
als diagnostischer Marker herangezogen werden. Detektiert wird die Bildung von amyloiden
Fibrillen spezifisch mittels Thioflavin T. Der Vorteil dieser Detektion ist das Thioflavin T in
Abwesenheit von amyloiden Strukturen eine sehr geringe Fluoreszenz hat, nur in Anwesenheit
von amyloiden Strukturen ist eine Fluoreszenzerh6hung detektierbar. Dieses Prinzip wurde in
abgewandelter Form bereits zum Nachweis von AP-Aggregaten angewandt (Pitschke et al.,
1998) und sollte somit zur Diagnostik der Alzheimerischen Demenz dienen. Vorarbeiten zu einer
Detektion von Aggregaten durch keiminduzierte Amyloidbildung, wurden mittels FCS
(Fluoreszenz Korrelation Spektroskopie) mit Insulin in amyloider Form durchgefiihrt. Eine
Ubertragung dieses Prinzips auf PrP* und rekPrP als Substrat ist in naher Zukunft geplant.
Theoretisch ist dieses System fiir jegliche Krankheit anwendbar bei der Proteinaggregation eine

entscheidende Rolle spielt.
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4 Zusammenfassung

Prionen sind Erreger von Prionkrankheiten, von denen Menschen und Tieren betroffen sein
konnen. Prionkrankheiten sind fatale neurodegenerative Erkrankungen, die eine infektiose,
spontane oder genetische Atiologie aufweisen konnen. Der Hauptbestandteil von Prionen ist die
krankheitsassoziierte Isoform des Prion-Proteins (PrP%). Das Prion-Protein ist ein wirtseigenes
Protein, welches auch im gesunden Organismus exprimiert wird (PrP®). Das zentrale molekulare
Ereignis bei Prionkrankheiten ist die Konversion des iiberwiegend o-helikalen, PK-sensitiven,
monomeren und nicht infektivsen PrP¢ zum B-Faltblatt-dominierten, teilweise PK-resistenten,
aggregierte und infektidsen PrP%°. Diese strukturelle Konversion kann anhand eines auf
Natriumdodecylsulfat (SDS) und NaCl basierten in vitro-Konversionssystem mittels
rekombinanten PrPs simuliert werden. Nach mehrwochiger Inkubationszeit bilden sich fibrillédre
PrP-Aggregate, die in vielen Eigenschaften PrP* dhneln. Diese spontane Fibrillenbildung ist ein
Modellsystem fiir die spontane Krankheits-Atiologie. Bei Zugabe eines externen PrP*-Keimes
erfolgt die Fibrillenbildung innerhalb weniger Stunden. Dies ist ein Modellsystem fiir die

infektiose Atiologie.

Ziel dieser Arbeit war es, das in vitro-Konversionssystem sowohl fiir die spontane als auch fiir
die keiminduzierte Fibrillogenese auf verschiedene PrP-Sequenzen verschiedener Spezies zu
iibertragen. Dariiber hinaus sollte, durch Kombination von PrP*-Keim und rekombinanten PrP
mit der Sequenz verschiedener Spezies das Phidnomen der Spezies-Barriere bzw. der Interspezies

Transmission von Prionkrankheiten auf molekularer Ebene analysiert werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das in vitro-Konversionssystem auf die homogenen
Systeme Rind, Schaf und Maus anwendbar ist. Die Eigenschaften des ,,pre-amyloid-state® von
rekPrP der verschiedenen Spezies wurden mittels Circular-Dichroismus und analytischer
Ultrazentrifugation untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass nur bestimmte Intermediate (bei
definierten SDS-Konzentrationen) zu amyloiden Fibrillen fiihren. Die amyloide Charakter der
Aggregate wurde mit den amyloidspezifischen Farbstoffen Thioflavin T (ThT) und Kongorot
nachgewiesen und die fibrillire Morphologie mittels elektronenmikroskopischen Aufnahmen
verifiziert. Durch Variation von PrP*-Keimen und rekPrP-Substrat aus verschiedenen Spezies

konnte die Interspezies-Barriere bzw. Transmission auf molekularer Ebene nachgestellt werden.
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Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Spezies Barriere bzw. Transmission auf molekularer

Ebene von den Protein-Konformationen abhingt.

5 Summary

Prions are the causative agents of prion diseases that affect humans and animals. Prion diseases
are fatal neurodegenerative diseases with an infectious, spontaneous or genetic etiology. The
main component of prions is the disease-associated isoform of the prion-protein (PrP*). The
prion-protein is a host encoded cellular protein (PrP®). The molecular key event in prion diseases
is the conversion of the predominantly a-helical, PK-sensitive, monomeric and non-infectious
PrP€ to B-sheet dominated, partially proteinase K-resistant, aggregated and infectious PrP. The
konformational conversion of PrP can be simulated in a sodium dodecyl sulfate (SDS) and NaCl-
based in vitro conversion system using recombinant PrP. After several weeks of incubation
fibrillar PrP aggregates are formed, which are in many properties similar to PrP¢. This
spontaneous fibril formation is a model system for the spontaneous disease etiology. With the
addition of an external PrP**-seed the amyloid fibrils formation is accelerated to hours, which is a

model system for infectious etiology.

The aim of this study was to transfer the in vitro conversion system for both the spontaneous as
well as for the seed-induced amyloid formation to different PrP sequences of different species.
Moreover, the phenomena of species barrier and interspecies transmission of prion diseases
should be analyzed at the molecular level by a combination of PrP**-seed and recombinant PrP

from a different species.

In this study it was shown that the in vitro conversion system is applicable to the homogenous
species systems of cattle, sheep and mouse. The properties of the pre-amyloid state of recPrP of
the different species were examined using circular dichroism and analytical ultracentrifugation. It
was shown that only a particular intermediate state (within defined concentrations of SDS)
results to amyloid fibrils. The amyloid character of the aggregates was verified with the amyloid-
specific dyes Thioflavin T (ThT) and Congo red, and fibrilar morphology was verified using
electron microscoscopy. By variation of PrP%“-seed and recPrP-substrate from different species,
the interspecies transmission or barrier could be simulated on the molecular level for the first

time. Therefore the primary recognition of PrP* and PrP® is a direct molecular interaction;
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cellular factors might help, but only in increasing the pre-existing interaction This leads to the
conclusion that the species barrier and/or species transmission depends on the protein

conformation.
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The conversion of the o-helical, cellular isoform of the prion
protein (PrPc) to the insoluble, p-sheet-rich, infectious, disease-
causing isoform (PrP=) is the key event in prion diseases. In an
earlier study, several forms of PrP were converted into a fibrillar
state by using an in vitro conversion system consisting of low
concentrations of SDS and 250 mM NaCl. Here, we characterize the
structure of the fibril precursor state, that is, the soluble state
under fibrillization conditions. CD spectroscopy, analytical ultra-
centrifugation, and chemical cross-linking indicate that the precur
sor state exists in a monomer-dimer equilibrium of partially dena-
tured, «-helical Pre, with a well defined contact site of the subunits
in the dimer. Using fluorescence with thioflavin T, we monitored
and quantitatively described the kinetics of seeded fibril forma-
tion, including dependence of the reaction on substrate and seed
concentrations. Exponential, seed-enhanced growth can be
achieved in homogenecus solution, which can be enhanced by
sonication. From these data, we propose a mechanistic model of
fibrillization, including the presence of several intermediate struc-
tures. These studies also provide a simplified amplification system
for prions.

dimer | seading | fibril | precursor state

rion diseases are fatal, nevrode generative diseases that include

Crentefeldt-Takob discase in humans, bovine spongiform en-
cephalopathy (BSE), and scrapie insheep. The key molecular event
in prion diseases is the conformational change of a host-encoded
prion protein, denoted as Pre©, into the discasc-causing isoform,
PrE® (1). Because prions do not contain any genetic information
in the form of nucleie acid (2, 3). the information for prions is
cnciphered in the structure of the pathological isoform. Prion
replication occurs by converting FrE© 1o PrE®s, the pool of Friv is
replenished by the cellular synthesis of PrPC. Several mechanistic
madels have been proposed for this tramsfer of conformation,
among them the heterodimer model (4), the cooperative model like
an oligemeric enzyme (5), and the model of seeded polymerization
(6). Most experimental data support the model of seeded polymer-
ization. The transition of PrP© into PrP5 can be induced in vivo
either by an infection with prions, by spontaneous comversion, or by
mutations in the sequence of Pre.

Regardless of the cause, the conformational change of PrE® into
PrE* results in a fund amental change of its biophysical propertics.
PrEC is membranc-bound, rich in e-helical secondary structure,
soluble in mild detergents, and noninfectious, whercas Pri® s
Bsheet-rich, aggregated, and infectious (for review, see ref. 1)
Protcinase K (FK) digests PrE® completely but cleaves Frise
specifically at residue 89 or 90 leaving the C terminus (amino acids
90-231) intact; this protease-resistant fragment is denoted PrP
27-30 and s fully infectious {7-10). If PK digestion is carried out in
the presence of detergents, PrP 27-30 assembles into prion rods,
which have the tinctorial propertics of amyloid (11, 12).

To investigate the mechanism of prion formation, two different
strategies have been pursued. In one approach, the spontancous
comversion of PrPY or recombinant {rec) PrP in the absence of
PrE®, as in the sporadic form of prion discase, is investigated. In
another approach, the PrE®-dependent conversion of PrP, which
simulates exogencues prion infection, is studied. Synthetic prions
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were formed from amvoidic recPrP(90-231), demonstrating that
conversion of purified recPrP is sufficient for the generation of
infectivity, albeit at very low titers (13, 14 ). Prion infectivity was also
generated by protein-misfolding cyclic amplification (PMCA) in
mixtures of cell extracts from brain tissue of infected and nonin-
fected animals; by orders of magnitude, higher infectivity was
obtained in the amplificd samples compared with the sced vsed to
initiate the amplification (15, 16). In a similar system, infectivity was
generated also spontaneously (17).

In the present study, we examined the molecular mechanisms of
spontaneous and seeded fibril formation. We identified a soluble
amyloid-precursor (preamyoid ) state and characterized it by ana-
Ivtical ultracentrifugation. chemical cross-linking, mass spectrom-
etry, and circular dichroism. Using controlled and well defined
conditions {buffers, solvents, recPrP, purified Pri®e, homogencous
incubation conditions ), we quantified the kinetics of fibril formation
by monitoring Thioflavin T (THT) fluorescence. Addition of Prese
sceds reduced the time for fibril formation from weeks to hours, and
the lag phase of fibril formation depended on the recPrP concen-
tration and on the Pri™ concentration. The sensitivity of the system
could be enhanced to a detection limit of 6.5 % 1077 brain
equivalents (be) per wl of PrP%. From these data, we proposc a
mechanistic model of fibril formation.

Results

In Vitro Formation of a Preamyloid State and Amyloid Fibers. Provi-
ously, we described an in vitro conversion system, in which different
conformational states of recPrP could be established by varving the
concentration of S5 (18). In a follow-up study, this system was
optimized to produce amyloid fibrils from recombinant and natural
PrP (19). Low concentrations of SDS (0.02-0.03% ), 250 mM NaCl,
and a neutral buffer are essential for fikril formation. In the present
study, we found that recPrP exists in the absence of PrE®™ in a
preamyvioid state, which is stable and soluble for =7 days. In the
presence of Pre®e sceds, fibrillization is substantially accelerated:
Fibrils formed within 24 h.

Analysis of the Preamyloid State. rccPrP in the preamyloid state was
characterized by analytical ultracentrifugation, CD spectroscopy,
and chemical cross-linking,

Analytical Ultracentrifugation. A sedimentation-diffusion equilib-
rium of recPrP under conditions of the precursor state was estab-
lished in the analytical ultracentrifuge at 15,000, at 23 300, at 27,000,
and at 31,600 rpm (Fig, L4). The data could be fitted satisfacrorily
assuming a two-component system. The data revealed two different
species with apparent molecular masses of 22 kDa (33.3% ) and 35.2
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Characteristics of the preamyloid state. (4) Sedimentation equilibrium centrifugation of recPri atter 7 days of incubation. (Upper) Experimental data

overlaid by the fitted curves. (Lower) residualks. (8) CD spectra of recFre in the preamyloid state in the presence solid ling) and absence of Macl {dotted ling). (C)
LC-ESEMS spectra of cross-linked preamyloids digested with trypsin. Inthe preamyloid state, cross-linking of residuss 90-106 and 152-156 was not observed in
monomeric recPre {Lower) but was seen indimeric recPre (Lpper). {0) Analysis of the preamyloid state atter cross-linking by gel electrophoresis.

kD (66.6% ), respectively. The molecular mass of recPrP (90-231)
is 16.243 kDa, which would fit into 22 kDa as a monomer with 20
maolecules of SDS bound if the partial specific volume of SDS was
corrected. In a similar way, the second component of 35.2 kDa can
be interpreted as a dimer of recPrP with 10 molecules of SDS
bound. This interpretation is in good accord ance with carlier data
of monomeric recPrP-SDS and dimeric recPrP-SDS complexes,
although those were obtained in the absence of MaCl (18).

CD Spectroscopy. In carlier studies, the secondary structure of
recPrP in 0.03% SDS but without NaCl was determined to be a
soluble g-sheet-rich structure that s prone to form amorphous
aggregates (18). The addition of NaCl leads w a conformation
composed of w-helical and random-coil sccondary structures (Fig.
7). This conformation, called “w/random,”™ polymerizes into reg-
ular fibrils (Fig. 24 ). Maturally, a stable PrE“-like, a-helical struc-
turc has to denature partially to form fibrils.

Chemical Cross-linking of the Contact Sites in Dimeric Preamyloid
recPrP. To determine the contact sites, we cross-linked recPrF in the
preamyloid state by EDC, then analyeed the sample by fully
denaturing PAGE and Coomassie staining (Fig. 10). This proce-
dure was used in earlier studies to determine the molecular contact
sites in an e-helical dimeric state of recPrP stabilized by 0.06% SDS
in the absence of NaCl (20 A cross-linked dimeric form of recPrP

2410 | www.pnas.ong/ogi/ooi/ 1001073,/ pnas. o7 12038105

was clearly detectable but in lower concentration compared with
dimers in the absence of NaCl. The bands containing the recPrP
monomer and dimer were cut out separately and the recPrP
digested in-gel by trypsin. The samples were eluted from the gel,
and the cross-linked peptides were identified by mass spectrometry
according to a method deseribed inref. 20. In the monomeric band,
no intramolecular contact sites were found, demonstrating that the
M terminus in the preamyloid state is flexible. In the dimeric band,
we found a contact site with cross-linked segments at residues
90-106 and 152-156 (Fig. 1), which was also identified in earlier
studies in the w-helical dimer (0.06% SDS, no NacCl).

Spontanecus Fibril Formation of recPrP. In the absence of PrE™
sceds, 80 ng/ul recPrP incubated with 0.03% SDS and 250 mM
MacCl formed fibrils within 35 days, as described in ref. 19, Increas-
ing the recPrP concentration to 300 ng/ul accelerated the formation
of amvioid fibrils: Fibrils formed after 7 days of incubation. These
fibrils were characterized by clectron microscopy, ThT fluores-
cence, and digestion with FK. They showed the characteristic
appearance of amyloid fibrils (Fig. 2.4) and the typical increase in
ThT fluorescence (Fig. 2F). PK digestion under harsh conditions
(FrP:PK ratios of 1:20 and 1:50) revealed a protease-resistant
fragment of 10-14 kDa, which remained stable even after 1 h of
digestion (Fig. 2C). Whereas «-helical recPrP was degraded com-
pletely (Fig 20, PK digestion of mouse synthetic prions showed a
roughly similar pattern of protesse resistance (13, 21).
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Flg.2. FProperties of recPrf amyloids. (4) Electron micrograph showing the
typical structure of amyloid fibrils atter & days of incubation. (Scalke bar, 0.5
wm.) {8y Amyloid formationof recPre (solid ling) was monitored by thechange
iNnThT fluarescence. ThT was added to a final concentrationof 5 pMand afinal
protein concentration of 10 ng/gl. recPrf in 0.06% 506 (dotted ling) B shown
as a control. Protease digestion of recPrP amybkoids (C) and c-helical recFrP (o)
at120and 1:50 ratios (PrP:PK) demonstrate that amyloid formed from recPrP
is protease-resistant. Apparent molecular masses based on the migration of
protein standards are shown in kilodaltons.

PrP5*-Seedad Fibril Formation of recPrP. We analyzed the effect of
Pre® seeds on the mechanism and kinetics of fibril formation of
recPrP. Pri®e seeds were prepared from the brain of an infected
hamster by NaPTA precipitation (22}, and negative controls were
obtained in the same manner from noninfected brain tissue. To
evaluate the kinctics quantitatively, we applicd a homogencous
system, without the cyelic sonication of the PMCA system {15), but
with thorough shaking. After resuspension in 10 mM MaPi, pH 7.2,
the samples were adjusted to final concentrations of 0.025% S5DS,
250 mMh MaCl, and 80 ng/ul recPrP in a volume of 150-200 gl The
formation of amyloid fibrils was monitored by ThT fluorescence in
a6-well plates. Sceding the reaction with purified PrfSe reproduc-
ibly accelerated the formation of amyloid fibrils of recPre.

By using L6 > 107% be/ul of PrE% as sceds, an increase in
fluorescence intensity was observed within hours of incubation,
whereas control samples showed constant, low fluorescence for the
duration of the experiment (Fig. 34 ). The kinetics can be charac-
terized by three stages: aclear lag phase, a steep increase phase, and
a slow final increase of fluorescence intensity. This seeding effect
and kinctic profile were also observed in later experiments (Fig, 44
and ), in which the late phase showed saturation. Thus, fibril
formation of recPrP as assayed by ThT fluorescence depends
critically on the presence of PrE™ sceds.

To confirm the fibrillar character of recPrP after sceding with
FrE™, we analyzed the newly formed structures by electron micros-
copy (Fig. 3 C and D) and differential ultracentrifugation {data not
shown). RecPrP incubated in presence of PrE® sceds showed
predominantly two structures: (i) a complex of newly formed fibrils
grown onto the PrE® sceds (Fig. 3C) and (if) long fibrils, most likely
detached from the PrE® sccds (Fig. 30). In comparison, the PrEse
seeds alone did not exhibit long, fibrillar structures (Fig. 38).
although short, fibrillar stretches might be present. Consccutive
differential ultracemtrifugation of recPrP after 24 h of seeded
incubation resulted in a greater amount of recPrP in the pellet
compared with negative controls (data not shown). Thus, these data
indicate that amvloid fibrils, and not mere aggregates, were formed
from the Pri®-sceded reactions,

Stahr et &

7-4

=

10000

RFU

2888

Auprescance imeneity

@]

Fig. 3. Seeded fibril formation. (&) recPrf (@0 ng/pl) seeded with purified
FrF* {diamaonds) forms amykoid fibrils readily com pared with controls: recPre
+ wninfected 16 = 109 brain equivalents (b=} per upl {=); recPrf akone
(triangles); purified Pre* alone (dashes). Fibril formation was monitorsd by
using the ThT fluorescence assay. Electron micregraph of FrP* aggregates
after NaPTA precipitation (8), fibrillar recPre (0, and Pré® aggregates com-
bined with recPrP fibrils {&.

Concentration Dependence of PrPs<-Seeded Fibril Formation. To an-
alyze the influence of the recPrP concentration on the seeded fibril
formation, we performed the same experiment as described for Fig,
34, but varied the recPrP concentration from 20 ng/ul to 160 ng/ul
at a constant concentration of PrE® sced (Fig. 4.4 ). Concentrations
exceeding 160 ng/ul could not be applied because spontancous
fibrillization was observed. With increasing concentrations of
recPrP, the lag phase became shorter, the increase in the fluores-
cence signal was steeper, and the reasction saturated at a higher
level. A quantitative evaluation is given in Discussion.

Having established that seeded formation depended on the
concentration of recPrP, we examined whether the reaction de-
pended on the concentration of the PrP™ seed as well. Determining
the seed-concentration dependence enables us to quantify the fibril
formation process and to establish the detection limit for PrE®. We
added varyving concentrations of PrE® sceds to 80 ng/ul of mono-
meric recPrP, and incubated the misture under the same conditions
as in Figs. 34 and 4A (Fig. 4C). With decreasing concentrations of
PriP5 seeds, longer lag phases, slower increases in the fluorescence
signals, and lower levels of saturation were observed. The lowest
concentration of PrE® sced that resulted in a clear seeding effect
was 5.9 3 107% bejpl. At 193 107 %bejul and 6.5 % 1077 beful, the
two lowest PrE® concentrations tested, the fluorescence signals
did not increase significantly compared with controls. These
data indicate the concentration dependence and the detection limit
for Prese,

The detection limit could be further enhanced by sonication of
the samples with a microtip {Bandelin sonopuls, Bandelin Elee-
tronic ), samples were sonicated with 10 pulses of 0.1 s at 30% power
every hour during 6 h of incubation at 37°C with continuous
agitation (600 rpm) before starting measurement. Sonicated Pri®
sced at 1.9 x 107° bejul resulted in an increase in the fluorescence
intensity and a shortening of the lag phase (Fig. 4C, solid linc)
compared with the same concentration of PrE® sced without
sonication (Fig. 4C, open circle ). Because our investigations focus
on homogeneous incubation conditions, we chose w not pursue
further the influence of sonication or other eyelic conditions,
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Fig.4. Dependenceof fibril formation on Pré-monomer and Pri®-seed concentrations. Fioril formation of recPre was monitored using ThT-fluorescence assay.
{4) The formation of amyloid fibrils seeded with 1.6 « 10 * be/ul Pré* is enhanced with inc reasing concentrations of recPrP. The following recPre concentrations
were tested: 0 (x), 20 (dashes), 40 (circles), BO {triangles), and 160 ng/pl (squares). () The duration of the lag phase beforeamy koid fo rmation depends on Ceonomer -
() The formation of amyloid fibrils from B3 ngfpl of recPrP is less efficient with lower concentrations of Pre® seed. The following concentrations of Frese seed
were tested: 1.6 = 109 [diamonds), 5.3 = 10°% {squares), 1.7 = 10 % {triangles), 59 = 10 * (pluses), 1.9 = 10 * {rircles), and 6.5 = 10 7 bafpl ([dashed ling). For
ditferent Fri* concentrations, brain homogenates of infected hamsters were diluted into brain homogenates of healthy hamsters before PTA precipitation.
Sonication of a sampleof seeded with 1.9 = 10 * baful Pré* increased the detection limit (solid ling). (D) The duration of the lag phase before amyloid formation

depends On Cpps, .

Discussion

Since the discovery that mammalian synthetic prions could be
formed from recombinantly expressed PrE(89-230) that was re-
folded into amyvioid (13 ), particular attention has beendrawn to the
amyloid-forming pathway of PrP. We established conditions for
amvloid formation [low concentration of SDS and 250 mM NaCl
{19)]; recPrF in this so-called preamyloid state is soluble for at least
7 days before forming amyloid (Fig, 1).

The conditions were derived from our earlier studies of the
conformational transitions of recPrP induced by varying the SDS
concentration but in the absenee of NaCl (19, 23). A very similar
SDS-conversion system was also used suceessfully by other groups
{24). Lowering the SDS concentration from 0.2% o 0.02%, recPrP
is transformed from a monomeric, partially denatured and other-
wise mainly w-helical stroeture through a dimer with an e-helical
content similar to that of Pre® and a soluble oligomeric, g-sheet-
rich state to polymorphic, B-sheet-rich aggregates (25).

In a recent study (20), a structural model of the e-helical dimer
was developed on the basis of chemical cross-linking data and
molecular modeling. In that model, the segment 90-120, which is
flexible In monomeric Pre as analwed by NMR (26), is tghtly
ordered and partially involved in dimer formation. In comparison,
the induction of the precursor state can be regarded as a MaCl-
induced shift cither from the dimeric «-helical state by simulta-
neously lowering the SDS concentration or from the oligomeric
Bsheet-rich state at constant SDS concentration. The three struc-
turcs mentioned carlicr appear to be in an equilibrium, which can
be shifted by both SDS and MaCl. For induction 1o the preamyloid
state, the partially denaturing effect of NaCl on PrP appears to be
cssential as reported also by other groups (27). The preamyloid
state is composed of monomeric and dimeric recPrP (Fig. 1.4 ) and
a contact site in the dimer was identified between the M-terminal
amino group of Gh-90 (segment 90-106) of one PrE molecule and
amino acid Glu-152 (segment 152-156) of the other. Comparison
of the w-helical dimer deseribed mnref. 20 and the preamyloid dimer
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revealed two important differences. First, intramolecular cross-link
sites exist in the c-helical dimer but not in the precursor dimer.
Second, the preamyloid dimer had a lower vield of intermolecular
cross-linking. Together, these data indicate that the preamyvloid
state of PrP s partially denatured and otherwise e-helical, and
cxists as monomers and dimers.

The partial denaturation might actually be necessary for conver-
sion of recPrP into amyloid structures; it presumably lowers the
activation barrier. The preamyloid state deseribed here and another
denatured state identificd previously by 0.2% SDS in the abscnoe
of MaCl (18) are likely not the same structures. In the earlier case,
partial denaturation was acquired solely by SDS competing with
internal hydrophobic interactions, whercas denaturation was ob-
tained in the preamyloid state by a combination of some SDS
competing with hydrophobic interactions and NaCl competing with
hydrophilic interactions. Thus, the effect of MaCl cannot be attrib-
uted to the lowering of water activity and decrease in the solubility
(“salting out™) of the polymer, as generally known, but instead, is
ascribed to a conformational change.

Our experimental findings of the preamyloid state as a partially
denatured monomer and dimer fit into a model that would form the
structure derived from electron erystallographic studies of PrP (28).
A monomer and dimer together could form a trimer complex,
which is the structural subunit of the fibrils (Fig. 34 ). The trimer
would be the steady-state intermediate for fibril formation, which
is by definition not present in measurable concentrations, Individ-
wal trimers can be stacked, and the gainin free energy from stacking
would drive the growth of the fibril. Also, dimers and monomers
might stack on the trimeric surface. At present, we cannot decide
whether two (Fig, 34 ) or more stacked trimers are required to form
the stable nucleus, so that the decay of wimers is slower than the
growth of fibrils,

The aim of our studics on fibril formation of recPrF was to
develop a system for seeded amplification by using purified com-
ponents only (recPrP, buffer, ions. and mild denaturants). The
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Fig. 5.

Mechanistic models for Pre fibrillization. (4) & proposed mechanistic
model depicts the preamyboid state ina monomer-dimerequilibrium, station-
ary state of trimer, stable nucleus of two trimers, and a growing fibril. {8}
Reaction schemes of seeded fibrillization. For parameters, see text.

sceds, however, were naturally occurring PrE® purificd by FTA
precipitation (22 ). Although we do not claim that no cellular factors
are imvolved in prion infection, they are currently unknown and
cannot be taken into account. Furthermore, homogeneous incu-
bation conditions and constant rigorous shaking were applied
instead of alternating incubation and sonication as in PMCA-based
experiments (15, 17, 24). To differentiate amyloid formation from
generalized polymorphic aggregation, we used the amyloid-specific
dye THT as a marker. Analyzing the aggregate formation by
differential centrifugation, only a sced-dependent increase in ag-
gregation was obtained, but a background of spontancous aggre-
gation could not be avoided. In this study, we compared sponta-
neous and sceded fibrillization and showed that the spontancous
process takes several weeks, whereas the seeded process approaches
saturation within 1-2 davs. We had to limit the concentration of
recPrP o 80 ng/ul w0 guarantee clearly distinguishable incubation
times for spontancous and seeded fibrillization,

Mascl and colleagues described prion amplification as a seed-
dependent fibrillization process (29). They used a set of differential
cquations incorporating parameters for sced-dependent growth
(Fig. 5R,reaction E), degradation {reaction D), and/or breakage of
fibrils (reaction B). which diminishes or produces more seeds,
respectively, as well as considering the synthesis (A) and degradation
of monomeric PrP (d). We present the scheme in the form
published by Eigen (30) {Fig. 58 ); in that publication, the possibility
to apply the amplification for the sensitive detection of prions was
raised independently of the PMCA approach of Soto and col-
leagues (15). Obviously, the calculations apply to homogencous
solution conditions only, i.e.. growth and breakage simultaneously.

The shape of the experimental curves of seeded fibrillization is
in agreement with the scheme depicted in Fig, 5F. The lag phase
followed by a steep increase is interpreted as an exponential growth
in which both growth and gencration of new sceds contribute to the
curve; saturation is due to the limited monomer supply and
competing reactions. The effect of breakage can be enhanced by
sonication {compare curves of solid line and opencircles in Fig. 4C).
The incubation time defined by Masel and Jansen (29) as the
duration required to create a well defined number of infectious
particles corresponds o the in vivo lag phase, that is, a fised, in our
case, low level of fluorescence intensity, Because of a constant
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breakage rate, we can assume a constant medium size of the fibrils
50 that the number of particles is proportional to the fluorescence
intensity. Furthermore, the concentration of monomeric FrP is
assumed as constant during the lag phase. These assumptions might
hold less well for very long lag phases because of degradation,
denaturation, or aggregation of PrE. but thesc cases arc not
discussed here. The scheme in Fig. 587 and the caleulations of Masel
and Jansen (29) imply that the lag-phase t depends on concentra-
tion of seeds (cpps.) and the concentration of monomeric PrP
[Cper ), TESpEctively, as:

- Ca
‘\.C]’d’= C3+?

=013 In Cpgee+ Ca
C .02, Cz.and Cy are constants that arc not further evaluated here.
The calculated dependence of the lag phase onsubstrate (Cpge) and
seed (Cpese) (Fig. 4 B and D) are in agreement with the fibrilli-
zation scheme in Figo 58, Thus, our analysis confirms the three
features of the scheme: exponential growth, dependence on cpgse,
and dependence on cpee. Also, the influence of sonication is in
qualitative agreement; sonication breaks fibrils, thereby increases
the number of seeds, and leads o a shortening of the lag phase as
observed experimentally. The limited set and accuracy of the data
donot allow us to cvaluate parameters like growth rate, degrad ation
rate, ete. It is not possible o extrapolate the in vitre lag phase to the
typical incubation time in hamster that is = 107 times longer for the
cquivalent 1Ds If onc considers, however, lower effective Pret
levels (10 ) and a clearance factor of PrP®e of 100 (31) in hamster,
one would expect similarly long incubation times.

Howewver, it s more difficult to interpret quantitatively the
saturation levels. If depletion of the PrE reservoir is the only cause
for plateau, then saturation levels would be proportional o cpee.
Although the saturation level increases with cpep, the increase is not
linear. Three tvpes of reactions compete with fibril formation: (7)
degrad ation and denaturation of PrP. (i) degrad ation of fibrils and
(i1} formation of polymorphous aggregates. As mentioned carlier,
experimental evidence argues for seed-independent formation of
polyvmorphic aggregates, which might influence the fibrillization
process, particularly at later times. One might arguc that competing
reactions have more influence in the seeded rezctions with natural
PriP®, with components from brain homogenates, compared with
spontancous fibrillization reactions.

The fibrillization system consisting only of purified, well defined
components might be used as an amplification step to aid in the
diagnosis of prion disease. In this homogeneous system, with
sonication of the samples before measurement, we achieved a
detection limit of 1.9 % 107% be/ul, which corresponds to titers of
= 1P 10* T Dy units, comparable to the most sersitive immunoblots
(32). The method does not apply any PK digestion and can be
adapted easily to prions from other species, including humans,
because neither cellular brain extract from noninfected subjects nor
human cell culwre is needed. Despite these advanrtages, the ho-
mogencous system we describe cannot attain the sensitivity of
FPMCA. The amplification efficiency might be further increased by
using polyelectrolytes as reported by Supattapone and colleagues
(17) or by using membranes as carricrs for Pri and supports for the
amplification.

We have to emphasize that in the present work we did not
concentrate on the optimization of the diagnostic application. In a
related study Prusiner and colleagues (33} described the application
of a very similar technigue, called amyloid seeding assay, for prion
diagnosis. Under their solution conditions prions from different
hosts and strains can be detected comparably well and clearly
differentiated from B-amyloid seeds characteristic for Alzheimer’s
discase.

Our studies demonstrate 2 principal difficulty of emploving
amplification systems for disease diagnosis. Sensitivity is para-
mount, yet can be mcreased nearly indefinitelv. Perhaps a prion
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amplification system of imermediate sensitivity can be combined
with a detection system of robust sensitivity. Alternatively, we have
applicd single-prion particle counting by surface-FIDA for diag-
nostic purposes (22, 34 ), which might be improved in the future by
combination with an amplification system as described here.

Materials and Methods

Priom Proteins. The truncated form of recPrF of Syrian hamster residues 90231
was used. it was expressed, purified, and refolded as described 25, 35). Pre®™ was
isolated to high purity by using a modified protocol of the MaFTA precipitation
method 22, 36). Ditfering from the protocol, an additional washing step in 10
mid MaPiwas performed and the resulting pelliet was resuspended in 10 mbd MaPi
by brief sonication.

Electron microscopy, Negative Stain. & dropiet of 5-10 plcontaining the sample
was placed on the grid and left to adsord for 2 min. After adsorption to the grid
surface, the sample was washed briefly (in 50 glof 0.1 and 001 M NH, acetate)
and stained with 2% ammonium molybdate {in S0 ul.

Circalar Dichroism Spectroscopy. CD spectra were recorded with a F715 spec-
tropolarimeter (lasco) ina 0.1-cm quartz cuvette at room temperature. The
scanning speed was 50 nmsmin with a step resolution of 1 nm. For each sam ple,
10 spectra wers accumulated between 195 and 260 nm. The protein concentra-
tion was 100 ngiel. Bulter spectra wers subtracted from the respective protsin
spectra.

Analytical Ultracentrifugation. Sedimentation-diffusion eguilibrium experi-
ments wene performed in a Beckman Optima XL-4 analytical ultracentrifuge
(Beckman Coulter) applying standand 12-mm double-sectorcellk at 207C. Protein
concentration distributions were recorded with a radial step size of 0,001 cm by
using absorption optics ata wavelength of 230 nm or 280 nm, depending on the
proteinconcentration. Thedata werne analyzed by using the Global Fit proced ure,
which is im plemented in the Ultrascan llsoftware packages (Version 5.0 for UNIX)
of B. Demeler (University of Texas Health Science Center, San A ntonio, Tx). The
absorbance vs. square of the radius valuss was Titted to a mooel of two com po-
nents (ideal, noninteracting) by using the Margua rdt-Levenberng algorithm in the
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UltraScan program. Calculation of molecular mass with bound SDS per PrF was
performed by wsing the method of Casassa and Eisenberg (37) as described in
ef. 18.

Digestion with PK. recPrf (3 pg of e-helical or fibrillan was diluted into 0,05 B
Tris-HCI (pH 8 .01/100 mM HaCL2.5 mM EDTA; then 60 ngor 150 ngof PK (for 120
and 1:50 PrP:PK ratios, respectively) was added. After 1 h of incubation, the
reaction was stopped by addition of gel-leading buffer and heated to 95°C for
10 min.

SDS/PAGE and Western Elotting. SDS/FAGE {15%) and Western blotting wers
carried outacoo rding to the protocols asdescribed inref. 23 Anti-PrP monoclonal
antibody R1 (38) was used.

Thioflavin T Assay. Fluorescence emission spectra of ThT were measured at a
concentration of 5 g ThT in 150-200 pl volumes in the absence or presence of
10 ng'pl recPrP. The spectra were recorded from 460 to 600 nm with a fixed
excitation wavelength of 455 nm_ Fibrillization kinetics were followed in 95-well
plates as described in Aesuits. Forevaluation, average intensity values from 495 to
505 nm were plotted over time. All measurements were performed in a Tecan
sapphire plate reader (Tecan Group).

Chemical Cross-linking of Dimers and Menomers. Dimers of recPrP wers induced
by diluting the protein in02 % 505 to fi brilliza tion conditions (0,03 % S0Sand 250
m M MaClh and incubated overnight at 2 5°C to achieve equilibrium conditions. The
bifunctional chemical cross-linker 1-ethyl-3-@3-dimethylamino propy ) caroodiim-
ide hydrochloride (ERC) (Pence) was wed ata proteinconcentration of & pMand
a final concentration of 1 mi EDC for 2 h further details in ret. 20).

In-gel Digestion of Dimers and Momomers, and Analysis of the Fragments by
ESIIQ-TOF Mass Spectrometry. In-gel digestion and analysis of the fragments by
mass spectrometry were performed as in ref. 20.
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The conversion of the cellular isoform of the prion protein into the pathogenic isoform PriP® is the key
event in prion diseases. The dizease can occur spontaneously genetically or by infection. In earlier studies
we presented an in vitro conversion system which simulates the structural transition in recPrP by varying

low concentrations of SD% at constant NaCL In the present study we adopted the conversion system from

Keywords:

BSE-prians

Seeded Vi, sponLaneous oonyersion
Amylaid fbrils

Pre-amylaid state

experimental Scrapie in hamster to bovine recPrP and generated amyloid fibrils. The intermediate state
which is optimal for fibril formation is a soluble, -rich state. The system was extended using BSE-prions
as seeds and led to an acceleration of fibril formation by orders of magnitude. Thiz seeded amyloid for-
mation assay avoids any PK-treatment, is therefore able to detect even PK-sensitive PrP and does not
require cellular components.

@ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Prion diseases are fatal neurodegenerative diseases including
Creutzfeldt-Jakob disease in humans (C]D), bovine spongiform
encephalopathy (BSE) and Scrapie in sheep. The appearance of a
new phenotype variant CJD (vC]D) was linked to the consumption
of products from BSE-afflicted cattle and has led to an epidemic of
about 180 human victims [1]. Besides the transmissible form of
human prion diseases also a sporadic and a familial etiology has
been found. The major if not only compound of prions is the host
encoded prion protein which can occur in a cellular isoform de-
noted as PrP* and in the pathogenic isoform PP [2]. Amplifica-
tion of the agent occurs by converting the cellular isoform PrP©
into the pathological isoform PrP* where PrP*° acts as template
and catalyst. The pool of PrP* as substrate for further conversion
is refilled by the cellular synthesis of PrP© [2]. PrP* is membrane
bound, m-helix-rich, soluble and sensitive to degradation by pro-
teinases, whereas the refolded isoform Pri*® is p-sheet-rich, insol-
uble and partially resistant to degradation by proteinases [3].
When PrP* is digested with proteinase K (PK). an M-terminal
truncated form is generated which is designated PrP 27-30 con-
sisting of residues 90-231 with an approximate molecular mass
of 27-30 kDa. Currently the molecular mechanism of the PrP* to
PrP** conversion is not known in detail. Several mechanistic mod-

* Corresponding author. Address: Institut fuer Physikalische Biologie and Biolog-
isch-Medizinisches Forschungszentrum, Heinrich-Heine-Universitaer Duesseldort,
Universitiitsste, 1, 40225 Duesseldor, Germany. Fax: +480 211 E1 15167,

E-irail address: Birkmann@biophys vni-duesseldorlde [E Birkmann).

HD0G-201X(S - see [ront matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.bbre 2008 .06.059
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els have been proposed for this conformational transition, among
them the heterodimer model [4], i.e. an intermediate dimer of
PrP* and PrP*, the cooperative model similar to a cooperative
conformational change of an oligomeric enzyme [5.6], and the
model of seeded polymerization [5.7,8]. The mechanism of con-
version can be studied experimentally in vitro by so-called con-
version systems which favor the formation of amyloid fibrils
[9,10]. In one report infectivity could be generated using solely
purified recombinant murine PrP (89-230) [11]. For the first time
it was shown that conversion of recombinant prion protein is suf-
ficient to generate in vitro infectivity, although the titer of infec-
tivity was very low. Fibril formation of PP im vitro may be
achieved according to two different protocols. The conversion of
recPrP in the absence of PrP®° as seed occurs after prolonged incu-
bation; it might serve as a model for the sporadic forms of prion
disease in vivo. As an alternative PrP fibril formation can be stud-
ied in the presence of PrP*° as a seed, and this mechanism would
be equivalent to a prion infection.

In this work we adopt the recently published in vitro conversion
assay developed for recombinant hamster PrP (90-231) (rec SHaP-
rP) in our group earlier [10], to full length recomhbinant bovine PrP
(rec bovPrP). This amyloid forming assay is based on the well bal-
anced concentrations of SDS and MaCl. It has been shown that an
intermediate, partially denatured state of PrP favors fibril forma-
tion [10]. The system was extended using PTA-purified full length
PrP** as seed and the formation of amyloid fibrils was accelerated
by orders of magnitude [10]. In the present study we establish the
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conversion of rec bovPrP to amyloid fbrils and we use natural
PTA-purified BSE-prions [12] as seed.

Materials and methods

Prion prateins. The full length recombinant bovine Pri (25-241)
(rec bovPrP) proteins were prepared and purified as described pre-
viously [13,14]. BSE-prions were isolated to high purity using a
modified protocol of the NaFTA precipitation protocol [12,15]. Dif-
fering from the protocol, two additional washing steps in 100 and
10 mM MaPi, respectively, was performed and the resulting pellet
was resuspended in 10 mM MaPi by brief sonification (Sonificator,
Labsonic U, Braun Dissel, Melsungen).

Electron microscopy, negative stain. A droplet of 510 pl contain-
ing the sample was placed on glow discharged grid and left to ad-
sorb for 2 min. After adsorption to the grid surface the sample was
washed briefly (in 50pl of: 0.1 and 0.01 M NH; acetate) and
stained with 2% ammoniummolybdate (in 50 pl). The samples
were viewed with a Zeiss EM910 microscope at 80 kV,

Circular dichroism spectroscopy. Circular dichroism (CD) spectra
were recorded with a |-715 spectropolarimeter (Jasco, Easton,
MD, USA) in a 0.1 cm quartz cuvette at room temperature. The
scanning speed was 50 nm/min with a step resolution of 1 nm.
For each sample 10 spectra were accumulated between 195 and
260 nm. The protein concentration was 150 ng/pl. Background
spectra of buffer samples were subtracted from the respective pro-
tein spectra.

Thioflavin T-assay. Fluorescence emission spectra of Thioflavin T
(ThT) were measured at a concentration of 5 pM ThT in 150 pl in
absence or presence of 10 ngfpl recPrP. The spectra were recorded
from 460 to 600 nm with a fixed excitation wavelength of 455 nm.

Fibrillization kinetics was followed in 96 well plates according
to Stohr et al. [10]. For evaluation average intensity values from
495 to 505 nm were plotted over time. All measurements were
performed in a Tecan saphire plate reader (Tecan Group, Maenne-
dorf, Switzerland).

Congo red staining. A 10 pl aliquot of the fibril samples contain-
ing preformed fibrils was applied to gelatin-coated glass slides and
stained with Congo red according to the protocol described by
Muller et al. [16]. Picture of the samples were taken with the
"Polarisationsphotomikroskop 117 {Carl Zeiss, Oberkochen, D).

Results

In previous studies we described different conformational
states including fibrils of rec SHaPrP (90-231) using an in vitro con-

version system, in which the concentrations of SDS and MaCl were
varied [9,17]. We found that for optimal fibril formation of rec
SHaPrP a so-called preamlyloid state has to be established which
is soluble for several days. It is a mixture of a monomeric and a di-
meric state, and its structure is partially «-helical and partially
denatured. In the present work this system was optimized to pro-
duce amyloid fibrils of full length rec bovPrP (25-241). Concentra-
tion of NaCl was 250 mM and 5D5 concentration was varied for
amyloid formation.

Analysis of the pre-amyloid state of rec bovPrP

We analyzed the secondary structure of rec bovPrP at different
505 concentrations by CD-spectroscopy (Fig. 1A). In the absence of
MaCl at 0.2% SDS which are our conditions of long time storage
(data not shown) and in the presence of 250 mM MaCl at 0.1%,
0.04%, and 0.03% 505 the secondary structure of rec hovPrP exhib-
its a mixture of random coil w-helix contents and very little p-sheet
content very similar to the earlier described pre-amyloid state of
rec SHaPrP (90-231) (Fig. 1C) [10]. Diluting SD5 further ie. to
0.02% and 0.01% 5D5 leads to a shift towards a B-sheet-rich second-
ary structure at the expense of the random coil portion (Fig. 1A).

The M-terminal truncated form of the rec bovPrP, i.e. PrP {102-
241) does not show the same secondary structure like the full
length rec bovPrP at 0.02% SDS in presence of 250 mM NacCl, but
has a higher random coil content, similar to full length PrP at
=0.03% 5DS (Fig. 1B). Unfortunately availability of the N-terminal
truncated form of rec bovPrP was very limited; therefore we had to
restrict our studies on the comparison of the amyloid forming
conditions adjusted for full length rec bovPrP (0.02% SDS,
250 mM MNacCl). Therefore, we could compare only the structure
of full length and truncated rec bovPrP, but not the optimization
of fibrillization.

In contrast to the bovine system the conformation of the M-ter-
minal truncated rec SHaPrP (90-231) [10], and the full length rec
SHaPrP (23-231)(Fig. 1B and C) are very similar when determined
under amyloid forming conditions [0.03% SDS, 250 mM NaCl). Both
are a mixture of «-helical and denatured structure and have only
little content of p-sheet secondary structure,

Spontaneous amyloid formation of rec bovPrP

Formation of amyloids were verified by the amyloid specific
fluorescence assay with Thioflavin T and congo red staining
[18,19].

After 6 weeks incubation rec bovPrP formed amyloid fibrils un-
der the conditions of 250 mM NaCl and 0.02% SDS. Neither the

— o (25-241)
s Boy [102-241) 1
------ SHa (23-231)

= SHa (30-231)

200 2200 240 260

K
200 220 240 260

\iavelength [nem]

Wavelength [am]

Wavelength [nm]

Fig. 1. Secondary structure analysis of the pre-amyloid state. CO-spectra were measured directly alter adapting the DS conditions, with a final concentration of 150 ng/pul PrP in

LD mi MaPipH 7.4 and 250 mM NaCL{A] CD-spectrum of rec bovPrP [25-2411in 0,01 [saeees o, 002 (), (103 [ o s, DDA [ e, 2 in D] (=« <)% SDS, [B] Pre-amyloid stage of
rec bovPrP(25-341 ) (emm) ar1cl rec bovPeP (102-241 ) (mmea) famyloid characteralter incubation proofed by ThT-assay; data not show n)were measured a3 described above in(.02%
SD5 Rec5HaPrP (23-231 ) [sssna) [amylaid character alter incubation proafed by ThT-assay: data nol shown ] were measured as described above in0.03% 505 [ C) Pre-amyloid state

of rec SHAPIP (90-23 1) [ ) taken from Stohr eral. [10], were measured a3 described above in 0.02% SDS and with & final concentration af 100 ng)pl PrP.
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incubation in 0.04% SDS and 250 mM NaCl showed amyloid fibrils
within 6 weeks [Fig. 24) nor higher than 0.04% 5DS or lower than
0.02% 5DS concentrations did so. Under the optimal conditions of
0.02% 5D5 the characteristic increase in Thioflavin T fluorescence
and the apple-green birefringence after congo red staining [(Fig.
2B) was observed already after 1week. The resulting structures
were further characterized by electron microscopy and showed
the well known fibrillar structures (Fig. 3C).

BSE-prion-seeded amyloid formation of rec bovPrP?

As our main task we analyzed the effect of BSE-prions as seeds
for fibril formation of rec bovPrP. As described above, the ThT-
assay was used to monitor fibril formation. We used BSE-prions
which were partially purified according to the PTA-precipitation
protocol [12]. Significant amounts of BSE-prions are degraded by
PK and the portion of PK resistant BSE-prions varies from cattle

A 1200
= 10400
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—PrPin 1.02%
» 0 sD8
a —PrP in 0.04%
S 6000 308
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g a0 ﬂ/ ak’\—"w,\w
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[nm]

Fig. 2. Amyloidic character of rec bovPrP afver incubation. (A) PrP was incubated in
0.02% 505 (blue) or O.04%E 5D5 {red]: Characterization of amyloid formaticn (0.02E
5D5) by Thiollavin T-assay of PrP fibrils. ThT was added o a final concentration of
5 UM by a final protein concentration of 10 ng{ul and in 10 mM NaPi (pH 7.4) with
250 mM MaCL (B) PrP fibrils formed in 0.02F 5D5 were stained with Congo red and
analyzed by light micrescopy  using  polarized and  noen-palarized  light
(bar =20 pm]. (C) Electron micragraph showing the typical structure of amyloid
fibrils after 7 days of incubation in QU0ZE SDE (bar = 200 nm). [For interpretation of
the references to color in this figune legend, the reader is referred to the web version
af this paper.)
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to cattle and from one brain area to another [12,20]. In Fig. 34 an
example is shown, where only a small amount of the PrP in the
crude brain homogenate was PK-resistant.

We observed a steep increase of Thioflavin T fluorescence after
adding BSE-prions to the fibrillization mix of rec bovPrP. As con-
trals identically treated brain tissue from healthy cattle were used
as hypothetical seed, but only a very low increase of fluorescence
intensity was observed. The background fluorescence of the seeds
in the absence of rec bovPr* or of control “precipitate” was always
subtracted, At 0.04% 5D5 seeded fibril formation of rec bovPrP
could not be observed (Fig. 3B).

505 dependence of seeded amyloid formation

We tested also other SDS concentration in the seeded fibrilliza-
tion assay (Fig. 4) and determined the plateau fluorescence inten-
sity. As controls although hypothetical seeds from non-infected
brain were used. As shown in Fig. 4 a significant prion-seed de-
pended fibrillization was achieved only in 0.02% 5DS. In 0.01% an
unspecific fluorescence increase and in higher than 0.02% SDS
nearly no seed dependent fluorescence increase was observed.
Consequently the soluble state with higher random coil content
[ =0.03% SDS), does not lead to seeded amyloid formation, and in
0.01% 5D5 the unspecific fluorescence increase might indicate
polymorphic f-state rich aggregates, because rec bovPrP is fi-sheet
rich under this condition independent upon the presence of prion-
seeds,

Discussion

The mechanism of PrP amyloid formation has been studied in
detail in the mouse and hamster system [10,11]. Particular solution
condition had been established for spontaneous formation of amy-
loidic fibrils from recombinant prion protein, and those fibrils had
been characterized by structure specific ThT-fluorescence, partial
PK-resistance and electron microscopy. In some reports prion
infectivity in mammals could be induced from recombinant PrP,
which had never been in contact with any other organism then
Escherichia coli, leading to the expression "synthetic prions™ [11].
Thus it has been shown that infectivity can be generated spontane-
ously in vitro, a process which is well known in nature from spon-
taneous (or sporadic) CJD. However, in vivo cellular factors might
be involved which were completely absent in synthetic prions as
well as in our experiments,

Direct relevance for our understanding of the prion infection
process was obtained from in witro fibrillization induced by
prion-seeds. The addition of prions as seeds reduced the time
of fibrillization from several weeks to several hours [10]. In the
present work we have established the spontaneous as well as
the seeded fibrillization for the bovine system. It means that
the mechanism which was studied so far in the model system
of hamster and mouse was elucidated in the present study in
a system of direct veterinary relevance; full length recombinant
bovine Prl* and prions from BSE-afflicted cattle were used. As in
our earlier studies with the mouse and the hamster system, pri-
ons were prepared as NaPTA-precipitated PrP* from the animal
brain without a PK-digestion step. This has two advantages: first
due the complete absence of PK the full length rec PrP as sub-
strate remains stahle, i.e. cannot be inactivated by not fully
removable PK, and second in respect to a diagnostic approach
not only the PK-resistant portion of PrP*" but total PrP* would
be detectable.

A major interest in the comparison of the bovine system with
the mouse and the hamster system is the pre-amyloid state, It
was reported that rec PrP in the preamyloid state is soluble for
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Fig. 3. Amplilication of rec bovPrP with purified PK-sensitive BSE-prions. [A] Western Blot analysis of crude brain homogenate of BSE-alllicted cactle and healthy contral
belore and after PK-digestion (anti-PrP menaclenal antibody: GH4, Prionics, Schlieren, Switzerland |, peroxidase-conjugated secondary antibady (Jackson Immuno Research,
Solam, UK). [B) Fibril formation of rec bovPeP (80 ng/pl) was monitored using ThT-flugrescence assay in presence of BSE-prions and in 10 mM NaPi (pH 7.4) with 250 mM

MaCl ar 37 °C.
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weelks, is in monomer-dimer equilibrium and is partially dena-
tured with the remaining structure mainly a-helical. In the earlier
as well as in the present study conditions for the pre-amyloid state
were optimized by varying the SD5 concentration between 0.01%
and 0.05% D% at constant 250 mM NaCl and neutral pH. Optimized
conditions for the pre-amyloid state mean effective fibril forma-
tion, very little formation of polymorphic aggregates and orders
of magnitude acceleration by seeds. For the bovine system 0.02%
SD% was found optimal in comparison with 0.03% 3DS for the ham-
ster system. From the CD-spectra of both cases (Fig. 1B) one has to
conclude that the pre-amyloid state of bovine PrP i1s more shifted
from the denatured/»-helical (hamster) to a «-helical/f-sheet rich
state. Therefore the higher content of f-sheet of the pre-amyloid
state is a characteristic of the full length bovine PrP. Even the M-
terminal truncated bov PrP (102-241) and full length hamster
PrP (23-231) are more shifted to denatured/a-helical secondary
structures (Fig. 1B). Therefore we have to conclude the difference
in the optimal fibrillization conditions is due to both the amino
arcid sequence differences between hamster and bovine and the
differences of length between the full length bov PrP (25-231)
and the truncated form (PrP 102-241).

In summary, we have shown that spontaneous and PrP**-seeded
fibril formation can be achieved with full length bovine PrP. Ampli-
fying seeds by fibrillization was introduced recently as amyloid

seeding assay (ASA) and was described for the human, mouse,
and hamster system [10,21). In the present study it was applied
also for the bovine system although that application has been
not yet optimized. As discussed earlier ASA is much more simple
and faster as compared to the PMCA-technique, because no cellular
extract is needed and only a simple homogeneous inoculation has
to be established. Atarashi et al. have described recently a very
similar assay called QUICK [22]. PMCA, however is more sensitive,
After optimization ASA might be particularly favorable for BSE-
prion-testing, since Pi-digestion is avoided completely in a system
where the portion of PK-sensitive PrP** is fairly high as shown in
Fig. 3A.
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Abstract:

Prion diseases like Creutzfeldt-Jakob disease in humans, Scrapie in sheep or bovine spongiform
encephalopathy are fatal neurodegenerative diseases, which can be of sporadic, genetic, or infectious
origin. Prion diseases are transmissible between different species, however, with a variable species
barrier. The key event of prion amplification is the conversion of the cellular isoform of the prion
protein (PrP%) into the pathogenic isoform (PrP%). We developed a sodiumdodecylsulfate-based PrP
conversion system that induces amyloid fibril formation from soluble c-helical structured recombinant
PrP (recPrP). This approach was extended applying pre-purified PrP* as seeds which accelerate
fibrillization of recPrP. In the present study we investigated the interspecies coherence of prion
disease. Therefore we used PrP* from different species like Syrian hamster, cattle, mouse and sheep
and seeded fibrillization of recPrP from the same or other species to mimic in vifro the natural species
barrier, We could show that the in vifro system of seeded fibrillization is in accordance with what is

known from the naturally occurring species barriers.

Author Summary:

Prions are the pathogenic agents of prion diseases that occur in different mammalians e.g. cattle,
sheep, deer and human. Prions are composed mainly of the host encoded prion protein (PrP%) in an
alternative conformation (PrP>). Prion diseases are transmissible and since a prion disease in cattle
(BSE = Bovine Spongiforme Encephalopathy) caused an epidemic in the UK, transmission of prions
has moved into the focus of public. Prion diseases are not only transmissible within one species, but
also between different species. Thus, it is assumed that the BSE epidemic was caused because the
prion disease of sheep (Scrapie) was transmitted to cattle by feeding of not completely decontaminated
meat and bone meal. Transmission between certain species, however, can fail, as is described for
Syrian hamster prions that have not yet been able to be transmitted to mice. This phenomenon is called

species barrier. Currently, the molecular mechanism underlying the observation that prions can be
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transmitted between certain species and not within others is poorly understood. We developed a PrP
conversion system to study prion interspecies transmission in vitro by converting recombinant PrP
(recPrP) of one species to misfolded prion-like aggregates by seeding them with isolated natural prions
from another species. Based on previous studies we characterized a structural intermediate of recPrP
that is essential for formation of prion-like aggregates. Furthermore we were able to model interspecies
transmission and barrier on the molecular level that are in accordance with data observed in vivo,
solely utilizing proteinous compounds: recPrP and prepurified PrP*. Our study illustrates that the
interspecies barrier is encrypted on the molecular level based on the properties of the respective prion
protein. Therewith we introduce a new tool to predict possible interspecies transmission and barriers,

which have not been elucidated in vitro so far, like for example from deer to human.

Introduction:

Prion diseases are fatal progressive neurodegenerative diseases of spontaneous, genetic, or infectious
origin. The conversion of the host encoded prion protein (PrP") into the disease causing isoform PrP™
is the key molecular event in prion disease. The common hypothesis is, that the amplification of PrP™
takes place by conversion of the a-helical dominated cellular isoform PrP“ into B-sheet rich and
insoluble PrP*. PrP™ acts as template and catalyst for PrP“ conversion [1] . The pool of PrP* is
replenished by the cellular synthesis of PrP“. Some mechanistic models have been suggested,
including the heterodimer model [2], the cooperative model [3], and the model of seeded
polymerization [4]. Most experimental data support the seeded polymerization. Prion diseases are not
only transmissible within one species, but in some cases also between different species [5]. This so
called “interspecies transmission” is of special interest since the origin of bovine spongiform
encephalopathy is suspected to be caused by feeding meat and bone meal from Scrapie infected sheep
to cattle, i.e. an interspecies transmission might have lead to the BSE-epidemic in the UK [6]. In an

experimental approach it was indeed shown that cattle are susceptible to infection by sheep Scrapie
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isolates [7]. On the other hand it is known that interspecies transmission can fail e.g. Syrian hamster
Scrapie in not transmissible to mice [8]. In that case the interspecies barrier would be too high for
experimental observation. The molecular mechanism of prion disease transmissibility between
different species is still not understood.

A molecular model for the infectious process of prions is the conversion of PrP“ to PrP* induced by
the invading PrP*. As mentioned above, the widely accepted mechanistic model is that of PrP* acting
as seed for polymerization of PrPC [9], [4], [10]. To study the mechanism of spontaneous and seed-
depended fibrillization of recPrP different /n vitro conversion assays were introduced, which lead to
the formation of amyloid fibrils [11] [12] [13]. It was reported that in such a system infectivity was
even generated de novo using only murine recPrP [14], i.e. without PrP™ as seed, which would
represent a model for the sporadic case of prion diseases.

In this study we use the SDS PrP conversion system to simulate intra- and interspecies transmission i
vitro. Tt is a minimal system in the sense, that only recPrP as substrate, buffer, and purified PrP* as
seed, but no cellular extract is needed. We extend the spontaneous and seed depended conversion,
established for recombinant Syrian hamster PrP [11] and bovine recPrP [15], to recombinant ovine and
murine PrP. It has been shown earlier that well balanced concentrations of sodium chloride and SDS
have to be chosen for every substrate PrP in order to guarantee a suitable extent of partial denaturation,
which is a prerequisite for fibrillization, spontaneous as well as seeded fibrillzation.

To monitor fibrillization of recPrP we used the amyloid specific marker Thioflavin T (ThT). We are
able to mimic the species barrier /i vitro in complete accordance with the species barrier as found with

the /i vitro infection of prions.

Results
In our previous studies we analyzed spontaneous and PrP™-seeded fibril formation of recombinant PrP

(recPrP). Buffer conditions were established which consist of well selected SDS and NaCl
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concentrations, so that recPrP forms spontaneously amyloid fibrils within weeks, but the fibril
formation was accelerated by seeding with PrP™ to hours our days. It is important to note, that the
optimal buffer conditions had to be selected for the species of recPrP during spontaneous fibril
formation, and these conditions were used for seeded fibril formation. It was discussed earlier that the
bufter conditions allow a particular extent of partial denaturation of recPrP in a well characterized pre-
amyloid state. Spontaneous and seeded fibril formation of recPrP was analyzed with bovine and
hamster recPrP as substrate and the homologous NaPTA-precipitated PrP™ as seeds [11,15]. In the
present study, we established conditions for spontaneous and seeded fibril formation of rekPrP from
sheep (aminoacids: 25-233) and mouse (aminoacids 89-231). The aim of this study was to combine
recPrP-substrates and PrP*-seeds of different species to investigate if the fibril formation in vitro does
resemble the well known phenomenon of species barrier for transmissibility. In our system the species

barrier phenomena are studied on the level of the molecular interaction of PrP and PrP**.

Spontaneous fibril formation of recombinant ovine and murine prion protein

To determine optimal buffer conditions in which ovine PrP (OvPrP) forms amyloid fibrils, we
analyzed OvPrP fibril formation in 10 mM NaPi, 250 mM NaCl by varying the SDS-concentration
from 0.01 to 0.05 %. Fibril formation was followed in the Thioflavin T assay. Incubation was carried
out at 37°C under constant agitation for 4 weeks and fibrils could be observed at 0.02 % SDS after
three to four weeks (fig L A). The fibrillar character of OvPrP was verified by electron microscopy (fig
1B). At higher or lower SDS-concentrations amyloid specific fluorescence increase could not be
observed. Therefore in all the following experiments with OvPrP, the buffer was NaPi pH 7.2, 250
mM NaCl and 0.02 % SDS. As mentioned above amyloid formation depends upon of a specific pre-
amyloid state of recPrP as long as it is soluble [11,15]. Therefore we analyzed also the pre-amyloid
state of OvPrP. The secondary structure, revealed with circular dichroism, showed in some contrast to

formerly analyzed initial-states a higher random-coil amount (fig 1 C). In line with previous studies
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[11] the analytical ultracentrifucation data revealed an equilibrium of monomeric (33 %) and dimeric
(67 %) OVPrP (fig 1D).

Buffer conditions for fibril formation of murine recPrP (MuPrP) were analyzed in the same way. It
was found that a wider SDS-range was suitable for fibril formation, with an optimum at 0.04% SDS in

NaPi pH 7.4, 250 mM (data not shown).

Intraspecies PrP*-seeded amyloid formation

In previous studies we showed that NaPTA-precipitated PrP™ from brain homogenate works very well
as seed and could drastically accelerate fibril formation. As a control, NaPTA-precipitate from brain
homogenate of uninfected sheep did not show any acceleration effect. For the ovine system, NaPTA-
precipitated PrP* from brain tissue of Scrapie-infected sheeps (OVPrP™) was used as seed and
accelerated fibril formation was observed based on the increase of ThT-fluorescence within 10 to 20
hours (Fig 2A). The approach was carried out with 40 ng/pl rec OvPrP (1.8 uM) in conversion buffer
and 0.02% SDS.

We also adopted the seed dependent fibril formation whereas spontaneous fibril formation of MuPrP
took place only after one week (data not shown). NaPTA-precipitated PrP* from mouse brain
accelerated the process down to 10 to 20 hours (Fig 2 B). As a control NaPTA-precipitate of non-
infected mouse brain tissue did not lead to any formation of amyloidic fibrils in the time range of the

experiment.

In vitro species barrier

The aim of this study was to analyze the species barrier of prion infection i vitro, i.e. with PrP™-seeds
and otherwise puritied components only. From natural and experimental transmission data it is known
that prion diseases are transmissible in some cases from one species to another and in other cases not.

. . . . Sc . ~ .
This phenomenon is commonly known as species barrier. PrP™ from brain homogenate of one species
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was taken as seeds and recPrP of another species as template. Transmission was simulated by
fibrillzation in our in vifro conversion assay with the exact concentrations of that particular species.

As an example of interspecies transmission of ovine Scrapie to cattle as recipient [7] is shown in fig. 2
C using OVPrP™ as seed and BovPrP as substrate. Accelerated fibril formation of BovPrP by OvPrP*-
seed is clearly observed, very similar to the intraspecies seeded fibrillization in sheep (fig. 2 A).

In another example, murine recPrP was seeded with prions from Scrapie infected hamster. In contrast
to the intraspecies seeded fibrillization of MuPrP (fig. 2 B), no increase of the ThT-fluorescence was
measured within a time period of 48 hours (fig 2 D). This means, that SHaPrP> does not act as seed
for accelerated fibril formation of MuPrP. This corresponds to the well known species barrier between
Syrian hamster Scrapie and mouse as recipient [8]. In all seeded fibrillization experiments, i.e.
intraspecies as well as interspecies combinations, control experiments with NaPTA- precipitate of
brain tissue from non-infected animals, as seeds were carried out, and absence of ThT-fluorescence
increase was taken as negative control (fig. 2 blue lines).

In figure 3 all results of various seed - substrate combinations are summarized. The ThT-fluorescence
intensities in the time period of 24 to 48 hours of incubation and after seeding were summarized.
Interspecies transmission is obvious for five different combinations of PrP™-seeds and recPrP
substrate: OVPrP™ to SHaPrP, OvPrP™ to BovPrP, SHaPrP™ to OvPrP, SHaPrP™ to BovPrP and
BovPrP* to OvPrP. In our system, approach two well known i vive interspecies barriers [8] [16]
could be verified in vitro, namely the species barrier of BSE to Syrian Hamster as well as of Syrian
Hamster Scrapie to mouse. In summary, all of our in vitre intra- and interspecies transmission results

resemble exactly the in vivo situation (figure 4).

Discussion:

Conversion of the cellular prion protein (PrP%) to PrP™ is assumed as the key event in prion infection

[2]. Although many studies with recPrP and with different conversion systems have been carried out
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the molecular mechanism is still not well understood [17] [18,19]. These studies are based mainly on
the simulation of the structural properties of PrP like B-sheet content, PK-resistance or morphology
of amyloid fibrils. However these systems have not generated infectious PrP or only very low titers of
infectivity were generated spontaneously [14]. Recently, the group of S.B. Prusiner and colleagues
could show that subtle variations in the structure of in vitro generated fibrils affect the infectivity
(reported on Prion 2009 conference by D.W. Colby). In contrast to spontaneous fibrillization seed-
dependent assays like protein misfolding cyclic amplification (PMCA) [20] and quaking-induced
conversion (Quic) [21] were established and are in very good agreement with the infectious etiology of
prion diseases. Both assays are carried out in cellular extracts from uninfected animals or cells, not
knowing which cellular compounds are involved in the conversion reaction. Our group established a
SDS-based conversion assay that works without cellular extracts, using solely purified compounds,
like phosphate buffer, recPrP as substrate and prepurified PrP* as seed [11]. PMCA and Quic were
mainly developed for diagnostic purposes, our system with the well defined components was
developed to describe quantitatively the prion propagation mechanism using hamster PrP. This SDS-
based conversion assay was applied to additional species, in order to test if our conversion system can
be used with other species and if the pre-amyloid state described in the hamster system is valid in
general. Furthermore, by combining seed and substrate from different species we have the opportunity
to simulate the phenomen of species barriers for the first time on the level of a direct molecular
interaction of prion seed and recPrP substrate without the influence of any other cellular component. In
the presented study we were able to show that amyloid fibrils of recPrP can be tormed within the SDS-
based conversion system for all species investigated (cattle, sheep, mouse, hamster). Only the SDS
concentration had to be adapted. These results and the properties of the intermediate state will be
discussed on a more detailed level later. The phenomenon of species barrier for transmission was
successfully modeled as seed dependent in vitro fibrillation. Five interspecies transmissions have been

observed (fig. 3). Not very surprisingly, the amyloid formation of interspecies transmission seems to
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be slower as compared to intraspecies transmission (fig. 2). Two interspecies transmissions were
reported to have failed (SHaPrP™ to MuPrP and BovPrP™ to SHaPrP). Consequently, also a strict
species barrier was found in the in vifro simulation (fig. 3). For murine substrate, only one positive
transmission (MuPrP™ to MuPrP) and one negative (SHaPrP* to MuPrP) could be performed for
reasons of shortage of mouse prions in our lab. As a main result of our work it was found that the in
vifro simulation of the species barrier is in complete agreement with the experimental data from in vive
transmission studies (Tab. 1). Similar results on interspecies transmission and species barrier were
reported by studies with PMCA [22] and by Cashman and co-workers [23], whereby both systems use
cellular extracts. Because our conversion system does not include cellular extracts we can conclude
that the species barrier is encoded in the direct interaction of PrP™ and PrP“ [24]. Interspecies
transmission as well as species barrier is well resembled in our system. Cellular factors might help, but
only by enforcing the pre-existing interaction.

The interpretation of our results on the molecular level shows the importance of partial denaturation of
recPrP as substrate described by Stohr ef @l [11]. PrP in this intermediate or pre-amyloid state is
soluble for weeks, suggesting that it is in a state of low free energy. Since it is present in a monomer-
dimer-equilibrium one can argue that the partially denaturated PrP is prone to intermolecular
interactions possibly also with PrP*. However in our conversion conditions PrP is in the state of
lowest free energy if it is refolded for attachment to the fibrillar seed. We assume that this state is not
present in measurable amounts in solution but only attached to the seed. The degree of denaturation in
the intermediate state is critical; for different recPrP sequences, i.e. for different species, different SDS
concentrations are needed. More than the optimal SDS concentration would lead to a more unfolded
PrP“ whereas less SDS leads to a more refolded PrP state as compared to the optimal intermediate
state. In both cases the conversion of PrP to fibrillar PrP would be too slow to be observable. For an
interspecies transmission a partially unfolded state of the substrate PrP is required, but AG for substrate

(PrP refolded in the complex) with the seed from the other species in the same way as for intraspecies
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transmission has to be sufficiently low, i.e. lower than in the intermediate state, to guarantee the
transition. In summary not the intermediate state of substrate PrP is critical for transition but its
potency to refold into a conformation well adapted to the PrP*-seed.

In future experiments we will extend our experimental approach to other species like human CJD and
cervid CWD. Due to the high occurrence of CWD in Northern America, the combination of CWD-

seed and human PrP as substrate would be of particular interest.
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Material and Methods

Recombinat Prion Proteins

The recombinant prion protein (recPrP) was prepared and purified as described previously [25] [26].
The recPrP with the amino acid sequence of Syrian Hamster (90-23 1) (SHaPrP) PrP as well as recPrP
with the amino acid sequence of cattle (25-241) (BovPrP) PrP was used in our studies before (Zitate).
We adopted the purification protocols to full length recombinant ovine PrP (25-233) (OvPrP).

Recombinant murine PrP (89-231) (MuPrP) was acquired from Allprion (Schlieren, Switzerland).
NaPTA precipitation of PrP™

PrP% from brain tissue of different species was purified by NaPTA (Sodium phosphotungstate dibasic
hydrate) precipitation [27] [28] Additionally to Syrian hamster and bovine PrP* (SHaPrP* and
BovPrP™) [11,15] we adopt the purification protocol to ovine PrP™ (OvPrP™) and to Murine PrP™
(MuPrP™). The resulting pellet was resuspended in 10 mM NaPi by brief sonification (Sonificator,

Labsonic U, Braun Dissel, Melsungen).
Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were recorded with a J-715 spectropolarimeter (Jasco, Easton, MD,
USA) in a 0.1 cm quartz cuvette at room temperature. The scanning speed was 50 nm/min with
resolution of 1 nm. For each sample 10 spectra were accumulated between 195 and 260 nm. The
protein concentration was 150 ng/ll. Background spectra of buffer samples were subtracted from the

respective protein spectra.
Analvtical Ultracentrifugation

Sedimentation-diffusion equilibrium experiments were performed, as described in ref [11], in a

Beckman Optima XL-A analytical ultracentrifuge (Beckman Coulter) applying standard 12-mm
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double-sector cells at 20°C. The data were analyzed by using the Global Fit procedure, which is
implemented in the UltraScan II software package (Version 5.0 for UNIX) of B. Demeler (University

of Texas Health Science Center, San Antonio, TX).
LElectron microscopy, negative stain

A droplet of 5-10 pl containing the recPrP was placed on glow discharged grid and left to adsorb for 2
minutes. After adsorption to the grid surface the sample was washed briefly (50 pl of: 0.1 and 0.01 M
NH, acetate) and stained with 2% ammoniummolybdate (50 ul). The samples were analyzed with a

Zeiss EM910 microscope at 80 kV.
Thioflavin T-Assay

Fluorescence emission spectra of Thioflavin T (ThT) were measured at a concentration of 5 pM ThT
and 10 ng/ul recPrP in 150 pl 10 mM NaPi pH 7.4. The emission spectra were recorded from 460 nm
to 630 nm with a fixed excitation wavelength of 455 nm, average of Ao, 495 to 505 is shown for a time
point. Fibrillization kinetics were followed in 96 well plates according to Stohr ef al [11]. All
measurements were performed in a Tecan saphire plate reader (Tecan Group, Maennedorf,

Switzerland). The chosen regression line is polynomial fitted to original data points.

Spontaneous and seeded amyloid formation of recPrP

Spontaneous and seeded amyloid fibril formation of recPrP of the different species was monitored by
ThT-assay as described above. The buffer conditions especially the SDS-concentrations were adjusted
according to the amyloid forming conditions of the spontaneous case for each species. The results are
displayed as sum of the average tluorescence intensities of 495 to 505 nm in the saturation phase (24h
to 48h in 30 min interval) of the curve. To determine the specificity of the seeding effect in
interspecies transmission or interspecies barrier NaPTA-precipitated PrP™ from brain tissue of infected

and non-infected animals was compared.
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Figure 1: Characterization of spontaneous OvPrP fibril formation within the in vitro conversion
system

A: Dependence of OvPrP amyloid formation on SDS-concentration. OvPrP was incubated in 10 mM
NaPi pH 7.4, 250 mM NaCl and 0.01-0.05% SDS. The amount of fibril formation was measured by
ThT-fluorescence. Thioflavin T was added to a final concentration of 5 uM to 10 ng/ul OvPrP. B:
Electron micrographs show the typical structure of amyloid fibrils after 7 days of incubation of OvPrP

in 10 mM NaPi pH 7.4, 250 mM NaCl 0.02% SDS (bar = 20 nm). C: Secondary structure analysis of
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the pre-amyloid state. CD-spectra were measured directly after adapting the SDS conditions, with a
final concentration of 150 ng/pl OvPrP in 10 mMNaPi pH 7.4 and 250 mMNaCl. D: Sedimentation
equilibrium centrifugation of OvPrP after 7 days of incubation. (/eff) Experimental data overlaid by the

fitted curves (righr) residuals.
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Figure 2: Kinetics of intra- and interspecies seeded recPrP amyloid formation

Amyloid formation of recPrP was monitored using ThT-fluorescence assay in 10 mM NaPi (pH 7.4)
with 250 mM NaCl (at 37°C). In vitro intraspecies transmission: (A) Amyloid formation of 1.8 mM
(40 ng/ul) OvPrP-substrate seeded with OvPrP* in 0.02 % SDS (red line), (B) of 1.8 mM (30 ng/ul)
MuPrP-substrate seeded with MuPrP in 0.04% SDS (red line). C: /n vitro interspecies transmission:
Amyloid formation of BovPrP-substrate seeded with OvPrP™ in 0.02% SDS (red line). /n vitro
interspecie barrier: In presence of SHaPrP™ no MuPrP amyloid formation occurs (red line). NaPTA-

precipitate of corresponding same treated brain tissue from healthy animals: blue line
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Figure 3: comparison of different interspecies recPrP seeding

Amyloid formation in the seeding assay was monitored using Thioflavin T. The fluorescence signals
were recorded every 30 min at 37°C at recPrP amyloid forming conditions. Fluorescence intensities
were summarized from 24-48 h (saturation phase). (Left to right) Interspecies transmission: OvPrP™ in
SHaPrP; OvPrP™ in BovPrP, SHaPrP™ in OvPrP; SHaPrP™ in BovPrP; BovPrP™ in OvPrP.
Interspecies barrier: BovPrP™ in SHaPrP; SHaPrP™ in MuPrP. As control parallel an approach was

made with the corresponding intraspecies transmission (data not shown).
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Table 1: In vivo vs. In vitro intraspecies and interspecies transmission and species barrier

A
BovPrP OvPrP SHaPrP MuPrP
BovPrP™ + + 5 +
OVPrP*° - + + +
SHaPrP™ (+) (+) + .
MuPrpP (+) (+) + "
+ = Intraspecies transmission; + = Interspecies transmission; - = Interspecies barrier; (+) =
transmission studies in transgenic mice.
B
BovPrP OvPrP SHaPrP MuPrP
BovPrP™ + + . n.d.
OVPrP* + + + n.d.
SHaPrP™ + + + .
MuPrP* n.d. n.d. n.d. +
+ = Intraspecies transmission; + = Interspecies transmission; - = Interspecies barrier; n.d. not
determined
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ABSTRACT

Prion diseases like Creutzfeldt-Jakob disease in humans or scrapie in sheep and goats are in-
fectious neurodegenerative diseases. Their infectious agent, called prion, is composed mainly
of aggregated and misfolded prion protein and non-proteinaceous components. An example
of such a common non-proteinaceous secondary component of natural prions is the polysac-
charide scaffold. We studied the influence of such a polysaccharide on the conformational
transition of PrP applying an i vitro conversion system. Here we report that glycogen sup-
ports and accelerates PrP amorphous aggregation similar to seeded aggregation and leads to
co-aggregates. Furthermore, PrP fibril formation was highly accelerated in the presence of

glycogen.

INTRODUCTION

PRIONS ARE INFECTIOUS AGENTS of fatal neu-
rodegenerative diseases in mammals that
can be either of sporadic, genetic, or infectious
origin. Independent of the underlying etiology,
prion diseases are alwavs infectious. Prions are
proteinaceous particles composed mainly of
the host-encoded prion protein (PrP).

PrP exists in two isoforms: PrP< (cellular) in
the non-infected host and PrP®° (scrapie) as the
main component of prions. Both isoforms are
identical in amino acid sequence and post-
translational modifications, but differ in their
biophysical behavior (see reviews'?). PrP“ is
soluble, monomeric, predominantly «-helical,
and sensitive against proteinase K (FK) diges-

tion. PrP* forms large, insoluble aggregates of
predominantly B-sheet-rich secondary struc-
ture and is hyvdrolvsed by PK to an N-termi-
nallv truncated form, the so-called PrP 27-30,
which is still infectious. Studies on non-pro-
teinaceous components of prions revealed that
nucleic acids longer than 25 nt can be excluded
as essential components of prions and that re-
sidual nucleic acids are not essential, neither
for infectivity nor for prion strain determina-
tion.” Furthermore, small amounts of specific
host sphingolipids and cholesterol were re-
ported in prions and interpreted as represen-
tative for the cellular environment during PrP
conversion.* Our group identified a polyvsac-
charide scaffold composed solely of glucose as
a common component of prions. Chemical and

Institut fur FPhysikalische Biologie, *Biologisch-Medizinisches Forschungszentrum, Heinrich-Heine-Universitat,

Disseldorf, Germany.

*Forschungszentrum Julich, INB-2/Molekulare Biophysik 11, Julich, Germany.
YBiostructural Science, *Maxillofacial Anatomy, Tokvo Medical and Dental University, Tokvo, Japan.
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mass spectrometrical analysis revealed that the
prion polvsaccharide predominantly consists
of 1,4-linked, 1,6-linked, and 1,4,6-branched
polvglucose, and accounts for about 10%
(mass) in prions.”® This polyglucose scaffold in
prions is clearly distinguishable from the two
intrinsic N-glvcosylations and the GPI anchor
of PrP, since the latter polvsaccharides do not
contain glucose.” The stereochemistry of the
scaffold’s glveosidic linkages was determined
to be predominantly, if not entirelv, a-glyco-
sidic. This supports our hyvpothesis that the
prion scaffold may originate from glvcogen or
from glvcogen descending corpora amylacea.®

Recently, synthetic prions were generated in
vitro by transformation of recombinant PrF into
a fibrillary structure. However, titers of infec-
tivity were orders of magnitude lower than
those of natural prions.” Applyving a sodium-
dodecylsulfate {(SDS) based in witro conversion
system, we studied the influence of glvcogen
as a model of the prion scaffold on the confor-
mational transition, amorphous aggregation,
and fibrillization of PrP.

MATERIALS AND METHODS

In vitro SDS-conversion system

Recombinant Syrian hamster PrP compris-
ing residues 29 to 231 (rec SHaPrP (29-231))
and residues 90 to 231 (rec SHaFrP (90-231))
was prepared according to Jansen et al,'® and
subjected to an SDS-dependent in vitro con-
version assay, as reported previously . '®!! All
experiments were performed in 10 mM so-
dium phosphate buffer (pH 7.2) at 37°C with
incubation times, PrP, SDS, and glvcogen con-
centrations as indicated. Amvloidic fibril for-
mation was induced by the addition of 250
mM NaCl.12:13

Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were
recorded (J-715, Jasco, Easton, MDY} with a scan-
ning speed of 50 nm/ min and a step resolution
of 1 nm. For each sample, 10 spectra were ac-
cumulated for the indicated wavelength range.
Background spectra of blank samples were

PANZA ET AL.

subtracted from the respective protein spectra.
For these experiments rec SHa Prl (29-231) was
used in a concentration of 60 ng/ L.

Confocal laser scanning fluorescence microscopy

Confocal laser scanning fluorescence mi-
croscopy was performed with a TCS NT mi-
croscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many). Detection of glvcogen was realized
utilizing a mouse monoclonal anti-glvcogen
antibody, prepared according to Baba ¢t al.,!*+13
as primary and Cy2-conjugated goat anti-
mouse IgG (Amersham Tharmacia Biotech,
Freiburg, Germanyv)} as secondarv antibody.
PP detection was realized by labeling of rec
SHaPrP (29-231) with Alexa-633 (Molecular
Probes, Eugene, OR), according to the protocol
described by Birkmann ef al.'® 100 ng/uL of
non-labeled SHa recPrP (29-231) was mixed
with a small amount of labeled PrP and sub-
jected to in witro conversion.

Thioflavin T assay

Spectra were recorded from 460 to 600 nm
with a fixed excitation wavelength of 455 nm.
For evaluation, average intensity values from
495 to 505 nm were plotted over fime. Mea-
surements were performed in a Tecan saphire
plate reader (Tecan Group, Maennedorf, Swit-
zerland). A solution of 80 ng/uL rec SHaPrP
(90-231) was used.

RESULTS

Emploving circular dichroism spectroscopy,
we investigated whether glvcogen has an effect
on the secondary structure transition of rec
SHaPrP (29-231) (Fig. 1). In the applied 5D5-
conversion svstem, PrP shows at 0.2% SDS an
a-helix dominated secondary structure with a
high amount of random coil proportion (Fig.
1A). After dilution to 0.05% and subsequently
to 0.01% SDS, PrP undergoes conformational
transition to a mainly a-helix followed by a 8-
sheet rich secondary structure, accompanied
with decreasing solubility and increasing
amorphous aggregation ' After addition of
glycogen to recombinant Prl in the presence of
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[A-C) Circular dichroism spectra of rec SHal'rP (29-231). (A) At different SDS concentrations. (B and C) At

different SDS concentrations in the presence of different concentrations of glvecogen (measured 10 min after dilution).
(D and E) Confocal laser scanning fluorescence microscopy 24 h after induction of amorphous aggregation. (D) Glyeoo-
gen-labeled with mouse anti-glvcogen-IgM and secondary Cv2-goat anti-mouse-IgG probe. (E) Fluorescence-labeled
(Alexa-533) rec SHaPrF (29-231). (F) Labeled glvoogen + labelled rec SHaPrP(29-231) (co-aggregates). (G} Thioflavin
T fluorescence assayv—=80 ng/uL rec SHalrP (90-231) are incubated in 10 mM MaPFi, 250 mM MNaCl, 0.03% SDS, and
5 uM ThT at 37°C in a 96-well plate. Glveogen was added to a final concentration of 1 mg/mL.

0.05% SDS, the initially ¢-helix dominated sec-
ondary structure of PrP shifted to a 3-sheet
dominated form (Fig. 1B), which normallv oc-
curs only at lowerSDS concentrations (Fig. 1A).
At0.01% SDS, the initial secondary structure of
PrP is B-strand dominated (Fig. 1A). After the
addition of glvcogen, we observed a decreased
CD signal suggesting precipitation of aggre-
gated PrP (Fig. 1C). This was further substan-
tiated by differential ultracentrifugation and
fluorescence correlation spectroscopyv (data not
shown). Since the aggregation process in the
presence of glvcogen resembles a seeded form
of aggregation, we examined if co-aggregation
of PrF and glycogen occurs. Glycogen was de-
tected after aggregate formation by confocal
laser scanning fluorescence microscopyv and an
anti-glycogen antibody together with fluores-
cence-labeled secondary antibody. For PrP de-
tection, fluorescence-labeled recPrP mixed
with unlabeled recPrF was used for in vifro ag-
gregation with and without glvcogen. The re-
sults show glycogen (Fig. 1D) and aggregated
PrP in the absence (Fig. 1E) and presence of
glvcogen (Fig. 1F). These findings clearly show

7-38

that, at 0.01% SDS, co-aggregation of glvcogen
and recPrl ( Flg. 1F) occurs.

In the next step, we analvzed whether glyco-
gen has an influence on the fibrillization of
recPrP. The addition of sodium chloride to the
in vitro SDS-conversion system leads to the for-
mation of amyloid fibrils.!?% In the presence
of 250 mM NaCl, and at 0.03% SDS, we added
1 mg/mL glycogen to rec SHaPrP (90-231).
Thioflavin T (ThT), a fluorescent dve whose flu-
orescence increases when binding to amvloid
fibrils, was then used to observe the fibrilliza-
tion process of PrP within a time-dependent as-

sayv. As shown in Figure 1G, the addition of
gl_\ cogen shortened the lag time of PrP fibril-
lization from several weeks (data not shown)
to a few hours. The increase of ThT fluores-
cence as was observable with glvecogen did not
occur in samples of recPrP without glvcogen.

DISCUSSION

The chemical nature of the polvglucose scaf-
fold found in natural prions highly resembles
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glvcogen.™® Furthermore, its origin might be
connected to the development of corpora amy-
lacea, which are small spherical particles of
polvsaccharidic nature occurring age-associ-
ated in the brain (see review!”). Hence, glvco-
gen was chosen as a model substance for the
polvglucose scaffold of prions. In our experi-
ments, CD spectroscopy revealed that the pres-
ence of glycogen accelerates the structural tran-
sitton of PrP from an o-helix-dominated to a
B-sheet-rich secondary structure in the utilized
SDS-dependent conversion system. Our results
furthermore indicate that amorphous aggrega-
tion of PrP in the presence of glvcogen resem-
bles seeded aggregation of PrP’. Furthermore,
this aggregation process led to the formation of
PrP/glvcogen co-aggregates as observed by
laser scanning fluorescence microscopy. These
results substantiate the assumption that the
polvglucose scaffold in prions might be the re-
sult of a specific interaction between PrI’ and
the polysaccharide.

As discussed earlier,® a-1,4-linked polyglu-
cose chains can form so called V-helix struc-
tures, which have unique structural properties
enabling interaction and or encapsulation of
hvdrophobic partners. From the presented re-
sults, it seems plausible that terminal polvglu-
cose chains of glvcogen interact with aggre-
gation-prone FrP and therebv lead to a
seeded-like co-aggregation. Since the forma-
tion of infectious PrP aggregates seems to de-
pend on the formation of PrP fibrils,” we also
investigated whether glyvcogen has an influence
on this form of aggregation. Our results from
ThT-time dependent assav studies point to a
drastic acceleration of PrP fibril formation in
the presence of glycogen. In summary, our re-
sults indicate a relevance of PrP/ glvcogen in-
teraction /n vivo, for example, the rise of spon-
taneous PrP aggregates.
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Abstract:

Prion diseases are fatal neurodegenerative diseases which occur either spontanecusly,
genetically or caused by infection Spontaneously occuring prion diseases are age-related The
infectious agents, called prions, are protemnaceous infectious particles, composed manly of
the host encoded prion protein (PrP) in a muisfolded, inseluble and aggregated isoform.
Advanced glycation endproducts (AGEs) are well known to contribute to protein misfolding,
insolubility and aggregation. Hence we studied if AGE-modification could influence PrP-
aggregation. Therefore we analyzed PrP preparations immunochemically whether they
contain AGE-modified PrP. Furthermore we studied the influence of AGE-modifications on

the PrP aggregation process in vitra.
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Introduction:

Prion diseases like Creutzfeldi-Takob disease (CID) are neurodegenerative diseases. CJD can

[ I Ry B R R (A I

be of genetically origin, occur spontaneously or caused by infection. The infectious agent,

['#]

11 called prion 15 a proteinaceous particle composed mainly of a misfolded isoform of the host-
encoded prien protein [1]. Only small amounts of non-proteinaceous components of prions
16 have been descnibed previously e g a glucose-only polysacchand scaffold with high similarity
18 to glycogen [2] [3] Prions show high resistance against proteinaceous digestion, thermic
degradation and common disinfection procedures In comparison to its cellular non-infectious
23 isoform (PrPC) the main component of prions - PrP*® _is rich in B-sheet secondary structure
and forms aggregates which are cytotoxic. PrPsc-agg:regates can be degraded by Proteinase K
28 leading to a MN-terminally truncated but still highly infective form of prions, called PrP 27-30
30 [4]. Spontanecus CID occurs age-related.

Advanced glycation of proteins is a non-enzymatic reaction cascade between reducing sugars
35 and reactive amino groups of proteins This reaction - also called Iaillard reaction - occurs in
vive in an age-related manner. The IMaillard reaction leads to several modification in proteins
40 like adducts or crosslinks, called advanced glycation endproducts (AGEs) [5] AGEs
42 accumulate 1n long existing proteins within the lifespan of an organism. Furthermore they are
suspected to play an important role 1n several neurodegenerative diseases like Alzheimer's or
a7 Parkinsons’s disease [6] [7] On the molecular level AGE-modifications were shown to
49 induce protein inseolubility, higher resistance against proteolytic digestion, cytotoxicity [3] [B]
[9] and have recently been demonstrated to induce formation of amyloid fibrils [10].

54 We have investigated whether the formation of AGEs could contribute to the misfelding and
56 aggregation of the prion protein In a first step we analyzed if infectious prions or non-
infectious PrP© preparations contain AGE-modifications Additionally we applied a metheod to
induce formation of AGEs in vitro to PrP and examined if AGE-modification have an effect
on PrF amyloid formation.
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Material and Methods

Prion protein preparations

Infective PrF27-30 was prepared from infected Syrian hamster brains according to [11] Prp¢
from healthy Syrian hamster brains was prepared according to [12]. CHO-P1P° was prepared
from Chinese hamster ovary cell lines as described in [13]. Eecombinant Syrnian hamster PrP
comprising the full-length - recPrP(29-231) and N-terminally truncated recPrP(90-231) were

prepared as described in [13].

In vitro SDS-conversion svstem

FecPrP was subjected to a sodium dodecyl sulfate (5D3) dependent in vitro conversion assay,
as reported previously [14] All experiments were performed in 10 mM MNaF;, 250 mI WaCl,
0.01% SDS pH 7.2 (conversion buffer) at 37 °C RecPrP conceniration concentrations are

indicated in results.

In vitro generated AGE modification

AGE-modifications were achieved according to [15] by wmncubating 125 ng/ul PrPin 1 mld
glyoxal, 1 mM methylglyoxal and 200 mId NaP; for two days at 45°C. Samples were directly
analyzed for AGE-specific auntofluorescence (Aex = 370 nm, Aey = 440 nm). Additionally
AGE-fluorescence was measured with the fluorescence parameters: Ay = 445 nm, Ao = 460-

650 nm 1n a Tecan saphire plate reader (Tecan Group, Maennedorf, Switzerland).

Immunodetection of PrP and AGE-modified PrP
After boiling 1 loading buffer, samples were applied to a dot blot and immunostained
utilizing either PrP-specific antibodies (pAb A4 [16] or 3F4 [17]) or AGE-specific antibodies

(FEN-12 = anti-Pentodisin and H12 = anti-Pyrralin, GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg,

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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Germany, 4G% = anti-CML [18]). Immunostaining of blotted samples was performed

according to [2]. Eotiblock (Eoth, Karlsruhe, Germany) was used as blocking reagent.

[ I Ry B R R (A I

['#]

To examine solubility of recPrP after incubation in conversion buffer, samples were

12 centrifuged at 100 000 g for 1 h. Supernatant (s) and pellet (p) fractions were applied to a dot

14 blot and immunostained using PrP-specific (pAb A4)

18 Thiaflavin T-Assay
51 ThioflavinT-assays using 8 ng/ul recPrP(29-231) were carned out as described 1n [19].

23 Spectra were recorded from 460 nm to 650 nm with fized A, of 455 nm_

27 FPAGE and silver staining

SDS/PAGE (12%) and silver staining were carried out as described in [20]

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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6

Results

To investigate 1f preparations of PrP contain AGE-modified PrP we utilized AGE-specific
antibodies for immunochemical detection. We analysed four preparations of non-infective
PrP: recPrP(29-231) and recPrP(90-231) both lacking posttranslational modifications, CHO-
PIPC, and natural PrP® prepared from healthy hamster brain, both contaiming the
posttranslational modifications: glycosylations and GPI-anchoer. These PrP preparations were
compared to highly infectious PrP27-30 prepared from brain tissue of hamster afflicted with
Scrapie (Fig. 1A). In wvitro AGE-modified bovine serum albumine and keyhole limpet
hemocyanin were used as AGE-positive controls. The upper blot of Fig. 1 A shows PrP-
positive signalling as derived by anti-PrP antibody 3F4. As expected both non-PrP controls
(F/G) did not show any signal, whereas all PrFP containing samples (A-E) showed PrP-specific
signals AGE-positive signals were derived by three different anti-AGE antibodiess M-
carboxymethyllysin (CML) was detected by 4G9, pentosidine by PEN-12, and pyrralin by H-
12, CML-signalling was observed in all samples of different strength. The lowest CRL-
signalling was detected 1n PrP27-30 Pentosidin and pyrralin were detectable mainly 1n
recPrP(90-231) samples. All results were reproduced by silver stained polyacrylamid
gelelectrophoresis followed by Westernblot analysis, proving that AGE- and PrP-positive

signaling occurred in the same bands (data not shown).

To analyze if AGE-modification of PrP has an effect towards its aggregation characteristics
we adopted a method for in vitro AGE-modification [15] and applied it to recPrP(29-231) [n
vitre modification of AGE-PrP, was werified by silver stained polyacrylamid gel
electrophoresis. The increase 1n molecular weight cansed by in vitro AGE-modification of PrP

could clearly been shown Additionally the in vitre AGE-modification of PrP was also

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801

Page 6 of 13



Anhang: Veroffentlichungen

Page 7 of 13 Rejuvenation Research

7

confirmed by AGE-specific autofluorescence (data not shown). AGE-modification could even

be observed by fluerescence of A, =445 nm and A, = 460-650 nm (fig 1C).

[ I Ry B R R (A I

['#]

10 The 1influence of AGE-modification to PrP aggregation was studied applying a PrP-
12 aggregation assay [14] Within this assay incubation of PrP under balanced SDS and MaCl
conditions lead to formation of amyloid PrP-fibrils. AGE-PrP and untreated PrP were
17 incubated for five weeks under amvyloid formation conditions. After five weeks unmodified
1% PrF displayed an amyloid-specific increase in ThT fluorescence, in contrast AGE-PrP showed
53 no increase in ThT-fluorescence (fig 1D) Additionally the solubility of PrP was studied
24 during the early incubation period after 48 hours and after one week The soluble and
26 insoluble fractions were analyzed utilizing PrP-specific antibody (pAbA4). Untreated PrP
og displayed higher insolubility than AGE-PrP (Fig 1 E). However under conditions leading to
31 amorphous aggregates formation of larger insoluble aggregates were observed with AGE-

modified recPrP (data not shown).
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Discussion

AGEs are suspected to play an important role in several neurodegenerative diseases [6] [7].
They can induce protein aggregation and cytotoxicity [8] With respect to prion diseases we
analyzed prions and preparations of non-infective cellular PrP according to their PrP-AGE
content (fig. 1A) All analyzed PrP preparations were unmunopositive for AGEs
Recombinant PrF preparations presented the strongest AGE-positive signals. Therefore AGEs
should be considered when utilizing recombinant PrP, especially if cytotoxicity of in vitro
generated PrP aggregates should be tested. Infecticus PrP27-30 exlubited the lowest AGE-
positive signals. One could expect that prion aggregates contain a higher AGE-amount due to
their long molecular lifespan compared to the fastturned over cellular PrP. Therefore the
different distribution of AGEs in PrP27-30 and PrP¢ might represent a different history of
exposition to carbonyl stress during the individual biclogy of the molecules. If a low AGE-
content 1n FrP27-30 can give hints that the conversion takes place early after PrP expression
and is followed by protection against further AGE-modification within prion aggregates has

to be established in the future.

We observed that in vitro AGE-modification of PrFP led to an inhibition of PrP fibnl
formation. Others reported that the Mallard reaction utilizing glucese as reducing sugar
strongly decreased the infectivity of prions [21]. Combined, these results lead to the
conclusion that the Maillard reaction could play a preventive role either in the phase of

pathological prion protein aggregation as well as after the formation of infective prions.
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Figure legend

Figurel

(A) Detection of AGE-modifications in different PrP preparations with specific anti-
AGE-antibodies against CML, Pentosidin and Pyrralin AGEs. As control PrP was detected
with anti-PrP antibody (3F4). (B) Analysis of in vitre introduced AGE-modifications:
Silver stained PAGE with recPrP({29-231) after in vitro AGE-modification (+) and untreated
recPrP(29-231) (-) as control. The molecular weight of AGE-treated recPrF(29-231) shifted to
higher molecular weight compared to untreated PrP (C) Fluorescence spectra of in vitro
AGE-modified recPrF(29-231) (solid line) compared to non-modified recPrP({29-231) (dotted
line). (D) Analysis of the amyloid character of in vitro AGE-modified recPrP(29-231) (solid
line) compared to non-modified recPrP(29-231) (dotted line) after & weeks of incubation 1n
conversion buffer. (E) Analysis of solubility of recPrP(29-231) and in vifro AGE-modified
recPrP(29-231) after 48 hour and two weeks of incubation 1n conversion buffer. Samples were
centrifuged at 100.000 g for lh Supernatant (3) and pellet (P) were applied to a dot blot and

immunostained using anti-PrP mAb A4
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8 Anhang: Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien wurden bei Herstellern fiir Laborchemikalien bezogen und
entsprechen, wenn nicht anders angegeben, dem Reinheitsgrad ,,pro analysi“. Zum Ansetzen von
Losungen wurde hochreines ,Milli-Q-Wasser, im Folgenden als H2Odcion. bezeichnet,
verwendet. Dieses wurde von der Hausanlage mit nachgeschaltetem Wasseraufarbeitungssystem
(EPA Est. 41237- MA-1; Millipore GmbH, Neu Isenburg) gefiltert. Alle angesetzten Losungen
wurden durch 0,2 um bzw. 0,45 pm oder fiir die elektronenmikroskopisch genutzten Losungen

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

8.1 Verwendete Puffer

Puffer 1: Losungen fiir £. coli EXPIeSSION .....cc.eeviiiiiieeiieiieeieesiee et esieeeie e ereeseeeeveesaveesseenenes 8-7
Puffer 2: Losungen fiir SEC-Chromatographie............coceeveriieriiniiienienicieeieneeieseeeeee e 8-7
Puffer 3: Lyophilisat Aufarbeitungs-Puffer ............cocvveiiiiiiiiiieeeee e 8-7
Puffer 4: Micro BCA-Test LOSUNZEN.....c..coviiiiiiiieiieniiieeteeit ettt 8-9
Puffer 5: Mercaptoethanol-AuftragSpuffer ..........ccocooviiiiiiiiiii e 8-10
Puffer 6: TBST-PUTTET...cc.coiiie e 8-11
Puffer 7: GeleleKtroPROTESE ........cccviiriiiiiieiieeieee ettt ettt et e s 8-12
Puffer 8: SDS-Laemmli-Gelelektrophoresepuffer ..........ccceeevierciieniiiinieeeeeee e, 8-12
Puffer 9: Proteinstandard..............coeeiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e 8-13
Puffer 10: Losungen fiir ElektronenmikroSKOpie..........cccvveeiiiiiciieeniieeciieeceeeeee e 8-19
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Puffer 11: Kongorot LOSUNZEN .........eeeriieiiiieeiiie ettt ettt e steeesveeeseveeeseaaeesaeeesaeesnseeennnes 8-24

8.2 Prion-Proteine

Das in dieser Arbeit verwendete Prion-Protein ist, wenn nicht anders deklariert, in unserer
Arbeitsgruppe, in E.coli exprimiert und wie unter 1.2.1 beschreiben aufgereinigt worden.

Folgende rekombinante Prion-Proteine (rekPrP) wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 4: Prion-Protein-Sequenzen mit verwendeten Abkiirzungen

Rekombinantes Prion-Protein Abkiirzung
rek Syrian Hamster PrP (90-231) SHaPrP
rek Bovines PrP (25-241) BovPrP
rek Ovines PrP (25-233) OvPrP

rek Murines PrP (89-231) MuPrP
(erworben bei Allprion, CH-8952 Schlieren)

8.2.1 Expression und Aufreinigung verschiedener rekombinanter Prion-Proteine

Fir die Expression von rekombinanten Prion-Proteinen wurde der Escherichia Coli Stamm
Rosetta BL21 verwendet, der das Prion-Protein der gewiinschten Sequenz exprimiert. Die
entsprechende Prion-Proteinsequenz wurde in das Plasmid pET 1la kloniert und in E.coli
transformiert. Das Plasmid erhélt eine Ampicillin Resistenz zur selektiven Aufzucht in einem
Ampicillinhaltigen LB-Medium. Da die Expression des Prion-Proteins unter der Kontrolle eines

Lac-Operons steht, kann sie mit Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert werden.

Eine Vorkultur der E.-coli Zellen, wurde bei 37°C in 50 ml LB-Medium iiber Nacht inkubiert.
Mit der Vorkultur wurde die Hauptkultur (11 LB-Medium) angeimpft und weiterhin bei 37°C
inkubiert. Es wurden im Abstand von einer Stunde Absorptionsmessungen durchgefiihrt bis die

E. coli Zellen eine optische Dichte von 0,6-0,8 bei einer Absorption von 600 nm erreichten. Die
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Expression wurde mit 5 ml IPTG-Stammlésung pro 500 ml induziert (1 mM Endkonzentration),
und abermals ii.N. bei 30°C inkubiert. Das exprimierte rekPrP befindet sich in inclusion bodies
innerhalb der E .coli Zellen. Die Préparation der inclusion bodies erfolgte nach einem
veranderten Protokoll von Hornemann (Hornemann et al., 1997). Zuerst erfolgte eine Trennung
der Zellen vom Medium durch Zentrifugation bei 3500 rpm (Untertischzentrifuge, Beckmann).
Die pelletierten Zellen wurden mit 25 ml TE-Puffer und 100 pg/ml Lysozym fiir 15 Min. bei 37
°C lysiert und anschlieBend mit 10 pg/ml DNAse 1 (Sigma) und 15 mM MgCl, fiir 30 min
inkubiert um DNA zu degradieren. Die frei in Losung befindlichen inclusion bodies wurden bei
4°C und 14.500 rpm 1 h in der priperativen Ultrazentrifuge (Beckmann J2-21) mit dem JA-14
Rotor abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Resuspendieren erfolgte in 25 mM TE-
Puffer. Durch anschlieBende Zentrifugation bei 30.000 x g (Beckmann, JA-14-Rotor) fiir 60 min.
lag das rekPrP nun wieder als Pellet vor. Dieser Waschschritt kann mehrmals wiederholt werden.
Zur Auflésung der inclusion bodies wurden sowohl reduzierende als auch denaturierende
Bedingungen eingestellt. Das geschieht mit einer Kombination aus 8 M Guanidinium
Hydrochlorid (GdnHCI) und dem Reduktionsmittel Dithiothreitol (100 mM). Somit kann nach
dieser Solubilisierung und einer weiteren Zentrifugation bei 30.000 x g (Beckmann, JA-14-
Rotor) fiir 30 min gewihrleistet werden, dass die geldsten Proteine im Uberstand als Monomere
vorlagen. Des Weiteren kann so sichergestellt werden, dass keine intra- und intermolekularen

Disulfidbriicken vorliegen (Lagerung bei -70°C moglich).
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Zellen nach Expression bei 3000rpm abzentrifugieren

N N

1g Pellet in 10 ml (25mM TrisHcl/5mM EDTA/pH 8) resuspendieren

—~

Lysis der Zellen:

Auf 100 pg/ml Lysozym einstellen

Zugabe von 1 % Triton X 100 (30 min Inkubation, 37°C)
Zugabe von 15 mM MgCl:

Zugabe von 15 pg/ul DNAse I (30 min Inkubation, 37°C)
Bis zu 5 x 1 min Ultraschall (4°C)

(30 min Inkubation, 37°C)

S

==

Pelletieren der unléslichen Bestandteile bei 30000g fur 30 min

—~—

Resuspendierung des Pellets in 25 mM Tris/HCl/5mM EDTA (pH 8)

e =

Zentrifugation bei 30000 fur 1h (Im Pellet befinden sich die inclusion bodies)

Abbildung 8.1: FlieBdiagramm E. coli Priaparation

Die weitere Aufreinigung erfolgte liber chromatographische Schritte. Als erstes werden die
Proteine mittels einer Gréfenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography; SEC)
nach MolekiilgroBe getrennt. Die dafiir verwendete SEC-Séule (Amersham Bioscience, XK26/60
,Prep-Grade®; Sdulenmaterial Superdex 200) wurde an eine FPLC (fast performance liquid
chromatography) angeschlossen (Amersham Bioscience, ,Akta-Prime®) und fiir die

Proteinauftrennung bei einer Flussrate von ca. 2,2 ml/min betrieben.
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1 Sdulenvolumen (350 ml) 10 mM NaPi (pH 7,2; 0,45 um steril filtriert)

—~

2 Saulenvolumen (700 ml) 6 M GndHCI (12,5 mM Tris/HCI pH 8; 0,45 pum steril
filtriert)

| |
— =

Solubilisat (0,45 um steril filtriert) in 6 M GndHCI (12,5 mM Tris/HC| pH 8; 0,45 um

steril filtriert)

2 Saulenvolumen 6 M GndHCI (12,5 mM Tris/HCI pH 8; 0,45 um steril filtriert)

| |
— =

1 Séulenvolumen 10 mM NaPi (pH 7,2; 0,45 um steril filtriert)

—~

2 Sdulenvolumen Lagerpuffer 70% Ethanol (0,45 um steril filtriert)

Abbildung 8.2: FlieBdiagramm der SEC-Chromatographie

Die inclusion body Préparation wurde mittels SEC aufgetrennt und die gesammelten Fraktionen
mittels SDS-Page und anschlieBender Coomassie-Farbung bzw. Western-Blot analysiert. Die
Fraktionen, in denen sich rekPrP befand, wurden vereinigt und mittels RP-HPLC (Reverse Phase

high performance liquid chromatography) weiter aufgereinigt.

Da die Proteine vollkommen reduziert vorlagen, d.h. ohne intakte Disulfidbriicke, wurden die

Proteine 24 h in 1 mM Gluthathiol inkubiert. Fiir die Aufreinigung mittels RP-HPLC nutzt man
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die verschiedenen Hydrophobizititen der zu trennenden Substanzen, wobei bei der reversed-
phase-chromatographie die mobile Phase (Laufpuffer) polarer als die stationdre Phase (hier: C4-
Sdulenmaterial) ist. Die unpolare C4-Saule (Knauer, Berlin) besitzt ein Kohlenstoffgehalt von 2
% und ist speziell fiir die Trennung von hydrophoben Biomolekiilen, wie z. B.
Membranproteinen entwickelt worden. Als mobile Phase wird ein Gradient zwischen Acetonitril
(ACN) und H,Ogeion. eingesetzt. Den Anfang des Gradienten bildet zunédchst 100 % HOgejon. mit
einer Polaritit von >1,11 [E0,40]. Nach 10 min. wird mit ACN ein Gradient aufgebaut. ACN
besitzt eine Polaritit von 0,65 [EO0, €0]. So wird durch einen steigenden ACN-Anteil eine
sinkende Polaritidt verursacht. Dadurch werden die in der aufgetragenen Probe enthaltenden
Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Hydrophobizititen aufgetrennt. Typischerweise eluiert
rekPrP in zwei Peaks (oxidierte Form des rekPrP und danach reduzierte Form des rekPrP). Nur
rekPrP in der oxidierten Form wird weiter verwendet und wird in lyophilisierter Form bei -70°C

gelagert werden.

Um eine vergleichbare PrP-Ausgangsstruktur zu gewahrleisten, wurde das aufgereinigte rekPrP
denaturiert und wieder renaturiert. Das Aufreinigungsprotokoll entspricht einer Modifizierung
des Protokolls von Mehlhorn und Kollegen (Mehlhorn et al., 1996). 1 mg des Lyophilisats
wurde in 200 pl HyOgeion. gelost. Um die Konzentration zu bestimmen, wurde eine 1:100-
Verdiinnung in HyOgeion. hergestellt und die Absorption bei 280 nm gemessen. Nachfolgend
wurde die Proteinlosung auf 5 mg/ml eingestellt. Zur vollstindigen Denaturierung des Proteins
wurde das Vierfache Volumen 8 M GdnHCI (Endkonzentration 6 M) zugegeben und 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Renaturierung erfolgte durch schnelles Verdiinnen der

Losung mit 25 mM Tris, 5 mM EDTA pH 8 zu einer 1:10-Verdiinnung.

Die Proteinldsung wurde in Centricon-Zentrifugen-Filtereinheiten mit einem Ausschlussvolumen
von 10 kDa (Amicon Inc., Beverly, USA) aufkonzentriert. Das Aufkonzentrieren erfolgte durch
Zentrifugation bei 7500 x g im GA10 Rotor (Beckman, Palo Alto, USA). Die Losung in den
Centricon-Filtereinheiten wurde so lange zentrifugiert, bis die Proteinlosung auf ein Volumen
von ca. 50 pl (Endpunkt-Volumen der Filtereinheit) eingeengt war. Dann erfolgte ein
Pufferwechsel, indem man das Konzentrat dreimal mit 2 ml NaAc pH 4,0 verdiinnte und jeweils
bis zum Endpunktvolumen aufkonzentrierte. Die Konzentration wurde bestimmt (s. Kap. 8.4)

und das aufgereinigte rekPrP anschlieend aliquotiert bei —70° C gelagert.
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Puffer 1: Losungen fiir E. coli Expression

e LB Medium (11): Bacto-tryptone 10 g pH7.4
Bacto yeast extract 5 g
NaCl 10 g

e 25mM Tris (1,51 g), 5 mM EDTA (0,93 g), pH 8 (500 ml)
e 8 M Guanidinhydrochlorid (76 g), 12,5 mM Tris (0,15 g), 100 mM DTT (1,54 g)( 100 ml)
e TET-Puffer: 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 1% Triton

Puffer 2: Losungen fiir SEC-Chromatographie

e 6M Guanidinhydrochlorid (1,15 kg), 12,5 mM Triz (3,03g), pHS8 (2 1)
e 10mMNaPipH7,2(21])

e 20% Ethanol (2 1)

e H(1])

Puffer 3: Lyophilisat Aufarbeitungs-Puffer

e 100 mM Natriumacetat (pH4)
e Refoldingpuffer pH 8

e 25 mM Tris/HCIl

e 5mMEDTA

8.3 PrP*-Aufreinigung mittels Phosphorwolframat

Die Isolation von PrP* erfolgte aus Hirngewebe der jeweiligen Spezies. Samtliche Schritte der
Herstellung von Hirnhomogenat wurden auf Eis durchgefiihrt und die Puffer auf 4 °C vorgekiihlt.
4 ml PBS mit Proteinase-Inhibitor-Mix (complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, Roche, Mannheim) wurden auf ein Gramm Hirngewebe gegeben und 30 Sekunden
mittels Homogenisator (PowerGen 125, Fisher Scientific) auf der niedrigsten Leistungsstufe und
anschlieBend noch zweimal 30 Sekunden auf der hochsten Leistungsstufe homogenisiert.

Anschlieend wurden 5 ml PBS mit 4 % Sarkosyl auf das Homogenat gegeben und weitere drei
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Mal fiir 30 Sekunden auf der niedrigsten Leistungsstufe homogenisiert, so dass ein 5 %iges
Hirnhomogenat (w/v) in PBS mit 2 % Sarkosyl resultierte. Das Homogenat wurde eine Minute
bei 5.000 x g zentrifugiert, um grobe Gewebefragmente abzutrennen. Der Uberstand wurde als
Hirnhomogenat eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte mittels NaPTA-Féllung in modifizierter
Weise nach dem von Safar publizierten Protokoll fiir Hamster und fiir Schaf (Safar et al., 1998)
und fiir Rind nach (Birkmann et al, 2006). Fir die NaPTA-Féllung wurden 500 pul
Hirnhomogenat (5% w/v) auf 50 U/ml Benzonase (Merck, Darmstadt) und 1 mM MgCl,
eingestellt und fiir 45 min bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurde das Homogenat auf 0,25 %
NaPTA (Phosphotungtic acid sodium salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 10,6
mM MgCl, eingestellt und tliber Nacht bei 37°C geschiittelt. Der Féllungsansatz wurde
anschlieBend fiir 30 min bei 14.000 x g zentrifugiert und Uberstand und Pellet getrennt. Das
Pellet wurde mit 200 ul PBS 250 mM EDTA pH 8 bei 37°C fiir 30 min geschiittelt und
anschlieBend bei 14.000 x g fiir 30 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Im
Anschluss erfolgte ein Waschschritt mit 250 pl des Puffers, in welchem die Experimente
durchgefiihrt werden sollten. Das resultierende Pellet wurde in 100 pl des entsprechenden Puffers
aufgenommen. und dreimal 2 s mittels einer Nadelsonde bei 30 % Leistung mit Ultraschall

behandelt (Bandelin HD 2070, Bandelin Electronic, Berlin).
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8.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Micro BCA-Test

Zur Bestimmung der Konzentration verschiedener Proteinlosung wurde die quantitativ
photometrische Methode des Micro BCA (Bicinchoninacid)-Testes (Pierce, Rockford, USA)
eingesetzt. Bei dieser Methode werden Cu®-Ionen durch Proteine zu Cu'*-lonen reduziert. Zwei
Bicinchoninacid-Molekiile (BCA) bilden mit den reduzierten Cu''-Ionen purpurrote Chelat
Komplexe. Diese Komplexe absorbieren bei einer Wellenlinge von 562 nm. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte iiber eine Rinderserumalbumin (BSA) FEichgerade in
Konzentrationen von 0,5 bis 40 pg/ml. PrP wurde in einer Doppelbestimmung jeweils in einer
1:500 und 1:1000 Verdiinnung eingesetzt und 1:1 mit der Reaktionslosung versetzt. Die
Proteinlosungen wurden fiir eine Stunde bei 60 °C inkubiert, und anschlieBend auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Die Absorptionsmessung erfolgte im Spektralphotometer DU640
(Beckmann, Palo Alto, USA) und die Konzentration der unbekannten Proteinlésung wurde an

der BSA-Eichgeraden abgelesen.

Puffer 4: Micro BCA-Test Losungen

Albuminstandart

¢ 2 mg/ml Rinderserumalbumin

in 0,9 % NaCl und 0,05 % Natriumazid

Reaktionslosung:

e 25 Teile Micro BCA Reagenz A
e 24 Teile Micro BCA Reagenz B
e 1 Teil Micro BCA Reagenz C
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8.5 Immunologischer Proteinnachweis

8.5.1 Differenzielle Ultrazentrifugation

Um die Loslichkeit eines Proteins zu bestimmen, wurden die Proben mittels differentieller
Ultrazentrifugation aufgetrennt. Dafiir wurden mindestens 20 upl Probenvolumen mittels
Beckmann Optima TM TL Ultrazentrifuge (Beckmann, Palo Alto, USA) bei 25 °C und 100.000
x g zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die 18slichen Proteinanteil befinden, wurden unter
Verwendung von Auftragsspitze vorsichtig vom Pellet getrennt, indem sich die unldslichen
Komponenten befinden (Hjelmeland et al., 1984). Das Pellet wurde anschlieBend im gleichen
Puffer und im gleichen Volumen wie der Uberstand aufgenommen. Uberstand und Pellet wurden
in Auftragspuffer bei 95° C fiir 5-10 min. denaturiert. Die weitere Analyse erfolgte mittels Dot-
Blot (siche Kapitel 8.5.2) und der Proteinnachweis mittels spezifischer Antikorper.

Puffer 5: Mercaptoethanol-Auftragspuffer

e 140 mM Tris/HCL, pH 6,8
o 10% 2-Mercaptoethanol

o 4% SDS (10%)

e 10% Glycerin (87%)

Der Mercaptoethanol-Auftragspuffer wurde in HpOgeon. angesetzt und eine Spatel-Spitze

Bromphenolblau hinzugegeben.

8.5.2 Dot-Blot

Beim Dot-Blot wird die Proteinprobe auf eine PVDF- (Polyvinylidenfluorit-) Membran
aufgetragen. Hierzu wird die Dot-Blot Apparatur Minifold I (Schleicher & Schuell, Dassel) mit
96 Probenlochern verwendet. Die Membran wird mit Ethanol aktiviert, und zusammen mit einem

Chromatographiepapier in TBST (Tris Buffer Saline Tween)-Puffer geschwenkt. Die Dot-Blot
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Apparatur besteht aus der unteren Auffangkammer, dem Chromatographiepapier und der PVDF-
Membran. Nachdem die Apparatur mit der oberen 96-Loch Platte zusammengebaut wurde,
konnten die Proben aufgetragen werden. Dazu wurden 150 pl Puffer in die Wells vorgelegt und
anschlieend die zu analysierenden Proben zugegeben. An die Apparatur wurde nun Vakuum
angelegt und die Proben auf die Membran gesogen. Anschlieend konnten die verschiedenen

Proteine mittels spezifischer Antikorper detektiert werden (sieche Tabelle 1).

8.5.3 Diskontinuierlich Gelelektrophorese und Western-Blot

Mittels SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) konnen Proteine
nach ihrem Molekulargewicht getrennt werden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach
(Sambrock, 1989) mittels diskontinuierlicher und denaturierender Gelelektrophorese. Zur
besseren Auftrennung der Proteinlésung wurde iiber dem Trenngel, nach dessen Polymerisation,
zusétzlich ein Sammelgel iiberschichtet. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel
denaturiert. Hierzu wurden die Proben mit einem Volumen Mercaptoethanol-Auftragspuffer
gemischt und fiir 5-10 min auf 95°C erhitzt. Als Molekulagewichtsstandard wurde Rainbow
Marker (Amersham) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 250 V. Nachdem die Proteine
im Gel aufgetrennt wurden, konnten sie auf die PVDF-Membran mittels Western-Blot tiberfiihrt
werden. Dazu wurde die PVDF Membran, nachdem sie mit Ethanol aktiviert wurde, mit sechs
Lagen Chromatographie-Papier in TBST (sieche Puffer 6) geschwenkt. Nach drei
Chromatographie-Papieren wurde die PVDF-Membran, anschlieend das Gel und dann weitere 3
Chromatographie-Papiere auf die Western-Blot Apparatur aufgelegt. Der Transfer der Proteine

auf die Membran erfolgte bei ca. 2 mA pro cm’-Gelfliche fiir 45 min.

Puffer 6: TBST-Puffer

TBST (Tris Buffer Saline Tween)

e 10 mM Tris/HCL pH 8,0
e 150 mM HCL
o 0.01% Tween
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Puffer 7: Gelelektrophorese

Trenngel

e 380 mM Tris/HCL, pH 8,8

e 12-16% Polyacrylamid-Stammldsung
e 1% SDS

e 0,1%TEMED

Sammelgel

125 mM Tris/HCL, pH 8,8

3-6% Polyacrylamid-Stammlosung
1 % SDS
0,1 % TEMED

Puffer 8: SDS-Laemmli-Gelelektrophoresepuffer

e 250 mM Tris
e 1,9 M Glycin
e 0,1%SDS
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Puffer 9: Proteinstandard

Es wurde der Rainbow™ Molekulargewichtsmarker von Amersham Pharmacia Biotech

verwendet.

Molekulargewicht [kDa] gefirbte Proteine
14,3 Lysozym

20,1 Trypsin-Inhibitor

30,0 Carboanhydrase

45,0 Ovalbumin

66,0 Rinderserumalbumin
97,0 Phosphorylase b
220,0 Myosin (H-chain)

8.5.4 Proteinnachweill mittels spezifischer Antikorper

Die mit der Probe versetzte PVDF-Membran (siehe Kapitel 8.5.3) wird durch Schwenken in 5%
Milchpulver (Frema-Reform, DE-VAU-GE, Liineburg) in TBST abgesittigt. Dies erfolgte fiir
mindestens 1 Stunde bei RT oder optional iiber Nacht bei 4°C. AnschlieBend wurde die
Membran mit TBST kurz gewaschen, um die Milchpulver Riickstinde zu beseitigen. Fiir den
spezifischen PrP-Nachweis wurden spezifische Antikorper benutzt (Kap xx). Die Membran
wurde zwei Stunden (optional ii.N.) mit dem Erstantikorper in einer 1:10.000 Verdiinnung in
TBST geschwenkt. Nach Waschen mit TBST wurde der entsprechende Zweitantikorper in einer
1:5000 Verdiinnung in TBST hinzugegeben. Die Detektion erfolgte durch Chemolumineszenz.
Hierfiir wurde ECL (elektrochemische Lumineszenz) oder ECL-Plus-Reagenz (beide Amersham,
Buckinhamshire, GB) nach Herstellerangaben verwendet. Hierbei nutzt man eine Peroxidase
katalysierte Oxidation von Luminol im alkalischen Medium. Luminol zeigt bei alkalischer
Oxidation starke Lumineszenz. Danach wurde die Lumineszenz nach einer Expositionszeit von
wenigen Sekunden bis liber Nacht detektiert. Dazu wurde der Rontgenfilm Kodak-X-Omat von

Sigma
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8.6 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Bei der Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie macht man sich die optischen Eigenschaften
von chiralen Molekiilen zu nutzten. Asymmetrische Molekiile weisen unterschiedliche
Extinktionskoeffizienten flir links- und rechtscircular polarisiertes Licht auf. Messgrof3e ist dabei
die Differenz der Extinktionskoeffizienten Ae = eL- €R. Der Unterschied wird in Form der

Elliptizitit angegeben. Dabei besteht folgender Zusammenhang:

180
Oy =In10 * o7 * (e, — egp) *xcx*d

6 = Elliptizitat

d: Schichtdicke

c: Konzentration

eL: Extinktionskoeffizient der linkszirkularpolarisierten Komponente
er : Extinktionskoeffizient der rechtszirkularpolarisierten Komponente

Formel 8.1: Molare Elliptizitit

Bei Proteinen wird der CD-Effekt durch die Asymmetrie der Sekundérstrukturelemente wie. -
Helix und B-Faltblatt, verursacht. Diese zeigen jeweils unterschiedliche CD-Spektren im fernen
UV-Bereich (170-260 nm, siche Abbildung 8.3). Mittels Messung des CD-Spektrums ldsst sich
daher durch den Vergleich mit Proteinen oder Modellpeptiden bekannter Struktur auf die

relativen Sekundérstrukturanteile zuriickschliefSen.
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Abbildung 8.3: CD-Spektren typischer Sekundérstrukturen

a-helikale-, f-Faltblatt und ,,random-coil““- Beispielsspektren, nach (Greenfield, 1969).

Die Aufnahmen der CD-Spektren wurden mit einem Spektralpolarimeter J-715 (J asco” Labor-
und Datentechnik GmbH, GroB-Umstadt) durchgefiihrt, welches zu Beginn jeder Messreihe mit
Ammonium-d-Campher-10-Sulfat geeicht wurde. Es wurden Mikrokiivetten (Helma, Miillheim)
fiir ein Probenvolumen von 200 pl verwendet. Zur Messung musste eine Proteinkonzentration
von mindestens 150 ng/ul eingesetzt werden. Die Spektren wurden mit einer Geschwindigkeit
von 50 nm/min und einer Aufldsung von 1 nm bei Raumtemperatur im Bereich von 200-260 nm
aufgenommen. Die Spektren waren bis einer Wellenldnge von 200 nm auswertbar, da bei
geringeren Wellenldngen die optische Dichte durch NaCl zu hoch war. 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 12 1 Stickstoff

gespiilt, um Ozonbildung zu vermindern.

8-15



Anhang: Material und Methoden

8.7 Ultrazentrifugation

8.7.1 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (AUZ) ermoglicht eine genauere Aussage iiber
Oligomerisierungsgrade von Proteinen. Die AUZ besitzt ein empfindliches optisches System zur
Probenanalyse, womit die Probenkonzentration/-Verteilung wéhrend der Zentrifugation verfolgt
werden kann. Uber das Sedimentaionsprofil im Zentrifugalfeld kénnen nicht nur der
Sedimentationskoeffizient, sondern auch der Diffusionskoeffizient, das Molekulargewicht, sowie

Informationen tiber die rdumliche Gestalt des Molekiils bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde die Sedimentation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation
(Sedimentation Equilibrium; kurz SE-oder M-Lauf) durchgefiihrt. Eine Probe wird zentrifugiert,
bis sich ein Gleichgewicht von Sedimentation und Diffusion einstellt (sieche Abbildung 8.4). Aus
dem entsprechenden Konzentrationsprofil kann das Molekulargewicht des Molekiils bestimmt
werden. Dabei flieBt der Formfaktor nicht in die Berechnung des Sedimentations- und
Diffusionsverhalten ein (sieche Gleichung 8.1). Daher kann in dieser Methode das

Molekulargewicht eines Proteins oder Proteinkomplexes sehr genau bestimmt werden.
Diffusion Sedimentation Gleichgewicht ist Abhangig von:
* Molekulargewicht

* Pufferviskositat

¢ Lange der
Flussigkeitssaule

*  Temperatur

A R *  Winkelgeschwindigkeit

Radius (in cm)

www.bio.uni-mainz.de/zoo/stoecker/Dateien/AUZ_Vortrag_Methodenseminar_Jan_2007_Endversion.ppt -

Abbildung 8.4: Sedimentation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation

8-16



Anhang: Material und Methoden

Die Sedimentation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation nutzt die Tatsache aus, dass
Molekiile bei der Zentrifugation nicht nur der Sedimentation unterliegen, sondern auch der
Diffusion (siche Abbildung 8.4). Wird die beschleunigende Kraft klein genug, stellt sich nach
einer Zeit ein Gleichgewicht aus Sedimentation und Diffusion ein. Durch Kombination der
Svedberg-Gleichung mit dem ersten Fick’schen Gesetz der Diffusion wird ein mathematischer
Zusammenhang zwischen Sedimentation und Diffusion geschaffen. Daraus ergibt sich, dass der

Gleichgewichtszustand eine Funktion der Molekiilmasse m ist:

2RT d(Inc)
= %k
M= A= pw?  dr?

m = Molekiilmasse
R = Gaskonstante
T = Temperatur
¢ = Konzentration
r = Radius
w = Winkelgeschwindigkeit
Y = partielles spezifisches Volumen
p = Dichte des Losungsmittels
Gleichung 8.1: Gleichgewichtszustand als Funktion der Molekiilmasse

Diese Gleichung beinhaltet, dass im Zustand des Gleichgewichtes fiir r? die Konzentration c(7)

eine e-Funktion ist: c(r) = cpe™ (r?=15)
¢ = Konzentration
r = Radius
m = Masse des Molekiils
wobei a definiert ist als: = o’ *

2RT
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o = Steigung nach Linearisierung

9 = partielles spezifisches Volumen
p = Dichte des Losungsmittels

w = Winkelgeschwindigkeit

m = Molekiilmasse

R = Gaskonstante

T = Temperatur

Gleichung 8.2: Konz. Profil in Abhéingigkeit von Molekiilmasse/Winkelgeschwindigkeit

Uber die Losung dieser Gleichung kann im Gleichgewichtszustand zwischen Sedimentation und
Diffusion, durch eine lineare Auftragung des natiirlichen Logarithmus der Konzentration gegen
den Radius, liber die Steigung das Molekulargewicht m berechnet werden. Die in einem M-Lauf
unter verschiedenen Geschwindigkeiten ermittelten Konzentrationsprofile werden mittels der

Software ,,Ultrascan* (Demeler et al., 1998) ausgewertet.

Die Proben wurden auf 10 mM NaPi, 250 mM NaCl und eine PrP-Konzentration von 40 ng/ul
eingestellt und vor der Messung 2-5 Tage bei 37°C inkubiert. Die SDS-Konzentration wurde der

Fragestellung angepasst, im iiberwiegenden Fall wurde sie auf 0,02% SDS eingestellt.

8.8 Transmissions-Elektronenmikroskopie

Um die Morphologie verschiedener Proteinaggregate zu untersuchen, wurde Transmissions-

Elektronenmikroskopie (TEM) am Zeiss EM 910 durchgefiihrt.

Zur Elektronenmikroskopie wurden Nickel-Netze (200 Mesh, Nickelnetze mit Formvar und
Kohle beschichtet, PLANO GmbH, Wetzlar) benutzt. Die zu untersuchenden Proteinaggregate,
bestehen hauptsidchlich aus Atomen mit einer geringen Elektronendichte. Dadurch wiirde der

vom TEM emittierte Elektronenstrahl fast ungehindert durch das Protein treten und es wiirde zu
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fast keiner Abbildung kommen. Diesem Problem begegnet man mittels der
Negativkontrastierung. Dabei lagern sich Schwermetallionen an die Proteinaggregate an,

wodurch die direkte Umgebung des Aggregats durch hohen Kontrast gekennzeichnet wird.

Die Nickelnetze miissen vor ihrem Gebrauch, zur besseren Probenadhision, behandelt werden.
Die kolloidale Kohleschicht ist hydrophob, was dass Aufbringung der Probe erschwert. Die
Adsorbtionseffizienz und die Qualitdt der Férbung konnen verbessert werden, indem die
Netzoberfliche an Hydrophilitit gewinnt. Daher werden die Nickel-Netze vor der
Probenauftragung 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 Molekiile in der Kammer ionisiert. Diese Radikale induzieren in
der oberen Kohleschicht eine Ladung, welche die Oberfliche an der Luft hydrophil werden lésst.
So behandelte Netze sollten mdglichst bald (innerhalb einer Stunde) verwendet werden, da die
Ladung exponentiell abnimmt. Zur Probenauftragung werden 5-10 pl einer Probe auf ein Netz
getropft und 1-2 Minuten zur Adsorption inkubiert. Die Fliissigkeit wird anschlieBend mit 0,1 M
Ammoniumacetat (NH3;Ac) und 0,01 M NH;Ac gewaschen, um mogliche Wechselwirkungen des
Probenpuffers mit dem Kontrastmittel zu vermeiden. Danach wird Ammoniummolybdat (2 %
w/v jeweils frisch steril filtriert) zugegeben. AnschlieBend musste die noch verbleibende

Fliissigkeit mit einem Filterpapier abgezogen werden, um den Férbeprozess zu stoppen.

Puffer 10: Losungen fiir Elektronenmikroskopie

e 0,1 M Ammonium Acetat
e (0,01 M Ammmonium Acetat

e 2% (w/w) Ammoniummolybdat in H2Odeion.
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8.9 Nachweis amyloider Strukturen mittels spezifischer Farbstoffe

Die amyloiden Strukturen in den Proben wurden mit Farbstoffen untersucht, die spezifisch und
ausschlieBlich amyloide Strukturen erkennen. Die verwendeten Farbstoffe Thioflavin-T und
Kongorot finden sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der Diagnose eine weite
Verbreitung. Beide Farbstoffe sind sich chemisch dhnlich. Die Wechselwirkung mit amyloiden
Fibrillen basiert auf dhnlichen Prinzipien (siche Kapitel 8.9.1 und Kapitel 8.9.3). Mittels beider

Farbstoffe kann der amyloide Charakter von Fibrillen verifiziert werden.

8.9.1 Thioflavin-T (ThT)

Thioflavin-T (ThT) ist ein 3,6-dimethyl-2(4-dimethylaminophenyl-)benzothiaz, welches
spezifisch mit Fibrillen interagiert (LeVine, 1993; Naiki et al., 1989), (Naiki ef al., 1990). ThT
besteht aus einer Benzothiazol Untereinheit und einer Benzoamin Untereinheit, welche an den
kovalenten Bindungen drehbar ist (sieche Abbildung 8.5). Somit ist das Molekiil nicht ganz
planar. Im Grundzustand ist die Benzotiazol- zur Benzoamin-Untereinheit an der 6-Bindung um
0=30° verdreht. Bei einer Anregung des ThT durch ein Photon vom SO zum S1 Singlettzustand
kann eine Desaktivierung der Energie durch innere Konversion erfolgen. Dabei wird nur eine
geringe Strahlungsmenge abgegeben, und die Winkel bei Abbildung 8.5 A auf 6=90° gedreht
(Voropai, 2003). Wenn jedoch die innere Konversion (nach Anregung mit Photonen) verhindert
wird, kommt es zu einer starken Fluoreszenz, denn die Desaktivierung von S1 kann dann nur
erfolgen wenn ein Lichtquant emittiert wird. Die innere Konversion von ThT kann durch die
Wahl verschiedener Losungsmittel beeinflusst werden die sich in ihrer Viskositdt und Polaritat
unterscheiden. So kann die Rotation des Thioflavin eingeschrinkt sein und somit auch die
Moglichkeit zur Desaktivierung von S1 iiber innere Konversion, was eine Erhohung der
Fluoreszenz zur Folge hat (Voropai, 2003). Chemisch ThT Ahnlichkeit mit dem Farbstoff
Kongorot der ebenfalls mit amyloiden Fibrillen interagiert (Klunk et al., 1989) (siehe Kapitel
8.9.3). Die Interaktion zwischen ThT und amyloiden Fibrillen (siche Abbildung 8.5) setzt B3-
Faltblatt Strukturen der Fibrillen voraus (Biancalana et al., 2009) (Krebs et al., 2005). Durch die
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Aneinanderlagerung mehrerer B-Faltblitter in Fibrillen bilden die B-Faltblatt-Seitenketten Kanéle
die rechtwinklig zum Riickgrat der Faltblétter stehen (Pauling, 1998) (Salemme, 1983). Die
Breite dieser Kanile (siche Abbildung 8.5) betrigt 6,5-6,96 A (Salemme, 1983). ThT ist 6,1 +/-
0.1 A lang, jedoch nur 4,3 +/- 0,1 A dick (siche 2.6). Demnach kénnte ThT nach einem Modell
von (Biancalana et al., 2009) im rechten Winkel zur -Faltblatt-Achse in den Kanélen binden.
Das ThT wire dann von den Seitenketten des B-Faltblatts umgeben, wodurch es zu sterischen

Interaktionen zwischen den Seitenketten und dem ThT Molekiil kommt (siche Abbildung 8.5).
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Abbildung 8.5: Modell der Thioflavin-T Bindung an B-strands

A Thioflavin-T. B Bindungsmodell von ThT an B-strands. Die Purpurnen Kurven entsprechen der ThT
Bindungslage in einer B-strand reichen Struktur. C Ansicht vom C- zum N-terminus des Aggregat-
Riickgrads (links). Léngsachsenansicht der ThT-Bindung an [-strand reichen Strukturen (rechts).
(Biancalana et al, 2009) D Fluoreszenzspektrum von freiem bzw. (E) an amyloiden Strukturen
gebundenem ThT.
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Diese Interaktion mit den Seitenketten fithrt dazu, dass ThT in einer flachen Konformation bleibt,
auch wenn es durch ein Photon angeregt wird. Dadurch dass die innere Konversion des ThTs
verhindert wird (s.0.), kann der Ubergang vom S1 Zustand durch Emission eines Lichtquants in
den SO Zustand erfolgen. Diese spezifische Interaktion erlaubt es Thioflavin T zur Determination
von amyloiden Fibrillen zu nutzen (LeVine, 1993) (Naiki et al, 1989). Da alle B-Faltblitter
Kanile enthalten, in denen sich ThT einlagern kann, konnten auch sie zu ThT-positiven
Fluoreszenz Signalen fiihren. Die Beimischung von ThT zu einem nativen [3-Faltblatt-reichem
Protein fiihrt nur zu einem leicht erhdhten Fluoreszenz Signal (LeVine, 1999). Native B -Faltblatt
Strukturen haben nicht die geordnete Wiederholung der Reste wie dies bei amyloiden Fibrillen
der Fall ist (Krebs et al., 2005). Eine native B-Faltblatt Struktur bendtigt zumindest fiinf Stringe
(Linge: 18.8 A) (Pauling, 1998) (Biancalana et al., 2009) damit es linger als ein Thioflavin-T
Molekiil ist (Linge: 15.2 A). Dies wird auch als die Mindestanzahl von repetitiven Elementen

gesehen um eine amyloid spezifische Fluoreszenzerh6hung zu erhalten.

8.9.2 Fluoreszenzmessung im Tecan Safire Multidetektionsger:it

Die Thioflavin-T Fluoreszenzmessungen wurden im Monochromator-Reader Tecan Safire
(Boston, MA/USA) durchgefiihrt. Das Safire ist ein Multidetektionsgerdt mit dem die Messung
von Absorption und Fluoreszenzintensitit in Mikroplatten durchgefiihrt werden kann. Die
Messungen erfolgten in schwarzen 96-Well (Nunc, Langenselbold, Germany) Platten im Top-
Reading-Modus. Fiir Versuche mit Fibrillen wurde eine Z-Position von ca. 4000 um gewéhlt.
Eine weitere Einstellmdglichkeit bietet die Funktion des Gains. Es ist ein Verstirkungsfaktor, der
zwischen 1 und 255 eingestellt werden kann. Jedoch nur der Bereich bis 150 ist linear. Bei der
Messung wurde als Excitationswellenlédnge 445 nm gewahlt und der Emissionsbereich zwischen

470 und 630 nm aufgenommen.

Zur Kinetikmessung wurde, wenn nicht anders beschrieben, 80 ng/ul Protein und 5 uM ThT in
150 pl Gesamtvolumen eingestellt (10 mM NaPi pH 7,4; 0,02-0,03 % SDS; 250 mM NaCl). Die
Ansitze wurden 30 min bei 37°C inkubiert, und nach 30 Sek. Schiitteln jeweils eine
Fluoreszenzmessung durchgefiihrt. Sowohl die Inkubation als auch die Messung erfolgten

innerhalb des Tecan. Der Mittelwert der Relativen Fluoreszenz Intensitit (RFU) vom
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Wellenldngenbereich 495-505 nm wurde anschlieBend gegen die Zeit aufgetragen. Zur besseren
Ubersichtlichkeit wurden die einzelnen Messpunkte iiber 65 Stunden addiert bzw. bei Studien zur

Interspezies Barriere fiir das Zeitintervall von 24-48 h addiert und als Histogramm dargestellt.
8.9.3 Kongorot

Kongorot ist ein Sodium-Salz von benzidinediazo-bis-1-naphtylamine-4-sulfonic séure (siche
Abbildung 8.6). Es wurde urspriinglich 1883 von Paul Bottiger als pH-Indikator synthetisiert
und spiter an AGFA verkauft, welche dieses Produkt unter den noch heute gingigen Namen
Kongorot vermarkteten (Steensma, 2001). Erst 1922 wurde die Eigenschaft erkannt, dass
Kongorot spezifisch an amyloiden Strukturen bindet, und noch spéter die besondere apfelgriine

Doppelbrechung bei Anlagerung an amyloiden Strukturen (Steensma, 2001).

NH,

O
OO

7N\
O O Na*

~26 A

Abbildung 8.6: Kongorot

Kongorot (Molekiilformel: C3,H»,NgNa,OgS,; Molekulargewicht: 696.66 g/mol)

Bei der Anfirbung von amyloiden Aggregaten wurden ausschlieflich Aliquots der Proben
verwendet die zuvor ein Thioflavin-T positives Signal gezeigt haben (siehe Kapitel 8.9.1). Es
wurden jeweils 10 pl Probe auf Objekttrager iiberfiihrt, und bei 37°C eintrocknen lassen.
AnschlieBend wurde das doppelte Volumen der Kongorot Farbelosung aufgetropft und fiir ca.
drei Minuten inkubiert (wobei sie nicht austrocknen darf). Die Kongorot Farbelosung wurde

anschlieend mit 1 ml 90% Ethanol und anschlieend 95% Ethanol gewaschen. Dabei ist darauf
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zu achten das die angetrocknete Probe wenn moglich nicht aufgewirbelt wird. Die Probe wurde
anschliefend getrocknet und mit einem Tropfen EinschluBBharz (Entellan, Merck, Darmstadt) und

einem Deckgldschen versiegelt.

Puffer 11: Kongorot Losungen

e (0,2 g Kongorot
in 100 ml Kochsalzlosung
in 80% Ethanol

e 90% Ethanol

8.10 Polarisationsmikroskopie

Die mittels Kongorot priparierten Proben wurden anschlieBend am Polarisationsmikroskop
(Polarisationsmikroskop III Carl Zeiss, Oberkochen) analysiert. Die sichtbaren Aggregate
wurden auf gold-griinen-Doppelbrechung untersucht, um amyloide Strukturen zu bestétigen oder
auszuschlieBen. Durch diese Doppelbestimmung der Aggregateigenschaft mittels ThT-
Fluoreszenz und gold-griinen-Doppelbrechung von Kongorot konnte bestimmt werden, ob es

sich um amyloide Strukturen handelte. (siehe Kapitel 1.1)

8.11 Mathematische Ausgleichskurven

Bei der Verwendung von kinetischen Messungen, wie bei der keiminduzierten Amyloidbildung,
wurden die Datenpunkte mittels einer Trendlinie vereinfacht dargestellt. Dazu wurde die
,lrendlinie“ Funktion von ,Excel 2007 benutzt, und jeweils eine polynomische
Regressionsgerade eingefiigt. Das mathematische Modell welches dieser Berechnung

zugrundeliegt ist dass bestimmte y-Werte und x-Werte verwendet werden um Polynomen der
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Ordnung 1-6 zu bestimmen. So wird bei einer kubischen (Polynom der Ordnung 3) Anndherung

folgende Formel benutzt:

y =ml*x + m2*x"2 + m3*x"3 + b

Formel 8.2: Polynom der Ordnung 3

Um Polynome einer anderen Ordnung zu berechnen wird diese Formel angepasst.
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