





Massenspektrometrische
Strukturuntersuchungen an Monomeren und
Dimeren des Prion-Proteins

Inaugural-Dissertation
Zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
vorgelegt von

Tina Katharina Kaimann

aus Essen

November 2006



Aus dem Institut fur Physikalische Biologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Referent: Prof. Dr. D. Riesner
Koreferent: Prof. Dr. H.-D. Holtje

Tag der mundlichen Prufung: 17.November 2006



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 EINLEITUNG........o s e e
1.1 Grundprinzip der Proteinfaltung.........ccccccoooviiiiiiinnnnn.n.
1.2 Protein-Fehlfaltungskrankheiten................ccccoiiiiiiinnnnnn.
1.3 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien................
1.3.1 R Tod = o 1=
1.3.2  Bovine Spongiforme Enzephalopathie ..............ccccovviniinnnn.
1.3.3  Creutzfeldt-dakob-Krankheit..............ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee
1.4 Eigenschaften des Erregers .......ccooovveeiiiiiiiiiiiiieieeeen.
1.5 Das Prion-Protein ...
1.5.1  Molekulare Struktur von PrP® und PrP%°............ccccoviririninnn,
1.5.2  Prozessierung VOn PrPC............cocoiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
1.5.3  3D-Struktur von PrP® und PrP%°..........cocooiiiiiiieeee s
1.5.4  Funktion vOn PrPC.........ooiiiiiieieeeeeeeee s
1.6 Modelle zur Prion-Replikation............cccccoeieviiiiiiiieeeennnnn.
1.7 In Vitro KONVErSION ......cccoviiiiieieeiiie e
1.8 Dimere des Prion-Proteins.........cccoooviiiiiiiiiiiiiieen
1.9 Fragestellung ...
2 MATERIAL UND METHODEN ........cccooiiiimmrrrrceee
2.1 Chemikalien .......ooooiiiiiiiiie e
2.2 Pufferund LOSUNGEN .....coooviiiiiiiiiee e
2.3 Rekombinantes Prion-Protein............ccccooiiiiiiiiiis
2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung .........ccccoooeiiiiiiinn.
241  ADSOrptionSMESSUNG.....cccoiiiiieeeeeeeeeeee e
242  Micro BCA-TeSt ..o

2.5 Denaturiende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-



3.2

I Inhaltsverzeichnis
2.5.1  Verwendete Losungen fur die SDS-PAGE ..........ccccccceeieeeieiieenn, 24
2.5.2 Proteinstandard ... 25

2.6 Silberfarbung von Proteingelen...............coooiiiiinn. 25
2.7 Coomassie-Farbung von Proteingelen.............cccccoooeveennnnnn. 26
2.8 Semi-Dry-Western-Blot ... 26
2.9 DOt-BlOt ... 27
2.10 Immunologischer Proteinnachweis ............cccooooviiiiiiieennnnnn. 27
2.11 Loslichkeitsbestimmung durch differentielle
Ultrazentrifugation ..o 28
2.12 Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie.........cccccccvuunnnn... 28
2.13 Chemischer Crosslink von Proteinen.............cccccceeeeeveennnnnn. 30
2.14 Tryptische In-Gel-Verdauung.........ccooovveiiiiniiiiiiiiiieeeeeein. 31
2.15 Reversed-phase-Chromatographie fur die LC-MS-Kopplung .
...................................................................................... 32
2.16 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen und
Peptiden ... 33
2.16.1  Grundprinzip massenspektrometrischer Messungen................... 33
2.16.2 Aufbau eines Massenspektrometers ............ooviiiiiiiiiiii e, 33
2.16.3 lonisierungsprinzip der Elektrospray-lonisation........................... 35
2.16.4 Bestimmung der Primarstruktur von Peptiden mittels Tandem-
Massenspektrometrie .............ccoov i 37
2.17 Selektive Acetylierung N-terminaler Aminogruppen durch
Jodessigsaureanhydrid.............ccoouuiiiiiiiiiiinee e, 40
2.18 Modell-Erstellung des PrP-Dimers.........ccccooiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 41
3 ERGEBNISSE ... e 43
3.1 In vitro Konversion von rek PrP(90-231) in Anwesenheit von

SDS als experimentelle Grundlage fur Crosslink-Studien ..43

Strukturanalyse durch chemisches Crosslinking mit EDC ..46



Inhaltsverzeichnis 1

3.3

Ermittlung der Crosslink-Positionen in PrP-Dimeren und —

MONOMEBIEN ... 48

3.3.1 Direkte (statische) massenspektrometrische Analyse tryptischer

Peptide von rek PrP nach In-Gel-Verdauung............cccoooiiiinnnnns 49

3.3.2  Direkte (statische) massenspektrometrische Analyse tryptischer

Peptide von quervernetzten PrP-Mono- und —Dimeren............... 55

3.3.3  Nachweis von Crosslink-Peptiden in PrP-Di- und -Monomeren

mittels ESI-LC-MS-KoppIuNg .......coooe e 59
3.3.4  N-terminale Acetylierung von PrP: Intra- versus intermolekulare
QUEIVEIMEIZUNG ... 67
3.4 Dimere als Vorstufe zur amyloiden Fibrille ......................... 71
3.5 Modell fur ein PrP-Dimer ............coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeee 75
4 DISKUSSION ... e e s re e e s s e e 76
4.1 Chemisches Crosslinking zur Analyse von Protein-Protein-
WechselWirkuNgen ...........cov i 76
4.2 Wechselwirkungsstellen in PrP-Di- und —-Monomeren........ 78
4.21  Zur Struktur des PrP-Monomers ..........cccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 80
4.2.2  Zur Struktur des PrP-Dimers.........ccccoiiiiiiiiiiee 82
4.2.3 Inter- oder intramolekulare Interaktion? ............cccccciiiiiiiiniiinnn. 83
4.2.4  Modell flr ein PrP-Dimer.........ccccuuiiiiiiiiiiii e 83
4.2.5 Dimere als Aggregationsintermediate ............ccccccvvviiiiiiiiiiinnnnn. 85
4.3 Bedeutung der Dimere........ccooovviiiiiiiiiiiieee e, 88
4.4  AUSDICK ..o, 89
5 ZUSAMMENFASSUNG ... e e e 90
6 LITERATUR ...t rrmr s s s res s e e e 92



\Y

Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

0
Abb.
Ambic
amu
APS
AS
BCA
BSA
BSE
C

CD
CJD
CL
CWD
Ca
Da
DTT
E.coli

EDC

ER
ESI
GPI

Kap.
LC

m/z
MALDI

min

Elliptizitat

Abbildung
Ammoniumbicarbonat-Puffer
Atomare Masseneinheit (engl.: atomic mass unit)
Ammoniumperoxodisulfat
Aminosaure

Bicinchoninsaure
Rinderserumalbumin

Bovine Spongiforme Enzephalopathie
Celsius

Circulardichroismus
Creutzfeldt-dakob-Krankheit
Crosslink

Chronisch-zehrende Krankheit
o-Kohlenstoffatom

Dalton

Dithiothreitol

Escherichia coli

1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) carbodiimid
Hydrochlorid

Endoplasmatisches Retikulum
Elektrospray-lonisation
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol

Stunde

Kapitel

Fllssigkeitschromatographie

Molar

Masse-Ladungs-Verhaltnis
Matrix-unterstutzte-Laserdesorptions-lonisation

Minute



Abkurzungsverzeichnis

MS
MS/MS
MW
NaCl
NaPi
NMR
oD
PAGE
PK
PMCA
PrP
PrP*
PrP°
PrPS°
Q-TOF

rek

SDS
SHa
Tab.
TBST
TEMED
TOF
Tris
TSE
uv
vCJD
vgl.
Xdg

Massenspektrometrie
Tandem-Massenspektrometrie
Molekulargewicht

Natriumchlorid

Natriumphosphat-Puffer

Kernmagnetische Resonanz

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteinase K

Protein misfolding cyclic amplification
Prion-Protein

Ubergangszustand des Prion-Proteins
zellulares Prion-Protein

pathologische Scrapie-Isoform des Prion-Proteins
Quadrupol-Time-of-Flight

rekombinant

siehe

Natriumdodecylsulfat

Syrischer Goldhamster

Tabelle

Tris Buffer Sodium Tween
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Flugzeit (engl.: time of flight)
Tris-methylaminomethan

Transmissible Spongiforme Enzephalopathie
Ultraviolet

neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
vergleiche

Vielfaches der Erdbeschleunigung

Extinktionskoeffizient






1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Grundprinzip der Proteinfaltung

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen und damit der Prozess der
Proteinfaltung haben eine fundamentale Bedeutung fur biologische Systeme.
Sehr viele Prozesse innerhalb von Zellen bendtigen die Hilfe von Proteinen und
nur richtig gefaltete Proteine kdnnen ihre Funktion exakt erflllen.

Ein friher Prozess in der Proteinfaltung ist die Ausbildung von Sekundar-
strukturelementen, wie z.B. a-Helix und p-Faltblatt, deren genaue Struktur Uber
die Konformation des Peptidrickgrads definiert ist. Die verschiedenen
Konformationen resultieren aus der eingeschrankten Rotationsfreiheit der
Bindungen auf beiden Seiten des o-Kohlenstoffatoms (C,). Die gesamte
Information fur die native dreidimensionale Struktur eines Proteins ist allein
durch die intrinsischen Eigenschaften der Aminosauresequenz festgelegt
(Anfinsen, 1973). Native Strukturen sind demnach unter physiologischen
Bedingungen die thermodynamisch stabilsten Konformationen und weisen ein
Minimum an freier Energie auf. Dies ist zumindest fur den Uberwiegenden Teil
der nativen Strukturen zutreffend (Dobson, 1998). Um dieses Energieminimum
zu finden, missten alle moglichen Konformationen eines Proteins ,ausprobiert®,
d.h. durchlaufen werden, was eine nahezu astronomische Zeitspanne
bendtigen wurde. Tatsachlich verlauft die Faltung der meisten Proteine in vitro
und in vivo jedoch innerhalb von Sekunden oder Minuten, z.T. sogar schneller.
Diese Unstimmigkeit in der berechneten und tatsachlich notwendigen Zeit fur
die korrekte Proteinfaltung wurde als Levinthalsches Paradoxon bekannt
(Levinthal, 1968). Um diesen Widerspruch aufzuklaren, wurden seitdem anhand
theoretischer Uberlegungen und experimenteller Beobachtungen verschiedene
Mechanismen der Proteinfaltung postuliert (zur Ubersicht s. Yon, 2002).

Mittlerweile ist klar, dass die Faltung eher ein progressiver bzw. sequentieller
Prozess der Bildung von unterschiedlichen, teilweise gefalteten Strukturen ist,
die auf verschiedenen Wegen gebildet werden konnen. Nicht-native
Wechselwirkungen sind im Mittel instabiler als korrekte native, was bedeutet,
dass letztere langer existieren kdnnen. So werden die teilweise korrekten
Zwischenzustande  gewissermalen bewahrt, bis  schliellich  die
energieminimierteste Struktur erreicht ist (zur Ubersicht s. Dobson, 2003;
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Dobson, 2004). Dem Modell nach verlauft die Proteinfaltung entlang eines
sogenannten Faltungstrichters, der die Energielandschaft und damit die freie
Energie des konkreten Proteins widerspiegelt (s. Abb. 1.1).

Abb. 1.1 Beispiele fiir Faltungstrichter. Links: Fiir ein sich schnell faltendes Protein
N: Native Struktur. Rechts: Fiir ein Protein, das in einem lokalen Minimum
(A) ,,gefangen“ werden kann und das globale Minimum (B) nur sehr lang-
sam erreicht (Chan & Dill, 1998).

Die Breite des Trichters stellt die Entropie und die Hohe die freie Energie des
Systems dar. Eine sich faltende Peptidkette kann auf vielen verschiedenen We-
gen unter Ausbildung diverser Intermediate den nativen Zustand erreichen. Da-
bei kbnnen sich Strukturen bilden, die kinetisch stabil sind und in lokalen Ener-
gieminima ,gefangen” sind, ohne das globale Minimum zu erreichen. Bei ent-
sprechenden Veranderungen der Umgebungsbedingungen oder bei Aggrega-
tion kénnen nicht-native Konformationen auch thermodynamisch stabiler sein.
Die meisten Proteine durchlaufen in ihrem Faltungsprozess einen Zustand, den
man als ,molten globule bezeichnet (Ptitsyn et al., 1990). Dabei handelt es sich
um eine kondensierte Form, die schon Sekundarstrukturelemente der nativen
Struktur enthalt, jedoch noch eine instabile, fluktuierende Tertiarstruktur auf-
weist. Erst nach Erreichen dieses Zustandes werden die Sekundarstrukturele-
mente exakt angeordnet, der hydrophobe Kern korrekt gepackt, die Disulfidbru-
cken aus- oder umgebildet und in oligomeren Proteinen die Untereinheiten as-
sembliert (Yon, 2002).

Innerhalb der Zelle spielen Chaperone als Faltungshilfen eine gro3e Rolle.
Chaperone interagieren mit den ungefalteten bzw. nur teilweise strukturierten
Proteinen durch hydrophobe Wechselwirkungen. Molekulare Chaperone erho-
hen nicht die Bildungsrate einzelner Konformationen, sie erhéhen jedoch die
Effizienz mit der die native Konformation gebildet wird, indem konkurrierende
Prozesse, wie z.B. die Aggregation, reduziert werden (Yon, 2002).
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Die korrekte Faltung von Proteinen ist von entscheidender Bedeutung flr den
Organismus. Bei Fehlfaltungen verlieren Proteine oftmals ihre biologische Akti-
vitat, aggregieren oder entwickeln sogar pathogene Funktionen. In den Zellen
sorgt normalerweise die Kontrollmaschinerie dafur, dass die Proteine entweder
ihre richtige Faltung einnehmen, z.B. durch die Hilfe der Chaperone, oder se-
lektiert und im Proteasom degradiert werden. Funktioniert dieses System nicht
korrekt, kdnnen falsch gefaltete Proteine in den Zellen nicht abgebaut werden
und bilden vielfach unlésliche Ablagerungen, wie z.B. ungeordnete Aggregate

oder amyloide Fibrillen (s. Abb. 1.2).

Synthese
T = g
ungeordnetes U ungeordnetes
Aggregat Aggregat
5 A :
g \2? o — -
é 5 I ungeordnetes

. . préfibrillirer
amyloide Fibrille Zustand
Oligomer

=&
/"
. |

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der verschiedenen Zustandsformen von Protei-
nen im Uberblick (verandert nach Dobson, 2003). U: ungefaltetes Protein,
I: Faltungsintermediat, N: nativer Zustand.

? Aggregat
!
@

1.2  Protein-Fehlfaltungskrankheiten

Fehlgefaltete Proteine sind Ursache flr eine Reihe von Krankheiten. Fehlfaltun-
gen von Proteinen kdnnen zum einen darin resultieren, dass die Proteine nicht
ihre eigentliche Lokalisation in der Zelle erreichen und damit nicht ihre zuge-
dachten Funktionen ausuben kénnen. Zum anderen koénnen sich die fehlgefal-
teten Proteine intra- oder haufiger extrazellular zu Aggregaten zusammenla-
gern. Tab. 1.1 gibt einen Uberblick tiber einige Krankheiten, die durch fehlgefal-
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tete Proteine verursacht werden (zum Uberblick s. Thomas et al., 1995;
Dobson, 2004).

Tab. 1.1 Zusammenfassung verschiedener Protein-Fehlfaltungskrankheiten
(verandert nach Thomas et al., 1995).

Krankheit Protein Betroffenes Organ Molekulare Erscheinung
Cystic fibrosis trans- Vorw. Lunge,
Zystische Fibrose membrane regulator Bauchspeicheldriise, Fehlfaltung
(CFTR) Dinndarm
Phenylketonurie Phenylalanin-Hydroxylase systemisch cytosolische Aggregation
Chorea Huntington Huntingtin Gehirn Fehlfaltung/Aggregation
Sichelzellenandmie Hamoglobin Erythrozyten Fehlfaltung/Aggregation

Alzheimersche

Amyloid-beta-Peptid/Tau Gehirn Fehlfaltung/Aggregation
Krankheit
Parkinsonsche cytosolische Aggregation
) o-Synuclein Gehirn ]
Krankheit (Lewy bodies)
Transmissible
Spongiforme Prion-Protein Gehirn Fehlfaltung/Aggregation
Enzephalopathie
Amyotrophe o )
Superoxiddismutase Nervensystem Fehlfaltung/Aggregation
Lateralsklerose
Grauer Star Kristalline Augenlinse Fehlfaltung/Aggregation

Der Begriff Amyloid wurde von Virchow 1854 gepragt; ursprunglich um Starke-
ahnliches Material zu beschreiben, das aus humanem Hirngewebe isoliert wor-
den war und sich, ebenso wie Starke, durch Jod anfarben lies. Spater wurde
diese Substanz jedoch als Peptid identifiziert, welches heute als Amyloid-beta
bekannt ist (Glenner & Wong, 1984). Der Begriff Amyloid bezeichnet inzwischen
fibrillare Proteinaggregate mit einigen spezifischen optischen Eigenschaften
nach Bindung bestimmter Farbstoffe. Dazu gehoren z.B. Thioflavin T und Kon-
gorot. Die Bindung von Thioflavin T an amyloide Fibrillen fuhrt zu einer Fluores-
zenzerhOhung des Farbstoffs. Durch die Bindung von Kongorot verschiebt sich
das Absorptionsspektrum des Farbstoffs zu langeren Wellenlangen (Bathochro-
mie) und in polarisiertem Licht ist eine gold-grine Doppelbrechung zu beo-
bachten. Elektronenmikroskopisch erscheinen solche Proteinaggregate als
langgestreckte unverzweigte Fasern. Durch Rontgenbeugungsanalysen konnte
die Struktur als sogenannte ,cross-beta“-Struktur identifiziert werden. Es han-
delt sich dabei um eine B-Faltblattstruktur, bei der die B-Strange senkrecht zur
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Fibrillenachse angeordnet sind (Sunde & Blake, 1997). Die Fahigkeit amyloide
Strukturen zu bilden ist nicht nur auf Proteine beschrankt, die mit bestimmten
Krankheiten in Verbindung stehen, sondern scheint eher eine allgemeine Fa-
higkeit von Polypeptiden zu sein. Unter bestimmten Bedingungen lassen sich
verschiedenste Proteine, wie z.B. die SH3-Domane der PI3-Kinase (Guijarro et
al., 1998), eine Domane des Fibronectins (Litvinovich et al., 1998), Myoglobin
(Fandrich et al., 2001) und die Acyl-Phosphatase (Chiti et al., 1999), zu amyloi-
den Fibrillen umlagern.

Viele Krankheiten, die durch Fehlfaltung von Proteinen entstehen, kdnnen mit
solchen amyloiden Proteinablagerungen einhergehen. Die Akkumulation von
amyloiden Ablagerungen ist eng mit Degenerationen und La&sionen des
Gewebes verknlpft. Ob amyloide Ablagerungen jedoch tatsachlich die Ursache
fur die Degenerationen sind, ist noch nicht endgultig geklart. Hier sollen im
Besonderen die neurodegenerativen Krankheiten betrachtet werden (vgl. Tab.
1.1). Es gibt einerseits sowohl Hinweise dafir, dass amyloide Fibrillen der
eigentliche Ausloser der Neurodegeneration sind, andererseits wurden auch
experimentelle Hinweise daflr geliefert, die die oligomeren Vorstufen der
Fibrillen als die eigentlich neurotoxischen Spezies identifizierten (zum Uberblick
s. Caughey & Lansbury, 2003; Soto, 2003; Meredith, 2005). Einige Experimente
mit fibrillarem rekombinantem Prion-Protein an Zellkulturen zeigten, dass
Fibrillen toxisch wirken kénnen (Novitskaya et al., 2006). Die Kolokalisation von
Neuronen-Untergang und amyloiden Ablagerungen, die vielfach beobachtet
wird, sowie eine Reihe von Studien u.a. mit fibrillarem Ap-Peptid in
Zellkultursystemen (Lorenzo & Yankner, 1994; Forloni, 2000), sprechen
ebenfalls fur die Toxizitdt der amyloiden Fibrillen. Aus anderen Studien geht
hervor, dass gerade préafibrillare Spezies neurotoxische Eigenschaften haben.
Dies wurde u.a. auch fir das Ap-Peptid und a-Synuclein sowie fur zwei nicht
krankheitsassoziierte Proteine gezeigt (Walsh, 2002; Conway, 2001; Bucciatini,
2002). Letztendlich bleibt die Kontroverse ungeklart, obwohl mittlerweile eher
nicht-fibrillare Vorstufen als die entscheidenden Ausloser der Neurotoxizitat
angesehen werden. Da amyloide Fibrillen im Gleichgewicht mit ihren Vorstufen
stehen, sind sie ebenfalls ein Teil der Pathogenese.

1.3 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Zu den neurodegenerativen Krankheiten gehdren u.a. auch die Transmissiblen
Spongiformen Enzephalopathien (TSE). Die Bezeichnung leitet sich von den
schwammartigen (spongiformen) Veranderungen im Gehirngewebe und der
Ubertragbarkeit (transmissibel) ab. Eine Besonderheit der TSE ist, dass sie
nicht nur durch eine Infektion hervorgerufen werden kdnnen, sondern auch
spontan oder genetisch bedingt auftreten. Die TSE zeichnen sich besonders
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durch ihre langen Inkubationszeiten aus, die im Bereich von Monaten bis hin zu
Jahren liegen. Gefolgt werden diese von Symptomen wie Koordinations- und
Bewegungsstorungen sowie Demenz, die durch die Zerstérung des Nervenge-
webes verursacht werden. Die prominenteste pathologische Veranderung ist
die Vakuolisierung des Neuropils und der Verlust der Neuronen, welche zu den
schwerwiegenden schwammartigen Degenerationen des Gehirns fihren. Diese
sind meist begleitet von der sogenannten Astrogliose, bei der es sich um eine
abnormal starke Vermehrung von Astrozyten und Mikrogliazellen handelt
(Rezaie & Lantos, 2001). Zudem treten extrazellulare, vielfach fibrillare, protei-
ndse Ablagerungen auf, die als amyloide Plaques bezeichnet werden (Merz et
al., 1981) und auf der molekularen Ebene aus dem wirtseigenen Prion-Protein
bestehen (vgl. Kap. 1.4). Nach einer langen Inkubationszeit folgt ein schneller
Krankheitsverlauf mit den oben beschriebenen Symptomen, der schlieRlich zum
Tode fiihrt (zum Uberblick der TSE s. Belay, 1999; Chesebro, 2003).

Tab. 1.2 Zusammenfassung einiger Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien.
Krankheit Wirt Atiologie Erstmals beschrieben
Scrapie Schaf, sporadisch, infektios 1759, J. G. Leopold
Ziege
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit Mensch sporadisch, genetisch, 1920, H. G. Creutzfeldt
infektios 1921, A. Jakob
Gerstmann-Straussler-Scheinker- Mensch sporadisch, genetisch 1936, J. G. Gerstmann et al.
Syndrom
Kuru Mensch infektios 1957, V. C. Gajdusek et al.
Chronisch-zehrende Krankheit Hirsch Infektios 1980, E. S. Williams &
S. Young
Fatale familiare Insomnie Mensch genetisch 1986, E. Lugaresi et al.
Bovine Spongiforme Rind infektios 1987, G. A. H. Wells et al.
Enzephalopathie
Neue Variante der CJD Mensch infektios 1996, R. G. Will et al.

Zu den TSE gehoren u.a. Scrapie bei Schafen und Ziegen, die Bovine Spongi-
forme Enzephalopathie bei Rindern, die chronisch-zehrende Krankheit bei be-
stimmten nordamerikanischen Hirscharten, die Creutzfeldt-dakob-Krankheit und
Kuru bei Menschen. Tab. 1.2 gibt einen Uberblick Uber einige TSE von Mensch
und Tier.
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1.3.1 Scrapie

Scrapie bei Schafen und Ziegen ist die am weitesten verbreitete und am langs-
ten bekannteste TSE. Scrapie tritt in fast allen schafhaltenden Landern auf. Es
treten Symptome wie Zittern, Bewegungsstérungen und Juckreiz auf. Daher
ruhrt auch der Name Scrapie (engl.: sich kratzen). 1936 konnte schlie3lich ex-
perimentell gezeigt werden, dass Scrapie eine Ubertragbare Krankheit ist (Cuillé
& Chelle, 1936). Der Ausbruch der Scrapie ist zumeist bei Schafen im Alter von
2-5 Jahren zu beobachten, wobei angenommen wird, dass sich Schafe bereits
bei der Geburt oder durch die Aufnahme von infiziertem Plazentamaterial mit
Scrapie anstecken kénnen (Pattison et al., 1972; Pattison et al., 1974). 1961
gelang Chandler die experimentelle Ubertragung von Scrapie auf die Maus
(Chandler, 1961). Spater wurde sie ebenfalls auf den Syrischen Goldhamster
ubertragen (Marsh & Kimberlin, 1975). Erst dadurch stand durch die sehr viel
kUrzeren Inkubationszeiten von wenigen Monaten ein geeignetes Tiermodell fur
die weitere Erforschung zur Verfugung.

1.3.2 Bovine Spongiforme Enzephalopathie

Seit dem ersten Auftreten der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie (BSE)
Mitte der 80er Jahre hat die Krankheit durch die folgende Epidemie (s. Tab. 1.2)
ein besonderes Interesse erfahren. Der Ursprung dieser Krankheit ist bislang
nicht eindeutig geklart. Es wird vermutet, dass die Verfutterung von mit Scrapie-
Material kontaminiertem Tiermehl die BSE hervorgerufen hat. Erst die Erniedri-
gung der Temperatur bei der Tiermehlherstellung und die damit einhergehende
unzureichende Dekontaminierung des infektidsen sehr hitzeresistenten Erre-
gers im Futtermittel, ermdglichte so die epidemische Ausbreitung der BSE
(Wells et al., 1991). Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass die BSE-Epide-
mie ursprunglich durch ein spontanes Auftreten in einzelnen Rindern initiiert
wurde (Phillips et al., 2000) und so der Erreger in die Tiermehle gelangen
konnte. In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass die orale Aufnahme
von einem Gramm Hirngewebe erkrankter Rinder ausreichend ist, um ein Tier
zu infizieren (Anderson et al., 1996). Die BSE macht sich durch Symptome wie
Ubererregbarkeit, Nervositat, Uberempfindlichkeit auf Gerdusche sowie Bewe-
gungsstorungen bemerkbar. Die Tiere erkrankten zum Grol3teil im Alter von ca.
5 Jahren, wobei das minimale Alter, das bisher erfasst wurde, 20 Monate betrug
(Bradley & Wilesmith, 1993). Bislang sind tiber 184.000 Falle' von BSE in mehr
als 25 Landern diagnostiziert worden. Die Uberwiegende Mehrheit der Falle
stammte aus GroRbritannien.

' Die Daten wurden entnommen aus: World Organisation of Animal Health
http://www.oie.int./eng/info/en_esb.htm (Stand: Juni 2006)
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1.3.3 Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) ist nach Creutzfeldt und Jakob benannt,
die diese Krankheit 1920/1921 erstmals unabhangig voneinander beschrieben
(s. Tab. 1.2). Die CJD stellt die haufigste menschliche TSE dar, mit einem Vor-
kommen von ca. einem Fall pro eine Million Einwohner pro Jahr. lhre Atiologie
kann sporadischer, genetischer oder infektidser Natur sein. Ca. 85% der CJD-
Falle sind auf die sporadische Form zurickzuflhren (Belay, 1999). Das Durch-
schnittsalter bei Einsetzen der Krankheit betragt etwa 60 Jahre mit einem
Krankheitsverlauf von etwa 8 Monaten (Brown et al., 1994). Die genetisch be-
dingte Form der CJD macht etwa 5-15% der Gesamtfallzahlen aus. Sie wird
autosomal-dominant vererbt. Sehr selten sind auch iatrogene Falle von CJD zu
verzeichnen, die durch Transplantation von Augenhornhaut oder Hirnhaut er-
krankter, aber nicht als solche erkannter, Patienten oder durch kontaminierte
chirurgische Instrumente oder durch Verabreichung von Wachstumshormonen
induziert wurden. Die CJD &ufert sich durch eine progressive Demenz,
Sehstorungen und eine Reihe verschiedener neurologischer Symptome.

Zwischen 1994 und 1996 wurden einige Falle einer neuen Form der CJD
(vCJD: variante CJD) in England beobachtet, die im Gegensatz zur sporadi-
schen oder familiaren CJD, eher jungere Menschen im Alter von durchschnitt-
lich 28 Jahren betraf (Will et al., 1996). Dieser Unterschied sowie eine unter-
schiedliche Pathologie, die sich unter anderem in einem verlangerten Krank-
heitsverlauf aulRert, lielen den Schluss zu, dass es sich um eine komplett neue
Form der CJD handeln muss. Das ursprunglich alleinige Auftreten der neuen
Variante in Grol3britannien fuhrte schon frih zu der Vermutung, dass ein Zu-
sammenhang mit BSE, die ebenfalls hauptsachlich in GroRbritannien auftrat,
besteht. Experimentell konnte eine Ahnlichkeit von BSE und vCJD basierend
auf Lasionsmustern in Mausehirnen und neuropathologischen Befunden nach
Ubertragung auf Makaken den Verdacht noch erharten (Bruce et al., 1997; Hill
et al., 1997; Lasmezas et al., 1996; Lasmezas et al., 2001). Diese Daten zu
Grunde legend, herrscht mittlerweile die Meinung vor, dass vCJD durch den
Konsum von mit BSE-Material kontaminierten Produkten hervorgerufen wurde.
Bis jetzt wurden 192 vCJD-Félle? in verschiedenen Landern, u.a. Frankreich,
Niederlande, Irland und USA, identifiziert.

2 Die Daten wurden entnommen aus: The UK National Creutzfeldt-Jakob Disease Surveillance
Unit http://www.cjd.ed.ac.uk/vcidworld.htm (Stand: Juli 2006)
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1.4 Eigenschaften des Erregers

Die britische Strahlenbiologin Tikvar Alper unternahm Ende der 60er Jahre die
ersten Versuche den Erreger der Scrapie-Krankheit durch UV-Licht und
ionisierende Strahlung unschadlich zu machen (Alper, 1967). Nukleinsauren
lassen sich durch eine solche Behandlung in der Regel zerstoéren, der Scrapie-
Erreger war jedoch erstaunlich resistent gegenuber diesen Methoden. Diese
Ergebnisse lielen darauf schlielen, dass der Erreger nicht aus Nukleinsauren
bestand. Protein-zerstorende Methoden konnten den Erreger jedoch
inaktivieren (Prusiner et al.,, 1982b). Neben der fehlenden Immunantwort
sprachen diese Befunde schon zu diesem Zeitpunkt gegen die bis dato
bekannten Erregerklassen, wie Viren, Bakterien oder Pilze, die zur Vermehrung
auf Nukleinsauren angewiesen sind. Der Erreger war offenbar proteindser
Natur. Prusiner (1982a) postulierte 1982 demzufolge, dass der Scrapie-Erreger
grofteils aus Proteinen bestehen musse. Er fuhrte den Begriff Prion ein, bei
dem es sich um ein Akronym fur ,proteinaceous infectious particle” handelt.

Die Aufreinigung des Erregers zeigte, dass der Hauptbestandteil tatsachlich ein
27-30 kDa groles Protein war (Prusiner et al., 1982c), das Prion-Protein (PrP).
Spater konnte anhand einer cDNA nachgewiesen werden, dass das Prion-
Protein ein wirtseigenes Protein ist (Oesch et al., 1985), das wahrend der
Aufreinigung N-terminal verkurzt wurde. Es ist bei allen Saugetieren zu finden,
und wird lebenslang exprimiert (Basler et al., 1986). PrP® wird in hohem MaRe
in Neuronen produziert, ist aber auch in anderen Geweben wie z.B. Herz- und
Skelettmuskelzellen zu finden mit Ausnahme von Leber und Pankreas
(Weissmann, 1994). PrP® wird vom Gen PRNP kodiert und liegt beim
Menschen auf Chromosom 20. Es musste demnach die Moglichkeit in Betracht
gezogen werden, dass PrP zwei Formen annehmen kann: eine zellulare
gesunde und eine pathogene Form. Die zelluldre Isoform wurde als PrP® (C fiir
zellular; engl.: cellular) und die pathogene als PrP*° (Sc fiir Scrapie) bezeichnet.
In ihrer chemischen Konstitution, d.h. Aminosauresequenz inklusive der
posttranslationalen Modifikationen, sind die beiden Formen nicht zu
unterscheiden (Stahl et al., 1993). Hierzu ist allerdings zu bemerken, dass die
Glykosylierungen, die beide Konformationen tragen konnen, per se heterogen
sind, so dass diese Strukturen in PrP® und PrP*¢ differieren kénnen (Rudd et
al., 1999, Rudd et al, 2001). Sie besitzen jedoch unterschiedliche
biochemische Eigenschaften (s. Kap. 1.5.1). In der Nur-Protein-Hypothese nach
Prusiner wird das Prion-Protein als alleiniger Bestandteil des Erregers
angesehen (Prusiner, 1989). Diese Theorie widersprach dem Dogma der
Molekularbiologie, welches besagt, dass fur die Vermehrung eines Erregers
Nukleinsauren essentiell sind. Die Suche nach solchen kodierenden
Nukleinsauren war jedoch erfolglos. Es wurde sogar gezeigt, dass
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Nukleinsauren mit mehr als 25 Nukleotiden als Bestandteil des Erregers
ausgeschlossen werden konnen (Kellings et al., 1992; Safar et al., 2005a).
Nach dem Prion-Modell ist PrP® fiir die Vermehrung des Erregers zwingend
erforderlich, denn PrP”°-Mause, die PrP nicht exprimieren kdnnen, lassen sich
nicht durch Prionen infizieren und Ubertragen die Krankheit auch nicht (Bueler
et al., 1993; Prusiner et al., 1993).

1.5 Das Prion-Protein

1.5.1 Molekulare Struktur von PrP® und PrP%¢

Die zelluldre Isoform, PrP®, Iasst sich iber einen bislang nicht genau verstan-
denen Mechanismus in die krankheitsassoziierte Form, PrPS¢, {berfiihren.
Diese Umwandlung beinhaltet eine Anderung der Sekundarstrukturanteile von
42% a-Helix und 3% B-Faltblatt in PrP® auf 30% a-Helix und 43% p-Faltblatt in
PrP5¢ (Pan et al., 1993). Besonders gravierend ist dabei die enorme Zunahme
an B-Faltblatt-Struktur in PrP®. Ein weiterer Unterschied besteht in der auBer-
ordentlich hohen Resistenz von PrP®° gegen eine limitierte Verdauung mit Pro-
teinase K (PK), bei der die meisten Proteine, wie auch PrP°, degradiert werden.
Im Zuge dieser Proteolyse wird ein N-terminales Fragment von PrpSe abgebaut,
wohingegen der C-terminale Teil (im Hamster Prion-Protein, SHaPrP, Amino-
sauren 90-231) bestandig sind. Allein diese Eigenschaft ermdglichte die erste
Aufreinigung von Infektiositat als sogenannte Prion-Rods, auch PrP 27-30 ge-
nannt, mit dem apparenten Molekulargewicht von 27-30 kDa (Prusiner et al.,
1982c, McKinley et al., 1983). Dieses verkurzte Fragment tragt noch uneinge-
schrankte Infektiositat. Die meisten routinemalig eingesetzten BSE-Schnell-
Tests beruhen auf dem Nachweis dieser Eigenschaft von PrPS¢ (zum Uberblick
s. Soto, 2004). Bemerkenswerterweise wurde jedoch gezeigt, dass ca. 90% des
PrPS°, isoliert aus Hirnen von CJD-Patienten, PK-sensitiv war (Safar et al.,
2005Db).

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal von PrP® und PrP%° ist das Léslichkeits-
verhalten. PrPC ist in milden Detergenzien I6slich; PrpSe hingegen ist unter den
selben Bedingungen unloslich und bildet hochmolekulare Aggregate und z.T.
amyloide Fibrillen. Versuche PrP5¢ durch Ultraschallbehandlung und Detergen-
zien in Losung zu bringen, fuhrten zur Bildung von Iéslichen Oligomeren und zu
einer Anderung der Sekundarstrukturanteile hin zu héheren a-Helix-Anteilen.
Die entstandenen Oligomere wiesen nur noch eine sehr geringe Infektiositat auf
(Riesner et al., 1996). Dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen dem
Aggregatzustand und der Infektiositat hin.
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1.5.2 Prozessierung von PrP®

Nach der Translation der PrP-mRNA wird N-terminal ein Signalpeptid fir den
Transport in das Endoplasmatische Retikulum (ER) abgeschnitten. Ein weiteres
Signalpeptid am C-Terminus vermittelt im ER die Anbringung eines Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol- (GPI-) Ankers (Stahl et al., 1987). Darlber hinaus werden
die beiden Cystein-Reste an Postion 179 und 214 Uber eine Disulfid-Briicke
miteinander verknupft (Turk et al., 1988). An den Positionen Asn 181 und
Asn 197 kann das Prion-Protein N-Glykosylierungen tragen (Endo et al., 1989),
wobei drei verschiedene Glykoformen des PrP entstehen: unglykosyliertes,
mono-glykosyliertes und di-glykosyliertes PrP. Das vollstandig posttranslational
modifizierte PrP wird zur Zellmembran transportiert und dort auf3en in Caveo-
lae-ahnlichen Domanen uber den GPI-Anker angebracht (Taraboulos et al.,
1995; Vey et al., 1996). PrP° hat in diesem Zustand ein Molekulargewicht von
33-35 kDa fur die di-glykosylierte Form. In Abb. 1.3 ist das Prion-Protein des
Syrischen Goldhamsters (Mesocricetus auratus) in seiner Primarstruktur inklu-
sive der posttranslationalen Modifikationen schematisch dargestellt.
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung des PrP¢ des Syrischen Goldhamsters (SHaPrP).
Aminosauren 1-22 und 232-254: Signalpeptide, Aminosauren: 51-91: Okta-
Repeats, a-helikale Struktur: griine Kasten; B-Faltblatt-Struktur: rote
Kasten; Aminosaurefarbcode: negativ geladene (saure) AS = rot, positiv
geladene (basische) AS = blau, neutral hydrophile AS = violett, hydrophobe
AS = braun (bei pH 7) (Dumpitak & Riesner, 2003).
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1.5.3 3D-Struktur von PrP® und Prp5¢

Erstmals wurde die dreidimensionale Struktur vom Prion-Protein der Maus mit-
tels NMR-Spektroskopie anhand rekombinant hergestelltem Prion-Protein
(rek PrP) ermittelt (Riek et al. 1996). Spater kamen Strukturen verschiedener
Spezies hinzu, u.a. die des Syrischen Goldhamsters (Liu et al., 1999). Der C-
terminale Teil ist globular und beinhaltet drei a-Helices (a-Helix 1: 145-153, a-
Helix 2:172-194 und a-Helix 3: 200-226 in SHaPrP) und zwei kurze B-Faltblatt-
Bereiche (B-Strang 1: 129-133 und B-Strang 2: 160-163 in SHaPrP). Die N-
terminale Region zeigt keine einheitliche Struktur und wird daher als flexibel be-
trachtet. In Abb. 1.4 ist die komplette Tertiarstruktur des SHaPrP(90-231), das
der Sequenz des PrP 27-30 entspricht, dargestellt. Bei den in den oben ge-
nannten NMR-Studien verwendeten rekombinaten Prion-Proteinen (rek PrP)
handelt es sich um Konstrukte, die in E.Coli-Zellen exprimiert wurden. Aufgrund
des prokaryotischen Systems tragt solches rek PrP keine posttranslationalen
Modifikationen. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die ermittelten
Tertiarstrukturen, die sich zwischen den verschiedenen Spezies kaum
unterscheiden, tatsédchlich der Struktur von natiirlichem PrP entsprechen. 1D-
NMR-Spektren von PrP® aufgereinigt aus Kalberhirnen, zeigten keinen
Unterschied zu Spektren von rekombinantem PrP. Dies lie3 den Schluss zu,
dass natiirliches PrPC trotz der posttranslationalen Modifikationen die gleiche
globulare Struktur aufweist wie rek PrP (Hornemann et al., 2004).

Disulfidbricke
C-Terminus C/Q?y

o-Helix 3

Hydrophobe Region

B-Strang 1

N-Terminus

a-Helix 1

o-Helix 2

Abb. 1.4 Tertiarstruktur des rekombinanten Prion-Proteins des Syrischen Goldhams-
ter SHaPrP(90-231) bestimmt anhand von NMR-Experimenten (verandert
nach Liu et al., 1999).
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Fir PrPS® konnte bis heute keine hochauflésende Struktur ermittelt werden, was
wahrscheinlich in seiner Aggregatstruktur begriindet liegt. Rontgenbeugungs-
Experimente konnten belegen, dass es sich bei PrP 27-30 um eine ,cross-
beta“-Struktur handelt, wie es flr amyloide Fibrillen (s. Kap. 1.2) typisch ist
(Nguyen et al., 1995). In speziellen Praparationen von PrP 27-30 konnten auch
2D-Kristalle erzeugt werden. Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen
dieser Kristalle konnte ein Modell der PrP 27-30-Struktur erstellt werden (Wille
et al., 2002; Govaerts et al., 2004). Das Modell beinhaltet die Ausbildung einer
linksgangigen B-Helix des N-terminalen Teils, lediglich die beiden C-terminalen
Helices bleiben weitgehend intakt (s. Abb. 1.5). Da es sich hier um ein Modell
fur PrP 27-30 handelt, finden die N-terminalen Aminosauren der vollen PrP-
Sequenz vor Proteinase K Verdauung hier keine Berucksichtigung. Sie sind aus
sterischen Grinden mit dem Modell der Fibrille (Abb. 1.5 C) nicht vereinbar. Vor
kurzem konnte jedoch gezeigt werden, dass PrP der vollstandigen Sequenz
ebenfalls in der Lage ist amyloide Fibrillen zu bilden (Leffers et al., 2005;
Bocharova et al., 2005; Luhrs et al., 2006). Somit ist nicht endgultig geklart, ob
sich aus dem Modell auch die Bildung solcher Volllangen-Fibrillen ableiten lielke
bzw. ob sich die Fibrillen von PrP 27-30 und PrP° der vollen Lange
grundlegend unterscheiden.

Abb. 1.5 Strukturmodell fiir PrP*¢ beruhend auf elektronenmikroskopischen Daten
von 2D-Kristallen. A: Monomereinheit fiir PrP® B: Es wird angenommen,
dass die Monomereinheiten Trimere bilden, die, wie in C zu einer Fibrille
assembliert werden konnen (Govaerts et al., 2004).

Die wesentlichen Unterscheidungsmerkmale von PrP€ und PrP®° sind in Tab.
1.3 zur Ubersicht gegentibergestellt.
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Tab. 1.3 Ubersicht iiber die Eigenschaften von PrP® und PrP*.

Eigenschaft Zellulare Form Pathogene Form
(PrP°) (PrP*°)
Infektiositat nicht infektiés infektits
Loslichkeit I6slich in milden Detergenzien unléslich
Aggregatzustand monomer hochmolekulare Aggregate
Sekundarstruktur Uberwiegend a-helikal Uberwiegend B-Faltblatt
Proteinase K Sensitivitat vollstandig abbaubar teilweise C-terminal resistent

1.5.4 Funktion von PrP°

Die zellulare Funktion des PrP® konnte bisher nicht eindeutig geklart werden.
PrP%-Mause, die kein PrP exprimieren konnen, entwickeln sich normal und
zeigen keine auffalligen Symptome (Bueler et al., 1992). Einzig ein leicht veran-
derter Schlafrhythmus konnte festgestellt werden (Tobler et al., 1996). Aus zahl-
reichen Studien konnten eine Reihe von méglichen Funktionen fiir PrP® postu-
liert werden. Darunter sind Hinweise, dass PrP eine wichtige Rolle bei der zel-
lularen Resistenz gegen oxidativen Stress spielt (Milhavet & Lehmann, 2002),
und dass PrP an Signaltransduktion-Wegen in Zellen beteiligt ist (Mouillet-
Richard et al., 2000). Weiterhin gibt es Anzeichen flr eine essentielle Funktion
von PrP im Zink und Kupfer Metabolismus (Pauly & Harris, 1998; Kretzschmar
et al.,, 2000; Watt & Hooper, 2003; Brown, 2005) und in der synaptischen
Signalubertragung (Collinge et al., 1994).

In jungster Zeit verharten sich jedoch Hinweise, dass es sich bei PrP um ein
neuroprotektives Protein handelt, insbesondere im Zusammenhang mit dem
von Bax induzierten Zelltod (zum Uberblick s. Roucou & LeBlanc, 2005). Diese
Annahme wird zudem dadurch bekréaftigt, dass durch PrP-Uberexpression neu-
ronale Zellen aus Zellkulturen, sowie einige Saugetier-Zelllinien und Hefezellen
vor pro-apoptotischen Reizen geschiitzt werden (Li & Harris, 2005). Uberdies
konnte PrP eine Bedeutung in der Erneuerung von blutbildenden Stammzellen
im Knochenmark beigemessen werden (Zhang et al., 2006), was ebenfalls auf
eine anti-apoptotische Aktivitat von PrP hindeutet.

1.6 Modelle zur Prion-Replikation

Nach der Nur-Protein-Hypothese besteht der Erreger der Prion-Krankheiten
allein aus der pathogenen Isoform des zellularen Prion-Proteins (s. Kap. 1.4).
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Diese Isoform wird demnach repliziert, indem zellulares PrP Uber einen nicht
exakt aufgeklarten Mechanismus in die pathogene Form umgewandelt wird. Im
Wesentlichen kénnen zwei Modelle der Konversion von PrP€ zu PrP®® heraus-
gestellt werden: das Heterodimer-Modell (Cohen et al., 1994) (s. Abb. 1.6) und
das Modell der keimabhangigen Polymerisation (Jarret & Lansbury, 1993)
(s. Abb. 1.7).

Im Heterodimer-Modell ist der initiierende Schritt die Bildung eines teildenatu-
rierten Zwischenzustandes (PrP*), ahnlich dem ,molten globule®, mit dem PrP®
im Gleichgewicht steht. Exogenes PrPSe, eingebracht durch eine Infektion, kann
mit PrP* eine Bindung eingehen und ein Heterodimer bilden. PrP* wird bei die-
sem Prozess in PrPS° umgewandelt. Es resultiert ein Homodimer, welches nach
Dissoziation erneut PrP5¢-Molekiile fir die Umwandlung von PrP* liefert. Es
handelt sich bei dem Mechanismus um eine Autokatalyse bei dem das Gleich-
gewicht der gesamten Reaktion auf der Seite von Prpse liegt. Die Menge des
PrP5¢ kdénnte somit von beliebig geringen Konzentrationen ausgehend expo-
nentiell ansteigen.

Exogen

(Infektion)

— PP [ PrP* | — | PrP%° | PrP™

Heterodimer Homodimer

PrpS°

Abb. 1.6 Heterodimer-Modell der Prion-Replikation (nach Cohen et al., 1994).

Die spontane Umwandlung muss allerdings laut Eigen (1996) extrem langsam
verlaufen, anderenfalls misste PrPS® auch ohne Infektion akkumulieren (Eigen,
1996). Im Falle einer Infektion musste die Umwandlung durch die Katalyse un-
realistisch stark beschleunigt sein, damit es Uberhaupt zum Krankheitsfalle
kame. Eigen stellte daher das kooperative Prusiner-Modell auf, bei dem meh-
rere PrPS°-Molekiile kooperativ an PrP® binden miissen, um die Umwandlung
zu PrP®° zu induzieren.

Das Modell nach Jarret und Lansbury beschreibt die Mdglichkeit der keimab-
hangigen Polymerisation bzw. der linearen Kristallisation als Mechanismus der
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Prion-Replikation. Das Gleichgewicht liegt hier, im Gegensatz zum Heterodi-
mermodell, auf der Seite von PrPC. Der kritische Schritt ist die Bildung eines
Polymerisationskeims, bzw. dessen Zugabe z.B. durch eine Infektion. Erst nach
Erreichen einer kritischen GroRe ist die Umwandlung von PrP® zu PrP¢ glinstig
und kann schnell ablaufen. Eine Schwache dieses Modells ist die Dissoziation
der anwachsenden Aggregate, die stattfinden muss, um die Ausbreitung einer
Infektion zu ermdglichen.
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Abb. 1.7 Modell zur keiminduzierten Polymerisation (nach Jarret & Lansbury, 1993).

1.7 In vitro Konversion

In einer Reihe von Studien wurden schon frih gute Hinweise daflir geliefert,
dass Prionen als Krankheitserreger ausschlieRlich aus Protein bestehen (vgl.
Kap. 1.4). Darunter die Erkenntnis, dass PrP®-knock-out-Mause nicht empfing-
lich fiir eine Infektion mit PrPS® sind (Biieler et al., 1993), dass hoch aufgerei-
nigtes PrPS° Infektiositat tragt (Prusiner et al., 1984), und dass die Infektiositat
proportional zur PrPS°-Konzentration ist (Gabizon et al., 1988). Die Beteiligung
von Nukleinsauren konnte dagegen ausgeschlossen werden (Safar et al.,
2005a). Aber erst durch eine in vitro Umwandlung von reinem PrP€ in infektio-
ses PrP%° kann eindeutig belegt werden, dass die Prion-Hypothese zutreffend
ist. Ein Konversionssystems, in dem radioaktiv markiertes PrP° in zell-freier
Losung zu einer PK-resistenten Form, ahnlich PrPSC, umgewandelt werden
konnte, machte gro3e Hoffnung auf eine schnelle Aufklarung in diesem Punkt
(Kocisko et al., 1994). Neu erzeugte Infektiositat konnte mit diesem System
dennoch nicht nachgewiesen werden (Hill et al., 1999). Der letztendliche Be-
weis der Prion-Hypothese also liel} trotz intensiver Studien lange auf sich war-
ten. Erst vor kurzem konnte in zwei unabhangigen Experimenten Infektiositat
erzeugt werden.
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Legname et al. (2004) stellten in vitro aus reinem rekombinantem Prion-Protein
der Maus, der verklrzten Sequenz 89-230, amyloide Fibrillen her. Diese Fibril-
len wiesen eine geringe Infektiositat auf, wenn sie in transgene Mause inokuliert
wurden, die das gleiche Konstrukt vor einem PrPO/O-Hintergrund stark Uberexpri-
mierten. Nach Passage in Wildtyp-Mause entsprach die Infektiositat etwa der
naturlicher Prionen. Die Herstellung der Fibrillen bzw. dieser sogenannten
»Synthetischen Prionen®“ erfolgte unter teildenaturierenden Bedingungen bei re-
lativ hohen Proteinkonzentrationen und saurem pH-Wert. Durch einen anderen
Ansatz zeigten Castilla et al. (2005) die Neusynthese von Infektiositat in vitro
allerdings unter Verwendung von Hirnextrakt. Hierfir wurde eine Methode an-
gewendet, mit der PrP%¢ in Hirngewebe vervielfaltigt werden kann: die zyklische
Amplifikation von fehlgefalteten Proteinen, PMCA (engl.: protein misfolding cyc-
lic amplification), (Saborio et al., 2001). Durch die PMCA wurde PrP€ in Hirn-
homogenat, durch Zugabe geringer Mengen PrPS¢, zu PrPS° umgewandelt.
Durch mehrere Zyklen der PrPSc-Amplifikation konnte der ursprunglich einge-
setzte PrPS°-Keim ausgedunnt werden, so dass Praparationen erzielt werden
konnten, die nur neu gebildetes PrP5¢ enthielten. Im Tierversuch konnte dessen
Infektiositat daraufhin bestatigt werden.

Beide Arbeiten kommen dem Beweis der Prion-Hypothese sehr nahe, erbringen
ihn jedoch nicht endglltig. Im Falle der Arbeit von Legname et al. (2004) wurde
kritisiert, dass es nicht auszuschlie®en ist, dass die verwendeten transgenen
Mause, die das verkurzte Konstrukt PrP(89-230) stark Uberexprimieren, spon-
tan eine TSE-ahnliche Krankheit ausbilden kdénnen, obwohl eine solche in
Kontrollexperimenten nicht gefunden wurde. Zudem ist der Infektiositatstiter
noch wesentlich geringer als der natirlicher Prionen. In der Studie von Castilla
et al. (2005) bleibt, durch die Verwendung von Hirnhomogenat als Prp°-
Reservoir und PrP%-Quelle, die Rolle von anderen Komponenten fur die
Infektiositat unklar. Zudem ist keine tatsachliche de novo Infektiositat durch
Verwendung des PrP%¢-Keims erzeugt worden.

Trotz der Annaherung an die Grundlage der Infektiositat von Prionen, ist es
noch weitestgehend ratselhaft, was PrP diese Eigenschaft verleiht. Fest steht,
dass Infektiositat stets mit der Oligomerisierung von PrP verknUpft ist (vgl. Kap.
1.5.1). Ob tatsachlich die hochmolekularen Fibrillen Trager der Infektiositat sind,
ist allerdings umstritten. Selbst die Arbeit von Legname et al. (2004) ist kein
eindeutiger Beweis, dass die Infektiositat in der fibrillaren Natur von PrP zu su-
chen ist. Besonders die Tatsache, dass die Infektiositat bezogen auf die PrP-
Menge ungewdhnlich gering war, kénnte darauf hindeuten, dass nur ein gerin-
ger Teil der PrP-Moleklle in eine infektiose Form Uberfihrt werden konnte, die
unter der Masse der Fibrillen nicht nachzuweisen waren. Diese Vermutung
muss wieder starker in Betracht gezogen werden, denn fur PrP wurde vor kur-



18 1 Einleitung

zem behauptet, dass unter Umstanden nicht die grofen wohl geordneten
Fibrillen, sondern kleinere Oligomere die groRte Infektiositat aufweisen kdnnen
(Silveira et al., 2005). Danach hatten Partikel von 300-600 kDa die grofte
Infektiositat pro PrP-Einheit, was 14-18 PrP-Molekilen entspricht. GroRere,
sowie kleinere Spezies waren deutlich weniger infektids. Fir sehr kleine
Oligomere (4-6 PrP-Molekiile) aus solubilisiertem PrP®¢ konnte auch in unserer
Arbeitsgruppe der Verlust an Infektiositat gezeigt werden, wahrend die
Infektiositat von 14-18 Oligomeren trotz Anwendung ahnlicher Methoden nicht
gefunden wurde (Riesner et al., 1996).

In einem von unserer Arbeitsgruppe erstellten in-vitro-Konversionssystem las-
sen sich, neben der Bildung von amorphen Aggregaten und amyloiden Fibrillen,
auch oligomere Zwischenzustande durch Variation submizellarer SDS-Kon-
zentrationen einstellen (Post et al.,, 1998; Jansen et al., 2001; Leffers et al.,
2005) (s. Abb. 1.8). Mit dem System lassen sich der Sekundarstrukturiibergang
von o-helix-reich zu B-faltblatt-reich und die Aggregation zu amorphen und
fibrilldaren Aggregaten von PrP nachvollziehen. Dabei hat PrP bei den membran-
ahnlichen Bedingungen zwischen 0,2-0,055% SDS eine a-helix-reiche Struktur
und in eher wassrigem Milieu <0,055% SDS einen erhdhten B-Faltblattanteil.
Die Einstellung von stabilen Intermediaten, wie a-helikalen Dimeren und B-falt-
blatt-reichen Oligomeren, ertffnet die Mdglichkeit genauere Untersuchungen
zur Beschaffenheit dieser frihen Zwischenstufen durchzuflhren, was die Auf-
klarung des Mechanismus der Prion-Replikation voran brachte.

- - amorphes
Monomer Dimer Oligomer Aggregat
0,2% SDS ~ 0,06% SDS ~ 0,04% SDS ~0,01% SDS
0,2% SDS SDs ,
7 amyloide Fibrille
""’c' ~ 0,03% SDS
250 mM NacCl
) I
Abb. 1.8 Schematische Darstellung der in vitro Konversion des Prion-Proteins

mittels SDS (nach Leffers et al., 2005).
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1.8 Dimere des Prion-Proteins

In einem Aggregationsprozess ist der kleinstmogliche Komplex ein Dimer. Im
vorher erlauterten Heterodimermodell wird ein ebensolches als Initialpunkt fur
die Bildung von PrP®® angesehen (vgl. Kap. 0). Dass ein PrP-Dimer tatséchlich
in vivo eine Relevanz haben konnte, kann aus verschiedenen Arbeiten ge-
schlossen werden. Der Versuch den Scrapie-Erreger durch hoch dosierte ioni-
sierende Strahlung zu inaktivieren, erlaubte die Bestimmung einer ,Treffer-
GroRe® von 55 kDa, was etwa einem PrP-Dimer entspricht (Bellinger-Kawahara
et al., 1988). In Scrapie-infizierten Zellkulturen ebenso wie in infizierten Hams-
ter-Hirnen konnte ein kovalent verknupftes PrP-Dimer von 60 kDa nachgewie-
sen werden, von dem vermutet wird, dass es sich um ein dimeres Intermediat
zwischen PrP® und PrP°° handelt (Priola et al., 1995). Auch fiir natiirliches bo-
vines PrP® konnte die Existenz eines dimeren Zustandes nachgewiesen wer-
den (Meyer et al., 2000). Welche Bedeutung die Ausbildung von Dimeren im
Konversionsprozess von PrP® zu PrP®° tatsachlich haben, ist bislang nicht ge-
klart. Fest steht jedoch, dass eine Charakterisierung solcher Komplexe ent-
scheidend zum Verstandnis der Umwandlung beitragen kann.

1.9 Fragestellung

Durch die Umwandlung der zelluldren Isoform des Prion-Proteins, PrPC, in die
krankheitsassoziierte Isoform, PrP%, wird ein Prozess in Gang gesetzt, auf dem
die Pathogenitat der Prionen beruht. Die Konformationsanderung beim Uber-
gang von PrP® zu PrP®° stellt dabei ein sehr entscheidendes Ereignis dar. Der
Mechanismus, welcher der Bildung von PrP%¢ zu Grunde liegt, ist jedoch noch
weitgehend unverstanden. Die Interaktion von PrP® und PrP° hat nach dem
Prion-Modell und allen denkbaren Replikationsmechanismen eine fundamentale
Bedeutung. Allgemein stellen Dimere die kleinstmoglichen PrP-Komplexe dar
und kdnnten so den Initialpunkt fiir eine PrPS°-Replikation bilden. Nach
derzeitigem Wissensstand liegt PrP° unter nativen Bedingungen (neturalem pH-
Wert) zudem mehr als Dimer, denn als Monomer vor. Aus diesem Grund ist die
strukturelle Untersuchung und insbesondere die Identifikation der nicht-
kovalenten Wechselwirkungen innerhalb von PrP-Dimeren von besonderem
Interesse. Dies nicht zuletzt auch deshalb, da in der aktuellen Literatur Di- und
Oligomere vermehrt als die eigentlich neurotoxischen Agenzien bei ver-
schiedenen neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert werden (Chiesa et al.,
2001; Walsh et al., 2002; Silveira et al., 2005; s. auch Kap. 1.2).

Um die Prozesse der Konformationsumwandlung auf der molekularen Ebene zu
verstehen, ist die Aufklarung der Tertiarstrukturen von Intermediaten der Kon-
version unerlasslich. Ziel dieser Arbeit ist daher die Charakterisierung der PrP-
Dimere als Intermediate des Umwandlungsprozesses und die exakte Lokalisie-
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rung der Kontaktstellen der PrP-Monomere innerhalb solcher Komplexe. Dies
ermoglicht Ruckschlisse auf deren Bildung und Struktur und damit auf den Me-
chanismus der Prion-Replikation. Ein besonderer Schwerpunkt ist hierbei die
vergleichende Untersuchung von Dimeren als Vorstufen zu amorphen Aggre-
gaten bzw. amyloiden Fibrillen. Eventuell auftretende Unterschiede in den nicht-
kovalenten Wechselwirkungen dieser Dimere wurden die Aufklarung des
Strukturumwandlungsprozesses entscheidend voranbringen.

Mit dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten in-vitro-Konversionssystem
(vgl. Kap. 1.7) kdnnen Dimere des Prion-Proteins stabil eingestellt und so einer
weiteren Untersuchung zuganglich gemacht werden. Es konnte im Verlauf die-
ser Arbeit weiterhin gezeigt werden, dass mit Hilfe des Konversionssystems
durch Zugabe von NaCl auch die Bildung von amyloiden Fibrillen induziert wer-
den kann (Leffers et al., 2005), was die Moglichkeit der Charakterisierung der
Intermediate dieses Prozesses eroffnet.

Die nicht-kovalenten Wechselwirkungen in PrP-Dimeren sollten durch eine
chemische Quervernetzung gewissermallen eingefroren werden. Somit spie-
geln die neuen kovalenten Bindungen die Kontaktstellen von Struktur-Doméanen
innerhalb der Komplexe wider. Mit Hilfe massenspektrometrischer Analysen
sollten diese Kontaktstellen auf der Sequenz-Ebene exakt bestimmt werden.
Gerade in den letzten Jahren hat diese Methodik zur Aufklarung von Wechsel-
wirkungen in Proteinkomplexen, die anderenfalls nur schwer den gangigen
Sturkturanalysemethoden zuganglich gemacht werden kdnnen, bereits eine
breite Anwendung gefunden (zum Uberblick Sinz, 2006). Fir alle Versuche
sollte rekombinantes PrP(90-231) eingesetzt werden, das der Sequenz des in-
fektiosen, PK-resistenten PrP 27-30 entspricht. Die ermittelten Daten sollten als
Grundlage flur die Entwicklung und Berechnung eines neuen Modells flr ein
PrP-Dimer dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Ublichen Herstellern flr Labor-
chemikalien bezogen und entsprechen, wenn nicht anders erwahnt, dem Rein-
heitsgrad ,pro analysi“. Zum Ansetzen von Lésungen wurde hochreines ,Milli-Q-
Wasser” verwendet, im Folgenden als H;Ogeion. bezeichnet. H,Ogeion. Wurde mit
der hauseigenen Anlage flur deionisiertes Wasser mit nachgeschaltetem Was-
seraufbereitungssystem EPA Est. 41237-MA-1 (Millipore GmbH, Neu Isenburg,
Deutschland) hergestellt. Alle angesetzten Lésungen wurden durch 0,2 um
Membranfilter (MN Sterilizer, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) sterilfilt-
riert.

2.2 Puffer und Losungen

NaPi (Natriumphosphatpuffer)

100 mM Na;HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat) und
100 mM NaH,;PO,4 (Natriumdihydrogenphosphat)

wurden durch Mischen auf den gewilnschten pH-Wert von 7,2 eingestellt. Ver-
wendet wurde, wenn nicht anders erwahnt, eine 1:10 Verduinnung, also 10 mM
Natriumphosphat. Dieser wird nachfolgend kurz als NaPi bezeichnet.

TBST (Tris Buffered Sodium Tween)
10 mM Tris/HCI pH 8
150 mM NaCl
0,01 % Tween 20 (v/v)

Ambic (Ammoniumbicarbonatpuffer)
25 mM NH4HCO3; (Ammoniumhydrogencarbonat) pH 8



22 2 Material und Methoden

2.3 Rekombinantes Prion-Protein

Rekombinantes Prion-Protein (90-231), das der Sequenz des PrP 27-30 des
Syrischen Goldhamsters Mesocricetus auratus entspricht, nachfolgend kurz als
rek PrP bezeichnet, wurde uns von der Arbeitsgruppe von Prof. S. B. Prusiner
als HPLC-aufgereinigtes Lyophilisat zur Verfligung gestellt und von unserer Ar-
beitsgruppe selbst aus E. coli nach dem Protokoll Mehlhorn et al. (1996) aufge-
reinigt. Das als Lyophilisat vorliegende rek PrP wurde vor der Verwendung de-
naturiert und renaturiert, um das Protein in seine native Struktur zu Uberfuhren
(Jansen, 1998). Zur Aufbewahrung und als Stammlésung wurde rek PrP in
0,2% SDS 10 mM NaPi geldst und bei -20°C gelagert.

2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

241 Absorptionsmessung

Die Konzentration von Proteinen in Losung kann spektralphotometrisch be-
stimmt werden. MessgrofRRe ist dabei die Extinktion bei einer Wellenlange von
280 nm. Die Messungen wurden mit dem Spektralphotometer DU 640
(Beckman, Palo Alto, USA) durchgefuhrt. Der Extinktionskoeffizient von rek PrP
bei 280 nm wurde anhand der Aminosaurezusammensetzung berechnet (Gill &
von Hippel, 1989) und betragt 1,496 ODa2gonm bei 1 mg/ml rek PrP. Berech-
nungsgrundlage ist dabei denaturiertes Protein, weshalb alle Messungen in 6 M
Harnstoff durchgefuhrt wurden.

2.4.2 Micro BCA-Test

Diese Proteinkonzentrationsbestimmung beruht auf der Kombination der Biuret-
Reaktion mit der selektiven Bicinchoninséure- (BCA-) Komplexierung von Cu®.
In alkalischer Umgebung reduzieren Proteine Cu?* zu Cu®, welches dann mit
zwei BCA-Molekulen einen Chelatkomplex bildet, der bei einer Wellenlange von
562 nm absorbiert (Smith et al., 1985; Wiechelman et al., 1988). Formel 2.1
zeigt den Mechanismus dieser Reaktion.

Formel 2.1

Protein (Peptidbindung) + Cu®* L Tetradentat-Cu*-Komplex

Cu*-Komplex + BCA ———» BCA-Cu*-Komplex

Zur Durchfihrung dieser Konzentrationsbestimmung wurde das Micro BCA
Protein Assay Kit™ (Pierce, Rockford, IL, USA) verwendet. Die Proteinkonzent-
ration kann anhand einer Eichreihe mit bekannter Proteinkonzentration bei einer
Wellenlange von 562 nm ermittelt werden. Die Messungen wurden wie vom



2 Material und Methoden 23

Hersteller beschrieben vorgenommen. Fur jede Messreihe wurde eine Eichreihe
mit BSA als Standardprotein und Konzentrationen von 0,5-40 ng/pl eingesetzt.
Die Konzentrationen der zu messenden Proben lagen in diesem Konzentra-
tionsbereich, anderenfalls wurden Verdlinnungen angefertigt. Zu je 0,5 ml
Proteinlosung wurden 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. Alle Proben wurden fur 1 h bei 60°C
inkubiert und anschlie3end die Absorption bei 562 nhm gemessen.

Ein Vorteil dieser Methoden gegenuber anderen Proteinbestimmungen ist, dass
die Messung auch in Anwesenheit von SDS durchgefuhrt werden kann.

2.5 Denaturiende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Proteine konnen mit Hilfe einer denaturierenden diskontinuierlichen Gele-
lektrophorese nach Lammli (1970) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden. Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll von Sambrook et al.
(1989) in einer Hoefer SE 600 Gelelektrophoresekammer von Pharma Biotech
(San Francisco, USA) mit vertikalen Gelplatten (14x14x0,15 cm) bzw. mit einer
Mini-Protean Il Gelkammer (Bio-Rad Laboratories, Munchen, Deutschland) far
kleine Gele (8x7,3x0,075 cm). Zunachst wurde ein 12-15 %iges Trenngel ge-
gossen, wobei die Prozentigkeit des Acrylamids je nach Fragestellung einge-
stellt werden kann, und mit wassergesattigtem Isopropanol Uberschichtet. Nach
erfolgter Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und ein 3-5 %iges
Sammelgel auf das Trenngel geschichtet. Die Proben wurden vor dem Auftra-
gen 1:1 bzw. 1:5 mit dem entsprechenden Auftragspuffer gemischt, zur kom-
pletten Denaturierung 5 min bei 95°C inkubiert und nach Abkuhlen auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1 x Lammli-Puffer mit 0,1% SDS flr
15-30 min bei 180 V und anschlieBend bei 300 V durchgefuhrt bis die ge-
wunschte Trennstrecke erreicht war. Fir kleine Gele erfolgte die Elektrophorese
entsprechend fur 15 min bei 100 V und anschliel3end fur 30-45 min bei 200 V.
Zur Molekulargewichtsbestimmung der zu untersuchenden Proteine wurde ein
Marker mit einem Proteinstandard aufgetragen (s.Tab. 2.1).
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251 Verwendete Losungen fir die SDS-PAGE
Acrylamid-Stammlésung (30:0,8)

30 % Acrylamid (w/v)

0,8 % N,N’-Methylenbisacrylamid (w/v)

Die Losung wurde nach dem Ansetzen flr mindestens 30 min mit Amberlite
MB3 geruhrt, um die freie Acrylsaure zu binden. Die Lésung wurde anschlie-
Rend filtriert, um Amberlite MB3 abzutrennen. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

10 x Gelelektrophoresepuffer nach Lammli
0,25 M Tris pH 8,3
1,9 M Glycin

Bei der Elektrophorese wurde eine 1:10 Verdunnung eingesetzt, der SDS bis zu
einer Endkonzentration von 0,1% zugesetzt wurde.

Trenngel (12-15%)
380 mM Tris/HCI pH 8,8

12-15 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
0,1 % SDS (w/v)
0,1 % TEMED (v/v)
0,1 % APS (v/v)

Sammelgel

124 mM Tris/HCI pH 6,8
35 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
0,1 % SDS (w/v)
0,1 % TEMED (v/v)
0,1 % APS (v/v)

2 x Auftragspuffer nach Lammli
375 mM Tris/HCI pH 6,8

2 % 2-Mercaptoethanol (v/v)
20 % Glycerin (v/v)
4 % SDS (w/v)

1 Spatelspitze Bromphenolblau/50 ml
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6 x Auftragspuffer nach Lammli

1,05 M Tris/HCI pH 6,8

9,3 % DTT (Dithiothreitol) (w/v)
30 % Glycerin (v/v)
10 % SDS (w/v)

1 Spatelspitze Bromphenolblau/50 ml

2.5.2 Proteinstandard

Es wurde der Rainbow™-Molekulargewichtsmarker von Amersham Pharmacia
Biotech als Proteinstandard verwendet.

Tab. 2.1 Molekulargewichte des Proteinstandards

gefarbte Proteine Molekulargewicht [kDa]

Myosin 220
Phosphorylase b 97
Rinderserumalbumin 66
Ovalbumin 45
Carboanhydrase 30
Trypsininhibitor 20,1

Lysozym 14,3

2.6 Silberfarbung von Proteingelen

Mit Hilfe der Silberfarbung von Gelen nach SDS-PAGE kann unter optimalen
Bedingungen bis zu 1 ng Protein pro Bande nachgewiesen werden
(Heukeshoven & Dernick, 1985). Die Silberfarbung ist damit sensitiver als die
Coomassie-Farbung (s. Kap. 2.7); sie lasst aber keine quantitativen Aussagen
Zu.

Fixieren: 50% Ethanol, 10% Essigsaure 20 min (optional Uber Nacht)
Waschen: 10% Ethanol, 5% Essigsaure 10 min
Oxidieren: 0,05% Natriumcarbonat, 1 min

0,15% Kaliumhexacyanoferrat,
0,3% Natriumthiosulfat
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Waschen: H2Ogeion. 3x20 min

Farben: 0,012 M Silbernitrat 20 min

Waschen: H2Ogeion. 2x5 min

Entwickeln: 3% Natriumcarbonat, nach Bedarf
0,02% Formaldehyd

Stoppen: 1% Essigsaure 10 min

2.7 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Die Coomassie-Farbung erlaubt ebenfalls einen Proteinnachweis nach SDS-
PAGE, wobei der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R-250 unspezifisch an die
Proteine bindet. Die Detektionsgrenze liegt bei ca. 0,3 bis 1 ug pro Bande. Die
Anfarbung von Proteingelen wurde wie folgt durchgefuhrt:

Farben: 45 % Methanol, 30-60 min
10 % Essigsaure,
0,1 % Coomassie Blau R-250

Entfarben: 10 % Methanol, nach Bedarf

10 % Essigsaure

2.8 Semi-Dry-Western-Blot

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine nach dem Semi-
Dry-Western-Blot-Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran
(Millipore GmbH, Neu Isenburg, Deutschland) mit einer Porengrofe von
0,45 ym Ubertragen werden. Dazu wurde das Gel zuvor 15 min in 1 x Lammli-
Puffer gewaschen (s. Kap. 2.5). Die PVDF-Membran wurde zur Aktivierung in
Ethanol getrankt und anschlieRend zusammen mit sechs Chromatographiepa-
pieren (Whatman 3 MM Chr) ebenfalls in 1 x Lammli-Puffer geschwenkt. Der
Aufbau in der Semi-Dry Electrophoresis Transfer Cell (Biorad, Munchen,
Deutschland) wurde wie folgt vorgenommen:

Anode + 3 x Whatman +» PVDF-Membran— Gel—+> 3 x Whatman + Kathode

Der Transfer erfolgte fur 1 h bei 1,5 mA/cm? und maximal 25 V. Die Detektion
erfolgte durch einen immunologischen Proteinnachweis (s. Kap. 2.10).
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2.9 Dot-Blot

Beim Dot-Blot-Verfahren wird das zu untersuchende Protein direkt unter Va-
kuum auf die PVDF-Membran aufgebracht. Es wurde eine Apparatur mit 96
Probenkammern (S & S Minifold I, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland)
verwendet. Auch hier wurde die Membran zunachst durch Schwenken in Etha-
nol aktiviert und anschlieBend zusammen mit einem Chromatographiepapier in
TBST gewaschen. Der Aufbau bestand aus der unteren Kammer, dem Chro-
matographiepapier, der Membran und der oberen 96-Lochplatte. In die Pro-
benl6cher wurden zunachst 100 ul HyOgeion, VOrgelegt, in die dann die Proben
pipettiert wurden. Unter einem geringen Vakuum wurden die Proben durch die
Membran gesogen, wobei es zur Ubertragung der Proteine auf die PVDF-
Membran kam. Die Detektion erfolgte durch einen immunologischen Protein-
nachweis (s. Kap. 2.10). Da der anti-PrP Erstantikdrper 3F4 nur denaturiertes
Protein erkennt, wurde die Membran vor Durchfihrung des immunologischen
Nachweises fur 5 min in 1% Kaliumhydroxid geschwenkt.

2.10 Immunologischer Proteinnachweis

Der immunologische Nachweis von PrP erfolgte mit Hilfe des anti-PrP Erstanti-
korpers 3F4 (Kascsak et al., 1987). Die nach dem Blot-Verfahren verbleibenden
freien Bindeplatze fur Proteine auf der PVDF-Membran wurden durch
Schwenken der Membran in 5% Milchpulver (w/v) (Oxiod, Hampshire, UK) in
TBST-Puffer fir 1 h (optional Uber Nacht) abgesattigt. Die Membran wurde
danach kurz in TBST gewaschen und mit dem anti-PrP Erstantikérper 3F4 flr
1 h inkubiert. Dann wurde zweimal fir 10 min mit TBST gewaschen, um
ungebundenen Erstantikdrper zu entfernen. Als Detektionsantikorper wurde
Peroxidase-gekoppelter Schaf-anti-Maus Anitkdrper aus dem ECL-Western-Blot
Detection System (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) verwendet. Er wurde
in einer Verdunnung von 1:5.000 in TBST eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fur
30-60 min. Durch anschliel3endes dreimaliges Waschen fur jeweils 5 min wurde
ungebundener Antikdrper entfernt. Der Nachweis erfolgte durch Chemilumines-
zenz. Das Detektionsreagenz enthalt Luminol, das von der an den Zweitanti-
korper gebundenen Peroxidase oxidiert wird. Bei dieser Reaktion wird Licht ab-
gegeben (s. Abb. 2.1)
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Abb. 2.1 Peroxidase-katalysierte Chemilumineszenzreaktion. Reaktionsmechanis-

mus fiir den immunologischen Proteinnachweis

Die Lichtemission halt etwa eine Stunde an. Die Membran wurde fur 1 min mit
dem Detektionsreagenz benetzt, und die Lumineszenz wurde nach 0,5 bis
fiinfminltiger Expositionszeit mit Roéntgenfilmen (Hyperfim™ ECL, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) detektiert.

2.11 Loslichkeitsbestimmung durch differentielle
Ultrazentrifugation

Die Laslichkeit von Proteinen kann mit Hilfe der Methode nach Hjelmeland &
Chrambach (1984) ermittelt werden. Hiernach werden Partikel, die nach
Zentrifugation bei 100.000 x g fiir 1 h im Uberstand verbleiben als I6slich defi-
niert. Die Zentrifugation erfolgte in der Beckman Optima TM TL Ultrazentrifuge
(42.000 rpm im TLA-45 Rotor, Beckman, Palo Alto, USA) bei Probenvolumina
von 20 bis maximal 100 pl und 25°C. Der Uberstand wurde vorsichtig abge-
nommen und das Pellet im gleichen Volumen NaPi/0,2% SDS resuspendiert.
Der relative Proteingehalt in Uberstand und Pellet kann mittels Dot-Blot (s. Kap.
2.9) nachgewiesen werden.

2.12 Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie

Das Messprinzip der CD-Spektroskopie beruht darauf, dass asymmetrische
Molekule unterschiedliche Extinktionskoeffizienten fur links- und rechtszirkular
polarisiertes Licht aufweisen. MessgroRe ist dabei die Differenz der Extinkti-
onskoeffizienten Ae = ¢ - eg. Der Unterschied wird meistens in Form der Ellipti-
zitat angegeben. Dabei besteht der aus Formel 2.2 ersichtliche Zusammenhang
zwischen der Elliptizitdt 8 und der Differenz der Extinktionskoeffizienten Ae.
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Formel 2.2
180 " I
(7] =|n10-—-(gL—gR).C.d mit: & Elliptizitat
(4) o
c = Konzentration
d = Schichtdicke

Zu einem CD-Effekt kommt es nur bei chiralen Molekullen, d.h. bei Molekilen
deren elektrisches und magnetisches Ubergangsdipolmoment nicht genau
senkrecht aufeinander stehen. Bei Proteinen wird der CD-Effekt durch die
Asymmetrie der Sekundarstrukturelemente, u.a. a-Helix und B-Faltblatt, verur-
sacht. Diese zeigen jeweils unterschiedliche CD-Spektren im fernen UV-Bereich
(170-260 nm, s. Abb. 2.2). Durch Messung des CD-Spektrums lasst sich daher
durch den Vergleich mit Proteinen oder Modellpeptiden bekannter Struktur auf
die relativen Anteile der Sekundarstrukturelemente zurtickschlie3en.

8
6 -
E - a-Helix
O|E
g
L 5 —3-Faltblatt
o Zufallsknauel
= 0
\“
\\
-2 4 %\
\\
-4 4

190 200 210 220 nm 240
Wellenlange A

Abb. 2.2 CD-Spektren typischer Sekundarstrukturelemente (nach Greenfield et al.,
1969).

Die Messung der Spektren wurde mit dem Spektralpolarimeter J715 (Jasco,
Labor- und Datentechnik GmbH, GroRumstadt, Deutschland) durchgeflhrt, wel-
ches zu Beginn jeder Messreihe mit Ammonium-d-Campher-10-Sulfat geeicht
wurde. Es wurden Kuvetten mit einer Schichtdicke von 1 mm oder MikrokUvet-
ten mit einer Schichtdicke von 1 cm (Helma, Mullheim, Deutschland) verwendet.
FUr Messungen mit der 1-mm-Kuvette wird ein Probenvolumen von 180 ul mit
einer Proteinkonzentration von 50-200 ng/pl bendtigt, d.h. 3-12 uM rek PrP. Die
Mikrokuvette erlaubt auch Messungen bei niedrigeren Proteinkonzentrationen
und kleineren Probenvolumina, so dass wesentlich weniger Protein eingesetzt
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werden konnte (80 pl bei einer minimalen Konzentration von 15 ng/ul, d.h.
0,92 uM). Die Spektren wurden in der 1 mm-Kuvette bei 25°C von 195-260 nm
bei einer Auflosung von 1 nm, einer Responsezeit von 1-4 s und einer Scan-
geschwindigkeit von 50 nm/min aufgezeichnet. In den Mikrokuvetten ist es un-
moglich Messungen unterhalb von 200 nm vorzunehmen. Es wurden jeweils
10-20 Akkumulationen einer Probe gemessen und gemittelt. Jede Messung
wurde gegen das entsprechende Pufferspektrum korrigiert. Wahrend der Mes-
sung wurde die Probenkammer fur Messungen unter 200 nm mit maximal 12 |
Stickstoff pro Minute, sonst mit 4-6 | Stickstoff pro Minute gespult.

2.13 Chemischer Crosslink von Proteinen

Mit Hilfe verschiedener chemischer Reagenzien lassen sich kovalente Querver-
netzungen von Proteinen oder Proteinkomplexen induzieren. Bei der Wahl ge-
eigneter Bedingungen erfolgt diese Verknupfung nur innerhalb bereits existie-
render Komplexe. Es werden dabei nicht-kovalente Wechselwirkungen durch
kovalente Bindungen ersetzt, die damit leichter nachgewiesen werden konnen.
(zur Ubersicht s. Sinz, 2006)

Der Crosslinker EDC (Pierce, Rockford, USA) (s. Abb. 2.3) bewirkt die Einfuh-
rung einer Isopeptidbindung zwischen zwei Aminosaureseitenketten innerhalb
von Proteinkomplexen. Hierzu reagiert EDC zunachst mit einer Carboxylgruppe
eines Aspartat- bzw. Glutamatrestes oder dem C-Terminus, was zur Bildung
eines aminoreaktiven Zwischenproduktes, dem O-Acylisoharnstoffester, fuhrt.
Wenn eine Aminogruppe sich in raumlicher Nahe befindet, also als Reaktions-
partner zur Verfugung steht, entsteht eine Isopeptidbindung zwischen der Sau-
regruppe und der Aminogruppe. Der Crosslinker geht dabei in veranderter Form
aus der Reaktion hervor. Da die eingefugte Bindung direkt zwei Aminosauren
verbindet, spricht man von einem 0 A—Spacer. Abb. 2.4 veranschaulicht den
Reaktionsablauf von EDC.

cr
H
CH30H2-N:C;N—(CH2)3-ITI+—CH3
CHjs

EDC

Abb. 2.3 Strukturformel von EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) carbodiimid
Hydrochlorid).
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Abb. 2.4 Reaktionsmechanismus der Crosslink-Reaktion von EDC.

Zur Aufbewahrung wurde EDC als Feststoff in kleinen Aliquots abgewogen und
eingefroren, um eine Anreicherung von Kondenswasser im Gefald zu verhin-
dern, da dies eine Inaktivierung des Crosslinkers zur Folge haben kann. Direkt
vor Beginn der Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser eine 20—-100 fach
konzentrierte Stammlésung angesetzt und davon die gewlinschte Menge zum
Reaktionsansatz pipettiert. Die Bedingungen fir die Crosslink-Reaktion wurden
bereits zuvor etabliert (Kaimann, 2002). Es zeigte sich, dass die Reaktion mit
einer nur leicht erhdhten EDC-Konzentration auch bei neutralem pH ablauft.
Laut Produktbeschreibung ist ein pH-Wert von 4,5-5 ideal. Alle Reaktionen
wurden in NaPi mit SDS-Konzentrationen zwischen 0,2 und 0,01% durchge-
fuhrt. Es wurden je 0,1 mg/ml PrP (ca. 6 uM) und 1 mM EDC eingesetzt und der
Ansatz fur 2 h bei 25°C inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion durch Ko-
chen in Auftragspuffer (5 min, 95°C) gestoppt.

214 Tryptische In-Gel-Verdauung

Vor der massenspektrometrischen Analyse mussen die verschiedenen im Re-
aktionsansatz vorliegenden Protein-Spezies bzw. -Komplexe in einer SDS-
PAGE von einander getrennt und in kleine Peptide gespalten werden. Hierzu
kann die Methode der tryptischen In-Gel-Verdauung verwendet werden
(Shevchenko et al., 1996).

Nach erfolgter SDS-PAGE wurde das Gel dazu zunachst Coomassie-gefarbt (s.
Kap. 2.7), um die Proteinbanden sichtbar zu machen. Die einzelnen Banden
wurden danach mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten, so dass man nur den
inneren deutlich angefarbten Teil der Bande erhielt. Diese Gelfragmente wur-
den nochmals in kleine ca. 1 mm? groRe Stiicke zerteilt und in 0,5-ml-Protein-
LoBind-Reaktionsgefalle (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) Uberfihrt. Diese
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binden Peptide und Proteine in einem nur sehr geringen Mal3e, was die Aus-
beuten an Peptiden deutlich erhdhte. Um den gebundenen Coomassie-Farb-
stoff zu entfernen, wurden die Gelsticke mit 25 mM Ambic/50% Acetonitril (v/v)
dreimal gewaschen bis die blaue Farbung verschwunden war. Im nachsten
Schritt wurden die Gelstlicke noch einmal mit 100% Acetonitril Gberschichtet bis
die Gelstucke komplett dehydratisiert waren. Zu erkennen war dies daran, dass
die Gelstlucke schrumpften und eine opak-weille Farbe annahmen. Die noch
verbliebenen Losungsmittelreste wurden durch Zentrifugation in einer Vakuum-
Zentrifuge fur 30 min entfernt.

Um zu verhindern, dass die beiden Cystein-Reste des Prion-Proteins wahrend
oder nach der Verdauung zu einer Disulfidbricke oxidierten, musste eine
Alkylierung der Cysteine durch Jodacetamid vorgenommen werden. Hierzu
wurden die Gelstucke zunachst in 10 mM DTT (Dithiothreitol)/25 mM Ambic fur
45 min bei 56°C inkubiert, um die noch intakten Disulfidbricken zu reduzieren.
Die anschlieRende Behandlung mit 55 mM lodacetamid in 25 mM Ambic fur 1 h
bewirkte die eigentliche Alkylierung zu Carboxyamidomethylcystein. Um die
uberschussigen Reagenzien zu entfernen, wurden die Gelsticke nun zweimal
abwechselnd mit 25 mM Ambic und 25 mM Ambic/50% Acetonitril (v/v)
gewaschen. Vor erneuter Zentrifugation in der Vakuum-Zentrifuge wurden die
Gelstucke nochmals mit 100% Acetonitril dehydratisiert.

Die Rehydratisierung erfolgte direkt mit Trypsinlosung (Trypsin Proteomics
Grade, Sigma, Saint Louis, USA) einer Konzentration von 0,1 mg/ml in 25 mM
Ambic. Die Verdauung wurde durch Inkubation der Proben bei 37°C fur 12-16 h
erreicht. Die resultierenden Peptide wurden in mehreren Schritten mittels 50%
Acetonitril (v/v)/5% Ameisensaure (v/v) aus dem Gel eluiert und in ein neues
0,5-ml-Protein-LoBind-Reaktionsgefald uberfuhrt. Die gesammelten Fraktionen
wurden schliel3lich bis zur Trockne eingeengt und so bis zur Messung bei -20°C
gelagert.

2.15 Reversed-phase-Chromatographie fur die LC-MS-
Kopplung

Peptide konnen mit der Reversed-phase-Chromatographie nach ihrer
Hydrophobizitat getrennt werden, wobei hydrophile Molekule zuerst eluiert wer-
den. Als stationare Phase werden Kieselgele verwendet, welche fur die Peptid-
auftrennung mit Alkylresten der Lange C4s modifiziert wurden. Die mobile Phase
bestand aus einem Wasser/Methanol-Losungsmittelsystem mit je 0,1% Amei-
sensaure (V/v).
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Es wurde eine Nano-HPLC-Anlage (LC Packings, Amsterdam, Niederlande)
versehen mit einer py-guard C4g PepMap-Vorsaule (LC Packings, Amsterdam,
Niederlande) zur Probenapplikation und einer Chromolith CapRod Cqs-Trenn-
saule (Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Peptidelution erfolgte
durch einen linearen Methanol/Wasser-Gradienten. Die Methanolkonzentration
wurde dabei von 4% auf 96% in 60 min bei einer Flussrate von 25 pl/min ange-
hoben. Die Nano-reversed-phase-HPLC-Anlage wurde mit dem Mas-
senspektrometer (s. Kap. 2.16) gekoppelt. Die Peptide werden damit direkt
nach Auftrennung der massenspektrometrischen Untersuchung zugefuhrt. Um
ein gleichmaliges Spruhverhalten fur die massenspektrometrische Messung zu
garantieren, muss die eingestellte Flussrate so niedrig gewahlt sein, dass die
Flussrate an der lonenquelle 200-300 nl/min nicht Ubersteigt. Dies wurde mit
Hilfe eines vorgeschalteten Splitters realisiert, der die hohe Flussrate von
25 pl/min reduzierte, so dass die Flussigkeitsmenge an der lonenquelle im
Nano-Liter-Bereich blieb.

216 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen und
Peptiden

2.16.1 Grundprinzip massenspektrometrischer Messungen

Das Prinzip der Massenspektrometrie ist die Messung des Masse-Ladungs-
Verhaltnis (m/z) von Gasphase-lonen. Die Entwicklung sogenannter weicher
lonisationsmethoden, wie die Elektrospray-lonisation (ESI) durch Fenn et al.,
1989, und die matrixunterstiitzte Laserdesorption-lonisation (MALDI) durch
Karas & Hillenkamp, 1988, ermdglichte erst die lonisation und Uberfiihrung von
grolen thermolabilen Biomolektllen in die Gasphase, ohne sie zu fragmen-
tieren. Die Massenspektrometrie hat dadurch eine breite Anwendung u.a. in
Biochemie, Biotechnologie, Pharmakologie und Medizin erfahren.

2.16.2 Aufbau eines Massenspektrometers

Im Wesentlichen besteht ein Massenspektrometer aus einer lonenquelle, einem
Massenanalysator und einem Detektor. Als lonenquelle kann die Matrixunter-
stitzte Laserdesorption-lonisation (MALDI) oder die Elektrospray-lonisation
(ESI) verwendet werden. Als Massenanalysator stehen Quadrupole, elektrische
lonenfallen und Flugzeitanalysatoren (TOF, engl.: Time of Flight) zur Verfu-
gung. Als Detektor wird vielfach eine Multi-Channel-Plate eingesetzt. Im Prinzip
konnen diese Elemente frei kombiniert werden.

Durch den Einsatz mehrerer Massenanalysatoren, z.B. Quadrupole und TOF,
kann ein sogenanntes MS/MS- oder Tandem-Massenspektrum aufgenommen
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werden. Uber die Massenanalyse hinaus kénnen somit auch Informationen tber
die Struktur der zu messenden lonen erhalten werden (s. Kap. 2.16.4). Abb. 2.5
zeigt den schematischen Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten Q-Star XL
Elektrospray Quadrupol TOF Massenspektrometers (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland).

Beschleuniger

Kapillare I(ollisic;nszelle r Detektor
\ L‘ /_ I | | I—-I ...... —
—— = —— — ————————— i ————— — —I-—I _I_
N ] I |- -
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| = i = |
/
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lonenreflektor
Abb. 2.5 Schematischer Aufbau des ESI-Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometers.

Mess-Modi

Das Gerat besteht grundsatzlich aus drei Quadrupolen (Q0 — Q2). Fir die Mes-
sung eines Ubersichtsspektrums, auch ESI-MS-Spektrum genannt, dienen die
Quadrupole im Wesentlichen der Fokussierung und Stabilisierung des lonen-
stroms. Die eigentliche Massenanalyse wird mit dem TOF-Analysator erreicht.
Dieser wiederum setzt sich aus dem Beschleuniger (engl.: Pusher) und dem
lonenreflektor zusammen. In diesem Modus werden alle Peptid-lonen einer
Probe in ihrer Gesamtheit (in einem bestimmten m/z-Bereich) analysiert.

In einem zweiten Modus konnen Fragmentspektren, auch Tandem-Spektren
oder ESI-MS/MS-Spektren genannt, einzelner Peptide aufgenommen werden.
Fir diese Messungen werden Peptid-lonen mit Hilfe des Quadrupol 1(Q1) aus
dem Gesamt-lonenstrom selektiert. In der Kollisionszelle Q2 werden diese
durch einstromendes N,-Gas fragmentiert und im TOF-Analysator separiert (s.
Abb. 2.5). QO ist hierbei ein ,Hilfs“-Quadrupol und wird nur mit Wechselstrom
ohne Gleichstrom-Komponente betrieben. Das bewirkt ein besseres Eintreten
der lonen in den zentralen lonenweg.
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2.16.3 lonisierungsprinzip der Elektrospray-lonisation

In der Elektrospray-lonisation von Peptiden werden diese aus wassriger Losung
in die Gasphase uberfuhrt. Die Probe befindet sich dabei in einer platin-lUberzo-
genen Glaskapillare mit einem sehr kleinen Innendurchmesser (lblicherweise
3-5 um). Es handelt sich dabei um eine Nanospray-Kapillare bei der einige Mik-
roliter fir Analysezwecke ausreichen. Zwischen der Kapillare und dem Einlass
des Massenspektrometers wird eine Spannung angelegt. Die Peptide liegen in
einer sauren Umgebung vor und sind daher positiv geladen. Im Positiv-Modus
werden sie damit am Meniskus akkumuliert. Die negativ geladenen lonen entla-
den sich dagegen an der Anode. Die Ladungsdichte an der Nadelspitze fuhrt
zur Ausbildung des sogenannten Taylor-Konus. Die AbstoRung zwischen den
positiven lonen destabilisiert die Flussigkeitsoberflache am Taylor-Konus und
es entsteht ein Nebel aus feinen Tropfchen. Im Falle der LC-MS-Kopplung wird
das Eluat der Reversed-phase-Chromatographie direkt durch eine Kapillare der
MS-Messung zugefuhrt (s. Kap. 2.15).

Zumeist enthalten die Probenlésungen auch Anteile an organischen Ldsungs-
mitteln, um das Spruhverhalten zu verbessern. In dieser Arbeit wurden Metha-
nolkonzentrationen von 10-80% eingesetzt. Wahrend die Tropfchen in Richtung
Kathode fliegen, verdunstet das umgebende Ldsungsmittel bis schliellich ein-
zelne Gasphase-lonen entstehen (s. Abb. 2.6).

Hochspannungsquelle

Abb. 2.6 Schematische Darstellung des Elektrospray-Prozesses (nach Kerbale &
Tang 1993).

Der Elektrospray-Prozess fuhrt dazu, dass zumeist mehrfach geladene Peptid-
lonen entstehen, was bedeutet, dass sich das Peptidsignal auf mehrere Signale
mit unterschiedlichen Ladungen aufteilen kann. Etwa pro 1000 Masseneinhei-
ten kann eine Ladung in Peptiden oder Proteinen stabilisiert werden. Bei Pro-
teinen mit Molekulargewichten von 10-100 kDa resultiert das in einer ganzen
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Reihe von Signalen mit verschiedenen Ladungszustanden. Diese sind meist
durch die Vielzahl der Ladungen am Protein bei m/z-Werten unter 2500 zu de-
tektieren. Bei Peptid-lonen werden je nach Aminosaurezusammensetzung und
Grolle meist 2-5-fach geladene lonen erzeugt. Die Ladungszustande der ein-
zelnen Peptid-lonen konnen bei ausreichender Auflosung des Massenspektro-
meters ermittelt werden. Die Auflosung kann als Fahigkeit beschrieben werden,
die Masse von lonen mit ahnlicher, aber nicht identischer, molekularer Masse
von einander getrennt zu detektieren. Die Aufldsung wird anhand des Verhalt-
nisses der m/z-Werte und der Signal-Breite auf halber Hohe des Signals be-
stimmt: m/z/Am/z. In Abb. 2.7 ist beispielhaft ein Signal von 1296,69 m/z ge-
zeigt. Am/z ist in diesem Fall 0,22 amu®. Das bedeutet, dass die Auflésung in
diesem Beispiel 5890 betragt. Das in dieser Arbeit verwendete Mas-
senspektrometer besitzt eine Auflésung von 10.000.

m/z

100 1296,69
z |
= 1297,69
©
‘D
C
o
£ 50 Am/z - |-
[
= 1298,69
S
2
U 1299,70
04
1290 1294 1298 1302 1306 1310
m/z
Abb. 2.7 Definition der Massenauflésung anhand der Signalbreite auf halber Hohe

(verdandert nach Kinter & Sherman, 2000).

Viele naturlich vorkommende Elemente besitzen schwere Isotope, die sich in
der Anzahl der Neutronen im Atomkern unterscheiden. Schwere Isotope von
Wasserstoff, Stickstoff und Sauerstoff kommen in der Natur in nur sehr gerin-
gen Anteilen vor, weshalb sie in der massenspektrometrischen Proteinanalytik
eine eher untergeordnete Rolle spielen. Das Kohlenstoffisotop 3C ist mit einem
Anteil von etwa 1,11% jedoch relativ haufig. Es kommt naturlicherweise auch in
den Peptidmolekulen vor und fuhrt dazu, dass Peptidsignale eine Reihe von
distinkten Massen zeigen; das Isotopenmuster (s. Abb. 2.8).

Bei einer hohen Auflosung, wie beispielweise 10.000, kann anhand dieses Iso-
topenmusters der Ladungszustand des Peptids ermittelt werden. Als monoiso-
topische Masse eines Elements bezeichnet man die Masse des leichtesten sta-

® amu (engl.: atomic mass unit) ist die Einheit fir m/z
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bilsten Isotops. Messgrol3e ist, wie oben erwahnt, das Masse-Ladungs-Verhalt-
nis. Die Massendifferenz zwischen den Isotopen betragt 1.0 Da (Einbau eines
3C-Atoms). Daraus lasst sich ableiten, dass es sich bei einer m/z-Differenz der
Isotopensignale von 1 um ein einfach geladenes bzw. bei einer Differenz von
0,5 um ein zweifach geladenes lon handeln muss usw. (s. Abb. 2.8):

[M+1H]*-lon 171 = 1
[M+2H]*-lon  1/2 = 0,5
Doppelt geladenes lon Dreifach geladenes lon
0,33
—0,33
1500+ ,ﬂ 3000 M=
— — 0,33
1250+ 2500 :
z 0.5 z
3 1000 3 2000+
O, L
5 7501 0.5 5 1500+
2 500 2 10004
2 )
£ 250 £ 50041
0- 0-
576,5 577,0 577,5 578,0 578,5 579,0 579,5 511,5 512,0 512,5 513,0 513,5 5140
m/z [amu] m/z [amu]
Abb. 2.8 Isotopenverteilung von doppelt und dreifach geladenen lonen. Gezeigt sind

hier zwei bei Verdauung mit Trypsin entstandene Peptide des rekombinan-
ten Prion-Proteins.

Die Hohe der jeweiligen Isotopenverteilung ist ebenfalls von Bedeutung. Bei
Peptiden von Massen bis 1500-1700 Da ist das monoisotopische Signal im All-
gemeinen das intensivste. Oberhalb dieses Massenbereichs ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein einzelnes Peptidmolekiil mindestens ein *C-Isotop ent-
halt, groRer, was dazu fuhrt, dass die Intensitat des zweiten Signals zunimmt
(Jonsson, 2001).

2.16.4 Bestimmung der Primarstruktur von Peptiden mittels Tandem-
Massenspektrometrie

In Kap. 2.16.2 wurde bereits erwahnt, dass sich mit Hilfe der sogenannten Tan-
dem-Massenspektrometrie oder ESI-MS/MS-Messung neben der Masse auch
Strukturinformationen der zu untersuchenden lonen (hier Peptide) gewinnen
lassen. Dies bezieht sich insbesondere auf die Primarstruktur der Peptid-lonen.
Zudem lassen sich jedoch auch in vielen Fallen die Natur und Lage von
posttranslationalen Modifikationen bestimmen. Wie in Kap. 2.16.2 erlautert,
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werden aus dem Gesamt-lonenstrom einzelne Peptid-lonen zunachst selektiert
und anschliefend mit Hilfe einstromenden Ny-Gases fragmentiert. Aus den
Kollisionen zwischen Gas- und Peptidmolekuilen resultiert eine Aktivierung der
Peptidmolekule, welche zur Fragmentierung der Peptide fuhrt. Es werden im
Allgemeinen Kollisionsenergien von 10-100 eV verwendet. Diese sind relativ
niedrig und verhindern, dass die Molekule zu stark fragmentieren. Unter diesen
Bedingungen zerfallen die Peptide bevorzugt an der Peptidbindung. MS/MS-
Spektren zeigen eine Verteilung der entstandenen Fragment-lonen des
selektierten Peptid-lons. Tragen diese Fragmente die Ladung an der N-
terminalen Seite der Bruchstelle, werden sie als B-lonen bezeichnet; tragen sie
sie an der C-terminalen Seite, heillen sie Y-lonen (Roepstorff et al., 1984).
Tryptische Peptide tragen am C-Terminus, bedingt durch die Spezifitat der
tryptischen Verdauung, basische Aminosauren (Arginin oder Lysin). Das
bedeutet, dass durch die Fragmentierung bevorzugt Y-lonen entstehen; B-
lonen werden jedoch ebenfalls detektiert (s. Abb. 2.9). Bei hochenergetischen
StoRen kann die Fragmentierung auch an anderen Stellen im Peptidmolekul
erfolgen, was zu X- Z- bzw. A- und C-lonen fuhrt.
Y, Y, Y,

H,N—CH--C-NH-CH+-CHNH-CH- NI—FCI—F@OH

R, R, R, R,

Abb. 2.9 Nomenklatur von Peptid-Fragmenten. Die Benennung wurde durch
Roepstorff et al. (1984) und Johnson et al. (1988) etabliert.

Es wird angenommen, dass unter den oben genannten Niedrig-Energie-Bedin-
gungen die Fragmentierung durch die Ladung der Peptide vermittelt wird. Dies
grundet auf dem Vorhandensein eines mobilen Protons, dass den Spaltungs-
prozess initiiert. Befinden sich mehr Protonen an einem Peptid als basische
Aminosauren vorhanden sind, erfolgt die Spaltung an den Peptidbindungen, an
denen sich das mobile Proton befindet, also entweder am Carbonylsauerstoff
oder am Amidstickstoff. Bei der Elektrospray-lonisation werden zumeist mehr-
fach geladene lonen erzeugt. Das bedeutet, dass auch die Fragment-lonen
mehrere Ladungen tragen konnen bzw. sich die Ladungen auf die Fragmente
aufteilen. Bei der Spaltung an einer Stelle kann demnach entweder nur eines
oder beide entstandenen Fragmente sichtbar sein, abhangig davon, ob beide
eine Ladung tragen oder nur eines. Der Prozess der Fragmentierung ist in Abb.
2.10 schematisch dargestellt.
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Abb. 2.10 Schematische Darstellung der Spaltung von Peptiden an der Amidbindung
(nach Jonsson, 2001).

Im Idealfall sind alle denkbaren Y-lonen im MS/MS-Spektrum eines Peptides
enthalten. In dem Falle kann aus den Massendifferenzen zwischen den Signa-
len dieser Y-Serie die Aminosauresequenz bestimmt werden (vgl. Kap. 3.3.1).
Auch das Auffinden einer Teilsequenz kann hilfreich sein. Bei unbekannten
Proteinen kann die Identifizierung durch Suchen eines solchen ,Sequence-tags”
in einer Protein- oder Nukleinsauredatenbank erfolgen. Ist die Proteinsequenz
bekannt, reichen auch hier meist einige Aminosauren aus, um eine Zuordnung
zu einem bestimmten Fragment zu machen. Durch den Vergleich der
theoretischen mit der gemessenen Masse in Kombination mit einem
~>equence-tag” ist das Peptid dann eindeutig identifiziert. Bei bekannter Amino-
sauresequenz kann nach ahnlichem Prinzip auch nach posttranslationalen oder
chemischen Modifikationen gesucht werden.

Die Sequenzierung von Proteinen mittels ESI-MS/MS wird in der Regel nach
folgendem Ablauf durchgefihrt:
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Protein-Isolation (SDS-PAGE)

!

Protease-Verdauung (Trypsin)

!

Entsalzung (ZipTips® (Millipore GmbH, Neu Isenburg, Deutschland) als Mikro-
Chromatographie) oder Reversed-phase-Chromatographie mit anschliel3ender
LC-MS-Kopplung

!

Ubersichtsspektrum des Peptidgemisches (,mass-fingerprint)

!

Selektion eines Peptid-lons und Fragmentierung

!

Evaluierung des MS/MS-Spektrums

!

Sequenz des selektierten Peptids

2.17 Selektive Acetylierung N-terminaler Aminogruppen durch
Jodessigsaureanhydrid

Zur gezielten Modifizierung N-terminaler Aminogruppen wurde die Acetylie-
rungs-Methode nach Wetzel et al. (1990) in leicht veranderter Form verwendet.
Mit Hilfe von Jodessigsaureanhydrid lassen sich danach ungeschutzte
a-Aminogruppen bei neutralem pH-Wert zu 90-98% selektiv acetylieren. Hierfur
wird der Unterschied der pKjy-Werte der o-Aminogruppen und der
e-Aminogruppen in Lysin bzw. der Aminogruppen in Arginin ausgenutzt. Fur die
a-Aminogruppen betragt der pK,-Wert ca. 8,0, wohingegen die Aminogruppen
der Seitenketten von Lysin und Arginin Werte von ca. 10,5 bzw. 12 aufweisen.
Nur die nicht protonierte Form besitzt eine Reaktivitat gegentber Jodessigsau-
reanhydrid. Bei neutralem pH-Wert (6—7,2) l1auft demnach die Reaktion der a-
Aminogruppe wesentlich schneller ab, als die der Seitenketten-Aminogruppen,
da letztere bei diesem pH-Wert einen sehr viel geringeren Anteil an nicht proto-
nierten Aminogruppen besitzen.
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Um die vorzeitige Hydrolyse von Jodessigsaureanhydrid zu verhindern, wurde
eine Stammlosung mit einer Endkonzentration von 350 mM mit wasserfreiem
Tetrahydrofuran in einer Argon-Atmosphare angesetzt und in kleinen Aliquots
auf Silicagel bei -20°C gelagert. Die Schutzgas-Atmosphare wurde durch
Durchfluss von trockenem Argon-Gas durch eine sogenannte ,Glove-Box“ er-
zeugt. Zur Reaktion wurde eine Protein-Konzentration von 1 mg/ml in 0,2%
SDS/50 mM NaPi eingestellt. Auf Eis und unter einem Argon-Strom wurde der
Proteinlosung zweimalig 1/100 des Volumens an Jodessigsaureanhydrid zuge-
setzt und jeweils fur 3 min unter direktem Schutteln inkubiert. Die Reaktions-
produkte wurden entweder durch eine SDS-PAGE isoliert und tryptisch verdaut
(s. Kap. 2.14) oder direkt als Volllangen-Protein mit Hilfe der Massenspektro-
metrie analysiert (s. Kap. 2.16).

2.18 Modell-Erstellung des PrP-Dimers

Die in dieser Arbeit gezeigten Modelle wurden in Kooperation mit Prof. Dr.
Hans-Dieter HOltje und Frau Birte Brandt im Institut fur pharmazeutische und
medizinische Chemie, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf angefertigt.

Zur Erzeugung eines PrP-Dimermodells wurde zunachst ein Modell fur das Mo-
nomer von PrP(90-231) erstellt. Hierzu wurde als Startstruktur die NMR-Struktur
nach Liu et al. (1999) aus der RSCB-Protein-Data-Bank-Datei 1B10.pdb ver-
wendet. Mit Hilfe des ,Loopsearch“-Modules des Programms Sybyl7.1 (Tripos
Inc., 1969 South Hanley Rd., St. Louis, Missouri, 63144, USA) wurde anschlie-
Rend fur den Bereich G90-G124 eine mdgliche Struktur gesucht mit der Vor-
gabe, dass sich zwischen G90 und E152 eine Isopeptidbindung befindet. In
darauf folgenden Molekul-Dynamik-Simulationen (MDS) mit Hilfe des Pro-
gramms Gromacs3.3 (Lindahl et al., 2001) wurde unter physiologischen Bedin-
gungen, sprich 6641 Wassermolekilen und 15 Na*- und 22 CI'-Molekilen die
Stabilitat des neuen Modells Uberprift. Dazu wurden die ersten 500 ps mit
Riickhaltekraften (positions restraints: posre) von 1000 kJ mol’ nm? auf das
Peptidriickgrad, die folgenden 500 ps mit posre von 500 kJ mol™ nm? und fiir
2000 ps ohne Ruckhaltekrafte simuliert. AnschlieBend wurde die
Isopeptidbindung geldst und die freie Dynamik fur weitere 4000 ps fortgefuhrt.
Uber den Bereich 3000-4000 ps wurde eine Durchschnittsstruktur ermittelt, die
dann zur Erstellung eines PrP-Dimers verwendet wurde.

Zwei dieser Monomere wurden manuell mit dem Programm Sybyl7.1 so
platziert, dass G90 und E152 (jeweils des Monomers A und des Monomers B)
auf der Oberflache einer gemeinsamen Seite liegen, um eine intermolekulare
Verknupfung zu ermdglichen. AnschlieBend wurden wiederum MDS
durchgefuhrt unter physiologischen Bedingungen mit 10399 Wassermolekulen,
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23 Na'- und 35 CI-Molekiilen. Die ersten 500 ps wurden mit posre von 1000
auf das Peptidrickgrad, die nachsten 500 ps mit 500 und weitere 4000 ps ohne
Ruckhaltekrafte simuliert. Aus den letzten Simulationen wurde eine Struktur
ausgewahlt, bei der der Abstand von G90 und E152 etwa 10 A betrug. Mittels
,<distance constraints“ wurde nun eine Annaherung der NH3-Gruppe von G90
und der COO™-Gruppe von E152 Uber einen Zeitraum von 1350 ps bis auf einen
Abstand von 3,5 A schrittweise erzielt. Wahrend der nachfolgenden MD-
Simulation wurden die Ruckhaltekrafte auf das Peptidrickgrad Uber einen
Zeitraum von 5200 ps schrittweise reduziert, so dass in den letzten 6500-14000
ps keine Ruckhaltekrafte mehr auf das Molekul wirkten. Aus den Simulationen
wurde die Gesamtwechselwirkungsenergie, die sich aus der Summe der
Coulomb-Energie und der Lennard-Jones-Energie ergibt, bestimmt. Zudem
wurde eine Auswertung der Abstande der beiden zuvor angenaherten
Aminogruppen wahrend der freien MDS durchgefuhrt.
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Das zentrale Ereignis der Prion-Krankheiten ist die strukturelle Umwandlung
des zellularen Prion-Proteins (PrP°) in die infektiése Isoform (PrP¢). Mit einem
in-vitro-Konversionssystem kann dieser Strukturibergang von a-helikalem, 10s-
lichem, PrP®-ahnlichem PrP hin zu p-faltblattreichem, aggregiertem, PrPS°-ahn-
lichem PrP induziert werden (Post et al., 1998). Die Umwandlung wird dabei
durch Konzentrationsanderungen von Natriumdodecylsulfat (SDS) im submi-
zellaren Bereich herbeigefuhrt (s. Kap. 1.7). Die Ioslichen Intermediate dieses
strukturellen Ubergangs, darunter a-helikale Dimere, wurden bereits identifiziert
(Jansen et al., 2001; Jansen, 2002). Dimere stellen das erste stabile Interme-
diat des Konversionsprozesses dar. Eine strukturelle Analyse in Bezug auf die
Tertiar- und Quartarstruktur dieser Dimere kann daher entscheidend zur
mechanistischen Aufklarung des gesamten Konversionsprozesses beitragen. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Charakterisierung der PrP-Dimere zu diesem
Zweck auf die ldentifizierung der beteiligten Wechselwirkungen ausgeweitet,
um Informationen zur Tertiar- und Quartarstruktur und damit auf den Mecha-
nismus der Dimer-Bildung zu erlangen.

Die experimentellen Grundlagen in Verbindung mit dem Konversionssystems
und speziell im Zusammenhang mit der Dimer-Bildung wurden im Rahmen die-
ser Arbeit unabhangig reproduziert und werden im folgenden Kapitel (Kap. 3.1)
zusammenfassend dargestellt.

3.1 In vitro Konversion von rek PrP(90-231) in Anwesenheit
von SDS als experimentelle Grundlage fur Crosslink-
Studien

Die Konformationsanderung von a-helikalem zu B-faltblatt-reichem rek PrP(90-
231) wurde durch Circulardichroismus- (CD-)Spektroskopie verfolgt. Da mit der
CD-Spektroskopie nicht zwischen den verschiedenen Formen von B-Faltblatt-
Strukturen, wie z.B. paralleles oder anti-paralleles p-Faltblatt und p-Helix, unter-
schieden werden kann, wird hierfur nachfolgend der Begriff B-strukturiert ver-
wendet.

Um PrP léslich und in monomerer Form zu halten, wurde es auf
0,2% (w/v) SDS in 10 mM NaPi bei pH 7,2 eingestellt. Durch Reduktion der
SDS-Konzentration koénnen schrittweise a-helikale Dimere, p-strukturierte
Oligomere und schliel3lich B-strukturierte amorphe Aggregate erzeugt werden
(Post et al., 1998; Jansen et al., 2001). Diese Di- und Oligomere als
Zwischenstufen der Konversion wurden Uber verschiedene Methoden, wie
Grollenausschlusschromatographie,  analytische  Ultrazentrifugation  und
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chemische Crosslinks nachgewiesen (Jansen, 2002). In Abb. 3.1 sind
exemplarisch CD-Spektren dargestellt, anhand derer der oben genannte
Umfaltungsprozess von a-helikalem zu B-strukturiertem rek PrP ermittelt wurde.

— 0,01% SDS
15000 - 0,04% SDS
—— 0,055% SDS
PrP-Dimer 0*007% Sbs
. —— 02% SDS
S
£
S 50004
S
(&]
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Abb. 3.1 Circulardichroismus-Messungen von rek PrP(90-231) zum Nachweis des

Strukturiibergangs von a-helikalem zu B-strukturiertem PrP. Die Proben
wurden auf die entsprechenden SDS-Konzentrationen in 10 mM NaPi pH 7,2
eingestellt und fiir 24 h bei 25°C vor Beginn der Messung inkubiert.

Bei 0,2% SDS weist das CD-Spektrum von rek PrP(90-231) ein Maximum bei
189 nm, sowie ein sehr ausgepragtes Minimum bei 205 nm und ein schwache-
res bei 222 nm auf. Hierbei ist das Minimum bei 205 nm im Vergleich zu reinen
a-Helix-Spektren, bei denen das Minimum bei etwa 207 nm zu erwarten ist,
leicht zu kirzeren Wellenlangen hin verschoben. Zusammen mit der Intensi-
tatszunahme des Minimums bei 205 nm und der Intensitatsabnahme des Mini-
mums bei 222 nm im Vergleich zu reinen a-Helix-Spektren, lasst dies auf eine
vorwiegend a-helikale Struktur mit einem leicht erhdhten Anteil an Random-coil-
Struktur schlieRen. Bei Abnahme der SDS-Konzentration nimmt der Anteil an o-
Helix zu, was an den Spektren der SDS-Konzentrationen von 0,055% und
0,07% und hier besonders an der Intensitatsangleichung der beiden Minima
abzulesen ist. In diesem SDS-Konzentrationsbereich liegt PrP als Dimer vor
(Jansen, 2002). Bei SDS-Konzentrationen unterhalb von etwa 0,055% tritt der
oben erwahnte Strukturibergang ein. Der erhohte B-Struktur-Anteil ist hier in
Abb. 3.1 im Spektrum bei 0,04% SDS an dem Minimum bei 218 nm abzulesen.
Der Strukturibergang von a-helikal zu B-strukturiert wird zudem auch an der
Verschiebung des Nulldurchgangs zu langeren Wellenlangen hin deutlich. Bei
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0,01% SDS ist eine leichte Verschiebung des Minimums, sowie des Nulldurch-
gangs, zu langeren Wellenlangen hin zu beobachten, wie es fur aggregierte
Proteine typisch ist. Bei vollstandiger Unldslichkeit sollte die Signalintensitat
jedoch deutlicher abnehmen.

Der Ubersicht halber kann zur Darstellung des Konformationsiibergangs der
Quotient der ®-Werte bei 218 nm und 207 nm herangezogen werden. -Struk-
tur-Spektren besitzen bei 218 nm ein lokales Minimum; a-Helix-Spektren wei-
sen ein Minimum bei 207 nm auf, so dass der Quotient der CD-Signale bei die-
sen Wellenlangen die relativen Anteile der Sekundarstrukturen widerspiegelt.
Hohe Werte deuten auf einen erhdhten p-Strukturanteil hin; bei kleineren Wer-
ten Uberwiegt der a-Helix-Anteil. In Abb. 3.2 ist der Quotient ®218 nm/®207 nm der
einzelnen Proben gegen die SDS-Konzentration aufgetragen. In dieser Art der
Darstellung ist deutlich zu erkennen, dass der Strukturibergang zwischen
0,055% und 0,04% SDS stattfindet.
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Abb. 3.2 Darstellung des Strukturiibergangs des Prion-Proteins anhand der
Quotienten der CD-Signale bei 218 und 207 nm in Abhangigkeit von der
SDS-Konzentration.

Zur Untersuchung der Ldslichkeit von PrP bei den verschiedenen SDS-Kon-
zentrationen wurde die Methode der differentiellen Ultrazentrifugation (s. Kap.
2.11) verwendet. Die anschlieRende Analyse der Pellet- und Uberstand-Fraktio-
nen einiger Proben mittels Dot-Blot ist in Abb. 3.3 dargestellt.
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Abb. 3.3 Dot-Blot nach differentieller Ultrazentrifugation 1 h, 100.000 x g zur Analyse
des Loslichkeitszustandes von rek PrP bei vel_'_sc_hiedenen SDS-Konzentra-
tionen. Die Proben wurden 24 h vorinkubiert. U: Uberstand P: Pellet

Es ist zu sehen, dass erst bei 0,02% SDS der Uberwiegende Teil des PrP un-
I6slich geworden ist und damit im Pellet zu detektieren ist. Der Strukturiber-
gang hin zu erhdhtem B-Struktur-Anteil ist jedoch schon bei 0,045-0,04% SDS
vollzogen (Abb. 3.2). Unter diesen Bedingungen bildet PrP ein Idsliches -
strukturiertes Oligomer aus etwa 12-16 PrP-Molekilen, wie mittels analytischer
Ultrazentrifugation bestimmt werden konnte (Jansen, 2002). Erst bei
0,01% SDS ist PrP derart aggregiert, dass es vollstandig in der Pellet-Fraktion
nachzuweisen ist.

3.2  Strukturanalyse durch chemisches Crosslinking mit EDC

Chemische Quervernetzung, allgemein auch Crosslinking genannt, kommt
haufig in der Analyse von Protein-Liganden-Wechslwirkungen zum Einsatz (vgl.
Kap. 4.1) und kann in Verbindung mit einer massenspektrometrischen Analyse
der vernetzten Proteine auch zu einer strukturellen Untersuchung von Proteinen
eingesetzt werden. Die ldentifizierung der Quervernetzungsstellen durch die
massenspektrometrische Analyse liefert dabei Informationen zur Anordnung der
jeweiligen Aminosauren in der dreidimensionalen Struktur eines Proteins oder
Proteinkomplexes. Die verschiedenen zur Auswahl stehenden Crosslinker
unterscheiden sich vor allem in ihren Reaktivitaten und den mit ihnen
uberbrickbaren Distanzen. Viele Crosslinker sind dabei homobifunktional und
verbinden jeweils Aminogruppen miteinander. Die meisten Crosslinker fligen
bei der Quervernetzung zudem einen Spacer von definierter Lange ein, so dass
auf die Abstande der vernetzten Aminosauren zurtickgeschlossen werden kann.
Der Crosslinker EDC  (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)  carbodiimid
Hydrochlorid) ist das einzig bekannte Reagenz dieser Art, das die Bildung einer
Isopeptidbindung zwischen Carboxyl- und Aminogruppen in Proteinen
vermittelt. Es wird demnach kein Spacer eingefligt. Die reagierenden
Aminosauren mussen in sehr kurzer Distanz zueinander liegen, d.h. nur wenige
A, um eine Reaktion zu erlauben. Mit der Aufklarung der Crosslink-Positionen
lassen sich somit Distanz-Informationen Uber den Nahbereich in Proteinen ge-
winnen (Kunkel et al., 1981).
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Die intermediaren Zwischenstufen der Konversion von PrP, die durch die ver-
schiedenen SDS-Konzentrationen stabil eingestellt werden kdénnen, lassen sich,
wie in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte (Kaimann, 2002;
Jansen, 2002), mit Hilfe von EDC kovalent verknlipfen. Zur Quervernetzung von
Glutamat- bzw. Aspartatgruppen mit in der Nahe befindlichen Aminogruppen,
aktiviert EDC in einem ersten Schritt die Sauregruppe, so dass es im nachsten
Schritt zur Reaktion mit einem Nukleophil, in Proteinen zumeist die Aminogrup-
pen, kommen kann. Ist keine freie Aminogruppe in der Nahe, reagiert EDC in
den meisten Fallen mit Wasser ab. Die Sauregruppe wird dann wieder freige-
setzt (s. Kap. 2.13).

Durch das Crosslinking werden die im Ansatz befindlichen Di- und Oligomere
grofldtenteils kovalent verknlpft. Auch wird immer ein gewisser Teil der
Komplexe nicht intermolekular sondern intramolekular vernetzt, so dass sich in
der Probe sowohl intramolekular vernetzte Monomere als auch die
intermolekular vernetzten Komplexe befinden. Um eine gezielte Analyse
durchfihren zu kdénnen, mussen die jeweiligen Spezies voneinander isoliert
werden. Die PrP-Mono-, Di- und Oligomere wurden gelelektrophoretisch mit
Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 3.4).

PrP liegt, wie bereits erwahnt, bei SDS-Konzentrationen von ca. 0,07-0,055% in
dimerer Form vor (Jansen, 2002) und lauft unter diesen Bedingungen nach
Quervernetzung demnach bei 32 kDa in der SDS-PAGE. PrP-Monomere laufen
dagegen bei 16 kDa. In Abb. 3.4 ist zu sehen, dass 50% des PrP als kovalent
vernetztes Dimer nach einer Silberfarbung detektiert werden konnte. Eine Stei-
gerung der Ausbeute an vernetzten Dimeren Uber diesen Anteil hinaus konnte
nicht erreicht werden, auch wenn unter den gegebenen Bedingungen PrP na-
hezu vollstandig als Dimer vorliegt (Jansen, 2002). Selbst durch eine Erhéhung
der Crosslinker-Konzentrationen konnte die verbleibende Monomerbande nicht
weiter reduziert werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Phanomen wird in Kap.
4.2.3 naher diskutiert.

Ab ca. 0,045% SDS werden auch Trimer- und Tetramerbanden im Gel sichtbar,
die durch eine teilweise Vernetzung der unter diesen Bedingungen vorliegen-
den Oligomere zu erklaren sind. Ab etwa 0,03% SDS ist zu erkennen, dass
grollere Aggregate kovalent verknipft wurden, die selbst das Sammelgel im
oberen Bereich des Gels z.T. nicht passieren konnten. Bei noch geringeren
SDS-Konzentrationen nimmt dieser Effekt wieder ab, was vermutlich darin be-
grundet liegt, dass die Aggregate bei 0,01% SDS so grof} sind, dass EDC nicht
alle Monomereinheiten, besonders im Inneren der Aggregate, vernetzen
konnte. Die Monomerbande ist bei 0,01% SDS im Vergleich zu den hdheren
SDS-Konzentrationen auch wieder intensiver, was diese Vermutung zudem
stutzt.
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Abb. 3.4 Analyse der quervernetzten PrP-Mono-, Di- und Oligomere bei verschiede-
nen SDS-Konzentrationen mit SDS-PAGE und anschlieBender Silberfar-
bung. Die Sekundarstruktur wurde mittels CD-Spektroskopie bestimmt. a:
a-Helix-dominiert, B: B-Struktur-dominiert. Reaktionsbedingungen sind in
Kap. 2.13 detailliert beschrieben.

Bei 0,2% SDS liegt PrP als Monomer vor (Jansen, 2002), so dass hier nach
Crosslinking, wie erwartet, auch nur eine Monomerbande bei 16 kDa detektiert
wurde. Es konnte demnach davon ausgegangen werden, dass bei den
gewahlten Crosslink-Bedingungen tatsachlich der vorliegende Zustand der PrP-
Molekule festgehalten und PrP nicht unspezifisch zu héheren Komplexen
vernetzt wird. Insgesamt ist jedoch auffallig, dass besonders bei den hdheren
SDS-Konzentrationen sowohl die Monomer- als auch die Dimerbanden deutlich
verbreitert sind. Dies ist vermutlich auf die internen Crosslinks zurtckzufuhren
(vgl. Kap. 4.2.3).

3.3 Ermittlung der Crosslink-Positionen in PrP-Dimeren und
—Monomeren

Zur Ermittlung der Crosslink-Positionen in PrP-Di- und -Monomeren mit Hilfe
der Massenspektrometrie muss ein Vergleich der drei folgenden Proben gezo-
gen werden. Zum einen muss parallel je eine Probe an quervernetztem Mono-
mer (EDC-Monomer) und quervernetztem Dimer (EDC-Dimer) untersucht wer-
den, um zwischen intra- und intermolekularen Vernetzungen differenzieren zu
konnen. Zum anderen muss eine unbehandelte Kontroll-Probe (Monomer-Kon-



3 Ergebnisse 49

trolle) analysiert werden, um den Zustand vor der Crosslink-Reaktion zu
bestimmen.

Da die maximale Ausbeute an kovalent verknupften Dimeren ca. 50% betrug,
lagen in den Reaktionsansatzen sowohl EDC-Monomere als auch EDC-Dimere
vor. Durch eine vorherige Isolierung der vernetzten Di- und Monomere ergab
sich so die Mdglichkeit, diese separat voneinander zu analysieren. Diese Ana-
lyse liefert Informationen Uber intra- und intermolekulare Wechselwirkung bei
gleichen Losungs-Bedingungen. Um die Vernetzungspositionen aufzuklaren,
mussen die Proteine nach der Isolierung zunachst in kleine Peptide gespalten
werden, die dann massenspektrometrisch nachgewiesen und identifiziert wer-
den mussen. Der Vergleich der MS-Messungen der Kontroll-Proben mit denen
der Crosslink-Proben liefert dabei erste Hinweise auf mdgliche Crosslink-Pep-
tide. Sind dabei Peptide nur in der EDC-Monomer-Probe zu finden, nicht aber in
der Kontrolle, deutet dies auf intramolekular vernetzte Peptide hin. Bei Pepti-
den, die nur in den EDC-Dimer-Proben zu detektieren sind, muss es sich folg-
lich um intermolekular verknupfte Peptide handeln. An den durch die Crosslink-
Reaktion gebildeten Isopeptidbindungen kdnnen, wie bereits erlautert, nur vor-
herige nicht-kovalente Wechselwirkungen beteiligt sein. Um deren exakte Ami-
nosaurepositionen bestimmen zu kdnnen, muss jedoch eine Sequenzierung der
Peptide erfolgen, die z.B. massenspektrometrisch durchgefuhrt werden kann.
Jansen (2002) hatte bereits erste Versuche in dieser Richtung unternommen.
Es wurde hier die Methode der tryptischen Verdauung mit anschliel3iender mas-
senspektrometrischer Analyse der entstandenen Peptide angewendet. In dieser
Arbeit konnte jedoch kein direkter Nachweis der Crosslink-Positionen erbracht
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methodik daher optimiert und
Alternativen Uberprift. Durch die zusatzliche Verwendung neuer Analyseme-
thoden sollten die Quervernetzungen in dieser Arbeit eindeutig und direkt nach-
gewiesen werden.

3.3.1 Direkte (statische) massenspektrometrische Analyse tryptischer
Peptide von rek PrP nach In-Gel-Verdauung

Die Isolierung von EDC-Dimeren, EDC-Monomeren und Monomer-Kontrollen
wurde in dieser Arbeit durch eine SDS-PAGE, wie sie in Abb. 3.4 dargestellt ist,
erreicht. In der vorangegangenen Arbeit wurden die einzelnen PrP-Proben, um
sie einer weiteren Untersuchung zufuihren zu kdnnen, durch eine sehr verlust-
reiche und aufwendige Gelelution aus dem Polyacrylamid-Gel wiedergewon-
nen. Die tryptische Verdauung wurde nach einer Aufkonzentrierung der nach
Gelelution erhaltenen Proteinldsungen in Lésung vorgenommen. Durch die
Gelelution musste ein Verlust von meist mehr als 50% der Ausgangsmenge an
PrP hingenommen werden. Zudem musste ein Pufferwechsel vorgenommen
werden, um geeignete Bedingungen fur die Verdauung und die anschlieliende
massenspektrometrische Messung zu gewahrleisten. Nach Gelelution lagen die
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einzelnen Proben in 10 mM NaPi pH 7,2 mit einer SDS-Konzentration von min-
destens 0,025% vor, da es bei der Gelelution zu einer leichten Aufkonzentrie-
rung von SDS kommt. MS-Messungen werden durch SDS, das an die Peptide
bindet, stark negativ beeinflusst, so dass SDS von den Peptiden zuvor entfernt
werden musste. Um PrP erstens in Losung zu halten, es zweitens fur eine In-
Ldsungs-Verdauung zu denaturieren und drittens, um das SDS zu entfernen,
wurde ein Pufferwechsel zu 6 M Harnstoff durchgefuhrt. Harnstoff liegt jedoch
im Gleichgewicht mit Ammoniumcyanat vor und die daraus entstehende
Isocyansaure kann zur Carbamylierung der Aminogruppen in Proteinen fihren.
Diese Modifikation flhrt zu einer Aufteilung des betreffenden Peptid-Signals in
den MS-Ubersichtsspektren auf mehrere Signale, so dass eine Identifikation er-
schwert wird. Um diese Problematik zu umgehen, wurde in der vorliegenden
Arbeit statt der In-Lésungs-Verdauung die Methode der tryptischen In-Gel-Ver-
dauung angewendet (Shevchenko et al., 1996; s. Kap. 2.14). Diese Methodik
bietet einige Vorteile im Vergleich zu einer In-Ldésungs-Verdauung. Die
Verdauung wird hier direkt in den isolierten, zuvor Coomassie-gefarbten,
Gelbanden vorgenommen, so dass eine vorherige Wiedergewinnung
uberflissig ist. Die resultierenden Peptide werden aus dem Gel mit Hilfe von
Acetonitrii und Ameisensaure eluiert. Da sowohl Acetonitrii als auch
Ameisensaure flliichtig sind, enthalten die Proben nach Lyophilisation kaum
weitere storende Agenzien. Zudem kann auf die Zugabe von Harnstoff
verzichtet werden, so dass die Carbamylierung unterbunden wird.

Fir einen Vergleich der drei oben genannten Proben mussten zunachst die
Kontroll-Proben mittels Massenspektrometrie detailliert analysiert werden. Um
Unterschiede in den verschiedenen Proben nachweisen zu koénnen, ist eine
vollstandige Sequenzabdeckung notwendig, d.h. es mussen moglichst alle tryp-
tischen Peptide in den Kontrollen auch eindeutig nachzuweisen sein.

Salze kénnen durch Anlagerung an Peptide die MS-Messung ebenso wie SDS
negativ beeinflussen. Da die nach In-Gel-Verdauung erhaltenen Peptid-Proben
noch Salze aus der Praparation enthielten, wurden diese durch eine Mikro-
reversed-phase-Chromatographie mit Hilfe von ZipTips®-Pipettenspitzen ent-
fernt. Zusatzlich erlaubt diese Methode eine fraktionierte Elution der Peptide bei
verschiedenen Methanolkonzentrationen. Ublicherweise werden alle Peptide
zusammen bei 60-80% Methanol eluiert. Dies fuhrt, aufgrund der Menge an
Peptiden, zu sehr komplexen MS-Spektren. Zudem beeinflussen sich die ver-
schiedenen Peptide untereinander, so dass es zu Signalunterdrickungen und
Uberlagerungen kommen kann. Um diese Schwierigkeiten sowie die Komple-
xitat zu reduzieren, kann es daher sinnvoll sein, fraktioniert zu eluieren. Fur die
hier durchgefuhrten Messungen stellte sich eine fraktionierte Elution bei 10%
Methanol mit anschlieRender Elution bei 60% Methanol als geeignet heraus. In
Abb. 3.5 sind MS-Ubersichtsspektren einer typischen Monomer-Kontrolle
dargestellt. Die Peptid-Signale 11 (m/z=274,7?") und 6 (m/z=332,21?") konnten
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dabei nur in den Fraktionen bei 10% Methanol detektiert werden. Alle anderen
Peptid-Signale wurden in der 60%-Methanol-Fraktion detektiert.

Anhand der Masse eines detektierten Signals kann eine erste Zuordnung zu
bestimmten Peptiden vorgenommen werden. Die Isotopenmuster erlauben da-
bei die Bestimmung des Ladungszustandes, so dass auf die tatsachliche Masse
des Peptides zurtickgerechnet werden kann (vgl. Kap. 2.16.3). Die Signale in
Abb. 3.5 wurden so PrP-Peptiden zugeordnet und sind mit ihrem Masse-La-
dungs-Verhaltnis, dem Ladungszustand und der Peptidnummer gekennzeich-
net. Die Intensitat der Signale ist dabei stark abhangig von der lonisierbarkeit
der einzelnen Peptide, so dass sich trotz gleicher oder ahnlicher Konzentration
die Intensitaten der hier markierten Signale erheblich unterschieden.
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Abb. 3.5 ESI-MS-Ubersichtsspektren der Monomer-Kontrolle. Gezeigt sind Spektren
bei verschiedenen m/z-Bereichen. Die intensivsten Signale der PrP-Peptide
sind mit ihrem Masse-Ladungs-Verhaltnis und dem Ladungszustand ge-
kennzeichnet. Die Signalnummerierung ist identisch mit der Zuordnung in
Tab. 3.1.

Alleine aufgrund dieser detektierten Masse konnen die PrP-Peptide jedoch nicht
eindeutig identifiziert werden. Hierzu muss eine Sequenzierung der Peptide
anhand von ESI-MS/MS-Spektren (Tandem-Spektren) vorgenommen werden.
Dabei werden die entsprechenden Peptid-Signale, die sogenannten Vorlaufer-
lonen, im Massenspektrometer selektiert und in der Kollisionszelle fragmentiert.
Anhand der Fragment-lonen kdnnen dann die Aminosauresequenz und mogli-
che Modifikationen exakt bestimmt werden. In Abb. 3.6 sind beispielhaft ESI-
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MS/MS-Spektren der zwei PrP-Peptid-lonen, PrP137-148 und PrP194-205, ge-
zeigt. Die Abstande der Fragment-Signale entsprechen den Massen der im
Peptid enthaltenen Aminosauren, so dass anhand dieser Signale die Peptide
sequenziert und identifiziert werden konnten. Hier sind nur die Y-lonen, also die
C-terminalen Fragment-lonen, dargestellt. Alle weiteren PrP-Peptide wurden in
gleicher Weise eindeutig identifiziert. Es konnte eine Sequenzabdeckung von
rund 96% erreicht werden.
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Abb. 3.6 ESI-MS/MS-Spektren zweier Peptid-Signale: 512,29°* (oben) und 577,35**
(unten). Die Zuordnung zu PrP137-148 bzw. PrP195-204 wurde anhand der
Fragment-lonen vorgenommen. C-t: C-terminale Aminosaure.

Lediglich Peptid 2, sprich PrP107-110, konnte in keiner Probe nachgewiesen
werden. Die Aminosauren am C-Terminus von PrP, Arg 230 und Ser 231, wur-
den ebenfalls nicht detektiert, da diese durch die tryptische Verdauung einzeln
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abgespalten werden und so vermutlich bereits in den Waschschritten wahrend
der Mikro-reversed-phase-Chromatographie eluiert wurden. Bei Peptiden, die
Cystein-Reste enthalten, kann es zu Schwierigkeiten in der Nachweisbarkeit
kommen, wenn es wahrend der Proben-Praparation zu einer Oxidation der
Cysteine kommt. Nach einer Alkylierung zu Carboxyamidomethylcystein konn-
ten jedoch beide PrP-Peptide, die die Cystein-Reste enthalten (PrP165-185 und
PrP209-220), detektiert werden. Bei Peptiden, die Methionine enthalten, kommt
es haufig ebenfalls zu einer Oxidation, was an einer Massendifferenz von A16
(Methionin) zu erkennen ist. Tab. 3.1 gibt einen Uberblick uber alle
identifizierten PrP-Peptid-Signale in Monomer-Kontrollen mit zugehdriger Se-
quenz-Zuweisung. Es sei hier der Vollstandigkeit halber darauf hingewiesen,
dass bei Peptid PrP90-106 in geringem Male eine Carbamylierung, zu erken-
nen an der Massendifferenz von A43, detektiert wurde, obwohl, wie zu Beginn
des Kapitels beschrieben, auf eine Harnstoff-Zugabe verzichtet wurde. Diese
geringflgige Carbamylierung ist vermutlich auf eine kurzzeitige Harnstoffbe-
handlung wahrend der Aufreinigung des Proteins zurtickzuflhren.
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3.3.2 Direkte (statische) massenspektrometrische Analyse tryptischer
Peptide von quervernetzten PrP-Mono- und —Dimeren

Die hohe Sequenzabdeckung, die in den Monomer-Kontrollen erreicht wurde,
erlaubte nachfolgend eine vergleichende Untersuchung der Crosslink-Proben
mit den Kontrollen. Die Analyse erstreckte sich, wie auch die der Kontrollen (s.
Kap. 3.3.1), zunachst auf eine direkte MS-Messung der jeweiligen Proben.

Der auffalligste Unterschied zwischen den Ubersichtsspektren der Crosslink-
und der Kontroll-Proben war zunachst eine deutliche Intensitdtsabnahme von
zwei Peptid-Signalen in den Crosslink-Proben. Es handelte sich dabei um die
mittels Tandem-MS-Messungen zuvor identifizierten Signale von PrP195-204
(m/z=577,3%*) und PrP90-106 (m/z=456,1*"). In Abb. 3.7 ist ein Vergleich der
Intensitaten in den ESI-MS-Ubersichtsspektren dieser beiden Peptid-Signale in
Kontrolle, EDC-Dimer und EDC-Monomer dargestellt. Es ist zu sehen, dass die
Intensitatsabnahme der beiden Signale sowohl in EDC-Dimer-, als auch in
EDC-Monomer-Proben auftrat. Gezeigt ist jeweils nur der Massenbereich, in
dem die Peptid-Signale zu detektieren waren. Die ubrigen PrP-Signale waren in
Crosslink-Proben und Kontrollen in vergleichbarer Intensitat nachweisbar.

Hierzu ist zu bemerken, dass Intensitaten in der Regel nur innerhalb eines
Spektrums relativ zueinander verglichen werden konnen. Die Intensitat von
Peptid-Signalen wird grundsatzlich durch verschiedene Parameter beeinflusst,
die nicht fur jede Messung und jede Probe identisch gehalten werden kénnen.
Zum einen hangt die Signalintensitat selbstverstandlich von der Konzentration
der Peptid-Molekule in der Probe ab. Die Konzentration der Peptide im Ansatz
wird dabei vorwiegend durch die Proteinkonzentration in der jeweiligen Gel-
Bande, aber nicht zuletzt auch durch die Verdauung beeinflusst. Zum anderen
kann die lonisierbarkeit von Peptiden stark variieren. Verschiedene Peptide
konnen daher bei gleicher Konzentration unterschiedliche Intensitaten im MS-
Spektrum aufweisen (vgl. Abb. 3.5). Die lonisierbarkeit hangt dabei u.a. von der
Sequenz, d.h. von der Aminosaurezusammensetzung, und Grolie des Peptides
ab. Weiterhin wird die Intensitat der Peptid-Signale auch vom Gesamt-
lonenstrom, d.h. u.a. vom Spriuhverhalten der Probe beeinflusst.

Trotz dieser Einschrankungen waren die hier beobachteten Intensitatsabnah-
men hoch reproduzierbar. Zudem wurden fur die Vergleiche immer Proben he-
rangezogen, die ahnliche Gesamt-Intensitaten der Peptid-Signale aufwiesen, so
dass die hier beobachteten Intensitatsabnahmen eindeutig belegt sind.
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Abb. 3.7 Vergleich der Monomer-Kontrolle, des EDC-Dimers und des EDC-Monomers

in ESI-MS-Ubersichtsspektren. Gezeigt sind nur die Massenbereiche der
Peptid-lonen von PrP195-204 (m/z: 577,32+) (links) und PrP90-106 (m/z:
456,1*") (rechts).

Eine Intensitatsabnahme von Peptid-Signalen bedeutet, dass die betroffenen

Peptide que
nur noch in
gesamt drei
relativ viele

rvernetzt wurden, so dass sie in ihrer unvernetzten Form nicht, oder
sehr reduzierter Intensitat zu detektieren sind. Dass PrP90-106 ins-
Lysine zuzuglich des hierin enthaltenen freien N-Terminus von PrP
Aminogruppen aufweist und PrP195-204 drei saure Aminosauren

enthalt, spricht dafir, dass ein Crosslink zwischen diesen beiden PrP-Peptiden
erzielt wurde. Gleichzeitig mussten im Spektrum jedoch neue Signale auftreten,

die zu den
Masse zu d
werden.

quervernetzten Peptiden gehoren und bei entsprechend grolierer
etektieren sein mussten. Dies konnte hier jedoch nicht beobachtet



3 Ergebnisse 57

Um zu untersuchen, ob die Quervernetzungen in den hier analysierten Proben
und die damit verbundene Intensitadtsabnahme der Signale von PrP90-106 und
PrP195-204 strukturspezifisch sind, wurde eine rek PrP-Probe bei 4% SDS in
10 mM NaPi pH 7,2 vollstandig denaturiert und mit EDC behandelt. Bei voll-
standiger Denaturierung ist anzunehmen, dass EDC keine Vernetzung inner-
halb eines Proteins vermitteln kann, da sowohl Sekundar- als auch Tertiar-
strukturen entfaltet sind. Zusammen mit einer EDC-behandelten PrP-Probe bei
0,2% SDS und einer nicht vernetzten Monomer-Kontrolle wurde diese denatu-
rierte PrP-Probe einer SDS-PAGE unterzogen. Sowohl bei 0,2% SDS als auch
bei 4% SDS liegt PrP in monomerer Form vor. In der SDS-PAGE wurde auch
nach Crosslinking nur eine Monomer-Bande bei 16 kDa detektiert, was belegt,
dass das Crosslinking nicht zu unspezifisch vernetzten Komplexen fuhrt (Abb.
3.8).
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Abb. 3.8 Kontrolle der Strukturspezifitat des Crosslinkings durch SDS-PAGE mit
anschlieBender Coomassie-Farbung und Préaparation von quervernetzten
PrP-Monomeren bei 4% und 0,2% SDS.

Diese Banden wurden, wie oben beschrieben, einer In-Gel-Verdauung
zugeflhrt und die resultierenden Peptide massenspektrometrisch analysiert. Es
wurde wiederum ein Vergleich der ESI-MS-Ubersichtsspektren der Kontrollen
mit den Crosslink-Proben vorgenommen. In Abb. 3.9 sind die gemessenen
Ubersichtsspektren dargestellt.

Bei 4% SDS ist in beiden Ubersichtsspektren das Signal von PrP195-204
(m/z=577,3%"), in ahnlich hoher Intensitat im relativen Vergleich zu den Peptid-
lonen PrP137-148 (m/z=512,3**) und PrP157-164 (m/z=551,9%") vorhanden.
Die Gesamt-Intensitat der EDC-Monomer-Probe weicht hier zwar mit ca.
100 counts stark von der der Kontrolle mit ca. 1000 counts ab, was aber ver-
mutlich lediglich auf ein unterschiedliches Sprihverhalten der beiden Proben
zurtckzufihren ist, so dass hier der relative Vergleich zu den anderen Peptid-
lonen herangezogen wurde.
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Abb. 3.9 ESI-MS-Ubersichtsspektren von Monomer-Kontrolle und EDC-Monomer
eingestellt bei 4% bzw. 0,2% SDS.

Insgesamt konnten keine Hinweise auf eine intramolekulare Vernetzung bei
4% SDS gefunden werden. Das N-terminale Peptid PrP90-106 konnte bei
4% SDS nach Crosslinking zwar nicht nachgewiesen werden, was in diesem
Fall jedoch hochstwahrscheinlich nur in der relativ geringen Gesamtintensitat
der Probe begrindet liegt.

Die Ubersichtsspektren der Proben bei 0,2% SDS in Abb. 3.9 zeigen, dass die
Intensitat der meisten PrP-Signale nach Quervernetzung deutlich vermindert
war. Selbst das Signal von PrP157-164 (m/z=551,9°"), welches aufgrund seiner
Sequenz nicht mit EDC reagieren kann, ist drastisch reduziert. In der zugehdri-
gen Kontroll-Probe, die parallel prapariert wurde, sind alle PrP-Signale in den
erwarteten Intensitaten vorhanden. Gekennzeichnet sind wiederum die Peptide
PrP137-148 (m/z=512,3*"), PrP157-164 (m/z=551,9*") und PrP195-204
(m/z=577,42+). Diese drastische Reduktion aller PrP-Signale zeigt, dass rek PrP
bei 0,2% SDS, im Gegensatz zu 4% SDS, offenbar durch EDC sehr stark in-
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tramolekular vernetzt wurde, so dass Trypsin sehr viel weniger Angriffspunkte
vorfindet. Im Vergleich zu den vernetzten Proben bei Dimer-Bedingungen
(0,055-0,07% SDS) (Abb. 3.7) wurde PrP bei 0,2% SDS jedoch vermutlich deut-
lich unspezifischer vernetzt, so dass nicht nur einzelne sondern alle PrP-Sig-
nale stark reduziert wurden. Die Eigenverdauung von Trypsin, die in allen
Proben deutlich nachweisbar war, zeigt, dass die Bedingungen fir die
Verdauung in allen Proben optimal waren. Trypsin-Peptide wurden u.a. bei
m/z=421,9%" und 601,0*" detektiert und sind in den Spektren markiert. Eine
Aktivitatsminderung von Trypsin konnte somit ausgeschlossen werden.

Diese Messungen zeigen deutlich, dass die EDC-vermittelte Quervernetzung
von PrP-Di- und -Monomeren, und die damit verbundene Intensitatsabnahme
der zwei PrP-Peptid-Signale, auf strukturellen Eigenschaften von PrP unter den
gegebenen Bedingungen beruht. Anderenfalls ware auch bei der denaturierten
Probe eine Reduktion von PrP-Signalen zu erwarten gewesen.

3.3.3 Nachweis von Crosslink-Peptiden in PrP-Di- und -Monomeren
mittels ESI-LC-MS-Kopplung

Wie in den vorherigen Kapiteln erlautert, konnten durch eine direkte statische
MS-Analyse die Crosslink-Peptide nicht direkt nachgewiesen werden. Dies
wurde auf Uberlagerungen, Signalunterdriickungen oder auf eine relativ geringe
Gesamtintensitat der Crosslink-Peptide zurtckgefuhrt. Durch eine fraktionierte
Elution der Peptide von den ZipTips®-Pipettenspitzen konnte die Komplexitat
zwar geringflgig reduziert werden, dennoch fuhrte dies nicht zu dem Erfolg
Crosslink-Peptide direkt nachzuweisen.

Bei der LC-MS-Kopplung werden die im Ansatz befindlichen Peptide zunachst
durch eine vorgeschaltete Reversed-phase-Chromatographie ihrer Hydrophobi-
zitat nach aufgetrennt. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Komplexitat und
die damit verbundenen Schwierigkeiten dadurch erheblich reduziert werden.
Zum anderen kommt es zusatzlich zu einer Aufkonzentrierung der Peptide in
den einzelnen Peaks. Die eluierenden Peptide werden hierbei direkt, also
online, massenspektrometrisch analysiert. Im Verlauf dieser Arbeit konnte eine
solche ESI-LC-MS-Kopplung mit einer Nano-reversed-phase-HPLC-Anlage
etabliert und fur die hier zu untersuchenden Proben optimiert werden. Die LC-
MS-Kopplung wurde daraufhin fur eine weitergehende Untersuchung von EDC-
Dimer/Monomer-Proben sowie Monomer-Kontrollen eingesetzt. Der Vergleich
der ESI-LC-MS-Messungen von Kontrollen, EDC-Di- und -Monomer-Proben
zeigte, dass in beiden Crosslink-Proben neue, bisher nicht beobachtete, Sig-
nale zu detektieren waren. Diese mussten auf die Crosslink-Reaktion zurtck-
zufuhren sein. Wiederum wiesen die EDC-Dimer- und EDC-Monomer-Messun-
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gen jedoch keinen Unterschied auf. In Abb. 3.10 sind die zwei prominentesten
Signale am Beispiel einer EDC-Dimer-Messung dargestellt.

3
3
&
100 4

3
+ )
2465,50 [M + H] 80 2
&

2955,9 [M + H]'

Intensitét [counts]
Intensitét [counts]

490 492 494 496 498 500

Abb. 3.10 Signale vernetzter Peptide in ESI-LC-MS-Ubersichtsspektren einer EDC-
Dimer-Probe. Gezeigt sind die Massenbereiche, in denen die neuen Signale
493,9°* und 591,98°" detektiert wurden.

Die beiden Signale wurden wahrend des LC-Laufs bei verschiedenen Elutions-
zeiten detektiert. Gezeigt sind hier einzelne MS-Ubersichtsspektren, die wéah-
rend der Elution der Peptide von der Reversed-phase-Chromatographie aufge-
nommen wurden. Aufgrund ihrer Masse konnten diesen Signalen quervernetzte
PrP-Peptide zugeordnet werden. Die Masse von 2465,5 [M + H]" entspréache
dabei PrP90-106+152-156 und die Masse 2955,7 [M + H]* PrP90-106+PrP195-
204. Beide Crosslink-Peptide wurden in relativ hohen Intensitaten detektiert und
traten in allen unabhangigen Crosslink-Proben auf. Das Signal bei
2465,5 [M + H]" trat zudem in verschiedenen Ladungszusténden von 4" bis 6"
und verschiedenen Oxidationsstufen des Methionins auf, so dass sich die Ge-
samtintensitat aus der Summe der Signale ergibt. Das Signal der Masse
2955,7 [M + H]" konnte nur in 5-fach positiv geladener Form gefunden werden.

Um die Sequenz-Zuweisung bestatigen zu kdnnen, wurden Sequenzierungen
mittels ESI-LC-MS/MS-Messungen durchgefuhrt. Bei der LC-MS-Kopplung
wurden die Peptid-Signale daftur automatisch selektiert und fragmentiert. Die
Einstellungen hierfir wurden im Messprogramm vor den jeweiligen Messungen
festgelegt. Es wurden hier nur Signale selektiert, die Uber 5 counts an Intensitat
aufwiesen und einen Ladungszustand von 2-5" besaRen. Die MS/MS-Spektren
wurden jeweils flr 5 s summiert. Dank der hohen Intensitat der Vorlaufer-lonen
reichte diese Zeit aus, um hoch qualitative Spektren zu erzielen. Abb. 3.11 zeigt
das LC-MS/MS-Spektrum des lons der Masse 2465,5 [M + HJ".
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Beobachtete | Berechnete Beobachtete | Berechnete Beobachtete | Berechnete
Y-lonen Masse Masse B-lonen Masse Masse Interne Fragmente Masse Masse
[M + H]* [M +H]" [M + H]" M+ H]* [M + H] [M +H]"
K 147,10 147,11 GQ 186,11 186,09 KP 226,15 226,16
KP 24419 24417 |GQG 243,13 243,11 PK 226,15 226,16
KPKS 459,29 459,29 KPS 313,19 313,19
KPKSP 556,36 556,35 SKP 313,19 313,19
KPKSPKNWQNHTGGG 1635,80 1635,84 PSK 313,19 313,19
R 175,14 175,12 Beobachtete | Berechnete
RN 289,15 289,16 Crosslink-Fragment Masse Masse
RNM 420,20 420,20 ™+ H]* ™+ H]‘
RNMN 534,26 534,25
RNMNE -19 645,27 645,28 702,32 702,28
80 -
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Abb. 3.11 Sequenzierung des vernetzten Peptids (2465,5 [M + H]") anhand eines ESI-
LC-MS/MS-Spektrums. Die Fragment-lonen sind nach ihrer Zugehérigkeit zu
PrP90-106+PrP152-156 farblich markiert (griin: PrP152-156, rot: PrP90-106,
orange: Crosslink-Fragment.
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Abb. 3.12 Struktur des Crosslink-Peptids PrP90-106+152-156 inklusive der
Fragmentierungs-Positionen. Die Crosslink-Position liegt hier bei G90-E152.
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Aus den Fragment-Spektren lasst sich die Aminosauresequenz des Peptids
ablesen. Es konnten sowohl von Peptid PrP90-106 als auch von PrP195-204
die Y-lonen-Serien identifiziert werden (vgl. Abb. 3.11). Fur PrP90-106 wurden
zudem einige interne Fragmente und zwei B-lonen detektiert. Die Existenz ei-
nes Fragments der Masse 702,32 [M + H]*, welches auch in seiner zweifach
geladenen Form im Spektrum detektiert wurde, beweist zweifelsfrei, dass die
beiden Peptide quervernetzt sind. Die Vernetzungsposition muss sich dabei
zwischen den Aminosauren G90 und E152 befunden haben. In Abb. 3.12 ist die
ermittelte Struktur des Crosslink-Peptids mit den beobachteten Fragmentierun-
gen dargestellt. Die Fragment-lonen des MS/MS-Spektrums lassen nur diese
Struktur bzw. Quervernetzung zu.

Fir das zweite, oben genannte Signal, der Masse 2955,7 [M + H]" konnten
ebenfalls LC-MS/MS-Spektren aufgenommen werden, so dass anhand derer
auch fur dieses Peptid-Signal eine Sequenzanalyse durchgeflhrt werden
konnte. Das zugehdrige LC-MS/MS-Spektrum ist in Abb. 3.13 dargestellt. Im
oberen Teil von Abb. 3.13 sind alle identifizierten Fragment-lonen inklusive ihrer
Zuordnung zu Sequenzbereichen zusammenfassend dargestellt. Der Ubersicht
halber sind im Spektrum nur die entscheidenden Fragment-lonen gekennzeich-
net.

Die Zuordnung der Fragment-lonen zu bestimmten Sequenz-Bereichen von PrP
bestatigte die Identitat des Signals als PrP90-106+195-204. Fur beide beteilig-
ten Peptide sind die Y-lonen-Serien vorhanden. Fur PrP90-106 wurde aulder-
dem ein B-lon sowie einige interne Fragmente detektiert. Zusatzlich wurden
einige sehr grofle Fragment-lonen detektiert, die auf Peptid-Fragmente des
vernetzten Teils hindeuteten (s. Abb. 3.13). Es konnte u.a. ein lon bei
m/z=657,79% (M + H]* 1971,4) nachgewiesen werden, dass nur durch ein
quervernetztes Peptid erklarbar ist, da es von der Masse her groRer ist als die
Masse der einzelnen Peptide mit 1821,3 [M + H]" fur PrP90-106 und
1153,6 [M + H]" fir PrP195-204 (s. Abb. 3.13). Anhand weiterer, deutlich gréRe-
rer, Crosslink-Fragmente konnte die Crosslink-Position bei G90-D202 ermittelt
werden (s. Abb. 3.14, Struktur 1).

Die Fragment-lonen zeigten weiterhin, dass sich unter dem Signal der Masse
2955,7 [M + H]" mindestens zwei verschieden vernetzte Crosslink-Peptide von
PrP90-106+195-204 verbargen. Die Existenz der durchgangigen Sequenz von
K204-T199 belegt eindeutig, dass eine zweite Spezies mit Crosslink bei G90
und E196 im selben Signal vorhanden gewesen sein muss (s. Abb. 3.14, Struk-
tur 2). Fur einen moglichen Crosslink an Position G90 und E200 konnten keine
Hinweise gefunden werden.
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Beobachtete | Berechnete Beobachtete | Berechnete
Y-lonen Masse Masse B-lonen Masse Masse
M+ H]* M+ H]" M+ H]" [M + H]*
Struktur 1+ 2 Struktur 1 +2
K 147,12 147,11 |GQG 243,16 243,11
KP 244,19 24417
KPKS 459,33 459,29
KPKSP 556,42 556,35
KPKSPKNWQNHTGG 1579,03 1578,81
KPKSPKNWQNHTGGG 1636,09 1635,84
Struktur 2 Struktur 1
K 147,12 147,11 |GE 187,08 187,07
Ki 260,21 260,2 GEN 301,15 301,12
KID 375,27 375,22 |GENF 448,24 448,18
KIDT 476,34 476,27
KIDTE 605,39 605,32
KIDTET 706,47 706,36
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Beobachtete | Berechnete
Interne Fragmente Masse Masse
™+ H]* M +H]*
Struktur 1+ 2
KP 226,16 226,16
PK 226,16 226,16
KPS 313,22 313,19
SKP 313,22 313,19
PSK 313,22 313,19
Beobachtete | Berechnete
Crosslink-Fragmente Masse Masse
[M + H]" [M + H]"
Struktur 1+ 2
1971,37 1971,89
Struktur 1
1971,37 1971,89
2278 57 227818
2407,69 2497,23
2508,73 2508,27
=l
1
: 2655,76 2655,34
J
J
1 2769,76 2769,38
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1
P A
| Ay
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Sequenzierung des vernetzten Peptids (2955,7 [M + H]") anhand des ESI-LC-
MS/MS-Spektrums. Die Fragment-lonen sind nach ihrer Zugehédrigkeit zu
PrP90-106+PrP195-204 farblich markiert (griin: PrP195-204, rot: PrP90-106,
orange: Crosslink-Fragmente).

Die beiden identifizierten Crosslink-Peptide konnten, wie bereits erwahnt, in
allen unabhangigen Crosslink-Proben in EDC-Dimer- und EDC-Monomer-Pro-
ben nachgewiesen werden. Anhand dieser Daten alleine konnte somit nicht
entschieden werden, ob es sich bei den Crosslinks um eine intra- oder inter-
molekulare Bindung handelt (vgl. Kap. 3.3.4). Es konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass sie in beiden Fallen, also im Dimer und Monomer, lediglich intra-
molekularer Natur sind. Da jedoch durch die SDS-PAGE-Analysen von kovalent
vernetzten Dimeren ausgegangen werden muss, ware im Falle einer rein intra-
molekularen Vernetzung die tatsachliche intermolekulare Verknupfung der Di-
mere nicht nachgewiesen worden.
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Abb. 3.14

Struktur 1

+ 3H*% 2H*
3H 1636,09

Struktur 2

147,12
260,21
375,27

— 476,34

L— 605,39

L—> 706,47

Ermittelte Strukturen der Crosslink-Peptide PrP90-106+195-204 inklusive
der Fragmentierungs-Positionen. Es konnten zwei verschiedene Crosslink-
Positionen bestimmt werden: G90-D202 (Struktur 1) und G90-E196
(Struktur 2).

In einzelnen Proben der EDC-Dimere und -Monomere wurden weitere Signale
detektiert, die mit der Crosslink-Reaktion in Verbindung stehen mussten. Eines
davon, detektiert bei m/z=578,96°", konnte zudem durch MS/MS-Messungen
sequenziert werden. Es stellte sich heraus, dass es sich um PrP90-106+221-
229 handelt. Der Crosslink wurde hierbei flr die Position G90 und E221 be-
stimmt. Darlber hinaus wurden vereinzelt Signale nachgewiesen, die der
Masse nach den Crosslink-Peptiden PrP90-106+137-148, PrP90-106+205-208
entsprechen. Diese Signale konnten allerdings aufgrund ihrer geringen Intensi-
taten nicht sequenziert werden, so dass ihre tatsachliche Identitat nicht geklart
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werden konnte. Da diese Crosslink-Peptide nur in einzelnen Proben beobachtet
wurden, ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass es sich hierbei um Produkte von
Nebenreaktionen handelt. Die Intensitaten dieser Signale waren in den meisten
Fallen zudem sehr gering. Obwohl die Intensitaten durch verschiedene Fakto-
ren beeinflusst werden konnen, sind sie dennoch ein Indiz dafur, dass diese
Crosslink-Peptide nicht dem Hauptprodukt der EDC-Reaktion entsprechen. Die
einzelnen unvernetzten Peptide dieser Crosslink-Peptide, also PrP90-106,
PrP221-229 und PrP137-148, sind in Kontroll-Proben immer in relativ hoher
Intensitat nachweisbar, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die
Signale der vernetzten Peptide ebenfalls intensiv vorhanden sein mussten,
wenn es sich um die vorwiegenden Crosslink-Produkte gehandelt hatte. Die
Signale der nicht vernetzten Peptide PrP221-229 und PrP137-148 waren zu-
dem in den Crosslink-Proben in ihrer Intensitat nicht maflgeblich reduziert, wie
es fur die Signale der Peptide PrP90-106 und PrP195-204 beobachtet wurde.
PrP205-208 war auch in unvernetzter Form in nur sehr geringer Intensitat de-
tektierbar, so dass hier der Intensitatsvergleich zwischen Kontrolle und Cross-
link-Proben zwar schwieriger war, aber da das zugehorige Crosslink-Peptid tat-
sachlich nur in einigen wenigen Proben zu finden war, wurde auch fir dieses
Peptid angenommen, dass dies eine eher unspezifisch entstandene Bindung
sein musste.

Zusammenfassend wurden drei verschiedene Haupt-Crosslink-Positionen in
EDC-Dimeren und EDC-Monomeren nachgewiesen: PrP90-106+152-156 mit
G90-E152 und PrP90-106+195-204 mit G90-E196 und G90-D202, wobei der
Intensitat nach der Crosslink zwischen G90 und E152 die wichtigste Crosslink-
Position darstellt. Diese Positionen miussen demnach im PrP-Mono- und -Dimer
strukturbedingt in rdumlicher Nahe gewesen sein. In Tab. 3.2 sind noch einmal
alle gefundenen Crosslink-Peptid-Signale mit zugehdriger Sequenz-Zuordnung
aufgelistet.
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3.3.4 N-terminale Acetylierung von PrP:
Intra- versus intermolekulare Quervernetzung

Da die identifizierten Crosslink-Peptide sowohl in EDC-Dimer- als auch in EDC-
Monomer-Proben detektiert wurden, konnte zunachst nicht entschieden wer-
den, ob die gefundenen Vernetzungen intra- oder intermolekular ausgebildet
wurden. Bei jedem der nachgewiesenen Crosslinks war jedoch die N-terminale
Aminosaure von rek PrP(90-231) G90 beteiligt. Wenn die intermolekulare
Vernetzung der Dimere tatsachlich uber die gefundenen Positionen, G90 und
E152, E196 oder D202, stattfindet, dann sollten sich nach erfolgreicher
Blockierung des N-Terminus keine Dimere mehr vernetzen lassen und in der
Gelelektrophorese durften demnach keine Dimer-Banden zu detektieren sein.

Um eine eindeutige Aussage Uber die Beteiligung des N-Terminus an den
Crosslinks treffen zu kdnnen, muss ausschliel3lich dieser Terminus modifiziert
werden. Problematisch war es, eine geeignete Methode hierflr zu finden. Als
beste Mdglichkeit erschien die Acetylierungs-Methode mit Jodessigsaurean-
hydrid nach Wetzel et al. (1990). Hierbei werden die unterschiedlichen pK,-
Werte der N-terminalen und der Seitenketten-Aminogruppen ausgenutzt. Die
terminale Aminogruppe besitzt dabei mit ca. 8,0 einen niedrigeren pKy-Wert als
die Seitenketten-Aminogruppen mit ca. 10,5, so dass bei neutralem pH-Wert die
terminale Aminogruppe bevorzugt reagiert (Greenstein et al., 1961; Means et
al., 1971). Diese Methodik erlaubt demnach eine gezielte Modifizierung N-ter-
minaler Aminogruppen, wenn auch eine geringfugige Nebenreaktion mit den
Seitenketten-Aminogruppen zu erwarten ist. Wetzel et al. (1990) fuhrte die
Acetylierung bei pH 6 in MES-Puffer durch. Fur die hier durchgefuhrten Versu-
che sollte rek PrP allerdings in NaPi pH 7,2 mit 0,2% SDS vorliegen, so dass es
notig war, die Methodik auf die veranderten Bedingungen hin zu testen. Da fur
die Acetylierung relativ hohe Proteinkonzentrationen bendtigt werden, wurde die
Methode zunachst an bovinem alpha-Lactalbumin und Myoglobin getestet, was
in ausreichender Menge zur Verfugung stand. Die genaue Vorgehensweise ist
in Kap. 2.17 erlautert. Alpha-Lactalbumin und Myoglobin wurden bei pH 7,2 in
NaPi bei 0,2% SDS vorinkubiert. Die Acetylierung wurde wie in Kap. 2.17 bei
einer Proteinkonzentration von 0,25 mM durchgeflhrt. Nach abgeschlossener
Acetylierung wurde eine massenspektrometrische Messung des unverdauten
Gesamt-Proteins vorgenommen.

Wie in Kap. 2.16.3 dargelegt, treten bei groRen Proteinen viele hoch geladene
Protein-lonen auf. Erst nach einer computergestitzten Auswertung kann die
Masse des gemessenen Proteins berechnet werden. Aus diesem Grund wer-
den hier nur diese dekonvolutionierten Spektren der Messungen gezeigt. Da die
Protein-Losung 0,2% SDS enthielt, das die MS-Messungen erheblich negativ
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beeinflusst, wurden die Proben Uber ZipTips®-Spitzen gereinigt. Trotz dieses
Chromatographie-Schrittes konnten erst nach einem zweiten Elutionsschritt bei
80% Methanol Protein-Signale in relativ geringer Intensitat detektiert werden.
Beispielhaft ist hier ein dekonvolutioniertes Spektrum einer acetylierten alpha-
Lactalbumin-Probe (Abb. 3.15) gezeigt.
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Abb. 3.15 Nachweis der Acetylierung von bovinem alpha-Lactalbumin anhand des
dekonvolutionierten ESI-MS-Ubersichtsspektrums (Molekulargewicht von
alpha-Lactalbumin: 14178 kDa).

Nicht modifiziertes alpha-Lactalbumin wurde bei m/z=14179 detektiert. Nach
erfolgreicher Acetylierung ergibt sich eine Massenzunahme von 168 pro Joda-
cetylgruppe. Das Spektrum zeigt neben dem Signal des nicht modifizierten
Protein-Signal vier zusatzliche Signale, die 1-4-fach acetyliertem alpha-Lactal-
bumin entsprechen. Der Intensitat nach zu urteilen ist die doppelt acetylierte
Form (m/z=14515) die haufigste Form. In ahnlichen Intensitaten treten jedoch
auch die einfach und dreifach acetylierten Formen auf (m/z=14347 und 14683).
Die unmodifizierte Form sowie hoher acetylierte Formen sind deutlich weniger
haufig. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Reaktion unter den gewahlten Bedin-
gungen durchfuhrbar ist. In verdauten Proben konnte das tryptische Peptid von
alpha-Lactalbumin, dass die N-temrinale Aminogruppe enthalt, nicht detektiert
werden, da es vermutlich aufgrund seine geringen Grof3e und seiner hydrophi-
len Natur in den Waschschritten der ZipTips®-Elution verloren ging (Daten nicht
gezeigt). Die Messung an Myoglobin bestatigten jedoch, dass hauptsachlich der
N-Terminus modifiziert wurde (Daten nicht gezeigt). Die Modifizierungsreaktion
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ist somit mit ca. ein bis drei Modifizierungen gering genug, um vornehmlich die
terminale Aminogruppe zu blockieren.

Die Acetylierung von rek PrP wurde in gleicher Weise durchgeflhrt. Zur Materi-
alersparnis wurde allerdings auf eine Messung des unverdauten Gesamtprote-
ins verzichtet. Rek PrP wurde direkt mittels einer SDS-PAGE isoliert und durch
eine tryptische In-Gel-Verdauung in Peptide gespalten. Die Peptide sollten so
anhand von ESI-MS-Messungen auf die vorhandenen Modifikationen und deren
genaue Position hin untersucht werden.

Anhand der gemessenen ESI-MS-Ubersichtsspektren zeigte sich bereits, dass
die modifizierten Peptid-lonen nicht die erwartete zusatzliche Masse von 168
trugen, sondern eine Massendifferenz von nur 118 aufwiesen. Die Messungen
an unverdautem alpha-Lactalboumin und Myoglobin zeigten zuvor jedoch, dass
mit der angewendeten Methode die gewilnschte Acetylierung mit der erwarteten
Massendifferenz von 168 erreicht werden konnte. Da die Massendifferenz von
118 auch bei tryptisch verdauten alpha-Lactalbumin-Proben detektiert wurde
(Daten nicht gezeigt), musste daher hier davon ausgegangen werden, dass die
Massendifferenz von 118 erst durch den tryptischen Verdau erzeugt wurde. Da
die genaue ldentitat der Modifizierung nicht geklart werden konnte, wird nach-
folgend allgemeiner von Modifizierung gesprochen.

In den acetylierten PrP-Proben konnte hauptsachlich das N-terminale Peptid
PrP90-106 in einfach oder doppelt modifizierter Form detektiert werden (s. Abb.
3.16). Mit Hilfe von ESI-MS/MS-Messungen wurden die Modifizierungen an G90
und K101 lokalisiert (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurden in sehr geringen
Konzentrationen auch andere modifizierte PrP-Peptid-lonen nachgewiesen.
Innerhalb eines Ubersichtsspektrums konnen die Intensitiaten der einzelnen
Peptid-lonen relativ zu einander verglichen werden. Dazu wurden die Integrale
der einzelnen Peptid-Signale entsprechend summiert, so dass eine Abschat-
zung Uber deren prozentuale Anteile gemacht werden konnten.
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Abb. 3.16 Nachweis der Acetylierung von PrP anhand des ESI-MS-Ubersichtsspekt-
rums nach In-Gel-Verdauung.

Diese Auswertung ergab einen Modifizierungsgrad der terminalen Aminogruppe
von ca. 91%. Durch Nebenreaktionen wurden zusatzlich einzelne Lysin-Seiten-
ketten durch Jodessigsaureanhydrid modifiziert. Dabei war K101 mit ca. 61%
die am haufigsten betroffene Aminosaure. Weiterhin wurden K104 mit ca. 9%,
K110 mit 44%, K185 mit 24% und K194 mit 17% derivatisiert. K106, K204 und
K220 wurden nur unmodifiziert vorgefunden. Trotz dieser unerwunschten Ne-
benreaktionen sollte bei einem Modifizierungsgrad des N-Terminus von 91%
klar werden, ob dieser fur die Dimer-Vernetzung verantwortlich ist. Anderenfalls
musste die Dimer-Vernetzung nur um etwa die Halfte reduziert werden konnen.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde ein Crosslink-Experiment des N-terminal
blockierten PrP unter Dimer-Bedingungen, sprich 0,055% SDS, durchgefuhrt.
Zur Kontrolle wurde jeweils unmodifiziertes PrP parallel untersucht (Abb. 3.17)

Es ist zu erkennen, dass bei einer SDS-Konzentration von 0,055% in der un-
modifizierten Kontrolle die erwartete Menge Dimer (~50%) vernetzt werden
konnte, wahrend in der modifizierten Probe nur eine sehr schwache Dimer-
Bande zu erkennen ist. Zum Vergleich sind zusatzlich nicht EDC-behandelte
Kontrollen aufgetragen. Dass die Dimer-Vernetzung nicht komplett unterbunden
werden konnte, ist dadurch zu erklaren, dass noch etwa 10% des PrP bzw. der
N-Termini unmodifiziert vorlagen, so dass keine vollstandige Unterdriackung der
Dimer-Vernetzung zu erwarten war. Waren Lysine an der intermolekularen
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Reaktion beteiligt, hatte die Dimer-Vernetzung nur auf etwa die Halfte reduziert
werden kdnnen, da der Modifizierungsgrad der Lysine bei maximal 61% lag.
Dieses Ergebnis beweist, dass die zuvor ermittelten Crosslinks nicht nur
intramolekular innerhalb eines Monomers ausgebildet werden kénnen, sondern,
dass auch die Dimere uber die gleichen Kontakte zusammengehalten werden.
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Abb. 3.17 Crosslink-Effizienz von acetyliertem und nicht-acetyliertem rek PrP unter
Dimer-Bedingungen. Analyse durch eine SDS-PAGE nach Coomassie-
Farbung.

3.4 Dimere als Vorstufe zur amyloiden Fibrille

In der Diplomarbeit von J. Stohr konnte die Bildung amyloider Fibrillen von
rek PrP(90-231) basierend auf dem in-vitro-Konversionssystem (vgl. Kap. 1.7)
durch Zugabe von 250 mM NacCl bei 0,03% SDS und sechswochiger Inkubation
erreicht werden (Stohr, 2003; Leffers et al., 2005). Allein die Zugabe von NaCl
bewirkt demnach die Ausbildung amyloider Strukturen. Im Verlauf dieser Arbeit
wurden in einer noch andauernden Promotionsarbeit (J. Stohr) PrP-Dimere
unter den gleichen Bedingungen, jedoch nach nur einwochiger Inkubation,
mittels analytischer Ultrazentrifugation identifiziert, die als Vorstufe in der
Fibrillen-Bildung angesehen werden konnen. Um zu analysieren inwiefern sich
diese Dimere (nachfolgend Fibrillen-Dimere genannt) von den Dimeren bei
0,055-0,07% SDS, die Vorstufen zu amorphen Aggregaten darstellen,
unterscheiden, wurden die Crosslink-Analysen auf die Fibrillen-Dimere
ausgeweitet.

Bei einer SDS-Konzentration von 0,03% ohne NaCl liegt rek PrP(90-231) als -
strukturiertes Oligomer vor (vgl. Kap. 3.1). Mittels CD-Spektroskopie wurde in
Anwesenheit von 250 mM NaCl ein deutlicher Unterschied der Se-
kundarstrukturanteile gemessen (s. Abb. 3.18). Ohne Zugabe von NaCl wurde,
wie erwartet, bei 0,03% SDS ein Spektrum fur B-strukturierte Proteine mit einem
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Minimum bei 218 nm gemessen. Das Spektrum bei 0,03% SDS mit
250 mM NaCl dagegen weist ein Minimum bei ca. 207 nm und ein Plateau bei
etwa 220 nm auf. Diese Charakteristika weisen auf eine a-helikale Struktur mit
Random-coil-Anteilen hin.
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Abb. 3.18 Strukturbestimmung von rek PrP(90-231) bei 0,03% SDS mit und ohne
250 mM NaCl mittels Circulardichroismus-Messungen. Die Proben wurden

auf die entsprechenden Konzentrationen eingestellt und fiir 7 Tage bei 25°C
vor Beginn der Messung inkubiert.

Die in Abb. 3.18 dargestellten Spektren von rek PrP(90-231) bei 0,03% SDS/
250 mM NaCl wurden erstmalig von J. Stéhr ermittelt und wurden im Rahmen
dieser Arbeit reproduziert. In der Regel sollten sich nach einer einwdchigen In-
kubationszeit, wie hier vorgenommen, noch keine unléslichen Proteinaggregate
in den Proben gebildet haben (mundliche Mitteilung J. Stdhr); dennoch wurden
die Proben vor der CD-Messung bei 100.000 x g fur eine Stunde zentrifugiert.
So konnte ausgeschlossen werden, dass sich unldsliches PrP im Versuchsan-
satz befand.

Um die Struktur der Fibrillen-Dimere naher zu untersuchen, wurde in einem
ersten Versuch Uberpruft, ob sie sich mit dem chemischen Crosslinker EDC
verknlipfen lassen. Die Crosslink-Produkte wurden zunachst in einer SDS-
PAGE aufgetrennt. Zum Vergleich wurde parallel dazu PrP bei 0,03% SDS
ohne NaCl ebenfalls quervernetzt und per SDS-PAGE analysiert (Abb. 3.19).

Bei 0,03% SDS ohne NaCl ist zu erkennen (Abb. 3.19 links), dass durch die
Crosslink-Reaktion viele hochmolekulare Komplexe gebildet wurden, die z.T.
nicht mehr in das Trenngel einlaufen konnten. Weiterhin ist zu sehen, dass sich
Dimere, Trimere, Tetramere sowie hdhere Komplexe auftrennen lie3en. In An-
wesenheit von 250 mM NaCl zeigte sich nach Crosslink ein anderes Bild in der
SDS-PAGE (Abb. 3.19 rechts). Es konnten hier keine hochmolekularen Kom-
plexe an der Grenze von Sammel- zu Trenngel detektiert werden. Es ist ledig-
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lich eine Bande auf der H6he von ca. 32 kDa und eine Bande bei ca. 16 kDa zu
erkennen, die dem PrP-Di- und Monomer entsprechen. Auffallend ist zudem,
dass die Dimerbande weniger intensiv ist, als bei Dimeren, die bei 0,055-
0,07% SDS gebildet wurden (vgl. Abb. 3.4).
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Abb. 3.19 Analyse der EDC-Crosslink-Produkte von rek PrP bei 0,03% SDS mit und
ohne Zugabe von 250 mM NaCl mittels SDS-PAGE mit anschlieBender
Coomassie-Farbung.

Zur Bestimmung der Crosslink-Positionen der Fibrillen-Dimere bzw. -Monomere
wurden diese Proben tryptisch verdaut und die resultierenden Peptide mittels
ESI-LC-MS-Kopplung analysiert. Es wurde wiederum ein Vergleich von
Kontroll-Proben mit den Crosslink-Proben vorgenommen. In den Ubersichts-
spektren dieser ESI-LC-MS-Messungen der Crosslink-Proben wurden exakt die
gleichen Crosslink-Peptide detektiert, wie in EDC-Dimer- und -Monomer-
Proben, die bei 0,055-0,07% SDS eingestellt wurden. Die Hauptverknupfungs-
punkte wurden auch hier bei G90-E152 und G90-E196 bzw. G90-D202 gefun-
den. Es konnten keine neuen Crosslink-Positionen in den Fibrillen-Proben
nachgewiesen werden. Das bedeutet zunachst, dass auch innerhalb der Fibril-
len-Dimere die gleichen Kontakistellen vorgelegen haben mussen wie bei Di-
meren bei 0,055-0,07% SDS. Die detektierten Crosslink-Peptid-lonen kdnnen
aus Tab. 3.2 entnommen werden. Die Probe bei 0,03% SDS ohne NaCl wurden
im Rahmen dieser Arbeit nicht weitergehend analysiert.

Der Vergleich der Ubersichtsspektren der vernetzten Fibrillen-Monomer und
-Dimer-Proben zeigte jedoch deutliche Unterschiede. In den Monomer-Proben
wurden die Crosslink-Peptide insgesamt in auflerst geringer Intensitat, wenn
uberhaupt, detektiert. Besonders gut lasst sich dies an den Intensitaten der
PrP90-106 und PrP90-106+152-156-lonen zeigen (Abb. 3.20 unten). In der
Tendenz galt dies jedoch fur die anderen Crosslink-Peptide ebenfalls. In den
Fibrillen-Dimer-Proben dagegen sind die Crosslink-Peptide in hoher Intensitat
nachweisbar. Der Vergleich der Signale fur PrP90-106 und PrP90-106+152-156
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zeigt dies wiederum sehr deutlich (Abb. 3.20 oben). Es hat demnach keine bzw.
nur eine marginale intramolekulare Crosslink-Reaktion in den Monomeren statt-
gefunden. In Abb. 3.20 ist zu sehen, dass die Gesamtintensitaten der Mono-
mer-Probe (ca. 2500 counts) und der Dimer-Probe (ca. 250 counts) deutlich
verschieden sind. Dies lasst sich allerdings durch die verschiedenen Protein-
konzentrationen in den Gel-Banden erklaren. Die Monomer-Bande enthielt hier
deutlich mehr Protein (s. Abb. 3.19 rechts), was entsprechend zu einer erhéh-
ten Intensitat der Peptid-Signale im Massenspektrum fuhrt.

Bei einem Vergleich der MS-Messungen der Crosslink-Proben bei 0,055-
0,07% SDS (ohne NaCl) mit den hier dargestellten Fibrillen-Proben, wurde fest-
gestellt, dass in den Fibrillen-Proben relativ gesehen, mehr des freien N-termi-
nalen Peptids detektiert wurde. Mogliche Erklarungen fir diese Beobachtungen
werden in Kap.4.2.5 eingehender diskutiert.
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Abb. 3.20 ESI-LC-MS-Ubersichtsspektren der Monomere und Dimere bei 0,03%
SDS/250 mM NaCl). Gezeigt ist nur der m/z-Bereich, in dem PrP90-106 und
PrP90-106+152-156 detektiert werden.
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3.5 Modell fur ein PrP-Dimer

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Hans-Dieter Holtje und Frau Birte Brandt vom
Institut fir pharmazeutische und medizinische Chemie (Heinrich-Heine-Univer-
sitat Dusseldorf) wurde ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit ein Mo-
dell sowohl fur Monomere mit strukturiertem Segment fur PrP90-120 als auch
fur ein PrP-Dimer entwickelt. Die Vorgaben hierfur waren die in diesem Teil der
Arbeit ermittelten Daten zur Struktur von Dimeren, sprich die gefundenen
Crosslink-Positionen innerhalb der PrP-Di- und Monomere. Das erstellte Modell
ist im Rahmen der Diskussion in Kap. 4.2.4 dargestellt und wird dort detailliert
beschrieben.
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4 Diskussion

Die Prion-Hypothese ist heute allgemein anerkannt. Die Umwandlung des zel-
lularen PrP® in das pathologische PrP%° ist das zentrale Ereignis im Infektions-
mechanismus. Dabei nimmt der strukturelle Ubergang von mehrheitlich a-heli-
kaler Sekundarstruktur des PrP® zu erhdhtem B-Strukturanteil des PrPS° ein-
hergehend mit der Aggregation von PrP eine entscheidende Stellung ein. Der
genaue Mechanismus der Konversion konnte bislang jedoch nicht entschlusselt
werden. Aus diesem Grund ist die strukturelle Analyse von Zwischenstufen die-
ses Prozesses von groler Bedeutung. Ferner ist weiterhin unklar, welche Be-
deutung solchen oligomeren Intermediaten in der Pathogenese und der Neuro-
toxizitat dabei zukommt (s. Kap. 1.2).

Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte in-vitro-Konversionssystem (s. Kap.
1.7) dient als Modell fiir die oben beschriebenen Ubergéange (Post et al., 1998;
Jansen et al., 2001). Die Umwandlung wird in diesem System durch die Reduk-
tion der SDS-Konzentration im submizellaren Bereich herbeigefuhrt. Von be-
sonderem Interesse sind hierbei PrP-Dimere mit vorwiegend o-helikalem Se-
kundarstrukturanteil, die sich in diesem System stabil einstellen lassen. Sie
stellen das erste Intermediat bei der Konversion dar. Die genaue Tertiar- und
Quartarstruktur dieser Dimere ist bis dato nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war
es daher, die nicht-kovalenten Wechselwirkungen in solchen Komplexen zu
analysieren, um mechanistische Hinweise auf deren Bildung und Struktur zu
erlangen.

41 Chemisches Crosslinking zur Analyse von Protein-
Protein-Wechselwirkungen

Das chemische Crosslinking wird vielfach fur die Analyse von Proteinkomplexen
eingesetzt. Zumeist sollen so die einzelnen Wechselwirkungspartner in solchen
Komplexen bestimmt werden, so dass nahere Informationen Uber die Funktion
der Proteine und die moglichen Interaktionen mit anderen Proteinen gewonnen
werden konnen. Das chemische Crosslinking bietet zudem auch die Moglichkeit
von in-situ-Analysen. Fur PrP wurden auf diese Weise bereits mogliche Wech-
selwirkungspartner identifiziert, u.a. die sogenannten N-CAMs (neural cell ad-
hesion molecules), das APP (amyloid beta precursor protein), sowie das Cha-
peron Bip (Schmitt-Ulms et al., 2001; Schmitt-Ulms et al., 2004).
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Die Strukturaufklarung von Proteinen und Proteinkomplexen ist allgemein von
grolRer Bedeutung, da sie entscheidende Hinweise auf die Funktion eines Pro-
teins liefern kann. Die hochaufldsenden Strukturbestimmungsmethoden wie die
NMR-Spektroskopie und die Rdntgenstrukturanlayse gehdéren zu den bedeu-
tendsten Methoden in diesem Bereich. Wenn solche Analysen nicht moglich
sind, wie es z.B. bei dynamischen Strukturen der Fall ist, kann chemisches
Crosslinking mit anschliellender Identifizierung der vernetzten Peptide neue
Erkenntnisse liefern. Es lassen sich hiermit Einblicke in flexible Bereiche gewin-
nen, die mit anderen Methoden nicht erfasst werden kénnen. Durch das chemi-
sche Crosslinking werden bestimmte Aminosauren innerhalb oder zwischen
Proteinen kovalent verbunden. Die Bestimmung der exakten Positionen der so
eingebrachten Bindungen liefert Distanz-Informationen der betreffenden Seiten-
ketten, so dass Ruckschlisse auf die dreidimensionale Struktur des Proteins
oder Protein-Komplexes gezogen werden kénnen. Trotz der geringen Auflésung
findet diese Methodik daher mittlerweile eine breite Anwendung zur strukturel-
len Charakterisierung von Proteinen und Protein-Komplexen (zum Uberblick s.
Sinz, 2003; Sinz, 2006).

Das chemische Crosslinking wurde in einer karzlich veroéffentlichten Arbeit be-
reits zur Strukturanalyse von PrP 27-30, den sogenannten Prion Rods, einge-
setzt (Onisko et al., 2005). Hier wurden aus Hirngewebe Scrapie-infizierter Syri-
scher Goldhamster aufgereinigte Prion Rods (PrP 27-30) mit Hilfe des Crosslin-
kers Bis(sulfosuccinimidyl)-suberat (BS®) quervernetzt und massenspektro-
metrisch analysiert. Bei diesem Crosslinker handelt es sich um ein homobifunk-
tionales aminoreaktives Reagenz, das bei Quervernetzung einen Spacer der
Lange 11,4 R einfugt. Onisko et al. (2005) konnten mit diesen Versuchen die
raumliche Nahe, also in der GréRenordnung von 11,4 R, der N-Termini zweier
PrP-Monomere innerhalb von Prion Rods zeigen. Fur die Struktur von PrP 27-
30 gibt es bislang lediglich ein Modell (Govaerts et al., 2004), welches anhand
elektronenmikroskopischer Daten von 2D-Kristallen erstellt wurde. Zur Bildung
einer Fibrille mussen die im Modell vorgeschlagenen Trimere Ubereinander
gestapelt werden (s. Kap. 0). Die Vernetzung zweier N-Termini lieRe sich laut
Onisko et al. (2005) durch eine ebensolche vertikale Assemblierung der Trimere
erklaren, da nur so zwei N-Termini in ausreichende Nahe kamen. Hierflr
musste allerdings das Modell angepasst werden, indem zwei Windungen der
dort beschriebenen B-Helix entwunden werden, um die Crosslink-Daten besser
erklaren zu kénnen. Trotz dieser Anderung wird das Modell der amyloiden
PrP 27-30 Fibrillen durch die Arbeit von Onisko et al. (2005) also weiter
untermauert. In einer weiteren Arbeit wurde Crosslinking als Methode zur Stabi-
lisierung bestehender PrP-Aggregate (rek PrP und PrP%¢ aus Hirnhomogenat)
genutzt. Es wurde hier die Methode des photo-induzierten Crosslinking mit Hilfe
von APS (Ammoniumperoxodisultat) und Ru(bpy)3?* (Ruthenium(ll)-tris-
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bipyridyl-dication) eingesetzt (Piening et al., 2006). Uber eine radikalische Re-
aktion werden dabei benachbarte Aminosauren kovalent verknupft. Die so sta-
bilisierten PrP-Komplexe verloren dabei nicht ihre Fahigkeit weitere PrP-Mole-
kile anzulagern und selbst die Infektiositat von PrP%¢ wurde nicht nennenswert
beeinflusst. Dies war durch eine Stabilisierung der Aggregate durch Crosslin-
king allerdings auch nicht zu erwarten. Da das photo-induzierte Crosslinking
durch die radikalische Reaktion jedoch relativ unspezifisch quervernetzt, wurde
der Einsatz eines solchen Crosslink-Reagenz in dieser Arbeit jedoch als voll-
kommen ungeeignet betrachtet. Da in dieser Arbeit direkte Wechselwirkungen
in PrP-Dimeren identifiziert werden sollten, war auch die relativ lange Distanz,
die der Crosslinker BS® (iberbriickt, fiir die strukturelle Analyse von PrP-Di- und
-Monomeren, wie sie im in-vitro-Konversionssystem erzeugt werden, ebenfalls
nicht geeignet.

Durch das sogenannte ,contact-site cross-linking“ werden nicht-kovalente
Wechselwirkungen in Proteinen und Protein-Komplexen zu kovalenten Bindun-
gen umgewandelt (Kunkel et al., 1981). Bei dem Crosslinker EDC, (1-Ethyl-3-
(3-Dimethylaminopropyl) carbodiimid Hydrochlorid), handelt es sich um einen
solchen ,contact-site cross-linker“. EDC fixiert bestehende intra- oder intermo-
lekulare Kontakte zwischen Amino- und Sauregruppen, die sich im Abstandsbe-
reich einer Salzbricke zueinander befinden. Salzbricken weisen dabei Ubli-
cherweise einen Abstand von etwa 4 A auf (Barlow & Thornton, 1983). EDC
schien demnach fir diese Arbeit das bestgeeignete Crosslink-Reagenz zu sein.
Die Bestimmung der durch EDC eingeflhrten Crosslinks liefert somit Informati-
onen Uber die direkten ionischen Wechselwirkungen, welche die PrP-Di- und
-Monomere stabilisieren.

4.2 Wechselwirkungsstellen in PrP-Di- und -Monomeren

Werden Aminosauren innerhalb von PrP vernetzt, ist zu erwarten, dass die von
diesen Crosslinks betroffenen tryptischen Peptide nicht mehr einzeln im MS-
Spektrum detektiert werden kdnnen, sondern mit einer entsprechend gréferen
Masse nachzuweisen sind. Der Versuch der Bestimmung der Crosslink-Stellen
und damit der Identifikation der Wechselwirkungsstellen in den hier untersuch-
ten PrP-Di- und -Monomeren durch statische MS-Messungen lieferte zunachst
lediglich zwei Peptide, PrP195-204 und PrP90-106, die in reduzierter Intensitat
detektiert wurden. Anhand der Intensitatsabnahme der zugehdrigen Signale
wurde demzufolge vermutet, dass sie miteinander vernetzt wurden. Der direkte
Nachweis der Crosslink-Peptide inklusive der beteiligten Aminosauren gelang
dann jedoch erst mit Hilfe einer ESI-LC-MS-Kopplung, die erst im Verlauf der
Arbeit etabliert werden konnte. Als prominenteste Vernetzungspositionen, in-
teressanterweise sowohl in Monomeren als auch in Dimeren, wurden G90 (N-
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Terminus) und E152, sowie G90-E196 bzw. G90-D202 ermittelt (s. Kap. 3.3.3).
Dies zeigt, dass auch die Struktur der monomeren Einheit und dabei insbeson-
dere der N-terminale Bereich, der den NMR-Messungen nach flexibel zu sein
scheint (vgl. Kap. 0), unter den hier verwendeten Bedingungen in stabilisierterer
Form vorliegt.

Dass in statischen Messungen keine Crosslink-Peptide detektiert werden
konnten, kénnte u.a. daran gelegen haben, dass die Signale der Crosslink-Pep-
tide nicht intensiv genug waren, um sie im Ubersichtsspektrum nachweisen zu
kdnnen. Bereits in Kontroll-Proben wichen die relativen Intensitaten einzelner
PrP-Peptide einer Probe stark voneinander ab (s. Abb. 3.5). Das Signal 4
(m/z=512,29%") beispielsweise, das der Sequenz PrP137-148 entspricht, war in
allen Proben eines der prominentesten Signale. Das Signal 1 (m/z=456,06*"),
also PrP90-106, hingegen war reproduzierbar in geringerer Intensitat detektier-
bar. Dies ist vermutlich auf die unterschiedliche lonisierbarkeit der Peptide und
damit auf deren Sequenz zuruckzuflhren. Zudem teilte sich das Signal von
PrP90-106, wie auch die Signale der Crosslink-Peptide, auf verschiedene La-
dungszustande auf, so dass die einzelnen Intensitaten der Signale entspre-
chend geringer waren. Die generell eher geringe Intensitadt von PrP90-106
durfte sich, aufgrund der Sequenz von PrP90-106, auch in dhnlicher Form in
den Crosslink-Peptiden widerspiegeln, die ja alle dieses Fragment enthielten.
Zudem ist es nicht unwahrscheinlich, dass die Crosslink-Peptide in Ubersichts-
spektren der statischen Messungen durch andere Peptid-Signale Uberlagert
wurden. Das vierfach geladene Peptid PrP111-136 beispielsweise wird bei ei-
nem m/z-Wert von 591,44*" detektiert, so dass dieses wahrscheinlich das
Crosslink-Peptid PrP90-106+195-204 bei einem m/z-Wert von 591,92°" {iber-
deckt hat. Ahnliches kann auch fir die anderen Crosslink-Peptid-Signale ange-
nommen werden. Denkbar ist prinzipiell auch, dass die tryptische Verdauung
durch die Quervernetzung der PrP-Struktur, die so nicht mehr vollstandig de-
naturierbar sein durfte, behindert wird, so dass dadurch die Konzentration der
Crosslink-Peptide vermindert war. Es waren zwar keine Lysine, nach denen C-
terminal der Trypsin-Schnitt erfolgt, an den Crosslinks beteiligt, aber durch die
Isopeptidbindungen konnte die Struktur derart verandert worden sein, dass
Trypsin nicht mehr alle Schnittstellen gleich gut erreichen kann.

Die LC-Kopplung erlaubte die Auftrennung der Peptide nach der Verdauung, so
dass die Peptide einzeln im Massenspektrometer detektiert werden konnten.
Mit der LC-Kopplung war es daher moglich die Komplexitat der Peptidgemische
entscheidend zu reduzieren, so dass wesentlich weniger Uberlagerungen auf-
traten und auch Signalunterdrickungen weitgehend aufgehoben waren. Die
Peptide konnten so optimal detektiert werden. Fur die hier untersuchten Proben
konnte erst so die Gesamtheit der Peptide im Ansatz, und damit auch die
Crosslink-Peptide, tatsachlich erfasst werden (vgl. Kap. 3.3.3).
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421 Zur Struktur des PrP-Monomers

Bei den gefundenen Crosslink-Peptiden ist besonders die Beteiligung des N-
Terminus interessant, da fur die gesamte N-terminale Domane bis Aminosaure
125 anhand von NMR-Messungen an rek SHaPrP(90-231) und Prion-Proteinen
anderer Spezies eine hohe Flexibilitat gezeigt werden konnte (Donne et al.,
1997; James et al., 1997; Liu et al., 1999). Trotz der Flexibilitat ist diese Region
jedoch nicht komplett unstrukturiert. Neben der NMR-Struktur wurde kurzlich
auch die Kiristallstruktur von ovinem PrP aufgeklart (Haire et al., 2004). Die
NMR-Struktur wurde durch diese Arbeit weitgehend bestatigt. Uber die N-termi-
nale Region konnte jedoch auch in den Rontgenstrukturanalysen keine Aus-
sage getroffen werden.

Die NMR-Messungen wurden bei pH 5,2 durchgefiihrt und kénnen demnach
nur als Anhaltspunkt fir die hier untersuchten PrP-Strukturen bei pH 7,2 und
<0,1 % SDS dienen. Da jedoch keine alternative Struktur fur PrP-Monomere
bekannt ist, ist die NMR-Struktur damit auch der einzige Anhaltspunkt fur eine
Tertiarstruktur der hier untersuchten PrP-Spezies. Zudem wurde aufgrund der
NMR-Messungen auch ein Dimer, welches im Gleichgewicht mit dem Monomer
vorliegt, postuliert (James et al., 1997). In dieser Arbeit wurde anhand der
NMR-Struktur die Region im PrP ermittelt, mit der der N-Terminus bevorzugt
wechselwirkt. In Abb. 4.1 sind diese reaktiven bzw. die nicht-reaktiven Gruppen
der in dieser Arbeit analysierten Crosslink-Reaktion in der bekannten NMR-
Struktur nach Liu et al. (1999) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich die re-
aktiven sauren Aminosauren, hier in rot dargestellt, laut NMR-Struktur in einem
raumlich begrenzten Bereich befinden. Die nicht-reaktiven Sauregruppen, gelb
markiert, verteilen sich dagegen Uber den gesamten globularen Bereich. Dies
zeigt, dass der N-Terminus bevorzugt eine bestimmte Region des globularen
Teils erreichen kann, so dass angenommen werden kann, dass die N-terminale
Domane unter den hier gewahlten Bedingungen zumindest einen Teil der Flexi-
bilitat eingebuf3t hat und auch innerhalb des Monomers an Struktur gewonnen
hat.

Obwohl die oben genannten Vernetzungspositionen (G90-E152, G90-E196,
G90-D202) die prominentesten Interaktionsstellen innerhalb der PrP-Monomere
(und auch Dimere) darstellten, wurden vereinzelt weitere Crosslink-Positionen
des N-Terminus nachgewiesen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass der
N-Terminus noch immer ein gewisses Mall an Beweglichkeit aufweist, wenn
auch eingeschrankt, und so z.T. strukturunspezifisch vernetzt wurde. Die domi-
nierende Wechselwirkung war aufgrund der Intensitatsverhaltnisse jedoch die
Interaktion zwischen G90 und E152, neben G90-E196 und G90-D202.

Die Wechselwirkung von G90 mit E152 wurde in einer anderen Arbeit anhand
von Antikorper-Bindestudien schon einmal fur SHaPrP(90-231)-Monomere bei
pH >5,2 postuliert (Matsunaga et al., 2001). Es konnte dort anhand von ELISA-
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Studien gezeigt werden, dass der rekombinante Fab-Antikorper D13 bei
pH >5,2 nicht an sein Epitop (PrP94-105) bindet; bei pH <4,7 hingegen ist das
Epitop wieder zuganglich. Dies lasst vermuten, dass das N-terminale Epitop
durch seine strukturelle Anordnung bei einem pH >5,2 flr D13 nicht erreichbar
ist. Eine ahnliche pH-Abhangigkeit konnte auch fur den monoklonalen Antikor-
per MA1-750 gezeigt werden, dessen Epitop die Aminosauren 146-154 um-
fasst. FUr den 6H4-Antikorper mit dem Epitop bei 144-150 konnte keine solche
pH-Abhangigkeit beobachtet werden. Die Autoren schlossen daher daraus,
dass die N-terminale Region bei pH-Werten groRer 5,2 eine schwache Affinitat
zu den Sauregruppen in der Region 146-154 und hier insbesondere zu E152
aufweist.

Crosslinks mit Lysin-Seitenketten wurden in dieser Arbeit nicht gefunden, ob-
wohl laut NMR-Struktur besonders zwischen E146 und K204 der Abstand mit
ca. 4,8 A fiir eine Crosslink-Reaktion ideal wére. Dies kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass die untersuchten Strukturen in diesem Punkt nicht mit der NMR-
Struktur Ubereinstimmten bzw. die hier untersuchten Strukturen eine grofiere
Dynamik aufwiesen. Im Zusammenhang mit den Crosslink-Experimenten muss
dazu auch gesagt werden, dass der N-Terminus aufgrund seines geringeren
pKa-Wertes (pKa=8) im Vergleich zu dem der e-Aminogruppen der Lysine
(PKa=10) insgesamt reaktiver ist als die Seitenketten-Aminogruppen. Das be-
deutet, dass der N-Terminus, sobald er in erreichbarer Nahe ist, auch mit einer
durch EDC aktivierten Sauregruppe reagieren wird. Die vereinzelt detektierten
Crosslinks des N-Terminus mit anderen als den oben beschriebenen Saure-
gruppen waren so erklarbar. Ein geringer Anteil solcher Nebenreaktionen
konnte somit auch von vorne herein nicht ausgeschlossen werden.

Abb. 4.1 Darstellung der reaktiven (links) und nicht-reaktiven (rechts) Gruppen der
EDC-Crosslink-Reaktion anhand der NMR-Struktur (Liu et al., 1999). In rot
sind die gefundenen Crosslink-Positionen (E142, E196, D202) mit dem N-
Terminus dargestellt. Die nicht-reaktiven Aminosauren sind gelb markiert.
Orange: N-Terminus.
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4.2.2 Zur Struktur des PrP-Dimers

In Rdéntgenstrukturanalysen wurde zwar die Struktur eines humanen PrP-Di-
mers ermittelt, allerdings ist die Bedeutung dieser Dimere bislang nicht geklart
(Knaus et al., 2001). Die dort ermittelte Struktur zeigte, dass die Dimere Uber
einen Domain-Swapping-Mechanismus gebildet wurden, indem die Positionen
von Helix 3 zwischen den beiden Monomeren ausgetauscht wurde. Fur diese
Umstrukturierung musste die Disulfid-Briicke jedoch reduziert und intermoleku-
lar neu gebildet werden. Dies traf flr die in dieser Arbeit untersuchten Dimere
jedoch nicht zu, denn unter nicht-reduzierenden Bedingungen konnten nach
einer SDS-PAGE keine Dimere detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Flr
PrP5¢ konnte zudem gezeigt werden, dass die Disulfid-Briicke intramolekular
intakt bleibt (Welker et al., 2002), so dass die Kristall-Dimere hdchstwahr-
scheinlich keine Relevanz als Konversionsintermediat haben. Abgesehen von
dem Domain-Swapping besteht in der Kristallstruktur (Knaus et al., 2001) des
humanen Dimers jedoch kein wesentlicher Unterschied zur NMR-Struktur von
SHaPrP (Liu et al., 1999).

Fir die hier untersuchten Dimere wurde mittels CD-Spektroskopie eine weitge-
hend o-helikale Sekundarstruktur ermittelt, wie es auch die NMR-Messungen
an rek PrP (Monomeren) zeigen. Daher wurde angenommen, dass sich die
Struktur der Monomere innerhalb der Dimere insgesamt nicht grundlegend von
der NMR-Struktur unterscheidet. Wahrscheinlich ist jedoch, dass die Tertiar-
struktur durch die Anwesenheit des SDS leicht aufgelockert und damit etwas
dynamischer ist. Eine Denaturierung des Proteins ist bei den hier verwendeten
submizellaren Konzentrationen jedoch nicht zu erwarten (Pertinhez et al.,
2002). Im Gegenteil, SDS scheint in diesen Konzentrationen die a-helikale
Struktur sogar zu stabilisieren (Leffers et al., 2004).

Die Crosslinks des N-Terminus konzentrierten sich auch in Dimeren auf die
gleichen sauren Aminosauren im globularen Teil des Proteins wie im Monomer,
die laut NMR-Struktur in raumlicher Nahe zueinander liegen (vgl. Abb. 4.1). Das
bedeutet weiterhin, dass sich diese Regionen auch im Dimer in raumlicher
Nahe befinden mussten, um eine intermolekulare Vernetzung zu ermoglichen.
Um die Crosslink-Reaktion zu erlauben, muss sich der N-Terminus uUber einen
bestimmten Zeitraum an der entsprechenden Position befunden haben und dort
eine elektrostatische Wechselwirkung mit den Sauregruppen eingegangen sein.
Dass die Crosslink-Reaktion nicht vollig unspezifisch erfolgte, weil der N-Termi-
nus sich nur sehr kurzfristig an den entsprechenden Positionen befand, zeigen
die hohe Reproduzierbarkeit und die weitgehende Beschrankung der Crosslinks
auf die beschriebenen Aminosauren.
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4.2.3 Inter- oder intramolekulare Interaktion?

Die identifizierten Crosslinks wurden sowohl in PrP-Mono- als auch -Dimeren
detektiert, so dass zunachst nicht eindeutig entschieden werden konnte, ob die
beobachteten Crosslinks nur intra- oder auch intermolekular ausgebildet wur-
den. Nach gezielter Modifizierung des N-Terminus, der ja an allen Crosslinks
beteiligt war, war die Vernetzung der Dimere unterbunden (s. Kap. 3.3.4). Dies
macht deutlich, dass die Dimere intermolekular Uber mindestens einen N-Ter-
minus vernetzt wurden. Anderenfalls hatte sich die Vernetzung der Dimere nicht
unterdriicken lassen durfen. Der N-Terminus des anderen Monomers kann
prinzipiell ebenfalls intermolekular oder intramolekular vernetzt sein oder aber
frei vorliegen. Wie hoch der intramolekulare Vernetzungsgrad innerhalb der Di-
mere tatsachlich aussah, konnte anhand der hier durchgeflihrten Analysen nicht
bestimmt werden. Die deutlich verbreiterten Gelbanden der quervernetzten Di-
und Monomere (vgl. Kap. 3.2) konnten allerdings ein Hinweis darauf sein, dass
der Vernetzungsgrad, ob nun intra- oder intermolekular, in den Di- und Mono-
meren relativ hoch war. Die Proteine waren damit nicht mehr komplett denatu-
rierbar bzw. es konnten sich zirkulare Strukturen gebildet haben, was zu einem
heterogenen Laufverhalten der Proteine in der SDS-PAGE und damit zu ver-
breiterten Banden fuhren kann. Ein hoher Vernetzungsgrad wurde zudem auch
aufgrund der LC-MS-Messungen vermutet, in denen sich der freie N-Terminus
in nur noch sehr geringer Intensitat nachweisen liel3.

Wabhrscheinlich stehen die intra- und intermolekulare Reaktion in Konkurrenz
zueinander, was aufgrund der relativ niedrigen Ausbeute an quervernetztem
Dimer (s. Kap. 3.2) gefolgert werden kann. Lauft die intramolekulare Reaktion
dabei bevorzugt ab, werden die vernetzten Monomere dem Gleichgewicht ent-
zogen, so dass ein erheblicher Teil der zuvor vorhandenen Dimere nicht inter-
molekular vernetzt wirde. Die Dimere konnten dann wahrend der SDS-PAGE
dissoziieren, was bei den hier durchgefuhrten Crosslink-Experimenten de facto
beobachtet wurde. Um sowohl die intra- als auch die intermolekulare Reaktion
unter gleichen strukturellen Gegebenheiten zu erlauben, missen die Monomere
innerhalb der Dimere so angeordnet sein, dass die betreffenden Seitenketten in
unmittelbarer Nachbarschaft zu einander stehen, also sowohl innerhalb eines
Monomers, als auch zwischen zwei Monomeren.

4.2.4 Modell fiir ein PrP-Dimer

Die hier beschriebenen Daten zur strukturellen Analyse der PrP-Dimere mach-
ten deutlich, dass die gesamte N-terminale Domane unter den gegebenen Be-
dingungen an Struktur gewonnen haben muss, so dass ein neues Modell fir die
N-terminale Domane entworfen werden musste. In Kooperation mit
Prof. Dr. Hans-Dieter Hdltje und Frau Birte Brandt vom Institut fir pharmazeuti-
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sche und medizinische Chemie (Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) wurde
aufgrund der in dieser Arbeit ermittelten Strukturinformationen ein Modell fur ein
PrP-Dimer entworfen, dass die experimentellen Daten bestmdglich
widerspiegelt. Als Grundlage wurde hier die zur Verfligung stehende NMR-
Struktur (Liu et al., 1999; 1B10.pdb) verwendet, auch wenn diese u.U. nicht alle
Aspekte der Dimer-Struktur erklart.

Um ein PrP-Dimer-Modell zu entwickeln, das sich mit den hier gemessenen
Daten vereinbaren lasst, wurde zunachst ein Modell fir ein PrP-Monomer er-
zeugt. Hierfur wurde fur die gesamte N-terminale Domane, also G90-G124 eine
potentielle Struktur mit Hilfe des Loop-Search-Modules im Programm Sybyl7.1
(val. Kap. 2.18) ermittelt (s. Abb. 4.2, links). Daraufhin wurde die prominenteste
experimentell beobachtete kovalente Bindung der N-terminalen Aminogruppe
G90 mit E152 in silico erzeugt, da diese die dominierende Wechselwirkung in
den PrP-Dimeren war. Die N-terminale Domane bildet so eine Art Schlaufe, die
auf den globularen Teil zurtckfaltet und eine Reihe von Tertiarkontakten ausbil-
det. Mit Hilfe von Molekul-Dynamik-Simulationen (MDS) unter physiologischen
Bedingungen wurde Uberpruft, ob die so erzeugte Struktur auch ohne Vorhan-
densein einer kovalenten Bindung an G90-E152 stabil bleibt. Hierfir wurde die
Bindung wahrend der Simulation gelést und die Dynamik des Proteins Uber
einen Zeitraum von 4000 ps untersucht. Es zeigte sich, dass die gebildete
Struktur auch stabil bleibt, wenn keine Zwange durch die kovalente Bindung auf
die Struktur ausgeubt werden. Der mittlere Abstand der beiden zuvor vernetzten
Aminosauren entsprach mit 5 A dem einer Salzbriicke. Bei der entworfenen
Struktur handelte es sich demnach um eine sehr plausible Tertiarstruktur.

Das Modell fir das PrP-Dimer in Abb. 4.2 (rechts) wurde anhand des links
dargestellten Monomer-Modells entwickelt. Hierfir wurde eine Durchschnitts-
struktur des Monomers zwischen 3000-4000 ps verwendet. Die Anordnung der
Monomere wurde so gewahlt, dass sowohl die intra- als auch die intermoleku-
lare Vernetzung mdglich erschien. Der Abstand der Aminosauren G90 und
E152 war anfanglich etwa 10 A. Dieser Abstand wurde mit Hilfe von ,distance
constraints® (iber einen Zeitraum von 1350 ps bis auf 3,5 A angenahert. In Mo-
lekil-Dynamik-Simulationen wurden die Ruckhaltekrafte, die diesen Abstand
forcierten, dann schrittweise zurlickgenommen. Aus diesen Simulationen ging
hervor, dass der Abstand von G90 zu E152 nach Lésung der position restraints
innerhalb eines Monomers (intramolekular) in 82% der Strukturen Uber den un-
tersuchten Zeitraum von 7500 ps unter 6,5 A blieb und damit klein genug war,
um die Crosslinks zu erlauben. Zwischen zwei Monomeren (intermolekular) ist
der Abstand zwar im Mittel groRer, aber im untersuchten Zeitraum traten auch
immer wieder Strukturen auf, in denen der Abstand auf unter 6,5 A reduziert
war. Die intramolekulare Reaktion sollte demnach bevorzugt ablaufen. Die Ge-
samtwechselwirkungsenergie, also Coulomb- und Lennard-Jones-Energie, des



4 Diskussion 85

Dimers lag am Ende der Simulationen mit =988 kJ/mol sogar sehr viel glinstiger
als zu Beginn der Simulationen.

Das zeigt deutlich, dass sowohl die intramolekulare Vernetzung der Monomere
als auch die intermolekulare Vernetzung der Dimere mit dem Modell vereinbar
sind. Die intramolekulare Reaktion ware dem Modell nach sogar bevorzugt, was
auch anhand der experimentellen Daten vermutet wurde. Das erstellte Modell
beschreibt damit nahezu alle Aspekte der experimentell untersuchten Dimere
und stellt das bestmdgliche Modell fur ein PrP-Dimer dar.

Abb. 4.2 PrP-Monomer-Modell (links) und das daraus erstellte PrP-Dimer (rechts).
Als Grundlage diente die NMR-Struktur nach Liu et al. (1999). Im Monomer
ist in blau das Modell der N-terminalen Domane dargestellt. Die Modelle
wurden von Prof. Dr. Hans-Dieter Holtje und Frau Birte Brandt am Institut
fiir pharmazeutische und medizinische Chemie anhand der in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse erstellt.

4.2.5 Dimere als Aggregationsintermediate

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den Dimeren bei 0,055-0,07% SDS
auch Dimere bei 0,03% SDS/250 mM NaCl untersucht. Die Dimere bei 0,055-
0,07% SDS stellen dabei nach derzeitigem Wissensstand ein Intermediat der
Bildung von amorphen Aggregaten dar. Die Dimere bei 0,03% SDS/ 250 mM
NaCl treten als Vorstufe von amyloiden Fibrillen auf, da sie bei langer
Inkubation in amyloide Fibrillen Uberfuhrt werden konnen. Bei dem Vergleich
dieser beiden Dimerformen stellte sich Uberraschenderweise heraus, dass in
beiden Dimeren die gleichen Crosslinkstellen gefunden wurden, und damit auch
die gleichen Wechselwirkungen in den verschiedenen Dimeren vorgelegen
haben mussen. Dies zeigt, dass sich die Struktur der Dimere offenbar nicht
grundlegend unterschied, auch wenn den CD-Spektren nach zu urteilen die
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Dimere bei 0,03% SDS/250 mM NacCl einen leicht erhohten Anteil an Random-
coil-Struktur aufwiesen (vgl. Kap. 3.1 und Kap. 3.4).

Aus den Crosslink-Experimenten ging hervor, dass die Dimere bei
0,03% SDS/250 mM NaCl zudem einen deutlich geringeren Vernetzungsgrad
der N-Termini zeigen, was der Vergleich der relativen Signal-Intensitaten in MS-
Messung des freien und des verknlpften N-Terminus in diesen Proben deutlich
macht (s. Kap. 3.4). Auf Basis der CD- und Crosslink-Daten muss daher in Be-
tracht gezogen werden, dass die N-terminale Domane in Anwesenheit von NaCl
eine sehr viel grolere Flexibilitat besitzt. Dies liede sich u.a. durch eine Redu-
zierung von elektrostatischen Wechselwirkungen durch die Gegenwart von
NaCl erklaren. Erstaunlich ist dennoch, dass die Wechselwirkung zwischen G90
und E152 bzw. E196 und D202 nicht vollstandig aufgehoben war. Da durch die
relativ hohe Salzkonzentration auch die kritische mizellare Konzentration von
SDS verschoben wird, ist es jedoch auch denkbar, dass sich bereits SDS-Mi-
zellen bildeten und so PrP teildenaturiert wurde.

Eine teilentfaltete Struktur bei 0,03% SDS/250 mM NaCl, wie sie anhand der
CD- und Crosslink-Daten identifiziert wurde, entsprache dem Konversionssys-
tem nach dem intermediaren PrP*-Zustand, Uber den offenbar die Bildung
amyloider Fibrillen erst mdglich ist (Kap. 1.7). Aus Dimeren bei 0,055-
0,07% SDS, in denen die N-terminale Domane augenscheinlich strukturierter
ist, kdnnte PrP* nicht oder nur sehr langsam gebildet werden, so dass die
Fibrillenbildung unterdrickt ist. Eine rigidere Struktur der Dimere kdnnte auch
eine Erklarung fur die bereits beschriebene langsame Gleichgewichtseinstel-
lung zwischen a-helikalen und B-strukturierten Zustanden im in-vitro-Konver-
sionssystem darstellen (Leffers et al., 2004). Fur die Initiation des Konversion-
Prozesses, sowohl zu amorphen Aggregaten als auch zu amyloiden Fibrillen,
ware demzufolge eine deutliche Zunahme der Flexibilitat der N-terminalen Re-
gion erforderlich. Diese Hypothese wird dartber hinaus durch die Ergebnisse
der vorangegangenen Diplomarbeit zusatzlich untermauert (Kaimann, 2002).
Dort konnte gezeigt werden, dass durch die Quervernetzung der Di- und Mo-
nomere mit EDC die Konversion von a-helikalen zu p-strukturierten Formen von
rek PrP unterbunden wird. Da die Quervernetzung unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt wurde, lasst sich anhand der Ergebnisse dieser Arbeit vermuten,
dass auch dort die Vernetzungen Uber den N-Terminus erfolgten. Der N-Termi-
nus ist somit in den Di- und Monomeren weitgehend blockiert. Die Interaktionen
des N-Terminus mussten sich demnach fur eine Umfaltung zunachst wieder
|I6sen. Dies gibt einen bedeutenden Hinweis auf die Wichtigkeit der N-termina-
len Region, sprich die Region ab G90 im N-terminal verkirzten PrP(90-231), fur
die Konversion.
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Dass die N-terminale Region von PrP(90-231) eine entscheidende Rolle im
Konversionsprozess spielt, konnte auch aus einer ganzen Reihe von anderen
Arbeiten geschlossen werden. Das Modell von PrP 27-30, das anhand elektro-
nenmikroskopischer Daten aus 2D-Kristallen erstellt wurde, zeigt beispiels-
weise, dass der gesamte N-terminale Teil des PrP, im Vergleich zur bekannten
NMR-Struktur, strukturell verschieden ist (Govaerts et al., 2004; vgl. Kap. 0).
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass die Region 90-145 in die Interaktion
von PrP° und PrP®® involviert ist (Kaneko et al., 1995; Kaneko et al., 1997) und
monoklonale Antikérper gegen die N-terminale Domane (inklusive Helix 1)
konnten die PrPSC-RepIikation in infizierten Zellkulturen inhibieren (Peretz et al.,
2001). Die besten Ergebnisse zeigten in diesen Studien die Fab-Fragmente
D18 und ebenfalls D13, die an die Regionen 132-156 bzw. 94-103 binden. Dies
zeigt, dass gerade die Dynamik bzw. Zuganglichkeit dieser Region entschei-
dend dafur ist, ob es zur Konversion kommen kann oder nicht. Fehlt diese Re-
gion ganz, ist offenbar eine Replikation von Prpse unmdglich, denn transgene
Mause, die eine PrP-Deletionsmutante exprimieren, der der N-terminale Be-
reich bis Aminosaure 106 fehlt, kdbnnen nicht mit Scrapie infiziert werden
(Weissmann, 1999; Flechsig et al., 2000). Aus Dynamik-Simulationen konnte
weiterhin die Wichtigkeit des N-terminalen Teils von PrP fur die PrPSC-RepIika-
tion abgeleitet werden (Bennion et al., 2004). In dieser Arbeit wurden mecha-
nistische Hinweise zur protektiven Wirkung von Trimethylamin N-oxid (TMAOQO)
gesucht. Fur TMAO konnte zuvor experimentell gezeigt werden, dass es, als
chemisches Chaperon, die Bildung von PrP®¢ in Scrapie-infizierten Maus-Neu-
roblastoma-Zellen inhibiert (Tatzelt et al., 1996). Die Dynamik-Rechnungen er-
gaben, dass in Anwesenheit von TMAO die N-terminale Domane (hier Amino-
sauren 111-124) in einer sogenannten Q-Schlaufe auf die globulare Struktur
zuriickfaltet und so méglicherweise die Replikation von PrPS¢ verhindert wird.

Ein moglicher Schluss aus den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen experi-
mentellen Daten kdnnte daher sein, dass die Wechselwirkung der N-terminalen
Region mit dem globularen Teil des PrP die native a-helikale Struktur, inklusive
der hier analysierten a-helikalen Dimere (0,055-0,07% SDS), stabilisiert und so
die Bildung von B-strukturierten Aggregaten verhindert bzw. verlangsamt. Erst
nach einer Teildenaturierung der N-terminalen Domane ware demnach die Bil-
dung von amyloiden Fibrillen beglnstigt. Abb. 4.3 verdeutlicht diese Vorstellung
schematisch. In der a-helikalen stabilisierten Form (1) faltet der N-Terminus auf
den globularen Teil zurlck. Im teildenaturierten Zustand (2) liegt ein Gleichge-
wicht von Monomeren und Dimeren vor, die sich zu einem Trimer (3) assemb-
lieren kénnen. Das Trimer entsprache hier dem PrPS°-Modell nach Govaerts et
al. (2004) (vgl. Kap. 0, Abb. 1.5). Erst das Trimer bildet die Struktureinheit, aus
der sich die amyloide Fibrille bildet (4).
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Abb. 4.3 Modell zur Ausbildung amyloider Fibrillen durch Teildenaturierung der N-
terminalen Region. (1) Dunkelgriin: N-Terminus ist im Dimer stabilisiert.
Hellgriin: globularer a-Helix-dominierterTeil (2) Orange: N-Terminus ist
teildenaturiert. Es liegt ein Gleichgewicht von Monomer und Dimer vor. (3)
Monomer und Dimer bilden ein B-Struktur-dominiertes Trimer. Rot:
Verbleibenden a-Helices. Orange: N-terminale Domaéne ist zur pB-Helix
umgefaltet. Mehrere Trimere kénnen sich zur Fibrille assemblieren (4).

4.3 Bedeutung der Dimere

In allen bislang vorgeschlagenen Replikations-Modellen ist die Wechselwirkung
von PrP® und PrP®® von entscheidender Bedeutung (vgl. Kap. 0). Ob diese
Interaktion tatsachlich die Bildung eines Dimers nach sich zieht, wie es nach
dem Heterodimer-Modell zu erwarten ist, ist jedoch nicht geklart. Fest steht al-
lerdings, dass anhand einer ganzen Reihe von Studien die Existenz eines dime-
ren Zustands von PrP belegt ist. Fur PrP aus Hirnhomogenat konnte ein PrP-
Dimer mit Hilfe verschiedener Techniken nachgewiesen werden (Meyer et al.,
2000). In Zellkulturen von Maus-Neuroblastoma-Zellen konnten PrP-Molekile
der Grole 60 kDa detektiert werden, bei denen es sich vermutlich um querver-
netzte PrP-Dimere handelte (Priola et al., 1995). Diese Proteine waren Protei-
nase-K-sensitiv und bildeten grol3e Aggregate nach in vitro Konversion nach
Kocisko et al. (1995). Es wurde daher vermutet, dass es sich hierbei um einen
Zwischenzustand bei der Konversion von PrP® zu PrP®® handelte.

Weiterhin ist bis heute offen, ob nicht Intermediate fur die Pathogenitat verant-
wortlich sind, wie es einige Studien vermuten lassen (Chiesa et al., 2001;
Silveira et al., 2005; Novitskaya et al., 2006). Dimere kdnnten demnach eben-
falls als neurotoxische Spezies in Frage kommen. Die Wichtigkeit von Interme-
diaten des Aggregationsprozess fur die Pathogenese wird zudem dadurch klar,
dass trotz der meist zu beobachtenden Korrelation zwischen der PrPS°-Akku-
mulation und der Neuropathologie auch der Fall auftreten kann, dass in Anwe-
senheit grolier Mengen PrP% die neuronalen Veranderungen der betroffenen
Hirnregion sehr gering bis nicht nachweisbar sind (Hayward et al., 1994; Parchi
et al., 1995).
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44 Ausblick

In dieser Arbeit konnte die Methode des chemischen Crosslinkings in Kombina-
tion mit der massenspektrometrischen Bestimmung der vernetzten Aminosau-
ren erfolgreich zu Strukturuntersuchungen von PrP-Dimeren und PrP-Monomen
genutzt werden. Mit dieser Methodik steht nun eine Analysetechnik zur Verfu-
gung, mit Hilfe derer auch die Struktur von aggregierten, grof3en und damit un-
I6slichen Protein-Komplexen, an denen die gangigen Strukturanalysemethoden
wie NMR-Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse oft scheitern, untersucht
werden konnen. Trotz der geringen Auflosung dieser Methode kdnnen somit
wertvolle Hinweise auf die strukturelle Anordnung der PrP-Molekule innerhalb
einer Aggregatstruktur gewonnen werden. Dies konnte auch die Strukturen von
amyloiden Fibrillen und unl6slichen Oligomeren naher beleuchten. Dies beson-
ders im Hinblick darauf, dass die exakte dreidimensionale Struktur von PrPS°
bzw. PrP 27-30 noch nicht bekannt ist.

Die Aufklarung der Interaktionsstellen in PrP-Aggregaten liefert zudem wertvolle
Hinweise auf mogliche therapeutische Ansatze. Bei Kenntnis der Wechselwir-
kungsstellen zwischen den PrP-Molekulen lie3en sich leichter Substanzen ent-
wickeln, die die Struktur von PrP®¢ wieder auflésen kdnnen bzw. die dessen Bil-
dung von vorne herein inhibieren.

In Anbetracht der Tatsache, dass auch fiir PrP® die Existenz eines Dimers be-
schrieben wurde (Meyer et al., 2000), welches moglicherweise eine Vorstufe
der in-vivo-Konversion darstellt, lie3e sich die Crosslink-Methode zudem auf
dieses naturliche PrP ausweiten, um die dort gefundenen Dimere und deren
Wechselwirkungen naher zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung

Unter dem Begriff Prion-Krankheiten, oder Transmissible Spongiforme En-
zephalopathien (TSE), werden eine Reihe lethaler neurodegenerativer Krank-
heiten zusammengefasst. Die Erreger dieser Krankheiten, die Prionen, beste-
hen hauptsachlich, wenn nicht sogar ausschliel3lich, aus dem sogenannten
Prion-Protein (PrP). Die aggregatbildende pathogene Isoform des Prion-Prote-
ins (PrP°) unterscheidet sich vom zelluldren nicht infektidsen Prion-Protein
(PrP°) u.a. in der Sekundarstruktur, so dass die Konformationsumwandlung des
a-Helix-dominierten PrP€ in das B-Faltblatt-dominierte PrP%¢ das entscheidende
Ereignis in der Bildung von infektidsem PrP®¢ darstellt.

Diese Umwandlung kann mittels eines in-vitro-Systems untersucht werden, bei
dem in Abhangigkeit von submizellaren Konzentrationen von SDS der Struktur-
ubergang von PrP induziert und Zwischenstufen eingestellt werden kénnen. Mit
Hilfe dieses Systems wurden als frilhe stabile Intermediate des Ubergangs und
der Bildung amorpher Aggregate u.a. a-helikale Dimere gefunden, deren tat-
sachliche Tertiar- und Quartarstruktur bislang nicht geklart ist. Um diesen initi-
alen Schritt der Dimerbildung strukturell und mechanistisch aufzuklaren, sollten
die Dimere mit Hilfe des chemischen Crosslinkers EDC kovalent verbunden
werden. Durch diese Reaktion werden inter- oder intramolekulare Isopeptidbin-
dungen aus vorherigen Salzbricken, also zwischen Lysin- und Aspartat- oder
Glutamat-Seitenketten, erzeugt.

In dieser Arbeit wurden diese neuen Isopeptidbindungen in PrP-Di- und -Mo-
nomeren mittels tryptischer Verdauung und anschlieRender massenspektro-
metrischer Analysen exakt bestimmt. In Monomeren und Dimeren konnten
Crosslink-Positionen, sprich vorherige nicht-kovalente Interaktionen, zwischen
dem bislang als flexibel betrachteten N-Terminus und drei sauren Aminosauren
im globularen Teil von PrP benannt werden. Analysen an dimeren Vorstufen der
PrP-Fibrillogenese, die im in-vitro-System durch NaCl-Zugabe eingestellt wur-
den, zeigten identische Interaktionen zu den zuvor analysierten Dimeren mit
dem Unterschied, dass die N-terminale Domane sehr viel dynamischer war, zu
erkennen an dem relativ geringen Vernetzungsgrad. Diese Flexibilitat ist somit
entscheidend flr die Bildung amyloider Fibrillen.

Anhand dieser Ergebnisse wurde durch molekulare Modellierung in Zusam-
menarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Holtje ein neues Strukturmodell spe-
ziell fur die N-terminale Domane in PrP-Monomeren und -Dimeren erstellt. Die
Fibrillogenese von PrP wird anhand eines neuen Modells diskutiert, bei dem die
N-terminale Region die als nativ betrachtete a-helikale Struktur stabilisiert und
erst bei erhohter Dynamik des N-Terminus die Umwandlung zu amyloiden -
strukturierten Fibrillen moglich wird.



5 Zusammenfassung 91

Summary

Prion diseases or transmissible spongiforme encephalopathies are lethal
neurodegenerative diseases which can be of genetic, sporadic or infectious
origin. The infectious agents of these diseases, namely prions, are composed
largely, if not entirely, of the so called Prion Protein (PrP). The aggregated
pathological isoform of the Prion Protein (PrP°) differs from the cellular Prion
Protein (PrPC) in its secondary structure. Therefore the conformational transition
from the a-helikal PrP® into [-structured PrP%¢ is the fundamental event in the
formation of infectious PrPS°.

This transition can be studied in an in vitro system which utilizes submicellar
concentrations of SDS to induce the structural conversion of PrP. Using this
system stable intermediates in the formation of amorphous aggregates in form
of a-helical dimers can be generated. The exact tertiary and quartenary
structure of these dimers is still unclear. To resolve structurally and
mechanistically this initial step of dimerization the dimers were covalently cross-
linked using the chemical cross-linker EDC. In this reaction inter- and
intramolecular isopeptide bonds of previously existing salt bridges, i.e. between
lysine- and aspartate- or glutamate-residues, are generated.

In this work the newly formed isopeptide bonds in PrP-dimers and -monomers
were exactly determined using tryptic digestion and subsequent mass
spectrometrical analysis. In monomers and dimers cross-linking positions, i.e.
previous non-covalent interactions, between the so far considered as flexible N-
terminus and three acidic aminoacids in the globular part of PrP were identified.
The analysis of dimeric intermediates in amyloid fibril formation of the Prion
Protein generated in the in-vitro-system by the addition of NaCl showed the
same interaction sites as found in the dimers analysed before. However, under
these conditions decreased cross-linking rates showed that the N-terminal
domain is much more dynamic. This flexibility of the N-terminal domain is thus
crucial for amyloid fibril formation.

Based on these results using molecular modelling techniques, in cooperation
with the group of Prof. Holtje, a new structural model for PrP-monomers and
dimers was established. This model takes specifically the N-terminal domain
into account. Amyloid fibril formation is discussed by means of a new model in
which the N-terminal region stabilizes the a-helical structure and transition to
amyloid fibrils is not possible until the N-terminus displays an increased
dynamic.
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