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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Transmissible spongiforme Enzephalophathien (TSEs) sind eine Gruppe von
neurodegenerativen Erkrankungen. Sie treten in Sédugetieren auf. Im Gegensatz zu anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimerschen Krankheit oder Chorea
Huntington, treten TSEs nicht nur sporadisch oder genetisch bedingt auf, sondern kénnen
auBBerdem durch Infektionen hervorgerufen werden.

Nach einer langen Inkubationszeit kommt es durch die Neurodegeneration zu Bewegungs-
und Koordinationsstorungen (Ataxien), die mit zunehmender Demenz einhergehen.
Histopathologisch sind schwammartige (spongiforme) Verdnderungen der grauen
Hirnsubstanz durch Vakuolisierung des Neuropils und Verlust von Neuronen zu beobachten,
die mit einer Astrozytose verbunden sind (DeArmond & Ironside, 1999). In der Regel findet
man bei TSE diffuse Proteinablagerungen, die teilweise amyloide Plaques bilden (ca. 5 % der
Creutzfeldt-Jakob-Patienten, Belay et al., 1999). Alle transmissiblen spongiformen
Enzephalopathien verlaufen tédlich. Die wichtigsten TSEs sind mit ithrem Ursprung in
Tabelle 1.1 zusammengestellt. TSEs werden heute auch aufgrund ihres Molekularen

Ursprungs als Prion-Erkrankungen bezeichnet (siehe Kap. 1.1.1).

Tabelle 1.1 Uberblick iiber die wichtigsten Prion-Erkrankungen:

Krankheit Manifestation Wirt Erstmals beschrieben
Scrapie . . . Schaf,
. sporadisch, infektios . 1759, J.G. Leopold,
(Traberkrankheit) Ziege
Creutzfeldt-Jakob- sporadisch, genetisch, M b 1920 H.G. Creutzfeldt,
ensc
Erkrankung (CJD) infektios 1921 A. Jakob,
Gerstmann-Striussler-
Scheinker-Syndrom genetisch, sporadisch ~ Mensch 1936, J.G. Gerstmann et al.
(GSS)
) 1957, V. C. Gajduksek,
Kuru infektios Mensch .
& V. Zigas
Fatale familidre Insomnie ) .
genetisch Mensch 1986, E. Lugaresi et al.
(FFI)
Bovine Spongiforme
Enzephalopathie infektios Rind 1987,G.A.H.Wells et al.
(BSE)
Neue Variante der CJD . .
infektios Mensch 1996, R. G. Will et al.

(vCID)




2 Einleitung

Die hidufigste beim Menschen auftretende Prion-Erkrankung ist die Creutzfeldt-Jakob-
Erkrankung (CJD), die bereits 1920/1921 (Creutzfeldt; Jakob) beschrieben wurde. Mit einer
Inzidenz von etwa einem Fall auf eine Millionen Einwohner ist sie eine sehr seltene
Erkrankung. Sie tritt in 85 % der Félle sporadisch, d.h. ohne eine erkennbare Ursache, auf. In
5 — 15 % konnte eine genetische (familidre CJD) und in weniger als 1 % der Fille eine
infektiose Korrelation nachgewiesen werden. Letztere werden auch als iatrogene CJID
bezeichnet, da sie durch unzureichend sterilisierte neurochirurgische Instrumente bei
medizinischen Eingriffen, bei Dura Mater Transplantationen oder nach Gabe von

menschlichen Wachstumshormonen, iibertragen wurden (zum Uberblick Belay et al., 1999).

Die élteste beschriebene Prion-Erkrankung, die Traberkrankheit oder Scrapie bei Schafen
und Ziegen, wurde bereits 1759 beschrieben (Leopold). Sie konnte unter anderem auf Méuse
(Chandler, 1961) und auf den Syrischen Goldhamster (Marsh & Kimberlin, 1975)
experimentell tibertragen werden. Diese auf Maus bzw. Hamster adaptierten Scrapie-Erreger

werden heute meist als Modellsystem in der Grundlagenforschung verwendet.

Seit Ende der 80er Jahre gewannen Prion-Erkrankungen durch das Auftreten der bovinen
spongiformen Enzephalopathie (BSE) in GrofBbritannien auch 6konomisch an Bedeutung.
Durch eine technische Umstellung in der Tiermehlproduktion und die Verfiitterung des
Tiermehls an Wiederkduer wurde sehr wahrscheinlich der Scrapie-Erreger auf Rinder
iibertragen (Wilesmithe & Wells, 1991). Nach dem Verbot der Verfiitterung von Tiermehl an
Wiederkduer (1988) ging die Zahl der BSE-Fille pro Jahr in GrofBbritannien seit 1992
kontinuierlich zuriick. Da jedoch die Fallzahlen noch immer nicht gegen Null gehen, konnen
derzeit zusitzliche Ubertragungswege nicht ausgeschlossen werden. Parallel zu BSE traten
TSEs bei verschiedenen Zootieren auf, die sehr wahrscheinlich auch auf die Verfiitterung von

kontaminiertem Tiermehl zuriickzufiihren sind (Wells & McGill, 1992; Bons et al., 1996).

Das Auftreten einer neuen Prion-Erkrankung beim Menschen, der varianten CJD (vCID),
im Jahre 1996 wird in Zusammenhang mit BSE gesehen (Will, 1996; Collinge, 1999). Bis
einschlieBlich Juli 2001 waren 106 (98 bestdtigt, 8 wahrscheinliche) Patienten in
Grofbritannien (zwei weitere in Frankreich) erkrankt (Quelle: Regierung GroBbritannien
http://www.doh.gov.uk/CJD/stats). Diese neue Variante tritt im Gegensatz zu den
sporadischen und familidren Prion-Erkrankungen verstirkt bei jiingeren Menschen auf
(Tabelle 1.2). Zudem unterscheidet sie sich in den Symptomen von der sporadischen CJD,
und der Krankheitsverlauf ist mit durchschnittlich 15 Monaten etwa doppelt so lang (Ironside,

1998). Werden Makaken intracerebral mit BSE und vCJD-Erregern infiziert, so unterscheiden
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sich die Lisionsmuster nicht voneinander. Im Gegensatz dazu sind die Lasionsmuster von
mit CJD-Erregern infizierten Tieren deutlich unterschiedlich (Lasmézas et al., 1996). Auch
das Glykosylierungsmuster des Erregers der vCJD unterscheidet sich nicht von dem des BSE-
Erregers (Collinge et al., 1996; Kapitel 1.1.3). Alle bisher erkrankten vCJD-Patienten waren
homozygot fiir Methionin im Codon 129 des Prion-Proteins, wihrend in der normalen
kaukasischen Bevodlkerung nur etwa 37 % diesen Genotyp tragen (Owen ef al., 1990; Deslys
et al., 1994)'". Dies spricht fiir eine unterschiedliche, genetisch bedingte Anfilligkeit im
Zusammenhang mit dem Codon 129. Rinder zeigen diesen Polymorphismus im Codon 129
nicht, sie tragen homozygot Methionin (Schitzl ef al., 1997). Daraus kann aber derzeit nicht
geschlossen werden, dass die anderen Genotypen nicht an vCJD erkranken, da die
Inkubationszeiten auch bei iatrogener CJD mit dem Genotyp variierten (Deslys et al., 1996).
Bei sporadischer CJD mit 89 % (Palmer et al., 1991) und bei iatrogener CJD mit 92 %
(Brown et al., 1994; Deslys et al., 1996) wurde ebenfalls eine Haufung von homozygoten
Patienten gefunden. Deshalb kann zur Zeit nur auf eine geringe genetische Pradisposition,

nicht aber auf einen totalen Schutz, geschlossen werden.

Tabelle 1.2 Vergleich der sporadischen und varianten CJD:

Symptome sporadische CJD variante CJD
Alter bei Ausbruch > 60 Jahre & 28 Jahre
Krankheitsdauer & 7 Monate & 15 Monate
psychische Symptome keine oft die ersten Symptome
Ataxien ja i.d.R. erst nach 6 Monaten
Demenz ja meist erst im spéteren Verlauf
EEG Verinderungen period. Spitze-Wellen-Komplexe keine
Neuropathologie diffuse Ablagerungen floride Plaques (dhnl. zu Kuru)

Anm.: Familidre und iatrogene Erkrankungen manifestieren sich teilweise auch unterschiedlich. Das
Durchschnittsalter gegentiber der sporadischen CJD ist ebenfalls herabgesetzt. (Belay et al., 1999)

1.1.1 Die Natur des Erregers:

Das Prion-Modell

Die Erreger der Prion-Erkrankungen zeichnen sich durch eine enorme Resistenz gegen
bekannte Deaktivierungsmethoden fiir Krankheitserreger aus. So konnte bereits 1967 gezeigt
werden, dass Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm), die jedes bekannte Virus inaktiviert, keinen

messbaren Einfluss auf die Infektiositit von Scrapie-Erregern hatte (Alper et al., 1967).

! Keine absolute Regel, da regionale Unterschiede moglich sind. In Japan sind nur etwa 8 % der Bevélkerung
heterozygot (Doh-ura et al., 1991)
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Allgemein gilt, Behandlungsmethoden, die Nukleinsduren zerstoren, inaktivieren den Erreger
nicht (Prusiner et al., 1980; McKinley et al., 1983a). Methoden, die dagegen Proteine
denaturieren, konnen sehr wohl den Erreger deaktivieren (Prusiner ef al., 1981; Prusiner et al.,
1982a). Die Aufreinigung des Erregers zeigte zudem, dass er iiberwiegend aus Protein besteht

(Prusiner et al., 1980; 1982b).

Aufgrund dieser Tatsachen prigte S.B.Prusiner den Begriff Prion (frei nach
proteinartiges, infektidses Partikel), der im folgenden als Synonym fiir den Erreger verwendet
wird (Prusiner, 1982c). Nach dem von ihm aufgestellten Prion-Modell besteht der Erreger
iiberwiegend, wenn nicht gar ausschlieBlich aus Protein. Dass Prionen sich dennoch
replizieren konnen widersprach aber der gédngigen wissenschaftlichen Meinung. Fiir sein

Prion-Modell erhielt S.B. Prusiner 1997 den Nobel-Preis fiir Medizin.

Hochaufgereinigte infektiose Partikel, sogenannte Prionstdbchen bestehen fast
ausschlieBlich aus einem Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von 27-30 kDa, das
Prion-Protein (PrP27-30) genannt wurde (Prusiner et al., 1982b; McKinley et al. 1983b).
Spétere Arbeiten zeigten, dass es sich bei PrP27-30 um ein wirtseigenes Protein (Oesch et al.,
1985; Kapitel 1.1.3) handelt, das im Zuge der Aufreinigung N-terminal verkiirzt wurde. Die
infektidsen Isoformen (PrP* und PrP27-30) unterscheiden sich in ihren biochemischen und
biophysikalischen Eigenschaften von dem wirtseigenen, nicht-infektiosem PrP (Tabelle 1.3).
Neben dem Prion-Protein konnten bisher nur Lipide (Klein ef al., 1998) und Zucker
(Dumpitak, 1998; Appel et al., 1999) als weitere Bestandteile nachgewiesen werden, wobei
ein Zusammenhang mit der Infektiositit bisher nicht gezeigt werden konnte. Spezifische
Nukleinsduren, wie sie nach allgemeinen Vorstellungen der Replikation von Erregern zu
erwarten wéren, wurden trotz intensiver Bemiihungen bis heute nicht gefunden. Dariiber
hinaus wurden Nukleinsduren grofer als 80 Nukleotide sogar als notwendiger Bestandteil

einer infektiosen Einheit ausgeschlossen (Kellings et al., 1992; Kellings et al., 1994).

Tabelle 1.3 Eigenschaften der unterschiedlichen PrP-Isoformen (PrP, PrP€, PrP 27-30):
(nach Pitschke, 1999)

Eigenschaft Zelluliire Isoform Scrapie Isoform
(PrP%) (PrP5 und PrP27-30)
Infektiositit nicht infektids infektios
Protease K-Sensitivitét vollstandig abbaubar C-terminal resistent
Sekundirstruktur a- helikal p-Faltblatt - und
o-Helix-Anteile
Loslichkeit 16slich unléslich

Aggregationszustand Monomer hochmolekulare Aggregate
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Das Prion-Modell (zum Uberblick Prusiner, 1999b) geht somit davon aus, dass der Erreger
fast vollstindig, wenn nicht ausschlieBlich aus der krankhaften Isoform des Prion-Proteins
(PrP%%) besteht. Durch Interaktion mit der zelluliren Form (PrP%) katalysiert es die
Umwandlung von PrP® in PrP* und damit die Replikation des Erregers (Details Kapitel
1.1.2). Dies widerspricht dem zentralen Dogma der Molekularbiologie, dass der genetische
Informationsfluss von der DNA {iiber die RNA zum Protein verlduft. Ein Erreger wire in der

Lage, sich ohne eigene Nukleinsédure zu replizieren.

Gegner des Prion-Modells treten auch heute noch fiir die Virus- bzw. Virino-Hypothese
(Diringer et al., 1994; Farquhar et al., 1998) ein. Danach trigt ein kleines Molekiil, sehr
wahrscheinlich eine kleine, nicht translatierte Nukleinsdure, die genetische Information und
wird durch Proteinaggregate geschiitzt. Haufigstes Argument fiir die Virus-Hypothese ist das
Auftreten verschiedener Prion-Stdmme, obwohl trotz intensivster Bemiihungen noch keine
spezifische Nukleinsdure isoliert werden konnte. Insgesamt stiitzen die experimentellen
Ergebnisse stark das Prion-Modell, auch wenn es bis heute noch nicht bewiesen werden

konnte und einige Eigenschaften von Prion-Erkrankungen noch nicht richtig verstanden sind.

Prion-Stamme

Das Auftreten verschiedener Prion-Stdmme ist ein, wenn nicht gar das wichtigste,
Argument der Prion-Gegner. So wiesen Feldisolate von verschiedenen Scrapie-infizierten
Schafen unterschiedliche Charakteristika auf (Pattison & Millson, 1961). Prion-Stdmme
konnen sich in ihren Inkubationszeiten, ihrem PK-resistentem Fragment, ihrem
Glykosylierungsmuster (Kapitel 1.1.3) oder ihrer Neuropathologie unterscheiden (Dickinson
et al., 1968; Bruce et al., 1991; Collinge et al., 1996; Safar et al., 1998). Bei der menschlichen
CJD werden ebenfalls Typisierungen aufgrund dieser Eigenschaften vorgenommen (Collinge
et al., 1996; Parchi et al., 1996). Diese Stammspezifititen bleiben auch bei einem genetisch
identischen Hintergrund erhalten (Bruce et al., 1992) und werden daher oft einem
codierenden Element, z.B. einer Nukleinsdure, zugeschrieben. Im Rahmen des Prion-Modells
wird versucht sie auf unterschiedliche Konformationen der Prionen zuriickzufiihren. Die
Konformation der infizierenden Prionen gibt dann die Konformation der replizierten Prionen
vor. Strukturelle Unterschiede zwischen verschiedenen Prion-Stimmen koénnten so die
unterschiedliche Resistenz, bezogen auf die Gesamtstabilitdt und die Grofle des resistenten

Cores, erkldren (Safar et al., 1998).
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Artenbarriere

Die Tatsache, dass sich Prionen teilweise nur schwer von einer Spezies auf eine andere
ibertragen lassen, wird als Artenbarriere bezeichnet. Diese dufert sich in einer verldngerten
Inkubationszeit im Vergleich zu weiteren Ubertragungen innerhalb einer Spezies. Sie wird
laut Prion-Modell durch eine ineffizientere PrP*°-Bildung nicht homologer PrP-Molekiile
aufgrund von Sequenzunterschieden erklart (Prusiner et al., 1990). Méuse zeigten bei
Infektion mit Hamster-Prionen nur selten Symptome (Scott et al., 1989; Priola et al., 1999).
Transgene Maiuse, die die Hamster-Sequenz exprimieren, erkrankten dagegen sehr schnell
(Scott et al., 1989). Durch Expression chimédrer Prion-Proteine konnte der Interaktionsbereich
zwischen den Molekiilen auf die Aminosduren 112-187 eingegrenzt werden (Scott et al.,
1992; Priola & Chesebro, 1995). Teilweise reicht der Austausch einer einzelnen Aminoséure
aus, um eine Resistenz oder Suszeptibilitit herzustellen. Der Begriff Resistenz ist aber
aufgrund der derzeitigen Analyse der Artenbarriere nicht mit ,,nicht-infektios* gleichzusetzen.
So konnte vor kurzem gezeigt werden, dass mit Hamster-Prionen inokulierte Miuse, obwohl
klinisch (noch) nicht erkrankt, sowohl andere Méuse als auch Hamster infizieren konnten

(Hill et al., 2000).

1.1.2 Replikationsmodelle

Nach dem Prion-Modell repliziert sich PrP* durch Umfaltung von PrP in die krankheits-
assoziierte Isoform PrP*. Replikationsmodelle miissen fiir alle drei Atiologien von Prion-

Erkrankungen (sporadisch, genetisch und infektios) Giiltigkeit haben.
Das Heterodimermodell (Prusiner et al., 1990; Cohen & Prusiner, 1998; Abbildung 1.1A)

geht von einer direkten Wechselwirkung von PrPS und PrP*, eventuell iiber einen
postulierten metastabilen Ubergangszustand des PrPC, das PrP*, aus. Dabei soll es sich um
einen teildenaturierten bzw. ,molten globule® Zustand handeln. Dieser liegt in einem
Gleichgewicht mit PrP vor, wobei das Gleichgewicht fast ganz auf der Seite von PrP® liegt.
PrP* kann mit PrP* ein Heterodimer bilden, das sich dann in ein Homodimer des PP
umlagert. Nach Dissoziation kénnen beide PrP* Molekiile weitere Katalysen durchfiihren.
Die spontane Umwandlung von PrP¢ in PrP* kommt dabei, obwohl sie thermodynamisch
begiinstigt ist, aufgrund einer hohen Aktivierungsenergie nur sehr selten vor (sporadischer
Fall). Spezifische Mutationen im PrP verschieben das Gleichgewicht in Richtung des PrP”*
und begiinstigen so die spontane Umwandlung in PrP*°. Exogenes PrP*° dagegen kann aktiv

PrP’ aus dem Gleichgewicht entziehen und in PrP* umwandeln. Dieses Modell wurde
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mittlerweile aufgrund von Ergebnissen mit transgenen Tieren (Kapitel 1.3) zum Template-
assistierten Anlagerungsmodell erweitert. Dabei wird PrP* durch die Bindung eines weiteren

Proteins, des sogenannten Faktor X (sieche Kapitel 1.3) stabilisiert und der Komplex

interagiert mit PrP% (Cohen & Prusiner, 1998).

A

exogenes
PrpSe

&
&

PrP* Prpse

Heterodimer

O~

schnell langsam schnell

N — H
> ~ I [T ]

Prp° Nucleus

Abbildung 1.1 Modelle zur Replikation der Prionen:
A)Heterodimer-Modell (verdndert nach Cohen et al., 1994)

.
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B) Keimabhingiges Polymerisation-Modell (verdndert nach Jarrett & Lansbury, 1993)

Nach dem Keim-induzierten Polymerisationsmodell (Jarrett & Lansbury, 1993; Abbildung
1.1B) liegt ein schnelles Gleichgewicht zwischen PrP und PrP* vor, wobei PrP®
thermodynamisch stabiler ist. Nur wenn sich geniigend PrP%® Molekiile aneinander lagern,
entsteht ein stabiler Keim, der die schnelle Anlagerung weiterer PrP* Molekiile ermoglicht
(sporadischer Fall). Auch in diesem Modell verschieben Mutationen das Gleichgewicht, hier
von PrP¢ zu PrP%, in Richtung des PrP*® und erleichtern so die Bildung eines Keimes. Bei

Infektionen werden Keime extern hinzugefiigt und ermoglichen die schnelle Anlagerung von

endogenem PrP*.
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Beide Modelle wurden auf exakte thermodynamische und kinetische GesetzméaBigkeiten
untersucht (Eigen, 1996). Aufgrund dieser kinetischen Uberlegungen wurde das Heterodimer-
modell erweitert. Zur Umwandlung von PrP® miissen demnach mehrere PrP* Molekiile

kooperativ zusammenwirken.

1.1.3 Die zelluliire Isoform: PrP©

Wie bereits erwihnt ist PrPC ein wirtscodiertes Protein. Es wird primédr im zentralen
Nervensystem (Kretzschmar et al., 1986), aber auch in verschiedenen anderen Geweben und
Zellen (Mobley et al., 1988; Manson et al., 1992) als ein posttranslational modifiziertes

Membranprotein exprimiert (Abbildung 1.2).

Primares 181 197
Translations-  [sa] \ EE
produkt 1 23 90 179 214 231 254
Postranslationale l
Modifikation ESE
Q9
z Zz D a . -
. — Proteinase K J Oy vollstandig
Membranprotein PrP° | \ | opl m———mly & O > c
23 % s 21 VLOGT degradiertes PrP
Konversion ? l S g s ¢
09 09
= Proteinase K 23
. t t roteinase L
Scrapie-lsoform PrP*°| \ ‘  Jepl —— | ‘ _ Jer PrP27-30
23 90 Lss1 231 90 Ls-s1 231

Abbildung 1.2 Biosynthese des PrP¢ und PrP%:
Erlduterungen siehe Text (modifiziert nach Weissmann, 1994)

Das PrP-Gen ist ein Single-Copy-Gen, das beim Hamster aus zwei Exons und einem Intron
besteht. Der offene Leserahmen erstreckt sich aber nur auf das zweite Exon (Basler ef al.,
1986). Das primére Translationsprodukt wird iiber eine N-terminale Signalsequenz in das
endoplasmatische Retikulum transportiert. Dort wird durch eine zweite, C-terminale
Signalsequenz ein Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker angehéngt, mit dem es in der
Membran verankert wird (Bolton et al., 1985; Safar et al., 1990).

Im weiteren Verlauf des sekretorischen Transportsystems wird eine Disulfid-Briicke
zwischen Cystein 179 und 214 ausgebildet (Turk ef al., 1988). An den Asparaginresten 181
und 197 wird das Protein N-glykosyliert (Endo et al., 1989), wobei alle drei Formen (nicht,
ein- oder zweifach glykosyliert) in Zellen gefunden werden. Auf der Zelloberfldche reichert
es sich iiberwiegend in Caveolae-dhnlichen Doménen an, was fiir GPI-geankerte Proteine

typisch ist(Taraboulos et al., 1995; Vey et al., 1996).
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Im Gegensatz zu PrP* ist PrP® in milden Detergenzien I6slich und ldsst sich durch
Proteinase K vollstindig abbauen. PrP besitzt eine iiberwiegend o-helikale Struktur (40 % o-
Helix; Pan et al., 1993). NMR-Studien an rekombinantem, d. h. nicht glykosyliertem und
GPI-geankertem, PrP zeigten drei a-Helices und zwei kurze -Faltblblattstringe (Riek et al.,
1997; James et al., 1997; Liu et al., 1999; Abbildung 1.3A). Im Vergleich dazu zeigt das
berechnete Strukturmodell fiir PrP* die beiden Helices B und C und zusitzlich ein

antiparalleles B-Faltblatt aus vier Strangen (Huang et al., 1996;Abbildung 1.3B).

Helix C

Abbildung 1.3 Struktur der PrP- und der PrP-Isoform:
A) NMR Struktur von recPrP(90-231) des Hamsters (Liu et al., 1999). Auch beim Hamster ist der N-Terminus

der Vollldnge des recPrP, wie bei allen anderen Spezies, unstrukturiert (Riek et al., 1997; Zahn et al., 2000).
B) Berechnetes Strukturmodell vom PrP27-30 des Hamsters (Huang et al., 1996). Die beiden Helices
entsprechen den Helices B und C des recPrP.

Die natiirliche Funktion des PrP° ist bis heute noch weitgehend unklar. Die N-terminale
Oktarepeatregion des PrP® bindet unter physiologischen Bedingungen fiinf bis sechs
Kupferionen (Miura et al., 1999; Brown et al., 1997a; 1997b). Deshalb wird fiir PrPC eine
Funktion in der Regulierung des Kupferhaushaltes der Zelle und damit auch im
Zusammenhang mit oxidativem Stress diskutiert. Brown et al. (1999) konnten zudem fiir
recPrP eine Superoxiddismutase-Aktivitdt in vitro zeigen. Diese Ergebnisse werden aber
derzeit noch kontrovers diskutiert (Waggoner et al., 2000; Wong et al., 2000). Zusitzlich
konnten Mouillet-Richard et al. (2000) in einem Zellkultursystem zeigen, dass PrPC die

Signaltransduktion beeinflusst.

Fiir die Ausbildung von Prion-Erkrankungen ist PrP® jedoch essentiell. Knock-out Miuse,

die kein PrP exprimieren, kénnen nicht mit PrP* infiziert werden. Ohne endogenes PrPC ist
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weder eine Replikation des Erregers noch eine Pathogenese zu beobachten (Bueler et al.,
1993; Prusiner et al., 1993). Diese Knock-out Tiere zeigen auch keinerlei Defizite beziiglich
ihrer Lebensfahigkeit (Bueler et al., 1993). Friither beschriebene Ataxien bei dlteren Tieren
(Sakaguchi et al., 1996) konnten mittlerweile auf iiberexprimiertes DOPPEL (Downstream
Prion-Protein like Element) zurlickgefiihrt werden (Moore et al., 1999). Diese Tiere
exprimierten durch falsches Spleilen chimdre mRNA. Das DOPPEL-Gen liegt 16 kB
downstream vom PrP-Gen. DOPPEL zeigt 25 % Aminosdurehomologie und viele strukturelle
Gemeinsamkeiten mit PrP: N-terminale Signalsequenz mit anschlieBenden basischen
Aminoséure-Cluster, strukturierte C-terminale Doméne, zwei N-Glykosylierungen und GPI

Anker (Silverman et al., 2000; Mead et al., 2000; Lu et al., 2000).

1.1.4 In vitro Konversion

Die de novo Erzeugung von Infektiositét in vitro aus nicht infektiosem Material wére der
endgiiltige Beweis des Prion-Modells. Diese ist, wenn sie iiberhaupt mdglich ist, bis heute
noch nicht gelungen. Bisher wurden verschiedene Konversionsmodelle beschrieben, die
Eigenschaften des PrP*° nachstellen konnten. De novo Infektiositit konnte jedoch nicht

detektiert werden.

Radioaktiv markiertes PrP® kann in einem zellfreien in vitro Ansatz durch Inkubation mit
einem 100 bis 1000-fachen Uberschuss an PrP*° in die PK-resistente Form umgelagert
werden. PrP* muss dabei entweder mit mittleren Guanidiniumhydrochlorid (GdnHCI)-
Konzentrationen teildenaturiert (Kocisko et al., 1994) oder die Konversion unter erhdhten
Salzkonzentrationen (Horiuchi & Caughey et al., 1999) durchgefiihrt werden. Bekannte
Artenbarrieren konnten in heterologen Systemen nachgestellt werden (Kocisko et al., 1995;
Raymond et al., 1997). Auch blieben unterschiedliche, Stamm-spezifische PK-resistente
Fragmente erhalten (Bessen et al., 1995). Die de novo generierte Infektiositit konnte aber
aufgrund des Uberschusses an PrP*° nicht direkt getestet werden. Miuse, die chiméres
Hamster-Maus-PrP¢ exprimierten, lieBen sich im Gegensatz zu normalen Miusen mit
Hamster-Scrapie infizieren. Das gebildete PrP*® war dann auch fiir normale Méuse infektids.
Die in vitro-Konversion des chimiren PrP¢ mit Hamster-PrP* zeigte aber keine de novo
generierte Infektiositit (Hill et al., 1999). Auch war die in vitro Konversion von nicht
modifiziertem PrP deutlich effektiver, wobei in PrP posttranslational modifiziertes PrP

gefunden wird.
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Ein anderes, in unserer Arbeitsgruppe entwickeltes in vitro-Konversionssystem basiert auf
Solubilisierungsexperimenten mit PrP27-30 (Riesner et al., 1996). Durch Solubilisierung in
Gegenwart von SDS konnte PrP in monomerer bis oligomerer Form in Ldsung gebracht
werden. Dieses solubilisierte solPrP27-30 wies Eigenschaften des PrP€ auf (Post, 1998; Post
et al., 1998; Tabelle 1.4). Die Restinfektiositét konnte auf Hintergrundinfektiositét zuriickge-
fiihrt und durch Gelelution entfernt werden (Leffers, 1999). Durch Zugabe von 25 % Aceto-
nitril oder Ausdiinnen des SDS auf 0,01 % konnte eine Reaggregation induziert werden (Post,
1998; Post et al. 1998). Dieses reaggregierte solPrP27-30 zeigte dhnliche Eigenschaften wie
PrP% (Tabelle 1.4). Die gleichen Ergebnisse konnten ebenfalls mit recPrP(90-231) gezeigt
werden. Kinetische Untersuchungen der Reaggregation zeigten, dass der Aggregation eine
sehr schnelle Strukturumwandlung vorausgeht (Pitschke, 1999; Schaefer, 1997). Dabei konnte
eine schnelle Aggregationsphase gefolgt von einer langsameren Aggregationsphase
unterschieden werden. Die Struktur der so gebildeten Aggregate zeigte in der
Elektronenmikroskopie keine zu PrP27-30 vergleichbare amyloide Anordnung, obwohl die

Struktur nicht als amorph zu bezeichnen war (Post et al., 1998).

Tabelle 1.4 Vergleich der Eigenschaften von PrP,PrP* und den Isoformen des solPrP27-30:
(nach Post et al., 1998)

Eigenschaften Zelluliire Isoform sPrP Scrapie Isoform sPrP
(PrP%) in 0,2% SDS (PrP%) in 0,01% SDS
Infektiositét nicht infektios Restinfektiositit infektios Restinfektiositét
Protease K- . . C-terminal stabiler nach
L sensitiv sensitiv . . .
Sensitivitit resistent Zentrifugation
Sekundar- iiberwiegend groBerer a-helikaler . groBerer f—Faltblatt-
] ) [-faltblattreich . )
struktur a-helikal als B-Faltblattanteil als a—helikaler Anteil
Loslichkeit 16slich 16slich unloslich unloslich
Aggregations- ) . . .
and monomer/oligomer monomer/ oligomer aggregiert aggregiert
zustan,

Die sehr schnelle Strukturumwandlung und der Mechanismus fiir die Aggregation konnte
aufgrund der SDS-Abhéngigkeit ndher analysiert werden. Wahrscheinlich erfolgt erst eine
Dimerisierung von oa-helikalen Molekiilen, die sich bei weiterem Ausdiinnen des SDS in eine
B-Faltblattstruktur umlagern und ein 16sliches, mindestens tetrameres, Oligomer bilden
(Jansen et al., 2001). In Abbildung 1.4 ist dieses Konversionsmodell schematisch dargestellt.
Durch Zugabe von Keimen wurde die Aggregation deutlich beschleunigt, was der Keim-

induzierten Aggregation entspricht (Pitschke, 1999; Schaefer, 1997).
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Abbildung 1.4 Schematische Darstellung des SDS-abhéngigen in vitro-Konversionssystems
(verdndert nach Jansen et al., 2001)

1.2 Chemische und molekulare Faltungshilfen

Es wurde deutlich, dass die Umwandlung von PrP® in PrP® mit einer Strukturinderung des
Proteins einhergeht. Die Umwandlung konnte somit auch durch Substanzen, die in die
Faltung von Proteinen eingreifen konnen, beeinflusst werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
der Einfluss verschiedener Faltungshilfen, die bei der Strukturumwandlung von Proteinen
assistieren konnen, auf die in vitro-Konversion des Prion-Proteins untersucht. Aus diesem
Grund wird im folgenden sowohl auf das Konzept der chemischen als auch auf das der

molekularen Chaperone eingegangen.

1.2.1 Chemische Chaperone

Losungsmittel konnen verschiedene Effekte auf die Struktur und Loslichkeit von Proteinen
haben (zum Uberblick: Timasheff, 1993). So fiihren z.B. hohe Salzkonzentrationen (1-4 M)
zum Aussalzen von Proteinen (Green, 1932), was bei der Aufreinigung und
Aufkonzentrierung von Proteinen verwendet wird. Zur Stabilisierung von Proteinen oder
Organellen bei der Aufreinigung werden Glycerol (10 %) oder Saccharose (1 M) zugesetzt.
Ebenfalls hohe Konzentrationen von Harnstoff (8M) oder GdnHCl (6M) fiihren zur
Denaturierung und damit zum Verlust der biologischen Aktivitit von Proteinen (Neurath
et al., 1944). Die beschriebenen Phianomene bendtigen alle hohe Solvenzkonzentrationen und
sind daher auf schwache Wechselwirkungen zuriickzufithren. Denaturierende Substanzen

binden dabei direkt an Proteine (Simpson & Kauzmann, 1953). Struktur-stabilisierende,
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préazipitierende oder Selbst-Assoziation induzierende Substanzen werden dagegen von der
Oberfldche des Proteins ferngehalten. Diese Prozesse hiangen somit alle nur von der preferen-
tiellen Bindung des Solvenz an das Protein ab und kénnen mit einer Drei-Komponenten
thermodynamischen Theorie beschrieben werden (Timasheff, 1993). Dabei wird Wasser
explizit mitbetrachtet. Die Wirkung der preferentiellen Hydratisierung auf die Struktur eines
Proteins ist in Abbildung 1.5 dargestellt. Bei gegebener Struktur fiihrt der Ausschluss des
Solvenz von der Oberfliche eines Proteins zur Aggregation bzw. Selbst-Assemblierung
desselben (Abbildung 1.5A). Konkurrieren zwei Strukturen desselben Proteins miteinander,
so wird die Struktur mit der kleinsten Oberfldche stabilisiert (Abbildung 1.5B). In diesem
Beispiel wird die native, globuldre Struktur stabilisiert. In welcher Weise ein Solvenz wirkt,

ist nicht generell vorhersagbar und wird durch das jeweilige Protein mitbeeinflusst.

A

ausgeschlossenes
Solvenz

Protein in Lésung Proteinaggregat

—

e —
ausgeschlossenes
Solvenz

natives Protein entfaltetes Protein

Abbildung 1.5 Schematische Darstellung des preferentiellen Ausschlusses von Losungsmittel:

A) Aussalzen: Durch Aggregation wird die Oberfliache verringert.

B) Strukturstabilisierung: Die Oberflidche des nativen Proteins ist kleiner als die des entfalteten,
daher wird die Proteinstruktur stabilisiert.

Proteine <O ; Hydrathiille ; H,O + Solvenz (modifiziert nach Timasheff, 1993)

Da einige dieser Losungsmittel die Faltung von Proteinen beeinflussen und ihre native
Struktur stabilisieren, werden sie auch als chemische Chaperone bezeichnet (Tatzelt et al.,
1996). So stabilisiert Glycerol Proteine in vitro gegen Hitzedenaturierung (Gekko & Koga,

1983). Auch Zellkulturen konnten Hitze-Schocks nach Glycerolbehandlung deutlich besser

tiberstehen als ohne (Edington et al., 1989). In der Natur werden ebenfalls einige chemische
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Chaperone, wie z.B. Zucker, Polyole, Aminosduren und Methylamine, verwendet. So
akkumulieren Fische im Muskelsystem destabilisierende (Harnstoff) und stabilisierende
(TMAO, Sarkosyl, B-Alanine und Betain) Substanzen in einem Verhéltnis von 2:1 (Yancey
et al., 1982). Auch in der Sdugetierniere miissen kurzfristige Harnstoffkonzentrationen grofer

als ein molar toleriert werden (Garcia-Perez & Burg, 1990).

1.2.2 Molekulare Chaperone

Die Struktur von Polypeptid-Ketten wird durch ihre Primédrsequenz bestimmt (Anfinsen,
1973). Daher kénnen Proteine nach vollstdndiger Denaturierung ihre native Struktur und da-
mit ihre biologische Aktivitit wieder zuriickgewinnen. Die Effektivitit dieser Riickfaltung in
vitro ist unterschiedlich und kann durch andere, bei der Faltung assistierende Proteine gestei-
gert werden. Sie werden als molekulare Chaperone bezeichnet (Historischer Uberblick iiber
das Konzept molekularer Chaperone: Pelham, 1986). Heute geht man davon aus, dass die
meisten Proteine bei ihrer Faltung in vivo die Hilfe von molekularen Chaperonen bendtigen
(Netzer & Hartl, 1998). Eine Vielzahl von verschiedenen Chaperonen in Pro- und Eukaryoten

wurde beschrieben, die in verschiedene Klassen eingeteilt werden (Tabelle 1.5 S.16).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das GroEL/ES-System aus der Hsp 60-Familie eingesetzt, da
es sich hierbei um ein gut charakterisiertes Chaperon-Modell handelt. Alle Hsp 60-Chaperone
bestehen aus 14 identischen Untereinheiten, die in zwei Ringen angeordnet sind (Bukau &
Horwich, 1998; Abbildung 1.6). Jede Untereinheit besteht aus einer apikalen, mittleren und

dquatorialen Domine.

apikale Doméane

mittlere Doméane

]

o - squatoriale Domane

Abbildung 1.6 Struktur des GroEL alleine (A) und im Komplex mit seinem Co-Chaperon GroES (B):
(aus Bukau & Horwich, 1998)
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Der durch GroEL assistierte Faltungsprozess ist in Abbildung 1.7 schematisch dargestellt. Das
Substrat wird im Inneren des Ringes gebunden (Braig ef al., 1993; Fenton ef al., 1994). Nach
Bindung des Substrates bindet GroEL sein Co-Chaperon GroES in cis und schlie8t das
Substrat ein. Durch ATP-Hydrolyse im cis-Ring kommt es zu einer Freisetzung des Substrates
im Inneren des GroEL/ES-Komplexes. Aufgrund dieses Einschlusses kann sich das Substrat
ohne Einfliisse von auflen falten. Eine weitere ATP-Hydrolyse im trans-Ring fiihrt zur
Dissoziation des GroEL/ES-Komplexes und das Substrat wird ins Cytosol entlassen. Ist das

Substrat noch nicht richtig gefaltet, konnen weitere Faltungsrunden durchlaufen werden.

r'z?l |~
20

ey | LB )T

)0 L

\
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Abbildung 1.7 Modell einer GroEL/ES vermittelten Faltung:

Das ent- oder falsch-gefaltete Protein wird durch GroEL gebunden (trans-Komplex). Mit GroES und ATP kann
sich der cis-Komplex ausbilden. Durch ATP Hydrolyse (T—D) im cis-Ring kann sich das Substrat selbst im
Inneren des GroEL/ES Komplexes falten. ATP Hydrolyse im trans-Ring fiithrt dann zur Dissoziation des
GroEL/ES-Substrat-Komplexes. Sollte die Faltung des Substrates nicht nativ sein, so kdnnen weitere Zyklen
durchgefiihrt werden. (modifiziert nach Bukau & Horwich, 1998; Hendrick & Hartl, 1998)

Mitglieder der Hsp 60-Familie kommen in Bakterien und in Organellen von Eukaryoten
vor. Einige Veroffentlichungen beschreiben das Vorkommen von Hsp 60 in geringen
Konzentrationen auch in anderen Zellkompartimenten, wie z.B. im sekretorischen
Transportsystem (Itoh et al., 1995; Ross et al., 1992; Velez-Granell et al., 1994), wobei
Herkunft und Funktion noch unklar sind. Uber das Vorkommen im eukaryotischen Cytosol ist
bisher nichts bekannt. Eine geringe aber signifikante Homologie zu den Hsp 60 Chaperonen
zeigt TRiC (TCP-1 Ring-Komplex; Frydman et al., 1992; Kubota et al., 1994). Es besteht aus
einem Doppelring mit je 8-9 heterologen Untereinheiten (Marco et al., 1994) und zeigt
Homologien zu Chaperonen von Archaebakterien (Hartl e al., 1994). Im Gegensatz zu den
Hsp 60 Chaperonen benétigt TRiC kein Co-Chaperon. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit

der beiden Klassen werden sie zur Gruppe der Chaperonine zusammengefasst.
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Tabelle 1.5 Zusammenfassung der Lokalisation und Funktion der wichtigsten Chaperon-Familien:
(modifiziert nach Morimoto et al., 1997)

Familie  Organismus Chaperone Kompartiment Funktion
kleine E.coli IbpA und 1bpB Cytosol unterdriicken Aggregation und Hitze
Hsps S.cerevisiae Hsp 27 Cytosol Inaktivierung von Proteinen in vitro;
Sdugetiere oA und aB- Augenlinse Thermotoleranz durch Stabilisierung
Crystalin von  Mikrofilamenten; mdgliche
Hsp 27 Cytosol Rolle in Zellwachstum und Zell-
differenzierung

Hsp 60 E.coli GroEL Cytosol Funktion in der Assemblierung von

S.cerevisiae Hsp 60 Mitochondrien Bakteriophagen und Rubisco;
Pflanzen Cpn 60 Chloroplasten Riickfaltung oder Inhibierung der
Sdugetiere Hsp 60 Mitochondrien Aggregation von  denaturierten

Proteinen in vitro;

evtl. Rolle in der Proteindegradation
in vivo als  Cofaktor in
proteolytischen Systemen

Hsp 70 E.coli Dnak Cytosol Funktion in der Replikation des
S.cerevisiae Ssal-4 Cytosol Phagen A; Autoregulation der Hitze-

Ssbl1,2 Schock Antwort; Interaktion mit

Kar2 ER naszierenden Polypeptidketten; evtl.

Sscl Mitochondrien Rolle in der Proteindegradation in

Sédugetiere Hsc70 Cytosol/Kern vivo als Cofaktor in proteolytischen

Hsp 70 Cytosol/Kern Systemen;  dissoziiert ~ Clathrin;

Bip ER Funktion im Transport zwischen

mHsp 70 Mitochondrien Organellen; Rolle in  der

Signaltransduktion (z.B. Steroid
Hormon Rezeptor); Riickfaltung und
Stabilisierung  von  denaturierten
Proteinen in vitro

Hsp 90 E.coli HtpG Cytosol Rolle in der Signaltransduktion
S.cerevisiae Hsp 83 Cytosol (z.B. Steroid Hormon Rezeptor);
Saugetiere Hsp 90 Cytosol Riickfaltung und Stabilisierung von
GRP9%4 ER denaturierten Proteinen in vitro
Hsp 100 E.coli ClIpA,B,C Cytosol Funktion in der Stress-Toleranz;
S.cerevisiae Hsp 104 Cytosol vermittelt die Resolubilisierung von

hitze-inaktivierter Luciferase aus
unloslichen Aggregaten

1.3 Prion-Infektion und Chaperone

Wie bereits in Kapitel 1.1.1 dargelegt, sind noch nicht alle Eigenschaften von Prionen, wie
die verschiedenen Stimme und die Artenbarriere, richtig verstanden. Eng mit der
Artenbarriere verbunden ist das genetische Element Faktor X, das im Zusammenhang mit

Infektionsstudien an transgenen Méusen entdeckt wurde.

CID - .
infiziert

Transgene Maiuse, die menschliches PrP exprimieren, konnten nicht mit PrP
werden (Telling et al., 1994), obwohl hier Prion-Protein mit gleicher Sequenz eingesetzt
wurde. Die Méuse exprimierten allerdings humanes PrP vor dem Hintergrund des endogenen,

murinen PrP. Ohne endogenes, murines PrP lie3en sich diese Miuse infizieren (Telling et al.,
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1995). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein weiterer, endogener Interaktionspartner,
Faktor X oder Protein X genannt, postuliert. Er bindet in den parallel exprimierenden Miusen
aufgrund seiner Spezies-Priferenz das endogene, murine PrP®. Dieses kann aber nicht bzw.
nur schlecht konvertiert werden. Die Expression chimérer Maus-Mensch-PrPs (MHu2M)
ermbglichte ebenfalls eine Infektion mit PrP“®. Weitere Untersuchungen grenzten die

Interaktion auf den C-terminalen Bereich ein (Kaneko ef al., 1997).

Da Prion-Erkrankungen mit einer Konformationsinderung und Aggregation verbunden
sind, wurden schon lange Chaperone als Protein X diskutiert. So konnten Tatzelt et al. (1995)
bei Scrapie-infizierten Mause-Neuroblastoma (ScN2a)-Zellen eine verdnderte Stressantwort
zeigen. Die induzierbaren Hsp 28 und Hsp 72 wurden bei Stress nicht mehr exprimiert,
wiahrend alle anderen Stressproteine weiterhin induzierbar waren. Die Expression des
konstitutiv exprimierten Hsp 73 war in infizierten und nicht infizierten N2a-Zellen gleich.
Jedoch war die zelluldre Lokalisation des Hsp 73 in N2a- und ScN2a-Zellen unterschiedlich.
Hsp 73 in nicht infizierten Zellen verteilte sich gleichméfBig im Cytosol und wurde nach
Hitzeschock in den Kern transportiert. Dagegen war Hsp73 in ScN2a-Zellen
hochkonzentriert in bestimmten Regionen des Cytosols lokalisiert. Nach Hitze-Schock war
keine Translokation in den Kern, sondern nur eine diffuse cytosolische Verteilung zu

beobachten. Die molekularen Grundlagen beider Phdnomene sind noch nicht geklart.

Edenhofer et al. (1996) zeigten in einem yeast-two-hybrid-System eine Interaktion von
huHsp 60 mit recPrP des Hamsters. Durch Immuno-Blot Analysen mit Glutathion-S-
transferase::;recPrP Konstrukten wurde eine Bindungskonstante im mikromolaren Bereich

bestimmt.

In einem modifizierten in vitro-Konversionssystem (DebBurman et al., 1997; Kapitel
1.1.4) wurde der Einfluss wichtiger zelluldrer Chaperone untersucht. Nur GroEL stimulierte
die in vitro-Konversion von metabolisch markiertem [S*°]-PrP¢ in PrP™ ohne
Teildenaturierung des PrP*. Die Konversion war ATP-abhingig und wurde in Anwesenheit
von GroES gehemmt. Die Effektivitit der Konversion war ohne posttranslationale
Modifikationen deutlich hoher. Die in vitro-Konversion mit GroEL wurde unter erhdhten
Salzkonzentrationen (10 mM MgCly; 1,5 mM NaCl; 140 mM KCIl) durchgefiihrt. In einer
spateren Arbeit zeigte die gleiche Arbeitsgruppe mit erhohten KCI Konzentrationen (100 bis
500 mM) und 5 mM MgCl, eine in vitro-Konversion ebenfalls ohne Teildenaturierung des

PrP* (Horiuchi & Caughey, 1999).
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Chemische Chaperone (Kapitel 1.2.1) zeigten in Modell-Systemen ebenfalls einen
Einfluss. So verhinderten die chemischen Chaperone DMSO, TMAO und Glycerol die
Bildung von PrP™ in ScN2a-Zellen (Tatzelt et al., 1996). Auch in vitro beeinflussten
chemische Chaperone die Konversion. Wéhrend Glycerol und Cyclodextrin keinen Einfluss
zeigten, inhibierten Saccharose und Trehalose die Konversion. DMSO dagegen zeigte in vitro
eine komplexe Dosisabhingigkeit. Bei mittleren Konzentrationen (1-3 mM) steigerte DMSO
die Konversion, wohingegen es bei hoheren Konzentrationen (bis zu 30 %) die Konversion

inhibierte (DebBurman et al., 1997).

Alle hier aufgefiihrten Ergebnisse sprechen fiir eine mdgliche Beteiligung von Chaperonen
bei Prion-Erkrankungen, eine essentielle Funktion konnte bisher fiir kein Chaperon gezeigt

werden.

1.4 Aufgabenstellung

Die Prion-Protein only-Hypothese (oft als Protein only-Hypothese abgekiirzt), nach der
der Erreger allein aus PrP* besteht, konnte bis heute noch nicht endgiiltig bewiesen werden.
Der letztendliche Beweis wire die Generierung neuer Infektiositét in vitro. Wie im Einzelnen
beschrieben, konnten verschiedene in vitro-Konversionssysteme etabliert werden, die einige
Eigenschaften des PrP*° wieder herstellten (Kapitel 1.1.4). Bis heute konnte aber keine de

novo Infektiositit nachgewiesen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung und Erweiterung des in unserer
Arbeitsgruppe entwickelten in vitro-Konversionssystems (Post ef al., 1998). Dabei wurde eine
Strukturumwandlung und Aggregation nach Entfernung des SDS durch Verdiinnung
induziert. Diese Aggregate zeigten einige aber nicht alle Eigenschaften von PrP*. Um weitere
PrP*-spezifische Eigenschaften, wie die C-terminale PK-Resistenz oder Infektiositit,

herzustellen, wurden folgende Aspekte untersucht:

1. Das von Post et al. (1998) entwickelte in vitro-Konversionssystem fiihrte unter anderem
auch zu einer erhohten PK-Stabilitit des aggregierten PrP. Die spezifische N-terminale
Verkiirzung wie bei PrP* war aber aufgrund des Ausgangsmaterials (solPrP27-30 bzw.
recPrP(90-231)) nicht nachweisbar. Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit die Spezifitit

des in vitro-Konversionssystem durch recPrP(29-231) untersucht werden.
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2. In vitro-Generierung von Infektiositit konnte auch in unserem System mit recPrP oder
sPrP27-30 bisher nicht nachgewiesen werden. Die fehlende Infektiositit bei recPrP kann
auf die nicht vorhandenen posttranslationalen Modifikationen zuriickgefiihrt werden. Bei
sPrP27-30 waren diese Modifikationen zwar korrekt, aber neu generierte Infektiositit
konnte durch bereits vorhandene Hintergrundinfektiositit verdeckt worden sein.
Riickschliissse auf die Bedeutung der posttranslationalen Modifikationen fiir die
Generierung von in vitro-Infektiositit lieBen diese Experimente also nicht zu. Deshalb
sollte durch natiirliches PrP® aus eukaryotischen Zellkulturen der Einfluss dieser
posttranslationalen Modifikationen auf die Infektiositdt der Aggregate nach in vitro-
Konversion untersucht werden. Hierfiir ist die Aufreinigung von PrP® in relativ groBen
Mengen und hohen Konzentrationen essentiell. Ein transfiziertes CHO-Zellkultursystem
(Blochberger et al., 1997) sollte als Suspensionskultur in unserem Labor etabliert und ein

Aufreinigungsprotokoll entwickelt werden.

3. Die nach dem bestehenden Protokoll gebildeten Aggregate wiesen im Gegensatz zu
PrP27-30 keine fibrilldren sondern nur teilstrukturierte Formen auf (Post et al., 1998).
Durch Anderung der Losungsbedingungen kann die Aggregation beeinflusst werden.
Einerseits zeigten Zellkulturen, dass chemische Chaperone, wie Glycerol, die Bildung
von PrP* verhindern (Tatzelt ez al., 1996). Andererseits beschleunigte Glycerol die in
vitro-Fibrillogenese von AB40 (Yang et al., 1999). Eine Erhoéhung der
Salzkonzentrationen und Anderung des pH-Wertes konnte rekombinantes PrP in eine
fibrilldre Struktur tiberfiihren (Jackson et al., 1999). In diesem Zusammenhang wurde der
Einfluss von verschiedenen Salzkonzentrationen und chemischen Chaperonen in unserem

in vitro-System analysiert.

4. Eine zentrale Bedeutung im Infektionsprozess wird dem sogenannten Faktor X
zugeschrieben (Cohen & Prusiner, 1998; Kapitel 1.3). Dabei handelt es sich um eine fiir
die Replikation des Erregers notwendige zellulire Komponente. Man nimmt an, dass es
sich dabei um ein Protein handelt; prinzipiell konnte es sich auch um eine nicht-Protein-
Komponente, wie Zucker (Dumpitak, 1998; Appel et al., 1999) handeln. Bei Proteinen
sind im speziellen molekulare Chaperone denkbar, weil sich PrP¢ und PrP* in ihrer
Faltung unterscheiden und Chaperone Proteine bei der Faltung unterstiitzen (Kapitel
1.2.2). Als ein gut charakterisiertes Chaperon-System sollte daher das GroEL/ES-Systems
modellhaft in seiner Wirkung auf die in vitro-Konversion verschiedener Prion-Proteine

untersucht werden.
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2 Materialien:

2.1 Allgemeines zu Chemikalien und Losungen

Die verwendeten Chemikalien und Losungen waren, wenn nicht anders angegeben, vom
Reinheitsgrad pro analysi. Alle Losungen wurden mit hochreinem Milli-O-Wasser
(Hausanlage fiir deionisiertes Wasser mit nachgeschaltetem Wasseraufreinigungssystem EPA
Est. 41237-MA-1, Millipore GmbH, Neu Isenburg), im folgendem als HyOgejon. bezeichnet,
angesetzt und 20 min bei 121 °C autoklaviert. Nicht-autoklavierbare Losungen wurden mit
autoklaviertem H;Ogeion. (H2Oaut0k1,) angesetzt und mit einem 0,2 um Filter (Schleicher und

Schuell, Dassel) sterilfiltriert.

Fir Acrylamid-Stammldsungen wurden Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid in
H2Ouut0k1. gelost und 30 min mit einem lonenaustauscher (Amberlite MB3) unter Riihren
inkubiert. Nach Filtration iiber einen Faltenfilter waren die Acrylamid-Stammldsungen

gebrauchsfertig.

2.2 Puffer und Losungen

NaP; (Natrium-Phosphat-Puffer): 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat
100 mM Natriumdihydrogenphosphat

Die beiden Losungen wurden durch Mischen auf den entsprechenden pH-
Wert eingestellt und autoklaviert bzw. steril-filtriert. In den
Versuchsansédtzen wurde der Puffer, wenn nicht anders angegeben, mit
10 mM und einem pH-Wert von 7,2 eingesetzt.

MOPS: 200 mM  3-(N-Morpholino)-Propan-Sulfonsiure, pH 7,0
MOPBS: 20 mM  MOPS

150 mM NaCl
Freisetzungspuffer: 10 mM  MgCI2

10 mM KCI

80 mM NaCl

10 mM  NaPi, pH 7,2
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2.3 Chinesische Hamster Ovarien-Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Zellkulturlabor fiir eukaryotische Zellen eingerichtet. Die
Arbeiten erfolgten unter der Microflow-Sicherheitswerkbank Klasse II (Nunc GmbH,
Wiesbaden Biebrich). Es wurden ausschlieBlich sterile, einzeln verpackte Pipetten verwendet
und alle Gegenstinde wurden bevor sie unter die Werkbank gebracht wurden mit 70 %igen
Ethanol desinfiziert. Bei allen Arbeiten wurden Armelschoner (Sekura, Roth, Karlsruhe) und
zwei Paar Handschuhe getragen. Diese MaBBnahmen wurden jedoch eher aus Griinden des
Produktschutzes getroffen, da auch das iiberexpremierte PrP® bisher unter keinen

Bedingungen Infektiositat aufwies.

Das Medium fiir die Suspensionskulturen basierte auf dem CHO-S-SFM II Medium
(GibcoLife Technologies, Eggenstein), welches nach unseren Wiinschen modifiziert wurde.

Zusétzlich wurden je 500 ml Medium folgende Substanzen zugesetzt:

ml 100 x MEM Nicht essentielle Aminoséure '
ml 100 mM  Na-Pyruvat '

ml 100 x Penicillin/Streptomycin Losung '

ml 250 pg Fungizone '

Whn L WD D D

ml Insulin-Transferrin-Selenium-S-Supplement '
10 ml 50 x Nukleotid Losung >
5ml 100 x Glutamat und Asparagin (G+A) Losung
250 pl 100 mM  L-Methionine-sulphoximine in PBS *

mit Nukleotid Losung: je 35 mg Adenosin, Cytidine, Guanosin und Uridine
12 mg Thymidine
auf 100 ml mit HyOgejon, Auffiillen, mit 0,2 um Filtern

(Schleicher & Schuell, Dassel) sterilfiltrieren und zu 10 ml
aliquotieren

G+A Losung: 600 mg Na-Glutamat
600 mg Asparagin
auf 100 ml mit HyOgejon, auffiillen, mit 0,2 pm Filtern
(Schleicher & Schuell, Dassel) sterilfiltrieren und bei 4 °C lagern

Das fertige Zellkulturmedium wurde mit 0,2 um Cellulosenitratmembran-Filtereinheiten

(Nalgene, Hamburg) sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

GibcoLife Technologies, Eggenstein

Sigma Aldrich, Deisenhofen
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2.3.2 Glutamin-Synthetase Expressionssystem

Fiir die Expression des Prion-Proteins in hohen Konzentrationen wurde ein Glutamin-
Synthetase Genvervielféltigungssystem gewidhlt (Bebbington & Hentschell, 1987).
Chinesische Hamster Ovarien (CHO)-Zellen benétigen fiir ihr Wachstum und ihr Uberleben
Glutamin, das sie entweder aus dem Medium aufnehmen oder aus Glutamat und Ammonium
mit der Glutamin-Synthetase synthetisieren konnen. Die Glutamin-Synthetase kann durch L-
Methionine-sulphoximine (MSX) inhibiert werden (Sanders & Wilson, 1984) und somit eine
spezifische Genexpression von transfizierten Zellen in Glutamin-freiem, MSX-haltigen

Medium erzielt werden (Cockett et al., 1990).

Der offene Leserahmen (ORF) des Prion-Proteins des Syrischen Hamsters wurde in den
pEE-12-27-Vektor (modifizierter pEE-12-Vektor, Celltech, Slough, Berkshire, UK) kloniert.
Wie in Abbildung 2.1 gezeigt, steht der ORF unter der Kontrolle des Cytomegalovirus-
Promotor. Als Selektionsmarker tragt dieser Vektor die Glutamin-Synthetase cDNA unter der
Kontrolle des frithen SV-40 Promotors. Die transfizierten CHO-K1-Zellen wachsen nur bei
ausreichender Expression der Glutamin-Synthetase unter den selektionierenden Bedingungen

mit MSX.

Der CHO-Klon 30C3-1, der PrP® im Vergleich zum Hirngewebe des Syrischen Hamsters
etwa l4fach stirker expremiert (Blochberger ef al., 1997), wurde uns freundlicherweise von

Hana Serban (Arbeitsgruppe Prusiner, UCSF, USA) zur Verfiigung gestellt.

BamH| SHaPrP  xho|

pEE12-27 SHa
7883 bp

Abbildung 2.1 Prion-Protein-Glutminsynthetasae-Konstrukt zur Tansfektion der CHO-Zellen:

SHaPrP entspricht dem offenen Leserahmen des Syrischen Hamster Prion-Proteins, der unter der Kontrolle des
Cytomegalovirus-Promoter (CMV) steht. Die Selektion erfolgte {iber die Glutaminsynthetase, deren cDNA (GS
cDNA) unter der Kontrolle des frithen SV40-Promoters (SE) steht. Amp® markiert die Position des Ampicillin-
Resistenzgens.
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2.4 Prion-Proteine

Prion-Proteine wurden mittlerweile fiir sehr viele Spezies beschrieben. In dieser Arbeit

wurden ausschlieBlich Prion-Proteine mit der Sequenz des Syrischen Hamsters eingesetzt.

2.4.1 Rekombinante Prion-Proteine

Das rekombinante PrP(29-231), d.h. mit der Sequenz von Aminosdure 29 bis 231, und
recPrP(90-231) wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Prusiner (UCSF, USA) kloniert und uns
als teilaufgereinigte Lyophylisate zur Verfligung gestellt. Da recPrPs in prokaryotischen
Zellkultursystemen exprimiert werden, zeigen sie keine posttranslationalen Modifikationen.
Wihrend recPrP(29-231) dem Volllingen Prion-Protein ohne den ersten sechs N-terminalen
Aminosduren entspricht, ist das recPrP(90-231) mit dem N-terminal verkiirzten PrP27-30

vergleichbar.

2.4.2 Natiirliche Prion-Proteine

Als natiirliche Prion-Proteine werden posttranslational modifizierte Prion-Proteine bezeichnet.
Sie weisen neben dem C-terminalen Glykosyl-phosphatidyl-Anker (GPI) zwei N-

Glykosylierungen an Aminosiure Asparagin 181 und Asparagin 197 auf.

PrP 27-30

Das N-terminal verkiirzte, infektiose PrP27-30 wurde geméss dem standardisierten Protokoll
(Prusiner et al., 1983) von der Arbeitsgruppe Prof. Prusiner (UCSF, San Francisco, USA) aus
Scrapie-infizierten Syrien-Hamster-Hirnen (Lak:LVG; Charles River Laboratories) prapariert
und uns als Saccharosegradientenfraktion zur Verfiigung gestellt. Die Proben wurden mit
HOgeion. auf < 25 % Saccharose verdiinnt und PrP27-30 ii.N. bei 100.000 g und 4 °C im
SW28-Rotor in der L8-55 Ultrazentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA) pelletiert.

Hamster-Hirn PrP€
Zellulires Prion-Protein (PrP) aus Hamster-Hirn wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Prusiner
(UCSF, San Francisco, USA) zur Verfligung gestellt. Die Aufreinigung erfolgte aus gesunden

Hamster-Hirnen nach dem Protokoll von Pan et al. (1992).
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2.5 Molekulares Chaperon GroEL/ES

Das molekulare Chaperon GroEL und das Co-Chaperon GroES wurden mir freundlicherweise
von Dr. Jorg Tatzelt (Max-Planck-Institut Miinchen) zur Verfligung gestellt. Die verwendeten
Protein-Praparationen  zeigten ihre  Funktionalitit in  verschiedenen  anderen

Faltungsexperimenten, unter anderem mit denaturierter Rhodanese.

2.6 Kontrollproteine

Rinderserumalbumin (BSA): Lyophilisat in der Reinheit ,,Fraktion V*
(Boehringer Mannheim GmbH)

a-Lactalbumin (a-La): Lyophilisat (Sigma Aldrich, Deisenhofen)

2.7 Antikorper

Fir den immunologischen Nachweis der auf Membranen aufgebrachten Proteine wurden

folgende Antikdrper eingesetzt:

3F4-Antikorper: erkennt das Epitop AS 112-115 im Hamster Prion-Protein
monoklonales Immunglobulin G aus Maus
(Arbeitsgruppe Prof. Prusiner, UCSF, USA)

GroEL-Antikorper: Polyklonales Kaninchenserum Antikorper gegen GroEL
(Arbeitsgruppe Jorg Tatzelt, MPI, Martinsried)

Als Zweit-Antikdrper wurden spezies-spezifische monoklonale Antikorper, die mit
Peroxidase gekoppelt waren, eingesetzt (beide Amersham, Buckinghamshire, GB).

Der 3F4-Antikorper wurde zusitzlich zur immunologischen Aufreinigung des CHO-PrP©

eingesetzt (Kapitel 3.1.3).
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3 Methoden

3.1 Aufarbeitung der lyophilisierten rekombinanten Prion-Proteine

Die iiber hochauflosende Fliissigkeitschromatographie aufgereinigten Lyophilisate der
verschiedenen rekombinanten Prion-Proteine (Kapitel 2.4.2) enthielten Acetonitril und
Trifluoressigsdure. Sie mussten daher denaturiert und wieder renaturiert werden, um sie in die
native Struktur zu iiberfithren. Die Denaturierung/Renaturierung erfolgte nach einer auf dem
Protokoll aus San Francisco (Mehlhorn et al., 1996) basierende Methode, die fiir die hier

durchgefiihrten Experimente optimiert wurde (Jansen, 1998).

Etwa ein Milligramm des Lyophilisates wurden in 200 pl HyOgejon aufgenommen. Die
Konzentration wurde in einer 1:100 Verdiinnung in 10 mM NaP; {iber die Absorption bei 280
nm bestimmt (recPrP(90-231) &30nm = 2,472 M; recPrP(29-231) &80nm = 2,493 M) und
nachfolgend auf 5 mg/ml Protein eingestellt. Das Protein wurde durch Zugabe des vierfachen
Volumens 8§ M GdnHCI (Endkonzentration 6,4 M) vollstindig denaturiert. Nach einer
Inkubation von 30 min bei RT wurde die GdnHCIl-Konzentration durch schnelles Verdiinnen
mit 25 mM Tris /HCI, pH 8,0 und 5 mM EDTA gesenkt (1:10-Verdiinnung, Endkonzentration
0,6 M GdnHCI). Je nach eingesetzter Proteinmenge wurden die Losungen in Centriplus-
Rohrchen mit einem Ausschluvolumen von 3000 Da (Amicon Inc., Beverly, USA) durch
Zentrifugation auf 2 ml eingeengt (ca. 4 Stunde bei 3000 g; 4600 rpm im Rotor GA10,
Beckman, Palo Alto, USA). AnschlieBend (bei kleineren Volumina direkt) erfolgte die
weitere Aufkonzentrierung in Centricon-Rohrchen mit dem gleichen AusschlufBvolumen
(Amicon Inc., Beverly, USA) ebenfalls durch Zentrifugation (ca. drei Stunden bei max.
7500 g; 6400 rpm im Rotor GA10, Beckman, Palo Alto, USA). Die Centricon-R6hrchen
wurden zuvor mit einer 5 %igen PEG-Losung iliber Nacht abgesittigt, um die Verluste von
recPrP durch Adhédsion an die Membran zu verringern. Zum Pufferwechsel wurde das
Konzentrat dreimal mit 10 mM NaP; wieder auf 2 ml aufgefiillt und nochmals aufkonzentriert.
Der Uberstand, der also recPrP in 10 mM NaP; ohne SDS enthielt, wurde abgenommen. Das
Protein ist in diesem Puffer aber nur begrenzt 16slich, so dafl der grofte Teil des Proteins an
der Membran oder an den Wanden des Rohrchens haftet. Dieser Anteil konnte durch Zugabe
von 0,5 ml 10 mM NaP; mit 0,2 % SDS wieder in Losung gebracht werden. Nach einer
Stunde Inkubation bei Raumtemperatur und mehrfachem Vortexen wurde die Losung durch
nochmalige Zentrifugation aufkonzentriert. Diese zweite Fraktion in 0,2 % SDS enthielt den

groBten Anteil an recPrP.
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3.2 Solubilisierung von PrP27-30

Die Herstellung von solubilisierten PrP27-30 (solPrP27-30) erfolgte nach der Methode von
Post et al. (1998). Die Pellets der Prionstidbchen (siehe 2.6.1.2) wurden mit 350 ng/440ul in
10 mM NaP; gelost und anschlieBend auf 0,2 % SDS eingestellt. Das resuspendierte PrP27-30
wurde in max. 500 pl Gesamtvolumen in einem Labsonic-U-Becherultraschallgerét (B. Braun
Diessel Biotech, Melsungen) fiir fiinf Minuten kontinuierlich bei ca. 70 Watt im low-Modus
sonifiziert. Die Bechersonde wurde {iber einen sekunddren Kiihlkreislauf auf 4 °C
gegengekiihlt. Die effektive Beschallungsleistung wurde iiber die Aufheizung der
Bechersonde  wihrend der  Ultabeschallung  iberpriift; die  durchschnittliche
Temperaturerhohung lag zwischen 6-10 °C. Die Trennung der 16slichen Fraktion, im
folgenden als solPrP27-30 bezeichnet, von den Prionstdbchen erfolgte durch Zentrifugation in
dickwandigen 1,4 ml Polycarbonatgefien in der TL-100 Ultrazentrifuge mit einem
Ausschwingrotor TLS-55 bei 50000 rpm fiir 2,5 Stunden und 4 °C (Beckman, Palo Alto,
USA). Es wurden 50 pl der Meniskusfraktion abgenommen und ca. 50 pl iiber dem Pellet
stehengelassen. Die solPrP27-30-Fraktion wurde auf ihre Reinheit und PrP-Gehalt analysiert,
die Ausbeuten betrugen in der Regel ca. 10-20 %.

3.3 Aufreinigung des CHO-PrP°

Die Zellkultur und anschlieBende Aufreinigung des CHO-PrP® erfolgte in Anlehnung an
Protokolle aus der Arbeitsgruppe Prusiner (UCSF, San Francisco, USA), letztere basierten auf
der Aufreinigung von PrP® aus Hamster-Hirn (Pan ef al., 1992). Die Etablierung und
Optimierung der Aufreinigung von CHO-PrP¢ wurde gemeinsam mit Kerstin Elfrink im

Rahmen ihrer Diplom-Arbeit in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Elfrink, 2001).

3.3.1 CHO-Zellkultur

Die von Blochbeger et al. (1997) stabil transfizierten CHO-Zellen waren auf
Suspensionskultur adaptiert. Die Anzucht erfolgte in Spinner-Flasks (Bellco Glass Inc., USA)
in einem Zellkultur-Inkubator (Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich) bei bis zu 5%
Kohlendioxid und 37 °C. Die Lebend-Zellzahl wurde durch eine Trypanblau-Farbung (0,4 %
Trypanblau-Losung, Life-Technologies, Eggenstein) ermittelt. Farbelosung und Zellkultur-
medium wurden in gleichen Teilen gemischt und mittels Neubauer Zahlkammer unter dem
Mikroskop bei 40-facher VergroBerung bestimmt. Die Zellzahl pro Milliliter ergab sich nach

folgender Formel:
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n*2
X

* 104 Zellen/ml mit  n Anzahl lebender Zellen

y:

X Anzahl gezéhlter Felder

Eine neue Suspensionkultur wurde mit einer Zelldichte von 3-4 * 10° Zellen/ml gestartet.
In der Regel verdoppelte sich die Zellzahl nach ein bis zwei Tagen. Neue Nihrstoffe wurden
durch Zugabe von frischem Medium (Kapitel 2.3) zugefiihrt, dabei wurde eine Zelldichte von
3%10° Zellen/ml nicht unterschritten. Zur Aufreinigung und Analyse wurden eine
entsprechende Menge an Zellen bei 500 g fiir 5 min in der Untertischzentrifuge GS-6 KR mit

dem Rotor S/N 15688 (Beckman, Palo Alto, USA) pelletiert.

3.3.2 Zelllyse

Bei PrPC handelt es sich um ein Membranprotein, daher wurde als erster Schritt der
Aufreinigung eine Membranextraktion gewéhlt, um cytosolische Proteine zu entfernen. Alle

folgenden Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Die pelletierten Zellen (< 5 *10® Zellen/ml) wurden im Dounce-Puffer resuspendiert und
10 min auf Eis inkubiert. Mit einem engen Dounce-Homogenisator (B. Braun Diessel
Biotech, Melsungen) wurde die Suspension 20-30 mal behandelt und anschlieBend mit
Tonicity-Puffer die Osmolaritit wiederhergestellt, um ein Aufbrechen der Kerne zu
vermeiden. Die Kerne wurden durch Zentrifugation fiir flinf Minuten bei 1000 g in der
Untertischzentrifuge GS-6 KR mit dem Rotor S/N 15688 (Beckman, Palo Alto, USA)
pelletiert. Darauthin wurde der Uberstand S1 (nach Supernatant) fiir eine Stunde bei
100.000 g im SW28-Rotor in der L8-55 Ultrazentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA)
zentrifugiert, dabei pelletierten die Membranen wéhrend die cytosolischen Proteine im
Uberstand verblieben. Die Solubilisierung des CHO-PrPC erfolgte durch Inkubation des
Pellets P2 mit 0,5 % NP-40 und 0,5 % DOC im Lysis-Puffer fiir eine Stunde unter schiitteln
bei 4 °C. Losliche Bestandteile wurden von unldslichen durch Zentrifugation fiir 15 min bei
10.000 g im SW28-Rotor in der L8-55 Ultrazentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA)
abgetrennt. Der Uberstand S3 wurde auf die IMAC-Siule (Kapitel 3.3.3) aufgegeben.

Teilweise wurde auf die Entfernung der cytosolischen Proteine verzichtet und die Zelllyse

direkt durch Inkubation in Lysis-Puffer durchgefiihrt.
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Dounce-Puffer: 10 mM NaPi, pH 7,2 0,5 % DOC
0,5 mM MgCl, 10 mM NaP;, pH 7,2
1 uM Pepstatin 0,5 mM MgCl,
1 uM Leupeptin 1 uM Pepstatin
2 mM PMSF 1 puM Leupeptin
2 mM PMSF
Tonicity-Puffer: 10 mM NaP;, pH 7,2 1 mM EDTA

0,6 M NaCl
1 uM Pepstatin
1 uM Leupeptin
2 mM PMSF
Lysis-Puffer: 0,5 % NP-40

3.3.3 Kupfer-imobilisierte Metall-Affinitats-Chromatographie (IMAC)

Das Prinzip einer IMAC basiert auf einer spezifischen Wechselwirkung von Proteinen mit
imobilisierten zweiwertigen Kationen. In diesem Fall kann CHO-PrP® mit den Histidinen im
Octarepeat Bereich (Kapitel 1.1.2) Cu®" koordinativ binden. Dieser Octarepeat ist auch fiir
Bindung von Cu®" durch PrP€ in vitro und in Zellkultur (Brown et al., 1997b) verantwortlich,
iiber deren physiologische Bedeutung derzeit spekuliert wird. Die Elution erfolgte durch

Verdriangung der Histidine durch Imidazol.

Eine Chromatographie-Sdule (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) wurde mit
100 ml Chelating Fast-Flow Sepharose (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden)
gepackt. Die Beladung mit Cu®" erfolgte durch Waschung mit 400 ml CuSO, (5 mg/ml).
Anschlielend wurde mit 200 ml H)Ogeion. und 300 ml 10 mM Imidazol in MOPBS
gewaschen, wobei sich die Farbe des Sdulenmaterials von einem blassem Blau zu einem

leuchtendem Blau dnderte.

Im Anschluss daran wird die Sdule an die LKB-Peristaltikpumpe (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden) angeschlossen und mit 200 ml 1 mM Imidazol, 0,2 % Zwittergent 3-12
in MOPBS equilibriert. Das solubilisierte Protein S3 (Kapitel 3.3.2) wurde auf 1 mM
Imidazol eingestellt und mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die IMAC aufgetragen.
Unspezifisch und oder schwach gebundene Proteine wurden durch Waschung mit 300-400 ml
1 mM Imidazol und 0,2 % Zwittergent 3-12 in MOPBS und 200 ml 15 mM Imidazol und
0,2 % Zwittergent 3-12 in MOPBS entfernt. Die Elution erfolgte durch 150 mM Imidazol und
0,2 % Zwittergent 3-12 in MOPBS.
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Waihrend der gesamten Chromatographie wurden Fraktionen unterschiedlicher Grofie
entweder per Hand oder mit Hilfe eines Fraktionssammlers LKB (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden) gesammelt und die Absorption bei 280 nm und 400 nm im
Spektralphotometer DU 640 (Beckman, Palo Alto, USA) bestimmt. Die Elutionsfraktionen,
die Protein enthielten, wurden vereinigt und fiir die 3F4-Antikorper-Affinitéts-

Chromatographie verwendet.

Die Regeneration der Sdule erfolgte durch Waschen mit 250 ml 50 mM EDTA und 0,2 %
Zwittergent 3-12 in MOPBS, gefolgt von 250 ml 0,1 M Salzsdure und 250 ml 0,1 M
Natronlauge. Die Sdule wurde mit MOPS-Puffer neutralisiert und in MOPBS mit 2 mM Na-
Azid gelagert.

3.3.4 3F4-Antikorper-Affinitats-Chromatographie

Die Antikorper-Affinitits-Chromatographie basiert auf einer spezifischen Bindung des
gewiinschten Proteins an einen Antikorper. In der hier durchgefiihrten Affinitits-
Chromatographie wurde der PrP-spezifische monoklonale Antikorper 3F4 (Kascsak et al.,
1987) an Protein G-Agarose imobilisiert und durch den ImmunoPure Plus®-Kit (Perbio

Science Deutschland, Bonn) kovalent verkniipft.

Die Antikorpersdule wurde mit 0,2 % Zwittergent 3-12 in MOPBS equilibriert und mit
dem IMAC-Pool bei einer Flussrate von 0,5 ml/min beladen. AnschlieBend wurde mit 0,2 %
Zwittergent 3-12 in MOPBS gewaschen. Die Elution erfolgte mit 0,2 % Zwittergent 3-12 und
150 mM NaCl in 0,1 M Essigsdure. Der pH-Wert des Eluats wurde durch Vorlegen eines
entsprechenden Volumens an 100 mM NaP; pH 7,2 neutralisiert. Auch hier wurden wéhrend
der gesamten Chromatographie Fraktionen unterschiedlicher Gréf3e entweder per Hand oder
mit einem Fraktionssammlers (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) gesammelt und
die Absorption bei 280 nm und 400 nm im Spektralphotometer DU 640 (Beckman, Palo Alto,
USA) bestimmt. Die Elutionsfraktionen, die Protein enthielten, wurden vereinigt und in
Centricon-Rohrchen mit 3000 kDa AusschluBvolumen (Amicon Inc., Beverly, USA)

aufkonzentriert (siche unten).

Die Antikorpersdule wurde mit 1,5 M Tris/HCI pH 8,8 neutralisiert und in MOPBS mit
2 mM Na-Azid gelagert.



30 Methoden

3.3.5 Aufkonzentrierung und Umpufferungen

Das in dieser Arbeit verwendete in vitro Konversionssystem basiert auf geringen
Konzentrationen von SDS im Ausgangsmaterial. Da das Eluat der Antikorpersdule in
Zwittergent 3-12 vorliegt und um das CHO-PrP® aufzukonzentrieren, wurden Centricon-
Rohrchen mit 3000 kDa Ausschluvolumen (Amicon Inc., Beverly, USA) verwendet. Die
Centricon-Réhrchen wurden zuvor mit einer 5 %igen PEG-Losung iiber Nacht abgesattigt:
Das Eluat wurde durch Zentrifugation (ca. drei Stunden bei max. 7500 g; 6400 rpm im Rotor
GA10, Beckman, Palo Alto, USA) auf < 200 pl eingeengt, mit 2 ml 10 mM NaP;, pH 7,2
aufgefiillt und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt um das
Detergenz vollstindig zu entfernen. AnschlieBend wurde mit 500 ul 0,2 % SDS, 10 mM NaP;,
pH 7.2 aufgefiillt und erneut aufkonzentriert.

3.4 Induktion der in vitro-Aggregation

Nach dem von Post ef al. (1998) etablierten in vitro-Konversionssystem (Kapitel 1.1.5)
wird die Konversion durch Ausdiinnen des SDS induziert. Dabei wurden entsprechende
Konzentrationen des Proteins in 10 mM NaP; mit 0,2 % SDS vorgelegt und anschlieBend mit

10 mM NaP; verdiinnt, so dass die SDS-Konzentration unter 0,01 % liegt.

Der Einfluss verschiedener zusitzlicher Komponenten wurde entweder durch Zugabe der
Komponente vor oder mit dem Ausdiinnen des SDS untersucht. Bei den Untersuchungen mit
GroEL wurde darauf geachtet, dass GroEL nur unter niedrigen SDS-Konzentrationen
(< 0,07 %, Kapitel 4.5) mit PrP vorinkubiert wurde. Teilweise wurden die Untersuchungen

auch ohne Vorinkubation durchgefiihrt, so dass GroEL im Ausdiinnungspuffer gelost war.

3.5 Solubilisierungsspin

Durch differentielle Ultrazentrifugation kann die Loslichkeit eines Proteins bestimmt
werden. Nach Hjelmeland (1984) gelten Partikel, die sich nach Zentrifugation fiir eine Stunde
bei 100.000 g im Uberstand befinden, als 16slich. Die Proben wurden fiir eine Stunde mit
42.000 rpm (TLA-45 Festwinkel-Rotor) bei 25° C in der Beckman Optima TM TL
Ultrazenrifuge (Beckman, Palo Alto, USA) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig ab-
genommen und das Pellet in 0,2 % SDS 10 mM NaP; resuspendiert und fiir fiinf Minuten bei
100 °C inkubiert. Der relative Proteinanteil in Uberstand und Pellet wurde mittels Gelelektro-

phorese und Western-Blot (Kapitel 3.9 und 3.10.1) oder Dot Blot (Kapitel 3.10.2) bestimmit.
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3.6 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie konnen Diffusionszeiten von
Molekiilen in Losung bestimmt werden. Uber die ermittelten Diffusionszeiten kdnnen
Aussagen iiber das Molekulargewicht der untersuchten Teilchen gemacht werden. Erste
theoretische Uberlegungen zur konvokalen Fluoreszenzspektroskopie wurden schon 1916 von
Smoluchowski gemacht, das Prinzip der FCS und erste Experimente stammen jedoch von

Elson & Magde (1974) sowie Ehrenberg & Rigler (1974).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden mit einem Confocor ®
(Evotec BioSystems GmbH, Hamburg, und Carl Zeiss Jena GmbH, Jena) gemacht. Als

Probengefall wurden Acht-Kammer Zellschalen (Nunc Inc., Naperville, USA) verwendet.

3.6.1 Prinzip der FCS-Messung

Fluoreszenzmarkierte Molekiile in einer Probe werden durch einen Laser angeregt. Mittels
einer speziellen, dreidimensional abbildenden Lochblende wird nur die Fluoreszenz aus einem
sehr kleinen, konfokalen Volumenelement detektiert (Abbildung 3.1A,B). Durch seine hohe
Intensitit und den geringen Offnungswinkels des Lichtstrahles ist ein Laser hierfiir besonders
geeignet. Der beleuchtete Fokus hat ein Volumen von etwa einem Femtoliter, also 10™° 1 und
entspricht damit in etwa der GroBe einer Bakterienzelle. Die zu untersuchenden Molekiile
liegen in niedriger Konzentration (nanomolar) vor, so dass sich zu einem gegebenen
Zeitpunkt nur wenige Molekiile, im Idealfall nur ein einziges, im Fokus befinden. Unter

diesen Bedingungen ist die Fluktuation der Fluoreszenz am groBten.

Diese Fluoreszenzfluktuation wird zeitaufgelost vom Detektor aufgezeichnet
(Abbildung 3.1C). Aus dieser Messung kann berechnet werden, wie lange sich ein einzelnes

Molekiil im Mittel im beleuchteten Volumenelement aufgehalten hat.

Die Auswertung der Fluoreszenzfluktuation erfolgt durch Autokorrelation, da der
Diffusionsproze und damit die Bewegung der Molekiile durch den Fokus zufallsbedingt ist.
Dabei wird die Abweichung der Fluoreszenz vom Mittelwert fiir einen bestimmten
Zeitpunkt t gemessen und mit der Abweichung zum Zeitpunkt t + T multipliziert. Dieses
Produkt wird durch das Quadrat der mittleren Fluoreszenzintensitdt normalisiert. Jeder dieser
Werte wird als zeitliches Mittel tliber die gesamte Messzeit, <>, angegeben. Die

Autokorrelationsfunktion lautet also:
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Abbildung 3.1 (A) Schematische Darstellung des Strahlenganges des FCS

(B) Schematische Darstellung des konvokalenVolumenelementes aus dem die Fluoreszenz-
Fluktuation aufgezeichnet wird.

=

(C) Zeitaufgeloste Aufzeichnung der Fluoreszenz-Fluktuation.
(D) Aus der Fluoreszenz-Fluktuation berechnete Autokorrelationsfunktion.

_BF(1)-8F(t+1)) L1

G() .
(F(2)

Gl 1

mit  3F(t) = Abweichung der Fluoreszenz vom Mittelwert zum Zeitpunkt t
OF(t + t) = Abweichung der Fluoreszenz vom Mittelwert zum Zeitpunkt t + 1
<> = zeitliches Mittel (,,Mittelwert* iiber die gesamte Messzeit)

<F(t)> = zeitliches Mittel der Fluoreszenz

An der Stelle T =0 gilt:
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1
G(0) = %H Gl 2

mit <n> als die mittlere Anzahl der Molekiile im Fokus. Wird G gegen t aufgetragen
(Abbildung 3.1D), so kann die mittlere Diffusionszeit der Molekiile, 1., durch den

Wendepunkt der Kurve bestimmt werden.

Die Autokorrelation erfolgt automatisch wihrend der Messung mit Hilfe einer Korrelatorkarte
im Computer. Aus dieser Kurve kdnnen verschiedene Molekiilparameter mit Hilfe der Access
Fit® Software (Evotec BioSystems GmbH, Hamburg, Version 1.1 sowie 2.0) berechnet
werden. Hierzu wird eine theoretische Autokorrelationsfunktion (Gl. 3) durch Variation der
entsprechenden Parameter der gemessenen Kurve angenéhert. Die Autokorrelationsfunktion

zur Berechnung der Molekiilparameter lautet:

1 1
Glt)=1+- Gl 3
" (1+L) 1+ ;
Tc k 'TC

mit k = Strukturparameter (Eigenschaft des Beleuchtungsfokus)

n = mittlere Anzahl der Molekiile im Beleuchtungsfokus
t = Korrelationszeit

tc = mittlere Diffusionszeit der Molekiile durch den Fokus

3.6.2 Messung mehrerer Komponenten

Befinden sich mehrere fluoreszierende Molekiile in der Probe, kénnen die Diffusionszeiten
dennoch durch FCS bestimmt werden. Bis zu drei verschiedene Molekiilarten konnen
gleichzeitig bestimmt werden. Die Korrelationskurve zeigt dann mehrere Wendepunkte (
Abbildung 3.2), die den einzelnen Diffusionszeiten entsprechen. Da die Diffusionszeit
proportional zur dritten Wurzel des Molekulargewichtes ist, fiihrt ein Anstieg des
Molekulargewichtes um Faktor acht nur zu einer Verdoppelung der Diffusionszeit. Daher
sollten sich die Molekiile deutlich in ihrem Molekulargewicht unterscheiden, d.h. um

mindestens Faktor acht.
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Abbildung 3.2 Korrelationskurven fiir eine Komponente (A) und fiir zwei Komponenten (B).
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3.6.3 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen fur die FCS Messungen

Fir die FCS Messungen werden fluoreszierende Partikel bendtigt. Proteine konnen
kovalent mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden. Fiir die Fluoreszenzmarkierung von
recPrP wurde das griin fluoreszierende Cyanin FluoroLink ™ Cy2™ (Amersham Life Science,

Lit. Chalfont, GB; Abbildung 3.3), im folgenden als Cy2 bezeichnet, verwendet.

Cy2 ist ein verhdltnisméBig groBBes Molekiill (MW=897 Da), das aber im Gegensatz zu den
meisten anderen Fluoreszenzfarbstoffen relativ hydrophil ist. Eine Eigenschaft die fiir die
Untersuchung von Aggregationsprozessen entscheidend ist, da der Farbstoff alleine das
Aggregationsverhalten moglichst nicht beeinflussen sollte und auf keinen Fall selbst die

Aggregation induzieren darf.
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Abbildung 3.3 Schematische Darstellung des Cyanin FluoroLink™ Cy2™
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Die Kopplung an das Protein erfolgt durch Bildung eines Carboxamids aus einer priméren

Aminogruppe des Proteins und einer der beiden Succinimidylestergruppen des Farbstoffs

(Abbildung 3.4).

0 Q
s 2 -
R'—C—0O—N + R“-NH; —» RIC-NHR® + HON
0] 0]
Succinimidylester primare Aminogruppe Carboxamid
des Farbstoffs des Proteins

Abbildung 3.4 Reaktionsmechanismus der Bindung von Cy2 an Proteine.

Ansatz zur Fluoreszenzmarkierung: 10-50 pg Protein
3 ul Cy2in 30 ul DMSO
0,2 % SDS
20 mM Natriumphosphat pH 8,4

Die Markierung erfolgte durch Inkubation fiir eine Stunde im Dunkeln bei

Raumtemperatur, wobei der Ansatz mehrfach gevortext wurde.

Das markierte Protein wurde anschlieBend durch GroéBenausschlulchromatografie
(NAP™S5 Siulen, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) von iiberschiissigem freien
Farbstoff getrennt: Die Sdulen wurden mit 15 ml Elutionspuffer equilibriert. AnschlieBend
wurde die Probe und 900 pl Elutionspuffer auf die Sdule gegeben. Die ersten 400 ul des
Eluats wurden verworfen und die folgenden 600 pl in Aliquots zu 150 pl gesammelt und im
Spektralphotometer DU 640 (Beckman, Palo Alto, USA) analysiert. In der Regel enthielten
die Fraktionen zwei und drei die groBte Menge an Protein. Sie wurden auf eine zweite Sdule
aufgetragen und durch Zugabe von Elutionspuffer eluiert. Die ersten 550 pl des Eluats
wurden verworfen. Danach wurden jeweils 150 pl Fraktionen gesammelt, die sowohl
photometrisch wie auch durch FCS analysiert wurden. Die Abtrennung des freien Farbstoffs
gelang mit der beschriebenen Methode nicht vollstindig (ca. 40 bis 70 % nach FCS). Das
storte bei den FCS-Messungen allerdings nicht, weil das markierte Protein und der freie
Farbstoff sich in ihrem Molekulargewicht deutlich unterschieden und als zwei getrennte

Komponenten erkannt wurden.

Elutionspuffer: 150 mM NaCl
0,2 % SDS
10 mM NaP;, pH 7,2
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3.7 Circular-Dichroismus-Spektroskopie

Asymmetrische Molekiile konnen verschiedene Absorptionskoeffizienten fiir rechts- und
linkszirkular polarisiertes Licht besitzen. Die Differenz dieser Absorptionskoeffizienten wird
bei der Circular-Dichroismus (CD)-Spektroskopie gemessen. Der CD-Effekt bei Proteinen
wird durch die asymmetrische Sekundérstruktur verursacht. Typische Sekundirstruktur-
elemente wie a-Helix oder B-Faltblatt zeigen jeweils unterschiedliche CD-Spektren im fernen
UV-Bereich (170 - 260 nm). Durch Messung des CD-Spektrums ldsst sich deshalb auf die

relativen Anteile der einzelnen Sekundarstrukturelemente zuriickschlieBen (Abbildung 3.5).

Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Spektren wurden mit dem Spectralpolarimeter
J715 (Jasco® Labor- und Datentechnik GmbH, GroB-Umstadt) aufgezeichnet. Es wurden
Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 mm (200 ul Volumen) oder Mikrokiivetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm (ca. 90ul Volumen; beide Helma, Miillheim) verwendet. Fiir
Messungen wurden Proteinkonzentrationen von etwa 0,05-0,5 mg/ml bzw. 3,1-31 uM
recPrP(90-231) (1 mm Kiivette) oder etwa 0,01 mg/ml bzw. 0,61 uM recPrP(90-231) (0,1 mm

Mikrokiivette) eingesetzt.
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Abbildung 3.5 CD-Spektren typischer Sekundiirstrukturelemente (nach Greenfield & Fasman, 1969)
Die Spektren wurden in der | mm Kiivette bei Raumtemperatur von 185 bis 260 nm bei

einer Auflosung von 1 nm und einer Responsezeit von 4 s aufgezeichnet. In den

Mikrokiivetten ist eine Messung unter 200 nm nicht moglich.
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Um eine Ozonbildung zu unterbinden, wurde die Probenkammer fiir Messungen unter 200
nm mit max. 12 1 Stickstoff pro Minute, sonst mit 4-6 1/min, gespiilt. Fiir jede Probe wurden
5-10 Spektren aufgenommen, gemittelt und um das entsprechende Pufferspektrum korrigiert.

Zu Beginn jeder Messreihe wurde das Gerédt mit Ammonium-d-Campher-10-sulfat geeicht.

Die Proteinkonzentration kann aus dem parallel aufgezeichneten Absorptionssignal {iber
die Absorption der Peptidbindung bei 205 nm abgeschitzt werden. Nach Scopes (1974)

entsprechen 31 Absorptionseinheiten bei 205 nm einem Milligramm Protein.

3.8 Proteinase K-Verdauung

Zur Charakterisierung der unter verschiedenen Bedingungen aggregierten Prion Proteine
wurde die Proteinase K (PK)-Stabilitdt bestimmt. Dabei wurden die Proben fiir 1-60 min bei
-4 bis 37 °C inkubiert. Die PK-Aktivitit wurde durch Einstellen von 7,5 mM PMSF, Zugabe
von einem Volumen Laemmli-Auftragspuffer und nachfolgender Denaturierung fiir 5 min bei
100 °C gestoppt. Die Verdauungen wurden in der Regel in silanisierten Reaktionsgefden
durchgefiihrt, um ein irreversibles Anhaften der aggregierten Proteine an die GefdBwand zu
vermeiden. Die Silanisierung der Reaktionsgefiale erfolgte in Bechergldsern im Exikator.
Etwas 200 pl Dimethyl-dichlorsilan (Fluka, Neu-Ulm) wurden in ein mit Reaktionsgefa3en
gefiilltes 250 ml Becherglas gegeben und nach mehrfachem Vakuumziehen und beliiften {iber

Nacht im Exikator inkubiert.

3.9 Proteingelelektrophorese

Mit Hilfe einer denaturierenden, diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli
(1970) werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Durchfiihrung erfolgte
nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989). Hierzu wurde eine Hoefer SE 600
Gelelektrophoresekammer von Pharma Biotech (San Fransisco, USA) mit vertikalen
Plattengelen verwendet. Zundchst wurde, wenn nicht anders angegeben ein 12 %iges
Trenngel gegossen und mit Isobutanol iiberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das

Isobutanol abgegossen und mit einem 3 oder 5 %igem Sammelgel iiberschichtet.

Die Proben wurden mit Auftragspuffer gemischt und 5 Minuten bei 100° C inkubiert und
nach dem Auftragen fiir 15-20 Minuten bei 180 V ins Sammelgel einlaufen gelassen.
Anschliefend wurde das Gel fiir ca. zwei bis drei Stunden bei 210 V oder iiber Nacht bei 30-
40 V elektrophoresiert. Zur Molekulargewichtsbestimmung der Probe wurde ein

Molekulargewichtsmarker (Tabelle 3.1) aufgetragen.
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Tabelle 3.1 Molekulargewichtsmarker (GIBCO BRL® (Life Technologies, USA)

gefirbte Proteine Molekulargewicht apparentes Molekulargewicht
[kDa] [kDa]

Lysozym 14,3 14,530
3-Lactoglobulin 18,4 19,740
Carboanhydrase 29,0 28,685

Ovalbumin 43,0 45,475
Rinderserumalbumin 68,0 71,775
Phosphorylase 97,4 96,730
Myosin (H-Kette) 200,0 220,950

10 x Laemmli (Gelelektrophoresepuffer) Auftragspuffer nach Laemmli

0,25 M Tris/HCI pH 8,3 70 mM Tris/HCL, pH 6,8
1,9 M Glycin 5 % 2-B-Mercaptoethanol
2 % SDS
5 % Glycerin
0,05 % Bromphenolblau

Bei der Elektrophorese wurde eine 1:10-
Verdiinnung eingesetzt, der 0,1 % SDS

(Endkonzentration) zugesetzt wurde.
Angegeben sind die Endkonzentrationen in

den fiir die Elektrophorese vorbereiteten

Proben.
Trenngel Sammelgel
380 mM Tris/HCI, pH 8,8 124 mM 0,5 M Tris/HCL, pH 6,8
12 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 3 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat)
0,1 % TEMED (N,N,N',N"- 0,1 % TEMED (N,N,N',N"-
Tetramethylethylendiamin) Tetramethylethylendiamin)

0,1 % APS (Ammoniumperoxodisulfat) 0,1 % APS (Ammoniumperoxodisulfat)

3.9.1 Silberfarbung

Mit Hilfe der Silberfarbung kann bis zu 50 ng Protein pro Bande nachgewiesen werden
(Merril et al., 1981; Keukeshoven et al., 1985). Die Silberfarbung von Proteingelen ist somit
sensitiver als die Coomassie-Farbung (Kapitel 3.9.2), sie ldsst aber keine quantitativen

Aussagen zu.

Fixierung: 50 %  Ethanol 20 min
10 %  Essigsédure (optional {iber Nacht)
Waschung: 10 %  Ethanol 10 min

5 % Essigsdure
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Oxidierer: 0,05 %  Natriumcarbonat 1 min
0,15 % Kaliumhexacynoferrat
0,3 % Natriumthiosulfat

Waschung: H>04cion 3x 10 min
Féarbung: 0,2 %  Silbernitrat 20 min
Waschung: H>04cion 3x 5 min
Entwicklung: 3 %  Natriumcarbonat nach Bedarf

0,02 %  Formaldehyd

Waschung: 1 %  Essigsdure 10 min

3.9.2 Coomassie-Farbung

Die Proteingele wurden nach Neuhoff et al. (1985) zum Proteinnachweis Coomassie
gefarbt. Die Coomassiefarbung hat eine Nachweisempfindlichkeit von 5-10 ng Protein pro
Bande und kann zur vergleichenden quantitativen Proteinkonzentrationsbestimmung heran-

gezogen werden.

Fixierung: 25 % Isopropanol lh

10 %  Essigséure
Farbung: 0,1 % Coomassie Brilliant Blue G-250 2h

50 %  Methanol (optional iiber Nacht)
Entfarbung: 50 %  Methanol nach Bedarf

10 %  Essigsédure

3.10 Blotting-Techniken

3.10.1 Semi-Dry-Blot

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung kdnnen Proteine durch den Semi-Dry-Blot auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran {ibertragen werden. In der Regel wurde das
Sammelgel vom Trenngel getrennt und verworfen. Das Gel wurde, ebenso wie die
Chromatografiepapiere und die durch Ethanol-Benetzung aktivierte Membran, 10 min in 1 x
Laemmlipuffer (Kapitel 3.9.1) geschwenkt. Der Aufbau in der ,,Semi-Dry Electrophoresis
Transfer Cell“ (Biorad, Hercules, USA) bestand aus drei Chromatografiepapieren, der
Membran, dem Gel und weiteren drei Papieren. Der Transfer erfolgte fiir eine Stunde bei 150

mA pro Gel und max. 20 Volt.
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3.10.2 Dot-Blot

Beim ,,Dot-Blot“~-Verfahren wird das zu untersuchende Protein direkt unter Vakuum auf
eine PVDF-Membran (Millipore GmbH, Neu Issenburg) libertragen. Es wurde eine Apparatur
mit 96 Probenlochern (S & S Minifold I, Schleicher & Schuell, Dassel) verwendet. Die
PVDF-Membran wurde durch Benutzung mit Ethanol aktiviert und anschlieend zusammen
mit einem Chromatografiepapier (Whatman 3MM Chr) in TBST geschwenkt. Der Aufbau
bestand aus der unteren Kammer, dem Chromatografiepapier, der Membran und der oberen
96-Lochplatte. Nach Anlegen des Vakuums wurde zunéchst jedes Loch zweimal mit je 100 pl
10 mM NaP; gespiilt. Dann wurden die Proben mit einem Volumen von ca. 100 pl unter
geringem Vakuum pipettiert. Anschliessend folgten zwei weitere Waschschritte mit je 100 pl
10 mM NaP; . Die Detektion des Proteins erfolgte durch immunologischen Nachweis (3.11).
Da der PrP-spezifische Erstantikorper 3F4 besser denaturiertes Protein erkennt, wurde die
Membran vor Durchfiihrung des immunologischen Nachweises fir 5 min in 1% KOH

geschwenkt.

3.11 Immunologischer Proteinnachweis

Die freien Bindestellen fiir Proteine auf der PVDF-Membran wurden zunichst durch
Schwenken in TBST mit 5 % Milchpulver (Frema-Reform, DE-VAU-GE, Liineburg) fiir zwei
Stunden (optional iiber Nacht) abgesittigt. Dann wurde die Membran kurz mit TBST
abgespiilt und mit einem spezifischen Erstantikérper fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert (optional iiber Nacht bei 4°C). AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir je fiinf
Minuten mit TBST gewaschen. Als Nachweisantikorper wurde ein Peroxidase-gekoppelter
Zweitantikorper aus dem ECL-Western-Blot Detection System (Amersham, Chalmont, GB)
verwendet. Er wurde in einer 1:5000-Verdiinnung in TBST eingesetzt, die Inkubation erfolgte
fiir eine Stunde. Durch dreimaliges Waschen fiir jeweils 10 min wurde nicht gebundener

Antikorper entfernt.

Der Nachweis erfolgte durch Chemolumineszenz. Das Detektionsreagenz enthélt Luminol,
das von der an den Zweitantikdrper gekoppelten Peroxidase oxidiert wird. Bei dieser Reaktion
wird Energie in Form von Licht abgegeben (Abbildung 3.6. Die Lichtemission hélt etwa eine
Stunde lang an. Die Membran wurde fiir eine Minute mit Detektionsreagenz benetzt, und die
Lumineszenz wurde durch 0,5 bis 5-miniitiger Exposition eines Rontgenfilms (Kodak-X-

OMAT TM, Sigma, St. Louis, USA) detektiert.
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Peroxidase / H,0, o
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NH, O NH, O
Luminol oxidiertes Luminol

Abbildung 3.6 Reaktionsmechanismus fiir die Lumineszenzreaktion mit dem ECL-System.

TBST (Tris Buffer Sodium Tween): 10 mM  Tris/HCL pH 8,0
150 mM  NaCl
0,01 % Tween 20

h-v
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4 Ergebnisse

4.1 Aufreinigung von CHO-PrP€

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunichst ein Zellkultursystem fiir die Expression von
posttranslational modifiziertem PrP mit anschlieBender Aufreinigung etabliert werden.
Hierfiir war die Einrichtung eines zusitzlichen Labors fiir tierische Zellkulturen unter S2-
Bedingungen notwendig. Die transfizierten CHO-Zellen wurden uns aus dem Labor S.B.
Prusiner (UCSF, San Francisco, USA) zur Verfiigung gestellt. In Abbildung 4.1 ist die
verwendete Strategie zur Aufreinigung des PrP© dargestellt, sie bestand aus drei Schritten:
Lyse und Solubilisierung, Cu-IMAC und 3F4-Antikorper-Affinitdtschromatographie. Sie
beruht auf einem in San Francisco etablierten Protokoll, dass auf einem Protokoll zur

Aufreinigung von PrP¢ aus Hamster-Hirn basierte (Pan et al. 1992).

Zellpellet

Zelllyse
und
Proteinsolubilisierung

Losliche Fraktion
(Gesamtprotein)

Cu-IMAC
(0,2 % Zw 3-12)

!

Kupfer-bindende
Proteine

3F4-Antikorper-
Affinitdtschromatographie
(0,2 % Zw 3-12)

l

zellulares PrP

Abbildung 4.1Strategie zur Aufreinigung des PrP® aus CHO-Zellkultur.

Die in Suspensionskultur vermehrten Zellen wurden abzentrifugiert und lysiert. Die Solubilisierung des PrP aus
der Zellmembran erfolgte entweder im Anschluss an eine Membranpréparation oder direkt wihrend der Zelllyse
mit verschiedenen Detergenzien. Die weitere Reinigung erfolgte in zwei Schritten mittels Cu-IMAC und 3F4-
Antikorper-Affinitdtschromatographie. Bei der Chromatographischen Aufreinigung erfolgte ein Wechsel vom
Solubilisierungs-Detergenz auf Zwittergent 3-12 (Zw 3-12).
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4.1.1 Zelllyse und Solubilisierung des CHO-PrP©

Zelllyse und Solubilisierung des membranstindigen PrP¢ war der erste Schritt bei der
Aufreinigung, da Loslichkeit die Voraussetzung fiir die weitere chromatographische
Aufreinigung war. Alternativ konnte beides zusammen in einem Schritt erfolgen oder eine
vorherige Membranprédparation mit anschlieBender Solubilisierung der Membranproteine
durchgefiihrt werden. Im ersten Fall wurden die pelletierten Zellen in Detergenz enthaltenden
Puffern inkubiert und anschlieBend die 16slichen von den unldslichen Bestandteilen durch
Zentrifugation getrennt. Dabei erhielt man sowohl die 16slichen cytosolischen als auch die
solubilisierten Membranproteine. Der Zusatz von Detergenzien soll die Zellen aufbrechen,
aber die Zellorganellen intakt lassen, da vor allem freigesetzte DNA die weitere
Probenhandhabung erschwert. Es wurden verschiedene Detergenzien einzeln oder in

Kombination getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1 Vergleich verschiedener Detergenzien bei der Aufreinigung von CHO-PrP®:

Detergenz Methode* DNA Solubilisierungs Chromatographische

Freisetzung  Ergebnisse Reinigung
0,5 % NP-40, Lyse nein - ut
0,5%DOC  Dounce 8 8
i Lyse
Octylglgllulzomde Y nein gut nicht getestet'
(versch. Konz.)  poince
Zwittergent 3-12  Lyse nein maéssig nicht getestet
(versch. Konz.)  Dounce gut gut
Triton X-100 Lyse nein sehr gut nicht moglich
0,2 % SDS Lyse ja schlecht nicht getestet
o .
0’41 /00/ S];lé;)él n Lyse ja schlecht nicht getestet
0
*  Lyse: Zelllyse und Solubilisierung in einem Schritt

Dounce: mechanische Zelllyse und anschlieBende Solubilisierung
Ergebnisse der Solubilisierung waren mit anderen Detergentien vergleichbar, so dass auf die
chromatographische Reinigung aus Kostengriinden verzichtet wurde.

Triton-X-100 hatte gute Solubilisierungseigenschaften, war aber flir die weitere
chromatographische Aufreinigung iiber die Cu-IMAC ungeeignet. Dieses Ergebnis stimmten
mit Erfahrungen aus der Aufreinigung von PrP® aus Hamster-Hirn {iberein, wonach sehr
groBe Micellen durch Triton-X-100 gebildet werden und dadurch eine Loslichkeit
vorgetduscht wird (Personliche Mitteilung J. Safar). Zur zusitzlichen Reinigung des CHO-

PrP€ wurde eine Membranpréparation vor der Solubilisierung durchgefiihrt. Dabei wurden die
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Zellen hypertonisch mit einem Dounce-Homogenisator aufgebrochen, die Kerne abgetrennt
und anschlieBend die Membranen pelletiert (Kapitel 3.2.2). Das CHO-PrP¢ wurde
anschlieend mit verschiedenen Detergenzien aus den Membranen solubilisiert. Auch diese
Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Durch die Membranpriparation konnte der
groBte Teil des cytosolischen Proteins bereits im ersten Schritt entfernt werden. Ein

erheblicher Teil des PrP® ging allerdings schon bei der Pelletierung der Kerne verloren.

Spédtere  Optimierungen der Solubilisierung mit anschlieBender standardisierter
Chromatographie, die im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt wurden (Elfrink, 2001),
zeigten, dass die Aufreinigung ohne eine Abtrennung der cytosolischen Proteine am
effektivsten, bezogen auf das Verhiltnis von Reinheit zu Ausbeute, war. Die Zellen wurden
vor der chromatographischen Aufreinigung in 0,5 % NP-40 und 0,5 % DOC lysiert und das
PrP solubilisiert.

4.1.2 Chromatographische Aufreinigung des CHO-PrP®

Die unterschiedlich lysierten und solubilisierten CHO-PrP¢ Priparationen wurden mit
einer Kupfer-imobilisierten Metallaffinitdtschromatographie und einer Antikdrperaffinitits-
chromatographie aufgereinigt. Die Etablierung und Optimierung der chromatographischen
Schritte wurde in enger Zusammenarbeit mit Kerstin Elfrink im Rahmen ihrer Diplom-Arbeit

durchgefiihrt.

Abbildung 4.2 zeigt die Charakterisierung zweier mit unterschiedlicher Zelllyse und
Solubilisierung durchgefiihrten Aufreinigungen. Die anschlieBende chromatographische
Aufreinigung erfolgte fiir beide Proben mit einer Econo-Chromatographieanlage bei 4 °C.
Diese Priparationen wurden wéhrend eines Studienaufenthaltes in San Francisco
durchgefiihrt. In beiden Aufreinigungen wurden etwa 4 x 10° Zellen eingesetzt, wobei die eine
Probe direkt in 0,5 % NP-40 und 0,5 % Deoxycholat lysiert und PrP¢ solubilisiert wurde. Bei
der anderen Probe wurde PrP® nach Membranpiparation mit 2 % Zwittergent 3-12
solubilisiert. Im Western-Blot (Abbildung 4.2A) ist deutlich zu erkennen, das in beiden Féllen
CHO-PrP¢ aufgereinigt wurde, wobei die Ausbeute ohne Dounce-Lyse deutlich groBer ist.
Wie im Silbergel (Abbildung 4.2B) zu erkennen, war das CHO-PrP® nach beiden
Préaparationen relativ sauber. Allerdings wurde teilweise bei der Elution von der 3F4-
Antikorper-Sdule auch der 3F4-Antikorper eluiert («). Dies war abhingig von dem
jeweiligen Alter der 3F4-Antikorper Saule. Im Vergleich zu PrP¢ aus Hamster-Hirn weist

CHO-PrPC ein verzogertes Laufverhalten auf. Wahrend PrP® aus Hamster-Hirn ein apparentes
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A Westernblot | B Silbergel
1 2 12, M
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Abbildung 4.2 Charakterisierung von CHO-PrP€ nach vollstindiger Aufreinigung:

A) Die Solubilisierung des CHO-PrPC erfolgte in 0,5 % NP-40, 0,5 % DOC (1) bzw. nach Dounce-
Homogenisation in 0,2 % Zwittergent 3-12 (2). Beide Ansédtze wurden iiber eine Cu-IMAC und eine 3F4/Protein
A-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Je 10 pl der 3F4-Eluate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und
mittels Western-Blot analysiert (Erst-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion).

B) Parallel wurden 200 pl (1) bzw. 400 pl (2) des 3F4-Eluats nach TCA-Féllung in einer 12 %-igen PAA-

Gelelektrophorese aufgetrennt und Silber gefirbt. (Auftragspuffer jeweils ohne B-Mecaptoethanol) PrP¢ (<>);
eluierter Antikorper ( <—); Degradationsprodukte (¢

Molekulargewicht von 30bis 35 kDa hat, hatte CHO-PrP («<») ein apparentes
Molekulargewicht von 35 bis 40 kDa. Dies ist wahrscheinlich auf groBere, verzweigtere N-
Glykosylierungen zuriickzufiihren, weil nach PNGase F Behandlung beide ein gleiches
apparentes MW aufwiesen (Blochberger ef al., 1997, Elfrink, 2001). Die Banden mit den
niedrigeren apparenten MW (¢ sind wahrscheinlich auf Abbauprodukte des CHO-PrP®

zurlickzufiihren. Teilweise wurden sie durch den 3F4-Antikorper im Western-Blot erkannt.

Die chromatographische Aufreinigung des CHO-PrPC in Diisseldorf erfolgte mit einer
Peristaltik-Pumpe und teilweise mit einem zeitgesteuerten Fraktionssammler (Kapitel 3.3.3
und 3.3.4). Die Absorption jeder Fraktion wurde separat in einem Spektralphotometer
bestimmt. Dabei variierten die Bedingungen (Flussraten, Fraktionsgrofen) teilweise recht

stark, so dass eine Optimierung schwierig war.

Im Folgenden ist die Aufreinigung des CHO-PrP®, das fiir die in vitro-Konversion im
Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde (Kapitel 4.2.3 und 4.6), dargestellt. Das Zellpellet von

etwa 5 x 10° Zellen wurde in einem hypertonischen Medium mechanisch aufgebrochen und
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die Kerne abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Membranen pelletiert und die
Membranproteine in 0,5 % NP-40, 0,5 % DOC in Lysis-Puffer solubilisiert. Unldsliche
Bestandteile wurden bei 10.000 g fiir 15 min abgetrennt und der Uberstand
chromatographisch aufgereinigt. Abbildung 4.3 zeigt die Chromatogramme der beiden zur
Aufreinigung durchgefiihrten Chromatographien. Die weiterverwendeten Elutionsfraktionen
sind jeweils markiert («<»). Die Absorptionsschwankungen vor allem in der Waschphase der
3F4/ProteinA-Antikdrpersdule waren auf Probleme bei der separaten Absorptionsaufzeichung
zuriickzufiihren. In diesen Fraktionen waren im Gegensatz zu den Elutionsfraktionen keine
entsprechenden Mengen an Gesamtprotein oder CHO-PrP® detektierbar. Die vereinigten
Elutionsfraktionen der 3F4/ProteinA-Antikorpersdule wurden in Centriconrdhrchen
aufkonzentriert und mehrfach mit 10 mM NaP;, pH 7,2 gewaschen. Dieses Konzentrat wurde
mit 0,2% SDS, 10 mM NaP;, pH 7,2 aufgefiillt und erneut aufkonzentriert. Die
gelelektrophoretische Analysen dieser und einer parallel autkonzentrierten Probe, die noch im
Labor Prusiner (UCSF, USA) prépariert wurde, sind in Abbildung 4.3C gezeigt. Es wird
deutlich, dass die Ausbeuten und die Reinheit des in Diisseldorf priparierten CHO-PrP¢ noch
gesteigert werden muss, um eine biophysikalische Charakterisierung zu ermoglichen. Diese
weitere Optimierung der Aufreinigung erfolgte spiter mit Hilfe einer AktaPrime-

Chromatographieanlage im Rahmen einer Diplomarbeit (Elfrink, 2001).

A) Cu-lmac-Chromatographie
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Silbergel Western-Blot

Abbildung 4.3 PrP€ Aufreinigung aus CHO-Zellen:

Etwa 5 x 10° Zellen wurden geerntet und das CHO-PrP® nach Membranpréparation und Solubilisierung
chromatographisch aufgereinigt.

A) Cu-IMAC-Séule (80 ml): 25 ml der in 0,5 % NP-40 und 0,5 % DOC solubilisierten Membranfraktion wurden
in 1 mM Imidazol auf die Séule gegeben. Gewaschen wurde mit ca. 500 ml 10 mM und ca. 300 ml 15 mM
Imidazol in 0,2 % Zwittergent 3-12, MOPBS-Puffer. Die Elution erfolgte durch 150 mM Imidazol in 0,2 %
Zwittergent 3-12, MOPBS-Puffer. Die Flussrate betrug 2 ml/min (Bindung) bzw. 4 ml/min (Waschungen und
Elution) und es wurden Fraktionen mit 6 bzw. 11 ml (3 min Takt) gesammelt. Die Absorption wurde im
Spektralphotometer fiir jede Fraktion bestimmt (Differenz OD,gy-ODs).

B) 3F4-Ak/Protein A-Séule (5 ml): Die Elution-Fraktionen («»>) der Cu-IMAC-Siule wurden vereinigt (ca. 60
ml) und auf die Antikérper-Séule aufgegeben. Gewaschen wurde mit 0,2 % Zwittergent 3-12, MOPBS-Puffer
(ca. 120 ml). Die Elution erfolgte mit 0,1 M Essigsdure (pH 2,8). Die Flussrate betrug 1 ml/min und Fraktionen
mit 1 ml (1 min Takt, wahrend der Beladung und Waschung teilweise auch Fraktionen mit 10 ml) wurden
gesammelt. In den Elutionsfraktionen wurden 250 ul 1 M Tris/HCI pH 8,0 vorgelegt, um die Proben sofort zu
neutralisieren. Die Absorption wurde fiir jede Fraktion separat bestimmt (Differenz OD,gy-ODjs).

C) 5 ml des 3F4-Eluats («<>) und eine in San Francisco préparierte Probe wurden in Centricons auf ca. 130 pl
eingeengt und dabei auf 0,2 % SDS, 10 mM NaP; eingestellt. Beide Proben wurden in einem 12 %igen PAA-Gel
aufgetrennt und mittels Silberfarbung (je 10 pl) bzw. Western-Blot (je 1 pul; 1.-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion).

4.2 In vitro-Konversion verschiedener Prion-Proteine

Natiirliche Prion-Proteine weisen posttranslationale Modifizierungen auf. Neben den N-
Glykosylierungen sind sie iiber einen GPI-Anker in der duBleren Plasmamembran verankert.
Welchen Einfluss diese Modifizierungen auf die Konversion haben, ist derzeit nicht bekannt.
Aus diesem Grunde wurden in vitro-Konversionen fiir rekombinante und natiirliche Prion-

Proteine untersucht.
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4.2.1 Loslichkeit rekombinanter Prion-Proteine

Prion-Proteine tendieren in wéssrigen Losungen stark zur Aggregation. Da die in der
Literatur beschriebene Methoden zur Aufreinigung in rein wéssrigen Losungen durchgefiihrt
werden (Mehlhorn ef al., 1996; Zahn et al., 1997; Birkmann, 2000), ist nicht auszuschlief3en,
dass es durch Aggregation zu hohen Verlusten kommen kann. Durch Zugabe von 0,2 % SDS
konnen rekombinante Prion-Proteine stabil in Losung gehalten werden. Abbildung 4.4 zeigt
die Loslichkeit von recPrP(90-231) in Abhéngigkeit von der Zugabe von Detergenz. Es
wurden je 300 ng ohne SDS aufgereinigtes recPrP(90-231) auf 1 mM NaAc, pH 4,0 ohne
bzw. mit 0,2 % SDS eingestellt. Parallel wurden Proben ohne bzw. mit 0,2 % SDS auf 10 mM
NaP;, pH 7,2 eingestellt. Alle Proben wurden direkt nach dem Ansetzen fiir eine Stunde bei

A) ohne SDS 0,2 % SDS
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o
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Zentrifugationsschritt

Abbildung 4.4 Die Loslichkeit von recPrP(90-231) ist Detergenz abhiingig:

A) Ohne Detergenz aufgereinigtes recPrP(90-231) ist nur bedingt 16slich. Je 7,5 ng/pl in Na-Acetat
aufgereinigtes recPrP(90-231) wurden auf die angegebenen Bedingungen eingestellt. Jeder Ansatz wurde sofort
nach dem Ansetzen, nach einem, zwei, drei und vier Tagen fiir 1 h bei 100.000 g und 20 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde jeweils in einen neuen Beckman-Zentrifugenbecher iiberfiihrt und weiter bei 37 °C (1. und
2. Tag) bzw. bei —20 °C (3. und 4. Tag) inkubiert. Die Pellets (P) wurden mit 100 pl des jeweiligen Puffers
gewaschen, erneut fiir 10 min zentrifugiert und in Laemmli-Auftragspuffer resuspendiert. Die verschiedenen
Pellets und der Uberstand S5 wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Western-Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion).

B) Densitometrische Auswertung des Western-Blottes: das Signal {iber alle Banden wurde summiert und als
100% gesetzt. Die Signale der Banden nach dem jeweiligen Zentrifugationsschritt wurden ebenfalls summiert
und das prozentuale Verhéltnis zum Ausgangssignal bestimmt.



Ergebnisse 49

100.000 g und 25 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei 37 °C inkubiert. Das
Pellet wurde im 2-fachen Volumen mit dem jeweiligen Puffer gewaschen und 10 min bei
100.000 g zentrifugiert. Diese Pellets wurden in Laemmli-Auftragspuffer resuspendiert und
spiter per Western-Blot analysiert, wihrend die Uberstinde verworfen wurden. Diese
Prozedur wurde 5 mal wiederholt, wobei die Uberstinde vor Zentrifugation bei RT iiber
Nacht inkubiert wurden bzw. bei — 20 °C {iber Nacht gelagert wurden. Der nach der flinften
Zentrifugation abgenommene Uberstand S5 wurde ebenfalls analysiert. Es ist deutlich zu
erkennen, das ohne Detergenz recPrP(90-231) nicht vollstindig 16slich war. Bei jedem
Loslichkeitstest pelletierte ein Teil des recPrP(90-231). Dieses Verhalten war reproduzierbar,
wobei das Verhiltnis zwischen Pellet und Uberstand variierte von iiberwiegend 18slich bis hin
zu 60-70 % pelletiertes rPrP(90-231).Im Gegensatz dazu war in 0,2 % SDS das
recPrP(90-231) auch nach den verschiedenen Inkubationen und Zentrifugationen immer
16slich. Die Unldslichkeit in Abwesenheit von SDS war nur bei Zentrifugation zu beobachten,
weil es hierbei wahrscheinlich zu lokalen Konzentrationserh6hungen kommt. Im CD konnten
solche Proben durchaus iiber mehrere Tage untersucht werden, ohne dass eine deutliche
Abnahme des Signals, aufgrund einer Konzentrationsabnahme durch Aggregation, beobachtet
wurde. Dies steht in Ubereinstimmung mit NMR-Analysen oder anderen Daten, die mit
diesem eingeschrinkt 16slichen Protein gewonnen werden konnten (Riek ef al., 1997; Liu et

al., 1999; Jackson et al., 1999).

Losliches sPrP27-30 bzw. recPrP(90-231) in 0,2 % SDS war das Ausgangsmaterial fiir das
von Post et al. (1998) etablierte in vitro-Konversionssystem. Nach Entfernung des SDS durch
Verdiinnung auf unter 0,01 % wurde die in vitro-Konversion induziert. Dabei konnten einige
Eigenschaften des PrP% wiederhergestellt werden, wobei de novo Infektidsitdt nicht
nachgewiesen werden konnte. Da solPrP27-30 als Folge der Priparation durch die PK N-
terminal verkiirzt wurde und auch recPrP(90-231) der Aminosduresequenz des solPrP27-30
entspricht, konnte mit diesen beiden Ausgangsmaterialen nur eine erhohte PK-Stabilitit
gezeigt werden. Eine PrP*-spezifische N-terminale Verkiirzung durch Proteinase K konnte
nicht untersucht werden. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit das von Post et al. (1998)
etablierte in vitro-Konversionssystem auf die Vollldingen Proteine recPrP(29-231) und CHO-

PrP€ iibertragen.
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4.2.2 [nvitro-Konversion rekombinanter Prion-Proteine

Wie in Kapitel 1.1.5 beschrieben weist recPrP(90-231) in SDS-Konzentrationen iiber
0,05 % iiberwiegend Eigenschaften von PrP¢ auf. Es ist 16slich, PK-sensitiv, iiberwiegend
a-helikal und nicht infektiés. Nach Ausdiinnen des SDS (< 0,01 %) findet eine schnelle
Strukturumlagerung zu einer iiberwiegenden [3-Faltblattstruktur statt, gefolgt von einer
anschlieBende Aggregation zu teilstrukturierten Aggregaten, ohne amyloide Fibrillen zu
bilden (Post et al. 1998). Ob recPrP(29-231), welches dem Volllingen-PrP€ bis auf die ersten
6 N-terminalen Aminosduren entspricht, ebenfalls diese in vitro-Konversion bezogen auf die
Loslichkeit und PK-Resistenz vollzieht war die Fragestellung fiir die folgende Untersuchung.
Im Gegensatz zum recPrP(90-231) kann mit recPrP(29-231) auch die fiir PrP*° spezifische
PK-Resistenz, bei der ein PK-resistentes C-terminales Fragment (PrP27-30) erhalten bleibt,

getestet werden.

Abbildung 4.5 zeigt vergleichend die Loslichkeit von recPrP(90-231) und recPrP(29-231)
in 0,2 % SDS bzw. 0,01 % SDS nach Inkubation iiber Nacht unter den jeweiligen Puffer
Bedingungen. Sowohl recPrP(90-231) als auch recPrP(29-231) waren in 0,2 % SDS I6slich
und verblieben im Uberstand, wihrend nach Ausdiinnen des SDS beide Prion-Proteine
unloslich wurden und im Pellet zu finden waren. Auch recPrP(29-231) lagerte sich, wie
recPrP(90-231) nach Ausdiinnen des SDS schnell in eine iiberwiegend [-Faltblatt-reiche
Struktur um (Birkmann, 2000).

recPrP(90-231) recPrP(29-231)
0,2 % 0,01 % [SDS] 0,2 % 0,01 %
P S P S P S P S
29kD

20 kD

Abbildung 4.5 SDS-abhiingige Loslichkeit von recPrP(90-231) und recPrP(29-231):
Je ein Ansatz wurde iiber Nacht in 0,2 % SDS bzw. in 0,01 % SDS bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir
1 h bei 20 °C und 100.000 g wurden Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und das Pellet im gleichen Volumen

resuspendiert. Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western-
Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion).
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Die {ibergeordnete Struktur dieser Aggregate wurde mittels Proteinase K-Verdauung
untersucht. Es wurden jeweils 4 parallele Ansitze mit je 20 ng/ul recPrP(29-231) tiber Nacht
in 0,01 % bzw. 0,2 % SDS bei 37 °C inkubiert und anschlieBend fiir eine Stunde bei
100.000 g zentrifugiert. Alle Proben wurden verschieden lang mit 5 ng/ul PK bei RT
behandelt und die Reaktion durch Einstellen von 7,5 mM PMSF bei Zugabe von einem
Volumen Laemmli-Auftragspuffer und anschlieBender Denaturierung gestoppt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.6 dargestellt. Die Proben in 0,2 % SDS zeigten keinerlei
Proteinase-Resistenz, auch bei kurzer PK-Inkubation wurde recPrP(29-231) deutlich ab-
gebaut. Hierbei waren zwei Abbauprodukte zu beobachten, wobei es sich bei dem ca. 16 kDa
groen Fragment um das N-terminal verkiirzte Fragment handeln kénnte. Die Proben in
0,01 % hingegen wiesen eine erhdhte PK-Stabilitit auf, die mit der bereits beschriebenen von
recPrP(90-231) vergleichbar war. Im Gegensatz zu PrP* bezog sich diese erhdhte PK-
Stabilitdt auf das gesamte Protein, es wurde auch bei 15 min Inkubation kaum abgebaut. Eine
spezifische Stabilitdt des C-Terminus war also nicht zu beobachten, was wiederum auf
amorphe Aggregate hindeutete, wie sie auch bei aggregiertem recPrP(90-231) mittels

Elektronenmikroskopie nachgewiesen wurden (Post et al., 1998).

0,2 % SDS 0,01 % SDS
o 1 5 15 o 1 5 15
29 kD

Abbildung 4.6 Vergleich der proteolytischen Stabilitit von l6slichem und aggregiertem recPrP(29-231):

Je 4 Ansidtze mit 20 ng/ul recPrP(29-231) wurden iiber Nacht in 0,2 % SDS bzw. in 0,01 % SDS bei 37 °C
inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1 h bei 20 °C und 100.000 g wurden die Ansdtze resuspendiert und mit
5ng/ul PK bei RT inkubiert. Die Verdauung wurde nach 0°, 1°, 5> und 15°durch Zugabe von 1 Volumen
Laemmli-Auftragspuffer mit 7,5 mM PMSF und 5-miniitiges Kochen gestoppt. Die Proben wurden in einer
12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert (Erst-Antikorper: 3F4; ECL-
Detektion). Das 16sliche und monomere recPrP(29-231) in 0,2 % SDS wurde durch PK abgebaut. Dagegen
wurde das in 0,01 % SDS aggregierte recPrP(29-231) iiber diesen Zeitraum nicht abgebaut. Eine spezifische
Verkiirzung des recPrP(29-231) wie bei PrP%ist bisher nicht zu beobachten.

Mit diesen Untersuchungen konnte somit gezeigt werden, dass recPrP(29-231) nach
Ausdiinnen des SDS ebenfalls aggregiert und eine erhdhte PK-Stabilitdt aufweist. Hierbei war

eine PrP%“-spezifische N-terminale Verkiirzung nicht zu beobachten.
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4.2.3 Naturliche Prion-Proteine

In vitro Konversionssysteme anderer Arbeitsgruppen (Kapitel 1.1.5) zeigen eine
effizientere Umwandlung mit nicht modifiziertem PrP. Dabei wird das metabolisch radioaktiv
markierte PrP aus Sdugetierzellkulturen gewonnen, die unter Tunicamycin-Einfluss kultiviert
wurden (Caughey et al., 1995, Kocisko et al., 1995, DebBurman et al., 1997). Tunicamycin
inhibiert die Glycosylierung von Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum. Das von Post
et al. (1998) in unserer Arbeitsgruppe etablierte in vitro-Konversionssystem verwendete zwar
N-glycosyliertes und GPI-geankertes PrP aus Prion-Stibchen, war aber aufgrund seiner
Herkunft mit Restinfektidsitdt versehen und nicht in den fiir strukturelle Untersuchungen
erforderlichen Mengen verfiigbar. Daher sollte das in vitro-Konversionssystem auf

posttranslational modifiziertes PrP© aus CHO-Zellkulturen (CHO-PrP®) iibertragen werden.

Hierfiir wurde das aufgereinigte und in 0,2 % SDS aufkonzentrierte CHO-PrP® auf seine
Loslichkeit in Abhéngigkeit von der SDS-Konzentration untersucht. Dabei wurde das CHO-
PrP¢ auf SDS-Konzentrationen zwischen 0,2 % und 0,002 % SDS eingestellt und iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir eine Stunde bei 25 °C und 100.000 g wurden
Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt. In Abbildung 4.7 ist deutlich zu sehen, dass das CHO-
PrP¢ der Priparation A erst ab 0,002 % SDS aggregierte. Bei den anderen SDS-
Konzentrationen aggregierte es nicht und verblieb im Uberstand. Nicht alle Priparationen des
CHO-PrP® aggregierten nach dem Ausdiinnen des SDS. Wie Priparation B zeigt, aggregierte
das CHO-PrP® unter allen angegebenen SDS-Konzentrationen nicht, wihrend recPrP(90-231)
in 0,01 % teilweise und in 0,005 % SDS vollstindig aggregierte. Wurden CHO-PrP® und
recPrP(90-231) unter diesen SDS-Konzentrationen zusammen inkubiert, so aggregierte weder
das CHO-PrP® noch das recPrP(90-231). Dies konnte zum einen auf eine Inhibierung der
Aggregation durch das zelluldre PrP zuriickzufiihren sein. Wahrscheinlicher ist aber, dass die
SDS-Konzentrationen in den aufkonzentrierten Proben unterschiedlich sind. Vorldufige
massenspektrometrische Untersuchungen zeigten, dass sich bei der Aufkonzentrierung von
SDS-haltigen Losungen in Centricon-Rohrchen auch das SDS aufkonzentrierte. Nach
Angaben des Herstellers passieren bei 0,01 % SDS mehr als 90 %, bei 0,1 % SDS zwischen
40 — 89 % und bei 1% SDS weniger als 40 % des SDS die Membran. Die angegebenen SDS-
Konzentrationen miissen daher immer als rechnerische SDS-Konzentration angesehen
werden, da von den eingestellten 0,2 % SDS ausgegangen wurde. Eine genaue Bestimmung

der SDS-Konzentration ist derzeit noch nicht moglich (Kapitel 5.2.2).
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Praparation A (siehe auch Abb. 3)
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Abbildung 4.7 Induktion der Reaggregation von CHO-PrP¢:

Das CHO-PrP¢ verschiedener Aufreinigungen (Priparation A vom Mai 2000; Priparation B vom Nov. 1999)
wurde unter den angegebenen Bedingungen iiber Nacht 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1 h bei 20 °C
und 100.000 g wurden Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und das Pellet im gleichen Volumen resuspendiert.
Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert
(Erst-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion). Die Molekulargewichtsangaben trennen jeweils 2 parallel durchgefiihrte
Gelelektrophoresen. A) Das CHO-PrP dieser Priparation aggregierte erst bei einer SDS-Konzentrationen von
0,002 %. B) Das CHO-PrP® dieser Priparation aggregierte unter den angegebenen Bedingungen nicht. Obwohl
recPrP(90-231) unter diesen Bedingungen aggregierte, aggregierte es in Kombination mit CHO-PrP nicht mehr.

Nachdem gezeigt werden konnte, das CHO-PrP® nach Ausdiinnen des SDS ebenfalls
aggregierte, wurde im Folgenden untersucht, ob sich auch die Sekundarstruktur bei diesem
Ubergang indert. Da die Stammldsung fiir die Aggregation stark verdiinnt werden musste
(Faktor 100), konnten die Proben aufgrund der geringen Konzentration nicht direkt mittels
CD-Spektroskopie vermessen werden. Deshalb wurde das 10-fache Volumen (bendtigt wur-
den 100 pl fiir eine Messung) mit der maximalen Konzentration in 0,002 % SDS iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert und mit 100.000 g fiir eine Stunde bei 25 °C zentrifugiert. Ungefdhr 100
ul des Uberstandes wurden iiber dem Pellet stehen gelassen und das Pellet resuspendiert. Zu-
satzlich wurde die Probe fiir eine Minute in einer Bechersonde sonifiziert. Diese Probe wurde
in einer Mikrokiivette im CD-Spektrometer vermessen (Abbildung 4.8). In 0,2 % SDS war

das typische a-helikale bzw. Zufallsknduel-Spektrum zu beobachten, wie es auch fiir recPrP
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oder solPrP27-30 zu beobachten ist (Post et al. 1998, Jansen et al., 2001). Nach Ausdiinnen
des SDS und Zentrifugation entsprach das CD-Spektrum einem [-Faltblatt-Spektrum, was
durch die Verschiebung des Nulldurchgangs und der Ausbildung nur eines Minimums bei
ungefdhr 216 nm gekennzeichnet war. Nach Verringerung des Volumens und bei voll-
stindiger Pelletierung war die Konzentration der an CHO-PrP® in beiden Ansitzen gleich.
Das aggregierte CHO-PrP® lies sich nur noch schlecht in Losung bringen, weshalb das
Spektrum des aggregierten CHO-PrP® ein schlechtes Signal zu Rausch-Verhiltnis aufweist.

10

0,002 % SDS

0,2 % SDS
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Abbildung 4.8 Strukturumlagerung bei der Reaggregation von CHO-PrP®:

CD-Spektren von ldslichem (0,2% SDS) und aggregiertem (0,002 % SDS) CHO-PrP¢. Nach iiber Nacht
Inkubation wurde das aggregierte CHO-PrPC pelletiert und in 1/10 des Volumens resuspendiert und 1 min in
einer Bechersonde sonifiziert. Das CHO-PrP€ in 0,2 % wurde in einer 10fach hoheren Konzentration eingesetzt.
Da die exakten Konzentrationen nicht bekannt waren und nur die Strukturdnderung verfolgt werden sollte,
wurden hier die Eliptizititen nicht in molare Eliptizititen umgerechnet. Es wurden jeweils 10 Spektren
akkumuliert und gegen die Pufferspektren korrigiert.

Hiermit konnte aber zum ersten Mal eine in vitro-Konversion fiir natiirliches PrP® gezeigt
werden. Nach Ausdiinnen des SDS kommt es zu einem Strukturiibergang des natiirlichen PrP®
zu P-Faltblatt und zur Aggregation. Eine spezifische N-terminale Verkiirzung durch

Proteinase K konnte aufgrund der geringen Konzentrationen an CHO-PrP® nicht analysiert

werden (Kapitel 5.2.2).
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4.3 Einfluss chemischer Chaperone auf die in vitro-Konversion

Chemische Chaperone wie Dimethyl-Sulfoxide (DMSO), Trimethyl-Aminooxid (TMAO)
und Glycerol beeinflussen die Hydratisierung und damit die Struktur von Proteinen in
wissrigen Losungen (1.2.1). Der Einfluss dieser Substanzen auf die in vitro-Konversion von

recPrP wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

4.3.1 Loslichkeit von recPrP

Wie in Kapitel 4.2.2 gezeigt wurde, bildet recPrP(90-231) nach Ausdiinnen des SDS
unlosliche Aggregate. Um den Einfluss von chemischen Chaperonen auf die Loslichkeit von
recPrP(90-231) zu analysieren, wurde recPrP(90-231) iiber Nacht in 10 mM NaP; mit 0,2 %
SDS bzw. 0,005 % SDS inkubiert. Beim Ausdiinnen des SDS wurden die Ansétze zusitzlich
noch auf unterschiedliche DMSO- oder Glycerol-Konzentrationen eingestellt. Alle Ansitze
wurden fiir 1 h bei 100.000 g und 25 °C zentrifugiert, Uberstand von Pellet getrennt und
mittels Dot-Blot analysiert. Abbildung 4.9 zeigt, dass die Loslichkeit von recPrP(90-231)
durch die SDS-Konzentration bestimmt wird. Trotz hoher DMSO bzw. Glycerol
Konzentrationen kam es nach Ausdiinnen des SDS (0,005 %) zu einer iiberwiegenden
Pelletierung des recPrP(90-231). Die geringen Anteile von recPrP(90-231) im Uberstand

waren nicht signifikant.

0,2 % SDS 0,005 % SDS

1 % DMSO |10 % DMSO|1 % Glycerol[10 % Glycerol
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Abbildung 4.9 Einfluss chemischer Chaperone auf die Loslichkeit von recPrP(90-231):

Je 250 ng recPrP(90-231) wurden iiber Nacht unter den angebenen Bedingungen bei 37 °C inkubiert. Nach
Zentrifugation fiir 1 h bei 25 °C und 100.000 g wurden Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und das Pellet im
gleichen Volumen resuspendiert. Die Proben wurden mittels Dot-Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4; ECL-
Detektion; Reihe A enthélt eine dreifach héhere Menge an recPrP(90-231) wie Reihe B).

Somit konnte keines der beiden chemischen Chaperone, DMSO und Glycerol, die
Aggregation von recPrP in unserem in vitro-Konversionssystem verhindern und die

Loslichkeit beeinflussen.
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4.3.2 Beeinflussung der Aggregationskinetik

Wie im vorigen Kapitel gezeigt, haben chemische Chaperone in vitro keinen Einfluss auf
die Loslichkeit des Prion-Proteins haben. In wie weit sie allerdings die Aggregationskinetik
beeinflussen, konnte damit nicht gezeigt werden. Dies sollte mittels de novo Aggregation im
Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer analysiert werden.

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ermdglicht die Bestimmung der
Diffusionszeiten von Fluoreszenz-markierten Partikeln in Losung (Kapitel 3.6). Bei der FCS-
Methode wird die Fluoreszenz-Fluktuation aus einem kleinen, konfokalen Bereich der Losung
iber die Zeit aufgenommen. Durch Autokorrelation dieser Fluoreszenz-Fluktuation kann die
mittlere Aufenthaltszeit eines Molekiils im Fokus und damit seine Diffusionszeit bestimmt
werden. Da die Diffusionszeiten proportional zur dritten Wurzel vom Molekulargewicht sind,
kann durch eine zeitaufgeloste Bestimmung der Diffusionszeiten der Aggregationsverlauf
verfolgt werden (Schéfer, 1997, Pitschke 1999). Unmarkiertes recPrP(90-231) wurde mit
einem Unterschuss an Cy2-markiertem recPrP(90-231) in 0,2 % SDS gemischt, anschlieend
mit Puffer auf die entsprechenden Bedingungen eingestellt und die Diffusionszeiten iiber
einen Zeitraum von 60 min bestimmt. Abbildung 4.10 zeigt die Aggregationskinetiken der de
novo Aggregation unter den verschiedenen DMSO-Konzentrationen. Bei der Kontrolle, bei
der das SDS nicht ausgediinnt wurde, war keine Aggregation zu beobachten, die Diffusions-
zeiten blieben konstant bei etwa 0,35 ms. Wurde die SDS-Konzentration mit 10 mM NaP; auf
0,01 % ausgediinnt, aggregierte recPrP(90-231) schnell zu Oligomeren, was durch den
Anstieg der Diffusionszeiten von 0,35 ms auf ungefdahr 0,7 ms innerhalb der ersten 30 min zu
beobachten war. Wihrend in 1 % DMSO nach Ausdiinnen des SDS kein signifikanter
Unterschied zu beobachten war, stiegen die Diffusionszeiten in 10 % DMSO deutlich
schneller an und es wurden hohere Diffusionszeiten erreicht.

Neben DMSO wurde auch der Einfluss von Glycerol auf die in vitro-Aggregationskinetiken
von recPrP(90-231) untersucht. Unmarkiertes recPrP(90-231) wurde mit Cy2-markiertem
recPrP(90-231) in 0,2 % SDS gemischt und anschlieBend mit 10 mM NaP; auf 0,01 % SDS
und die jeweiligen Glycerol-Konzentrationen eingestellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung
4.11 dargestellt. Da die ermittelten Diffusionszeiten t von der jeweiligen
Diffusionskonstanten abhdngen und diese wiederum umgekehrt proportional zur Viskositéit
der Losung sind, wurden die ermittelten Diffusionszeiten gegen die unterschiedlichen

Viskositéten korrigiert:
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~ Tom und y __ abs. Viskositit der Losung bei 20°C
Mo abs. Viskositit von Wasser bei 20°C
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ke y
Mo

mit y = 1,29 fiir 10% Glycerol bzw. % = 1,02 fiir 1% Glycerol
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Es wird deutlich, dass 1% Glycerol die Kinetik der in vitro-Aggregation nicht beeinflusst, die
Diffusionszeiten nahmen mit und ohne Glycerol vergleichbar zu. Sie stiegen von ca. 0,25 ms
schnell auf ca. 0,7 ms, welches fiir die Kurzeitkinetiken typisch ist (Post ef al., 1998). Mit
10 % Glycerol waren die viskosititskorrigierten Diffusionszeiten schon zu Beginn der
Messung erhoht gegeniiber den Messungen ohne Glycerol. Die weitere Zunahme der

Diffusionszeiten und damit die weitere Aggregation verlief dagegen deutlich langsamer.
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Abbildung 4.10 Einfluss von DMSO auf die Aggregationskinetik von recPrP(90-231):

In allen Ansitzen wurden recPrP(90-231) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) auf die angegebenen Bedingungen
in 0,01 % SDS, 10 mM NaP;, pH 7,2 eingestellt und im FCS analysiert. Zur Kontrolle wurde ein Ansatz in 0,2 %
SDS, 10 mM NaP;, pH 7,2 (x) vermessen, bei dem keine Zunahme der Diffusionszeit beobachtet wurde. Jede
Diffusionszeit entspricht einer als 2-Komponentensystem autokorrelierten Fluoreszenz-Fluktuationskurve einer
FCS-Messung, die fiir jeweils 60 s aufgezeichnet wurden. (End-Konzentration recPrP(90-231): 1 ng/ul).

Nach iiber Nacht-Inkubation waren in allen Ansdtzen groBe Aggregate mit hohen
Diffusionszeiten messbar. Abbildung 4.12 zeigt die iibereinandergelagerten Fluoreszenz-
Fluktuationskurven der Proben aus Abbildung 4.11 nach iiber Nacht-Inkubation. Aufgrund
der gehiuften Einzelereignisse (hochmarkierte Aggregate, Peaks) in den Fluoreszenz-
Fluktuationskurven ohne (A) und mit 1 % Glycerol (B) im Gegensatz zu 10 % Glycerol (C)
schwankten die berechneten Diffusionszeiten sehr stark bzw. waren teilweise nicht auswert-
bar. Es wurden aber bewusst alle Fluoreszenz-Fluktuationskurven von jeweils 30 Messungen

unter den gleichen Bedingungen als 2-Komponentensystem autokorreliert, ohne auf die
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Abbildung 4.11 Aggregationskinetiken in Abhiingigkeit der Glycerolkonzentration:

In allen Ansétzen wurden recPrP(90-231) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) auf die angegebenen Bedingungen
in 0,01 % SDS, 10 mM NaP;, pH 7,2 eingestellt und im FCS analysiert. Zur Kontrolle wurde ein Ansatz in 0,2 %
SDS, 10 mM NaP;, pH 7,2 (x) vermessen, bei dem keine Zunahme der Diffusionszeit beobachtet wurde. Jede
Diffusionszeit entspricht einer als 2-Komponentensystem autokorrelierten Fluoreszenz-Fluktuationskurve einer
FCS-Messung, die fiir jeweils 60 s aufgezeichnet wurde. Die Diffusionszeiten wurden bezogen auf die
unterschiedliche Viskositat der Losungen korrigiert. (End-Konzentration recPrP(90-231): 1 ng/ul).

Qualitdt der angendherten Autokorrelationsfunktionen zu achten. Die schwankenden
Diffusionszeiten zwischen 0,34 und 4,86 ms (A) bzw. 0,57 und 2,43 ms (B) wiesen auf
heterogene AggregatgroBBen hin und sind auf die Peaks zuriickzufiihren. Die berechneten
Mittelwerte mit der dazugehorende Standardabweichung sind in Abbildung 4.12
mitaufgefiihrt. In 10 % Glycerol (C) waren dagegen keine Einzelereignisse zu beobachten und
die Diffusionszeiten lagen zwischen 0,74 und 1,19 ms. Dies konnte auf eine geordnetere,

gleichmiBigere Aggregation in Glycerol deuten.

A) ohne Glycerol B) 1 % Glycerol C) 10 % Glycerol
500~ 500 500
T~1,0ms £ 0,81 ms T~1,0ms + 0,37 ms T~0,9 ms + 0,08 ms
E E E
T T T
© © °
MMMM bssanbbiobnchitibinubdastninplobl
0

0 0
0 Messzeit [s] 60 0 Messzeit [s] 60 0 Messzeit [s] 60

Abbildung 4.12 Langzeitaggregation von recPrP(90-231) in Abhéingigkeit von der Glycerolkonzentration:

Die Ansitze der de novo Aggregation (Abbildung 4.11) wurden {iber Nacht bei RT inkubiert und im FCS
analysiert. Die jeweils 30 aufgezeichneten Fluoreszenz-Fluktuationskurven wurden iibereinandergelegt und als
Zwei-Komponentensystem autokorreliert (1. Komponente: freier Farbstoff festgesetzt). Die Diffusionszeiten
wurden bezogen auf die unterschiedliche Viskositdt der Losungen korrigiert, angegeben sind die jeweiligen
Mittelwerte mit Standardabweichung.
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Zusammenfassend ergab sich flir DMSO und Glycerol keine inhibierende Wirkung auf die
Aggregation. Ein Einfluss auf den Aggregationsverlauf war jedoch zu beobachten, der bei
Glycerol deutlicher als bei DMSO war. Die Fragestellung, in wie weit dadurch auch die
Struktur der gebildeten Aggregate verdndert wurde, konnte mit den im Rahmen dieser Arbeit
zur Verfiigung stehenden Methoden nicht abschlieBend behandelt werden. Sekundarstruktur-
analysen und PK-Verdauungen erlauben zwar indirekte Informationen auf die Struktur der
Aggregate, aber nur elektronenmikroskopische Aufnahmen ermdglichen eine eindeutige
Bestimmung der Aggregatstruktur. Die Elektronenmikroskopie wird derzeit in unserem
Institut etabliert, um damit unter anderem auch diese Fragestellung zu behandeln. Vorldufige
Sekundérstrukturanalysen mittels CD-Spektroskopie zeigten bereits eine geringe, flir sich

alleine jedoch nicht signifikante Erhohung des B-Faltblattanteils.

4.4 Abhingigkeit der in vitro-Konversion von den Pufferbedingungen

Die Abhingigkeit der in vitro-Konversion von verschiedenen Pufferbedingungen wurde im
Folgenden mittels FCS untersucht. Diese Untersuchungen wurden erforderlich, weil GroEL
fiir die Freisetzung seines Substrates K™ und Mg*" Tonen essentiell benétigt.

Die Aggregation von recPrP(90-231) unter Einfluss der monovalenten Kationen Na™ und K"
war im FCS nicht mehr quantitativ tiber die Diffusionszeiten auswertbar. Deshalb wurden die
Fluoreszenz-Fluktuationskurven nur qualitativ ausgewertet. In Abbildung 4.13 wurden die
ersten 10 Fluoreszenz-Fluktuationskurven eines Aggregationsansatzes iiberlagert. Messungen
in 10 mM NaP;, pH 7,2 ohne zusétzliche Salze zeigten typische Fluoreszenz-Fluktuations-
kurven in 0,2 % und 0,01 % SDS, die jede einzeln autokorreliert werden konnten. Die
Diffusionszeiten blieben konstant bei ca. 0,3 ms oder stiegen von 0,3 ms auf ca. 0,5 ms
innerhalb von 10 min (ca. 0,7 ms nach 60 min) an. Mit KCl-Konzentrationen von 10 mM und
50 mM waren die Diffusionszeiten schon nach 12 min bzw. von der ersten Minute an nicht
mehr auswertbar. Ein Vergleich der iiberlagerten Fluoreszenz-Fluktuationskurven zeigt eine
Zunahme der Abweichungen von der mittleren Fluoreszenzrate (Einzelereignisse). Aufgrund
einer beschleunigten Aggregation sind die Proben heterogen bezogen auf die GréBe und des
Markierungsgrades zusammengesetzt. NaCl zeigte einen dhnlichen, aber deutlich schwi-
cheren Effekt wie KCI. In 50 mM NaCl (E) konnten die Diffusionszeiten der ersten 15 min
ausgewertet werden, sie stiegen von etwa 0,4 ms auf iiber 0,8 ms. Eine Zunahme der Einzeler-

eignisse wurde dagegen in 80 mM NacCl (F) schon innerhalb der ersten 10 min beobachtet und
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Abbildung 4.13 Einfluss monovalenter Kationen auf die in vitro-Aggregation von recPrP(90-231):

Je 100 ng recPrP(90-231) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) wurden gemischt und auf die jeweiligen
Bedingungen in 10 mM NaP;, pH 7,2 eingestellt (Endkonzentration: 2,5 ng/ul). Die ersten 10 Fluoreszenz-
Fluktuationskurven jeder FCS-Messung wurden {ibereinander gelegt und wenn mdglich die Diffusionszeiten
bestimmt. A) 0,2 % SDS: konst. T ~ 0,3 ms; B) 0,01 % SDS: 1 ~ 0,3 ms — 0,5 ms (innerhalb von 10 min); C)
0,01 % SDS und 10 mM KCI: t = 0,3 ms — 0,8 ms (innerhalb von 12 min,); D) 0,01 % SDS und 50 mM KCI:
keine Auswertung moglich; E) 0,01 % SDS und 50 mM NaCl: t = 0,4 ms — 0,8 ms (innerhalb von 15 min,
anschl. keine Auswertung mehr moglich); F) 0,01 % SDS und 80 mM KClI: keine Auswertung moglich

Diffusionszeiten konnten nicht mehr bestimmt werden. In 0,2 % SDS aggregierte
recPrP(90-231) auch mit NaCl nicht, die Diffusionszeiten blieben wie in Ansatz A konstant
und die Fluoreszenz-Fluktuationskurven waren identisch (Daten nicht gezeigt). Mit Kalium-
chlorid konnte diese Kontrolle nicht durchgefiihrt werden, da das Ldslichkeitsprodukt von
Kalium-SDS sehr niedrig ist. Auch in Losungen mit 0,01 % SDS war ein Kalium-SDS
Niederschlag sichtbar. Wenn die Beschreibung der Aggregationskinetiken {iber die
Diffusionszeiten nur sehr eingeschriankt moglich war, waren unter allen Bedingungen zeit-
liche Verldufe qualitativ iiber die Zunahme der Einzelereignisse in den Fluoreszenz-Fluktua-

tionskurven zu beobachten. Dies ist exemplarisch fiir den Ansatz E in Abbildung 4.14 gezeigt.
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Abbildung 4.14 Aggregationskinetik von recPrP in Gegenwart von 50 mM Na':

100 ng recPrP(90-231) und Cy-2-markiertes recPrP(90-231) wurden gemischt und auf 0,01 % SDS mit 50 mM
NaCL in 10 mM NaP;, pH 7,2 eingestellt (Endkonzentration: 2,5 ng/ul; Ansatz E Abb. Abbildung 4.13). Die
Fluoreszenz-Fluktuationskurven zu unterschiedlichen Zeitpunkten der FCS-Messungen sind dargestellt. Eine
Bestimmung der Diffusionszeiten war schon nach ca. 10 min nur noch ungenau und nach gut 20 min nicht mehr
moglich.

Einen deutlich stirkeren Einfluss auf die Aggregationsgeschwindigkeit zeigte das bivalente
Magnesium. Bereits in der ersten Minute traten hohe ,,Fluoreszenzbursts® auf, die durch
hochmarkierte Aggregate hervorgerufen werden. Abbildung 4.15 zeigt die iiber-
einandergelagerten Fluoreszenz-Fluktuationskurven der ersten 10 Messungen von recPrP(90-
231) und recPrP(90-231)-Cy2-in 10 mM MgAc, 10 mM NaP;, pH 7,2. In 0,2 % SDS (A)
aggregierte recPrP(90-231) nicht. Die Fluoreszenz-Fluktuationskurven und die berechneten

Diffusionszeiten waren mit denen in 0,2 % SDS ohne Kationen bzw. mit NaCl vergleichbar.

A 0,2 % SDS B 0,01 % SDS
4007 10 mM MgAc 45001 10 mM MgAc
= £
i i
E :
|

0 | Messzeit [s] 60

Abbildung 4.15 Einfluss von Mg* auf die in vitro-Aggregation von recPrP(90-231):

Je 100 ng recPrP(90-231) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) wurden in 10 mM MgAc, 10 mM NaP;, pH 7,2
und 0,2 % SDS (A) bzw. 0,01 % SDS (B) analysiert (Endkonzentration: 2,5 ng/ul). Die Fluoreszenz-
Fluktuationskurven der ersten 10 FCS-Messungen wurden jeweils iibereinandergelegt. Mit SDS (A) war die
Diffusionszeit konstant (t ~ 0,25 ms) wihrend ohne SDS (B) eine Bestimmung nicht mdglich war.
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Nach Ausdiinnen des SDS (B) wurden grof3e ,,Fluoreszenzbursts* bis zu 4500 relativen
Fluoreszenzeinheiten (> zehnfach erhoht im Vergleich zu den monovalenten Kationen)

detektiert.

Wie bereits erwihnt bendtigt GroEL fiir die Freisetzung seines Substrates Mg”™ und K.
Aufgrund der Wechselwirkung von K™ mit SDS wurde eine moglichst niedrige Kalium-
konzentration gewdhlt. Die de novo Aggregation im Freisetzungs-Puffer (10 mM MgAc,
10 mM KCIl, 80 mM NaCl, 10 mM 10 mM NaP; pH 7,2) ist nicht von der de novo
Aggregation in Anwesenheit von 10 mM MgAc zu unterscheiden. Eine Messung in 0,2 %
SDS ist nicht moglich, da SDS Kalium ausfillt (Daten nicht gezeigt). Auch unter den
erhohten Salzbedingungen war die Aggregation PrP-spezifisch. Abbildung 4.16 zeigt den
Vergleich von recPrP(90-231) und a-Lactalbumin in Freisetzungspuffer. Im Gegensatz zum
Cy-2-markierten  a-Lactalbumin  aggregierte  Cy-2-markiertes  recPrP(90-231) in
Freisetzungspuffer ohne Zusatz von unmarkiertem Protein. Es bildet hochmarkierte
Aggregate, die durch Fluoreszenzbursts detektiert wurden. In Anwesenheit von unmarkiertem
recPrP(90-231) wurde dieser Effekt deutlich verstirkt. Mit Cy-2-markiertem und
unmarkiertem recPrP(90-231) traten deutlich mehr und auch stirker markierte Aggregate auf,

die Fluoreszenzbursts waren um den Faktor 10 erhoht. Keine Aggregation war dagegen mit

rPrP-Cy2
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Abbildung 4.16 Spezifitit der recPrP(90-231) Aggregation unter den Freisetzungsbedingungen:

Cy2-markiertes recPrP(90-231) bzw. a-Lactalbumin wurde ohne bzw. mit 2,5 ng/ul unmarkiertem in
Freisetzungspuffer (0,01 % SDS, 10 mM MgAc, 10 mM KCL, 80 mM NaCl, 10 mM NaP;, pH 7,2) analysiert.
Die ersten 10 Fluoreszenz-Fluktuationskurven der FCS-Messungen wurden jeweils iibereinandergelegt.
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unmarkiertem o-Lactalbumin zu beobachten. Auch bei Cy-2-markiertem o-Lactalbumin und
unmarkiertem recPrP(90-231) waren Aggregate zu beobachten, die sich aber in ihrer Anzahl
und Intensitdt deutlich von denen mit Cy2-markiertem recPrP(90-231) unterschieden. Diese
waren auf unspezifische Einschliisse bei der Aggregation mit unmarkierten o-Lactalbumin
zuriickzufiihren. Auch in diesem Fall war keine Aggregation mit unmarkiertem o-

Lactalbumin zu beobachten.

Mit diesen Untersuchungen konnte somit gezeigt werden, dass Kationen die Aggregation
von recPrP deutlich beschleunigen. Hierbei haben bivalente Kationen gegeniiber
monovalenten Kationen einen deutlich stirkeren Einfluss. Die Aggregation ist auch unter den
aufgrund der erhohten Salzkonzentrationen beschleunigten Bedingungen von der SDS-

Konzentration abhingig und fiir recPrP spezifisch.

4.5 Einfluss des molekularen Chaperons GroEL auf die in vitro-Konversion

4.5.1 Inhibierung der Aggregation in Natrium-Phosphat-Puffer

Molekulare Chaperone verhindern die vorzeitige oder falsche Faltung von Proteinen in der
Zelle. Sie sind ubiquitir bei Pro- und Eukaryoten zu finden. Bei GroEL handelt es sich um ein
prokaryotisches Chaperon, dessen eukaryotisches Homolog, das Hsp60 hauptséichlich in den

Mitochondrien vorkommt. Strukturell unterscheiden sich diese beiden Chaperonen nicht.

Die Untersuchungen wurden zu Beginn in Analogie zu anderen Riickfaltungsexperimenten
mit GroEL durchgefiihrt. Das Substrat wird in GdnHCI oder Harnstoff denaturiert. Durch
Ausdiinnen werden native Bedingungen wiederhergestellt, wobei das GroEL in der

entsprechenden Konzentration im Ausdiinnungspuffer gelost wird.

Wurde GroEL in diesen Untersuchungen mit dem Ausdiinnungspuffer dem recPrP(90-231)
zugegeben, so wurden prinzipiell die gleichen Ergebnisse erzielt, die Aggregation wurde
inhibiert. Eine bessere Reproduzierbarkeit der Messungen wurde allerdings erreicht, wenn
recPrP(90-231) und GroEL vor dem eigentlichen Ausdiinnen unter niedrigen SDS-
Konzentrationen gemischt wurden. Diesen Konzentrationen (0,05 bis 0,07 % SDS) wurden so
gewdhlt, dass recPrP(90-231) noch nicht aggregierte und eine moglichst niedrige SDS-
Konzentration verwendet wurde. So konnte eine denaturierende Wirkung auf das GroEL
unterbunden werden, was auch durch die mit und ohne schrittweiser Verdiinnung

vergleichbaren Ergebnisse gezeigt wurde.
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In Abbildung 4.17 ist die Kinetik der de novo Aggregation von recPrP(90-231) unter
verschiedenen Bedingungen im FCS gezeigt. Wie erwartet aggregierte recPrP(90-231) in
0,07 % SDS nicht, die Diffusionszeit war konstant bei etwa 0,3 ms. Nach Ausdiinnen des
SDS auf 0,01 % stiegen die Diffusionszeiten innerhalb von 20 min auf iiber 0,6 ms an. Bei
Zugabe eines vierfachen molaren Uberschusses an GroEL blieben die Diffusionszeit konstant
bei etwa 0,5 ms. Die Erhohung der Diffusionszeiten deutet auf eine Bindung des Cy-2-
markierten recPrP(90-231) an das GroEL hin. In 0,07 % SDS mit einem Uberschuss an
GroEL war wiederum keine Aggregation zu beobachten, die Diffusionszeiten waren mit etwa
0,3 ms vergleichbar zu denen in 0,07 % SDS ohne GroEL. Dies spricht fiir eine GroEL-
unabhingige Diffusion des Cy-2-markierten recPrP(90-231), eine Bindung an GroEL findet
nicht statt. Die Bindung und Inhibierung der Aggregation war GroEL spezifisch. Ein Uber-
schuss an bovinem Serum-Albumin (BSA) oder a-Lactalbumin hatte keinen Einfluss auf die

Aggregation auch bei gleicher Proteinmenge (Daten nicht gezeigt, siche Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.17 Einfluss von GroEL auf die in vitro-Aggregation recPrP(90-231):

In allen Ansdtzen wurden recPrP(90-231) (100 ng) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) = GroEL bei 0,07 %
SDS, 10 mM NaP;, pH 7,2 vorinkubiert und anschlieBend auf die angegebenen Bedingungen eingestellt (End-
Konzentration recPrP(90-231): 2,5 ng/ul). Die Diffusionszeiten wurden aus den Fluoreszenz-Fluktuationskurven
zeitabhdngig bestimmt. Jede Diffusionszeit entspricht einer FCS-Messung (60 s).

Der Einfluss von GroEL auf die in vitro-Aggregation konnte auch durch Untersuchung der
Loslichkeit von recPrP verifiziert werden. Dabei wurde recPrP(90-231) in 0,2 % SDS

vorgelegt. Mit 10 mM NaP;, die entweder kein weiteres Protein oder einem vierfachen
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molaren Uberschuss an GroEL bzw. an BSA enthielten, wurden die Proben auf 0,005 % SDS

ausgediinnt. Zur Kontrolle wurde eine Probe auf 0,2 % SDS eingestellt. Abbildung 4.18 zeigt
Loslichkeit von recPrP(90-231) nach {iiber Nacht Inkubation bei 37 °C unter den
verschiedenen Bedingungen. Mit einem Uberschuss an GroEL wurde die Aggregation in
0,005 % SDS verhindert und recPrP(90-231) verblieb wie in 0,2 % SDS im Uberstand,
wiahrend recPrP(90-231) ohne GroEL aggregierte. Dieser Effekt war spezifisch fiir GroEL,

andere Proteine wie BSA oder a-Lactalbumin beeinflussten die Loslichkeit nicht.

0,2 % SDS 0,005 % SDS
ohne 4x GroEL 4x BSA
P S P S P S P S

e | e ® o
2 ® o

Abbildung 4.18 Sperzifitit der GroEL Inhibierung:

Je 250 ng recPrP(90-231) in 0,2 % wurden vorgelegt und mit 10 mM NaP;, pH 7,2 (ohne oder mit einem
vierfachen Uberschuss an GroEL bzw. BSA) auf 0,005 % SDS ausgediinnt (End-Konzentration recPrP(90-231):
5 ng/pl). Zur Kontrolle wurde eine Probe auf 0,2 % SDS eingestellt. Nach iiber Nacht-Inkubation bei 37 °C
wurden die Proben fiir 1 h bei 20 °C und 100.000 g zentrifugiert, Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und das
Pellet im gleichen Volumen resuspendiert. Die Proben wurden mittels Dot-Blot analysiert (1.-Antikérper: 3F4;
ECL-Detektion). Reihe 1 enthielt dreimal mehr recPrP als Reihe 2 und neunmal mehr als Reihe 3.

Die Inhibierung der recPrP(90-231)-Aggregation durch GroEL war konzentrationsab-
hiangig. Abbildung 4.19 zeigt die Aggregationskinetiken von recPrP(90-231) mit unter-
schiedlichen molaren Verhéltnissen zu GroEL. Ohne GroEL aggregierte recPrP(90-231), die
Diffusionszeiten stiegen von 0,3 ms auf ungefihr 0,6 ms. Ein vierfacher molarer Uberschuss
an GroEL inhibierte die recPrP(90-231)-Aggregation vollstindig, die Diffusionszeiten waren
konstant bei ungefdahr 0,55 ms. Die Aggregationskinetiken bei einem ein- bzw. zweifachen
Uberschuss an GroEL zeigten eine zunehmend langsamere Aggregation. Durch die Bindung
an das GroEL wurde die Konzentration an freiem recPrP(90-231) erniedrigt. Diese Aussage
wird durch Untersuchungen gestiitzt, die die Konzentrationsabhédngigkeit der de novo
Aggregation des recPrP(90-231) ohne Bindung an andere Proteine zeigten (Schifer, 1997).
Zudem sind die Aggregation des recPrP(90-231) und die Bindung an das GroEL Konkurrenz-
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Abbildung 4.19 Konzentrationsabhéngigkeit der Aggregationsinhibierung durch GroEL:

Je Ansatz wurden 40 ng recPrP(90-231) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) in 0,2 % SDS vorgelegt und mit
GroEL-haltiger Losung verdiinnt, so dass Endkonzentrationen von 0,01 % SDS, 1 ng/ul recPrP und 0x, 1x, 2x
bzw. 4x GroEL eingestellt wurden. Dabei wurden unterschiedliche molare Verhiltnisse zwischen
recPrP(90-231) und GroEL im FCS zeitabhéngig analysiert. Eine vollstdndige Inhibierung war erst bei einem 4x
molaren Uberschuss zu beobachten (konst. T ~ 0,55 ms). Alle Diffusionszeiten wurden als 2-Komponenten
System ausgwertet, was filir die unvollstdndige Inhibierung bei 1x bzw. 2x GroEL nicht optimal ist, aber eine
bessere Vergleichbarkeit ermdglicht. Dadurch kdnnen nur qualitative Aussagen iiber den Aggregationsprozess
gemacht werden, absolute Diffusionszeiten kdnnen nicht bestimmt werden.

reaktionen. Bei einem ein- bzw. zweifachen Uberschuss an GroEL war die
Wabhrscheinlichkeit, das recPrP(90-231) auf recPrP(90-231) trifft, gréBer als bei einem
vierfachen Uberschuss. Es bildeten sich recPrP(90-231)-Oligomere. Mit zunehmender GroBe
der Aggregate konnen diese nicht mehr von GroEL gebunden werden und aggregieren weiter.
Diese Ansidtze weisen somit eine Heterogenitidt durch GroEL-gebundenes und aggregiertes
recPrP(90-231) auf. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden jedoch alle FCS-Messungen als
Zwei-Komponentensystem, mit freiem Cy-2 als erste Komponente ausgewertet. Deshalb
konnen die berechneten Diffusionszeiten nur relativ und nicht absolut betrachtet werden, was

fiir die gemachten Aussagen aber unerheblich ist.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Untersuchungen zeigten, dass ein vierfacher
Uberschuss an GroEL recPrP auch nach Ausdiinnen des SDS I&slich hilt und dessen

Aggregation vollstdndig unterbindet.
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4.5.2 Inhibierung der Aggregation in Freisetzungspuffer

Wie in Kapitel 4.4 dargestellt, ist die Aggregation von recPrP(90-231) stark von der
Pufferzusammensetzung abhédngig. Daher wurde der Einfluss von GroEL auch im
Freisetzungspuffer untersucht und mit anderen Proteinen verglichen.

Das recPrP(90-231) wurde in 0,07 % SDS, 10 mM NaP; und den verschiedenen Proteinen
inkubiert und anschlieBend mit Freisetzungspuffer verdiinnt (Endkonzentration: 10 mM
MgAc, 10 mM KCIl und 80 mM NacCl). Die Ansédtze wurden sofort im FCS analysiert. Die
ersten 10 Fluoreszenz-Fluktuationskurven wurden in Abbildung 4.20 iibereinandergelegt. Mit
einem vierfachen molaren Uberschuss (entspricht 20 pg) an GroEL (A) waren keine
Fluoreszenzbursts zu beobachten, die Fluoreszenz-Fluktuationskurven konnten autokorreliert
werden und die Diffusionszeiten lagen konstant bei ca. 0,55 ms. Ohne andere Proteine (B)
waren die typischen Fluoreszenzbursts zu beobachten, d.h. recPrP(90-231) aggregierte wie in
Kapitel 4.4 beschrieben. Auch im Freisetzungspuffer war die Inhibierung GroEL spezifisch,
ein dquimolarer bzw. 20 pug Uberschuss an BSA (C; D) oder a-Lactalbumin (E; F) zeigten

keinen Einfluss auf die Aggregation.

A + 4x GroEL C + 4x BSA E + 4x g-Lactalbumin

(20 pg) (~1,7 pg) (~0,3 ug)
10000 10000 10000

rel. Fl.-Int
rel. Fl.-Int.
rel. Fl.-Int

0 0- 0
0 Messzeit [s] 60 0 Messzeit [s] 60 0 Messzeit [s] 60

B ohne Protein D + 20 ug BSA F + 20 pg a-Lactalbumin

10000 10000 10000

rel. Fl.-Int
rel. Fl.-Int.
rel. Fl.-Int

01 0 o bddi A.J.l.nlﬂ.,All d

0 Messzeit [s] 60 0 Messzeit [s] 60 0 Messzeit [s] 60

Abbildung 4.20 Spezifitit der Aggregationsinhibierung durch GroEL in Freisetzungspuffer:

Je Ansatz wurden 100 ng recPrP(90-231) und Cy2-markiertes recPrP(90-231) nach kurzer Vorinkubation mit
dem jeweiligen Protein bei 0,07 % SDS in 10 mM NaP;, pH 7,2 auf 0,01 % SDS und Freisetzungspuffer
eingestellt (Endkonzentration: 2,5 ng/ul). Die Fluoreszenz-Fluktuationskurven der ersten 10 FCS Messungen fiir
jeden Ansatz wurden iibereinander gelegt. A) 4x GroEL (= 20 pg); B) ohne Protein; C) 4x BSA; D) 20 ug BSA;
E) 4x a-Lactalbumin; F) 20 pg a-Lactalbumin
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4.5.3 Freisetzung von GroEL

Das molekulare Chaperone GroEL kann Proteine bei der de novo Faltung bzw. der Faltung
unter Stressbedingungen assistieren (sieche Einleitung). Dabei bindet es das Protein im Inneren
und setzt es anschlieBend ATP-abhingig wieder frei. Aber nicht jedes gebundene Substrat
kann auch wieder freigesetzt werden. Bisher konnte gezeigt werden, dass GroEL recPrP als
Substrat erkennt und bindet. Im Folgenden wurde untersucht, ob GroEL recPrP(90-231) auch

wieder freisetzen kann und es damit recPrP(90-231) bei der Faltung assistieren kann.

Hierfiir wurden recPrP(90-231), Cy2-markiertes recPrP(90-231) und vierfach GroEL bei
0,07 % SDS in 10 mM NaP;, pH 7,2 vorinkubiert und anschlieBend auf 0,01 % SDS in
Freisetzungspuffer eingestellt (End-Konzentration recPrP(90-231): 2,5 ng/ul). Ein Aliquot
dieser Probe wurde sofort im FCS analysiert. Nach 30 min wurden ein weiteres Aliquot der
Probe auf 3 mM ATP eingestellt und ein drittes mit dem gleichen Volumen H,Ogeion. Versetzt.
Beide Proben wurden parallel im FCS analysiert, wobei immer abwechselnd 5 Fluoreszenz-
Fluktuationskurven fiir eine Probe aufgezeichnet wurden. Wie in Abbildung 4.21 dargestellt,
war die Diffusionszeit der Probe in den ersten 30 min konstant (t = 0,55 ms). Nach Zugabe

des ATP stiegen die Diffusionszeiten innerhalb von 20 min auf t > 1,0 ms an, wéhrend sie in
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Abbildung 4.21 Freisetzung von rPrP(90-231) aus GroEL-Komplexen:

Je 250 ng recPrP(90-231), Cy2-markiertes recPrP(90-231) und 4x GroEL wurden bei 0,07 % SDS in 10 mM
NaP;, pH 7,2 vorinkubiert und anschlieBend auf 0,01 % SDS in Freisetzungspuffer eingestellt (End-
Konzentration recPrP(90-231): 2,5 ng/pl). Ein Aliquot wurde sofort im FCS analysiert (¢). Nach 30 min wurde
ein weiteres Aliquot auf 3 mM ATP eingestellt (A), ein weiteres diente als Kontrolle ohne ATP (M). Die
Fluoreszenz-Fluktuationskurven beider Proben wurden abwechselnd aufgezeichnet und autokorreliert.
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der Kontrolle ohne ATP iiber den gesamten Zeitraum (bis zu 4,5 h) konstant blieben. Die
leicht erhdhten Diffusionszeiten in der Kontrolle gegeniiber den ersten 30 min waren

messtechnisch bedingt.

Der Vergleich der Fluoreszenz-Fluktuationskurven (Abbildung 4.22) zeigt den deutlichen
Unterschied zwischen der Aggregation in Freisetzungspuffer ohne GroEL und nach der ATP-
abhingigen Freisetzung von GroEL. In Abwesenheit von GroEL aggregierte recPrP sehr
schnell, es bildeten sich aufgrund des Mg*" hochmarkierte Fluoreszenzbursts (Kapitel 4.4).
Ohne ATP aggregierte recPrP aufgrund der Bindung an GroEL nicht und die Fluoreszenz-
Fluktuationskurven konnten autokorreliert werden. Nach ATP-Zugabe und der dadurch
bedingten Freisetzung von GroEL aggregierte recPrP wieder. Die Fluoreszenz-
Fluktuationskurven waren unter diesen Bedingungen ebenfalls gut autokorrelierbar und der
Anstieg der Diffusionszeiten zeigte die Aggregation des recPrP. Das unter den Bedingungen
der Freisetzung die Fluoreszenz-Fluktuationskurven auswertbar waren, ist vermutlich auf eine
im Gegensatz zu Ansdtzen ohne GroEL, verlangsamte Aggregation zuriickzufiihren. Das
recPrP in der Losung wurde nicht auf einmal aus GroEL freigesetzt, so dass die Konzentration

an aggregierendem recPrP geringer war als in den Ansdtzen ohne GroEL.

ohne GroEL mit GroEL Freisetzung von GroEL
00 1 0 1 500 1

by

04 0
0 Messzeit [ms] 60 0

rel. Fl.-Int
rel. Fl.-Int
rel. Fl.-Int.

) 0
60 0

Messzeit [ms] Messzeit [ms] 60

Abbildung 4.22 Freisetzung des recPrP(90-231) aus GroEL-Komplexen.
Die Fluoreszenz-Fluktuationskurven der Ansétze mit und ohne ATP aus Abbildung 4.21 wurden iibereinander-

gelegt. Zum Vergleich wurde 10 Fluoreszenz-Fluktuationskurven eines Ansatzes in Freisetzung ohne GroEL
ebenfalls iibereinandergelegt, diese waren im Gegensatz zu den anderen nicht mehr autokorrelierbar und eine
Bestimmung der Diffusionszeiten nicht moglich.

Die Freisetzung des recPrP(90-231) von GroEL sollte auch iiber die Loslichkeit bestimmt
werden. Dafiir wurden recPrP(90-231) und GroEL iiber Nacht in Freisetzungspuffer mit und
ohne ATP inkubiert. Abbildung 4.23A zeigt, das recPrP(90-231) in beiden Ansdtzen ATP-
unabhingig pelletierte. Ein Einfluss von GroEL auf die Loslichkeit konnte somit im
Gegensatz zu den Untersuchungen in 10 mM NaP;, pH 7,2 (4.5.1) nicht gezeigt werden. Da

aber auch im Freisetzungspuffer eine Interaktion zwischen GroEL und recPrP(90-231) mittels

FCS gezeigt werden konnte (dieses Kapitel und Kap. 4.5.2), wurden die Inkubationszeiten im
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Abbildung 4.23 Western-Blot Analyse der Freisetzung von rPrP(90-231) aus GroEL Komplexen:

A) Je 250 ng recPrP(90-231) und 4x GroEL wurden iiber Nacht in Freisetzungspuffer + 3 mM ATP bei 37 °C
inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1 h bei 25 °C und 100.000 g wurden Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und
das Pellet im gleichen Volumen resuspendiert. Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese
aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4- bzw. GroEL-Antikdrper; ECL-Detektion).
B) Je 250 ng recPrP(90-231) und 4x GroEL wurden unter den angegebenen Bedingungen in Freisetzungspuffer
fiir verschiedene Zeiten bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1 h bei 25 °C und 100.000 g wurden Pellet
(P) und Uberstand (S) getrennt und das Pellet im gleichen Volumen resuspendiert. Die Proben wurden in einer
12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4; ECL-
Detektion). Die Spuren 1 enthielten eine dreifach héhere Konzentration wie die Spuren 2.

Loslichkeitstest deutlich verkiirzt. Die gleichen Ansdtze wie fiir Abbildung 4.23A wurden
mehrfach angesetzt und direkt (0 h) und nach 1,5 h auf die Lo&slichkeit des recPrP(90-
231)analysiert. Abbildung 4.23B zeigt, dass recPrP(90-231) alleine ohne Inkubation
vollstindig pelletierte, wihrend durch Zugabe von GroEL der iiberwiegende Teil 16slich
blieb. Im Ansatz mit GroEL ohne Zugabe von ATP war recPrP(90-231) nach 1,5 h immer
noch tiberwiegend l6slich, widhrend es mit ATP zu mehr als 50 % pelletierte. Mit
zunehmender Inkubationszeit wurden die Unterschiede zwischen den beiden Ansétzen wieder
kleiner, bis der iiberwiegende Teil der Proben pelletierte. Unter den Freisetzungsbedingungen
war die Bindung des recPrP an GroEL nicht so stabil wie im Natriumphosphat-Puffer, was
insbesondere bei den Loslichkeitstest deutlich wurde. Bei den erhdhten Kriften, die durch die
Zentrifugation auftreten, wurde recPrP nach iiber Nacht-Inkubation vollstindig von GroEL

entlassen.
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Somit konnte in diesem Kapitel die ATP-abhidngige Freisetzung von recPrP aus dem
GroEL-Komplex gezeigt werden, was die Grundlage fiir eine produktive Interaktion mit

GroEL ist.

4.5.4 Faltung durch GroEL/ES ist nicht moglich

Nachdem in den Kapitel 4.5.1 — 4.5.3 gezeigt werden konnte, dass GroEL recPrP als
Substrat erkennt und ATP-abhdngig freisetzen kann, musste die Produktivitit der Faltung
analysiert werden. Der Begriff produktive Faltung wird in Anlehnung an in vitro
Renaturierungsexperimente verwendet. Ein Substrat wird nach Denaturierung erneut in native
Bedingungen iiberfithrt und die unterschiedliche Riickfaltungseffizienz mit und ohne
Chaperon verglichen. Da diese Effizienz in der Regel iiber eine Enzymaktivitdt des Substrates
gemessen wird und diese mit Chaperon in der Regel deutlich erhoht ist, wird von einer
produktiven Faltung gesprochen. Fiir PrP ist bisher keine Enzymaktivitit beschrieben, so dass
im Folgenden die Loslichkeit als Kriterium fiir die produktive Faltung analysiert wurde. Zur
produktiven Faltung benétigt GroEL die Hilfe seines Co-Chaperones GroES. Die folgenden
Untersuchungen sollten zeigen, inwieweit GroEL und sein Co-Chaperone GroES recPrP(90-

231) in eine stabil-16sliche Struktur falten konnen.

Hierbei wurden wiederum recPrP(90-231), Cy2-markiertes recPrP(90-231) und 4x GroEL
bei 0,07 % SDS in 10 mM NaP;, pH 7,2 vorinkubiert. Zusitzlich wurde ein 8facher-molarer
Uberschuss an GroES zugegeben. AnschlieBend wurde auf 0,01 % SDS in Freisetzungspuffer
eingestellt und ein Aliquot dieser Probe sofort im FCS vermessen. Nach 30 min wurden ein
weiteres Aliquot der Probe auf 3 mM ATP eingestellt und ein drittes mit dem gleichen
Volumen H;Ogcion, versetzt. Beide Proben wurden parallel im FCS analysiert, wobei immer
abwechselnd 5 Fluoreszenz-Fluktuationskurven fiir eine Probe aufgezeichnet wurden. Wie in
Abbildung 4.24 dargestellt, war die Diffusionszeit der Probe in den ersten 30 min konstant
(t = 0,55 ms). Nach Zugabe des ATP stiegen die Diffusionszeiten innerhalb von 20 min auf

T> 1,2 ms an, wihrend sie in der Kontrolle ohne ATP iiber den gesamten Zeitraum (bis zu
4,5 h) konstant blieben.

Auch unter dem Einfluss des Co-Chaperones GroES wurde recPrP(90-231) ATP-abhéngig
freigesetzt und aggregierte nach der Freisetzung wieder. Eine produktive Faltung des recPrP
in eine losliche Form war unter den gegebenen Bedingungen durch den GroEL/ES-Komplex

nicht moglich.
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Abbildung 4.24 Freisetzung von rPrP(90-231) aus GroEL/ES-Komplexen:

Je 250 ng recPrP(90-231), Cy2-markiertes recPrP(90-231), 4x GroEL und 8x GroES wurden bei 0,07 % SDS in
10 mM NaP;, pH 7,2 vorinkubiert und anschlieend auf 0,01 % SDS in Freisetzungspuffer eingestellt (End-
Konzentration recPrP(90-231): 2,5 ng/ul). Ein Aliquot wurde sofort im FCS analysiert (¢). Nach 30 min wurde
ein weiteres Aliquot auf 3 mM ATP eingestellt (A), ein weiteres diente als Kontrolle ohne ATP (H). Die
Fluoreszenz-Fluktuationskurven beider Proben wurden abwechselnd aufgezeichnet und autokorreliert.

4.5.5 Charakterisierung der Aggregate

Die Aggregation von recPrP(90-231) und recPrP(29-231) konnte mit GroEL und GroES
nicht dauerhaft, d.h. ohne permanente Bindung an GroEL, verhindert werden. Doch gab es
deutliche Unterschiede in den Aggregationskinetiken nach Freisetzung aus dem GroEL bzw.
GroEL/ES gegeniiber der direkten Aggregation (Kapitel 4.5.3). Da auch eine andere
Arbeitsgruppe in einem anderen in vitro-Konversionssystem zeigen konnte, dass GroEL die
Umwandlung von metabolisch markiertem [S*]-PrP¢ in PrP™ forderte (DebBurman et al.,
1997), sollte die libergeordnete Struktur der Aggregate nach Freisetzung von GroEL iiber die
PK-Resistenz charakterisiert werden. Wie in Kapitel 4.2.2 gezeigt, aggregierte recPrP(29-231)
ohne die PrPSC-speziﬁsche, C-terminale PK-Resistenz zu erhalten. Es interaggierte ebenfalls
mit GroEL und aggregierte nach Freisetzung wie recPrP(90-231). Da nur mit der Volllinge
des rekombinanten Proteins (recPrP(29-231)) Aussagen iiber eine mogliche Spezifitit einer
erhohten PK-Stabilitit zu treffen sind, wurde die Charakterisierung mit der Vollldnge
durchgefiihrt. Je vier Ansitze mit 10 ng/ul recPrP(29-231) wurden mit GroEL in 0,05 % SDS
in 10 mM NaP;, pH 7,2 inkubiert und anschlieend auf 0,01 % SDS in Freisetzungspuffer mit
3 mM ATP eingestellt. Parallel wurden vier Anséitze ohne GroEL angesetzt. Nach iiber Nacht
Inkubation wurden die Ansétze fiir eine Stunde mit 100.000 g bei 25 °C zentrifugiert und der
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Uberstand abgenommen. Die Pellets wurden in PK-Puffer resuspendiert und je ein Ansatz mit
und ohne GroEL fiir unterschiedliche Zeiten mit 5 ng/ul PK bei RT inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Einstellen von 7,5 mM PMSF bei Zugabe von einem Volumen Laemmli-
Auftragspuffer und fiinf Minuten Kochen gestoppt. Wie in Abbildung 4.25 gezeigt,
unterschieden sich die PK-Stabilitit der Aggregate ohne GroEL und nach Freisetzung von
GroEL nicht signifikant voneinander, was durch weitere Untersuchungen gezeigt wurde. Die
erhohte recPrP-Konzentration nach Freisetzung von GroEL und 15-miniitiger PK-Verdauung
war auf eine durch GroEL erhohte Gesamtprotein-Konzentration zuriickzufiihren. Eine
spezifische Verkiirzung auf ein N-terminal verkiirztes Fragment, welches dem PrP27-30
entspricht, war nicht zu beobachten. Die im Vergleich zur Abbildung 4.6 geringere Stabilitit
der Aggregate war auf die geringere Konzentration des recPrP(29-231) zuriickzufiihren und
war beabsichtigt, um eventuell kleinere Stabilitdtsunterschiede zwischen den beiden Ansétzen

zu sehen.

Mit der hier verwendeten Methode konnten somit keine Unterschiede in der
Aggregatstruktur nachgewiesen werden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten
detailliertere Aussagen iiber die unter den verschiedenen Bedingungen gebildeten Aggregate

liefern.

ohne GroEL mit GroEL
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Abbildung 4.25 PK-Verdauung von recPrP(29-231) nach Freisetzung aus GroEL-Komplexen:

Je 4 Ansitze recPrP(90-231) (Endkonzentration: 10 ng/ul) wurden mit und ohne 4x GroEL in 0,05 % SDS
vorinkubiert und anschlieend auf Freisetzungspuffer mit 3 mM ATP eingestellt. Nach iiber Nacht-Inkubation
wurden die Proben fiir 1 h bei 20 °C und 100.000 g zentrifugiert und Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt. Die
Pellets wurden im gleichen Volumen PK-Puffer resuspendiert und fiir die angegebenen Zeiten mit 5 ng/ul PK
inkubiert. Durch Zugabe von 1 Volumen Laemmli-Auftragspuffer mit 15 mM PMSF und 5 min Kochen wurde
die PK-Verdauung gestoppt. Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und
mittels Western-Blot analysiert (1.-Antikdrper: 3F4; ECL-Detektion).
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4.6 Kann GroEL/ES auch mit natiirlichem PrP¢ wechselwirken ?

Bisher konnte gezeigt werden, dass GroEL mit recPrP wechselwirken und die in vitro-
Aggregation reversibel inhibieren kann. Eine produktive Faltung in eine entweder dauerhaft
16sliche oder gar eine PrP*-spezifische Form war nicht mdglich. Wenn GroEL bzw. Hsp60
eine Rolle bei der in vivo Konversion in die PrP> Form haben sollte, miisste es ebenfalls mit

posttranslational modifiziertem PrP wechselwirken.

Uber Nacht wurden verschiedene Priparationen von solPrP27-30 (Abbildung 4.26) unter
verschiedenen Bedingungen inkubiert. Nach Zentrifugation fiir eine Stunde bei 100.000 g und
25 °C wurden Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und mittels Western-Blot analysiert. In
0,2 % SDS war solPrP27-30 jeweils 18slich und lies sich im Uberstand nachweisen. Nach
Ausdiinnen des SDS auf 0,001 % und einem Uberschuss an GroEL war es immer noch 16slich
und pelletierte nicht, wohin gegen es in der Kontrolle mit einem Uberschuss an BSA pelle-
tierte. Damit konnte gezeigt werden, das GroEL auch mit solPrP27-30 wechselwirkte und die
Aggregation verhinderte. Die im Vergleich zu fritheren Arbeiten (Post et al., 1998) stiarkere
Verdiinnung des SDS war nétig, da mit weniger PMSF gearbeitet wurde (Kapitel 5.2.2).

solPrP27-30 Prap. A solPrP27-30 Prap. B
weitere
Proteine ohne GroEL BSA ohne GroEL BSA
[SDS] 0,2 % 0,001 % 0,001 % 0,2 % 0,001 % 0,001 %
P S P S P S P S P S P S
29 kDa— .
- . - wl®
-
20 kDa—

Abbildung 4.26 Einfluss von GroEL auf die in vitro-Aggregation von solPrP27-30:

SolPrP27-30 zweier verschiedener Préparationen wurde iiber Nacht unter den angegebenen Bedingungen bei
37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 1 h bei 25 °C und 100.000 g wurden Pellet (P) und Uberstand (S)
getrennt und das Pellet im gleichen Volumen resuspendiert. Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion).

Dass GroEL nicht nur mit dem N-terminal verkiirzten solPrP27-30 sondern auch mit dem
Volllingen CHO-PrP¢ wechselwirkte, ist in Abbildung 4.27 gezeigt. CHO-PrP® wurde iiber
Nacht bei 37 °C in 0,2 % SDS oder 0,002 % SDS in 10 mM NaP;, pH 7,2 inkubiert und die
Loslichkeit getestet. Wie schon in Kapitel 4.2.3 gezeigt aggregierte CHO-PrP® in 0,2 % SDS
nicht wohin gegen es nach Ausdiinnen des SDS auf 0,002 % SDS aggregierte. Durch Zugabe
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eines Uberschusses an GroEL konnte die Aggregation auch bei CHO-PrP® inhibiert werden.
Ein Uberschuss an BSA als Kontrolle hatte dagegen keinen Effekt, das CHO-PrP®
aggregierte. Im Uberstand der Proben mit GroEL bzw. BSA war jeweils bei starker

Exponierung eine inverse Farbung durch das nicht pelletierte Proteine zu erkennen (—).

F\;\;glttaeigee ohne ohne GroEL BSA
[SDS] 0,2 % 0,002 % 0,002 % 0,002 %
P S P S P S P S
72 kDa — By
P
45 kDa —
29 kDa —

Abbildung 4.27 GroEL Einfluss auf Reaggregation von CHO-PrP®:

Das CHO-PrP® wurde iiber Nacht unter den angegebenen Bedingungen bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation
fiir 1 h bei 25 °C und 100.000 g wurden Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und das Pellet im gleichen
Volumen resuspendiert. Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Western-Blot analysiert (1.-Antikorper: 3F4; ECL-Detektion).

In wie weit mit dem posttranslational modifiziertem PrP eine Faltung in eine 16sliche Form
moglich war, wurde durch Freisetzung aus GroEL/ES Komplexen analysiert. Abbildung 4.28
zeigt die Ergebnisse mit solPrP27-30 und CHO-PrP€ in Freisetzungspuffer mit 3 mM ATP
nach iiber Nacht-Inkubation bei 37 °C. GroEL und GroES wurden im Uberschuss mit einem
Verhiltnis von 1:1 bzw. 1:2 eingesetzt. Die Proben wurden fiir eine Stunde bei 100.000 g und
25 °C zentrifugiert, Pellet (P) und Uberstand (S) getrennt und im Western-Blot analysiert.
Auch nach Freisetzung aus den Komplexen mit GroEL/ES pelletierten die posttranslational

modifizierten Prion-Proteine, eine Faltung in eine stabil 16sliche Form war nicht méglich.
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Abbildung 4.28 Freisetzung von PrP¢ von GroEL/ES Komplexen:

SolPrP27-30 bzw. CHO-PrP¢ wurden mit einem Uberschuss GroEL bei 0,05 % SDS vorinkubiert und
anschlieBend auf die angegebenen GroEL/ES-Verhéltnisse und 0,002 % SDS in Freisetzungspuffer mit 3 mM
ATP eingestellt. Nach iiber Nacht Inkubation bei 37 °C wurden die Proben fiir 1 h bei 25 °C und 100.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand (S) und das Pellet (P) wurden getrennt und das Pellet im gleichen Volumen
resuspendiert. Die Proben wurden in einer 12 %-igen PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western-
Blot analysiert (1.-Antikdrper: 3F4; ECL-Detektion).

Fiir die posttranslational modifizierten Prion-Proteine konnte mit diesen Untersuchungen
zum ersten Mal sowohl eine Interaktion mit GroEL, als auch die Freisetzung aus dem

GroEL/ES-Komplex gezeigt werden. Gleichzeitg war eine Faltung in eine stabil-1osliche

Form unter diesen Bedingungen wie bei recPrP nicht moglich.
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5 Diskussion

5.1 Die in vitro-Konversion des Prion-Proteins

Das von S.B. Prusiner (1982c¢) postulierte Prion-Modell besagt, dass ein Erreger (Prionen)
fast vollstdndig aus dem wirtseigenen Prion-Protein besteht. Die Replikation der Prionen
erfolgt durch Konversion des zelluliren PrP (PrP%) in die krankheits-assoziierte Isoform
(PrP%%). Obwohl eine Vielzahl von Indizien das Prion-Modell stiitzen, konnte es bis heute
nicht endgiiltig bewiesen werden. Durch die in vitro Umwandlung von nicht-infektiosem PrP®
in infektioses PrP wire das Prion-Modell bewiesen. In vitro-Konversionssysteme, die diese
Umwandlung nachzustellen versuchen, miissen grundsitzlich in Keim-induzierte-Modelle
und de novo-Modelle unterschieden werden. Die Keim-induzierten-Modelle verwenden i1.d.R.
radioaktiv-markiertes PrP® und einen Uberschuss an teildenaturiertem  PrP*
(Kocisko et al., 1994; Caughey et al., 1995). Das konvertierte PrP ist unloslich und gegen PK-
Verdauung resistent (PrP™). Obwohl auch Stamm-spezifische Charakteristika (PK-
Schnittstelle) des eingesetzten PrP* erhalten blieben (Kocisko et al 1995;
Bessen et al., 1995), konnte keine neue Infektiositdt generiert werden (Hill ef al., 1999).
Aufgrund des Uberschusses an eingesetztem, infektiosem PrP ist der Nachweis neuer
Infektiositdt in diesem System schwierig und Untersuchungen der Proteinstruktur unmoglich.
De novo-Modelle, wie unser SDS-abhingiges in vitro-Konversionssystem, arbeiten dagegen
fast ausschlieBSlich mit nicht-infektiosem, rekombinantem PrP. Die Konversion wird ohne
Zugabe von PrP*® durch Anderungen im Losungsmittel (pH-Wert, Detergenz-Konzentration)
induziert. Dadurch kann das konvertierte Protein nicht nur biochemisch charakterisiert,
sondern auch auf Sekundirstrukturinderungen und auf Infektiositdt untersucht werden.
Wihrend die Keim-induzierten-Modelle die infektidse Atiologie von Prion-Erkrankungen
nachstellen, spiegeln die de novo-Modelle die sporadischen Formen wieder. Sie konnen

jedoch durch Zugabe von Keimen fiir die infektidse Atiologie erweitert werden.

Die vorliegende Arbeit basierte auf einem in vitro-Konversionssystem, das von in 0,2 %
SDS solubilisierten PrP27-30 oder auf 0,2 % SDS eingestellten recPrP(90-231) ausgeht
(Post et al., 1998). Nach Entfernung des SDS durch Verdiinnung auf unter 0,01 % kommt es
nach einer schnellen Strukturumlagerung (Zunahme des -Faltblattanteils) zu einer schnellen
Aggregation. Neben dieser B-Faltblattstruktur und der Bildung unldslicher Aggregate, wiesen
insbesondere die recPrP(90-231)-Aggregate mit einer erhohten PK-Stabilitit und einem
neurotoxischen Effekt #hnliche Eigenschaften wie PrP* auf (Post et al., 1998;
Post et al., 2000). Eine fibrilldre Struktur der Aggregate, wie sie flir PrP27-30 gezeigt ist und
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fiir PrP*° diskutiert wird, konnte bisher genauso wenig wie neugenerierte Infektiositit gezeigt
werden. Durch den Einsatz von recPrP(29-231), das dem nicht modifiziertem Vollldngen-
Protein bis auf die sechs N-terminalen Aminosduren entspricht, und von posttranslational

. . C . . . .
modifiziertem CHO-PrP~ wurde unser in vitro-Konversionssystem erweitert.

5.1.1 In vitro-Konversion des rekombinanten PrP(29-231)

Prionen zeichnen sich unter anderem durch eine enorme Stabilitit gegen Verdauung durch
Proteinasen aus. PrP*® wird durch Proteinase K spezifisch N-terminal verkiirzt (PrP27-30).
Diese N-terminale Verkiirzung konnte in den fritheren Untersuchungen nicht gezeigt werden,
da das eingesetzte solPrP27-30 aus dem bereits verkiirzten PrP27-30 prépariert wurde
(Postetal., 1998). Das ebenfalls eingesetzte recPrP(90-231) entspricht in der
Aminoséduresequenz ebenfalls der bereits verkiirzten Form. Deshalb wurde im Rahmen dieser
Arbeit die in vitro-Konversion des recPrP(29-231) insbesondere mit Blick auf die PK-

Prozessierung analysiert.

Wie in Kapitel 4.2.1 gezeigt, aggregierte recPrP(29-231) nach Ausdiinnen des SDS. Dabei
bildete sich wie bei recPrP(90-231) eine B-Faltblatt-reiche Struktur (Birkmann, 2000). Die
gebildeten Aggregate zeigten eine erhohte PK-Stabilitdt, die mit der beschriebenen PK-
Stabilitdt fiir recPrP(90-231) vergleichbar ist (Post et al.,1998). Unter diesen Bedingungen
wurde iiber den Versuchszeitraum kein Abbau des aggregierten Volllingen Proteins
beobachtet, wihrend das in 0,2 % SDS 16sliche recPrP(29-231) abgebaut wurde. Die erhohte
PK-Stabilitit bezog sich also auf das Volllingen-Protein und nicht auf die fiir PrP*° typische
Resistenz des C-Terminus. Die groBere PK-Stabilitdt kann somit auf einer schlechteren
Zuginglichkeit der gebildeten Aggregate fiir die Proteinase K beruhen, die durch die starke
Zentrifugation noch verstirkt wurde. Beim Abbau des 16slichen recPrP(29-231) bildeten sich
verschiedene Zwischenprodukte, von denen das Groffite dem N-terminal verkiirzten PrP
entsprechen kann. Dieser priaferentielle N-terminale Abbau stimmt auch mit Untersuchungen
zu den zelluliren Abbauwegen des PrP€ iiberein (Jiménez-Huete et al., 1998). Sie zeigten,
dass PrP® iiber verschiedene Zwischenprodukte vom N-Terminus aus abgebaut wird, wobei
eines durch einen Schnitt zwischen Aminosdure 80 und 100 und das andere um Aminosiure
112 gebildet wurden und beide den intakten C-Terminus enthielten. Die NMR-Strukturen des
recPrP zeigten neben einer gut definierten Struktur im C-terminalen Bereich ab Aminosédure
121 einen undefinierten, flexiblen N-terminalen Abschnitt (Riek ez al., 1997, Liu et al., 1999,

Zahn et al., 2000), welcher den préferentiellen Abbau erkldren kann.
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Die fehlende PrP“-spezifische PK-Prozessierung wiirde so gegen eine wirkliche
Umwandlung von recPrP, und damit gegen das von uns entwickelte in vitro-
Konversionssystem sprechen (siehe Kapitel 5.1.3 und 5.3). Thre Verwendung als Marker fiir
die in vitro-Konversion ist aber zur Zeit nicht uneingeschriankt moglich. Infektiositdt konnte
zum einen trotz einer PrP%-spezifischen PK-Prozessierung in einem Keim-induzierten in
vitro-Konversionssystem nicht gezeigt werden (Hill ez al., 1999). Zum anderen wurde sogar
Infektiositit ohne PK-resistentes Prion-Protein beschrieben (Lasmézas et al., 1997,
Safar et al., 2000; Hill et al., 2000), so dass PK-sensitive aber infektiose Zwischenprodukte
im Laufe einer Infektion entstehen miissen. Solche PK-sensitiven Zwischenprodukte konnen
auch bei der in vitro-Konversion eine Rolle spielen. Zudem konnte bisher in keinem in vitro-
Konversionssystem de novo, d.h. ohne externe PrP*-Zugabe, eine PrP*-spezifische PK-

Prozessierung gezeigt werden.

5.1.2 In vitro-Konversion von natirlichem PrP

Die bisherigen Untersuchungen auf Infektiositdt konnten nur mit rekombinantem PrP
durchgefiihrt werden, das im Gegensatz zum zelluldren PrP keine N-Glykosylierungen und
keinen GPI-Anker aufweist. Es ist aber fraglich, ob recPrP {iberhaupt in eine infektiose Form
{iberfithrt werden kann, da in vivo sowohl PrP€ als auch PrP*® modifiziert vorliegen. Das von
Post et al. (1998) ebenfalls verwendete solPrP27-30 war zwar modifiziert, aber aufgrund einer
Hintergrundinfektiositdt waren Aussagen iiber neu-generierte Infektiositit schwierig. Mit dem
etablierten Aufreinigungsprotokoll (Kapitel 4.1 und Elfrink, 2001) fiir posttranslational
modifiziertes PrP¢ aus CHO-Zellkulturen steht nun natiirliches, nicht infektioses PrP als

Ausgangsmaterial fiir die in vitro-Konversion zur Verfiigung.

Durch starkes Ausdiinnen des SDS (Faktor 100) konnte die Aggregation des auf 0,2 %
SDS eingestellten CHO-PrPC ebenfalls induziert werden. Hierbei wurde eine Umfaltung zu
einer [-Faltblatt-reichen Struktur beobachtet (Kapitel 4.2.2). Wie auch in dieser Arbeit
gezeigt aggregierten nicht alle Priparationen des CHO-PrP nach maximaler Ausdiinnung des
SDS. Untersuchungen mit recPrP zeigten ebenfalls Schwankungen in der SDS-Konzentration,
bei der die Aggregation beobachtet wurde. Dies kann zum Teil auf die Pridparation der
Proteine zuriickgefiihrt werden. Die Aufarbeitung des recPrP und der Detergenzwechsel des
CHO-PrP® wurden in Centrikon-Réhrchen durchgefithrt. Bei der Zentrifugation mit
0,2 % SDS wurde hierbei das SDS mit aufkonzentriert. Laut Herstellerangaben passieren bei

0,1 % SDS nur zwischen 40 — 89 % und bei 1 % SDS weniger als 40 % des SDS die
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Membran. Diese Ergebnisse konnten durch vorldufige, massenspektrometrische
Untersuchungen tendenziell bestitigt werden, wobei die absolute SDS-Konzentration nicht
genau bestimmbar war (Daten nicht gezeigt). Daher wurde bei den SDS-Angaben immer von

der eingestellten SDS-Konzentration ausgegangen.

Die Aufkonzentrierung des SDS beim Detergenzwechsel alleine kann aber nicht den hohen
Verdiinnungsfaktor fiir die Induktion der Aggregation des CHO-PrP® erkldren. Wie im
Kapitel 4.6 beschrieben, zeigte solPrP27-30 ein zu PrP® ihnliches, gegeniiber fritheren
Untersuchungen mit solPrP27-30 deutlich unterschiedliches, Aggregationsverhalten. Unter
den vorherigen Bedingungen wurde das SDS auf 0,01 % ausgediinnt (Faktor 20;
Post et al., 1998), wihrend das SDS unter den hier verwendeten Bedingungen deutlich starker
(Faktor 200) ausgediinnt werden musste, um die Aggregation zu induzieren. Wie bei den
CHO-PrP“-Priparationen aggregierten auch nicht alle solPrP27-30-Priparationen unter diesen
Bedingungen bei maximaler Ausdiinnung des SDS. Neben Priparations-bedingten
Unterschieden, solPrP27-30 wird aus hochaufgereinigten Prion-Stibchen solubilisiert, wurden
die Bedingungen fiir die in vitro-Konversion geéndert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Zugabe von PMSF zur Inhibierung von Proteinaseaktivitit bei den Inkubationen deutlich
reduziert (1 — 2 mM), wobei vorhandene Proteinasen immer noch vollstindig inaktiviert
wurden. Bei den friither verwendeten 7,5 mM PMSF wurden die Losungen wéhrend der
Zugabe des PMSF durch Flockenbildung triib, auch wenn sie mit der Zeit wieder deutlich
aufklarten. Diese Flocken konnten die in vitro-Konversion mit induzieren, indem sie als
unspezifische Keime fiir die weitere Anlagerung des solPrP27-30 dienen. Aus diesem Grund
wurde versucht, die in vitro-Konversion unter Bedingungen zu induzieren, bei denen keine
Flocken durch PMSF gebildet werden. Mit 7,5 mM PMSF aggregierten auch die hier
verwendeten solPrP27-30-Priparationen bei 0,01 % SDS (Daten nicht gezeigt;
Leffers, personliche Mitteilung).

Die deutlichen Unterschiede im Aggregationsverhalten zu recPrP miissen auf die
posttranslationalen Modifikationen der natiirlichen Prion-Proteine zuriickgefiihrt werden.
Wihrend der hydrophobe GPI-Anker das Protein eher unldslich macht, steigern die beiden
N-Glykosylierungen die Loslichkeit. Da natiirliches PrP im Gegensatz zu recPrP bei deutlich
starkerer Verdiinnung des SDS aggregiert, tiberwiegt der Effekt der N-Glykosylierungen.
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5.1.3 Was kann das SDS-abhingige in vitro-Konversionssystem leisten ?

In unserem in vitro-Konversionssystem konnen fiir verschiedene Prion-Proteine de novo
Eigenschaften von PP nachgestellt werden (Post et al., 1998; Birkmann, 2000;
Jansen ef al.,2001). Das konvertierte PrP  zeigt eine zu PrP* vergleichbare
Sekundirstrukturverteilung und bildet groBe Aggregate aus. Neben einer erhohten
PK-Stabilitdt zeigten diese Aggregate in Zellkultur einen neurotoxischen Effekt. Dennoch
konnte bis heute keine neugenerierte Infektiositit und damit die wichtigste Eigenschaft einer
Konversion zu PrP* gezeigt werden. Diese fehlende Infektiositit kann durch die in
Kapitel 5.3 allgemein fiir alle beschriebenen in vitro-Konversionssysteme diskutierten
Faktoren begriindet sein. Es ist aber nicht auszuschliefen, dass es sich bei unserem System
um eine durch SDS-beschleunigte Aggregation des PrP handelt. Wie auch in dieser Arbeit
gezeigt, ist PrP ein tendentiell unldsliches Protein und leichte Verdnderungen der
Losungsbedingungen beeinflussen die Aggregation deutlich. So beschleunigten Kationen in
Abhingigkeit von der Ionenkonzentration und —wertigkeit die Aggregation. Die fehlende
PrP%-spezifische PK-Resistenz (Kapitel 5.1.1), die PMSF-abhingige Aggregation
(Kapitel 5.1.2) und die amorphe Struktur der Aggregate konnten auch auf eine unspezifische,
d.h. nicht krankheits-assoziierte, Aggregation hindeuten. Proteine neigen unter bestimmten
Bedingungen, wie z.B. nach Denaturierung, zur Aggregation. Hierbei konnen sogar bei der
Wahl geeigneter Bedingungen nicht krankheits-assoziierte Proteine in vitro in amyloide,
fibrillaire Strukturen {iberfithrt werden (Guijarro et al., 1998; Damaschun et al., 1998;
Chiti et al., 1999).

Die weitere Charakterisierung des SDS-abhingigen in vitro-Konversionssystems,
insbesondere mit natiirlichem, d.h. posttranslational modifizierten PrP, wird seine Relevanz
fiir die Konversion von PrP® in PrP* bei Prion-Erkrankungen zeigen. Wenn auch derzeit
keine vollstindige Konversion des PrP moglich ist, so sind zumindest strukturelle
Ahnlichkeiten in der Sekundirstruktur des aggregierten Proteins vorhanden. Inwieweit die
von uns eingestellte B-Faltblatt-reiche Struktur mit der Struktur des PrP* iibereinstimmt ist
nicht bekannt. Neben ein anderen Sekundédr- oder Tertidrstruktur bei gleichen
Sekundirstrukturanteilen fir PrP%, konnten die anschlieBenden weiteren Schritte
(u.a. Aggregation, Anlagerung; Kapitel 5.3) in unserem in vitro-Konversionssystem noch zu
unspezifisch sein. Dennoch stellt unser System zur Zeit das am besten charakterisierte in
vitro-Konversionssystem, das de novo (d.h. ohne Zugabe von exogenen PrP*°) Eigenschaften

des PrP*° generieren kann, dar.
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5.2 Einfluss von Faltungshilfen auf die in vitro-Konversion

Wie in Kapitel 1.3 ausfiihrlich dargelegt, konnen einige Eigenschaften des Erregers der
Prion-Erkrankungen nicht {iber die einfache Strukturumlagerung des Prion-Proteins erklért
werden. So konnten Wildtyp-Maiuse und transgene Méuse, die das humane PrP exprimierten,
nicht mit dem CJD-Erreger infiziert werden (Telling ef al., 1994 und 1995). Durch Expression
eines chimiren (murinen-humanen-murinen) Prion-Proteins war eine Infektion dagegen sehr
wohl moglich (Kaneko et al., 1997). Ebenso ist es bisher keiner Arbeitsgruppe gelungen neue
Infektiositit in vitro zu generieren, obwohl andere Eigenschaften des PrP* wiederum
hergestellt werden konnten (Kocisko et al., 1994; Post et al., 1998; Jackson et al., 1999;
Hill et al., 1999; Swietnicki et al., 2000). Nach dem Template assistierten Annealing-Modell
von Cohen & Prusiner (1998) existiert ein wirtseigener Faktor, Protein X genannt, der eine
entscheidende Aufgabe bei der Umwandlung von PrP® in PrP* {ibernimmt. Dieser stabilisiert
eine Ubergangsstruktur von PrP. Von Chaperonen ist bekannt, dass sie Proteine bei der
Faltung unterstiitzen. Deshalb werden Chaperone als Faktor X bei der Umwandlung von PrP®

in PrP>¢ diskutiert.

5.2.1 Chemische Chaperone

Der Einfluss der chemischen Chaperone DMSO und Glycerol auf unser SDS-abhingiges
in vitro-Konversionssystem wurde untersucht. Beide chemischen Chaperone konnten die
Aggregation von recPrP in vitro nicht verhindern, was durch die Unl6slichkeit bei
differentieller Ultrazentrifugation und einer Zunahme der Diffusionszeiten und damit der

Molekulargewichte in den FCS-Untersuchungen gezeigt wurde (Kapitel 4.3).

Im Gegensatz dazu zeigten Tatzelt ef al. (1996), dass genau diese chemischen Chaperone
die Bildung von unldslichem und PK-resistenten PrP in einem Zellkultursystem verhindern.
Dabei reduzierten bereits 100 mM (etwa 0,7 %) DMSO die Bildung von PrP* um mehr als
50 %, wobei hohere Konzentrationen nicht eingesetzt werden konnten, da DMSO die
Morphologie und Viabilitit der Neuroblastomazellen beeinflusste. Glycerol verhinderte
ebenfalls diese Umwandlung, allerdings erst bei deutlich hoheren Konzentrationen (bis 1 M,
etwa 7,3 %). Da es im Unterschied zu DMSO die Morphologie und Viabilitdt der Zellen nicht
beeinflusste, konnte sowohl eine Zeit- als auch Dosisabhéngigkeit gezeigt werden. Die
Autoren diskutierten eine die Struktur des zelluldren PrP® stabilisierende Wirkung der

chemischen Chaperone, die die Umwandlung des PrP® in PrP*° unterbindet.
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Chemische Chaperone wurden ebenfalls in dem Keim-induzierten in vitro-
Konversionssystem auf ihre Wirksamkeit getestet (DebBurman et al., 1997). Wihrend
Glycerol und Cyclodextrine keinen Effekt auf die Bildung von PrP™ zeigten, wirkten
Saccharose und Trehalose in hohen Konzentrationen (> 1 M) inhibierend. Dagegen hatte
DMSO bei dieser Untersuchung eine komplexe Wirkung, bei mittleren Konzentrationen
(0,3 bis 3 % DMSO) verstirkte es die Bildung von PrP™, wohingegen es die Umwandlung

bei hoheren Konzentrationen inhibierte.

Selbst unter der Annahme, dass jedes der aufgefiihrten Konversionssysteme ein geeignetes
Modell fiir die Konversion zu PrP% darstellt, lassen sich die scheinbar widerspriichlichen
Ergebnisse aufkldren. Alle Ergebnisse der verschiedenen Konversionssysteme miissen immer
unter den ihnen zugrunde liegenden Einschriankungen betrachtet werden. So betrachtet z.B.
das Zellkultursystem das in PrP* umgewandelte PrP¢ und damit das Endprodukt eines
zelluldren Prozesses. Substanzen, die diese PrP**-Bildung verhindern, miissen nicht unbedingt
die Strukturumwandlung oder den Aggregationsprozess direkt beeinflussen, sondern konnen
auch auf sekundire Prozesse wirken. Glycerol zeigte z.B. in keinem der beiden in vitro-
Konversionssysteme einen inhibierenden Effekt, obwohl es die Bildung des PrP*° im
Zellkultursystem verhinderte. DMSO und TMAO beeinflussten sogar direkt die Viabilitit und
Morphologie der Zellen, so dass auch hier sekundire Effekte denkbar sind.

Auch wenn Glycerol und DMSO die Aggregation in unserem in vitro-Konversionssystem
nicht verhindern konnten, so waren deutliche Unterschiede in der Aggregationskinetik zu
beobachten (Abbildung 4.11 und 4.12). Weitere Untersuchungen gaben zusétzliche Hinweise
darauf, dass die in Anwesenheit der chemischen Chaperone gebildeten Aggregate
unterschiedliche Strukturen aufweisen  konnten. Neben den  verdnderten
Aggregationskinetiken wurde eine leichte Verschiebung zu einer p-Faltblatt reicheren
Struktur in 10 % Glycerol beobachtet. Diese Unterschiede konnen auf unterschiedliche
Sekundir- oder Tertidrstrukturen der aggregierenden Prion-Proteine zuriickzufithren sein.
Eine unterschiedliche Hydratisierung der einzelnen Molekiile, bedingt durch die chemischen
Chaperone, kann fiir die unterschiedlichen Strukturen verantwortlich sein (Kapitel 1.2.1).
Substanzen wie Glycerol oder DMSO werden von der Oberfldche der Proteine ferngehalten
und es bildet sich eine Zone reinen Wassers an der Proteinoberflache. Diese Zone reinen
Wassers ist aufgrund der hdheren Ordnung thermodynamisch ungiinstig und kleine
Proteinoberflichen werden bevorzugt. Die Beschleunigung der Aggregation durch die

verschiedenen Kationen (Kapitel 4.4) bestitigt einen starken Einfluss der Hydrathiille auf die
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Aggregation. Kationen in Losung liegen anders als die chemischen Chaperone hydratisiert vor
und konkurrieren so mit der Protein-Hydrathiille um freies Wasser. Dadurch werden hydro-
phobe Wechselwirkungen stabilisiert. Fiir Glycerol ist neben diesem direkten Einfluss auf die
Struktur der einzelnen Polypeptidketten auch ein indirekter Einfluss tliber die Aggregations-
geschwindigkeit denkbar. Die durch Glycerol erhohte Viskositit kann die Bildung von
geordneteren Aggregaten fordern. Inwieweit die chemischen Chaperone die Struktur der PrP-
Aggregate verdndern und somit vielleicht die in vitro-Konversion fordern, kann durch
zukiinftige elektronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt werden. Fiir Alzheimer-
Peptide wurde eine solche Beschleunigung der Strukturumwandlung zu einer —Faltblatt-

struktur und der Fibrillogenese durch Glycerol bereits beschrieben (Yang ef al., 1999).

5.2.2 Das molekulare Chaperon GroEL

Neben den chemischen Faltungshilfen wurde auch das molekulare Chaperon GroEL auf
seinen Einfluss in unserem in vitro-Konversionssystem untersucht. Bei GroEL handelt es sich
um ein Chaperon aus E. coli, dass zu der Hsp 60-Familie gehort und zum humanen Hsp 60
hohe strukturelle Ahnlichkeiten aufweist. Es konnte hier gezeigt werden, dass aggregierendes
Prion-Protein von GroEL als Substrat erkannt und gebunden wird. Die erhéhten Diffusions-
zeiten von 0,50 bis 0,55 ms des an GroEL gebundenen fluoreszenzmarkierten recPrP
(Abbildung 4.17) stimmten gut mit anderen GroEL/Substrat-Untersuchungen mittels FCS
tiberein (Pack et al., 1999; Pack et al., 2000). Durch die Bindung an das GroEL wird das
Prion-Protein an der Aggregation gehindert. Die anschlieBende Freisetzung aus dem Komplex
mit GroEL resultierte in einer erneuten Aggregation des recPrP unabhédngig von der
Anwesenheit des Co-Chaperones GroES. Entweder konnte recPrP nicht in eine native,
16sliche Form gefaltet werden oder die richtiggefaltete Struktur war unter den Bedingungen
der Freisetzung nicht stabil und lagerte sich sofort wieder um. In dhnlichen Untersuchungen
in einem anderen wéssrigen System wurde gezeigt, dass murines recPrP ebenfalls von GroEL
gebunden und freigesetzt wird (Stockel & Hartl, 1999 Keystone-Symposium). Nach der
Freisetzung war auch hier eine Aggregation des recPrP zu beobachten, wobei in diesem
System die Aggregation unter bestimmten Bedingungen erst durch die Bindung und

Freisetzung induziert wurde.

Abbildung 5.1 zeigt ein zusammenfassendes Modell fiir die Aggregation des recPrP in
Abhingigkeit von GroEL. Wie in Kapitel 4.2 gezeigt, ist recPrP in rein-wéssrigen Losungen
nicht dauerhaft, wohl aber flir begrenzte biophysikalische Studien 16slich, durch Zugabe von
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SDS kann recPrP dauerhaft in Losung gehalten werden. Hierbei bleibt eine iiberwiegend
a-helikale Struktur erhalten, die aber im Vergleich zu recPrP ohne Detergenz einen héheren
Anteil an Zufallskniuel besitzt (Post et al., 1998; Jansen et al., 2001). Durch das SDS bilden

sich Protein-SDS-Komplexe, wie sie bereits fiir andere Proteine mittels Neutronen-Streuung
GroEL

—
‘E (@J GroEL
SDS
0,2% SDi/ schnelle
Aggregation \

langsame
—_— T —
@ Aggregation

GroEL

[@J GroEL

Abbildung 5.1 Modell fiir die Wechselwirkung von PrP mit GroEL im Aggregationsprozess:
Erlduterungen siehe Text; o: a-helikal; R: Zufallsknduel; B: B-Faltblatt-reich

beschrieben wurden (Ibel ef al., 1990). In diesen sogenannten ,,Protein-dekorierten Micellen*
liegen hydrophobe Aminoséurereste mit den hydrophoben Kohlenwasserstoffketten des SDS
im Inneren, wahrend hydrophile Proteinabschnitte zusammen mit den negativ-geladenen
Sulfatgruppen an der Oberfliche der Micellen liegen. Eine Entfernung des SDS durch
Verdiinnung fiihrt zu einer schnellen Aggregation des recPrP, wobei groBle Aggregate mit
hohem B-Faltblattanteil gebildet werden (Post et al., 1998). Diese schnelle Aggregation kann
durch den erhohten Anteil an Zufallsknduelstruktur in den recPrP-SDS-Komplexen erklért
werden. Untersuchungen mit GdnHCI zeigten ein Faltungsintermediat mit hohem
Sekundirstrukturanteil, aber geringer Tertidrstruktur (Safar ef al., 1994). Ein solches, als
»Molten Globule* bezeichnetes (Kuwajima, 1989, Ptitsyn & Uversky, 1994),
Faltungsintermediat wird fiir den recPrP-SDS-Komplex diskutiert (Jansen, 1998).

Unabhédngig von den Bedingungen unter denen recPrP an GroEL bindet, flihrt die
Freisetzung zur Aggregation (Kapitel 4.5.3 und 4.5.4; Stockel & Hartl, Keystone-
Symposium). Dieser durch die Freisetzung von GroEL induzierte Effekt konnte auf eine
Destabilisierung der recPrP-Struktur aufgrund der Bindung an GroEL zuriick gefiihrt werden.

Fiir GroEL konnte in Untersuchungen mit anderen Substraten gezeigt werden, dass es sein
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Substrat bei der Bindung entfalten kann (Zahn et al., 1996 a und b).

Die in Abbildung 5.1 aufgezeigten Aggregationswege weisen keine deutlichen
Unterschiede fiir die gebildeten Aggregate auf. Alle Aggregate waren unloslich und zeigten
eine erhohte PK-Stabilitdt. Eine Prionen-spezifische PK-Resistenz des C-Terminus wurde
nicht bzw. nur maginal beobachtet (Abbildung 4.6 und 4.24; Hartl, personliche Mitteilung).
DebBurman et al. (1997) zeigten dagegen einen spezifischen Effekt von GroEL in einem
Keim-induzierten in vitro-Konversionssystem. In diesem System steigerte GroEL nicht nur
die Effizienz der in vitro-Konversion, sondern konnte diese auch ohne Teildenaturierung des
PrP* durch GdnHCI induzieren. Wie in Kapitel 4.3 dargelegt bendtigt GroEL fiir die
Freisetzung erhohte Salzbedingungen. DebBurman verwendete deshalb fiir die in vitro-
Konversion 10 mM MgCl,, 1,5 mM NaCl und 140 mM KCI. Spétere Arbeiten in dem
gleichen in vitro-Konversionssystem zeigten einen deutlichen Einfluss von NaCl und KCI auf
die in vitro-Konversion (Horiuchi & Caughey, 1999). Die Konvertierung des [S*°]-PrP
erfolgte hier bei 100 bis 200 mM NaCl oder 100 bis 500 mM KCIl ebenfalls ohne
Teildenaturierung des PrP. Diese Bedingungen waren mit denen von DebBurman et al.
(1997) gewdhlten vergleichbar. Daher konnte die von ihnen beobachtete durch GroEL
induzierte in vitro-Konversion iiberwiegend durch die erhéhten Salzbedingungen ausgelost
sein. Dies wiirde mit den hier vorgestellten Daten zum Einfluss von GroEL auf die in vitro-
Konversion (Kapitel 4.5) und der starken Beschleunigung der Aggregation durch Kationen

(Kapitel 4.4) gut {ibereinstimmen.

5.2.3 Prion-Erkrankungen und Chaperone

Fiir den Faktor X, der bisher nur genetisch definiert ist, wird eine Chaperon-dhnliche
Funktion diskutiert (zum Uberblick: Zahn et al., 1999). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen zeigten deutlich eine Interaktion des Chaperons GroEL mit
rekombinantem und natiirlichem Prion-Protein. Auch wenn in unserem in vitro-
Konversionssystem die Bildung von PrP* durch das Chaperon GroEL bisher nicht gezeigt
werden konnte, kann in vivo eine essentielle Funktion fiir das homologe, humane Hsp 60 der
Mitochondrien derzeit nicht ausgeschlossen werden. Fiir humanes Hsp 60 wurde eine
Interaktion mit PrP in vitro bereits beschrieben (Edenhofer et al., 1996). Eine Interaktion von
PrP und Hsp 60 im normalen Zellzyklus ist aber aufgrund der Lokalisation in Mitochondrien
cher als unwahrscheinlich anzusehen, da PrP€ iiber das endoplasmatische Retikulum und den

Golgi-Apparat zur &dufleren Plasmamembran transportiert wird. Von dort wird es
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wahrscheinlich iliber Caveolae wieder internalisiert und in Lysosomen abgebaut
(Borchelt et al., 1992;Vey et al., 1996; Jiménez-Huete et al., 1998). Jedoch wurde maturiertes
Hsp 60 vereinzelt in anderen Zellkompartimenten als den Mitochondrien beschrieben
(Velez-Granzel et al., 1994; Soltys & Gupta, 1996 und 1997). Desweiteren konnten
Interaktionen von Hsp60 zu Membran-assoziierten Proteinen gezeigt werden
(Ikawa &Weinberg, 1992; Jones et al., 1994; Khan et al., 1998), so dass auch eine Interaktion
mit dem membrangebundenen PrP¢ denkbar ist. Fiir maturiertes PrP, d.h. mit
Glykosylierungen und GPI-Anker, wurde ebenfalls eine Wechselwirkung mit GroEL und
damit die Grundlage fiir eine in vivo Funktion im Rahmen dieser Arbeit gezeigt (Kapitel 4.6).
Eine Bindung des Hsp 10, des zu GroES homologen Co-Chaperons, ist bei Membran-
gebundenen Substraten nicht moglich. Daher ist eine Freisetzung des Prion-Proteins in eine
fir die Umwandlung zu PrP* notwendigen intermedidren Struktur denkbar. Dies wire
wiederum in Ubereinstimmung mit den in vitro Ergebnissen von DebBurman et al. (1997).
Sie konnten PK-resistentes PrP ohne Teildenaturierung des PrP% durch GdnHCI nur nach
Freisetzung von GroEL ohne Co-Chaperon zeigen, wihrend die Freisetzung aus den

GroEL/ES-Komplexen keine Umfaltung zu PrP™ ergab.

So lange die in vitro-Konversion von PrPC in die infektidse Form, PrP>, nicht gelungen ist,
konnen auch andere zelluldre Chaperone nicht als essentielle Komponente ausgeschlossen
werden. Untersuchungen mit Zelllysaten in einem zu Kocisko ef al. (1994) dhnlichen Keim-
induzierten in vitro-Konversionssystem zeigten eine Beteiligung eines zelluldren Proteins

(Saborio et al., 1999).

Die Untersuchungen mit Chaperonen waren bisher auf die Umwandlung von PrP€ in PrpP®°
fokussiert, wobei Chaperone auch in einem anderen Prozess der Replikation als essentielle
Komponente beteiligt sein konnen. Nach dem von Eigen beschriebenen Replikationsmodell
(Abbildung 5.2) kann die Umwandlung von PrP€ oder eines Intermediates (PrP*) nur an den
Enden der PrP*°-Aggregate erfolgen. Dieses Modell stellt eine Kombination des Template-
assistierten Anlagerungsmodells und des Keim-induzierten Polymerisationsmodells dar.
Hierbei ist die Fragmentierung, bei der die Zahl der umfaltungsaktiven Enden vergrofert
wird, fiir die Replikation ebenfalls essentiell. Chaperone konnten an der Fragmentierung der
PrP%°-Aggregate beteiligt sein. Eine solche Funktion wird z.B. dem Hsp 104 bei dem Prion-
dhnlichem Phénotyp [PSI+] in Hefen zugeschrieben, der extrachromosomal vererbt wird.
Uberexpression  sowie  Deletion des Chaperons kurieren diesen  Phinotyp

(Tuite & Lindquist, 1996). Andere Arbeiten zeigten, das Hsp 104 Proteinaggregate wieder
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aufbrechen kann (Parsell et al., 1994), so dass bei fehlendem Hsp 104 keine neuen Keime fiir
die Proteinanlagerung entstehen. Wird Hsp 104 dagegen {iberexprimiert, werden die
Aggregate schneller aufgebrochen als sie wachsen und kénnen somit nicht mehr als Keime
wirken. In beiden Féllen wire die Folge, dass keine effektive Anlagerung und Umfaltung von
zelluldrem Protein stattfinden kann. Eine Interaktion mit PrP wurde ebenfalls schon gezeigt
(DebBurman et al., 1997, Schirmer & Lindquist, 1997), wobei ein homologes Chaperon in

Sadugern bisher nicht beschrieben wurde.

O = © 8 =

PrP* PrP* O

O * Wachstum

=
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Abbildung 5.2 Modell fiir die Replikation von Prionen:
Erlauterungen siehe Text (Verdndert nach Eigen, 2001)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Chaperone auf verschiedenste Weisen die
PrP“-Konversion beeinflussen konnen. Neben einer essentiellen Funktion bei der Struktur-
umlagerung bzw. der Vervielfaltigung der Umfaltungs-aktiven Keime, ist die Inhibierung der
Konversion ein wichtiger Aspekt fiir die weitere Erforschung und der eventuellen Behandlung
von Prion-Erkrankungen. Analog zu dem Hsp 104 der Hefen ist auch die Auflésung der
gebildeten PrP%-Aggregate durch Chaperone und damit die Entfernung von Umfaltungs-
aktiven Keimen denkbar. Letztere Fragestellungen konnen erst nach Etablierung eines in

vitro-Konversionssystem, dass die Bildung des PrP*® erméglicht, sinnvoll untersucht werden.
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5.3 Warum wurde bisher in vitro keine neue Infektiositit generiert?

Nach dem Prion-Modell kann durch Umwandlung von nicht-infektiosem Prion-Protein

Infektiositidt generiert werden. Das dieses in vitro noch nicht gelungen ist und somit das

Prion-Modell noch nicht bewiesen werden konnte, wird im Folgenden allgemein fiir in vitro-

Konversionssysteme diskutiert werden:

i)

iii)

Das Prion-Modell ist prinzipiell falsch:
Es wird aber nur noch von wenigen Wissenschaftlern ernsthaft angezweifelt. Auch wenn
noch nicht alle Eigenschaften von Prion-Erkrankungen richtig verstanden sind, so

spricht doch eine Flut von Indizien fiir das Prion-Modell.

Die Bedingungen fiir die Umwandlung stimmen nicht:

Der genaue Ort fiir die Umwandlung von PrP® in PrP* ist bis heute nicht bekannt, wenn
auch spiate Endosomen diskutiert werden (McKinley et al., 1991; Arnold et al., 1995;).
Daher sind die zelluldren Bedingungen fiir die Replikation ebenfalls nicht bekannt, so
dass der pH-Wert, die richtige Temperatur oder das lonenmilieu essentielle Faktoren fiir

die Konversion sein konnen.

Sekundire Komponenten fiir die Umwandlung fehlen:

Neben den Losungsbedingungen konnen weitere sekundire Faktoren essentiell fiir die
Konversion zu PrP* sein. Chaperone als zusitzliche, proteindse Komponenten wurden
bereits in Kapitel 5.2.3 ausfiihrlich diskutiert. Desweiteren konnten auch Lipide oder das
Zuckergeriist, beides Bestandteile von infektiosen Prion-Stébchen (Klein et al., 1998;
Dumpitak, 1998; Appel et al., 1999), neben anderen noch unbekannten Komponenten

von Bedeutung sein.

Die Konversion kann ein Membran-abhéngiger Prozess sein:

Bei PrP¢ handelt es sich um ein GPI-geankertes Membranprotein, dessen Struktur
aufgrund von NMR-Untersuchungen an recPrP in Losung bestimmt wurde. Inwieweit
sich die Struktur durch die Membranumgebung &@ndert ist derzeit nicht bekannt. Fiir
recPrP wurden bereits Strukturunterschiede in Membranumgebung beschrieben
(Morillas et al., 1999). Ohne GPI-Anker war eine Bindung an Liposomen moglich, die
mit einer Zunahme an geordneter Struktur im N-Terminus einherging. Zellkultur-
Untersuchungen der Arbeitsgruppe Tatzelt (MPI Martinsried) zeigten zudem, dass PrP
ohne GPI-Anker unldslich und nicht richtig glykosyliert wurde (Schell et al., in

Vorbereitung). Nach einer anderen, C-terminalen Verankerung wurde das PrP¢ wieder
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normal modifiziert. Diese Ergebnisse deuten auf unterschiedliche zelluldre Strukturen in
Abhingigkeit von der Membranumgebung hin. Ob die Interaktion von PrP¢ mit PrP®
und die Umfaltung an der Membranoberfldache stattfinden ist bisher ebenfalls nicht
geklart (Vey et al., 1996). Alle bisherigen in vitro-Konversionssysteme beriicksichtigen
die Membranbindung des PrP® nicht, wenn auch das SDS die Membranumgebung

zumindest teilweise simulieren kann (Coles ef al., 1998; Gao et al., 1998).

Zusammenfassend konnen mit Ausnahme des Punktes 1) alle Punkte einzeln oder in
Kombination zutreffen. Die Konversion von PrP¢ in PrP kann aber auch ein so komplexer
Prozess sein, dass er in vitro gar nicht nachgestellt werden kann. Insbesondere zeitliche
Faktoren miissen bei der in vitro-Konversion berlicksichtigt werden. Die sporadische
Umfaltung in vivo ist ein sehr seltener und langsamer Prozess, was durch die seltenen
Fallzahlen (etwa ein Fall pro 1 Mio. Einwohner und Jahr) und das hohe Alter der Erkrankten
(in der Regel > 60 Jahre) belegt wird. Insbesondere bei der de novo Umfaltung, aber auch bei
der Umfaltung durch PrP*-Keime in vitro wird versucht diese deutlich zu beschleunigen. Es
ist deshalb fraglich, ob solche schnellen Aggregationsprozesse die Bildung von infektidsem

PrP>¢ wirklich ermdglichen kénnen.

5.4 Ausblick

Das bis heute priferierte in vitro-Konversionssystem wurde durch die in dieser Arbeit vor-
gestellten Ergebnisse erweitert. Als zusatzliche Ausgangskomponente wurde posttranslational

modifiziertes, d.h. N-glykosyliertes und GPI-geankertes, PrP¢ eingefiihrt (Abbildung 5.3).

Inwiefern es ein Modell fiir die Umfaltung von PrP® in PrP* darstellt, wurde in den
vorigen Kapiteln ausfiihrlich diskutiert. Mit dem aufgereinigten PrP® (Kapitel 4.1 und Elfrink,
2001) steht nun maturiertes, d.h. glykosyliertes und GPI-geankertes, PrP zur Verfligung, um
den Einfluss der Membranumgebung auf die Struktur und insbesondere die Struktur-
umlagerung zu untersuchen. Sekundirstrukturen von Proteinen kénnen durch UV-Resonanz-
Raman-Spektroskopie, bei der die Amid-Bindung bei 206,5 nm angeregt wird, bestimmt
werden (Asher et al., 1997). Im Gegensatz zur Infrarot-Spektroskopie storen hierbei Hinter-
grundsignale, die vor allem von Wasser hervorgerufen werden, nicht. Ein weiterer Vorteil
dieser Methode ist, dass die Proteine in einer auf eine Oberfliche aufgebrachte Membran
verankert werden konnen. Neben der aufgrund der Oberflichen-verstirkten Ramanstreuung

unter optischer Anregung in abgeschwichter Totalreflexion erhdhten Sensitivitdt (Otto, 1974;
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Wittke et al., 1989; Otto et al., 1992), kann so die Sekundéarstruktur des PrPC in der Membran

bestimmt werden.

Geht die Umfaltung von PrP® mit der Anderung der Membranumgebung einher (2-Phasen-
Modell; Pitschke, 1999), dann wire der Austritt von PrPC aus der Zellmembran das
Schliisselereignis fiir die Entstehung von Replikationskeimen. Die Geschwindigkeitskonstante
fir diesen Prozess, der als ,,Membranunfall“ bezeichnet werden kann, kann bei kinetischen
Messungen mit der oben beschriebenen Methode bestimmt werden. Neben dem spontanen
Austritt aus der Membran miissen auch die nachfolgenden Aggregationsprozesse und der
Wiedereintritt in die Membran, die der Aggregation entgegenwirkt, beriicksichtigt werden.
Diese Untersuchungen werden gerade in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Otto

(Institut fiir Festkorper-Physik, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) vorbereitet.

Prion-Stabchen

0.2% SDS,
Ultraschall

SDS SDS
rPrP - ?
- > ‘ —iy [Intermedlate] —iy n

infektiose

0.2% SDS Monomer Aggregate
nicht infektios

PrP°

Abbildung 5.3 Modell des erweiterten in vitro-Konversionssystem: Erlduterungen siche Text

Aufgrund der in Kapitel 5.1.3 diskutierten Einschrinkungen fiir das SDS-abhingige in
vitro-Konversionssystem miissten weitere Detergentien flir die in vitro-Konversion getestet
werden. Durch die Verwendung milderer Detergentien oder natiirlicher Lipide konnte unser in

vitro-Konversionssystem dem natiirlichen Prozess der Umfaltung besser angendhert werden.
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Dies ist fiir den Beweis der Prion-Hypothese zwar nur sekundidr von Bedeutung, da die
Generierung von neuer Infektiositdt auch unter unphysiologischen Bedingungen hierfiir
hinreichend ist. Zum besseren Verstindnis der zelluldren Abldufe und Moglichkeiten der

Intervention ist ein dem natlirlichen Prozess angenihertes System aber unbedingt erforderlich.

Um sekundidre Komponenten (z.B. Chaperone) und andere Milieu-bedingte Faktoren, wie
in Kapitel 5.3 diskutiert, in in vitro-Systemen einsetzen zu konnen, muss die zelluldre
Lokalisation des Replikationsprozesses gefunden werden. Hierbei widren auch der
Mechanismus der Pathogenese und die Funktion des PrP® von groBer Bedeutung. Solange
diese Fragen nicht von Zellbiologen und Physiologen beantwortet werden kénnen, miissen
diese Komponenten und Faktoren aufgrund von Indizien und Intuition variiert werden.
Mogliche Kandidaten konnen wiederum aufgrund von negativen Befunden in den
verschiedenen in vitro-Konversionssystemen nicht endgiiltig als essentielle Komponenten
ausgeschlossen werden. Unser in vitro-Konversionssystem liefert grundlegende Erkenntnisse
zum Ablauf des Aggregationprozesses von PrP. Durch Vergleich dieser Ergebnisse mit der
Aggregation anderer Proteine (z.B. Transthyretin, AP), konnen gemeinsame Mechanismen
der Aggregation aufgezeigt werden. Diese konnten Hinweise auf pathologische Gemein-
samkeiten zwischen den verschiedenen Erkrankungen geben. Ein verbessertes Verstindnis

dieser Aggregationsmechanismen kann Hinweise filir neue Therapie-Ansitze aufzeigen.
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5 Zusammenfassung

Transmissible spongiforme Enzephalopathien sind eine Gruppe von neurodegenerativen
Erkrankungen, die sowohl sporadisch als auch infektids oder genetisch bedingt auftreten
konnen. Der Erreger dieser Erkrankungen besteht nach dem Prion-Modell fast ausschlieBlich
aus einer abnormal gefalteten Isoform des Prion-Proteins (PrP%). Durch Interaktion mit der
zelluldren Form (PrP%) Katalysiert es dessen Umwandlung in PrP*. Die meisten
experimentellen Daten stiitzen das Prion-Modell, auch wenn es bis heute nicht endgiiltig
bewiesen werden konnte. Verschiedene in vitro-Konversionssysteme versuchen die

Umwandlung und Eigenschaften von PrP*° nachzustellen.

Das in unserer Arbeitsgruppe etablierte in vitro-Konversionssystem induziert durch
Ausdiinnen von SDS eine Umwandlung von rekombinantem oder aus Prion-Stdbchen
solubilisiertem Prion-Protein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde =zusitzlich natiirliches,
posttranslational modifiziertes PrP¢ als Ausgangsmaterial fir die in vitro-Konversion
eingesetzt. Hierfiir wurden ein CHO-Zellkultursystem, das PrP® iiberexprimiert, und die
anschlieBende chromatographische Aufreinigung etabliert. Nach Ausdiinnen des SDS
aggregierten sowohl rekombinante als auch natiirliche Prion-Proteine, wobei recPrP eine
deutlich hohere Tendenz zur Aggregation hat. Die Aggregate weisen einige Eigenschaften
von PrP* auf, wie z.B. Unlslichkeit und B-Faltblattstruktur. Eine PrP**-spezifische Protease
K-Schnittstelle und Infektiositdt konnte aber bisher nicht gefunden werden, so dass nicht von

einer vollstindigen Konversion zu PrP* ausgegangen werden kann.

Grundsétzlich wird die fehlende Infektiositdt in Zusammenhang mit falschen in vitro
Faltungsbedingungen und/oder fehlenden sekundiren Komponenten gebracht. Bei diesem
sogenannten Faktor X, der aufgrund von Ergebnissen bei Infektionsstudien mit transgenen
Tieren postuliert wurde, kann es sich um ein molekulares Chaperon handeln. Der Einfluss von
verschiedenen Faltungshilfen wurde in unserem in vitro-Konversionssystem untersucht.
Neben chemischen Chaperonen wurde das sehr gut charakterisierte GroEL/ES-System aus E.
coli, eingesetzt. Die chemischen Chaperone DMSO und Glycerol konnten die Aggregation in
vitro nicht verhindern. Im Gegensatz dazu inhibierte das molekulare Chaperon GroEL die in
vitro-Aggregation durch Bindung des rekombinanten oder posttranslational modifizierten PrP.
Nach Freisetzung aus dem Komplex aggregierte das PrP erneut, unabhidngig davon ob das Co-
Chaperon GroES zugesetzt wurde. Somit konnte das molekulare Chaperon GroEL das Prion-
Protein unter diesen Bedingungen nicht in eine stabile, 16sliche Form falten. Die gebildeten

Aggregate ohne GroEL und nach Freisetzung von GroEL zeigten keine Unterschiede, so dass
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ein spezifischer Einfluss von GroEL auf die in vitro-Konversion unter diesen Bedingungen

ausgeschlossen werden muss.

Das um posttranslational modifiziertes PrP© erweiterte in vitro-Konversionssystem bietet
nun die Moglichkeit ausgehend von rekombinanten und natiirlichen Prion-Proteinen den
Einfluss weiterer sekunddrer Komponenten und Faltungsbedingungen einzeln und in
Kombination zu analysieren. Insbesondere kann nun der Einfluss der Membranumgebung des
natiirlichen PrP® auf die in vitro-Konversion untersucht werden. Neben einem besseren
Verstindnis des Umwandlungsprozess kann so gezielt nach Therapieanséitzen gesucht

werden.
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Nomenklatur der Prion-Proteine:

A) Synthese des zellularen Prion-Proteins und Konversion zur infektidsen Form:

H - 181 197
Primdres -7 [ T
Translations- ™= 90 179 214 231 254
produkt
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PrPC %, %, Proteinase K ODGDDO PrPC
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B) Nicht-infektidse Ausgangsmaterialien fur die in vitro-Konversion:
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