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1 Einleitung

1.1 Krankheiten durch falsch gefaltete Proteine?

Die richtige Faltung von Proteinen, d. h. die korrekte dreidimensionale Struktur, ist
fiir die Zelle lebenswichtig. Nur Proteine, die ihre native Struktur einnehmen, konnen
ihre Funktion erfiillen. Allerdings kénnen bei diesem Prozess Fehler auftreten. Im
Normalfall werden betroffene falsch gefaltete Proteine von der Zellmaschinerie er-
kannt und entweder mit Hilfe von Chaperonen in ihre native Struktur iiberfiihrt,
oder sie werden markiert und abgebaut. Falsche Faltung kann zu einem Funkti-
onsverlust und/oder zur falschen Lokalisation innerhalb der Zelle und damit zum
Auftreten von Krankheiten fiihren (zur Ubersicht s. Thomas et all, 1995).

Es kann allerdings auch vorkommen, dass sich teildenaturierte Proteine, also
Intermediate im Faltungsprozefl, zusammenlagern und Oligomere bzw. grofiere, fi-
brilldre Proteinaggregate bilden (s. Abb. [[.1)). Oft entstehen bei einem solchen Pro-
zess hochgeordnete Strukturen aus sehr vielen Proteinbausteinen, die als amyloi-
de Fibrillen bezeichnet werden. Der Begriff Amyloid kommt urspriinglich daher,
dass einige Eigenschaften an Stérke (Amylose) erinnern (Virchowi, 1851)). Typische
Charakteristika amyloider Fibrillen sind die Anlagerung des Farbstoffes Kongorot,
einhergehend mit einer Rotverschiebung der Kongorot-Absorption und einer gold-
grilnen Doppelbrechung im polarisierten Licht. Auflerdem erkennt man im Elek-
tronenmikroskop faserartige Strukturen. Alle bekannten Amyloide und selbst viele

nicht-amyloide amorphe Aggregate zeichnen sich durch einen hohen Anteil an (-

Teildenaturierte Polypeptidketten Korrekt gefaltete Proteine

Faltung
-

Entfaltung

Dimer Trimer Fibrille

Abbildung 1.1: Das Problem der Proteinaggregation (nach Ellis & Pinheird, 2002).



1 EINLEITUNG

Tabelle 2: Krankheiten mit Proteinablagerungen (Auswahl)
Verdndert nach Dobson (2001)); Sipd (1992)

Krankheit Vorlauferprotein betroffenes Or-
gan

Alzheimersche AmyloidfPeptid Hirn

Erkrankung

Parkinson Syndrom a-Synuclein Hirn

Chorea Huntington Huntingtin Hirn

Transmissible Spongifor- Prion-Protein Hirn

me Enzephalopathien

Primére Systemische | Immunoglobulin (leichte Kette) | systemisch

Amyloidose

Sekundére  Systemische Amyloid A-Protein systemisch

Amyloidose

Senile Systemische Amy- Transthyretin systemisch

loidose

Diabetes mellitus Typ II | Amylin (islet-associated protein) | Pankreas

Sichelzellen- Andmie Héamoglobin Erythrozyten

Grauer Star Kristallin Augenlinse

Faltblatt-Struktur aus, unahbhéngig von der nativen Struktur des Proteins (Sundd
& Blakd, 1997; Fink, 1998).

Das Auftreten von Proteinaggregaten bzw. Fibrillen wird mit einer Reihe von
Krankheiten in Verbindung gebracht. Dazu gehoren neurodegenerative Krankheiten,
bei denen das zentrale Nervensystem betroffen ist, aber auch andere Krankheiten wie
die systemischen Amyloidosen (zur Ubersicht: Sipd, 1992; Dobson, 2001). Tabelle
zeigt eine Auswahl dieser Krankheiten mit den entsprechenden aggregierenden
Proteinen. Insgesamt sind etwa 20 solcher Proteine bekannt, die untereinander weder
in ihrer Sequenz noch in ihrer nativen Struktur oder Funktion eine Ahnlichkeit
aufweisen (Sunde & Blakd, 1997).

In jiingster Zeit stellt sich mehr und mehr heraus, dass die Fahigkeit zur Aggre-
gation und zur Bildung amyloider Fibrillen nicht nur eine Figenschaft einiger weniger
Proteine ist, sondern dass wahrscheinlich jedes Protein bei geeigneten (Losungs-) Be-
dingungen Aggregate oder auch amyloide Fibrillen bilden kann. Dies konnte mitt-
lerweile fiir eine Reihe unterschiedlicher Proteine wie z. B. die Acyl-Phosphatase
(Chiti et all, 1999), das Myoglobin (Fandrich et all, 2001) und die Phosphoglycerat-
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Kinase (Damaschun et all, 1999) gezeigt werden. Keines der untersuchten Proteine
steht mit einer amyloiden Krankheit in Zusammenhang. Durch Wahl geeigneter,
teildenaturierender Losungsmittel konnten sie jedoch in Fibrillen mit den typischen
Amyloideigenschaften ((§-Faltblatt-Struktur, Kongorot-Bindung, im Elektonenmi-
kroskop sichtbare fibrilldre Strukturen) tiberfithrt werden.

Die Anzahl der bekannten in vivo amyloidbildenden Proteine ist vergleichswei-
se gering. Von diesen wiederum stehen viele in Verbindung mit Mutationen der
Aminoséduresequenz, die zu einer Destabilisierung der nativen Struktur und damit
wahrscheinlich zu einer hoheren Konzentration der teildenaturierten Formen fithren
(Dobson, 1999). In der Natur scheint demzufolge die Vermeidung aggregierender
Proteinstrukturen von grofier Bedeutung zu sein (Dobson, 1999; Lansbury], 1999).

Es ist nicht ganz klar, ob Proteinablagerungen bzw. amyloide Fibrillen selbst
krankheitsauslosend sind oder ob sie nur eine Folge von anderen, noch nicht im
Detail verstandenen Prozessen sind. Auch Intermediate, also Vorstufen der Fibril-
lenbildung, werden als die eigentlich toxischen bzw. pathogenen Formen diskutiert
(Lansbury}, 1999; Rochet & Lansbury], 2000). In neuen Studien konnte die Bedeutung
solcher Intermediate in zwei verschiedenen Systemen direkt gezeigt werden. So wur-
den Fibrillen bzw. deren Vorstufen aus zwei normalerweise harmlosen Proteinen auf
Neurotoxizitét untersucht (Bucciantini et all, 2002). Dabei stellte sich heraus, dass
die im EM-Bild granulér erscheinenden Vorstufen in beiden Féllen deutlich neuro-
toxischer waren als die Fibrillen selber (Bucciantini et al], 2002). In einer dhnlichen
Studie wurden Dimere und Trimere eines mutierten A3-Peptids untersucht, das im
Zusammenhang mit der Alzheimerschen Erkrankung steht. Die Oligomere, nicht
aber die Monomere oder die Fibrillen, zeigten bei Ratten einen storenden Einfluss
auf bestimmte neuronale Funktionen, die als wichtig fiir Gedéchtnisfunktionen und
Lernfihigkeit angesehen werden (Walsh et al], 2002).

Vieles deutet also darauf hin, dass nicht die grofleren Aggregate oder Fibril-
len, sondern kleinere, oligomere Aggregationsintermediate die eigentlich schédlichen
Formen bei allen oder zumindest vielen der genannten Krankheiten sind. Die Fi-
brillen hingegen kénnten eine Moglichkeit sein, die potentiell toxischen Vorstufen
unschédlich zu machen (Lansbury, 1999; Rochet & Lansburyl, 2000).
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1.2 Prionkrankheiten

Die Prionkrankheiten stellen eine besondere Untergruppe der neurodegenerativen
Krankheiten dar und sind ebenfalls durch das Auftreten von Proteinablagerun-
gen gekennzeichnet. Der synonym verwendete Name Transmissible Spongiforme
Enzephalopathien (kurz TSE) beschreibt, dass es sich um iibertragbare Krankhei-
ten des Gehirns handelt, die mit einer schwammartigen Verdnderung des Nerven-
gewebes einhergehen. Es sind sowohl infektiose als auch spontan auftretende sowie
genetisch bedingte Formen bekannt. Das gleichzeitige Auftreten dieser verschiede-
nen Atiologien (Krankheitsursachen) ist eine sehr ungewohnliche Eigenschaft, die
Prionkrankheiten bzw. ihren Erreger von anderen Krankheiten und Erregertypen

unterscheidet (zum Uberblick s. Prusiner, 1998).

Im Gehirn erkrankter Tiere oder Menschen findet man v. a. im Kleinhirn so-
genannte amyloide Plaques (Roberts & Clinton, 1992). Es sind aber auch Félle
bekannt, in denen keine amyloiden Ablagerungen gefunden wurden (Hsiao et all,
1994; Tateishi et all, 1995; Collinge et all, 1995).

Prion-Krankheiten sind beim Menschen sowie bei einer Reihe von weiteren
Sédugetieren bekannt. Sie zeichnen sich durch einen rasch fortschreitenden Krank-
heitsverlauf aus, der innerhalb weniger Monate zum Tode fithrt. Dem geht eine oft
jahrelange symptomlose Inkubationszeit voraus. Im Verlaufe der Krankheit kommt
es zu einer degenerativen Hirnzerstorung, die mit Bewegungsstorungen und Ver-
haltensénderungen einhergeht. Beim Menschen tritt auflerdem ein Verfall der geisti-
gen Fihigkeiten ein (Demenz). Histopathologisch beobachtet man eine schwammar-
tige (,spongiforme®) Veranderung des Gehirns, verursacht durch eine Vakuolisierung
des Neuropils. Dies wird oft von einer abnormen Vermehrung und Vergréferung von
Gliazellen begleitet (astrozytire Gliose). Eine Ubersicht iiber den Krankheitsver-
lauf und die Histopathologie ist in einer neueren Monographie gegeben (Hérnlimann
et all, 2001).

Die Creutzfeld-Jakob-Krankheit (kurz CJD fiir Creutzfeld-Jakob-Disease) ist die
hiufigste Prionkrankheit des Menschen. In etwa 85 % der Fille handelt es sich um
die spontan auftretende Form, die mit einer Inzidenz von etwa einem Fall pro Milli-
on Einwohner und Jahr fast ausschliellich dltere Menschen betrifft. Auch genetisch
bedingte Formen sind bekannt. Dariiberhinaus gibt es eine Reihe von Fillen, bei de-
nen eine Ubertragung durch medizinische Unfille (iatrogen) erfolgte, wie z. B. durch

die Verabreichung kontaminierter Wachstumshormone, Hirnhaut-Transplantationen
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oder Eingriffe im zentralen Nervensystem mit unzureichend sterilisierten chirugi-
schen Instrumenten (zum Uberblick zu CJD s. Belayl, 1999).

Besondere Aufmerksamkeit hat in den letzten Jahren die bovine spongiforme
Enzephalopathie (BSE), also eine bei Rindern auftretende Prionkrankheit, erlangt.
Man nimmt an, dass sie in den 80er Jahren neu entstanden ist. Dabei ist nicht ganz
klar, ob der Erreger urspriinglich von der bei Schafen schon lange bekannten Traber-
Krankheit (engl. Scrapie von to scrape=kratzen) stammt (Wilesmith & Welld, 1991;
Prusiner, 2001), oder ob eine spontane Mutation bei wenigen Rindern die Ursache
ist (Phillips et all, 2000).

Bedingt durch die hohe Widerstandsfiahigkeit des Erregers reichten die damals
iiblichen Sterilisationsverfahren zur Herstellung von Fleisch- und Knochenmehl aus
Tierkadavern nicht aus, um eine vollstindige Inaktivierung zu gewéhrleisten (Wi
lesmith & Wells, 1991)). Die Krankheit konnte somit durch die Verfiitterung des mit
BSE-erkrankten Tieren kontaminierten Fleisch- und Knochenmehls verbreitet wer-
den. BSE nahm in den 80er und Anfang der 90er Jahre mit bis zu 36.682 Féllen
pro Jahr (1992) (Hornlimann, 2001) die Form einer Epidemie an. Auch bei einigen
Zootieren wurden in diesem Zusammenhang BSE-dhnliche Krankheiten beobachtet,
die ebenfalls auf kontaminiertes Tiermehl zuriickgefiihrt werden (Wells & McGill,
1992; Bons et all, 1996).

Das Auftreten einiger Fille einer neuen Variante der CJD (vCJD) in Grofibri-
tannien ab 1996 (Will et all, 1996; Collinge, 1999) fiihrte zu dem Verdacht, dass hier
eine Ubertragung von BSE auf den Menschen durch Verzehr kontaminierter Rinder-
produkte vorliegt. Im Gegensatz zur vorher beschriebenen , klassischen* CJD war
das Durchschnittsalter der Patienten hier wesentlich niedriger (28 Jahre im Vergleich
zu iiber 60 Jahren, Belay], 1999). Transgene M#use, die bovines Prion-Protein (s. Ab-
schnitt [[.3.2) exprimieren, zeigten identische Inkubationszeiten, neuropathologische
Merkmale und Art der PrP-Ablagerung, egal ob sie mit BSE oder vCJD infiziert
wurden (Scott et all], 1999). Die biochemischen Eigenschaften (Glykosylierungsmu-
ster, s. Abschnitt [[.4) des Erregers stimmten eher mit denen des BSE-Erregers als
mit denen der klassischen CJD iiberein (Collinge & Rossorn, 1996).Auch Studien mit
BSE- bzw. CJD-infizierten Makaken (Lasmezas et all, 1990) stiitzen die Annahme,
dass es sich bei vCJD um auf den Menschen iibertragene BSE-Erreger handelt.

Da Scrapie schon sehr lange bekannt ist und nie eine Ubertragung auf den
Menschen beobachtet wurde, war BSE als Ausloser der vCJD lange umstritten. Bis
jetzt sind allein in Grofibritannien 115 Menschen an vCJD gestorben (Quelle: CJD
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surveillance unit, www.cjd.ed.ac.uk, Stand: September 2002), zudem gab es sechs
Fille in Frankreich und je einen in Irland, Italien, den USA und Kanada. Noch ist
unklar, ob der Héhepunkt der vCJD-Welle bereits erreicht ist oder ob es sich um den
Beginn einer Epidemie handelt. Zur Abschétzung des Risikos ist es wichtig zu wissen,
ob BSE auch von den Rindern wieder zuriick auf Schafe iibertragen wurde, so dass
eine Ubertragung auf den Menschen auch iiber Schaffleisch denkbar wire. Studien
zu diesem Thema sind umstritten (Frankish, 2001). Eine Prognose der moglichen
Fallzahlen fiir vCJD ist aufgrund der schlechten Datenlage ausgesprochen schwierig.
Aktuelle Schétzungen gehen je nach zugrundegelegtem Szenario von 50 bis 150000
weiteren Féllen zusétzlich zu den bis jetzt aufgetretenen aus (Ferguson et all, 2002).
Eine effektive Therapie ist derzeit nicht in Sicht, obwohl es erste vielversprechende

Ansitze zur Entwicklung von Medikamenten gibt (zur Ubersicht s. Griffiths, 2002).

1.3 Das Prion-Modell

Der Begriff Prion wurde von Stanley Prusiner gepréigt und ist eine sprachlich freie
Abkiirzung fiir engl. proteinacous, infectious particle, also proteinartiges, infektioses
Partikel. Er besagt, dass der Erreger zum grofiten Teil aus Protein (dem Prion-
Protein) besteht. Nach der Protein-only-Hypothese ist es sogar alleiniger Bestandteil
des infektiosen Agens. Das Konzept eines Proteins als Krankheitserreger erzeugte
zunéchst viel Widerstand, weil man sich einen selbstreplizierenden Erreger ohne eine
codierende Nukleinsdure nicht vorstellen konnte. Mittlerweile ist diese These jedoch

weitgehend anerkannt, da sie von einer Vielzahl von Indizien gestiitzt wird.

1.3.1 Ungewdhnliche Eigenschaften des Erregers

Erste Hinweise darauf, dass der Scrapie-Erreger sich von bekannten Krankheitserre-
gern unterscheidet, gab es bereits 1967, als versucht wurde, ihn durch ionisierende
Strahlung zu inaktivieren (Alper et al], 1967). Eine solche Behandlung hétte je-
de bekannte Nukleinsédure zerstoren miissen, hatte jedoch auf die Infektiositéit des
Scrapie-Erregers einen vergleichsweise viel zu geringen Einfluss. Spekulationen, dass
es sich um ein Protein handeln konnte, gab es bald darauf (Alper et all, 1967; Griffith,
1967). Versuche zur Aufreinigung des Erregers bei den infektiosen Formen fiihrten
zur Anreicherung eines amyloiden Proteins, auch Prion-Protein oder kurz PrP ge-
nannt (Prusiner et all, 19824). Der aufgereinigte Scrapie-Erreger zeigte sich weiterhin

resistent gegen jede Art von Nukleinsiure zerstorender Behandlung (Prusiner et all,
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1980; McKinley et all, 1983H), wihrend Methoden zur Proteindenaturierung ihn
sehr wohl inaktivieren konnten (Prusiner et all], 1981, 19824).

Die Ubertragung von Scrapie auf Miuse (Chandler, 1961) und spéter auf den
Syrischen Goldhamster (Marsh & Kimberlin, 1975) stellte ein geeignetes Tiermo-
dell fiir weiterfithrende Untersuchungen zur Verfiigung. Die Entdeckung, dass das
krankheitsassoziierte Prion-Protein ungewdhnlich resistent gegen Verdauung mit
Proteasen ist, ermdglichte die Anreicherung von Infektiositét in sogenannten Prion-
Stébchen (engl. Prion-Rods) (Prusiner et al], 19824). Bis heute ist die einzige Me-
thode zur Quantifizierung der Infektiositdt einer Probe der Bioassay, d. h. der Tier-
versuch mit Hamstern oder Mausen. Eine erhebliche Verbesserung wurde durch die
Erkenntnis erzielt, dass die Inkubationszeit reziprok proportional zum Titer ist, so

dass wesentlich weniger Tiere benétigt werden als vorher (Prusiner et all, 1982b).

1.3.2 PrP€ und PrP3¢: Die beiden Formen des Prion-Proteins

Nach Identifizierung eines Proteins als Hauptkomponente aufgereinigter Infektiositét
stellte man fest, dass das Prion-Protein durch ein wirtseigenes Gen (Prnp) codiert
wird (Basler et all, 1986), das bei allen Séugetieren vorkommt und hochkonserviert
ist (Schatzl, 2001). Es handelt sich um ein peripheres Membranprotein, das v. a. im
Zentralnervensystem (Kretzschmar et all, 1986), aber auch in den meisten anderen
Organen aufler Leber und Pankreas (Weissmann, 1994) exprimiert wird. Das warf
die Frage auf, wie ein von auflen eingebrachtes, im Korper aber auch exprimiertes
Protein eine Krankheit verursachen soll. Dieses scheinbare Paradox wird durch das
Prion-Modell folgendermafien erklart: Das Protein kann zwei verschiedene Struktu-
ren annehmen, genannt PrP¢ fiir zellulires (engl. cellular) Prion-Protein und PrP
fiir Scrapie Prion-Protein. Die zelluldre Form ist vollkommen unschédlich. Gelangt
jedoch durch eine Infektion PrP5¢ in den Korper, so ist dieses in der Lage, dem PrP®
seine Struktur ,aufzuzwingen“ und sich so zu replizieren.

Beide Formen zeigen keinen Unterschied in ihrem chemischen Aufbau. Mittels
Massenspektrometrie konnte gezeigt werden, dass die Aminosduresequenzen iden-
tisch sind und keine unterschiedlichen kovalenten Modifikationen gefunden werden
(Stahl et all, 1993). Allerdings besteht eine infektitse Einheit aus ca. 10° PrP-
Molekiilen (Prusiner, 1991), so dass eine Modifikation eines kleinen Anteils infek-
tivser Molekiile, die sich in einem grofien UberschuB eigentlich ungefihrlicher, nicht

verdnderter Molekiile verbergen, nicht ausgeschlossen werden kann.
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Nach dem Prion-Modell ist das Vorhandensein von PrPC€ fiir die Replikation
des Erregers zwingend notwendig. Dies konnte mit Hilfe von sogenannten PrP®/°-
Ma&usen bestétigt werden, denen das PrP-Gen fehlt. Sie sind nicht mehr mit Prionen

infizierbar und kénnen die Krankheit auch nicht weitergeben (Bueler et all, 1993;
Prusiner et al), 1993).

Alle bekannten genetisch bedingten menschlichen Prion-Erkrankungen stehen
im Zusammenhang mit Mutationen des PrP-Gens. Uber 20 dieser Mutationen sind
bis heute bekannt (Prusiner, 1998). Nach der Prion-Hypothese konnen diese Krank-
heitsformen durch eine verringerte konformationelle Stabilitit des PrP® erklért wer-

den, die die Bildung des pathogenen PrP>° fordert.

1.3.3 Prion-Stamme

Ein wichtiges Argument der Gegner der Prion-Hypothese ist die Tatsache, dass es
verschiedene Scrapie-Stdmme gibt, die ihren Ursprung in verschiedenen Feld-Isolaten
haben und sich z. B. in der Inkubationszeit und den verursachten histopathologi-
schen Lasionsmustern unterscheiden. Diese charakteristischen Eigenschaften bleiben
bei seriellen Passagen in der Maus erhalten (Dickinson et all, 1968; Bruce et all,
1991)) und sind auch bei Mausen mit identischem genetischen Hintergrund zu beob-
achten (Bruce et all, 1992). Das konnte als Indiz dafiir gewertet werden, dass doch
eine codierende Nukleinsdure vorhanden sein muss, die diese Informationen weiter-
geben kann. Trotz intensiver Suche wurde eine solche Nukleinsédure jedoch nicht
gefunden. Mittels einer neu entwickelten Methode, der Umkehr-Refokussierungs-
Gelelektrophorese, konnte das Vorhandensein einer Nukleinsdure von mehr als 50
Nukleotiden Lénge pro infektioser Einheit ausgeschlossen werden (Meyer et all, 1991;
Kellings et al), 1992). Fiir eine noch kleinere Nukleinsdure kann man nicht mehr von

einer codierenden, sondern héchstens von einer regulatorischen Funktion ausgehen.

Unterschiede im PrP5¢ konnten dagegen mit Stammeigenschaften korreliert wer-
den, so dass diese auch durch verschiedene Varianten bzw. Konformationen des PrPS¢
erkldart werden konnen. So wurden Unterschiede im Glykosylierungsmuster und der
PK-Schnittstelle (s. Abschnitt [[.4) gefunden (Collinge & Rossol, 1996). Ebenso
deutet eine unterschiedlich starke PK-Resistenz bei PrPS¢ verschiedener Stimme
auf das Vorhandensein verschiedener Konformationen im aggregierten Zustand hin
(Safar et all, 1998).
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1.4 Die Struktur von PrP€ und PrPSc

Das primére Translationsprodukt des Prion-Protein-Gens aus Hamster besteht aus
254 Aminosduren. Bei den ersten 22 handelt es sich um eine Signalsequenz fiir den
Transport ins Endoplasmatische Retikulum (ER), die dabei abgeschnitten wird.
Aminoséure 232-254 sind ein Signal fiir das Anhéngen eines Glykosyl-Phosphatidyl-
Inositol (GPI)-Ankers, der das Protein an der Aufienseite der Zellmembran festhélt
(Bolton et all, 1985; Safar et all, 1990). Wie fiir GPI-geankerte Proteine zu erwar-
ten, ist PrP hauptséchlich in sogenannten Caveolae-dhnlichen Doménen der Plasma-
membran zu finden (Taraboulos et all, 1995; Vey et all, 1996).

Die Sequenz beinhaltet nur zwei Cysteine (179 und 214), zwischen denen eine
Disulfidbriicke ausgebildet wird ([Turk et al), 1988). Es gibt zwei N-Glykosylierungs-
stellen, an die verzweigte Zuckerseitenketten angehdngt werden: Asn181 und Asn197
(Endo et all, 1989). Dabei findet man sowohl unglykosylierte als auch einfach und
zweifach glykosylierte Formen. Das vollstdndig posttranslational modifizierte zel-

lulére Prion-Protein ist schematisch in Abb. [.2 dargestellt. Zusétzlich sind die mit-

tels NMR-Spektroskopie ermittelten Sekundérstrukturelemente (s. u.) angegeben.
Unterschiede zwischen beiden Formen des Prion-Proteins sind zwar nicht in sei-
nen chemischen, wohl aber in seinen physikalischen Eigenschaften zu finden. PrP¢
ist in milden Detergenzien 16slich, sensitiv gegen Verdauung mit Protease K (kurz
PK) und zeigt eine hauptsichlich a-helikale Sekundérstruktur. Dagegen ist PrP5°
in milden Detergenzien unléslich, d. h. es liegt aggregiert vor, ist ungewohnlich PK-
resistent und hat eine (-Faltblatt-reiche Sekundarstruktur (Pan et all, 1993; Safar
et al), 1993). Bei Verdauung durch Protease K entsteht aus PrP5¢ ein N-terminal

Signal-
Sequenz

Sequenz [

1 23 90 129 131 161163 81 197 231 254
N-Glyk  N-Glyk GPI

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Hamster-PrP€ Eingezeichnet sind
die Sekundirstrukturelemente nach Liu et al] (1999) und posttranslationale Modifikatio-
nen. Die beiden Signalsequenzen, die bei der Prozessierung abgeschnitten werden, sind
gestrichelt angedeutet. Hellgrau unterlegt ist der Bereich Aminosdure 90-231, der der zi-
tierten NMR-Struktur zugrunde liegt und dem PrP 27-30 entspricht. HA, HB, HC: a-
Helices; S1, S2: -Faltblitter (engl. 8-sheet).
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verkiirztes Produkt, das nach seinem apparenten Molekulargewicht bei elektrophore-
tischer Auftrennung PrP 27-30 genannt wird (McKinley et all, 19834). PrP® dagegen
hat genau wie nicht PK-verdautes PrP5¢ ein apparentes Molekulargewicht von 33-35
kDa (Oesch et all, 1987). Das verkiirzte Fragment PrP 27-30 (ca. Aminoséure 90-231)
ist Hauptbestandteil aufgereinigter Prion-Rods und fiir die Weitergabe von Infek-
tiositét ausreichend (Prusiner et all, 1982d). Die Nomenklatur fiir die verschiedenen
Isoformen bzw. Fragmente des Prion-Proteins sind nochmals in Tab. B zusammen-

gefasst.

Tabelle 3: Nomenklatur der verschiedenen Isoformen und Fragmente des

Prion-Proteins

Bezeichnung | Aminosduren Bedeutung
Prp® 23-231 zelluldres Prion-Protein
PrpSe 23-231 infektiose ,,Scrapie-Isoform® des Prion-Proteins
PrP 27-30 ~ 90-231 PK-resistentes, infektitses
C-terminales Fragment des PrP5¢
recPrP 90-231 90-231 rekombinant hergestelltes PrP mit der
Aminosauresequenz des PrP 27-30

Prion-Protein kann in groffen Mengen in Bakterienzellen produziert werden
(z. B. Mehlhorn et al], 1996). Dieses rekombinante PrP ist nicht glykosyliert und
besitzt keinen GPI-Anker. Detaillierte Strukuruntersuchungen mittels NMR sind
bis jetzt nur mit diesem Material moglich, das aufgrund seiner Loslichkeit und a-
helikalen Struktur als PrP®-shnlich angesehen wird. Mittlerweile sind die NMR-
Strukturen einer Reihe rekombinanter Prion-Proteine aus verschiedenen Sdugetieren
(Hamster: James et al] (1997); Liu et all (1999); Donne et al] (1997), Maus: Riek
et all (1996, 1997), Rind: Lopez et al] (2000)) und aus Mensch (Zahn et al], 2000)
bekannt. Die Strukturen fiir PrP aus verschiedenen Spezies unterscheiden sich nur
geringfiigig, z. B. in der Léange der a-Helices, voneinander. Allen ist gemeinsam, dass
der N-Terminus (bei Hamster Aminosédure 23-128) sehr flexibel ist und ihm keine
geordnete Struktur zugeordnet werden kann. Der C-terminale Bereich dagegen zeigt
eine globuldre, wohldefinierte Struktur mit drei a-Helices und einem kleinen, anti-
parallelen [-Faltblatt (s. Abb. [.7). Abb. [[.3 zeigt exemplarisch die Struktur der
C-terminalen Doméne des rekombinanten PrP 90-231 aus Hamster (die Zahlen be-

ziehen sich auf die Aminosduresequenz), das der Sequenz des PrP 27-30 entspricht.
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Abbildung 1.3: NMR-Struktur des PrPC und Strukturmodell fiir PrPS¢ Links
ist die NMR-Struktur des rekombinanten Hamster PrP 90-231 gezeigt (James et all, 1997;
Liu et all, 1999). Rechts ein berechnetes Modell fiir die PrPSe-Struktur (Huang et all,

1996).

Fiir PrP5° gibt es bis jetzt noch keine hochaufgeldste raumliche Struktur. Das
hingt vor allem damit zusammen, dass PrP5¢ nicht in loslicher Form fiir NMR-
Studien zur Verfiigung steht. Auch die Bildung von Kristallen fiir Rontgenstruktur-
analysen ist noch nicht gelungen. Bis vor kurzem war ein theoretisches Modell der
einzige Anhaltspunkt fiir die PrP%¢-Struktur (s. Abb. [.3, Huang et all, 1996). Es
zeigt, wie erwartet, einen hohen Anteil an (-Faltblatt-Struktur. Die Helices B und

C bleiben bei der postulierten Umfaltung weitestgehend intakt, wihrend Helix A
verschwindet und neue (-Faltblatter hinzukommen.

Einen neuen Hinweis darauf, wie die Struktur aussehen konnte, lieferte die-
ses Jahr die Untersuchung kleiner PrP 27-30 Partikel, die in Prion-Aufreinigungen
gefunden werden (Wille et al], 2002). Es handelt sich um kleine zweidimensiona-

le PrP-Kristalle, die mittels Elektronenmikroskopie und moderner Bildverarbeitung

untersucht wurden. Dadurch lief} sich ein Strukturmodell berechnen, das genau zu
den beobachteten Daten passt (s. Abb. [[.4). Das von den Autoren bevorzugte Modell
beschreibt den Partikel als ein Trimer aus Dimeren, d. h. insgesamt sechs PrP 27-30
Molekiile bilden einen der Kristalle. Mit grofler Sicherheit konnte festgestellt werden,

dass die Zuckerseitenketten dabei nach auflen zeigen, wiahrend die Polypeptidkette
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Abbildung 1.4: Modell eines PrPS¢-Oligomers Gezeigt ist die von den Autoren als
am wahrscheinlichsten angesehene Struktur (Wille ef al], 2002). Es handelt sich um ein
Trimer aus Dimeren. A und B zeigen jeweils den reinen Proteinanteil eines Monomers,
als Aufsicht und als Seitenansicht. C und D sind verschiedene Ansichten des gesamten
Hexamers. Die Zuckerseitenketten zeigen nach auflen, und im Inneren ist eine S-Helix zu
erkennen. Weitere Einzelheiten s. Text.

im Inneren angeordnet ist. Auch nach diesem Modell bleiben Helix B und C erhalten.
Das Innere des Oligomers bildet eine sogenannte parallele 3-Helix. Dabei handelt
es sich um [-Faltblitter, die helixartig gewunden sind. Diese erst vor relativ kurzer
Zeit entdeckte Sekundérstruktur (Yoder et all, 1993) ist auch von einigen anderen
Proteinen bekannt (Raetz & Roderick, 1995; Uenkins et al], 1998; Seckler, 1998).
Die (-Helix wird neben einer Cross-beta-Struktur als gemeinsames Strukturmotiv
amyloider Fibrillen diskutiert (Rochet & Lansbury, 2000).

1.5 Funktion des PrPC€

Die Tatsache, dass das PrP-Gen in Saugetieren so stark konserviert ist (s. Ab-
schnitt [1.3.9), spricht fiir eine wichtige Funktion des PrP¢ in der Zelle. Dennoch
stellte sich heraus, dass Prnp®°-Méuse, die also kein PrP€ exprimieren konnen,
nicht nur lebensfiahig, sondern sogar gesund sind (Bueler et all, 1992; Manson et al),
1994). Lediglich ein verénderter Schlaf-Wach-Rhythmus wurde beobachtet. Fiir wi-
derspriichliche Ergebnisse, die von einem Verlust von Purkinje-Zellen und neuro-
logischen Storungen bei Knockout-Méausen berichteteten (Sakaguchi et all, 1996),

wurde mittlerweile eine mogliche Erklarung gefunden. Etwa 16 Kilobasen ,,down-
stream® von Prnp wurde ein weiteres Gen (Prnd) entdeckt, das fiir ein Protein mit
verbliiffender struktureller Ahnlichkeit zu PrP codiert. Dieses PrP-&hnliche Prote-

in wurde Doppel (Akronym fiir Downstream Prion-Protein like Element) genannt

(Moore et all, 1999; Silverman et all, 2000; Mo et al), 2001). Die phanotypischen
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Auffilligkeiten einiger Knockout-Méause waren darauf zuriickzufithren, dass bei den
verwendeten Genkonstrukten durch alternatives Splicing das Doppel-Gen hinter den
PrP-Promotor gelangte, was zu einer Uberexpression von Doppel im Hirn fiihrte.
Eine direkte Korrelation zwischen Doppel-Expression im Hirn und neurologischen

Veranderungen konnte gezeigt werden (Rossi et al], 200T).

Erste Hinweise auf eine Funktion lieferte die Tatsache, dass PrP® Kupfer bin-
den kann (Brown et all], 19974). Eine Funktion bei der Wiederaufnahme von Kupfer
aus dem synaptischen Spalt wird diskutiert und wiirde auch verénderte elektrophy-
siologische Messungen bei PrP Knockout-Mausen erkldren (Herms & Kretzschmati,
2001)). PrP-defiziente Méause sind anfilliger gegen oxidativen Stress (Brown et all,
1997h). Dies konnte indirekt ebenfalls mit einem gestorten Kupferstoffwechsel zu-
sammenhéngen, da Enzyme wie die Cu/Zn Superoxid-Dismutase, die am Abbau
reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt sind, Kupfer als Cofaktor benétigen. Eine gerin-
ge Superoxid-Dismutase-Aktivitat des PrP selbst wurde gezeigt (Brown et all, 1999;
Wong et al], 2000), konnte jedoch von anderen Gruppen nicht bestitigt werden
(Waggoner et all, 2000).

Durch in situ Crosslinking konnte in Zellkulturen eine Bindung des PrP an
neuronale Zell-Adhésions-Molekiile (N-CAMs) gezeigt werden, was auf eine Funkti-
on des PrP bei der Zell-Zell-Adhésion hindeuten koénnte. (Schmitt-Ulms et all, 200T).
Ein anderer experimenteller Ansatz bestand darin, die PrP©-Molekiile auf der Zel-
loberflache neuronaler Zellkulturen durch Antikérper zu vernetzen. Als Folge dieser
Vernetzung konnte eine Aktivierung der Tyrosin-Kinase Fyn, die zur Familie der
Src-Kinasen gehort, gezeigt werden (Mouillet-Richard et al], 2000). Eine mdogliche

Funktion des PrP® konnte somit auch in der Signaltransduktion bestehen.

1.6 Replikationsmechanismus

Nach dem Prion-Modell ist PrP%¢ in der Lage, die Umwandlung von PrP® in weite-
res PrP5¢ zu katalysieren. Fiir den genauen Mechanismus dieser Umwandlung gibt
es mehrere Modelle: Das von Cohen und Prusiner postulierte Heterodimermodell
(Cohen et all, 1994) geht von einem Gleichgewicht zwischen PrP¢ und einer an-
geregten (z. B. teildenaturierten) Form PrP* aus, das auf Seiten des PrP¢ liegt.
Nur PrP* kann mit PrP5¢ interagieren. Wenn beispielsweise aufgrund einer Infek-

tion exogenes PrP%¢ eindringt, bildet es mit PrP* ein Heterodimer, wobei PrP* in
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(Infektion) Pr Ps

— —L> PrPSC — |prP¢| prp5C
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Abbildung 1.5: Heterodimermodell der Prionreplikation Die Umwandlung von
PrPC in PrPS¢ erfolgt iiber einen heterodimeren Zwischenzustand. Eine angeregte Form
des PrP€, PrP*, bindet dabei direkt an PrPS¢ verindert nach (veréindert nach Cohen
et all, 1994, .)

neues PrP% umgewandelt wird. Das entstandene Homodimer kann dissozieren, und

beide Monomere kénnen neue Umwandlungen katalysieren (s. Abb. [.F).

Lansbury postuliert einen etwas anderen Mechanismus, die sogenannte Keim-
abhéngige Polymerisation (Jarrett & Lansbury, 1993, s. Abb. [[.§)). Der kritische
Schritt ist hier die Bildung eines Nukleationskeims. Hat ein Oligomer aus PrPSc-
Molekiilen eine bestimmte kritische Grofle tiberschritten, so ist die Anlagerung weite-
rer PrP®-Molekiile und die damit verbundene Umwandlung energetisch begiinstigt.
Die Bildung des Keims ist jedoch sehr ungiinstig, geschieht also nicht bzw. nur sehr

selten spontan.

-0

11 l__l

schnell langsam | schnell ] = :I

PrPC | | I - IT | 1 ]
NUCLEUS PrP*

Abbildung 1.6: Keimabhéngige Polymerisation nach Lansbury Entscheidend fiir
die Bildung von PrP%¢ ist das Uberschreiten einer kritischen Keimgréfe (aus Jarrett &
Lansburyl, 1993).
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Der grofite Unterschied zwischen beiden Modellen liegt darin, dass nach Prusi-
ner PrP% die thermodynamisch bevorzugte Form ist, die nur aufgrund der hohen
Aktivierungsenergie nicht gebildet wird. Nach Lansbury dagegen ist PrP¢ stabiler
als (monomeres) PrP>. Eine genaue kinetische Berechnung fiir beide Modelle zeigte,
dass Geschwindigkeitskonstanten fiir das Heterodimermodell nicht innerhalb eines
realistischen Bereichs liegen. Beim Lansbury-Modell dagegen ist nicht klar, wie der
Zerfall der gebildeten Proteinaggregate zu neuen Kristallisationskeimen funktionie-
ren soll (Eigen, 1996). Das fithrte Eigen zur Postulierung des sogenannten koopera-
tiven Prusiner-Modells. Hier miissen mehrere PrP5¢-Molekiile zusammenwirken, um
ein PrP®-Molekiil umzuwandeln. Dies bietet eine Erklirung dafiir, dass nicht bereits
winzige Mengen an spontan im Gleichgewicht gebildetem PrP%¢ den Umwandlungs-

prozess irreversibel in Gang setzen.

1.7 Dimere des Prion-Proteins

Nach dem Heterodimer-Modell interagieren monomeres PrP® und PrP%, wobei die
Umwandlung im Heterodimer stattfindet. Ein Dimer ist die kleinste denkbare Ein-
heit fiir einen solchen PrP-PrP-Komplex. Wie ein solches Dimer aussehen konnte,
ist noch nicht klar. Allerdings gibt es Hinweise, dass ein PrP-Dimer auch in wvi-
vo eine Rolle spielen konnte. Inaktivierungsexperimente an Scrapie-Erregern durch
sehr hohe Dosen ionisierender Strahlung erlaubten anhand der bestimmten Inakti-
vierungskurven die Berechnung einer , Treffergrofie” von etwa 55 kDa, was einem
PrP-Dimer entsprechen wiirde (Bellinger-Kawahara et all, 1988). Bei Versuchen mit
Scrapie-infizierten Zellkulturen wurde eine 60 kDa-Bande beschrieben, bei der es
sich um ein kovalent verkniipftes Dimer des Prion-Proteins handelte. Dieses wurde
sowohl in infizierten Zellkulturen als auch im Hirnhomogenat infizierter Hamster
nachgewiesen, nicht aber in gesunden Hamstern (Priola et all, 1997).

Ob solche Dimere in wvivo eine spezielle Funktion haben, ist noch unklar. Th-
re Struktur konnte aber in jedem Fall Hinweise auf die Art der intermolekularen
Wechselwirkung der PrP-Monomere liefern und somit zum Verstédndnis der Um-

wandlung von PrP¢ in PrP5¢ beitragen.

1.8 In vitro Konversion

Der endgiiltige Beweis fiir die Prion-Hypothese wire die sogenannte in vitro Kon-

version. Man miifite also nicht infektises, reines PrP® im Reagenzglas durch eine
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bestimmte Behandlung in infektioses PrP%¢ umwandeln konnen. Das ist bis heute
nicht gelungen. Es ist nicht klar, ob nur die richtige PrP5-Struktur noch nicht gefun-
den wurde oder ob weitere essentielle Komponenten fiir die Umwandlung fehlen. In
diesem Zusammenhang wird ein zelluldrer Faktor X diskutiert, dass zur Erklarung
der Speziesbarriere in einem experimentellen System postuliert wird ([Telling et all,
1995; Kaneko et all, 1997D). In aufgereinigten Prion-Rods konnten zudem Lipide und
ein hochpolymerer Zucker nachgewiesen werden (Klein et all, 1998; Dumpitak, 1998)
. Auch ein Einfluss dieser Stoffe auf die Erzeugung von Infektiositét ist denkbar und
wird zur Zeit untersucht (Doktorarbeit Christian Dumpitak).

Ein in der Literatur beschriebenes System zur in wvitro Konversion arbeitet
mit radioaktiv markiertem PrP¢. Hier wird selektiv nur neu entstandenes, PK-
resistentes PrP detektiert. Urspriinglich wurde ein groBer Uberschuss an teildena-
turiertem PrP> eingesetzt, durch den das markierte PrP® in eine PK-resistente
Form, also PrP 27-30, iiberfiihrt werden konnte (Kocisko et all, 1994). Mittlerweile
ist das System verfeinert worden und funktioniert ohne vorherigen Denaturierungs-
schritt. Stattdessen wird bei erhohten Salz-Konzentrationen (200 mM KCI, 5mM
MgCly) gearbeitet (Horiuchi & Caughey, 1999). Neu erzeugte Infektiositét konn-
te nicht nachgewiesen werden (Hill ef al], 1999). Auch andere Ergebnisse sprechen
dafiir, dass PK-Resistenz nicht notwendigerweise mit Infektiositét korreliert (Shaked
et all, 1999).

Eine weitere Moglichkeit zum direkten Beweis der Prion-Hypothese wire die
Erzeugung l6slicher Infektiositédt. Hatte man némlich eine infektiose Losung, in der
als nachweisbar einzige Komponente loslichliches PrP> enthalten ist, so konnte
nur PrP% die Ursache sein. Deshalb wurden Versuche unternommen, PrP 27-30
aus Prion-Rods zu solubilisieren (Riesner et al], 1996). Dabei zeigte sich, dass ei-
ne Kombination aus niedrigen Konzentrationen des Detergenz Natriumdodecylsul-
fat (SDS) und Ultraschallbehandlung die besten Ergebnisse brachte. Es entstanden
16sliche Tetramere bis Hexamere, die eine PrP%-dhnliche, a-helikale Struktur zeig-
ten. Allerdings zeigte das Material nach der Solubilisierung nur noch eine leichte
Restinfektiositdt, wie auch bei Solubilisierungsversuchen anderer Gruppen (Gas
set_et all, 1993). Ausgehend von dem beschriebenen solubilisierten PrP wurde im
Rahmen zweier Doktorarbeiten (Post, 1998; Pitschkd, 1999) ein Konversionssystem
entwickelt, das zwar nicht die Infektiositdt, wohl aber andere Eigenschaften wie (-
Faltblatt-Struktur, Unloslichkeit, Aggregation und partielle PK-Resistenz aus dem
solubilisierten Material wiederherstellen kann (s. Abb. [[.7). Dabei wird zunéchst
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Abbildung 1.7: In wvitro-Konversionsmodell fiir PrP. Reduktion der SDS-
Konzentration durch Verdiinnen fithrt zur Wiederherstellung einiger typischer PrPSc-
Merkmale. Verindert nach (Post el all, T998).

solubilisiertes PrP hergestellt, das in 0,2 % SDS vorliegt. Durch Verdiinnen des SDS
auf 0,01 % konnte ein Stukturiibergang zu deutlich hoherem (-Faltblatt-Anteil und
eine Aggregation induziert werden. Das erzeugte Material hatte eine leicht erhchte
PK-Resistenz, aber neue Infektiositét war nicht feststellbar (Post et all, 2000). Das
System konnte auch auf rekombinantes Hamster PrP 90-231 angewendet werden,
das der Aminoséduresequenz des vorher verwendeten PrP 27-30 entspricht, aber nicht
glykosyliert ist und keinen GPI-Anker besitzt. Hier erhélt man stabil 16sliches, mo-
nomeres Material durch Inkubation in 0,2 % SDS. Ausdiinnen auf 0,01 % fiihrt auch
hier zur Aggregation und Ausbildung von [-Faltblatt-Struktur. Das rekombinante
PrP ist jedoch in keiner der genannten Strukturen infektios (Post et all, 2000). Da
es in wesentlich grofleren Mengen zur Verfiigung steht, bietet es sich fiir detaillierte
Studien mit hohem Materialverbrauch an.

Im Rahmen einer Diplomarbeit (Jansen, 1998) wurden erste Versuche unter-
nommen, Intermediate der beschriebenen Umwandlung zu erzeugen und stabil zu
halten. Dabei zeigte sich, dass durch Variation der SDS-Konzentration ein 16sliches,
oligomeres Intermediat stabilisiert werden kann, das bereits [-Faltblatt-Struktur

zeigt und somit eine PrP%-shnliche Struktureigenschaften aufweist.

1.9 Fragestellung

Bis heute konnte die Prion-Hypthese nicht endgiiltig bewiesen werden. Unumstritten

ist jedoch, dass der Umwandlung der zelluldiren Isoform des Prion-Proteins PrP® in
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die krankheits-assozierte Form PrP> ecine zentrale Bedeutung zukommt. Ob die
beobachteten amyloiden Plaques bzw. Ablagerungen des Prion-Proteins selber die
Zellen schiddigen oder ob sie nur ein Nebenprodukt anderer pathogener Prozesse
sind, ist allerdings nicht klar. In diesem Zusammenhang werden immer héufiger
Intermediate auf dem Weg zur Bildung grofler Aggregate bzw. Fibrillen als toxische
Spezies diskutiert (vgl. Abschnitt [.]).

Eine Isolierung und Charakterisierung von Intermediaten des Umwandlungs-
prozesses wiirde also zum einen die potentiell pathogene Form des Prion-Proteins
zuginglich machen. Zum anderen ermdoglicht sie neue Erkenntnisse zur Bildung und
Struktur der pathogenen Isoform PrP%, die aufgrund der Unléslichkeit des PrPS¢
nicht direkt zugénglich sind.

Als System zur Induktion solcher Intermediate bietet sich das im vorigen Ab-
schnitt beschriebene und bereits gut charakterisierte SDS-System an. Inkubation von
PrP in 0.2 % SDS vermittelt PrP®-ahnliche Eigenschaften, wihrend eine Reduktion
der SDS-Konzentration durch Verdiinnen zur Wiederherstellung einiger typischer
PrP5¢-Eigenschaften wie Unloslichkeit und S3-Faltblatt-Struktur fiihrt. In einer vor-
angegangenen Diplomarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass durch Variation der
SDS-Konzentration Zwischenzustinde dieses Ubergangs stabilisiert werden konnen
(Jansen, 1998§).

In dieser Arbeit sollten diese Zwischenzustinde genau charakterisiert werden.
So stellt sich beispielsweise die Frage, wie der Zusammenhang zwischen der PrP
Selbstassoziation und der Strukturumwandlung ist: Kann ein §-Faltblatt-Monomer
nachgewiesen werden, d. h. funktioniert die Strukturumwandlung unabhéngig von
intermolekularen Wechselwirkungen? Existiert ein a-helikales Dimer, d. h. ist ei-
ne PrP-PrP Interaktion ohne Strukturinderung moglich? Gibt es eine kritische
Oligomer-Grofie, die zur Bildung der g-Faltblatt-Struktur mindestens erreicht wer-
den muss (vgl. Abschnitt [[.§ zur keiminduzierten Polymerisation)?

Als Methoden zur Beantwortung dieser Fragen standen verschiedene biophy-
sikalische Methoden wie Circulardichroismus zur Messung der Sekundarstruktur-
anteile und Analytische Ultrazentrifugation bzw. Groflenausschlufichromatographie
zur Bestimmung des Molekulargewichtes zur Verfiigung. Fiir alle Versuche wurde re-
kombinantes PrP 90-231 eingesetzt, das der Sequenz des infektiosen, PK-resistenten
PrP 27-30 (vgl. Abschnitt [.3.2) entspricht, da nur so ausreichende Mengen zur

Verfiigung standen.
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Eine weitere Moglichkeit zur Gewinnung von Strukturinformationen ergab sich
im Zusammenhang mit dem Einsatz chemischer Crosslinker. Diese kénnen nicht-
kovalente Dimere bzw. Oligomere kovalent verkniipfen. Die Ermittlung der an der
Verkniipfung beteiligten Proteinbereiche kann neue, detaillierte Strukturinforma-
tionen liefern, da sich die betroffenen Aminoséduren in rdumlicher Ndhe befinden
miissen. Der genaue Abstand kann dabei je nach eingesetztem Linker variieren.

Zur Analyse der Crosslinkbereiche mussten verkniipfte Dimere in grofier Menge
und Reinheit préapariert werden. Durch Zerlegen in kleinere Peptide mittels Trypsin
und anschliessende massenspektrometrische Messungen ist die Sequenzierung des
Proteins moglich, wobei Unterschiede im Peptidmuster zwischen Proben mit und
ohne Crosslinker-Behandlung Aufschluf} iiber die beteiligten Peptide liefern kénnen.
So erhaltene Strukturinformationen eignen sich zur Bestétigung von theoretischen

Strukturmodellen oder als Anhaltspunkt fiir die Berechnung neuer Modelle.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den iiblichen Herstellern fiir Laborche-
mikalien bezogen und entsprechen, wenn nicht anders erwihnt, dem Reinheitsgrad

pro analysi.

2.2 Rekombinantes Prion-Protein

Rekombinantes PrP (90-231), das der Sequenz des PrP 27-30 des Syrischen Gold-
hamsters Mesocricetus auratus entspricht (nachfolgend kurz als recPrP bezeichnet),
wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Prusiner in E. coli kloniert und uns als HPLC-
aufgereinigtes Lyophilisat oder als renaturiertes Protein in Losung zur Verfiigung
gestellt (Mehlhorn et all, 1996). Das Lyophilisat wurde vor der Verwendung denatu-
riert und renaturiert, um das Protein in die native Struktur zu tiberfithren (Jansen,

1998). Zur Aufbewahrung und als Stammlosung fiir alle Experimente wurde recPrP
in 0,2% SDS und 10mM NaP; (s. B.3) gelost und bei -20° C gelagert.

2.3 Haufig verwendete Lésungen und Puffer

Zum Ansetzen von Losungen wurde hochreines Milli-Q-Wasser, im Folgenden als
HyO4eion bezeichnet, verwendet (Hausanlage fiir deionisiertes Wasser mit nachge-
schaltetem Wasseraufarbeitungssystem EPA Est. 41237-MA-1; Millipore GmbH,
Neu Isenburg). Soweit moglich, wurden alle Losungen 20 Minuten bei 121°C ste-
rilisiert. Losungen, die nicht sterilisiert werden konnten, wurden durch einen 0,2
pm Membranfilter (RC58, Schleicher und Schuell, Dassel) sterilfiltriert. Hier nicht
erwiahnte Losungen und Puffer werden in den Beschreibungen der entsprechenden

Methoden aufgefiihrt.

TBST (Tris Buffer Sodium Tween)

10 mM Tris/HCI pH 8,0
150 mM NaCl
0,01 % Tween 20



2.4 Protein-Konzentrationsbestimmung

NaPi

100 mM Dinatriumhydrogenphosphat (NagHPO,) und
100 mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH,HPO,)

wurden durch Mischen auf den gewiinschten pH-Wert von 7,2 eingestellt. Verwendet
wurde meistens eine 1:10 Verdiinnung, also 10 mM Natriumphosphat, im Folgenden

kurz als NaP, bezeichnet.

Acrylamid-Stammlésung (30:0,8)

30 % Acrylamid (600 g)
0,8 % N, N -Methylenbisacrylamid (16 g)
ad 21 Hgodeion

Die Losung wurde fiir mindestens 30 Minuten mit Amberlite MB3 (Ionenaustau-

scher) geriihrt, filtriert und bei 4 °C aufbewahrt.

2.4 Protein-Konzentrationsbestimmung

2.4.1 Absorptionsmessung

Die Konzentration von Proteinen in Losung kann spektralphotometrisch iiber die
Extinktion bei 280 nm bestimmt werden. Die Messungen wurden mit dem Spek-
tralphotometer DU 640 (Beckman, Palo Alto, USA) durchgefiihrt. Der Extinktions-
koeffizient fiir recPrP bei 280 nm wurde anhand der Aminoséurezusammensetzung
berechnet (Gill & von Hippel, 1989) und betrégt 1.496 ODaggym bei 1 mg/ml recPrP.
Diese Berechnung ist am genauesten fiir denaturiertes Protein, so dass entsprechende

Messungen in 6 M Harnstoff durchgefiihrt wurden.

2.4.2 Mikro BCA-Test

Fiir diese Art der Konzentrationsbestimmung wurde der Micro BCA Protein Assay
Reagent Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) verwendet. Das Prinzip des BCA-Tests
beruht auf einer Farbreaktion von Bicinchoninsdure (BCA) mit Cu™-Tonen. Diese
entstehen durch eine vom Protein verursachte Reduktion von Cu?*-Ionen in alkali-
scher Umgebung (Biuret-Reaktion). Der gebildete BCA-Cut-Komplex kann durch
seine Absorption bei 562 nm nachgewiesen werden (Smith et all, 1985; Wiechelman

et all, 1988).
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OH ™

Protein (Peptidbindungen) + Cu?t — Tetradentat-Cu'-Komplex

Cut-Komplex + Bicinchoninséure (BCA) — BCA-Cu*-Komplex

Die Proteinkonzenztration kann im Vergleich zu einer Eichreihe mit bekannter Pro-
teinkonzentration anhand der Absorption bei 562 nm bestimmt werden. Ein Vorteil
dieser Methode gegeniiber dhnlichen Verfahren wie z. B. dem Nachweis nach Brad]
ford (1976) ist, dass die Messung auch in Anwesenheit von Detergenzien wie SDS
erfolgen kann.

Die Durchfithrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Fiir jede Messreihe
wurde zunéchst eine Eichreihe mit BSA als Standardprotein und Konzentrationen
von 0,5 bis 40 pg/ml erstellt. Die zu messenden Proben wurden so verdiinnt, dass
sie im gleichen Konzentrationsbereich lagen. Zu je 0,5 ml Probe wurde je 0,5 ml
, Working Reagent® pipettiert, das aus 25 Teilen Reagent A (basischer Puffer), 24
Teilen Reagent B (BCA-Losung) und 1 Teil Reagent C (Kupfersulfatlosung) bestand
und jeweils frisch angesetzt wurde. Alle Proben wurden 60 min bei 60 ° C inkubiert

und anschlieend die Absorption bei 562 nm gemessen.

2.5 Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe einer denaturierenden, diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemm-
[i (1970) konnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die
Elektrophorese wurde wie bei Sambrook et al) (1989) beschrieben durchgefiihrt. Es
wurde eine Hoefer SE 600 Gelelektrophoresekammer von Pharmacia Biotech (San
Francisco, USA) mit vertikalen Plattengelen (14 x 14 x 0,15cm) oder eine Mini-
Protean II Gelkammer (Bio-Rad, Miinchen) fiir kleine Gele (8 x 7,3 x 0,075 cm) ver-
wendet. Die Prozentigkeit des Acrylamids im Trenngel wurde je nach Fragestellung
zwischen 12 und 18 % variiert. Die Trenngellosung wurde zwischen die Glasplatten
gefiillt und mit wassergesittigtem Isobutanol iiberschichtet. Nach erfolgter Poly-
merisation wurde das Isobutanol mit Papiertiichern abgesaugt und das Sammelgel
eingefiillt. Die Proben wurden mit dem gleichen Volumen Auftragspuffer versetzt,
5 min bei 95°C inkubiert und nach Abkiihlen auf das Gel aufgetragen. Die Elek-
trophorese wurde in 1x Lammli-Puffer mit 0,1 % SDS fiir 15-30 min mit 180 V
und anschlieSend bei 300 V durchgefiihrt, bis die gewiinschte Trennstrecke erreicht
war (fiir kleine Gele: 15 min 100V, dann noch ca. 30 min 200 V). Als Marker diente
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fiir Blots ein Molekulargewichtsstandard mit vorgefarbten Eichproteinen (Rainbow
Marker, Amersham Bioscience, Chalmont, GB); fiir Silberfiarbung wurde auch un-

gefarbter Marker verwendet (Ultra low molecular weight marker, Sigma, San Louis,

USA).

2.5.1 10x Gelelektrophoresepuffer nach Lammli

1,9M Glycin (288 g)
0,25 M Tris (60g)
ad 21 HQOdeion

Der pH-Wert betrégt ca. 8,3 (nicht mit HCI einstellen!).

2.5.2 Trenngel (12 %)

380 mM Tris/HCI, pH 8,8

12% Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
0.1% SDS

0,1% TEMED

0,1% APS

2.5.3 Sammelgel
124 mM Tris/HCI, pH 6,8

3% Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
0.1% SDS

0,1% TEMED

0,1% APS

2.5.4 Auftragspuffer nach Lammli
140 mM Tris/HCI, pH 6,8

10% 2-Mercaptoethanol
4% SDS
10% Glycerol

1 Spatelspitze Bromphenolblau / 50 ml

2.6 Silberfarbung von Proteingelen

Mit Hilfe der Silberfirbung nach Heukeshoven & Dernick (1989) kann unter opti-

malen Bedingungen bis zu 1 ng Protein pro Bande nachgewiesen werden.
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Fixieren: 50 % Ethanol, 10 % Essigsaure 20 min (optional
i. N.)
SDS  entfer- 10% Ethanol, 5% Essigsiure 10 min
nen:
Oxidieren: 0,05% Natriumcarbonat, 0,15% Kaliumhe- 1 min
xacyanoferrat; 0,3 % Natriumthiosulfat
Waschen: H5O04cion bis Gel nicht
mehr gelb
Farben: 0,2 % Sibernitrat 20 min
Waschen: HsOdeion 2x 30s
Entwickeln: 3% Natriumcarbonat, 0,02% Formaldehyd bis gewiinschte
(frisch zusetzen) Farbung erreicht
Stoppen: 1% Essigséaure mind. 15 min
2.7 Dot-Blot

Beim Dot-Blot Verfahren wird das zu untersuchende Protein direkt unter Vakuum
auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran (Millipore GmbH, Neu Isenburg)
iibertragen. Es wurde eine Apparatur mit 96 Probenlochern (S & S Minifold I, Schlei-
cher & Schuell, Dassel) verwendet. Die PVDF-Membran wurde zunédchst in Ethanol
getréankt und anschliefend zusammen mit einem Chromatographiepapier (Whatman
3MM Chr) in TBST (s. B.3) geschwenkt. Der Aufbau bestand aus der unteren Kam-
mer, dem Chromatographiepapier, der Membran und der oberen 96-Lochplatte. Die
Proben mit einem Volumen von ca. 100 ul wurden unter geringem Vakuum pipet-
tiert. Es folgte ein Waschschritt mit je 100-200 pul HoOgeion bei starkerem Vakuum.
Die Detektion des Proteins erfolgte durch immunologischen Nachweis. Da der PrP-
spezifische Erstantikorper 3F4 nur denaturiertes Protein erkennt, wurde die Mem-
bran vor Durchfithrung des immunologischen Nachweises fiir 5 min in 1% KOH

geschwenkt.

2.8 Semi-Dry-Blot

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung kénnen Proteine durch dieses Verfahren
auf eine PVDF-Membran iibertragen werden. Das Gel wurde 15 min in 1x Lammli-
puffer (s. B.5.1)) gewaschen. Die Chromatographiepapiere und die Ethanol-getrinkte

Membran wurden kurz in 1x Lammli geschwenkt. Der Aufbau in der Semi-Dry Elec-
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trophoresis Transfer Cell (Bio-Rad, Miinchen) bestand aus drei Chromatographie-
papieren, der Membran, dem Gel und weiteren drei Papieren. Der Transfer erfolgte
fiir 1 Stunde bei 150 mA und max. 20 Volt (bei kleinen Gelen: 15 min 100 mA fiir
2 Gele).

2.9 Immunologischer Proteinnachweis

Der immunologische Nachweis von PrP erfolgte mittels des PrP-spezifischen Erstan-
tikorpers 3F4 (Kascsak et all, 1987). Die angegebenen Zeiten sind Mindestzeiten,
die iiberschritten werden diirfen. Die freien Bindestellen fiir Protein auf der PVDF-
Membran wurden zunéchst durch Schwenken in TBST (R.3) mit 5% Milchpulver
(Frema-Reform, DE-VAU-GE, Liineburg) fiir 30 min (optional iiber Nacht bei 4°C)
abgeséttigt. Dann wurde die Membran kurz mit TBST abgespiilt und mit dem
PrP-spezifischen Erstantikorper 3F4 (1:10000- Verdiinnung in TBST) fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert (optional ii. N. bei 4°C). AnschlieBend wurde die Mem-
bran dreimal fiir je 5 min mit TBST gewaschen. Als Nachweisantikorper wurde ein
Peroxidase-gekoppelter Schaf-anti-Maus Antikorper aus dem ECL-Western-Blot De-
tection System (Amersham Bioscience, Chalmont, GB) verwendet. Er wurde in einer
1:5000-Verdiinnung in TBST eingesetzt, die Inkubation erfolgte fiir 30 min. Durch
dreimaliges Waschen fiir jeweils 5 min wurde nicht gebundener Antikérper entfernt.
Der Nachweis erfolgte durch Chemolumineszenz. Das Detektionsreagenz enthélt Lu-

minol, das von der an den zweiten Antikorper gekoppelten Peroxidase oxidiert wird.
Bei dieser Reaktion wird Energie als Licht abgegeben (s. Abb. R.§). Die Lichte-

0 0
v PeroxidaseMy0, o
| Em—— + N o+ hev
N\ o
H
NH, O NH, 0
Luminol oxidiertes Luminol

Abbildung 2.8: Peroxidase-katalysierte Chemilumineszenzreaktion

mission hélt etwa eine Stunde lang an. Die Membran wurde fiir eine Minute mit
Detektionsreagenz benetzt, und die Lumineszenz wurde mit 0,5 bis fiinfminiitiger
Expositionszeit mit Rontgenfilmen (Kodak-X-OMAT?M | Sigma, St. Louis, USA)
detektiert.
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2.10 Léoslichkeitsbestimmung durch differentielle
Ultrazentrifugation

Die Proben wurden in einem Volumen von max. 100 ! fiir eine Stunde bei 100000x g
(42000 rpm im TLA-45 Rotor) und 25°C in der Beckman Optima TM TL Ultra-
zentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA) zentrifugiert. Partikel, die unter diesen Be-
dingungen im Uberstand verbleiben, gelten als 15slich (Hjelmeland & Chrambach,
1984). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet im gleichen Vo-
lumen NaP;/0,2% SDS resuspendiert. Der relative Proteingehalt in Uberstand und
Pellet kann z. B. durch Dot-Blot (s. .7) bestimmt werden.

2.11 Gelelution

Proteine, die mittels Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, kénnen anschliefend
mittels Gelelution wieder in Losung gebracht werden. Verwendet wurde hier eine
Biotrap Elektroelutionskammer (Schleicher & Schuell GmbH, Dassel). Die Elution
erfolgte in 10 mM NaP; oder 25 mM Ammoniumcarbonat pH 8,2 mit je 0,025 % SDS.
Wihrend der Elutionsdauer von 4-6 Stunden (max. 100 mA, ca. 150-200 V) wurde
der Puffer einmal pro Stunde ausgetauscht. Dies war erforderlich, da die verwendeten

Puffer nur eine geringe Pufferkapazitat aufweisen.

2.12 Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie

Das MeBprinzip des Circulardichroismus beruht darauf, dass asymmetrische Mo-
lekiile verschiedene Absorptionskoeffizienten fiir rechts- und linkszirkular polarisier-
tes Licht haben. Gemessen wird die Differenz dieser Absorptionskoeffizienten. Bei
Proteinen wird der CD-Effekt durch asymmetrische Sekundérstruktur verursacht.
Typische Sekundérstrukturelemente wie a-Helix oder g-Faltblatt zeigen jeweils un-
terschiedliche CD-Spektren im fernen UV-Bereich (170-260nm, s. Abb.2.9). Durch
Messung des CD-Spektrums la8t sich deshalb durch Vergleich mit Spektren von
Proteinen oder Modellpeptiden bekannter Struktur auf die relativen Anteile der
einzelnen Sekundérstrukturelemente zuriickschliefen.

Die Messung der Spektren erfolgte mit dem Spectralpolarimeter J715 (Jasco
Labor- und Datentechnik GmbH, Grof-Umstadt). Es wurden Kiivetten mit der
Schichtdicke 1 mm oder Mikrokiivetten mit der Schichtdicke 1 cm (Helma, Miillheim)
verwendet. Fiir Messungen mit der 1 mm Kiivette benotigt man ein minimales Pro-

benvolumen von 180 ul bei einer Proteinkonzentration von etwa 0,05-0,2 mg/ml, d. h.
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Abbildung 2.9: CD-Spektren fiir typische Sekunkirstrukturelemente in Prote-
inen. Verdndert nach Brahms & Brahms (1980).

3-12 uM recPrP. Die Mikrokiivette erlaubt auch Messungen bei niedrigerer Prote-
inkonzentration und kleinerem Probenvolumen, so dass wesentlich weniger Protein
eingesetzt werden muf (75 pl bei einer Konzentration von mindestens 0,015 mg/ml,
d.h. 0,92 uM). Die Spektren wurden in der 1 mm Kiivette bei 25°C von 185 bis
260 nm bei einer Auflésung von 1 nm, einer Responsezeit von 1-4 s und einer Scange-
schwindigkeit von 50 nm/min aufgezeichnet. In den Mikrokiivetten ist eine Messung

unter 200 nm nicht moglich.

2.13 Chemischer Crosslink von Proteinen

Proteine kénnen durch chemische Crosslinker kovalent verkniipft werden. Bei geeig-
neter Wahl der Bedingungen erfolgt diese Verkniipfung nur innerhalb bereits vor-
handener Proteinkomplexe, so dass nicht-kovalente Wechselwirkungen durch eine
kovalente Bindung ersetzt werden und damit leichter nachgewiesen werden koénnen.

Der Crosslinker BS? [bis(sulfosuccinimidyl)suberate] (Pierce, Rockford, USA)

bindet an freie Aminogruppen im Protein (N-Terminus oder e-Aminogruppe im Ly-
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EDC BS’

(o)

|—IC|’ NaO3S Y 9 o o) SO4Na
T
CHyCH, —N=C=N—(CH,)sN—CH; N-0-C o~~~ g_o_Nz

N

CHs; o G

Abbildung 2.10: Strukturformeln der verwendeten Crosslinker

sin). Da er zwei aktive Succinimidylester-Gruppen besitzt, kann er zwei Amino-

gruppen des Proteins verkniipfen und fiigt dabei einen ,Spacer® von 11,4 A Lénge

o)
0 0 SO3Na o H _SO;Na
1 |
R—C—O—N + R—NH, ——> R-C-N—-R + HO-N
%

o) Aminogruppe (o)
BS’ (Protein)

ein.

Abbildung 2.11: Reaktion der Succinimidylester-Gruppe des BS3? mit Amino-
gruppen

Im Gegensatz dazu bewirkt der Crosslinker EDC [1-Ethyl-3-(3-Dimethylamino-
propyl) carbodiimide Hydrochloride](Pierce) die Bildung einer Isopeptidbindung

zwischen Proteinseitenketten. Die Bindung erfolgt zunéchst an eine Carbonséure-

HCI
I H* N
Ri,C—OH + EDC —>CH3CH2—NH—C|)=N—(CH2)3—ll\l—CH3
Sauregruppe R—C—O CHj
(Protein) (")

Instabiles aminoreaktives Intermediat

0] 0]
NH,R, T | /CHs
—22 >  RCNH-R, + CHyCHNH—C—NH—(CH,)N
Aminogruppe verkniipftes Protein CHs

(Protein)

Abbildung 2.12: Durch EDC katalysierte Crosslink-Reaktion

gruppe im Protein, also Aspartat- oder Glutamat-Reste bzw. den C-Terminus. Wenn
eine Aminogruppe des Proteins sich in rdumlicher Nidhe befindet, also als Reak-
tionspartner zur Verfiigung steht, entsteht eine neue Isopeptidbindung zwischen

Sauregruppe und Aminogruppe, wobei der Crosslinker wieder vollstdndig entfernt
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wird. Falls keine Aminogruppe zur Veriigung steht, reagiert der Crosslinker mit Was-
ser ab, so dass die Sduregruppe wiederhergestellt wird. Da die eingefiigte Bindung
direkt innerhalb des Proteins entsteht, spricht man von 0 A Spacerlinge.

EDC und BS? wurden als Feststoff in kleinen Aliquots abgewogen und eingefro-
ren, um eine Anreicherung von Kondenswasser im Gefafi zu verhindern, da dies eine
Inaktivierung des Crosslinkers zur Folge haben kann. Direkt vor Beginn der Reak-
tion wurde durch Zugabe von Wasser eine 20-100fach konzentrierte Stammlésung
angesetzt und davon die gewiinschte Menge zum Reaktionsansatz pipettiert. Das
Protokoll fiir BS® wurde im Wesentlichen vom Hersteller iibernommen: RecPrP in
einer Konzentration von 0,05-0,1 mg/ml in NaP; wurde eine halbe Stunde bei 25°C
mit 0,5-2mM BS? inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/20 Volumen
0,5M Tris/HCI pH 7 gestoppt. Die freie Aminogruppe des Tris reagiert dabei mit
dem Uberschuss an BS®.

Die Bedingungen fiir den EDC-Crosslink wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
etabliert (Kaimann|, 2002). Es zeigte sich, dass die Reaktion mit einer leicht erhéhten
EDC-Konzentration auch bei neutralem pH ablduft. Alle Reaktionen wurden in
NaP; mit SDS-Konzentrationen zwischen 0,2 und 0,01 % durchgefiihrt. Es wurden
je 0,1 mg/ml/ pl PrP (ca. 6 uM) und 1 mM EDC eingesetzt und der Ansatz fiir 2 h bei
25°C inkubiert. Anschlieend wurde die Reaktion durch Kochen in Auftragspuffer
oder 0,2 % SDS (je 5 min 95° C) abgestoppt.

2.14 Chromatographische Methoden

Fiir alle chromatographischen Trennungen wurden die verwendeten Lésungen durch
Filtration partikelfrei gemacht und vor Benutzung entgast. Es wurde eine HPLC-
Anlage bestehend aus zwei Pumpen mit nachgeschaltetem Mischer (Beckman, Palo
Alto, USA) und ein UV/VIS Detektor (Knauer GmbH, Berlin) verwendet. Die Si-
gnale des Detektors wurden iiber einen A /D Wandler in einen Computer eingelesen

und dort ausgewertet.

2.14.1 GroBenausschluss-Chromatographie

Proteine konnen mit dieser Methode nach ihrer Grofle getrennt werden. Das verwen-
dete Sédulenmaterial besteht aus porosen Kiigelchen. Grofie Molekiile kénnen nicht
in die Poren dieser Kiigelchen eindiffundieren und werden deshalb weniger stark

verzogert als kleinere Molekiile. Im Gegensatz zur Gelelektophorese ist dabei eine
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Denaturierung nicht erforderlich, so dass auch nicht-kovalente Wechselwirkungen
erhalten bleiben. Es wurde eine Bio-Select 400-5 S&ule mit einem vom Hersteller
angegebenen Trennbereich von 20-1000 kDa verwendet (Bio-Rad, Miinchen). Zur
Ermittlung der Molekulargewichte wurde eine Mischung aus Proteinen bekannter
Grofle verwendet (Gel Filtration Standard, Bio-Rad, Miinchen).

2.14.2 Reversed phase Chromatographie

Hier erfolgt die Trennung aufgrund der unterschiedlichen Hydrophobizitéit der zu
trennenden Molekiile, wobei hydrophile Molekiile als erstes eluiert werden. Zur Tren-
nung von Peptidgemischen wurde eine Nucleosil 300-5 C18 Séule (Macherey & Nagel
GmbH, Diiren) verwendet. Die Elution erfolgte mittels eines Acetonitril/Wasser-

Gradienten (genaue Bedingungen s. Ergebnisteil).

Puffer A: 0,1 % Trifluoressigsédure (TFA)
Puffer B: 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) / 80 % Acetonitril

2.15 Analytische Ultrazentrifugation (AUZ)

Durch analytische Ultrazentrifugation konnen Molekiilparameter wie das Moleku-
largewicht in wéssriger Losung bestimmt werden. Die Versuche wurden mit der
analytischen Ultrazentrifuge XL-A (Beckman Inc., Palo Alto, USA), ausgeriistet
mit einer UV /VIS Absorptionsoptik, durchgefiihrt. Die Zentrifugation erfolgte in
einem 4-Loch An-60 Ti-Rotor (Beckman) und Standard Doppelsektorzellen mit
kohlegefiillten Epon-Mittelstiicken und einer optischen Wegldnge von 1,2 cm. Al-
le Messungen wurden mit der Software Ultrascanll Version 5.0 fiir Linux (Borries

Demeler) ausgewertet.

2.15.1 Sedimentations-Diffusions-Gleichgewichtslauf (M-Lauf)

Mit dieser Methode kann das Molekulargewicht eines Molekiils bestimmt werden.
Die Drehzahl fiir die Zentrifugation wird so gewéhlt, dass sie nicht ausreicht, um das
zu untersuchende Molekiil zu sedimentieren. Unter diesen Bedingungen stellt sich
nach einiger Zeit ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Riickdiffusion ein.
Im Gleichgewicht erhélt man also ein zeitunabhéngiges Konzentrationsprofil iiber die
Zelle mit hoher Konzentration am Boden und niedriger Konzentration am Meniskus:

Die Konzentration steigt exponentiell mit dem Quadrat des Radius an. Die Steilheit
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des Profils héngt u. a. von der Drehzahl und vom Molekulargewicht des untersuchten
Molekiils ab. Das Molekulargewicht kann unabhéngig von der Form des Molekiils aus
dem Konzentrationsprofil bei einer geeigneten Drehzahl ermittelt werden. Wenn nur
eine Molekiilspezies vorhanden ist und die Losung keine Abweichung vom idealen
Verhalten zeigt, ergibt sich bei einer Auftragung des Logarithmus der Konzentration
bzw. der Absorption, InA, gegen das Quadrat des Radius, r?, eine Gerade, aus deren

Steigung das Molekulargewicht nach folgender Formel berechnet werden kann:

M Molekulargewicht des Molekiils
dinA/dr? = Ableitung der Absorption
gegen das Quadrat des Radius

bzw. Steigung der Ausgleichsgeraden

dlnA 2RT R = Ideale Gaskonstante (8.3144.J - molilel)
M = 72 . (1 - pL) w2 T = Temperatur in Kelvin
vpy =  partielles spezifisches Volumen des Molekiils
pr, = Dichte des Losungsmittels
w = Winkelgeschwindigkeit 27 - rpm /60 [1/s]

Fiir recPrP90-231 wurde v aufgrund der Aminosauresequenz berechnet (Cohn &
Edsall, 1943) und betrigt 0,7082 cm?/g. Fiir die Molekulargewichtsbestimmung von
recPrP erfolgte die Zentrifugation bei Drehzahlen zwischen 15000 und 40000 rpm
und 25°C. Bei jedem Lauf wurden mehrere Drehzahlen eingestellt und ausgewertet.
Die Scans fiir die niedrigste Drehzahl wurden nach 20 Stunden aufgenommen, fiir
alle weiteren Drehzahlen wurde noch je 10 Stunden nach Erhohung der Drehzahl
gewartet, um die Einstellung des Gleichgewichtes zu gewéhrleisten. Das Erreichen
des Gleichgewichtes wurde {iberpriift, indem jeweils eine Stunde nach der ersten
Messung erneut Scans aufgezeichnet wurden. Die Abweichungen zwischen diesen

beiden Messungen muss im Bereich des statistischen Rauschens liegen.

2.15.2 Sedimentations-Geschwindigkeits-Lauf (S-Lauf)

Bei dieser Art der Zentrifugation wird die Drehzahl so hoch gewéhlt, dass die be-
trachteten Molekiile sedimentiert werden kénnen. Wird eine Losung zentrifugiert,
in der ein Makromolekiil zu Beginn gleichméfig verteilt war, so beobachtet man die
Ausbildung einer Grenzschicht. Im Idealfall, ohne Beriicksichtigung der Diffusion, ist
die Konzentration der Makromolekiile zwischen Meniskus und Grenzschicht gleich
Null, zwischen Grenzschicht und Boden dagegen konstant. Die Grenzschicht wandert

im Verlauf der Zentrifugation in Richtung Boden, bis schlieSlich alle Molekiile sedi-
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mentiert sind. Durch Diffusion kommt es zu einer Verbreiterung der Grenzschicht.
Fiir die Bestimmung des Grenzschicht-Radius wird der Wendepunkt bzw. die halbe
Hohe zugrunde gelegt.

Konzentration

Radius
Abbildung 2.13: Anderung des Konzentrationsprofils wiihrend eines S-Laufs Es

sind exemplarisch typische Profile fiir drei verschiedene Zeitpunkte gezeigt.

Aus der Wanderung der Grenzschicht 148t sich der Sedimentationskoeffizient

oder s-Wert ermitteln. Dieser ist folgendermassen definiert:

M = Molekulargewicht des Molekiils
v =  partielles spezifisches Volumen des Molekiils
5 pr = Dichte des Losungsmittels
s = v = M(l U'OL) f = Reibungskoeffizient oder Formparameter
w?r f v =  Geschwindigkeit des Molekiils
w = Winkelgeschwindigkeit
r = Radius

Der Sedimentationskoeffizient bzw. s-Wert eines Molekiils gibt seine Geschwin-
digkeit pro Einheits-Zentrifugalbeschleunigung an. Er ist u. a. abhéngig vom Mole-
kulargewicht und der Form des betrachteten Teilchens. Bei bekannter Form (z.B.
Kugel) kann aus dem s-Wert das Molekulargewicht berechnet werden. Der Berech-

nung des s-Wertes anhand der Wanderung der Grenzschicht liegt folgende Formel

zugrunde:
ra(to) =  Radius der Grenzschicht zum Zeitpunkt t=0
ra(t) = Radius der Grenzschicht zum Zeitpunkt t
. 2 s = s-Wert (Svedberg-Konstante) [10~13s]
l?’L[’I"G <t>/rG (to)] = Sw (t - tO) w? =  Winkelgeschwindigkeit [1/s]

Eine Auftragung von In(rg) gegen die Zeit ergibt demzufolge eine Gerade mit
der Steigung sw?. Die Auswertesoftware benutzt stattdessen die dc/dt-Methode nach
(Stafford, 1992), bei der alle Messpunkte in die Auswertung eingehen: Zunéchst wird
die Differenz zwischen je zwei aufeinanderfolgenden Scans gebildet. Dies entspricht

mathematisch einer Ableitung nach der Zeit. Eine solche Differenzkurve hat ihr



2.16 Charakterisierung von Proteinen und Peptiden mittels Massenspektometrie

33

Maximum im idealen Fall auf halber Hohe der Grenzschicht, da dort die Differenz
maximal ist (s. Abb. .13). Diese Kurve in Abhéngigkeit vom Radius kann direkt in
eine s-Wert abhéngige Kurve umgerechnet werden, indem fiir jeden Radiuswert ein
apparenter s-Wert nach obiger Formel berechnet wird. Dies entspricht einer durch
zwei Punkte gelegten Gerade, wobel Tyseniskus, also der Fall t=0, als erster Punkt
zugrundegelegt wird. Die resultierenden Kurven werden gemittelt, und es ergibt sich
die Auftragung einer relativen Intensitit gegeniiber dem s-Wert, deren Maximum
dem gesuchten s-Wert entspricht. Die s-Wert-Bestimmung von recPrP Oligomeren
erfolgte bei einer Drehzahl von 40 000 rpm und 25°C.

2.16 Charakterisierung von Proteinen und Peptiden mittels
Massenspektometrie

Das Prinzip der Massenspektrometrie ist die Messung des Verhéltnisses Masse zu
Ladung (m/z) von Ionen in der Gasphase. Diese Methode hat in den letzten Jahren
zunehmende Bedeutung fiir die Analyse von Proteinen erlangt (zum Uberblick s.
Jonsson (2001))). Dies ist unter anderem der Entwicklung sogenannter weicher Ioni-
sierungsmethoden wie ESI (Elektro Spray Ionisierung, s. Abb. 2.14) und MALDI
(Matrix Assistierte Laser Desoptions Ionisierung) zu verdanken. Sie ermoglichen
die Uberfithrung grofler, labiler Biomolekiile in die Gasphase, ohne sie zu fragmen-
tieren.

Mittels Nanospray-ESI ist eine Messung von Probenvolumina unter 1 pl méglich.
Die Probe befindet sich dabei in einer diinnen Glaskapillare (Nadel), die mit Metall
diinn bedampft ist. Zwischen dieser Metallschicht und dem Einlass des Massenspek-
trometers wird eine Spannung angelegt. Im sogenannten Positiv-Mode werden dabei
negative Ionen an der Anode entladen, wihrend positive sich am Meniskus sam-
meln. Dieser wird destabilisiert, und ein Nebel aus feinen Tropfchen entsteht. Durch
Verdunsten des Losungsmittels werden diese Tropfchen immer kleiner, bis schlief3-
lich einzelne Gasphase-Ionen entstehen (s. Abb. B.14)). Bei der Ionisation durch ESI
entstehen im Gegensatz zu MALDI mehrfach geladene Ionen. Aus einer einzelnen
Molekiilart konnen deshalb mehrere Peaks mit unterschiedlicher Ladung entstehen.
Bei ausreichender Auflésung kénnen die Ladungen jedoch aufgrund des Isotopen-
musters folgendermaBen bestimmt werden (s. Abb. .17). Natiirlich vorkommende
schwerere Isotope der einzelnen Elemente sind in statistischer Verteilung in die Ana-

lytmolekiile eingebaut. Als monoisotopische Masse eines Elements oder Molekiils be-
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Kathode|

Spannungsquelle

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des Elektrospray-Prozesses (nach
Kebarle & Tang (1993))
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Abbildung 2.15: Beispiele fiir die Isotopenverteilung von zweifach und dreifach
geladenen Ionen. Gezeigt sind hier beispielhaft zwei bei Vedau mit Trypsin enstandene
Peptide des rekombinanten Prion-Proteins.

zeichnet man die Masse des leichtesten stabilen Isotops. Als Element mit natiirlich
vorkommendem schwererem Isotop ist bei Proteinen v. a. *C von Bedeutung. Bei
Messung der Masse eines Peptids bekommt man also ein Signal fiir die monoiso-
topische Masse, eins fiir die monoisotopische Masse + 1 (Einbau eines 3C-Atoms)
usw. Im Spektrum ist dieser Massenunterschied von einer Masse sichtbar. Aus der
Massendifferenz zwischen den Peaks fiir die einzelnen Isotope lét sich die Ladung
berechnen: So betrigt sie fiir ein doppelt geladenes [M+2H]?"-Ton 1/2=0,5, fiir ein
dreifach geladenes [M+3H]*T dagegen 1/3=0,33.

Bei Proteinen gilt dabei, dass bis etwa 1500 Da Molekulargewicht das monoi-
sotopische Signal am stérksten ist, bei grofleren Massen dagegen schwerere Isotope
iiberwiegen (Jonsson, 2001)).

Ein Massenspektrometer besteht im Wesentlichen aus einer Ionenquelle, einem

Massenanalysator und einem Detektor. Dabei konnen im Prinzip die lonenquel-
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len bzw. Ionisierungsarten und Analysatoren frei kombiniert werden. Der Einsatz
mehrerer Massenanalysatoren, wie z. B. Quadrupol und TOF (Flugzeit oder Time-
Of-Flight) Analysatoren, ermoglicht dabei die sogenannte MS/MS oder Tandem
Massenspektrometrie. Aus einem komplexen Substanzgemisch kénnen mit dieser
Methode einzelne Produkt-Ionen (product ions) selektiert werden. In einer Kollisi-
onszelle werden diese durch Kollision mit inerten Gasmolekiilen (Ny) fragmentiert.
Die entstandenen Fragmente werden mit Hilfe des zweiten Analysators analysiert.
Abb. B16G zeigt schematisch den Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten Q-Star
Pulsar T Massenspektrometers (MDS Sciex, Toronto, Kanada).

Detektor

NadeIT \ )| J|C )

Sprayl Qo Q1 T Q2
lonenstrahl Kollisionszelle
Flugzeit-

Massenanalysator

Reflektor

Abbildung 2.16: Schematischer Aufbau des Q-Star Massenspektrometers Ein-
zelheiten s. Text.

Als Ionenquelle dient eine Nanospray-Nadel, so dass Messungen mit Probenvo-
lumina unter 1 pl moglich sind. Das Gerét besitzt insgesamt drei Quadrupole. Da-
von dient nur Q1 als Massenanalysator im eigentlichen Sinne, wahrend Q0 und Q2
hauptséchlich dazu dienen, den Ionenstrom durch das Gerét zu stabilisieren. Hinter
Q1 befindet sich die sogenannte Kollisionszelle. Hier kénnen Produkt-Ionen durch
ZusammenstoBle mit inerten Stickstoff-Molekiilen fragmentiert werden. Als zweiter
Analysator dient ein orthogonales TOF. Fiir die Messung von Ubersichtsspektren
eines Gemisches werden Quadrupole und Kollisionszelle so geschaltet, dass sie die
Ionen auf einer stabilen Flugbahn halten, und die eigentliche Massenanalyse erfolgt
mit dem TOF Analysator. Soll dagegen nur ein einzelnes Vorldufer-lon analysiert
werden, so kann dieses mit Hilfe des Q1 selektiert und anschliefend in der Kollisi-

onszelle fragmentiert werden. Die entstandenen Fragmente werden dann vom TOF
Analysator detektiert (MS/MS-Analyse).
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Die Sequenzierung von Proteinen mittels ESI-MS/MS oder PSD-MALDI (PSD:
engl. post source decay; Zerfall nach der Quelle) ist mittlerweile eine Routinemetho-

de geworden. Der Ablauf kann dabei wie folgt aussehen:

Protein isolieren (z. B. gelelektrophoretisch)

2

Proteaseverdau (z. B. Trypsin)

N2

entsalzen (ZipTips als ,,Mikro-Chromatographie®)

2

Ubersichts-Massenspektrum des Peptidgemisches (,mass fingerprint*)

A

Selektion eines einzelnen Peptides bzw. Produkt-Ions,
Fragmentierung
MS/MS-Spektrum der entstandenen Fragmente

erlaubt Sequenzierung des selektierten Peptids

Wenn die Aminoséduresequenz des untersuchten Proteins bekannt ist, kann mit die-
sem Prinzip nach posttranslationalen oder auch chemisch eingefithrten Modifika-
tionen gesucht werden. Die eigentliche Sequenzierung der Peptide erfolgt anhand
der MS/MS-Spektren. Abb. R.17 zeigt die Fragmente, die bei PSD-MALDI oder in
der Kollisionzelle eines MS/MS-Gerétes (auch CID, Collision Induced Dissociation

genannt) entstehen kénnen.

Y, -Y, Y,
X, zZ, X zZ, X z
0 0 o o
H2N—CH—(”)——NH—CH—(”:——NH—CH—g——NH—CH—(":—OH
& & R R
c, A, C, A, C A
B, B,- B;

Abbildung 2.17: Nomenklatur von Peptidfragmenten Bei der Fragmentierung in
der Kollisionszelle konnen unterschiedliche Fragmentionen entstehen. Die Benennung ori-
entiert sich an Roepstorfl (1984); Johnson et all (1988).

Bei der Spaltung an einer Stelle kann entweder nur eines oder beide der entstan-

denen Fragmente sichtbar sein, abhéingig davon, ob beide eine Ladung tragen oder
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nur eines. Nach Trypsin-Verdau und bei sauren Losungsbedingungen (Messung im
Positiv-Mode) ist normalerweise die Y-Serie dominant, da die Spaltprodukte alle ba-
sische Lysin- oder Argininreste am C-Terminus besitzen, die bevorzugt Protonen an-
lagern koénnen. Wenn alle Y-Ionen vorhanden sind, kann aus den Massendifferenzen
zwischen den einzelnen Signalen dieser sogenannten Y-Serie die Aminosauresequenz
ermittelt werden. Auch das Auffinden einer Teilsequenz ist hilfreich. Bei unbekann-
ten Proteinen kann die Identifizierung durch Suchen eines solchen ,;Sequence-tags®
in einer Protein- oder Nukleinsdure-Datenbank erfolgen. Handelt es sich um eine
bekannte Sequenz und soll z.B. nach posttranslationalen Modifikationen gesucht

werden, so reichen 3-4 Aminoséuren in der Regel aus, um eine eindeutige Zuord-

nung zu einem bestimmten tryptischen Fragment zu erméglichen.
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3 Ergebnisse

Die Strukturumwandlung als entscheidender Schritt bei der Umwandlung von PrP¢
in PrP% kann mit dem in Abschnitt beschriebenen in vitro Konversionssystem
induziert werden. Um Intermediate dieses Ubergangs zu finden, sollte zunéchst die-
se Strukturumwandlung von PrP mit hauptséchlich a-helikaler Struktur in PrP
mit erhohtem Anteil an [-Faltblatt-Struktur genau verfolgt werden. Zu diesem
Zweck wurde die Anderung der Sekundérstruktur des PrP nach Inkubation in SDS-

Konzentrationen zwischen 0,2 und 0,01 % mittels Circular-Dichroismus bestimmt.

3.1 Struktur von recPrP in Abhdngigkeit von der
SDS-Konzentration

Das in dieser Arbeit verwendete in vitro-Konversionssystem nutzt die Anderung der
Struktur und des Aggregationszustandes des Prion-Proteins in Abhéngigkeit von
der SDS-Konzentration. Das Protein wird dabei zunichst in 0,2% SDS inkubiert,
wobei die Struktur a-Helix- und random coil-Anteile zeigt. Verdiinnen des SDS auf
0,01 % induziert einen hoheren Anteil an (-Faltblatt-Struktur und Aggregation. Die
Sekundarstrukturinderung kann mittels Circulardichroismus bestimmt werden.

Abb. BI8 zeigt typische Spektren fiir ausgewéhlte SDS-Konzentrationen. Das
Ausgangsmaterial in 0,2% SDS zeigt einen etwas hoheren Anteil an random coil
im Vergleich zum Spektrum bei 0,06 %, wie an dem etwas stirkeren Minimum bei
222nm fiir 0,06 zu erkennen ist. Bei 0,02% wird ein Spektrum mit erhchtem (-
Faltblatt-Anteil beobachtet, das nur ein Minimum bei 218 nm aufweist. Die Inten-
sitdt eines typischen (-Faltblatt-Spektrums sollte dabei eigentlich geringer sein als
die eines a-helikalen Spektrums. Das ist hier nicht der Fall, jedoch 148t das Spektrum
in 0,02 % von seiner Form her deutlich auf einen hohen [-Faltblatt-Anteil schlieflen.
Offensichtlich handelt es sich bei dem beobachteten Strukturiibergang also weniger
um eine Umfaltung als vielmehr um die Bildung neuer Strukturelemente.

Um aus den Spektren die prozentualen Anteile einzelner Strukturelemente zu
berechnen und damit eine Quantifizierung zu ermoglichen, ist eine exakte Konzentra-
tionsbestimmung notwendig. Deshalb wurden in mehreren unabhéngigen Messungen
zunachst die CD-Spektren gemessen und anschlieend fiir jede Probe die Proteinkon-
zentration mittels Mikro-BCA-Assay bestimmt. Die in Abb. B8 gezeigten Spektren
entsprechen bis auf die Probe bei <0,01 % dem Mittel von 2-4 Experimenten. Die

Reproduzierbarkeit der Konzentrationsbestimmung war fiir die Proben bei 0,2%
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SDS sehr gut. Da das CD-Signal nach dem Lambert-Beerschen Gesetz konzentrati-
onsabhéngig ist, kann das gezeigte Spektrum bzw. das charakteristische Minimum
bei 206-207 nm bei weiteren CD-Messungen als Standard zur Konzentrationsbestim-

mung genutzt werden:

Onrw (206nm) = 9175 [deg - cm?®/dmol]
0,1mg/ml = —7,7mdeg bei 206 nm (Schichtdicke 1 mm)
fiir recPrP 90-231 in 0,2 % SDS

In niedrigeren SDS-Konzentrationen nimmt die Loslichkeit des Proteins ab, was zu
Schwierigkeiten bei der Konzentrationsbestimmung fiihrt. Die Intensitdt des Spek-
trums in 0,02 % SDS kann deshalb nicht ganz so genau bestimmt werden, womit ein
groferer Fehler bei der Berechnung der Strukturanteile in Kauf genommen werden
muss. In Abb. BIY ist zusétzlich beispielhaft ein Spektrum fiir stark aggregiertes
PrP gezeigt (<0,01 % SDS). Die Signalintensitéit kann hier sehr unterschiedlich sein,
je nachdem, wie weit die Aggregation vorangeschritten ist. Eine Berechnung von
Strukturanteilen ist nicht mehr méglich. Charaktistisch fiir solche aggregierten Pro-

ben ist das einzelne Minimum bei ca. 222 nm. Auch fiir nicht in SDS inkubiertes

150001 —~ ] recPrP 0,2% SDS
_ 1/ - recPrP 0,06% SDS
E 10000._.' . recPrP 0,02% SDS
S TR A S N B recPrP <0,01% SDS
6%; 50001
(&) ]
x
P o
S, _
=
®°§ﬁ -5000-
-10000

190 200 210 220 230 240 250 260
A [nm]
Abbildung 3.18: Struktur von recPrP in Abhingigkeit von der SDS-

Konzentration. Es sind CD-Spektren des Proteins in den angegebenen SDS-Konz. ge-
zeigt. Das Spektrum fiir < 0,01 % SDS ist ein Beispiel fiir stark aggregiertes recPrP.
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Tabelle 4: Berechnung der Sekundirstrukturanteile fiir recPrP in verschiede-
nen SDS-Konzentrationen. Die Rechnung erfolgte mit dem Programmpaket CDPro
(Sreerama et all, 1999) und dem Programm CDSSTR (Johnson, 1999).

‘% SDS ‘ a-Helix  (-Faltblatt (-Kehre Ungeordnet X ‘

0,2 17,6 21,5 17,9 41,7 98,7
0,06 22 20,5 17,8 38,9 99,2
0,02 19,9 31,5 20,7 27,9 100

PrP gestaltete sich eine genaue Konzentrationsbestimmung als unreproduzierbar,

da dieses Material ebenfalls nicht gut 16slich ist.

Zur Berechnung der relativen Strukturanteile (s. Tab. f]) wurde das Programm
CDSSTR (Sreerama et all, 1999) aus dem Paket CDPro verwendet (Johnson, 1999),
wobei eine Proteindatenbank zugrunde gelegt wurde, die auch denaturierte Prote-
ine enthéalt. Wie bereits aufgrund der Spektren vermutet, bewirkt das Ausdiinnen
des SDS hauptséchlich die Abnahme von random-coil-Struktur zugunsten einer Zu-
nahme an (-Faltblatt-Struktur. Die Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Test
beinhaltet eine unvermeidbare Ungenauigkeit, da nicht genug recPrP zur Erstellung
der Eichreihen zur Verfiigung stand und daher BSA als Eichstandard verwendet wur-
de. Aufgrund der diskutierten Schwierigkeiten sind die ermittelten Strukturanteile

nur ein Anhaltspunkt und keine Absolutwerte.

Um den Ubergang zur B-Faltblatt-reicheren Struktur genau zu verfolgen, wur-
den Spektren in verschiedenen SDS-Konzentrationen zwischen 0,2 und 0,005 % ge-
messen. Um das Erreichen eines Gleichgewichtes fiir Struktureinstellung und Ag-
gregation zu gewdhrleisten, wurden die Messungen mindestens 16 Stunden nach
Verdiinnen des SDS durchgefiihrt. Eine geeignete Auftragung fiir den Verlauf die-
ses Ubergangs ist der Quotient der Minima der beiden Strukturen, da dabei geringe
Konzentrationsunterschiede herausgerechnet werden. Das Ausgangsmaterial in 0,2 %
SDS hat ein Minimum bei 206-207 nm, das sich beim Verdiinnen auf etwa 0,06 % zu
208 nm verschiebt. Dagegen hat g-Faltblatt-reiches, unlosliches PrP ein Minimum
bei 218 nm. Eine Auftragung des Quotienten der CD-Signale bei 218 nm und 207 nm
gegen die SDS-Konzentration wurde gewiihlt, um den Verlauf des Ubergangs darzu-

stellen, wobei ein gréflerer Wert des Quotienten auf einen hoheren -Faltblatt- Anteil
schliefen lisst. Eine solche Ubergangskurve ist in Abb. dargestellt.
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Abbildung 3.19: Strukturiibergang von a-Helix zu §-Faltblatt und Lé&slichkeit
von recPrP im SDS-System. A. Der Strukturiibergang zu hoherem S-Faltblatt-Anteil
ist als Quotient der Minima im CD-Spektrum bei 218 und 207 nm dargestellt, wobei ein
hoherer Wert einem hoheren (3-Faltblatt-Anteil entspricht.

B. Die Loslichkeit der Proben wurde durch differentielle Ultrazentrifugation ermittelt,

wobei der relative Proteinanteil in Uberstand(U) und Pellet(P) mittels Dot-Blot und im-
munologischer Detektion ermittelt wurde.

Neben dem Strukturiibergang ist fiir einige SDS-Konzentrationen die mittels
differentieller Ultrazentrifugation und Dot-Blot ermittelte Loslichkeit gezeigt. Man
sieht, dass es einen SDS-Konzentrationsbereich gibt (hier: 0,02-0,025 %), bei denen
bereits die S-Faltblatt-Struktur erreicht ist, das Protein jedoch noch 16slich bleibt. Es
ist also gelungen, einen stabilen ,,16slichen 3-Faltblatt-Zustand* des PrP zu isolieren,
der iiber ldngere Zeit stabil (16slich) bleibt.

3.1.1 Standardisierung anhand der CD-Ubergangskurve

Der Verlauf der Ubergangskurve und das Phinomen des 16slichen 3-Faltblatt-Zu-
standes sind hervorragend reproduzierbar. Allerdings kann die Lage (SDS-Konz.) des
Ubergangs je nach Aufarbeitung und Vorbehandlung des verwendeteten recPrP um
0,01-0,02 % schwanken. Um die Reproduzierbarkeit so groff wie moglich zu machen,

wurden die Proben immer bei genau 25°C fiir mindestens 16 h inkubiert, bevor
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die Spektren gemessen wurden. Fiir weitere Experimente, bei denen die Struktur
bzw. die Lage im Ubergangsbereich genau bekannt sein musste, wurde jedesmal die
Ubergangskurve fiir die verwendeten Proben bestimmt. Es zeigte sich dabei, dass
andere Parameter wie z. B. die Oligomergrofie sehr gut mit der anhand der CD-
Kurve ermittelten Struktur korrelierten, die genauen SDS-Konzentrationen jedoch
leichten Schwankungen unterworfen sind.

Wenn der erwihnte 16sliche -Faltblatt-Zustand untersucht werden sollte, wur-
de die hochste SDS-Konzentration eingesetzt, bei der das Protein die (-Faltblatt-
Struktur zeigte, wobei die SDS-Konzentration je nach Experiment leicht verschieden

war.

3.2 Kinetik der Struktureinstellung

Fiir das Ausgangsmaterial in 0,2 % SDS und fiir aggregiertes PrP in 0,01 % SDS ist
bekannt, dass der Strukturiibergang schnell erfolgt (Post et all, 1998). Um her-
auszufinden, ob dies auch fiir die mittleren SDS-Konzentrationen, also fiir den
Ubergangsbereich, der Fall ist, wurden CD-Spektren zum einen sofort nach Ver-
diinnen und zum anderen nach ii. N. Inkubation bei 25° C gemessen. Abb. B.20 zeigt
entsprechende Ubergangskurven, die wieder als Quotient der Minima bei 218 bzw.
207nm dargestellt sind. Es wird deutlich, dass fiir mittlere SDS-Konzentrationen
die Struktur nach Einstellung des Gleichgewichtes am stérksten von der sofort be-
obachteten Struktur abweicht. Bei hoheren SDS-Konzentrationen (hier: >0,04 %) ist
keine Anderung der Struktur zu beobachten, withrend bei niedrigen SDS-Konzentra-
tionen (hier: <0,01 %) die Struktureinstellung zum grofiten Teil innerhalb der Zeit
erfolgt, die bis zur ersten Messung vergeht (>1 Minute). Nur bei mittleren SDS-
Konzentrationen ist die Kinetik der Struktureinstellung langsam, d. h. im Stunden-
bereich.

Abb. B:21A zeigt Spektren fiir eine solche mittlere Konzentration (hier: 0,0275 %
SDS) und eine Proteinkonzentration von 20 ng/ul. Im Vergleich zu Abb. B.20 wur-
de hier Material aus einer anderen PrP-Aufarbeitung verwendet, so dass die SDS-
Konzentration fiir den Ubergangsbereich leicht verschoben ist. Um die Kinetik ver-
folgen zu kénnen, wurden nach Verdiinnen Spektren im Abstand weniger Minuten
aufgezeichnet. Die Zunahme an g-Faltblatt-Struktur ist anhand des Quotienten in
Abb. BZTB dargestellt. Das Erreichen der -Faltblatt-Struktur und die Einstellung

des Gleichgewichtes erfolgt im Verlauf mehrerer Stunden. Bei héheren Proteinkon-



3.3 Vernetzung von PrP Dimeren und Oligomeren mittels chemischer Crosslinker

43

zentrationen beschleunigt sich dieser Prozess (Daten nicht gezeigt), was darauf hin-
deutet, dass der Ubergang mit einer Aggregation verbunden ist.

Der in Abschnitt B.1] beschriebene ,,16sliche g-Faltblatt-Zustand® findet sich ge-
nau bei den hier beschriebenen mittleren SDS-Konzentrationen, d. h. die Struktur-
einstellung erfolgt langsam. Hier liegt ein Zwischenzustand vor, der zunéchst noch
die a-helikale Struktur zeigt, sich im Verlauf einiger Stunden aber zur (-Faltblatt-
Struktur umfaltet. Nach Erreichen der endgiiltigen Struktur bleibt dieser Zustand
des l6slichen g-Faltblatt fiir mindestens ein bis zwei Wochen stabil.

Die Kinetikmessungen zeigen, dass die Struktureinstellung des recPrP nach ei-
nigen Stunden ein Gleichgewicht erreicht hat. Nach ii. N. Inkubation kann man

deshalb davon ausgehen, dass sich die Struktur nicht mehr &ndert.

3.3 Vernetzung von PrP Dimeren und Oligomeren mittels
chemischer Crosslinker

Um herauszufinden, welche Intermediate bei dem beschriebenen Strukturiibergang
entstehen bzw. welches Molekulargewicht sie haben, wurden verschiedene chemische

Crosslinker getestet. Dabei handelt es sich um reaktive Molekiile, die neue kovalente

schnell langsam schnell
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Abbildung 3.20: Lansame Struktureinstellung des recPrP bei mittleren SDS-
Konzentrationen. Gezeigt sind Ubergangskurven wie in Abb. . Die zugrundelie-
genden Spektren von 20 ng/ul recPrP bei den angegebenen SDS-Konzentrationen wurden
jeweils sofort nach Verdiinnen des SDS und nach ii. N. Inkubation bei 25° C gemessen.
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Abbildung 3.21: Kinetik der Struktureinstellung A. Spektren fiir recPrP in
0,0275 % SDS bei direkter Messung bzw. nach ii. N. Inkubation. B. Verlauf der Struktur-
einstellung aus Abb. A anhand des Quotienten. Das Erreichen der endgiiltigen S-Faltblatt-
Struktur dauert mehrere Stunden.

Bindungen in Proteine oder Proteinkomplexe einfiigen. Durch die Wahl geeigneter
Bedingungen ist es so moglich, vorhandene, nicht-kovalente Dimere und Oligomere
kovalent zu verkniipfen. Das ermoglicht den einfachen Nachweis z. B. durch SDS-
PAGE.

3.3.1 Verkniipfung zwischen Lysin-Seitenketten mit NHS-Estern

Nachdem erste Versuche mit Linkern, die Succinimidyl-Ester als reaktive Gruppen
besitzen, fehlgeschlagen waren (ohne Abbildung), wurden homobifunktionale NHS-
Ester getestet. Diese besitzen zwei reaktive Gruppen, die spezifisch mit der Amino-
gruppe von Lysinseitenketten bzw. mit dem N-Terminus reagieren. Dabei wird eine
zusitzliche Gruppe (,,Spacer®) von einigen A Linge eingefiigt. Zum Mechanismus
der Reaktion vgl. Abb. ET1. Das Ergebnis einer Vernetzung von PrP in verschiede-
nen SDS-Konzentrationen mit dem NHS-Ester BS? [bis(sulfosuccinimidyl)suberate]
ist in Abb. B:22 gezeigt. Die Bedingungen fiir den Crosslink sind in Abschnitt .T3 be-
schrieben. Die entstandenen Produkte wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot
aufgetrennt. In den beiden &ufleren Spuren sind unbehandelte Kontrollen von PrP in
0,2 bzw. 0,01 % SDS aufgetragen. Wie erwartet, ist in beiden Spuren hauptséchlich
die Monomer-Bande zu sehen, da die in 0,01 % entstandenen Aggregate durch das
Kochen in Auftragspuffer aufgelost werden. Ein geringer Anteil an Dimer ist aller-
dings auch in diesen Proben zu erkennen, wie zuvor schon beschrieben (Post, 1998).
Bei den BS3-behandelten Proben ist jedoch die Dimer-Bande ab etwa 0,05 % inten-

siver als in den Kontrollen. Mit weiter abnehmender SDS-Konzentration nimmt die
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Intensitét weiter zu, und auch Trimere und Tetramere kénnen mit geringer Intensitét
detektiert werden. Gezeigt ist ein Beispiel mit maximaler Ausbeute an Crosslink-
Produkten. Aufreinigungen der Crosslink-Proben mittels Gréfienausschluss-Chro-
matographie, wie in Abschnitt B.4 beschrieben, ergaben eine maximale Ausbeute
von etwa 20 % Dimer pro Ansatz. Im gezeigten Blot ist bei 0,01 % SDS die Gesam-
tintensitdat der Proteinbanden wesentlich geringer, was auf sehr starke Quervernet-
zung zuriickzufiithren sein konnte, so dass die Produkte zum grofiten Teil nicht ins

Gel einlaufen konnten. Dieses Phdnomen wurde allerdings nur selten beobachtet.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Ausdiinnen von SDS zur Bildung von Dimeren
und Oligomeren fiihrt. Allerdings ist die Effektivitit des BS?® offensichtlich nicht
grofl genug, um eine komplette Verkniipfung grofler Aggregate, wie sie bei SDS-
Konzentrationen <0,02 % entstehen, zu gewihrleisten. Da BS? nur Lysin-Reste ver-

kniipft, ist die beobachtete Vernetzung jedoch vermutlich sehr spezifisch.

Der Einsatz hoherer BS3-Konzentrationen fiihrte nicht zu einer stirkeren Ver-
kniipfung, war jedoch ungiinstig, da die PrP-Banden beim immunologischen Nach-
weis nach einer solchen Reaktion deutlich schlechter detektiert wurden (ohne Ab-
bildung). Das kénnte auf eine Bindung des BS® an Lysin-Reste ohne Bildung einer

Quervernetzung zuriickzufithren sein, die die PrP-Erkennung durch den Antikérper

™
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Abbildung 3.22: Crosslinking mit BS3. PrP wurde auf die angegebenen SDS-Konz.
eingestellt und nach ii. N. Inkubation mit BS? behandelt (s. R.13). AnschlieBend wurden die
entstandenen Crosslink-Produkte mittels SDS-PAGE und Western-Blot (Antikorper 3F4)
nachgewiesen. Die jeweiligen SDS-Konzentrationen sind angegeben. Mit K gekennzeichnete
Proben wurden nicht mit BS? versetzt.
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Abbildung 3.23: Crosslinking mit NHS-Estern verschiedener Linge. PrP wur-
de auf die angegebenen SDS-Konzentrationen eingestellt, ii. n. bei 25°C inkubiert und
mit den Crosslinkern behandelt. Die verwendeteten Linker sowie die jeweilige Lénge des
Spacers sind angegeben. Der PrP-Nachweis im Western-Blot erfolgte mit dem Antikorper
3F4.

3F4 behindern. Der Antikoérper bindet an das Epitop PrP 107-112, das ein Lysin
(Lys110) beinhaltet.

Eine mogliche Erkldarung fiir die relativ schlechte Effektivitdt des Crosslinks
wére, dass der Spacer nicht die richtige Lange hat. Deshalb wurden zusétzlich zwei
Crosslinker mit identischen reaktiven Gruppen, aber kiirzerem (Sulfo-DST, 6,4 A)
bzw. lingerem (Sulfo-Egs, 16,1A) Spacer getestet. Das Ergebnis ist in Abb.
gezeigt.

Getestet wurden hier SDS-Konzentrationen, bei denen a-Helix-Struktur vorliegt
(0,05 %), sowie 0,02 % fiir die S-Faltblatt-reichere, aggregierte Form. Zusétzlich wur-
de PrP in 0,2% SDS als Kontrolle eingesetzt. Hier liegt das Protein als Monomer
vor (Pitschke, 1999), sollte also durch den Crosslink nicht beeinfluit werden. Die
Bedingungen fiir die Crosslink-Reaktion waren fiir alle drei Crosslinker identisch.
Die Abbildung zeigt, dass sowohl der ldngere als auch der kiirzere Linker zu einer
wesentlich schlechteren Verkniipfung fithren. Die mittlere Lénge von 11,4 A scheint
also am besten geeignet, und eine noch hohere Effektivitat kann mit dieser Klasse

von Crosslinkern nicht erreicht werden.
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Abbildung 3.24: Crosslinking mit EDC. Nachweis der Crosslink-Produkte von PrP
in verschiedenen SDS-Konzentrationen mit dem Carbodiimid EDC durch SDS-PAGE und
Silberfarbung. Die SDS-Konzentrationen sind angegeben. Vor dem Crosslinking wurde die
jeweilige Struktur des Proteins mit Circulardichroismus bestimmt (vgl. Abschnitt B.T]).

3.3.2 Verkniipfung von sauren Aminosaureresten mit Lysin mittels des
Carbodiimids EDC

Um eine hohere Effektivitdt der Verkniipfung zu erreichen, wurde mit EDC [1-
Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) carbodiimide Hydrochloride] ein weiterer Cross-
linker mit anderer Spezifitdt getestet. Es handelt sich um ein Carbodiimide, das
zunachst freie Carbonsduregruppen im Protein, also Glutamat, Aspartat oder den
C-Terminus, angreift und nachfolgend die Ausbildung einer Isopeptidbindung dieser
Gruppe zu freien Aminogruppen von Lysin oder dem N-Terminus bewirkt. Wenn
sich kein geeigneter Reaktionspartner in der Nédhe befindet, reagiert EDC mit Wasser
ab, wobei die Sduregruppe des Proteins wiederhergestellt wird (Einzelheiten zum
Mechanismus s. Abschnitt P.13). Die Reaktionsbedingungen wurden im Rahmen
einer Diplomarbeit etabliert (Kaimann, 2002).

Fiir den Crosslink wurden PrP-Proben eingesetzt, deren Struktur vorher mit-
tels Circulardichroismus bestimmt wurde, um einen direkten Vergleich zwischen
Crosslink und Struktur zu ermdoglichen. Abb. B-24 zeigt ein silbergefirbtes Gel der

Crosslink-Produkte fiir PrP in verschiedenen SDS-Konzentrationen.
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In 0,2 % SDS liegt PrP monomer vor und wird auch nicht durch EDC verkniipft.
Die schwache Dimer-Bande in den Kontrollen ist hier weniger ausgeprégt als in Abb.
B.22, was bei silbergefarbten Gelen im Vergleich zum Westernblot immer beobach-
tet wurde und vermutlich an der geringen Empfindlichkeit der Silberfirbung liegt.
Bei niedrigeren SDS-Konzentrationen ab etwa 0,07 % tritt eine Dimerbande auf,
die mit weiter abnehmender SDS-Konzentation bis ca. 0,045 % immer stirker wird.
Unter diesen Bedingungen lag das Protein in der a-helikalen Struktur vor. Auch
ein geringer Anteil an Trimer und Tetramer ist zu erkennen. Noch niedrigere SDS-
Konzentrationen haben zur Folge, dass die Menge an detektiertem Gesamtprotein
abnimmt, ohne dass die Monomerbande vollsténdig verschwindet. Wahrscheinlich
wurden hier groflere Aggregate so stark verkniipft, dass sie zum gréfiten Teil nicht
mehr ins Gel einlaufen konnten. Bei 0,01 % SDS ist die Intensitit wieder etwas
grofler, was durch eine vergleichsweise schlechtere Verkniipfung dieser sehr grofien
Aggregate aufgrund einer schlechteren Zugénglichkeit fiir das EDC erklirt werden
konnte.

Die Effektivitdat der mit EDC erreichten Verkniipfung ist deutlich gréfer als es
zuvor mit BS? erreicht werden konnte. Die Anwesenheit von PrP-Dimeren mit a-
helikaler Struktur konnte gezeigt werden. Fiir die Verkniipfung von PrP-Oligomeren

bzw. Aggregaten mit -Faltblatt-Struktur ist EDC allerdings nur bedingt geeignet.

3.4 Chromatographischer Nachweis von PrP Dimeren und
Oligomeren

Als Methode zum direkten Nachweis nicht-kovalenter Dimere und Oligomere im ver-
wendeten System bietet sich die Grofienausschluss-Chromatographie an. Da hier un-
ter nativen Bedingungen gearbeitet werden kann, bleiben nicht-kovalente Komplexe
stabil, solange die Konzentration des Dimers deutlich {iber der Dissoziationskon-
stanten bleibt. Zudem koénnen die Pufferbedingungen frei gewahlt werden.

Als Elutionspuffer wurde jeweils NaP; mit der entsprechenden SDS-Konzentra-
tion der PrP-Probe verwendet. PrP wurde wie beschrieben nach Einstellen der
gewiinschten SDS-Konzentrationen ii. N. bei 25°C inkubiert (PrP-Konzentration
0,1 mg/ml) und die Struktur mit Circulardichroismus bestimmt. AnschlieBend wur-
den die Proben eine Stunde bei 100 000 x g zentrifugiert. Das ist notig, weil grofle,
unlosliche Partikel die verwendete Séule verstopfen und damit unbrauchbar machen

wiirden. Zum Nachweis grofler, unloslicher Aggregate ist diese Methode somit nicht
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geeignet. Aus den Ergebnissen der differentiellen Ultrazentrifugation (s. Abschnitt
B.1)) geht allerdings hervor, dass PrP loslich und mit -Faltblatt-Struktur vorliegen

kann, so dass eine Bestimmung der Gréfle dieser Molekiile moglich sein sollte.

Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte anhand eines Standards aus
Proteinen verschiedener Grofle (s. Abschnitt B.14.1)). Dieser wurde vor der Chro-
matographie auf die SDS-Konzentration der jeweiligen PrP-Probe und damit des
Elutionspuffers eingestellt und 10 min bei 21 000x g zentrifugiert, um unlosliche
Partikel zu entfernen. Da sich durch die SDS-Anlagerung das Volumen der Protei-
ne verdndern kann, muss fiir jede SDS-Konzentration eine solche Messung erfolgen.
Die Trennung der Proteine des fertigen Standards bei einigen SDS-Konzentrationen,
insbesondere fiir die grofleren Molekulargewichte, war nicht immer ausreichend. Des-
halb wurden fiir die hier gezeigten Messungen teilweise einzelne Proteine verwendet:
17 kDa: Myoglobin; 44 kDa: Ovalbumin; 67 kDa: bovines Serumalbumin; 97 kDa:
Phosphorylase; 117 kDa: -Galaktosidase. Die Standardproteine wurden vor der
Chromatographie mit 2 mM DTT zur Trennung von durch Disulfidbriicken ver-
kniipften Untereinheiten und NaP; mit der SDS-Konzentration des verwendeten

Elutionspuffers versetzt.

Abb. A zeigt die Ubergangskurve fiir die PrP-Struktur laut Cicrular-Di-
chroismus-Messung (s. Abschnitt B.1]). Bei den gekennzeichneteten Punkten handelt
es sich um die Proben, die fiir die chromatographische Analyse eingesetzt wurden.
Die zugehorigen Chromatogramme sind in Teil B zu sehen; die Retentionszeiten des

Standards sind eingezeichnet.

In 0,2 % SDS wurde wie erwartet das Molekulargewicht fiir monomeres PrP de-
tektiert (MW recPrP 90-231=16,2kDa). Bei einer SDS-Konzentration gerade ober-
halb des Ubergangs zur -Faltblatt-Struktur, hier 0,05 %, ist dagegen ein Moleku-
largewicht zwischen 17 und 44 kDa, d. h. ein PrP-Dimer, zu erkennen. In der Mitte
des Ubergangsbereiches, hier 0,04 %, ist im Chromatogramm ein deutlich breiterer
Peak zu erkennen, dessen mittleres Molekulargewicht bei etwa 100 kDa liegt. PrP
im , 16slichen §-Faltblatt-Zustand* (hier: 0,03 %) zeigt ein noch griéfieres Molekular-

gewicht, liegt also als Oligomer vor.

Eine Schwierigkeit bei den beschriebenen Messungen ist, dass die GroBlenbestim-
mung anhand eines Standards erfolgt. Allerdings wird hier mit SDS-Konzentrationen
gearbeitet, die nicht im S&ttigungsbereich der SDS-Bindung an Proteine liegen. Des-

halb ist nicht ganz klar, ob die verwendeteten Standardproteine das gleiche Verhalten
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Abbildung 3.25: Nachweis von PrP Dimeren und Oligomeren mit
Grofienausschluf3-Chromatographie. A. Vor der Chromatographie wurde mit Circu-
lardichroismus die Struktur des PrP in den verschiedenen SDS-Konzentrationen ermittelt.
Gezeigt ist eine Ubergangskurve wie in Abschnitt B.1] beschrieben. Die Proben bei den
mit Pfeilen gekennzeichneten SDS-Konzentrationen wurden fiir die Chromatographie ein-
gesetzt.

B. Chromatogramme von PrP in den angegebenen SDS-Konzentrationen. Die Retentions-
zeiten eines Proteinstandards sind eingezeichnet.

im Bezug auf SDS-Bindung und die damit verbundene Volumenzunahme zeigen wie
PrP.

Ein besser geeigneter Standard wéren Monomere und Dimere des PrP sel-
ber, da man hier von gleichen SDS-Bindungs-Eigenschaften ausgehen kann. Eine
Moglichkeit zur Préparation eines solchen PrP-Standards bietet das im vorigen Ab-
schnitt verwendete Crosslinking. Mit dieser Methode kénnen kovalent verkniipfte

Dimere des PrP hergestellt werden. Um sie als Standard einsetzen zu konnen, ist es
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PrP in 0.2% SDS OQOO

j\sos
Inkubation in 0,01% SDS %

l+ BS®
Crosslinking %@)
l+SDS
Dimer-Aufreinigung (SEC)
(0,2% SDS) o &0

Abbildung 3.26: Schema zur Priparation kovalent verkniipfter PrP-Dimere
mit BS3. Einzelheiten s. Text.

von Vorteil, diese Dimere bzw. die Monomere vorher zu isolieren, da die Trennung
sonst moglicherweise nicht ausreichend ist. Als Crosslinker wurde hier BS?® verwen-
det, da EDC zum einen zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur Verfiigung stand umd die
EDC-Crosslink-Produkte zudem chromatographisch sehr schlecht zu trennen sind.
Das Verfahren zur Praparation des PrP-Standards ist schematisch in Abb. B:2G dar-
gestellt.

Zunichst wurde PrP auf 0,01 % SDS eingestellt, ii. N. inkubiert und mit BS?
vernetzt. Mit BS? ist unter diesen Bedingungen die grofte Ausbeute an Dimer zu
erwarten. Um die nicht-kovalenten grofie Aggregate aufzulosen, wurde die Probe an-
schliefend auf 0,2% SDS eingestellt. Kovalent verkniipfte Dimere wurden mittels
GroBenausschluss (SEC) von den nicht verkniipften Monomeren getrennt. Die Frak-
tionen, die auschliefSlich Monomer oder Dimer enthielten, wurden mittels Western-
Blot bestimmt und jeweils vereinigt. Abb. B:27 zeigt ein solches Chromatogramm
und den dazugehorigen Western-Blot der einzelnen Fraktionen.

Das Monomer wird bei einer Retentionszeit von 511s eluiert, das Dimer bei
472s. Ein dritter Peak im Chromatogramm bei 411s besteht wahrscheinlich aus
nicht-kovalenten PrP-Oligomeren, die durch die Inkubation in SDS nicht wieder
komplett aufgelost wurden. Durch das Kochen in Auftragspuffer werden diese Oligo-
mere jedoch getrennt, so dass im Western-Blot nur Monomer und Dimer zu erkennen
sind.

Das aufgereinigte PrP-Dimer eignet sich als Grolenvergleich besonders gut bei
hoheren SDS-Konzentrationen, da bei niedrigeren SDS-Konzentrationen das Dimer
selbst Oligomere bilden konnte. In Abb. B:2§ sind Chromatogramme fiir das a-
helikale PrP (hier: 0,06 % SDS) bzw. den loslichen (-Faltblatt-Zustand des PrP
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Abbildung 3.27: Chromatogramm und Western-Blot zur Fraktionierung von
BS3-verkniipften PrP Monomeren und Dimeren. Ein kleiner Teil der bei der Chro-
matographie gesammelten Fraktionen wurde zur Absicherung der Reinheit von Monomer
und Dimer im Western-Blot eingesetzt. Die Zahlen kennzeichnen die einzelnen Fraktionen.

(hier: 0,03 % SDS) im Vergleich zum Dimer gezeigt. Die Stukturen wurden wieder
vor der Chromatographie bestimmt.

In der a-helikalen Struktur, bei SDS-Konzentrationen kurz oberhalb des Uber-
gangs zur [-Faltblatt-Struktur (in der Abbildung als a-PrP bezeichnet), ist die
Retentionszeit des PrP genau identisch mit der des kovalent verkniipften Dimers.
Unter diesen Bedingungen liegt das Protein also als Dimer vor. Das stimmt gut mit
den Ergebnissen des EDC-Crosslinks iiberein, durch den ebenfalls ein hoher Anteil
an Dimer fiir die entsprechenden SDS-Konzentrationen nachgewiesen werden konnte
(s. Abschnitt B.3.9).

Fiir das 16sliche -Faltblatt (5-PrP) ist zu erkennen, dass hier ein Oligomer
vorliegen muf3, da die Retentionszeit wesentlich geringer und das Molekulargewicht
entsprechend hoher ist als beim Dimer. Die Breite des Peaks fiir das oligomere PrP
lasst darauf schlieflen, dass es sich um eine Gréflenverteilung handelt.

PrP in der hochsten SDS-Konzentration, bei der die S-Faltblatt-reichere Struk-
tur beobachtet wird, liegt also als Oligomer vor und wird im Folgenden auch als ,, 3-
Oligomer“ bezeichnet. Entsprechend wird PrP in der niedrigsten SDS-Konzentration,

bei der noch die a-helikale Struktur vorliegt, als ,,a-Dimer® bezeichnet.
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Abbildung 3.28: Nachweis der PrP-Dimere und Oligomere mittels eines PrP-
Standards. Gezeigt sind Chromatogramme fiir PrP in a-helikaler Struktur (hier: 0,06 %
SDS) und im 16slichen [-Faltblatt-Zustand (hier: 0,03% SDS) im Vergleich zum PrP

Monomer bzw. Dimer.

3.5 GroBenbestimmung mit analytischer Ultrazentrifugation
(AUZ)

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes nicht-kovalenter Proteinkomplexe bietet
sich die analytische Ultrazentrifugation an. Es kann unter nativen Bedingungen,
d.h. in unter frei wahlbaren Pufferbedingungen, gemessen werden. Die Ergebnisse
der GroBenausschluss-Chromatographie sollten mit dieser unabhéngigen Methode

bestétigt bzw. die Grofle des S-Oligomers genauer bestimmt werden.

3.5.1 M-Lauf zur Bestdtigung des a-Dimers

Die Existenz eines a-Dimers konnte bereits mit Groflenausschluss-Chromatographie
gezeigt werden. Zur Messung des Molekulargewichtes fiir ein PrP-Dimer mittels AUZ
eignet sich ein Molekulargewichtslauf (vgl. B.15.0]), weil er eine direkte Bestimmung
des Molekulargewichtes unabhéngig von der Form erlaubt. Auflerdem ist es fiir das
erwartete Molekulargewicht von 32 kDa nicht moglich, das Protein komplett zu
sedimentieren, so dass eine s-Wert-Bestimmung schwierig wire.

Abb. B.29 zeigt die Konzentrationsprofile im M-Lauf fiir PrP in 0,2 % SDS und
0,06 % SDS, also fiir Monomer und Dimer. Es ist deutlich zu erkennen, dass das
Profil fiir das Dimer wesentlich steiler ist als fiir das Monomer, was auf ein hoheres
Molekulargewicht schlieSen 148t.

Eine Auswertung der Profile zur Ermittlung des Molekulargewichtes fiir das er-
wartete Dimer war jedoch nicht méglich. Es wurden bei mehreren Drehzahlen gemes-

sen, um einen guten Fit der Daten zu ermoglichen. Die bei verschiedenen Drehzahlen
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ermittelten Ergebnisse waren jedoch widerspriichlich, und es konnte kein Modell ge-
funden werden, dass mit den Messdaten iibereinstimmte. Das ist vermutlich darauf
zuriickzufiithren, dass sich wiahrend des Laufes in der Zelle auch fiir SDS selber ein
Konzentrationsprofil einstellt. Dadurch ergeben sich innerhalb der Zelle verschiede-
ne (SDS-)Bedingungen. Im Bereich des Strukturiibergangs haben aber bereits gerin-
ge Anderungen der SDS-Konzentration drastische Auswirkungen auf Struktur und
Aggregationszustand, so dass hier kein einheitliches System beobachtet wurde und
eine Auswertung praktisch unmdoglich war. Die Daten zeigen jedoch eine Erhéhung
des Molekulargewichtes gegeniiber dem Monomer in 0,2 % SDS und sind damit in

Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der GroSenausschluss-Chromatographie.

3.5.2 Analyse des 3-Oligomers mittels S-Lauf

Mit Hilfe der Grofenausschluss-Chromatographie war die Frage nach dem Moleku-
largewicht des [-Oligomers nicht eindeutig zu beantworten. Bei der Durchfithrung
eines M-Laufes wiirden jedoch die im vorigen Abschnitt beschriebenen Schwierigkei-

ten auftreten: Es wiirde sich ein SDS-Konzentrationsprofil iiber die Zelle einstellen.

0.5

----Prpin0,2 % SDS
PrP in 0,06 % SDS J

0.4 4

OD 280 nm

6.8 6.9 7.0 7.1

Radius [cm]

Abbildung 3.29: Absorptionsprofile im Molekulargewichts-Lauf fiir das PrP-
Monomer und das PrP-Dimer. Es wurden SDS-Konzentrationen von 0,2% (PrP-
Monomer) und 0,06 % (PrP-Dimer) mit je 100 ng/ul eingesetzt. Die Profile wurden bei ei-
ner Drehzahl von 25000 rpm und 25 ° C aufgezeichnet.Das steilere Profil in 0,06 % bestétigt
die Annahme eines hcheren Molekulargewichtes unter diesen Bedingungen, eine weitere
Auswertung war jedoch nicht moglich.
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Geringste Anderungen der SDS-Konzentration beeinflussen aber die Einstellung des
(B-Oligomers, so dass in der Zelle kein einheitliches System beobachtet werden kann

und eine genaue Auswertung unmoglich wird.

Eine andere Methode zur Bestimmung der Grofie nicht-kovalenter Komplexe
bietet ein Sedimentations-Geschwindigkeitslauf oder kurz S-Lauf (vgl. Abschnitt
R.15.2). Hier wird der s-Wert der sedimentierenden Partikel bestimmt, aus dem
unter bestimmten Voraussetzungen (z. B. Annahme eines kugelférmigen Molekiils)
auf das Molekulargewicht geschlossen werden kann. Beim S-Lauf wird bei wesent-
lich héheren Drehzahlen gemessen, und nicht das Konzentrationsprofil im Gleichge-
wicht, sondern die Wanderung der Grenzschicht Richtung Boden wird beobachtet.
Aufgrund der kiirzeren Messzeiten und der anderen Auswertemethode spielt der

Einfluss der Zentrifugation auf das SDS hier keine Rolle.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass PrP bei der minimaler SDS-Konzentration
fiir die a-helikale Struktur als Dimer vorliegt, sollte jetzt die kleinste in unserem Sy-
stem nachweisbare Grofle fiir PrP mit g-Faltblatt-Struktur, also das §-Oligomer,
genauer bestimmt werden. Es wurde bereits diskutiert, dass die Kenntnis der SDS-
Konzentration alleine nur bedingt eine Voraussage iiber Struktur und Aggregations-
zustand erlaubt. Deshalb wurden fiir jeden Versuch die CD-Spektren der eingesetz-
ten Proben gemessen, um genau die Position im Ubergang zu finden, bei der schon
vollstandig [-Faltblatt-Struktur vorlag, aber die SDS-Konzentration méglichst hoch
war. Die PrP-Proben mit einer Konzentration von 100ng/ul wurden dazu auf die
gewiinschte SDS-Konzentration eingestellt und vor den Messungen ii. N. bei 25°C

inkubiert. Fiir den S-Lauf konnten jeweils drei Proben eingesetzt werden.
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Abbildung 3.30: Sedimentations-Geschwindigkeits-Lauf des PrP (3-Oligomers.
A. Absorptionsprofile zu verschiedenen Zeitpunkten des Laufs in der Analytischen Ultra-
zentrifuge. B. Auswertung zur Bestimmung des s-Wertes mittels dc/dt-Analyse.
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Abbildung 3.31: Vergleich von Struktur und s-Wert fiir das PrP 3-Oligomer.
Insgesamt drei unabhéngige Experimente mit jeweils drei SDS-Konzentrationen wurden
durchgefiihrt. Die grauen Pfeile bezeichnen die als $-Oligomer angesehenen Proben. A. Mit
Circulardichroismus ermittelte Struktur-Ubergangskurve. B. Fiir die identischen Proben
ermittelte s-Werte. Fiir alle drei 3-Oligomer-Proben ergibt sich ein Wert von ca. 15S.

Abb. B30 A zeigt exemplarisch die Sedimentationsprofile fiir recPrP-Oligomere,
hier in 0,04 % SDS. Die Detektion des Proteins erfolgte bei 280 nm, da bei 230 nm
auch SDS eine leichte Absorption zeigt, die das Signal verfélschen wiirde. Die Aus-
wertung und Bestimmung des s-Wertes erfolgte wie in Abschnitt 2.15.2 beschrieben
iiber die zeitliche Ableitung der Profile (dc/dt-Methode). Abb B.30 B zeigt die er-
mittelte s-Wert-Verteilung. Hier ergibt sich ein Maximum bei 15 S.

Entsprechende Messungen wurden mit mehreren unabhéngigen Messreihen durch-
gefiihrt, fiir die das CD-Spektrum jeder Probe vorher bestimmt wurde. In Abb. B-3T
ist die mittels Circulardichroismus ermittelte Struktur in Abhéngigkeit von der SDS-
Konzentration fiir die eingesetzten Proben dargestellt (links). Die gestrichelte Linie
zeigt den gesamten Strukturiibergang anhand einer weiteren Messreihe, die nicht fiir
AUZ-Messungen eingesetzt wurde. Die drei unabhéngigen Experimente sind gekenn-
zeichnet. Hier wird deutlich, dass sich die tatséchliche Struktur auch bei identischer
SDS-Konzentration leicht unterscheiden kann. Rechts sind die fiir die einzelnen Pro-
ben ermittelten s-Werte dargestellt.

Die grauen Pfeile kennzeichnen die Proben, die der Definition des $-Oligomers
entsprechen. Die zugehorigen s-Werte geben also Aufschluss iiber die Grofle des
kleinsten beobachteten PrP-Oligomers, bei dem (-Faltblatt-Struktur vorliegt. Fiir
alle drei Proben, die laut CD gerade den Ubergang zur (3-Faltblatt-Struktur ab-
geschlossen haben, ergibt sich ein mittlerer s-Wert von etwa 15S. Unter Annahme

eines kugelformigen Molekiils entspricht das rechnerisch 14,6 PrP-Molekiilen (15S
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~ 236 kDa ~ 14,6 PrP-Molekiile). Diese Rechnung wurde mit dem Programm Ul-
trascan durchgefiihrt (s. Abschnitt 2.15). Eine mogliche SDS-Bindung wurde dabei

zunéchst vernachléssigt, siehe dazu auch den néchsten Abschnitt.

3.5.3 Bestimmung der SDS-Bindung an monomeres PrP durch analytische
Ultrazentrifugation

Wie in Abschnitt B.4 gezeigt, konnten die Daten aus Pitschke (1999) bestatigt wer-
den, nach denen recPrP in 0,2 % SDS als Monomer vorliegt. Bis jetzt war allerdings
nicht bekannt, wieviel SDS unter diesen Bedingungen an das Protein gebunden ist.
Mit dem Molekulargewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge steht eine Me-
thode zur Verfiigung, mit der diese SDS-Bindung direkt bestimmt werden kann.
Dabei wird ausgenutzt, dass das Molekulargewicht des Proteins bekannt ist. Man
kann also im M-Lauf das Molekulargewicht des Protein-SDS-Komplexes bestimmen
und aus der Differenz zur tatséichlichen Masse des Proteins die Menge des gebunde-
nen SDS berechnen. Dabei muss noch das partielle spezifische Volumen, v, korrigiert
werden, da SDS eine geringere Dichte bzw. ein hoheres spezifisches Volumen hat als
das Protein.

Es wurden M-Léufe mit 0,1 mg/ml recPrP in 0,2 % SDS bei verschiedenen Dreh-
zahlen (20000, 25000 und 40000 rpm) durchgefiithrt. Die Detektion erfolgte bei
280nm. Abb. B33 zeigt Konzentrationsprofile fiir die verschiedenen Drehzahlen.
Die Daten wurden unter der Annahme eines Ein-Komponenten-Systems ausgewer-
tet. Die Abweichungen der entsprechenden Fits von den tatséchlichen Werten sind
ebenfalls dargestellt. Fiir alle drei verwendeteten Drehzahlen konnte fiir das Ein-
Komponenten-System ein guter Fit erzielt werden. Das verwendete Modell passt
also zu den gemessenen Daten. Es wurden insgesamt drei unabhéngige Experimen-
te, jeweils bei allen drei Drehzahlen, durchgefiihrt.

Der dargestellte Fit wurde zunéchst unter Verwendung des partiellen spezi-
fischen Volumens des Proteinanteils durchgefiihrt. Dieses wurde fiir PrP aus der
Aminosiuresequenz berechnet (nach Cohn & Edsall, 1943): vp,p = 0,7082cm?/g.
Die Berechnung des tatsidchlichen Molekulargewichtes aus dem ermittelten apparen-
ten Molekulargewicht erfolgte nach folgendem Prinzip:

Ein M-Lauf mit nur einer Art von Molekiilen kann nach folgender Gleichung
ausgewertet werden (vgl. B.15.2):

dinA (1 — oy - pr) - W?

dr2 2RT
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Das Molekulargewicht des Protein-SDS-Komplexes setzt sich aus dem bekannten
Molekulargewicht des Proteins (Prot) und dem Molekulargewicht der SDS-Hiille
(SDSH) zusammen, so dass gilt:

dinA (1 — Uprot - pr) - w” (1 —sps - pr) - w*
— M»., - M .
e Prot SRT + Mspsu SRT

Sowohl fiir den PrP-Anteil (s.0.) als auch fiir den SDS-Anteil ist © bekannt. Fir
Protein-gebundenes SDS wird mit dem Wert fiir micellares SDS (v = 0,87 g/cm?)
gerechnet, weil die SDS-Molekiile durch die Proteinbindung in rdumliche Nahe ge-
bracht werden ([Tanford et all, 1974). Die Dichte des Losungsmittels, pr,, betragt fiir
0,2% SDS 0,999 g/cm?. In der obigen Gleichung sind alle Parameter auer Mgpsy
bekannt. Das Molekulargewicht der SDS-Hiille kénnte demnach prinzipiell aus der
Steigung einer Ausgleichsgeraden bei Auftragung der Absorption gegen das Quadrat
des Radius berechnet werden. Genauer ist es jedoch, fiir die Auswertung mehrere
Scans bei verschiedenen Drehzahlen zugrunde zu legen und die Daten basierend auf

der genannten Gleichung anzupassen (zu ,fitten®), was mit dem Programm Ultra-

OD 280 nm
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Abbildung 3.32: Molekulargewichts-Lauf fiir PrP in 0,2 % SDS. Gezeigt sind
die Absorptionsprofile bei verschiedenen Drehzahlen und die durch den Fit berechneteten
Kurven (oben) sowie die Abweichnungen zwischen Fit und Messung (unten). Es wurden
drei verschiedene Drehzahlen fiir die Auswertung zugrunde gelegt. 1,2: 20000 rpm; 3,4:
25000 rpm; 5: 40 000 rpm.
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scan erfolgte. Deshalb ist es geschickter, zundchst mit der Auswertesoftware unter
Annahme eines geschitzten v (hier verwendet: v des PrP) ein apparentes Moleku-
largewicht zu ermitteln, das anschliessend korrigiert wurde. Das Molekulargewicht

der SDS-Hiille wurde folgendermaflen ermittelt:

dinA v (1 — Vpyot - pr) - W?
dr2 2RT
(1= Vprot - pr.) - w? (1 —0sps - pr) - w?
= M rot M .
Prot SRT + MspsH SRT

(1 - @Prot ' IOL)
M = M., — Mpy,
SDSH (1 ~Tsps - /)L)( PP P t)

MSDSH = 2, 235 - (Mapp - 16, 2) [kDa]

Das Molekulargewicht des PrP-SDS-Komplexes ist die Summe der Molekulargewich-
te des PrP alleine und der SDS-Hiille. Aus den drei Experimenten ergaben hierfiir
folgende Werte:

Exp. | M [kDa] o [cm?/g]
24,95 0,7650
25,18 0,7659
3 | 2203 07557

Das partielle spezifische Volumen v des Komplexes wurde aus den Anteilen des PrP
und des SDS am Komplex berechnet:
Ukomples = Anteil PrP - vp,p + Anteil SDS - vsps

Da der dritte Wert etwas stédrker von den beiden anderen Werten abweicht
und fiir dieses Experiment auch der schlechteste Fit erzielt wurde, wurden nur die
beiden ersten Experimente fiir die weitere Berechnung zugrundegelegt. Es ergab
sich ein Mittelwert von 25,1kDa fiir das Molekulargewicht und 0,765 fiir v. Das
entspricht einer SDS-Bindung von 0,55g SDS / g Protein bzw. 31 Molekiilen SDS
pro Molekiil PrP (Mgpg=0,288kDa). Auf diese Art konnte der Maximalwert fiir
die SDS-Bindung an PrP unter den verwendeteten Bedingungen im SDS-System
bestimmt werden.

Die Kenntnis der SDS-Bindung konnte genutzt werden, um die Bestimmung

des Molekulargewichtes fiir das ($-Oligomer nochmals zu iiberpriifen. Es ist nicht
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bekannt, wieviel SDS unter den entsprechenden Bedingungen an PrP bindet, je-
doch kann es maximal die Menge (in g/g bzw. SDS-Molekiilen pro Monomer ge-
rechnet) sein, die auch an das Monomer bindet. Deshalb wurde aus den ermittel-
ten 15S (vgl. Abschnitt B.5.2) nochmals das Molekulargewicht bzw. die Anzahl an
PrP-Monomeren berechnet. Diesmal wurde das berechnete Molekulargewicht von
25,1kDa fiir den PrP-SDS-Komplex und o = 0,765 cm®/g zugrundegelegt. In die-
sem Fall entsprechen die ermittelten 15S rechnerisch 13,5 PrP-Molekiilen, was fast
genau dem vorher berechneten Wert von 14,6 PrP-Molekiilen entspricht. Die gerin-
ge Abweichung ist durch die geringe Dichte des SDS zu erklidren, denn das erhéhte
Molekulargewicht eines SDS-Protein-Komplexes im Vergleich zum Protein alleine
wirkt sich auf den s-Wert nur gering aus, da der Effekt durch den groBeren Auftrieb
des Komplexes z. T. wieder ausgeglichen wird.

Wahrscheinlich handelt es sich um eine Grolenverteilung mit einem Maximum
bei etwa 14 PrP-Molekiilen. Man kann als Gréfle fiir das 3-Oligomer demzufolge
einen Groflenbereich von etwa 12-16 PrP-Molekiilen angeben.

Diese kleinste Grofle des 8-Oligomers ist im Einklang mit den Ergebnissen der
Groflenausschluss-Chromatographie, bei der im Vergleich zum Standard ein Mole-
kulargewicht von deutlich mehr als 120 kDa ermittelt wurde (vgl. Abb. B:25), was
einem Oligomer aus mehr als acht PrP-Molekiilen entsprechen wiirde (Monomer:
16,2 kDa; Oktamer: 129,6 kDa).

3.6 Bestimmung der Crosslink-Stellen im PrP-Dimer

Fiir die Struktur der infektitsen Isoform des Prion-Proteins, PrP5¢, gibt es bis heute
keine hochaufgeloste Struktur. Ebensowenig ist etwas iiber die Struktur von PrP-
Dimeren bekannt, die als erster Schritt bei der Umwandlung von PrP® in PrPS¢
angesehen werden. Ein chemischer Crosslink, wie er in dieser Arbeit etabliert wer-
den konnte, bietet eine neue Moglichkeit, strukturelle Informationen zu gewinnen.
Wenn bekannt ist, welche Peptide oder im Idealfall welche Aminosédurereste des
Proteins verkniipft wurden, ergeben sich daraus Hinweise auf die Nachbarschaft der
beteiligten Gruppen innerhalb der Struktur.

Zur Etablierung der benotigten Methoden wurde das EDC-verkniipfte a-Dimer
eingesetzt, da dieses mit ca. 50 % Ausbeute entsteht und somit in ausreichender Men-
ge zur Verfiigung stand. Fiir die Bestimmung der Crosslink-Stellen miissen jeweils

drei Proben miteinander verglichen werden:
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1. Das PrP-Monomer ohne EDC-Behandlung

(im Folgenden auch als Monomer-Kontrolle bezeichnet)
2. Das PrP-Monomer nach EDC-Behandlung (EDC-Monomer)

3. Das PrP-Dimer nach EDC-Behandlung (EDC-Dimer)

Die Begriffe Monomer und Dimer werden hier in Bezug auf das Laufverhalten in
der SDS-PAGE benutzt, bei der bekanntlich nur kovalent zum Dimer verkniipftes
Protein als Dimer erscheint.

Die drei Proben miissen aufgereinigt und in kleine Peptide zerlegt werden. Die
jeweils entstandenen Peptide miissen anschliefend nachgewiesen und identifiziert
werden. Aus dem Vergleich der drei Proben untereinander kann dann auf mogliche
Crosslink-Stellen geschlossen werden: Beim Vergleich von Monomer-Kontrolle und
EDC-Monomer deuten Peptide, die nur in der Monomer-Kontrolle vorhanden sind,
aber im EDC-Monomer fehlen, auf intramolekulare Crosslinks hin. Beim Auftauchen
zuséitzlicher Peptide fiir das EDC-Monomer sollte es sich demzufolge um Crosslink-
Produkte aus den im Vergleich zur Kontrolle nicht mehr nachweisbaren Peptide
handeln. Der Vergleich von EDC-Monomer und EDC-Dimer liefert analog Hinweise

auf intermolekulare Verkniipfungen.

3.6.1 Aufreinigung der EDC-Crosslink-Produkte

Der erste Schritt fiir die Durchfithrung der genannten Versuche bestand in der Auf-
reinigung der bei der EDC-Behandlung entstehenden Produkte (EDC-Monomer und
-Dimer). Die benétigte Monomer-Kontrolle wurde immer parallel behandelt, um
einen Einfluss der Aufreinigungsschritte auszuschliefen.

Als Methode der Wahl stellte sich hier die Gelelution heraus (s. auch R.11)), da
Versuche zur Trennung von EDC-Monomer und -Dimer mittels Groflenausschluss-
Chromatographie nicht zum Erfolg fithrten. Der Crosslink-Ansatz wurde wie bereits
beschrieben durchgefiihrt. Es wurden je nach Ausgangsmaterial 0,06-0,07 % SDS
eingesetzt, um die maximale Menge an Dimer zu verkniipfen. Das entsprach den
Bedingungen fiir das a-Dimer. Um eine ausreichende Menge Protein fiir die nach-
folgenden Versuche zur Verfiigung zu haben, wurden pro Ansatz zwischen 100 und
200 pug PrP fiir das Crosslinking bzw. 50-100 pug PrP fiir die Kontrolle eingesetzt. Da
das bei der gewiinschten Konzentration von 0,1 mg/ml einem Volumen von 1-2ml

entspricht, wurden die Proben vor dem Auftragen auf das Gel in Microcon-Réhrchen
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- + - + + EDC
26.6 kDa — — - — <«—Dimer
17 kDa — el Mono-
14 kDa — - <_mer
6.5 kDa —

Abbildung 3.33: Isolierung der EDC-Crosslink-Produkte des PrP mittels Gele-
lution. Spuren 1-2: vor Gelelution; 3-5: nach Gelelution. 1: Nicht EDC-behandeltes
PrP (Monomer-Kontrolle). 2: EDC-Crosslink des PrP a-Dimers; hier in 0,07 % SDS. 3:
Monomer-Kontrolle nach Gelelution 4: EDC-Monomer 5: EDC-Dimer

(Millipore) aufkonzentriert. Die Zuordnung der Banden im Gel erfolgte anhand eines
Standards mit vorgefarbten Eichproteinen.

Mittels Gelelution war es moglich, das EDC-Monomer und -Dimer quantitativ
voneinander zu trennen. Abb. B33 zeigt das Ergebnis anhand SDS-PAGE mit nach-
folgender Silberfirbung. Aufgetragen sind die Kontrolle und der Crosslink-Ansatz
vor (Spuren 1 und 2) und nach (Spuren 3-5) der Gelelution. Es ist praktisch keine
Verunreinigung der Monomer- bzw. Dimer-Proben mit der jeweils anderen Probe zu
erkennen.

Als Puffer fiir die Gelelution wurde 10 mM NaP; mit 0,025 % SDS eingesetzt.
Laut Herstellerangaben ist unter diesen Bedingungen eine Aufkonzentrierung des
SDS bis auf etwa 0,1 % zu erwarten. Da die nachfolgende Analyse mittels Massen-
spektrometrie erfolgen sollte, war es essentiell, das SDS aus der Probe zu entfernen,
da in Anwesenheit von SDS Peptide in der Massenspektrometrie praktisch nicht de-
tektiert werden konnen. Wahrend der Gelelution konnte auf das SDS nicht verzichtet
werden, da PrP sonst unloslich wird und die Ausbeute drastisch abnimmt. Es musste
also ein Weg gefunden werden, das SDS moglichst quantitativ zu entfernen, ohne
die Loslichkeit des PrP zu sehr zu beeinflussen. Als einziges praktikables Verfahren
zeigte sich hier ein Pufferaustausch gegen 6-8 M Harnstoff. Die hohe Harnstoftkon-
zentration reichte aus, um das PrP in Losung zu halten. Gleichzeitig wurde die
Bindung des SDS an das Protein gelost, so dass SDS durch Waschen mit Harnstoff-
Losung entfernt werden konnte. Dies wurde durch mehrmaliges Verdiinnen und an-

schlieBendes Aufkonzentrieren in Microcon-Rohrchen erreicht. Die Harnstoff-Losung



3.6 Bestimmung der Crosslink-Stellen im PrP-Dimer

63

sollte stets frisch angesetzt werden, da Harnstoff in Wasser hydrolysiert wird und
dann den N-Terminus von Proteinen modifizieren kann. Durch die Verwendung einer
frisch angesetzten Losung wird das Ausmafl dieser als Carbamylierung bezeichneten

Reaktion so gering wie moglich gehalten.

3.6.2 Tryptische Verdauung von PrP

Um definierte Peptidfragmente fiir die nachfolgende massenspektrometrische Analy-
se herzustellen, eignet sich Trypsin als Protease. Dieses Enzym schneidet spezifisch
hinter (carboxyl-seitig) von Lysin- oder Arginin-Resten. Folgt allerdings auf eine sol-
che basische Aminoséure ein Prolin, so wird in der Regel nicht geschnitten. Verwen-
det wurde modifiziertes, TPCK-behandeltes Trypsin der Firma Promega. Bei TPCK
handelt es sich um einen Chymotrypsin-Inhibitor, der eine Chymotrypsin-Aktivitét
des Trypsin unterbindet. Die Modifizierung sorgt dafiir, dass sich das Enzym nicht
selbst verdaut, wie es bei normalem Trypsin der Fall ist.

Im vorigen Préparationsschritt wurden die PrP-Proben in Harnstoff denatu-
riert. Das ist fiir einen quantitativen Trypsin-Verdau wichtig und nétig, da nur de-
naturiertes Protein erkannt wird. Eine niedrige Konzentration an denaturierenden
Agenzien, also z. B. 1M Harnstoff, wird vom Enzym ohne weiteres toleriert. Nach
dem Pufferwechsel zu 6 M Harnstoff und nachfolgendem Aufkonzentrieren wurden
die PrP-Proben auf 3 M Harnstoff verdiinnt und die Konzentration anhand der Ex-
tinktion bei 280 nm im Photometer bestimmt (e=1.496 ngfn) Bei diesem Schritt
konnte die Ausbeute an aufgereinigtem Monomer bzw. Dimer bestimmt werden. Sie
lag bei < 50 %. Anschlieend wurden die Proben auf 2mM DTT eingestellt, um die
Disulfidbriicke zu reduzieren, und fiir 10 Minuten bei 95° C inkubiert. Dadurch ist
gewdhrleistet, dass das Protein vollstdndig denaturiert ist und damit von Trypsin
mit guter Effizienz verdaut werden kann.

Nach der Denaturierung wurden die Proben mit 60 mM Ammoniumcarbonat
pH 7,8 auf das dreifache Volumen verdiinnt, um die Harnstoffkonzentration auf 1 M
zu senken und den vom Trypsin bendtigten basischen pH-Wert einzustellen. Die
Verdauung erfolgte mit einem Enzym:Substrat Verhéltnis von 1:10 (w/w) fiir 16
Stunden bei 37°C unter stéandigem Schiitteln. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 1/30 Volumen 10 % Trifluoressigsdaure (TFA) abgestoppt und die Proben bis zur
weiteren Verwendung bei -20° C gelagert. Eine typische Praparation ergab fiir jede

Probe ca. 200-400 pl Volumen mit einer PrP-Konzentration von 0,1-0,2 mg/ml.
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Mittels SDS-PAGE kann getestet werden, ob die Verdauung erfolgreich war,
indem das Verschwinden der Banden mit der vollen Lénge nachgewiesen wird. Ein
solches Gel ist in Abb. BZ34 zu sehen.

In den Kontrollen ohne Trypsin sind die Banden mit den fiir Monomer bzw.
Dimer erwarteten Molekulargewichten zu erkennen. Die Vorbehandlung der Proben
hat demzufolge keine Degradation des Proteins bewirkt. In den Proben mit Trypsin
ist keine PrP-Bande mehr nachweisbar.

Ein Nachweis der tryptischen Fragmente im Gel ist allerdings nicht méglich, da
die Peptide zu klein sind, um in einem Gelsystem aufgetrennt und nachgewiesen
zu werden. Zum Nachweis dieser Peptidfragmente eignet sich eine chromatographi-
sche Auftrennung mittels reversed-phase-HPLC. Zur Elution der Proben wurde ein
Acetonitril/Wasser-Gradient mit 0,1 % TFA verwendet. Die genauen Bedingungen

waren wie folgt:

Puffer A: 0,1 % Trifluoressigsédure (TFA)

Puffer B: 0,1 % Trifluoressigsiure (TFA) / 80 % Acetonitril
Flussrate: 0,1 ml/min

5 min 5% B

In 60 min 5-70 % B (linearer Gradient)

Diese chromatographischen Bedingungen waren zunéchst an einem tryptischen

Verdau von PrP (ohne Gelelution) optimiert worden, um eine optimale Auftrennung

Kontr. Mono Dimer

- + -+ - + + Trypsin
1 \
_ - _ -
26.6 kDa — w— —
17 kDa — - -
14 kDa —

6.5 kDa —

Abbildung 3.34: Kontrolle des tryptischen Verdaus von PrP. Mittels SDS-PAGE
und Silberfarbung wurde das Verschwinden der Volldnge-Bande fiir die PrP-Proben nach
tryptischem Verdau iiberpriift. Gezeigt ist jeweils eine unverdaute und eine Trypsin-
verdaute Probe der Monomer-Kontrolle, des EDC-Monomers und des EDC-Dimers. Ganz
rechts ist Trypsin alleine ohne PrP-Zugabe aufgetragen.



3.6 Bestimmung der Crosslink-Stellen im PrP-Dimer

65

Monomer
-EDC

E Monomer
+ EDC

A 214 nm

B Dimer
+ EDC

1200 1800 2400 3000 3600
Retentionszeit [s]

Abbildung 3.35: Reversed-phase Chromatographie von tryptischen Peptiden
des PrP. Die Proben wurden mit einem Acetonitril/Wasser-Gradienten (je 0,1 % TFA)
eluiert.

der PrP-Peptide zu erreichen. Abb. B39 zeigt Chromatogramme der PrP-Kontrolle
sowie des EDC-Monomers und -Dimers. Es sind in allen Proben eine Reihe von
Peptid-Peaks zu erkennen, so dass die Verdauung offensichtlich erfolgreich war. Es
fallt auf, dass das Chromatogramm fiir die Monomer-Kontrolle sich relativ deut-
lich von denen der EDC-behandelten Proben unterscheidet. Das ist ein erster Hin-
weis darauf, dass das Crosslinking zu intramolekularen Verkniipfungen im Monomer
gefiithrt hat, da sich sonst zwischen Monomer-Kontrolle und EDC-Monomer keine
Unterschiede ergeben diirften.

Weitere Aussagen anhand der Chromatogramme zu treffen ist schwierig, da bei
der zur Verfiigung stehenden Saule relativ hohe Mengen (50-100 ug) benétigt wur-
den. Es wurde demzufolge an der Nachweisgrenze gearbeitet, so dass der Peptid-
nachweis nicht optimal war. Diese Methode wurde aufgrund des hohen Materialver-
brauchs nicht weiterverfolgt, sondern es wurde nach einem Verfahren zum direkten

Nachweis der Peptide mittels Massenspektrometrie gesucht.
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3.6.3 Nachweis und ldentifizierung tryptischer Peptide des PrP mittels
Elektrospray-Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie eignet sich sehr gut zur Analyse komplexer Peptidgemi-
sche. Hier wurde als Tonenquelle eine Nano-Elektrospray-Quelle eingesetzt, so dass
Probenvolumina unter 1 ul gemessen werden konnten. Um die Proben aus dem tryp-
tischen Verdau mit ESI-MS analysieren zu konnen, mussten zunéchst die Puffersalze
aus den Proben entfernt werden. Dies geschah mittels sogenannter ZipTips. Dabei
handelt es sich um Chromatographie-Material, das in eine Pipettenspitze einge-
lassen wurde. Hier wurden Cig ZipTips verwendet, d. h. es handelte sich um ei-
ne reversed phase ,,Chromatographie”. Da in ersten Versuchen festgestellt wurde,
dass die vor dem Trypsin-Verdau eingesetzten 2mM DTT zur Reduktion der Di-
sulfidbriicke nicht ausreichend waren, wurden die Proben vor dem Entsalzen mit
Ammoniumcarbonat-Puffer pH 7,8 neutralisiert (Endkonzentration: 0,1 M) und fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur mit 25 mM DTT inkubiert.

Das Entsalzen erfolgte nach folgendem Protokoll:

e Waschen der Spitze mit 100 % Methanol (2x)

e Waschen der Spitze mit 60 % Methanol / 1% Ameinsensaure (3x)

e Equilibrieren der Spitze mit 4 % Methanol / 1% Ameinsenséure (3x)
e Auftragen der Probe (ca. 20 ul)

e Waschen mit 4 % Methanol / 1% Ameinsensaure (5-10x)

e Elution der Probe in 5 ul 80 % Methanol / 1% Ameinsenséure oder Fraktio-
nierung in 20-80 % Methanol / 1% Ameisensiure

Durch die Elution in einem kleineren Volumen kann die Konzentration der Probe
erhoht werden. Probenlosung, die nicht sofort fiir die Messung verwendet wurde,
konnte in silanisierten Eppendorf-Gefafien bei -20 ° C gelagert werden, ohne dass ein
Qualitétsverlust in den gemessenen Massenspektren auftrat. Um alle Peptide von
der ZipTip zu eluieren, muss eine Methanolkonzentration von 80 % gewéhlt werden.
Einige langere, hydrophobe Peptide (PrP 107-136, PrP 111-136, PrP 157-185 und
PrP 165-185) werden bei der sonst iiblichen Methanol-Konzentration von 60 % auf
dem Cjg-Material zuriickgehalten. Mit den ZipTips kann auch eine Fraktionierung
der Peptide erfolgen, z. B. durch Elution mit 20, 40 und 80 % Methanol.
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Das eluierte Material kann direkt fiir die Messung mittels ESI-MS eingesetzt
werden. Abb. zeigt ein Ubersichtsspektrum der tryptischen Peptide der PrP
Monomer-Kontrolle in 80 % Methanol. Das Massenspektrum wird von den (meist
mehrfach geladenen) Peptid-Peaks dominiert. Das zeigt, dass die verwendete Pri-
parationsmethode die Gewinnung hochkonzentrierter und reiner tryptischer Peptide

des PrP ermoglicht.

In einem solchen Spektrum findet man eine Vielzahl von méglichen Peptid-
Peaks. Neben den erwarteten tryptischen Fragementen des PrP konnen Verunrei-
nigungen, z. B. aus dem Losungsmittel auftreten. Dabei handelt es sich meist um
einfach geladene Peaks, deren Fragmentierungsmuster keiner Aminoséauresequenz zu-
geordnet werden kann. Auch unspezifische Abbriiche bzw. Trypsin-Schnitte kénnen

auftreten.

Im Prinzip kann die Zuordnung der Signale anhand der Massen der aufgrund

der Spezifitdt des Trypsin erwarteten Peptide erfolgen. Die im ESI auftretenden
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Abbildung 3.36: Ubersichts-Massenspektrum von PrP-Peptiden nach trypti-
schem Verdau. Es wurden 20 pyl der PrP Monomer-Kontrolle nach Trypsin-Verdau wie
im Text beschrieben mittels ZipTip entsalzt und in 5 ul 80 % Methanol/1 % Ameisensdure
eluiert. Zur Zuordnung der Peaks zur PrP-Sequenz s. Tab. B.
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Mehrfachladungen sind dabei kein Hindernis, denn der Ladungszustand kann an-
hand des Isotopenmusters erkannt und die Gesamtmasse berechnet werden (s. auch
Abschnitt R.16). Genauer ist es jedoch, die einzelnen Peptide zumindest teilweise zu
sequenzieren. Beim Auftreten von Modifizierungen wie z. B. Methionin-Oxidation
oder Carbamylierung des N-Terminus, die in solchen Peptidmischungen haufig auf-
treten, ist dies sogar die einzige Moglichkeit fiir eine zweifelsfreie Identifizierung. Die
Sequenzierung der Peptide ist mittels MS/MS-Analyse moglich. Hier wird ein ein-
zelnes Vorlaufer-Ion ausgewéhlt und fragmentiert. Es entsteht ein Massenspektrum,
das nur Fragmente dieses Vorldufer-lons zeigt. Aus den Massendifferenzen in einem
solchen Spektrum kann wie in Abschnitt Z.16 beschrieben die Sequenz des Peptids

abgelesen werden.

Fiir die eindeutige Zuordnung der Signale im Ubersichtsspektrum zu den aus der
PrP-Sequenz und der Spezifitit des Trypsin erwarteten Peptiden war es ausreichend,
wenn ein Teil der Sequenz identifiziert werden konnte. Alle zugeordneten Peptide
wurden mittels MS/MS identifiziert. Bei nicht gekennzeichneten Signalen handelt es
sich entweder um Verunreigigungen oder unspezifische Schnittstellen bzw. Abbriiche.
Ein Beispiel fiir ein MS/MS-Spektrum ist in Abb. dargestellt. Das Vorlaufer-
Ion bei m/z=729,4 mit zweifacher Ladung wurde in der Kollisionszelle fragmentiert
und die Massen der entstandenen Fragmente detektiert. Tryptische Peptide haben

eine basische Aminosidure am C-Terminus, so dass in den Spektren normalerweise
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Abbildung 3.37: MS/MS-Spektrum des Peptids PrP 209-220. Anhand der Y-Serie
war wie eingezeichnet die komplette Sequenzierung des Peptids moglich.
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die Y-Serie dominiert (s. Abschnitt P.16). Anhand der Massendifferenzen zwischen
den Fragment-Ionen kann auf die Aminosduresequenz geschlossen werden, wie in
Abb. B:37 angedeutet. Fiir das gezeigte Peptid sowie auch fiir die meisten anderen
war eine komplette Sequenzierung moglich. Bei allen zugeordneten Peptiden wurde
zumindest ein Grofiteil der Aminoséduresequenz bestimmt, so dass in allen Féllen eine
zweifelsfreie Zuordnung der Peaks zu bestimmten PrP-Sequenzen erfolgen konnte.

In Abb. sind die auf diese Art identifizierten Signale des Ubersichtsspektrums
mit Zahlen gekennzeichnet. Diese beziehen sich auf die durchnummerierten einzelnen
PrP-Fragmente. Die Fragmente mit ihrer Aminosiduresequenz und den zugehérigen
m/z-Werten und Ladungen sind in Tab. f angegeben. Bei vielen Peptiden wurde ei-
ne Massendifferenz von 443 zur theoretisch erwarteten Masse beobachtet. Das kann
durch eine Carbamylierung der N-Termini aufgrund der hohen Harnstoffkonzentra-
tion (1 M wéhrend des Verdaus) erklart werden. Die Sequenzierung ermoglichte
jedoch eine eindeutige Zuordnung auch fiir diese Signale, wobei die Massendifferenz
von 43 an den N-terminalen Aminosduren detektiert wurde.

Die zugeordneten Signale ergeben mit 95 % eine sehr hohe Sequenzabdeckung.
Lediglich das Peptid PrP 152-156 konnte im Massenspektrum nicht wiedergefunden
werden. Das Fragment PrP 107-110 konnte alleine nicht nachgewiesen werden, jedoch
wurde es zusammen mit dem nachfolgenden Peptid 111-136 detektiert. Da PrP 111-
136 auch alleine gefunden wurde, muss man davon ausgehen, dass die Verdauung an
dieser Stelle nicht vollstéindig erfolgte. In der Probe sind somit sowohl beide Peptide
alleine als auch das unvollstandig verdaute Produkt aus beiden Peptiden vorhanden,
wobei nur PrP 107-110 alleine nicht nachgewiesen werden konnte. Sowohl bei PrP
107-111 als auch bei PrP 152-156 handelt es sich um sehr hydrophile, kleine Peptide.
Sehr wahrscheinlich sind diese bei den Wasch-Schritten bereits von den ZipTips
eluiert worden.

Nachdem fast die gesamte Sequenz des PrP in der Monomer-Kontrolle, also
ohne EDC-Behandlung, im Massenspektrum identifiert wurde, konnte ein Vergleich
mit den Proben nach Crosslinker-Behandlung erfolgen.

Der genaue Vergleich der Ubersichtsspektren zeigte ein zunéchst iiberraschendes
Ergebnis. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen den Spektren fiir das EDC-
Monomer und das EDC-Dimer zu erkennen. Zwar traten teilweise leicht unterschied-
liche Intensitéaten der Peaks auf, oder es wurden bevorzugt andere Ladungszustdnde
fiir ein bestimmtes Peptid detektiert. Jedoch war kein Unterschied in der Intensitét

fiir bestimmte PrP-Peptide detektierbar.
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Tabelle 5: Tryptische Peptide des PrP
Die Zuordnung zu den Signalen des ESI-Ubersichtsspektrums erfolgte anhand der
Sequenzierungen mittels MS/MS-Analyse.

‘ Nr. ‘ AS Sequenz Peaks(m/z) Ladung
1 90-106 GQGGGTHNQWNKPSKPK 636,372 3+
2 107-110 TNMK -

243 | 107-136  TNMK .......oooiiiiiiiiii.. AMSR 960,901 3+

3 | 111-136 HMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSR  802,79! 3+

788,45 3+

4 | 137-148 PMMHFGNDWEDR 512,25 3+

517,583 3+

789,381 2+

5 | 149-151 YYR 544,30" 1+
6 152-156 ENMNR -

7 157-164 YPNQVYYR 551,82 24

T4+8 | 157-185 YPNQ ...t ITIK 890,50 4+

1186,95 3+

8 | 165-185 PVDQYNNQNNFVHDCVNITIK 825,78 3+

9 | 186-194 QHTVTTTTK 530,311 2+

10 | 195-204 GENFTETDIK 577,32 2+

11 | 205-208 IMER 594,341 1+

12 | 209-220 VVEQMCTTQYQK 729,40 2+

750,90" 2+

13 | 221-229 ESQAYYDGR 544,79 24+

LCarbamylierung 2zweifache Carbamylierung 3oxidiertes Methionin

Im Gegensatz dazu war ein deutlicher Unterschied zwischen den Spektren mit
und ohne Crosslinker-Behandlung, also Monomer-Kontrolle und EDC-Monomer bzw.
EDC-Dimer, zu detektieren. Fast alle Peptide wurden in den EDC-behandelten Pro-
ben mit &hnlicher Intensitéit wie in der Kontrolle detektiert. Fiir zwei Peptide galt
das jedoch nicht: Das Fragment PrP 195-204 war in der Kontrolle eines der pro-
minentesten Signale. In den EDC-Proben dagegen war es kaum noch nachweisbar.
Ahnlich verhielt es sich mit dem N-terminalen Fragment PrP 90-106: Dieses Pep-
tid war zwar in allen Proben zu finden, die Intensitédt in der Kontrolle war jedoch
reproduzierbar wesentlich hoher als im EDC-Monomer und im EDC-Dimer. Die
beiden in ihrer Intensitdat verringerten Peptide sind potentielle Kandidaten fiir eine

Beteiligung an der Crosslinking-Reaktion. Theoretisch ist zu erwarten, dass in den
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EDC-behandelten Proben nicht nur Peptide fehlen, sondern dass zuséitziche Peaks
auftauchen, die auf quervernetzte Peptide zuriickzufiihren sind. Solche Signale konn-
ten jedoch nicht gefunden werden. Zwar wurden in den EDC-Proben wenige neue
Signale entdeckt, diese konnten jedoch durch MS/MS-Analyse eindeutig bestimm-
ten Peptiden zugeordnet werden. Die Massendifferenz zum identifizierten Peptid war
dabei in allen Féllen zu gering, als dass es sich um Crosslinking-Produkte handeln
konnte. Diese sind wahrscheinlich beim Entsalzen mit ZipTips nicht mehr eluiert
worden und/oder sind in zu geringer Konzentration vorhanden. Um sie nachweisen
zu konnen, wire eine spezifische Anreicherung der verkniipften Peptide notig. Auf
dieses Problem und mogliche Ansétze zu seiner Losung wird in der Diskussion ndher
eingegangen.

Zur Darstellung der Intensitéts-Unterschiede fiir die beiden diskutierten PrP-
Peptide wurden die entsprechenden Bereiche der Spektren vergréflert und sind in
Abb. B.38 dargestellt. Bei der Messung der Proben fiel auf, dass das Fragment 195-
204 mit dem Signal bei m/z=577,3 zu Beginn einer Messung stets den prominente-
sten Peptid-Peak darstellte, wihrend gegen Ende der Messungen (ca. 0,5-1 Stunde)
das Fragment 137-148 (m/z=512,3 oder m/z=789,4) dominierte. Dieses Verhalten
wurde in allen Messungen beobachtet und ist vermutlich auf eine Elektrophorese-
ahnliche Auftrennung des Peptidgemisches in der Proben-Nadel wahrend der Mes-
sung zuriickzufiihren.

Um die Intensitédten der genannten Peptide zu vergleichen, sind deshalb fiir PrP
195-204 drei Spektren ausgewéhlt worden, die alle zu Beginn einer Messreihe aufge-
zeichnet wurden (Abb. B.3§ A). Die relativen Intensitdten wurden auf das stéirkste
Signal als 100 % normiert, was bei der Kontrolle der entsprechende Peak selber mit
m/z=577,3 war. Bei beiden EDC-behandelten Proben ist das Signal dagegen kaum
noch nachweisbar.

Entsprechend wurden fiir PrP 90-106 Spektren vom Ende der jeweiligen Mes-
sungen ausgewihlt, da die Intensitdt fiir den entsprechenden Peak bei m/z=636,4
im Laufe einer Messreihe zunahm (Abb. B). Auch hier wurde der intensivste
Peak auf 100 % normiert. Der Unterschied in den relativen Intensititen ist in die-
sem Fall nicht ganz so dramatisch wie fiir PrP 195-204, doch wurde reproduzierbar
eine deutliche Verringerung der Intensitdt in beiden EDC-behandelten Proben im
Vergleich zur Kontrolle detektiert.

Die beiden Peptide PrP 90-106 und PrP 195-204 zeigen also sowohl im EDC-

Monomer als auch im EDC-Dimer eine stark verminderte Intensitdt. Das spricht
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Abbildung 3.38: Vergleich der relativen Intensitidten fiir PrP 90-106 und PrP
195-204. A Intensitéten fiir den Peak bei m/z= 577,3, der PrP 195-204 entspricht. Fiir alle
drei PrP-Proben wurden Spektren ausgew&hlt, die zu Beginn einer Messung aufgezeichnet
wurden. B PrP 90-106 mit m/z=636,4. Hier sind Spektren nach 0,5-1 h Messzeit gezeigt.

dafiir, dass sowohl eine intramolekulare Verkniipfung innerhalb eines Monomers als

auch die intermolekulare Verkniipfung zum Dimer unter anderem durch diese Pep-

tide erfolgt ist.
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Ein zentraler Schritt im Infektionsmechanismus der Prion-Krankheiten ist die Um-
wandlung der zelluliren, nicht infektivsen Isoform PrP¢ des Prion-Proteins in die pa-
thogene Isoform PrP%. Bei diesem Prozess kommt es zur Umfaltung der groBtenteils
a-helikalen Strukur des PrP¢ in eine 3-Faltblatt-reiche Struktur, verbunden mit Ag-
gregation und z. T. auch der Bildung amyloider Fibrillen. Der genaue Mechanismus
dieses Prozesses ist noch unverstanden. Genauso ist unklar, ob PrP5¢-Ablagerungen
selber oder aber Intermediate im Umwandlungsprozess die eigentlich pathogenen
Molekiile sind (Chiesa & Harrig, 2001)).

Das in dieser Arbeit verwendete SDS-abhéngige in vitro-Konversionssystem er-
laubt bis zu einem gewissen Grad die Simulation der diskutierten Uberginge. Dabei
wird das Prion-Protein durch Reduktion der SDS-Konzentration von einer monome-
ren, loslichen Form mit haupséchlich a-helikaler bzw. random coil Sekundérstruktur
in eine aggregierte, unlosliche Form mit hohem Anteil an (-Faltblatt-Struktur iiber-
fithrt. Eine Wiederherstellung von Infektiositdt in diesem oder einem anderen in
vitro-System wiére der endgiiltige Beweis der Prion-Hypothese. Das ist jedoch bis
heute nicht gelungen.

Eine Voraussetzung zum Verstindnis des Umwandlungprozesses von PrP® in
PrP¢ ist die Isolierung und Charakterisierung von Zwischenformen bzw. Interme-
diaten. Das beschriebene in wvitro-Konversionssystem eignet sich dafiir in idealer
Weise, da das verwendete Prion-Protein in reiner Form vorliegt und deshalb gut
charakterisiert werden kann. Ziel dieser Arbeit war es, im SDS-System Intermedia-
te der beschriebenen Umwandlung zu isolieren, sie stabil in Losung zu halten und

damit eine genaue Charakterisierung zu erméglichen.

4.1 Intermediate des Umwandlungs-Prozesses im SDS-System

Das System zur in vitro Konversion von PrP war bereits im Vorfeld dieser Arbeit
etabliert. Es war bekannt, dass rekombinantes PrP 90-231 in 0,2 % SDS als Mono-
mer vorliegt und durch Verdiinnen des SDS auf 0,02-0,01 % SDS die Bildung von
Multimeren bzw. Aggregaten induziert werden kann (Post et al), 1998). Auf die In-
termediate, die bei diesem Prozess eine Rolle spielen, gab es jedoch nur einige sehr
indirekte Hinweise (Schéfer, 1997).

In dieser Arbeit konnten solche Intermediate erstmals direkt analysiert wer-

den. Das war moglich, indem die SDS-Konzentration nicht sofort auf 0,01 % gesenkt
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wurde, sondern verschiedene SDS-Konzentrationen zwischen den Extremwerten be-
trachtet wurden. Strukturmessungen mittels Circular-Dichroismus zeigten dabei,
dass die zuvor schon beobachtete Strukturinderung in einem sehr kleinen SDS-
Konzentrationsbereich erfolgt. Zusammen mit dem sigmoiden Kurvenverlauf deutet
das auf einen kooperativen Prozess hin.

Der Verlauf des Strukturiibergangs ist absolut reproduzierbar. Die genaue La-
ge beziiglich der SDS-Konzentration kann jedoch leicht unterschiedlich sein. Auf
diese Problematik wurde bereits in Abschnitt B-I.1] eingegangen. Der beschriebene
Ubergang kann anhand der CD-Spektren und der Auftragung des Quotienten der
Minima fiir die beiden betrachteten Strukturen (s. Abschnitt B.1) verfolgt werden.
Die nachfolgende Bestimmung der Oligomergréflen korrelierte stets mit der Lage in
der Ubergangskurve, die absolute SDS-Konzentration konnte jedoch von Experiment
zu Experiment leicht variieren. Deshalb wurde fiir die Analyse der Oligomergrofien
immer auch die Struktur bestimmt, bevor mit den Proben weitere Experimente
gemacht wurden.

Erste Hinweise auf ein interessantes Intermediat im SDS-System konnten bereits
in der vorangegangenen Diplomarbeit gewonnen werden (Jansen, 1998) und sind
hier im Zusammenhang mit den genaueren Messungen der Sekundérstruktur noch-
mals bestétigt worden. Es konnte durch den Vergleich von Sekundérstruktur und
Loslichkeit gezeigt werden, dass bei bestimmten SDS-Konzentrationen PrP bereits
die S-Faltblatt-reiche Struktur hat, aber noch komplett 16slich ist. Dieses Intermedi-
at (,10slicher g-Faltblatt-Zustand“) wurde nun weiter charakterisiert. Zudem stellte
sich die Frage, ob eine Selbstassoziation des Prion-Proteins bereits im a-helikalen
Zustand moglich ist oder ob sie immer mit einer Umfaltung zu g-Faltblatt einher-
geht.

Mit verschiedenen, einander ergénzenden Methoden konnte diese Frage eindeu-
tig geklart werden: Bei der schrittweisen Verdiinnung des SDS entsteht zunéchst ein
PrP-Dimer, das aber noch die a-helikale Struktur zeigt. Weitere Verdiinnung des
SDS induziert die Bildung von (-Faltblatt-Struktur, verbunden mit einer Oligome-
risierung des Molekiils.

Die Dimerisierung konnte mittels Groflenausschluss-Chromatographie gezeigt
werden. Dieses Ergebnis wurde im Vergleich zu einem Proteinstandard erzielt, der
unter identischen Bedingungen (SDS-Konzentration, Puffer) vorlag. Um auszuschlie-
Ben, dass die SDS-Bindung an den Proteinstandard sich von der Bindung an PrP un-

terscheidet, wurden diese Ergebnisse nochmals mit Hilfe kovalent verkniipfter PrP-
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Dimere als Standard bestétigt. Chemisches Crosslinking und analytische Ultrazen-
trifugation haben die Existenz dieser a-Dimere ebenfalls bestéitigt. Das chemische
Crosslinking hat dabei im Vergleich zum Groflenausschluss den Nachteil, dass die
relativen Anteile verschiedener Spezies (z. B. Monomer und Dimer) nicht unbedingt
quantitativ, also den tatsédchlichen Konzentrationsverhéltnissen entsprechend, wie-
dergegeben werden. Bei der analytischen Ultrazentrifugation war aufgrund des sich
einstellenden SDS-Konzentrationsprofils in der Messzelle eine genaue Auswertung
nicht moglich, doch konnte auch mit dieser Methode eindeutig ein im Vergleich zum
Monomer erhéhtes Molekulargewicht detektiert werden.

Fiir die Bestimmung der Grofle des ,,l6slichen g-Faltblatt-Zustandes® war der
S-Lauf in der Analytischen Ultrazentrifuge die Methode der Wahl. Der ermittelte s-
Wert von 15 S entspricht etwa 12-16 PrP-Molekiilen. Die Messung der SDS-Bindung
an monomeres PrP in 0,2% SDS ermoglichte dabei eine Abschitzung fiir die bei-
den Extremfille, dass an das Oligomer gar kein SDS mehr bindet bzw. dass noch
genauso viel SDS gebunden ist wie an das Monomer. Beide Abschéitzungen liefer-
ten fast das selbe Ergebnis (13,5 bzw. 14,6 PrP-Molekiile), so dass der angegebende
Grolenbereich von 12-16 PrP-Molekiilen als konservative Abschiatzung auf jeden
Fall zutreffen sollte. Auch eine Groflenverteilung mit einem Maximum bei ca. 14
PrP-Molekiilen ist moglich.

Zusammengefasst konnten also mit verschiedenen, einander ergdnzenden Me-

thoden zwei Intermediate des Umwandlungsprozesses charakterisiert werden:

1. Ein PrP-Dimer, das vorwiegend a-helikale Struktur hat und das bei SDS-
Konzentrationen kurz oberhalb der Strukturumwandlung zu (-Faltblatt vor-

liegt.

2. Ein PrP-Oligomer aus ca. 12-16 PrP-Molekiilen, das bei SDS-Konzentrationen
direkt unterhalb des Strukturiibergangs entsteht.

Diese Intermediate werden im Folgenden, wie bereits im Ergebnisteil, als a-Dimer
bzw. 3-Oligomer bezeichnet. Das SDS-abhéngige in vitro-Konversionssystem, ergénzt
durch die beschriebenen Intermediate, ist in Abb. .39 dargestellt. Es ist dabei
nicht unbedingt gesagt, ob die SDS-abhéngig charakterisierten Intermediate auch
kinetische Intermediate sind. Bei der direkten Verdiinnung entstehen evtl. andere
oder zusétzliche Zwischenformen, die nach der Gleichgewichtseinstellung in mittle-

ren SDS-Konzentrationen nicht zu finden sind.
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recPrP 90-231
0,2% SDS . .
o-Dimer p-Oligomer
SDS SDS
M Multi
oo ~0,06 % SDS ~0,04% SDS ulimer
Oslich . unléslich
a-Helix/random coil- ::c;sl|ch 16slich p-Faltblatt-
Struktur imer = Struktur
a-helikal / 12-16 mer
weniger random coil p-Faltblatt

Abbildung 4.39: Schema des SDS-abhéngigen in vitro-Konversionssystems. Die
in diese Arbeit gefundenen Intermediate sind hervorgehoben; Einzelheiten s. Text.

4.2 PrP-Dimere und Oligomere in anderen Systemen

Das beschriebene SDS-System ist nicht die einzige Moglichkeit zur Erzeugung von

Intermediaten mit teils PrP¢ und teils PrP%-Eigenschaften.

So ist es z. B. moglich, durch den Einsatz von denaturierenden Agenzien wie
Guanidinium Hydrochlorid oder Harnstoff und /oder hoher Salzkonzentration in
rekombinanten PrP-Molekiilen einen Ubergang von a-helikaler Struktur zu einer 3-
Faltblatt-reicheren Struktur zu induzieren. Dieses Prinzip wird von zwei verschiede-
nen Arbeitsgruppen erfolgreich angewendet (Swietnicki et al], 2000; Morillas et all,
2001; Baskakov et al], 2001, 2002). Die Induktion l6slicher Oligomere mit einem
hohen Anteil an (-Faltblatt-Struktur erfolgte durch Inkubation des Proteins bei
saurem pH (pH 4) und 1 M Guanidinium Hydrochlorid. Der Strukturiibergang war
dabei dhnlich wie in dieser Arbeit beschrieben langsam, d. h. im Laufe mehrerer
Stunden. Dabei konnten beide Gruppen zeigen, dass sowohl die denaturierenden Ei-
genschaften des Guanidinium als auch seine ionischen Eigenschaften wichtig sind.
Harnstoff als nichtionisches Denaturierungsmittel war alleine nicht in der Lage, den
beschrieben Ubergang zu induzieren. In Gegenwart von Harnstoff und Salz (3,5-5 M
Urea, 150-200 mM NaCl) ist dagegen das gleiche Verhalten wie mit Guanidinium zu
beobachten. Das 16sliche 3-Oligomer konnte nur dann stabil gehalten werden, wenn
nach der Strukturumwandlung und Oligomerisierung ein Pufferaustausch zu nied-
rigeren Harnstoff- bzw. Salzkonzentrationen erfolgte (Baskakov et all, 2001). Bei

gleichbleibenden Pufferbedingungen wurde im Zeitbereich von mehreren Stunden
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bis Tagen eine fortschreitende Aggregation und fiir einen Teil der Probe die Bildung
amyloider Fibrillen beobachtet.

Diese Eigenschaft der vorgestellten Oligomere stellt einen wesentlichen Unter-
schied zu den in dieser Arbeit charakterisierten 3-Oligomeren dar. Durch SDS indu-
zierte PrP -Oligomere sind im Zeitbereich von Tagen stabil. Auch nach 1-2 Wochen
war die Struktur unverdndert und die Probe blieb 16slich (Daten nicht gezeigt). Die-
se Langzeitstabilitét ist eine wichtige Voraussetzung fiir weitere Untersuchungen wie
z. B. hochauflésende Strukturaufkldrung.

Die Angaben zur Gréfle der $-Oligomere unterscheiden sich je nach den genau-
en Bedingungen. Nach Baskakov et al] (2002) handelt es sich um Oktamere, wie
mit Massenspektrometrie gezeigt wurde. Morillas et al] (2001) beschreiben dage-
gen ein mit Grofenausschluss-Chromatographie ermitteltes apparentes Molekular-
gewicht von ca. 400 kDa, was etwa 25 recPrP 90-231 Molekiilen entspricht. Die
in dieser Arbeit ermittelte Grofle von 12-16 Molekiilen liegt zwischen diesen bei-
den Groflen. Die genaue Grofle von (-Oligomeren ist dabei wahrscheinlich stark
von den Bedingungen wie Proteinkonzentration, Temperatur oder Salzkonzentrati-
on abhéngig.

In keiner der erwéhnten Studien konnten dimere Intermediate gefunden werden.
Diese sind jedoch zur Erforschung des Umwandlunsprozesses besonders wichtig, da
sie gewissermaflen den ,ersten Kontakt“ zwischen zwei PrP-Molekiilen darstellen.
Das Auftreten von a-Dimeren ist zudem ein Hinweis darauf, dass die Umwand-
lung in (-Faltblatt-Struktur nicht innerhalb einzelner Monomere erfolgt, sondern
die Assoziation mehrerer (>2) PrP-Molekiile erfordert. Zudem zeigt es, dass eine
Selbsassoziation des PrP auch ohne eine drastische Strukturédnderung méoglich ist.

Eine weitere Moglichkeit zur Induktion von S-Faltblatt-Struktur in recPrP wur-
de im Zusammenhang mit einer Reduktion der Disulfidbriicke beschrieben (Jackson
et al), 1999). Durch Erniedrigung des pH-Wertes auf 4 und reduzierende Bedingun-
gen konnte eine g-Faltblatt-reiche Struktur eingestellt werden, wobei PrP als Mono-
mer vorlag. Dies ist die einzige Beschreibung einer monomeren S-Faltblatt-reichen
Struktur fiir PrP. Durch Zugabe von Salz konnte dieses Monomer zur Aggregation
und zur Bildung amyloider Fibrillen gebracht werden. Eine Reduktion der Disul-
fidbriicke als Voraussetzung fiir die Bildung des infektiosen PrP> erscheint jedoch
unwahrscheinlich, da die Disulfidbriicke sowohl in PrP® als auch in PrP%¢ oxidiert
vorliegt ([Turk et all, 1988). Zudem konnte sowohl in einem in vitro System als auch

in Zellkulturen gezeigt werden, dass die Disulfidbriicke eine Voraussetzung fiir die
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Bildung von PK-resistentem PrP 27-30 ist (Herrmann & Caughey], 1998; Muramoto
et all, 1996).

Ein Modell fiir die Struktur eines PrP 27-30 Oligomers wurde mittels Elektronen-
mikroskopie-Daten an zweidimensionalen PrP 27-30 Kristallen aufgestellt (Wille
et all, 2002, s. auch Abb. [[.4). Infektiose Prion-Stdbchen kénnten aus diesen Kri-
stallen aufgebaut sein. Das ist ein Hinweis darauf, dass PrP 3-Oligomere tatséchlich
in vivo eine Rolle spielen kénnten. Die Autoren sehen ein Trimer aus Dimeren, d. h.
insgesamt sechs PrP-Molekiile pro Oligomer, als das wahrscheinlichste Modell an.
Als Grofle des 3-Oligomers wurden in dieser Arbeit 12-16 Molekiile bestimmt. Ein
Oligomer aus 12 PrP Molekiilen, das zwei der von Wille beschriebenen Hexamere

enthélt, wire somit im Bereich des Moglichen.

4.3 SDS als Membranumgebung?

Die Konversion des PrP zu einer g-Faltblatt-reicheren, oligomeren bzw. multimeren
Form, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde, funktioniert bei neutralem pH und
unter oxidierenden Bedingungen. Im Vergleich dazu arbeiten alle anderen Systeme,
wie im vorigen Abschnitt beschrieben, bei niedrigen pH-Werten (meist pH 4). Welche
pH-Werte der tatsdchlichen in vivo-Situation besser entsprechen, ist nicht genau be-
kannt, da nicht klar ist, wo in der Zelle der eigentliche Umwandlungsprozess ablauft.
Diskutiert werden spite Endosomen bzw. Lysosomen (Clarke et all, 2001, und dort
angegebene Referenzen), in denen saure pH-Werte vorliegen. Viele Hinweise deuten
dagegen auf Caveolae-dhnliche Bereiche in der Plasmamembran als Umwandlungs-
ort, wo ein neutraler pH zu erwarten wére ([Taraboulos et all, 1995; Vey et al), 1996;
Kaneko et all, 19974). SDS gilt allgemein als eine membranéhnliche Umgebung, da
seine chemischen Eigenschaften denen von Membranlipiden d&hneln. Die Inkubation
in SDS konnte also eine Membranumgebung simulieren. Durch Verdiinnen des SDS
wiirde dann ein Austreten aus der Membran simuliert, das die Strukturumwand-
lung und Aggregation induziert. Zur Zeit durchgefiihrte Arbeiten zur Bestimmung
der PrP®-Struktur in Modellmembranen bzw. direkt nach dem Austritt aus der
Membran sollen helfen, diese Hypothese zu untersuchen (Doktorarbeit Kerstin El-
frink).
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4.4 Interaktionsstellen im PrP-Dimer

Im Zusammenhang mit dem Nachweis der Intermediate im SDS-System wurde che-
misches Crosslinking eingesetzt, das besonders fiir das a-Dimer sehr effizient war.
Die durch den Crosslinker eingefiigte neue kovalente Bindung sollte nun genutzt
werden, um direkte biochemische Daten zur Struktur des Dimers zu gewinnen. Im
Idealfall wire es moglich, die genaue Lage der Verkniipfung bzw. die beteiligten
Aminosdureseitenketten zu bestimmen.

Es konnte ein Verfahren zur Herstellung definierter Peptidfragmente aus den
Crosslink-Proben etabliert werden, das die zur Messung benotigten Peptide in ho-
her Ausbeute und hoher Reinheit liefert. Das ist eine wesentliche Voraussetzung fiir
die Bestimmung der Crosslink-Stellen. Fiir die vorhandene Fragestellung miissen
nach Moglichkeit alle beim Verdau entstandenen Peptide des PrP im Massenspek-
trum nachgewiesen werden, damit Unterschiede mit bzw. ohne Crosslink bzw. zwi-
schen Monomer und Dimer gefunden werden kénnen. Bei Messungen zur Identifizie-
rung unbekannter Proteine iiber Datenbanken, die im Prinzip genauso funktionie-
ren, reicht dagegen die Bestimmung eines sogenannten , sequence-tags® von wenigen
Aminoséauren Lénge aus, so dass in diesem Fall die Konzentration der Peptide viel
geringer sein darf.

Es konnte mit dem in den Abschnitten B-61 bis B-6-3 beschriebenen Verfahren
eine Sequenzabdeckung von 96 % erzielt werden, was den geforderten Anspriichen
gerecht wird. Die gezielte Suche nach Unterschieden in den verglichenen Proben (s.

Abschnitt B.G) war also moglich.

4.4.1 Zwei Peptide als Kandidaten fiir die Crosslink-Stelle

Beim Vergleich der Massenspektren konnten zwei Peptide identifiziert werden, die
in beiden EDC-behandelten Proben, also Monomer und Dimer, eine gegeniiber
der Kontrolle deutlich verringerte Intensitdt aufwiesen. Dabei handelt es sich um
PrP90-106 und PrP195-204 (zu den verschiedenen PrP-Peptiden s. auch Tab. ).
Diese beiden Peptide waren sowohl im EDC-behandelten PrP-Monomer als auch
im EDC-behandelten PrP-Dimer nur mit deutlich verringerter Intensitét detektier-
bar. Produkte eines Crosslinks der beiden Peptide konnten nicht gefunden werden.
Bevor auf diese beiden Punkte genauer eingegangen wird, soll zunéchst diskutiert
werden, ob eine Verkniipfung der beiden Peptide durch EDC iiberhaupt moglich

ware.
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Wie bereits erwéhnt, vermittelt EDC die Bildung einer Isopeptid-Bindung zwi-
schen sauren Seitenketten (Asp, Glu) und Lysin bzw. dem N-Terminus. Dabei ist
zu erwarten, dass durch EDC verkniipfte Lysinreste nicht mehr von Trypsin ge-
schnitten werden, da die positive Ladung am Lysin bzw. Arginin fiir die Erkennung
entscheidend ist. Wird also ein Lysinrest durch EDC verkniipft, der ohne Crosslink
von Trypsin als Schnittstelle erkannt wurde, so sollte auch das nachfolgende Peptid
nicht mehr einzeln detektierbar sein.

Im PrP90-106 gibt es drei Lysinreste. Lys101 und Lys104 werden von Tryp-
sin nicht als Schnittstelle erkannt, da in beiden Féllen in der Sequenz ein Prolin
folgt. Da es sich bei PrP90-106 um das N-terminale Fragment des verwendeten
PrP90-231 handelt, wiirde zudem auch der N-Terminus als freie Aminogruppe zur
Verfiigung stehen. PrP195-204 dagegen besitzt drei saure Reste. Eine Verkniipfung
der beiden Peptide wire also gut moglich, da es mehrere Moglichkeiten fiir eine
Isopeptid-Bindung gibt. Die C-terminalen Lysine beider Peptide, also Lys106 und
Lys204, sind dabei als Reaktionspartner unwahrscheinlich. Ein Crosslink an einem
dieser Lysin-Reste wiirde dazu fithren, dass die Schnittstelle von Trypsin nicht mehr
erkannt wird und die nachfolgenden Peptide, also PrP107-136 bzw. PrP205-208,
ebenfalls mit deutlich verminderter Intensitét detektiert werden. Ein solcher Effekt
konnte nicht gezeigt werden, ist jedoch auch nicht mit Sicherheit auszuschliefen.
Es bleiben also Lys101 und Lys104 bzw. der N-Terminus und Glu196, Glu200 und
Asp202 als mogliche Reaktionspartner. Die Sequenzen beider Peptide und die disku-
tierten potentiellen Crosslink-Stellen sind in Abb. fA(J dargestellt. Auch die Bildung
mehrerer Isopeptid-Bindungen ist vorstellbar.

In der Aminoséduresequenz des PrP gibt es insgesamt acht Lysin-, sechs Asparag-
inséure- und sieben Glutaminsaure-Reste. Welche davon sind fiir eine Verkniipfung
wahrscheinlich? Fiir den C-terminalen Bereich des PrP, ab Aminosédure 129, konnte
mittels NMR eine geordnete Struktur bestimmt werden, wiahrend der N-terminale
Bereich, hier also die Aminosduren 90-128, als mehr oder weniger flexibel beschrie-
ben wird (vgl. Abb. [.3). Da die NMR-Struktur in anderen Losungsbedingungen
gemessen wurde (pH 5,2; kein SDS), ist sie nur ein Anhaltspunkt fiir die Struktur
des PrP in SDS. Im strukturierten C-Terminus befinden sich vier der acht Lysine.
Der kiirzeste Abstand zwischen einer Carboxyl-Gruppe und einer Aminogruppe ei-
nes Lysins laut NMR-Struktur betrigt dabei 4,8 A (Glul46 und Lysin204, s. Abb.
M.4T). Als Salzbriicke im Protein werden entsprechende Gruppen im Abstand von
weniger als 4 A angesehen (Barlow & Thorntor, 1983). Definitionsgemi handelt
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es sich also nicht um eine Salzbriicke, doch eine EDC-vermittelte Verkniipfung er-
scheint dennoch gut moglich. Die Massenspektren sprechen jedoch gegen eine sol-
che Reaktion, denn fiir das Peptid PrP137-148 konnte keine signifikante Reduktion
der Intensitdt nach Crosslinking beobachtet werden, obwohl PrP137-148 eines der
prominentesten Signale im Spektrum darstellte. Deshalb erscheint es unwahrschein-
lich, dass die verminderte Intensitét fiir PrP195-204 auf einer Bindung des Lys204
an Glul46 beruht. Alle anderen laut NMR-Struktur ermittelten Entfernungen fiir
Lysin- und Glu/Asp-Reste sind noch grofler (ndchstkleinere Entfernung: Glul96-
Lys194 mit 7,2A), so dass andere Verkniipfungen in diesem Bereich des Molekiils

ebenfalls unwahrscheinlich sind.

Die Beteiligung eines oder mehrerer der vier Lysine im flexiblen N-terminalen
Bereich des PrP90-231 an der Crosslinking-Reaktion erscheint wesentlich wahr-
scheinlicher. Lys101 bzw. Lys104 als Teil einer neu entstandenen Isopeptid-Bindung
sind somit sehr plausibel. Lys106 und Lys110 sind aus den oben genannten Griinden

weniger wahrscheinliche, aber ebenfalls mogliche Crosslink-Stellen.

Asparagin- und Glutaminsdure-Reste sind im C-terminalen, also strukturier-
ten, Bereich des Molekiils mehr oder weniger gleichméflig verteilt. Aufgrund der
Sequenz und der NMR-Struktur kann hier keine Voraussage iiber am Crosslink be-
teiligte Aminosduren getroffen werden. Die Massenspektren zeigten jedoch fiir das
Peptid PrP195-204 eine wesentlich deutlichere Verminderung der Intensitat als fiir
PrP90-106. In der Kontrolle handelte es sich um das Signal mit der hochsten In-

tensitdt, wihrend es in den Crosslink-Proben kaum noch nachweisbar war. Zudem

PrP90-106

NH,-Gly-GIn-Gly-Gly-Gly-Thr-His-Asn-GIn-Trp-Asn-
Lys,,-Pro-Ser-Lys,,,-Pro-Lys,,-Thr-Asn-Met-Lys

Gly-Glu,,-Asn-Phe-Thr-Glu,,,-Thr-Asp,,,-Ile-Lys
PrP195-204

Abbildung 4.40: Aminosduresequenz der als ,,Crosslinking-Kandidaten* dis-
kutierten PrP-Peptide mit méglichen Angriffsstellen fiir EDC. Im Peptid 90-106
gibt es drei freie NHs-Gruppen, in PrP195-204 drei freie Carbonséduregruppen. Diese sind
jeweils grau unterlegt.
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besitzt es drei saure Reste, die als Bindungspartner fiir die Lysine des PrP90-106 zur
Verfiigung stehen. Eine Beteiligung eines dieser drei Reste am Crosslink erscheint

damit ebenfalls plausibel.

4.4.2 Warum wurden keine Crosslink-Produkte identifiziert?

Wie in Abschnitt erklart, wiirde man beim Vergleich der drei Proben PrP-
Kontrolle, PrP als EDC-Monomer und PrP als EDC-Dimer nicht nur das Verschwin-
den am Crosslink beteiligter Peptide, sondern auch das Auftauchen neuer Signale
erwarten. Diese wiirden den neu entstandenen verkniipften Peptiden entsprechen.
Solche zusétzlichen neuen Peptide konnten in keiner Probe nachgewiesen werden.
Das kann mehrere Griinde haben. Zunéchst wére es moglich, dass es nicht nur eine,
sondern mehrere Crosslink-Stellen im PrP gibt. Dann wiirden unterschiedliche ver-
kniipfte Peptide entstehen. Wenn die moglichen Crosslink-Stellen mehr oder weniger
zufillig verkniipft werden, konnte so eine Reihe verschiedener Produkte mit jeweils
relativ geringer Konzentration entstehen. Diese waren dann vor dem hohen Hinter-
grund der nicht verkniipften Peptide nicht mehr nachweisbar. In der Literatur sind
Beispiele fiir sehr heterogene Crosslink-Produkte zu finden (Mauk & Mauk, 1989).

.,m-f"l

o ~ l \\ y. ~
“ HelixC i/

Abbildung 4.41: Mégliche Salzbriicken zwischen Lysin und Asp/Glu laut der
NMR-Struktur des PrP90-231 aus Hamster. Der kiirzeste Abstand zwischen posi-
tiver Ladung an Lysin-Resten und negativer Ladung an sauren Resten betrigt 4,8 A zwi-
schen Glul46 und Lys204. Beide Seitenketten sind hervorgehoben.
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Ein vollig unspezifisches Crosslinking an sehr vielen verschiedenen Stellen im
Molekiil erscheint jedoch unwahrscheinlich, da fiir genau zwei Peptide eine deut-
liche Verringerung der Signalintensitit beobachtet wurde und beide aufgrund ih-
rer Sequenz einen Crosslink miteinander ausbilden konnen. Allerdings konnte fiir
beide kein vollstdndiges Verschwinden des Signals gezeigt werden, so dass zu ei-
nem geringeren Teil auch andere Peptide an der Reaktion beteiligt sein miissen.
Moglich wére auch, dass die beiden diskutierten Peptide in der nativen Struktur des
Monomeres bzw. Dimers so liegen, dass mehrere Crosslinks zwischen ihnen entste-
hen kénnen. Bei drei Lysinen und drei Sduregruppen ergeben sich rein rechnerisch
schon 9 Moglichkeiten fiir einen einzelnen bzw. 36 Moglichkeiten fiir 1-3 Crosslinks.
Wenn mehrere davon moglich sind und mehr oder weniger zufillig gebildet wer-
den, wéaren ebenfalls mehrere Crosslink-Produkte in jeweils niedriger Konzentrati-
on die Folge. Die Massen fiir jedes der Produkte mit genau einer bzw. zwei oder
drei Verkniipfungen sind zwar gleich. Es konnen sich jedoch Unterschiede bei der
Anlagerung der positiven Ladungen wéhrend des ESI-Prozesses ergeben, so dass
verschiedene Crosslink-Produkte mit gleicher Masse nicht unbedingt das gleiche
m/z-Verhéltnis aufweisen miissen und im Massenspektrum als verschiedene Signale
auftreten konnen.

Die gesuchten Peptide mit neuer Isopeptid-Bindung unterscheiden sich in ih-
ren Figenschaften von den anderen Peptiden dadurch, dass sie verzweigt sind und
auerdem im Mittel groBler und weniger hydrophil, denn durch die neue Bindung
gehen zwei Ladungen verloren. Diese Eigenschaften kénnen ebenfalls der Grund fiir
eine prinzipiell schlechtere Nachweisbarkeit dieser Peptide sein. Grofle, unlésliche
Peptide werden vom Cig-Material der ZipTips, die zum Entsalzen verwendet wur-
den, nur schlecht eluiert. Selbst die grofleren, hydrophoberen Peptide, die aus der
PrP-Kontrolle beim Trypsin-Verdau entstehen, konnten nur dadurch eluiert werden,
dass die Methanol-Konzentration bei der Elution gegeniiber den Hersteller-Angaben
erhoht wurde (vgl. Abschnitt B.6.3). Crosslink-Produkte kénnten noch hydrophober
sein, so dass sie evtl. nur sehr schlecht wieder eluiert werden. Zudem ist nicht klar,
welchen Einfluss die durch die Isopeptid-Bindung eingefiigte Verzweigung auf das
Elutionsverhalten hat. Naheliegend war der Versuch, das Cig-Material gegen Cy-
Material auszutauschen, das fiir grolere Peptide oder ganze Proteine besser geeignet
ist. Auch nach Entsalzen mit C,-Material konnten jedoch keine Crosslink-Produkte
nachgewiesen werden, die Nachweisbarkeit der anderen PrP-Peptide war dagegen

deutlich schlechter (Daten nicht gezeigt).
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Um in Zukunft einen direkten Nachweis der Crosslink-Produkte zu erméglichen,
wére deren Anreicherung, z. B. mit chromatographischen Methoden, ein sinnvoller

Ansatz.

4.4.3 Warum gibt es keine Unterschiede zwischen EDC-Monomer und
EDC-Dimer?

Spezifische EDC-vermittelte Verkniipfungen im PrP-Dimer sollten Aufschluss iiber
Wechselwirkungen bzw. benachbarte Aminosaurereste im Dimer geben. Die Dimer-
spezifischen Crosslink-Stellen wurden zunéchst als Unterschiede zwischen EDC-be-
handeltem Monomer und Dimer erwartet. Ein solcher Unterschied konnte jedoch
nicht gezeigt werden. Ahnliches gilt auch fiir die Analyse der Peptidgemische nach
Trypsin-Verdau mittels reversed-phase-Chromatographie (s. Abschnitt B.6.2). Zu-
dem wurde in einer Diplomarbeit untersucht, ob das Crosslinking die a-helikale
Struktur des Monomers bzw. des Dimers stabilisieren kann (Kaimann, 2002). Es
zeigte sich, dass sowohl das EDC-Monomer als auch das EDC-Dimer im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle deutlich schlechter durch Ausdiinnen von SDS zur Bil-
dung von S-Faltblatt-Struktur gebracht werden konnten. Das ist ein direkter Hinweis
auf das Vorhandensein intramolekularer Crosslinks, da sich sonst das Verhalten des
Monomers mit und ohne EDC-Behandlung nicht unterscheiden diirfte. Unterschied-
liche experimentelle Ansitze (reversed phase Chromatographie, Stabilisierung der
a-Helix-Struktur nach Crosslinking, Analyse der Peptidgemische mit Massenspek-
trometrie) haben also iibereinstimmend gezeigt, dass man deutliche Unterschiede
zwischen EDC-behandelten Proben und der Kontrolle, aber keine Unterschiede zwi-
schen EDC-Monomer und EDC-Dimer findet.

Fiir das Fehlen solcher Unterschiede bei der massenspektrometrischen Analyse
gibt es mehrere mogliche Erklarungen. Ahnlich wie bereits im vorigen Abschnitt fiir
das Fehlen verkniipfter Peptide diskutiert, konnte auch bei der Bildung intermoleku-
larer Crosslinks eine Vielzahl von Moglichkeiten existieren. Dann kénnten heterogene
Crosslink-Produkte entstehen, die alle nur in geringer Konzentration vorliegen und
deshalb nicht nachweisbar waren. Eine andere Erklarung wére, dass es gar keinen
Unterschied zwischen den Verkniipfungen im EDC-Monomer und EDC-Dimer gibt.
Das wiirde erklédren, dass mit keiner Methode ein unterschiedliches Verhalten detek-
tiert werden konnte. In diesem Fall miissten also identische Peptide entweder inter-

oder intra-molekular verkniipft sein.
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. geschlossenes Interface
Scharnier

j offenes Interface

geschlossenes offenes “domain-swapped”
Monomer Monomer Dimer

Abbildung 4.42: Schema zur Dimerisierung durch 3D domain swapping. Die
Dimerisierung erfolgt durch Austausch einer Domaine zwischen zwei Monomeren. Weitere
Einzelheiten s. Text; Abb. nach Liu & Eisenberg (2002).

Ein solches Phénomen wiirde zum Beispiel dann auftreten, wenn die Dimer-
Bildung durch ,,3D domain swapping“ erfolgt. Das bedeutet, dass Monomer und
Dimer im Prinzip die gleiche dreidimensionale Struktur haben, dabei aber einzelne
Strukturelemente zwischen Monomer und Dimer ausgetauscht sind. Darauf soll im

folgenden Abschnitt ndher eingegangen werden.

4.4.4 Dimer-Bildung durch ,,3D domain swapping*

Als 3D domain swapping wird das Austauschen einzelner Strukturelemente zwischen
zwei Protein-Monomeren zur Bildung eines Dimers oder Oligomers bezeichnet. Die-
ses Phinomen wurde bereits fiir etwa 40 Proteine beschrieben (zur Ubersicht s. Liu &
Eisenberg], 2002). Der Mechanismus der Dimerisierung durch domain swapping ist in
Abb. .42 dargestellt. Zwei strukturierte Bereiche innerhalb eines Protein-Monomers
sind durch einen flexiblen Bereich, ein ,,Scharnier” (engl. hinge-loop) verbunden.
Unter bestimmten Bedingungen kann durch eine Konformationsédnderung dieses fle-
xiblen Bereiches das Scharnier aufklappen, so dass die beiden Bereiche raumlich
weiter voneinander getrennt sind. Dann kann sich aus zwei Monomeren ein Dimer
bilden, bei dem die gleichen Strukturbereiche interagieren, jedoch diesmal aus zwei
verschiedenen Monomeren. Der Bereich, der sich in der Struktur des Monomers und
des durch domain swapping gebildeten Dimers nicht unterscheidet, wird dabei als
,geschlossenes interface® bezeichnet, zusétzliche Beriihrungsbereiche im Dimer als

,offenes interface”.
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Fiir ein durch domain swapping gebildetes PrP-Dimer konnte der Fall eintreten,
dass durch den Crosslinker EDC vermittelte Verkniipfungen nur im Bereich des clo-
sed interface moglich sind. Dann wire kein Unterschied zwischen den verkniipften
Peptiden im EDC-behandelten Monomer und -Dimer zu erwarten. Ein solches Mo-
dell konnte demnach die gemessenen Daten erkldren. In den meisten beschriebenen
Féllen von domain swapping wurden terminale Bereiche der Proteine ausgetauscht
(Liu & Eisenberg, 2002). Das passt gut zu der Annahme, dass das N-terminale
Peptid PrP90-106 am Crosslink beteiligt war.

Fiir rekombinantes PrP wurde bereits eine Struktur fiir ein durch domain swap-
ping gebildetes Dimer beschrieben (Knaus et all, 2001). Dabei handelt es sich um
eine Rontgenstrukturanalyse an humanem rekombinanten PrP 90-231. Im Kristall
war der N-terminale Bereich von Aminosaure 90 bis 118 allerdings nicht mehr vor-
handen. Die Autoren erkldren das mit einer leichten Protease-Verunreinigung bei
der Kristallisation. Die Struktur der beiden Monomere entsprach fast genau der
NMR-Struktur, wobei die Helix 3 (Aminoséure 199-225) zwischen den beiden Mo-
nomeren ausgetauscht (,domain-swapped®) war. Um das Umklappen dieser Helix zu
ermoglichen, muss allerdings zunéchst die Disulfidbriicke zwischen Helix 2 und Helix
3 (vgl. Abb. [.3) gelost und im Dimer wieder neu gebildet werden. Dieser Prozess
muss ebenfalls bei der Kristallbildung abgelaufen sein. Ist die Struktur des in die-
ser Arbeit beschriebenen Dimers dhnlich zu dieser Dimer-Kristallstruktur? Das von
Knaus et all (2001) beschriebene Dimer besitzt eine intermolekulare Disulfidbriicke.
Demzufolge muss eine solche Struktur in einer nichtreduzierenden SDS-PAGE nach-
weisbar sein. Das in dieser Arbeit beschriebene Dimer konnte ohne vorheriges Cross-
linking jedoch im nichtreduzierenden Gel nicht nachgewiesen werden. Zudem wur-
de stets unter oxidierenden Bedingungen gearbeitet, so dass eine Reduktion der
Disulfidbriicke unwahrscheinlich erscheint. Die Struktur des beschriebenen Dimers
scheint demnach anders zu sein als von Knaus et al] (2001) beschrieben. Ob nach
der Rontgenstruktur ein Crosslinking zwischen den beiden postulierten Peptiden
PrP90-106 und PrP195-204 moglich wére, kann aufgrund des fehlenden N-Terminus

im Kristall nicht {iberpriift werden.

Neben der Rontgenstruktur existiert auch ein Modell fiir ein PrP-Dimer (War-
wicker], 2000). Die Struktur beider Monomere entspricht dabei ebenfalls der NMR-
Struktur. Fiir den flexiblen Bereich, im Modell Aminosaure 106-128, wird die Bil-

dung eines zusétzlichen #-Strangs und einer a-Helix angenommen. Diese zusétzliche



4.5 Ausblick

87

PrP 195-204

PrP 195-204
(Monomer A )i (Monomer B)
> —
>20A
> 204 e |
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zusatzliche Helix zusatzliche Helix
(Monomer B) (Monomer A)

Abbildung 4.43: Modell eines PrP-Dimers. Das von Warwicker (2000) postulierte
Modell beschreibt ein Dimer aus zwei PrP106-231-Molekiilen. Die beiden Monomere sind
grau und schwarz eingezeichnet. PrP195-204 ist in beiden Monomeren hervorgehoben.
Weitere Einzelheiten s. Text.

Helix interagiert dabei jeweils mit dem anderen PrP-Monomer. Das Strukturmodell
ist in Abbildung f.43 dargestellt.

Auch hier handelt es sich also um einen dem domain swapping dhnlichen Mecha-
nismus, wobei im Gegensatz zur Rontgenstruktur der N-Terminus als ausgetausch-
ter Bereich angenommen wird. Ein dhnlicher Mechanismus kénnte auch der Bildung
des hier beschriebenen Dimers zugrunde liegen. Eine direkte Bestétigung fiir das be-
schriebene Modell kénnen die gemessenen Daten jedoch nicht liefern, da das Peptid
PrP195-204 im Modell vom N-Terminus sehr weit entfernt ist und eine Interaktion
mit PrP90-106 unwahrscheinlich erscheint. Zwischen Lysin106 und den Carboxyl-
Gruppen im Bereich 195-204 ist der Abstand in allen Féllen grofer als 20 A. Genaue
Aussagen konnen jedoch nicht getroffen werden, da Aminosdure 90-105 im Modell
nicht enthalten sind.

Eine Dimer-Bildung durch einen domain swapping Mechanismus kénnte die Tat-
sache erkldren, dass zwischen EDC-Monomer und EDC-Dimer keine Unterschiede
gefunden wurden. Diese Annahme eignet sich somit als Arbeitshypothese, die durch

weitere Daten bestétigt werden miisste.

4.5 Ausblick

Sowohl bei Prion-Erkrankungen als auch bei anderen amyloiden Erkrankungen wird

zunehmend eine wichtige Rolle von Intermediaten als eigentlich pathogenen Mo-
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lekiilen diskutiert (vgl. Abschnitt [[.L1; Chiesa & Harrid, 2001; Clarke et al], 200T).
Bei den in dieser Arbeit analysierten Intermediaten koénnte es sich um solche po-
tentiell pathogenen Formen handeln. Um diese Frage zu kldren, kénnten die Neuro-
toxizitat des (-Oligomers und des a-Dimers in neuronalen Zellkulturen untersucht
werden. Um einen Vergleich zwischen Infektiositdt und Neurotoxizitdt durchfithren
zu kénnen, wére es wichtig, die fiir rekombinantes PrP erzielten Ergebnisse auf ande-
re Ausgangsmaterialien wie PrP 27-30 oder PrP® zu iibertragen. Nur fiir vollstindig
posttranslational modifiziertes PrP scheint die Moglichkeit einer Wiederherstellung
von Infektiositéit gegeben.

Die Analyse der Crosslink-Stellen im a-Dimer ergab zwei Peptide als potentiel-
le Verkniipfungsstellen. Um diese Ergebnisse zu bestétigen bzw. andere Crosslink-
Stellen zu identifizieren, sind verschiedene Ansétze denkbar. So kénnte man die
beiden infrage kommenden Peptide herstellen lassen und fiir Inhibierungsexperi-
mente einsetzen. Sind sie wirklich fiir die Dimerisierung entscheidend, so sollte ein
groBer Uberschuss eines oder beider Peptide die Dimerisierung verhindern kénnen.
Die Methoden zur Uberpriifung der Dimerisierung sind etabliert und koénnen di-
rekt auf diese Fragestellung angewendet werden. Neben den diskutierten Peptiden
kénnte das Konversionssystem bzw. insbesondere die Bildung von Dimeren bzw. Oli-
gomeren auch fiir das Screening anderer Substanzen verwendet werden. Kénnte man
eine Substanz finden, die spezifisch die Bildung von a-Dimeren oder $-Oligomeren
verhindert, so hétte man einen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von Therapeutika.

Zur exakten Bestimmung der Crosslink-Stellen wére es wichtig, die verkniipften
Peptide aus der Mischung mit den unverkniipften Peptiden anreichern zu koénnen.
Eine Moglichkeit dazu kénnte eine neue Methode zur chemischen Derivatisierung
der N-Termini mit nachfolgender chromatographischer Trennung verkniipfter und
unverkniipfter Peptide bieten (Chen et al], 1999).

Das hier etablierte Verfahren zur Bestimmung moglicher verkniipfter Peptide
bzw. ein entsprechend verbessertes Verfahren zur genauen Bestimmung der betei-
ligten Aminoséduren ist ohne Probleme auf andere Molekiile oder Fragestellungen
iibertraghar. So wére es z. b. moglich, dieses Verfahren auf das 3-Oligomer anzu-
wenden, indem man deutlich niedrigere Konzentrationen an Crosslinker einsetzt,
die das Oligomer nicht vollstandig verkniipfen kénnen, sondern gerade zur Bildung
kovalenter Dimere ausreichen. Ebenso wiére es moglich, Crosslinks direkt mit infek-
tiosem PrPS¢ oder PrP 27-30 durchzufiihren und so neue Daten zur Struktur der

infektiosen Form des Prion-Proteins zu gewinnen.
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Prion-Krankheiten sind neurodegenerative Storungen, die sowohl genetisch als auch
sporadisch oder infektits bedingt auftreten. Man nimmt an, dass der Erreger haupt-
sdchlich oder sogar ausschliellich aus einem Protein, dem Prion-Protein oder PrP,
besteht. Bei der Konversion der zelluliiren Isoform des Prion-Proteins, PrPC, in die
infektiose Isoform, PrP%¢, spielt die Umwandlung von einer haupséchlich a-helikalen
Sekundérstruktur in eine (G-Faltblatt-reichere Struktur eine entscheidende Rolle. Es
steht ein in vitro System zur Verfiigung, das einen solchen Strukturiibergang induzie-
ren kann. Durch Inkubation von PrP in niedrigen Konzentrationen (0,2 %) des Deter-
genz SDS (Natriumdodecylsulfat) erhélt man monomeres PrP mit a-helikaler bzw.
random coil Sekundérstruktur. Verdiinnung des SDS auf 0,01 % fiihrt zur Aggrega-
tion des Proteins, verbunden mit einer deutlichen Erh6hung des (-Faltblatt- Anteils.
Damit kann ein Ubergang von PrPC-ahnlichen Eigenschaften zu PrPS-dhnlichen
Eigenschaften induziert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, Intermediate des beschriebenen Ubergangs zu stabili-
sieren und zu charakterisieren, um neue Hinweise auf den Umwandlungsmechanis-
mus zu gewinnen. Rekombinantes Prion-Protein aus E. coli (kurz recPrP) war das
Ausgangsmaterial fiir alle durchgefithrten Versuche, da es in ausreichender Menge
und Reinheit fiir biophysikalische Untersuchungen zur Verfiigung stand.

PrP wurde in verschiedenen SDS-Konzentrationen inkubiert. Mittels Circular-
Dichroismus Spektroskopie wurde eine sigmoide Ubergangskurve von a-Helix-Struk-
tur zu erhohtem [-Faltblatt-Anteil beobachtet. Mittels GroBlenausschluss-Chroma-
tographie, chemischem Crosslinking und analytischer Ultrazentrifugation konnte
gezeigt werden, dass PrP mit a-helikaler Struktur kurz vor dem Ubergang zu 3-
Faltblatt als Dimer vorliegt (,,-Dimer®). Als kleinste Grofe fiir PrP mit g-Faltblatt-
Struktur wurde ein 16sliches Oligomer aus 12-16 PrP-Molekiilen ermittelt. Damit
konnten zwei Intermediate des Ubergangs gefunden werden, die iiber lingere Zeit
stabil und fiir weitere strukturelle Untersuchungen geeignet sind. Es ist nun moglich,
gezielt nach Inhibitoren fiir die Dimer- oder Oligomerbildung zu suchen, um neue
therapeutische Ansétze fiir die Bekdmpfung von Prion-Krankheiten zu finden.

Mit Hilfe des Carbodiimids EDC [1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) carbo-
diimide Hydrochloride] kann das a-Dimer durch eine Isopeptidbindung zwischen
Lysin- und Asparaginsédure- oder Glutaminsidure-Seitenketten kovalent verkniipft

werden. Da ein solcher Crosslink nur stattfinden kann, wenn die beteiligten Re-
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ste sich in direkter rdumlicher Ndhe befinden, wiirde die Ermittlung der beteiligten
Aminosduren einen Hinweis auf die Struktur des Dimers geben. Zur Ermittlung
der Crosslink-Stellen wurde ein Verfahren zur Isolation von verkniipftem Dimer mit
nachfolgendem Trypsin-Verdau und massenspektrometrischer Analyse (ESI-Q-TOF-
MS bzw. MS/MS Analyse) etabliert. Der Vergleich zu EDC-behandeltem PrP Mono-
mer bzw. zu einer unbehandelten Kontrolle sollte dabei Riickschliisse auf intra- bzw.
intermolekulare Crosslinks ermoglichen. Es konnten mit PrP90-106 und PrP195-204
zwei Peptide identifiziert werden, die sowohl in EDC-behandeltem Monomer als auch
im Dimer mit wesentlich geringerer Intensitit als in der unbehandelten Kontrolle
auftraten und deshalb mit grofler Wahrscheinlichkeit an der Crosslink-Reaktion be-
teiligt sind. Als mogliche Erklarung dafiir, dass zwischen verkniipftem Monomer
und Dimer keine Unterschiede beobachtet wurden, kommt ein Domain-Swapping
Mechanismus in Frage.

Die hier etablierte Methode zur Ermittlung von Crosslinking-Stellen im Prion-
Protein kann auf andere Materialen wie z. B. infektioses PrP5¢ iibertragen werden

und stellt eine neue Moglichkeit zur Gewinnung struktureller Informationen dar.
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