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Zusammenfassung

Die Alzheimersche Demenz ist eine fortschreitende neurodegenerative Krankheit,
von der Millionen Menschen weltweit betroffen sind. Sie stellt durch die immer élter
werdende Bevolkerung eine zunehmende Herausforderung dar, besonders, da es
derzeit kein Heilmittel gibt. Dem 38 - 43 Aminosduren langen Peptid Amyloid-f3 (Af3)
wird im Krankheitsverlauf eine zentrale Rolle zugesprochen. Durch Aggregation von
insbesondere A3(1-42) mit weiteren A{3-Peptiden entstehen A(3-Oligomere sowie
Ap-Fibrillen, von denen sich letztere im Gehirn der Betroffenen ablagern. Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass AB-Oligomere fiir die Weiterleitung toxischer Signale
verantwortlich sind und dafiir das zelluldre Prion-Protein (PrP) als Co-Rezeptor
benotigen. Aus der Interaktion zwischen AB-Oligomeren und dem PrP ergibt sich
somit ein neuer moglicher Therapieansatzpunkt.

In dieser Arbeit wurde die A-PrP-Interaktion untersucht und der Einfluss moglicher
Wirkstoffkandidaten auf die Interaktion analysiert. Hierfiir wurden die rekombinan-
ten Prion-Varianten PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(90-230) sowie das synthetische
PrP(23-111A41-94) untersucht. Diese Prion-Konstrukte wurden in verschiedenen
Konzentrationen zu AB-Oligomeren hinzugefiigt, wodurch sich hochmolekulare
Komplexe ausbildeten. Diese Bindung war mit PrP(90-230) am schwichsten und
deckt sich mit den in der Literatur angegebenen Bindestellen. Durch Abtrennen der
AB-PrP-Komplexe von weiteren Bestandteilen wie Monomeren oder Oligomeren
tiber einen Saccharosedichtegradienten war es moglich die Komplexe zu charakteri-
sieren. Mit Hilfe chromatographischer Methoden konnten die Komplexe dissoziiert
und deren Af- bzw. PrP-Anteil quantifiziert werden. Die so erhaltenen A3 /PrP-
Verhiltnisse sind konzentrationsabhéngig und erreichen nach PrP-Séttigung einen
konstanten Wert von 4 A : 1 PrP. Untersuchungen der Komplexe iiber Raster-
kraftmikroskopie zeigten, dass mit geringen Mengen PrP viele runde verkettete
Substrukturen innerhalb der Komplexe erhalten werden, wihrend eine Sattigung mit
PrP zu kompakteren und weniger detaillierten Strukturen fiihrt. Zur Strukturaufkla-
rung der Komplexe wurden Festkorper-NMR-Spektroskopie-Proben hergestellt, von
denen insbesondere die mit isotopenmarkiertem A( vielversprechende Ergebnisse
zeigen und eine partielle Zuordnung der Resonanzen mdoglich ist.

Die zuvor ermittelten A /PrP-Stochiometrien wurden zugrunde gelegt, um nach
moglichen Wirkstoftkandidaten zu suchen, welche die A(-PrP-Interaktion beein-
flussen konnen. Untersucht wurden die A-bindenden D-enantiomeren Peptide
RD2-FITC und RD2D3-FITC. Mit letzterem konnte ein konzentrationsabhédngiger
Einfluss auf die Ap-PrP-Interaktion nachgewiesen werden. Insgesamt zeigt diese
Arbeit, dass die quantitative Analyse der AB-PrP-Interaktion dazu genutzt werden
kann, nach Wirkstoffkandidaten zu suchen und ein Kandidat bereits erfolgreich

identifiziert werden konnte.






Summary

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that affects
millions of people worldwide. Because of the prolonged life span of the population
the number of AD patients increases. Therefore, the disease is a challenge for the
population as it still is not curable. The amyloid-$ (Ap) peptide which is 38 - 43
amino acids in lenght plays a key role for the progression of the disease. Due to
the aggregation of Af3 peptides, especially Af3(1-42), AP oligomers and A fibrils
are formed of which the latter accumulate in the patient’s brain and form amyloid
plaques. Recently, it was shown that AP oligomers are responsible for the toxic
signalling which need the cellular prion protein (PrP) as a co-receptor. Therefore, the
interaction of A and PrP might be a potential therapeutic target.

The AB-PrP-interaction was analysed in detail and the effect of potential drug can-
didates were tested in this thesis. To this end, the recombinant prion constructs
PrP(23-230), PrP(23-144) and PrP(90-230) as well as the synthetic PrP(23-111A41-94)
were investigated. Different concentrations of these prion constructs were added
to AP oligomers resulting in high molecular weight complexes. The binding of
PrP(90-230) was the weakest linkage and corresponds to the binding sites of Af3
oligomers found in the literature. The separation of Ap-PrP-complexes from mono-
mers and oligomers by sucrose density gradient centrifugation allowed the charac-
terisation of the complexes. Chromatographic methods were used to dissociate the
complexes and quantify their A3 and PrP content. The resulting A3 to PrP ratios are
concentration dependent and gain a constant value of 4 A to 1 PrP after saturation
with PrP. The analysis of the complexes by Atomic Force Microscopy (AFM) resulted
in many spherical connected substructures, building up the complexes when low
PrP amounts were used. However, the saturation of the complexes with PrP led to
more compact and less detailed structures. Samples of the complexes were prepared
for the structure determination by solid state NMR. Especially those with isotope
labelled A3 show promising results and allow partial assignment of the detected
resonances.

The previously determined A to PrP ratios were used to search for potential drug
candidates which might affect the AB-PrP-interaction. Therefore, the AB-binding
D-enantiomeric peptides RD2-FITC and RD2D3-FITC were analysed. The latter had a
concentration dependent influence on the AB-PrP-interaction. This thesis shows that
the quantitative analysis of the A(3-PrP-interaction can be used for the determination

of drug candidates. One potential drug compound was already identified.
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2 1. Einleitung

1.1 Neurodegenerative Krankheiten

Als neurodegenerative Krankheiten werden Krankheiten bezeichnet, bei denen der
kontinuierliche irreversible Abbau neuronalen Gewebes, insbesondere des Gehirns,
zu beobachten ist. Damit einhergehend kann im weiteren Krankheitsverlauf eine
fortschreitende Demenz festgestellt werden und final fiihrt die Neurodegeneration
zum Tod des Betroffenen. Die bekanntesten neurodegenerativen Krankheiten sind
die Alzheimersche Demenz, bei der es zur Akkumulation des Amyloid-f (AR)-
Peptids sowie des Tau-Proteins kommt, die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, bei der
das Prion-Protein (PrP) fehlgefaltet wird und die Parkinson-Krankheit, bei der Ab-
lagerungen des Proteins a-Synuclein diagnostiziert werden konnen.

Schatzungen zufolge leiden derzeit weltweit 47 Millionen Menschen an einer De-
menzerkrankung (Stand: 2016) [1]. Aufgrund der &lter werdenden Bevolkerung
wird diese Zahl voraussichtlich auf tiber 131 Millionen Betroffene im Jahr 2050
ansteigen [1]. Allein in Deutschland leben etwa 1,6 Millionen Menschen mit einer
Demenzerkrankung; unter ihnen leiden schdtzungsweise zwei Drittel an Alzhei-

merscher Demenz [2].

1.2 Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer, besser bekannt als Alzheimer Krankheit, Alzheimersche De-
menz oder kurz Alzheimer, ist eine neurodegenerative Erkrankung und wurde nach
dem Psychiater Alois Alzheimer benannt. In dem Artikel ,, Uber eine eigenartige Er-
krankung der Hirnrinde”, erschienen in der Allgemeinen Zeitschrift fiir Psychiatrie
und psychisch-gerichtliche Medizin aus dem Jahr 1907, beschreibt er erstmals die
Verhaltensauffalligkeiten und den Riickgang kognitiver Fahigkeiten seiner Patientin
sowie die neuropathologischen Merkmale nach Untersuchung ihres Gehirns post
mortem [3]. So berichtete er tiber extrazelluldre Ablagerungen, welche heutzutage
als amyloide Plaques bezeichnet werden, sowie iiber weitere Lasionen, welche
intrazelluldr vorkommen und heute neurofibrilldre Biindel genannt werden [3].

Uber einen langen Zeitraum waren die Komponenten, aus denen die Ablagerungen
bestehen, unbekannt. Mitte der 80er Jahre konnte gezeigt werden, dass sich die
extrazelluldren Plaques aus Aggregaten eines ca. 4 kDa grofien Peptids zusam-
mensetzen, welches inzwischen als AP bekannt ist [4-6]. Uber die neurofibrilliren
Biindel wurde herausgefunden, dass diese aus dem Tau-Protein bestehen, welches
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durch die Krankheit bedingt hyperphosphoryliert vorliegt [6-9]. Neben diesen
Merkmalen gibt es noch weitere Verdnderungen, welche im Gehirn eines an Alzhei-
mer erkrankten Patienten erfolgen. So kénnen auch entziindliche Prozesse sowie
oxidativer Stress beobachtet werden [6, 10, 11].

Die Folgen all dieser Prozesse sind schwerwiegende neuronale und synaptische
Storungen und final der Verlust der Nervenzellen und Tod des Patienten. Bedingt
durch den demografischen Wandel der Bevolkerung stellt die Alzheimersche De-
menz eine immer grofiere Herausforderung dar, sowohl 6konomisch als auch sozial.
Da es derzeit noch keine Heilung gibt, ist die Entwicklung eines Medikamentes
gegen Alzheimer umso dringlicher [12].

1.3 Prozessierung des APP

Insbesondere dem Peptid A3 wird eine zentrale Rolle als Ausloser der Alzhei-
merschen Demenz zugesprochen. A3 wird durch die Prozessierung des Amyloid-
Precursor-Proteins (APP) generiert. Bei dem APP handelt es sich um ein Typ I
integrales Membranprotein, welches eine grofie N-terminale Domé&ne und einen
kurzen C-terminalen Bereich aufweist und auf dem Chromosom 21 codiert ist [13].
Das APP kann auf zwei alternativen Wegen prozessiert werden, dem amyloidoge-
nen oder dem nicht-amyloidogenen Weg [14, 15] (Abb. 1.1).

Bei dem nicht-amyloidogenen Weg erfolgt die proteolytische Spaltung des APP
durch eine x-Sekretase. Insbesondere iiber drei Enzyme wurde lange spekuliert
diese Aufgabe zu erfiillen. Alle drei stammen aus der a disintegrin and metalloprote-
inase (ADAM)-Familie, namentlich ADAMY9, ADAM10 und ADAM17; letztere ist
besser bekannt als tumour necrosis factor-« converting enzyme (TACE) [15]. Inzwischen
konnte gezeigt werden, dass ADAMI10 die physiologisch relevante x-Sekretase zur
Prozessierung des APP ist [16, 17]. Diese spaltet innerhalb der Ap-Region und
verhindert so die Entstehung von intaktem A. Durch die Prozessierung durch
die x-Sekretase entstehen das sAPPa- und das C-terminale C83-Fragment, welches
durch weitere Spaltung durch die y-Sekretase ein Peptid generiert, das als P3 be-
zeichnet wird [18] (Abb. 1.1).

Bei der amyloidogenen Prozessierung des APP erfolgt die Spaltung zunachst durch
die B-Sekretase und anschliefSend durch die y-Sekretase. Die Protease (3-site APP
cleaving enzyme 1 (BACE1) konnte als [3-Sekretase identifiziert werden, welche das
APP an der N-terminalen Region der AB-Sequenz schneidet [18, 19]. Durch diese
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Spaltung wird das APP in das sAPP(- und C99-Fragment geteilt (Abb. 1.1). Aus
letzterem entsteht A3 nach weiterer Prozessierung durch die y-Sekretase, einem
Enzymkomplex u.a. bestehend aus den Prasenilinen 1 und 2 [6]. Durch das unspezi-
tische Schneiden der y-Sekretase werden A{3-Peptide verschiedener Liangen von 38
bis 43 Aminosduren (AS) erhalten [20, 21]. Diese weisen in Abhéangigkeit von ihrer
Lange unterschiedliche Eigenschaften auf. Insbesondere A{3(1-42) zeigt eine starke
Tendenz zur Aggregation mit weiteren A[3(1-42)-Peptiden verglichen mit kiirzeren
AB-Varianten [22].

@0®

APP
\.

sAPPa sAPPP

H,N COOH

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

1

40 42

Abbildung 1.1: Prozessierung des APP. Das APP (blau) kann entweder durch die
x-Sekretase oder iiber den amyloidogenen Weg, vermittelt durch die 3-Sekretase,
gespalten werden. Nach Schneiden der x-Sekretase entstehen das sAPP«x- sowie
das C83-Fragment, welches nach weiterer Prozessierung zur Entstehung des P3-
Peptids fiihrt. Spaltet hingegen die 3-Sekretase das APP, so entstehen das sAPPf3-
und das C99-Fragment. Letzteres wird durch die y-Sekretase unter Entstehung von
AP (hellblau, unten: Aminosduresequenz) geteilt. Abbildung modifiziert nach [18].
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Durch Mutationen der Gene, die fiir das APP oder die Prédseniline 1 oder 2 codieren,
kommt es zu einer Verdnderung der Prozessierung des APP und zur Entstehung
langerer Ap-Derivate wie AB(1-42) und AB(1-43) statt der normalerweise hdufiger
vertretenen Ap(1-40)-Variante [13, 20]. Diese Mutationen kommen bei der soge-
nannten familidren Alzheimerschen Demenz vor, welche meist frither ausbricht als
die sporadische Alzheimersche Demenz, da wéahrend der gesamten Lebenszeit der
Betroffenen erhhte Mengen an A{3(1-42) produziert werden [23].

Bereits 1992 nahmen Hardy und Higgins in ihrer Amyloid-Kaskaden-Hypothese
an, dass es sich bei den Ablagerungen des A(3-Peptids um den Ausloser der Alzhei-
merschen Demenz handelt und alle weiteren mit Alzheimer assoziierten Prozesse
das Resultat dieser Ablagerungen sind [24]. Inzwischen konnte gezeigt werden,
dass nicht die amyloiden Plaques, sondern vielmehr 16sliche A(-Oligomere mit
dem Krankheitsverlauf korrelieren und als die toxische Spezies angesehen werden
konnen [25, 26].

Globulomer-

intermediat TG2
AB(1-42) Monomer ——————— kleine und grol3e n-mere

1 [rez

Pentamer / Hexamer AB(1-40) / AB(1-42) ASPD
(Paranucleus) Monomer (32-mer)

AB42CC Monomer l | \ I

\ grol3e Oligomere Dimer ——  Trimer

Dimer / Trimer l /
FAD Mutation R \

” , .
Monomere ? Protofibrillen Tetramer

/ I destabilisierende v l
Agenzien 15-40 nm

spharische «— Dodecamer
Intermediate (56 kDa)

Globulomere
(12-mer)

ringférmige Protofibrillen <——

ADDL (3 - 24-mer) Fibrillen <+——m—

f
f

AB(1-42) Monomer

Abbildung 1.2: Schema verschiedener Af3-Spezies und Umwandlungsarten.
Dargestellt sind die diversen in der Literatur beschriebenen Konversionen na-
tiirlicher sowie synthetischer A3-Spezies. Ap-Monomere, Oligomere und Fibrillen
befinden sich in einem komplexen Gleichgewicht. Hierbei ist die Koexistenz mehre-
rer AR-Oligomerspezies moglich, aus denen Fibrillen entstehen konnen. Ebenfalls
ist das Fibrillenwachstum durch Anlagerung von Af3-Monomeren gezeigt wor-
den [27]. TG: Transglutaminase, ASPD: Amylospheroide, ADDL: amyloid derived
diffusible ligands, FAD: familidre Alzheimersche Demenz, A(342CC: A3(1-42) mit
intramolekularer Disulfidbriicke. Abbildung modifiziert nach [21].
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Insgesamt gibt es eine Vielfalt an Ap-Spezies, die mit dem Begriff ,Oligomer” be-
schrieben werden [21] (Abb. 1.2). Darunter fallen sowohl AB-Spezies mit niedrigem
Molekulargewicht (Dimere, Trimere, Tetramere, usw.) als auch AB-Spezies beste-
hend aus teilweise mehreren Dutzend Ap-Monomeren. Bei den verschiedenen
dargestellten AB-Oligomeren handelt es sich sowohl um natiirlich vorkommende
als auch um synthetisch hergestellte AR-Spezies [21] (Abb. 1.2). Gezeigt ist ebenfalls
die Konversion der verschiedenen Ap-Spezies, welche in einem komplexen Gleich-
gewicht zueinander stehen. Neben der Konversion von Ap-Oligomeren zu Fibrillen
ergibt sich aus der Struktur von kiirzlich publizierten Fibrillen [27], dass diese durch
Anlagerung von Af-Monomeren gewachsen sein miissen. All die verschiedenen
AB-Spezies und moglichen Umwandlungsarten zeigen wie komplex der Mecha-
nismus vom loslichen A3-Monomer zur unlslichen AB-Fibrille ist. Entsprechend
schwierig ist die Bestimmung der Ap-Spezies, welche mit dem Krankheitsverlauf
der Alzheimerschen Demenz korreliert bzw. korrelieren (vgl. Kapitel 1.5.2).

Aber nicht nur die Produktion von Af allein, sondern auch dessen Degradation ist
fiir den pathologischen Prozess der Alzheimerschen Demenz von grofier Bedeutung.
So konnte gezeigt werden, dass verschiedene Allele des Apolipoproteins E, welches
an der Beseitigung von A3 im Gehirn beteiligt ist, die Degradation unterschiedlich
stark regulieren [23, 28]. Insbesondere das Apolipoprotein E4 fiihrt zu einer vermin-
derten Degradation von A und folglich zu einer vermehrten Akkumulation von
A im Gehirn und gilt somit als Alzheimer-Risikofaktor [23, 28].

Haben sich erhthte Mengen an Af3, insbesondere A 3(1-42), gebildet, so sind diverse
Rezeptoren an einer Signalweiterleitung beteiligt. Bezogen auf den Krankheitsver-
lauf gibt es sowohl ,gute” als auch ,schlechte” Rezeptoren, wie ausfiihrlich in dem
Review von Jarosz-Griffiths et al. beschrieben [29]. Einer der Rezeptoren, denen
innerhalb der letzten Jahre eine zentrale Rolle zuteil wurde, stellt das Prion-Protein
(PrP) dar (siehe Kapitel 1.4).

1.4 Das Prion-Protein

Das Prion-Protein (PrP) ist ein zelluldres Glycoprotein, das insbesondere in Neu-
ronen, Gliazellen des Gehirns, Riickenmark und Leukozyten exprimiert wird und
sich hauptsdchlich in Cholesterin-haltigen Mikrodoménen, sogenannten lipid rafts,
befindet [30-32]. Die physiologische Funktion des PrPs ist noch nicht vollstandig
geklart [33]; diskutiert wird jedoch unter anderem tiber Beteiligungen an dem
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Kupfermetabolismus, der Signaltransduktion, der Zellreifung sowie iiber neuropro-
tektive Eigenschaften [34, 35]. Auch die Funktion als sogenanntes scaffold protein an
der Zelloberfliche konnte das PrP erfiillen [35].

Der Name ,Prion” wurde durch Stanley Prusiner im Rahmen seiner protein-only-
Hypothese eingefiihrt und steht fiir proteinaceous infectious particle [36]. Zu diesem
Zeitpunkt wurde herausgefunden, dass es ein infektitses Protein geben muss, wel-
ches mit Scrapie und der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) in Verbindung gebracht
werden kann [36]. Nachdem das PrP als dieses Protein identifiziert wurde, erhielt es
den Namen , Prion-Protein”. Allgemein werden die durch PrP ausgeldsten neuro-
degenerativen Krankheiten als transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE)
bezeichnet, zu denen neben Scrapie und CJD auch die bovine spongiforme Enze-
phalopathie (BSE) und Kuru zdhlen [37].

Die Prionkrankheiten werden durch posttranslationale Umfaltung der , normalen”,
nicht-krankheitsassoziierten Form des PrPs (PrP¢) in die pathogene PrP>¢-Isoform
(Sc: Scrapie) mit hohem (-Faltblattanteil ausgelost [36, 38]. Diese Konversion erfolgt
insbesondere durch andere PrP5¢-Molekiile, kann aber auch spontan auftreten [38].
PrP%¢ ist weniger 16slich als PrP° und neigt zur Aggregation und zur Fibrillenbil-

dung. Final fithren TSEs zur Demenz und zum Tod des Erkrankten.

1.4.1 Struktur des Prion-Proteins

Das PrP besteht aus 253 AS (humane Sequenz), von denen die ersten 22 AS als
Signalsequenz dienen und bei der Reifung des Proteins abgeschnitten werden [39].
Darauf folgt die Hauptkette mit 208 AS bis einschliefSlich Ser?® und ein abschlie-
endes 23 AS langes hydrophobes Propeptid, welches nach Abspaltung durch einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker ersetzt wird und das PrP mit der Zell-
membran verbindet [30, 39].

Der N-terminale Bereich des PrPs von AS 23 bis AS 124 ist unstrukturiert und flexi-
bel, wiahrend der C-terminale Bereich ab AS 125 bis AS 228 aus einer strukturierten
globuldren Doméne besteht [39, 40] (vgl. Abb. 1.3). Innerhalb der N-terminalen
Region befindet sich eine acht AS lange Sequenz, die sich insgesamt fiinfmal an-
einanderreiht (AS 51 - 91) und nachfolgend als ,Octarepeats” bezeichnet wird. In
dieser werden unter physiologisch relevanten Konzentrationen durchschnittlich
zwei Kupferionen (Cu?") gebunden [41]. Zusitzlich gibt es zwei Bereiche (AS 23 - 27
und 96 - 111), in denen eine hohe Dichte an positiven AS vorhanden ist, welche an

der Bindung von A-Oligomeren beteiligt sind (siehe Kapitel 1.5).
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Abbildung 1.3: Struktur des Prion-Proteins. Das PrP besteht aus einem flexiblen
N-Terminus sowie einem strukturierten C-Terminus bestehend aus einem anti-
parallelen (3-Faltblatt (A, griiner Kasten), drei «-Helices (A, orangene Kasten)
sowie einer 319-Helix (A, orangener gestrichelter Kasten). Die Pfeile zeigen auf
die Glykosylierungsstellen. Rot: saure AS, blau: basische AS, griin: polare oder
neutrale AS, braun: unpolare oder hydrophobe AS. Abbildung erstellt durch Lisa
Galle [42] modifiziert nach [43]. Strukturmodelle des C-Terminus’ ab AS 125 aus
zwei verschiedenen Ansichten (B und C). PDB-Code: 1QLX.
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Der C-terminale strukturierte Bereich besteht aus drei «-Helices (Abb. 1.3 A, oran-
gene Késten), einer kurzen 3;p-Helix (Abb. 1.3 A, orangener gestrichelter Kasten)
sowie einem antiparallelen (3-Faltblatt (Abb. 1.3 A, griine Kéasten) [40]. Die bei-

179 214)

den C-terminalen x-Helices werden {iiber eine Disulfidbriicke (Cys™” und Cys

miteinander verbunden [40]. Ferner kann das PrP entweder un-, mono-, oder digly-
kosyliert vorliegen [39]. Die Glykosylierungsstellen sind hierbei Asn'*” und Asn!®!

(Abb. 1.3 A, schwarze Pfeile).

1.4.2 Prozessierung des Prion-Proteins

Wie zuvor bei APP beschrieben (siehe Kapitel 1.3), so kann auch das reife PrP proteo-
lytisch prozessiert werden [32]. Insgesamt sind drei Stellen bekannt, an denen das
PrP prozessiert werden kann, namentlich o-cleavage, (3-cleavage und shedding [32].
Hierbei stellt der «-cleavage-Prozess die wichtigste Prozessierungsart dar, bei dem
die sogenannten N1- und C1-Fragmente entstehen (Abb. 1.4 B). Der Schnitt erfolgt
durch eine x-Sekretase entweder zwischen AS 110 und 111 oder zwischen AS 111
und 112 (beides humane Sequenz) [32, 44]. Ungeklart ist jedoch, welche Protease
die Funktion der x-Sekretase erfiillt; infrage kimen insbesondere die ADAM10 und
ADAM17 [32, 45]. Die durch den «-cleavage-Prozess entstandenen C1-Fragmente
akkumulieren an der Plasmamembran und machen -in Abhdngigkeit vom Zelltyp
und der Gehirnregion- zwischen 5 % - 50 % der Gesamt-PrP-Menge aus [32, 44, 46].
Sowohl N1 als auch C1 kénnen unter physiologischen Bedingungen in Hirnhomo-
genaten und Cerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen werden [32]. Durch den Schnitt
wird die neurotoxische und amyloidogene Region des PrPs (AS 106 - 126) zerstort,
das PrP vor Fehlfaltung geschiitzt und dem N1-Fragment wird eine neuroprotek-
tive Funktion zugesprochen [32, 44, 47]. Somit stellt dieser Prozess eine wichtige
physiologische Rolle dar.

Eine weitere unter physiologischen Bedingungen jedoch seltener auftretende Pro-
zessierung stellt der (3-cleavage-Prozess dar, bei dem die proteolytische Spaltung
am Ende der Octarepeats erfolgt und das N2- sowie C2-Fragment entstehen [32]
(Abb. 1.4 C). Im Gegensatz zu dem N1-Fragment erfiillt das N2-Fragment keine
neuroprotektive Funktion und das C2-Fragment ist resistent gegentiber Proteasen
und kann in Gehirnen von CJD-Patienten gefunden werden [44, 47]. Deshalb wird
dem B-cleavage-Prozess eine pathophysiologische Bedeutung zugewiesen. Dieser

konnte einen Schritt zum zelluldren Schutz vor oxidativem Stress darstellen, da
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der B-cleavage-Prozess wahrscheinlich durch reaktive Sauerstoffspezies ausgelost
wird [32, 48, 49].

B a shedding
v v
A N OR C
1 23 51 91 230 253
N1 g c1
B N OR — GPI C
23 51 911]9/ Hg/ 230
N2 g2 C2
C N OR — GPI C
23 51 91 92 230
shed PrP
DN OR I]—Gpl C
23 51 91 vermutet: 227 228-230

Abbildung 1.4: Prozessierung des Prion-Proteins. A: Nach Entfernung der
N-terminalen Signalsequenz (AS 1 - 22, griine Box) und des C-terminalen Pro-
peptids (AS 231 - 253, griine Box), welches durch einen Glycosylphosphatidylino-
sitol (GPI)-Anker ersetzt wird, entsteht das Volllangen-PrP, das auf drei verschie-
denen Wegen prozessiert werden kann. Durch a-cleavage hinter AS 110 oder 111
entstehen das N1- und das C1-Fragment (B). 3-cleavage erfolgt hinter der Octa-
repeatregion (OR, gelbe Box) und resultiert in dem N2- sowie C2-Fragment (C).
PrP-shedding erfolgt in der Nahe des GPI-Ankers und fiihrt zur Freisetzung von
nahezu Volllaingen-PrP (D). Abbildung modifiziert nach [32].

Das sogenannte shedding ist ein Protease-vermittelter Prozess am Ende des PrP-
C-Terminus’ kurz vor dem GPI-Anker und resultiert in der Abspaltung von nahezu
Volllangen-PrP [32] (Abb. 1.4 D). Die ADAM10 konnte als sheddase identifiziert
werden und reguliert die PrP-Mengen an der Plasmamembran [32, 50]. Das von
der Membran abgetrennte PrP konnte -wie das N1-Fragment auch- AB3-Oligomere
binden und diese zur Phagozytose und Degradation lenken [32]. Folglich wire
das shedding unter anderem ein Mechanismus zur Verhinderung A{3-Oligomer-
vermittelter toxischer Effekte [32] (siehe Kapitel 1.5).
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1.4.3 Das PrP Y145Stop

Durch Mutation des Tyr!'*® des PrPs zu einem Stop-Codon entsteht das verkiirz-
te PrP Y145Stop Konstrukt, nachfolgend als PrP(23-144) bezeichnet, welches zu
amyloiden Ablagerungen im Gehirn fiihrt und die Gerstmann-Straussler-Scheinker-
Syndrom dhnliche Krankheit , Cerebrale Amyloide Angiopathie” auslost [51, 52].
Das Hinzuftigen von Phosphatpuffer zu in Wasser gelosten rekombinanten huma-
nen PrP(23-144)-Monomeren in vitro fithrt zur Bildung von Fibrillen [51]. Es konnte
gezeigt werden, dass die AS 138 - 141 essentiell fiir diese Umwandlung sind [51].
Nach Untersuchung der Fibrillen durch magic angle spinning (MAS) Festkorper-
NMR-Spektroskopie (FK-NMR) konnte gezeigt werden, dass diese Fibrillen einen
hoch geordneten Kern von AS 112 - 141 besitzen, der aus 3-strangigen Segmenten
besteht [52, 53]. Alle weiteren AS sind unter physiologisch relevanten Bedingungen
weitestgehend unstrukturiert [52, 53]. Deletion der konservierten Palindromse-
quenz P AGAAAAGA!? fiihrt zu einer Veranderung des amyloiden B-strangigen
Kerns ohne die Amyloidogenitit oder seeding Spezifitdat zu beeinflussen [54]. Erst
kiirzlich konnte gezeigt werden, dass diese PrP(23-144)-Fibrillen infektios sind [55].
Insgesamt stellen PrP(23-144)-Fibrillen ein wertvolles in vitro Modell dar, um die
strukturellen und molekularen Grundlagen amyloider seeding Spezifitaten zu be-
schreiben [56].

1.5 Interaktion von A(3-Oligomeren mit dem

Prion-Protein

Im Jahr 2009 screenten Laurén et al. gezielt nach einem Rezeptor, welcher biotinylier-
te A3(1-42)-Oligomere bindet [57]. Aus 225.000 Klonen wurden zwei unabhéangige
positive Klone isoliert, welche beide fiir murines Volllangen-Prion-Protein kodier-
ten [57]. Nach diesem genomweiten Screen wurde eine weitere Bibliothek mit
352 bekannten Transmembranproteinen untersucht, bei der sowohl das Amyloid-3
precursor-like protein 1 (APLP1) als auch das Transmembranprotein 30B (TMEM30B)
als AB-Oligomer bindende Proteine identifiziert wurden [57]. Doch die Affinitdten
beider Proteine sind niedriger als die von PrP zu A3-Oligomeren. Ebenfalls die Oli-
gomerselektivitit, also das Verhéltnis des Monomer-Kp-Wertes zu dem Oligomer-
Kp-Wert ist fiir das PrP am Grofiten und zeigt somit, dass das Vorhandensein von
AB-Oligomeren fiir die Af3-PrP-Bindung von Bedeutung ist [57, 58].
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1.5.1 Bindestellen

Nach intensiven Untersuchungen verschiedener PrP-Deletionsmutanten konnten
die Bindestellen fiir AB-Oligomere auf dem Prion-Protein den Regionen 23 - 27
sowie 95 - 110 zugewiesen werden [57, 59-62] (Abb. 1.5, dunkelblaue Késten). Beide
Bindestellen befinden sich nicht nur innerhalb des N-terminalen, unstrukturier-
ten Bereich des PrPs [40], sondern sogar auf dem N1-Fragment (Aminosdure (AS)
23-110/111), welches durch natiirliche Prozessierung (x-cleavage) des membran-
verankerten PrPs entsteht [44, 63] (siehe Kapitel 1.4.2). Interessanterweise ist die
polybasische Region des PrP-N-Terminus’ (Sequenz: KKRP) nicht nur an der Bin-
dung von AB-Oligomeren beteiligt, sondern wird ebenfalls fiir die Inhibition der
B-Sekretase BACE1 benotigt [64], welche fiir die Prozessierung des APP und Ent-
stehung von A verantwortlich ist (siehe Kapitel 1.3).

N1 F C1

N OR — GPl C

\ 51 91 230

BKKRPK?" ®THSQWNKPSKPKTNMK M

Abbildung 1.5: A-Bindestellen auf dem Prion-Protein. In den dunkelblauen
Késten sind die Bindestellen fiir AB-Oligomere und darunter die dazugehorige
PrP-Sequenz angegeben. Die Bindestellen befinden sich an den Regionen 23 - 27
und 95 - 110. Rot markierte Aminosduren sind basisch und tragen folglich eine
positive Ladung. Ebenfalls gezeigt sind die PrP-Regionen, die strukturiert bzw.
unstrukturiert sind, sowie die Schnittstelle der «-Sekretase, die das PrP in das N1-
und C1-Fragment teilt. OR: Octarepeats, GPI: Glycosylphosphatidylinositol-Anker.

Es konnte gezeigt werden, dass beide identifizierten Bindestellen auf dem PrP fiir
eine Bindung von Af-Oligomeren nétig sind, da die Deletion einer der beiden
Regionen zu einer deutlichen Abnahme der Bindung fiihrt [59]. Hierbei macht es
keinen Unterschied, ob Met'?? oder Val'? des natiirlichen PrP-Polymorphismus’
verwendet wird [59], da diese Region nicht an der Bindung beteiligt ist. Beide Bin-
destellen zeichnen sich durch ihren erhéhten Anteil positiv geladener Aminosduren
aus (Abb. 1.5). Ein Austausch dieser zu den ungeladenen AS Glycin oder Alanin re-
duziert zwar die Bindung von A3-Oligomeren, jedoch ohne die Bindungskonstante
zu beeinflussen [60] und ist ein Indiz dafiir, dass es sich bei der Ap-PrP-Interaktion
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wahrscheinlich nicht um eine rein elektrostatische Bindung handelt. Der struk-
turierte C-terminale Bereich des PrPs wird hingegen nicht fiir die Bindung von
AB-Oligomeren benétigt. Das N1-Fragment bzw. sogar Mutanten, bei denen die
Octarepeats, eine Region, die sich zwischen den Bindestellen befindet (Abb. 1.5, OR),
deletiert wurden, reichen fiir eine Bindung mit nanomolarer Affinitdt aus [59, 60].
Hierbei ist die Bindung von A und PrP, bzw. A und dem N1-Fragment des PrPs
konzentrationsabhangig [59, 60].

Obwohl die Bindestellen auf Seite des PrPs identifiziert und intensiv untersucht
wurden, so gestaltet sich die Suche nach den Bindestellen auf A(-Seite hingegen als
schwierig. Sowohl A als auch PrP wurden durch einen epitope mapping immunoassay
untersucht und die oben genannten Binderegionen auf dem PrP konnten hierbei be-
statigt werden [62]. Fiir A3 jedoch konnten keine Binderegionen fiir PrP identifiziert
werden, was vermuten lasst, dass eine bestimmte dreidimensionale Konformation
des A fiir die Bindung benoétigt wird [62], ohne die eine Identifikation der Binde-
stellen nicht moglich ist. Diese Beobachtung wird dadurch unterstiitzt, dass weder
mit A{3(1-42)-Monomeren noch mit langen oder fragmentierten A (3(1-42)-Fibrillen
eine Bindung an das Prion-Protein tiber Oberflichenplasmonenresonanz (SPR)-
Spektroskopie nachgewiesen wurde [59, 60]. Nieznanski et al. hingegen zeigten,
dass auch eine Bindung von PrP an Af-Fibrillen durch laterale Assoziation an
bereits gebildete Fibrillen erfolgt [65]. Younan et al. hingegen beobachteten eine
Disassemblierung von A 3(1-40)-Fibrillen nach Hinzufiigen von PrP [61]. Dies konn-
te jedoch durch keine weitere Gruppe beobachtet werden.

Auch wenn es verschiedene Beobachtungen beziiglich der Interaktion von PrP mit
reifen Af3-Fibrillen gibt, so sind sich die Wissenschaftler jedoch dartiber einig, dass
PrP und N-terminale PrP-Fragmente wie N1 die spontane Af-Fibrillenbildung
verhindern [60, 61, 66]. Hierfiir gentigen niedrige PrP-Mengen von 1/20 Mol-
Aquivalenten [61]. Ebenfalls die induzierte AB-Fibrillenbildung kann in Anwe-
senheit von PrP verhindert werden [65]. Auf diesen Beobachtungen basierend
entstand der Gedanke PrP-Fragmente bzw. PrP-basierte Peptide und Derivate als
mogliches Therapeutikum gegen Alzheimer zu verwenden [60, 65, 66].
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1.5.2 Grofie der PrP-bindenden A3-Oligomere

Trotz der Einigkeit dartiber, dass Ap-Oligomere an der PrP-Bindung beteiligt sind,
ist dennoch unklar wie grofs die bindende AB-Spezies ist. Der Begriff , Oligomer” be-
schreibt eine grofle Vielfalt an nicht-monomeren A (3-Spezies, welche entweder durch
verschiedene Methoden in vitro generiert oder aus Hirngewebe isoliert werden [21].
Insbesondere die verschiedenen Techniken zur Generierung von A (-Oligomeren
in vitro erschweren die Vergleichbarkeit der Ergebnisse, besonders wenn entweder
eine bestimmte Grofie an Oligomeren (z.B. nach SEC) verwendet wird oder die
gesamte Probe mit einer grofien Vielzahl an diversen generierten A(-Oligomeren
untersucht wird. Aber auch der Mangel an zuverldssigen Detektions- und Quantifi-
kationsmethoden erschwert die Identifikation von A-Oligomeren einer definierten
Grofse [21]. So ist es nicht verwunderlich, dass auch im Falle der Interaktion von
AB-Oligomeren mit PrP Uneinigkeit tiber die Grof3e des oder der involvierten Af3-
Oligomerspezies herrscht.

So wurde zum einen gezeigt, dass tiberwiegend kleine Ap-Oligomere (Dimere
und Trimere) mit dem PrP interagieren [67]. Diese Beobachtung machten auch
Williams et al. [68] bei Verwendung der Photo-Induced Crosslinking of Unmodified
Proteins (PICUP)-Methode, bei der die Oligomere unter Ausbildung einer kovalen-
ten Bindung gebildet werden. Deshalb ist eine genaue Zuordnung der Grofie der
Oligomere moglich, weil eine definierte Oligomerspezies untersucht wird und kein
Gemisch aus verschieden grofien Af-Oligomeren.

Zum anderen gibt es auch Untersuchungen, die belegen, dass die Bindung von
PrP an hochmolekulare Ap-Spezies erfolgt [69, 70]. Hierbei konnten Dohler et al.
nachweisen, dass ausschliefllich bei Alzheimer-Patienten und nicht bei der Kontroll-
gruppe eine Bindung von A(-Oligomeren an PrP erfolgt und es sich bei diesen um
hochmolekulare AB-Spezies handelt (150 kDa - 300 kDa) [69]. Gleichzeitig wurde
im Falle von synthetischem Af eine optimale Bindung an PrP fiir 8 kDa - 16 kDa
grofie AB-Oligomere gezeigt, welche mit Dimeren bis Tetrameren korrelieren [69].
Weitere grofie AB-Strukturen, mit denen eine Bindung an PrP und infolgedessen
Synaptotoxizitdt nachgewiesen wurde, sind Protofibrillen, welche die Struktur einer
Nanorohre aufweisen [71]. Es konnte ebenfalls die Interaktion von PrP mit reifen
AB-Fibrillen gezeigt werden [65]. All diese Ergebnisse zeigen, dass es wahrschein-
lich verschieden grofle Ap-Oligomere gibt, die mit dem PrP interagieren, bzw. dass
diese Interaktion von den Oligomerpriparationen und weiteren Faktoren abhéngig

ist.
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1.5.3 Signalweiterleitung iiber die Membran

Bereits bei ihrer Entdeckung der Bindung von Ap-Oligomeren an das zelluldre
PrP konnten Laurén et al. zeigen, dass das PrP an der Vermittlung eines synap-
totoxischen Signals durch AB-Oligomere beteiligt ist und dass die Bindung von
AB-Oligomeren und PrP nicht die infektiose Form des PrPs (PrP>¢) erfordert [57].
Diese Rolle des PrPs wurde jedoch kurz darauf durch andere Forscherteams in
Frage gestellt. So bestdtigten Balducci et al. zwar die nanomolare Affinitdt von
PrP zu AB-Oligomeren, konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen der
Anwesenheit von PrP und der kognitiven Beeintrachtigung durch Af-Oligomere
sehen [72]. Auch weitere Gruppen berichten {iber diverse Experimente, bei denen
die Ap-vermittelte Toxizitdt das PrP nicht erfordert [73-75]. Trotzdem wurden die
Ergebnisse von Laurén et al. vielfach bestdtigt [71, 76-83]. So konnte beispielsweise
durch die Verwendung von anti-PrP-Antikérpern (z.B. 6D11) und einer daraus
resultierenden Abschirmung des PrPs gezeigt werden, dass weniger AB-Oligomere
gebunden werden [77] und die intrazelluldre Calciumkonzentration, welche
tiblicherweise durch die A(-Oligomerzugabe steigt, konstant bleibt [83]. Auch die
enzymatische Spaltung des zelluldren PrPs von der Plasmamembran durch die
Phospholipase C resultiert in einer Af3-Abnahme an den Neuronen [83].

Im Jahr 2012 zeigten Um et al., dass durch die Bindung von A{3-Oligomeren an
zelluldres PrP die intrazelluldre Tyrosinkinase Fyn aktiviert wird [78] (Abb. 1.6).
Uber diese war zuvor bereits bekannt, dass sie in der postsynaptischen Dichte (PSD)
lokalisiert ist [84] und die Untereinheiten GIluN2A und GIuN2B (frither: NR2A bzw.
NR2B) von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren, nicht-selektiven Kationen-
kandlen, phosphoryliert [84, 85]. Um et al. konnten nachweisen, dass PrP ebenfalls
in der PSD angereichert ist [78] und stellten einen vorldufigen Signalweg auf: Nach
Bindung von A-Oligomeren an PrP wird die intrazelluldre Fyn-Kinase aktiviert,
welche die GluN2B-Untereinheit von NMDA-Rezeptoren phosphoryliert. Dies fiihrt
zu einer verdnderten NMDA-Rezeptor-Lokalisierung und zu einer Destabilisierung
von dendritischen Dornen (Englisch: dendritic spines) im Gehirn [78, 86].

Dariiberhinaus konnten Larson et al. zeigen, dass die durch die Fyn-Kinase ver-
mittelte Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins abhédngig von der Af-PrP-
Interaktion ist [87]. Wird die PrP-Konzentration verringert, so gibt es auch weniger

hyperphosphoryliertes Tau-Protein [87].
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Abbildung 1.6: Signalweiterleitung iiber mGIluR5 und Fyn-Kinase. Wird das
Amyloid-Precursor-Protein (APP) durch die 3- und y-Sekretase prozessiert, so
entsteht A3, welches zu Oligomeren und weiter zu Fibrillen aggregieren kann.
Die AB-Oligomere interagieren mit dem zelluldren PrP (PrP¢), welches iiber einen
GPI-Anker mit der Zellmembran verankert ist. Durch Interaktion des Ap-PrP-
Komplexes mit mGluR5 wird die Fyn-Kinase aktiviert. Diese phosphoryliert Tau
sowie NMDA-Rezeptoren. Die Phosphorylierung von Tau fiihrt zur Bildung neu-
rofibrilldrer Biindel, widhrend die Phosphorylierung von NMDA-Rezeptoren zu
einer Verdnderung der Menge an NMDA-Rezeptoren in der Membran fiihrt. Final
resultiert dies in Verdnderungen der Calciumkonzentrationen in der Zelle und zur
Zytotoxizitat [78]. Abbildung modifiziert nach [88, 89].

Trotz der vielen neuen Erkenntnisse gab es noch ein weiteres Hindernis zu kldren:
PrP wird lediglich durch einen GPI-Anker mit der Membran verbunden. Es han-
delt sich bei PrP somit um kein Transmembranprotein, welches ein Signal von
ex- nach intrazelluldr weiterleiten kann. Somit muss es einen weiteren Rezeptor
geben, welcher an der Signaltransduktion beteiligt ist. Hierfiir wurde tiber verschie-
dene Proteine spekuliert [90]. Geklart wurde diese Fragestellung durch Um et al. im
Jahr 2013. Nach Untersuchung von 81 bekannten Transmembranproteinen, welche
sich in der PSD befinden, identifizierten sie den metabotropen Glutamatrezeptor 5
(mGIluR5) [91]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass mGIuR5 nicht A3, sondern
PrP und Fyn physisch bindet und diese beiden somit miteinander verkniipft [91]
(Abb. 1.6). Die Interaktion von PrP und AB-Oligomeren resultiert in mGIuR5-
vermitteltem Anstieg von intrazelluldarem Calcium und der mGluR5-Antagonist
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3-((2-Methyl-4-thiazolyl)ethynyl)pyridin (MTEP) macht Beeintrachtigungen des
Lern- sowie Erinnerungsvermogens riickgangig [91, 92]. So konnte gezeigt werden,
dass die Interaktion von mGIluR5 und zelluldarem PrP eine zentrale Rolle bei der
Alzheimerschen Demenz spielt [93].

Neben dem oben aufgefiihrten Signalweg gibt es noch einen weiteren beschriebenen
Weg, an dem sowohl PrP als auch Ap beteiligt sind. PrP bindet Cu?* mit hoher
Affinitat [94-96]. Im Jahr 2012 zeigten You et al., dass native NMDA-Rezeptoren
-neben den bekannten Aktivatoren Glutamat und Glycin- durch Kupferionen re-
guliert werden [82] (Abb. 1.7 A). Sowohl Komplexierung des Cu?* durch Kupfer-
chelatoren wie Bathocuproindisulfonsdure (Englisch: bathocuproine sulfonate) (BCS)
(Abb. 1.7 B) als auch Knockout des PrPs (Abb. 1.7 C) resultieren in einer hoheren
Affinitdt der NMDA-Rezeptoren fiir Glycin, was final eine groflere Akkumulation
von Ca?t in der Zelle zur Folge hat [82, 97]. Ferner zeigten sie, dass diese Effekte
nicht additiv sind und schlossen daraus auf eine PrP-vermittelte Cu>*-Regulation
von NMDA-Rezeptoren [82, 97]. Das Hinzufiigen nanomolarer Konzentrationen
von A((1-42)-Oligomeren (Abb. 1.7 D) erzielte denselben Effekt wie der Einsatz
von Kupferchelatoren oder die Entfernung des PrPs (sei es durch ein Knockout
des Gens oder Abschneiden des GPI-Ankers) [82, 97]. Ebenfalls das Hinzufiigen
mikromolarer Konzentrationen von Af3(1-42)-Monomeren resultiert in erhohter Cal-
ciumakkumulation in der Zelle [82, 97]. Uber AB(1-42) ist bekannt, dass es ebenfalls
ein hochaffines Kupfer-bindendes Peptid ist [98] und der Einsatz hoher A(3(1-42)-
Monomerkonzentrationen folglich denselben Effekt auf NMDA-Rezeptoren hat
wie BCS [82, 97]). Final fiihrt der Einsatz von A3 zu kultivierten Neuronen zum
Zelltod, welcher aber durch NMDA-Rezeptorantagonisten oder durch Kupfertiber-
schuss verhindert werden kann [82, 97]. Insgesamt kann festgehalten werden, dass
ebenfalls durch diesen Mechanismus der neurotoxische Effekt von A3 durch eine
Unterbindung der normalen Cu?"-Regulation von NMDA-Rezeptoren durch das
PrP erkldrt werden kann.



A e

et W e e W
Jeoulesteadiege I iceedeedlesy  deeuleutegees I dededeedvest
c D

et W s
deeslesiiediedt A

e W
Jaile JedLleLlels

Wesdedgieduest

e niedrige Gly Affinitdt @ hohe Gly Affinitat e Kupfer ' Kupferchelator 'AB-OIigomere

Abbildung 1.7: NMDA-Rezeptor-Regulation durch Kupfer und PrP. Unter nor-
malen Bedingungen wird der NMDA-Rezeptor durch das mit Cu** beladene PrP
reguliert und die Affinitat fiir den NMDA-Rezeptor Co-Agonisten Glycin redu-
ziert (A). Werden die Kupferionen durch einen Chelator komplexiert, so wird
die Assoziation zwischen PrP und dem Rezeptor geschwicht. Dies fiihrt zu einer
erhohten Glycinaffinitdt des Rezeptors und erhohten Calciumkonzentrationen
in der Zelle (B). Deletion des PrPs resultiert ebenfalls in erhohten intrazelludren
Calciumkonzentrationen (C). Bindung von A{3-Oligomeren an PrP verhindert die
Regulation der NMDA-Rezeptoren durch PrP und erzielt denselben Effekt wie B
und C (D). Abbildung modifiziert nach [97].
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1.5.4 Die A(3-PrP-Interaktion als moglicher Therapieansatzpunkt

Die oben aufgefiihrten Signalwege deuten auf ein hohes Potential der Ap-PrP-
Interaktion als Ansatzpunkt zur Therapie gegen Alzheimer hin. Im Folgenden
werden einige Therapiemoglichkeiten und deren aktueller Stand zusammengefasst,
die ausfiihrlich in dem Review von Elezgarai und Biasini beschrieben werden [45].
Die unter 1.5.3 beschriebenen Signalwege vorausgesetzt, gibt es vier verschiede-
ne Ebenen, auf denen eingegriffen werden konnte, um die Weiterleitung eines
toxischen Signals zu beeinflussen bzw. gdnzlich zu unterbinden [45]: 1) Silencing
der PrP-Expression, 2) Verringerung der funktionellen PrP-Menge an der Zellober-
flache, 3) Entwicklung von PrP-bindenden Pharmazeutika, 4) Unterbindung der
AB-abhidngigen PrP-vermittelten Signalweiterleitung.

1) Das Silencing der PrP-Expression konnte entweder durch sogenannte short hair-
pin RNAs (shRNAs) oder durch direktes Ausschalten des PrP-Gens vermittelt
werden [45]. In Mdusen konnten mit beiden Methoden schon Erfolge erzielt wer-
den [57,76,99] und es gibt bereits vielversprechende Methoden, die das Ausschalten
von Genen im Menschen ermoglichen und zukiinftig angewandt werden konnten.
Dennoch birgt das Stilllegen eines Gens immer ein Risiko, insbesondere dann, wenn
die physiologische Funktion des Proteins nicht geklart ist (siehe Kapitel 1.4) und es
keine Daten moglicher Spéatfolgen gibt.

2) Zur Verringerung der funktionellen PrP-Menge an der Zelloberfldche sind eben-
talls Ansatzpunkte denkbar. So konnte das PrP entweder durch die Phospholi-
pase C vom GPI-Anker oder durch shedding durch die Protease ADAMI10 gelost
werden [32, 50, 83] (Abb. 1.8 A). Dies wiirde dazu fiihren, dass weniger PrP an
der Membran vorhanden ist, um ein toxisches Signal weiterzuleiten. So konnte
tiir das Medikament Acitretin in einer klinischen Phase 2 gezeigt werden, dass
es die ADAMI10-Transkription erhoht und sich positiv auf Alzheimerpatienten
auswirkt [100]. Ebenfalls die Zunahme des «-cleavage-Prozesses durch eine ADAM-
Protease (Abb. 1.8 E) konnte ein Ansatzpunkt sein. Hierbei wiirde das N1-Fragment
des PrPs, welches die Bindestellen fiir A(3-Oligomere enthilt, abgetrennt, weshalb
die AB-Oligomere nicht mehr an membranstiandiges PrP binden kénnten. Zusétz-
lich hatte es den weiteren positiven Effekt, dass das N1-Fragment die 16slichen

AB-Oligomere abfangt und somit neuroprotektiv wirkt [60, 66, 101].
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3) Ein weiterer Therapieansatz stellt die Entwicklung PrP-bindender Pharmazeu-
tika dar. Hierdurch wiirde ebenfalls die Signalweiterleitung unterbunden, da Af3-
Oligomere nicht mehr an PrP binden kénnten (Abb. 1.8 B). So konnte bereits gezeigt
werden, dass anti-PrP-Antikorper eine Anlagerung von A3 verhindern und eine
Weiterleitung des toxischen Signals unterbinden [57, 77, 79, 83]. Dariiber hinaus
wird nach kleinen organischen Molekiilen gesucht, die PrP binden. Nachgewiesen
werden konnte das bisher fiir zwei. Zum einen fiir das kationische Porphyrin mit
dem Namen , Fe(IlI)-TMPyP”, zum anderen fiir Chicago Sky Blue 6B (CSB), wel-
ches nach einem Screen von 1.200 Komponenten identifiziert wurde [45, 102, 103].
Fiir das Porphyrin konnte eine Bindung am C-terminalen strukturierten Bereich
des PrPs nachgewiesen werden, wiahrend CSB am flexiblen PrP-N-Terminus bin-
det [45, 102, 103]. CSB ist das erste identifizierte kleine Molekiil, das eine Bindung
von AR an PrP verhindert. Ebenfalls das Polysaccharid Dextransulfat-Natrium
ist ein potentieller Kandidat zur Unterbindung der AB-PrP-Interaktion, obgleich
keine direkte Bindung an PrP nachgewiesen werden konnte [45, 104]. Dextransulfat-
Natrium wird bereits zur Behandlung von Menschen mit Hypertriglyceriddmie
verwendet [104]. Leider haben alle bisher gefundenen PrP-bindenden Molekiile
Eigenschaften, welche eine Verwendung in vivo einschrianken, sei es eine niedrige
Spezifitat, hohe Zytotoxizitdt oder die Unfdhigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu tiber-
winden [45].

Ebenfalls Peptide, die von dem N-Terminus des PrPs abgeleitet werden, konnten
moglicherweise als Medikamente wirksam sein. So konnte bereits fiir das N1-
Fragment und Deletionsmutanten dessen gezeigt werden, dass es AB-Oligomere
bindet und die A(-vermittelte Zytotoxizitdt verhindert [59, 60, 66, 101].

4) Die Unterbindung der A3-abhingigen PrP-vermittelten Signalweiterleitung stellt
eine weitere Therapiemdoglichkeit dar. Hier gibt es mehrere Ansatzpunkte, insbe-
sondere die Fyn-Kinase (Abb. 1.8 D), mGluR5 (Abb. 1.8 C) und NMDA-Rezeptoren
(Abb. 1.8 F). So konnte gezeigt werden, dass mit AZD0530 (Saracatinib), einem
Kinase-Inhibitor, Synapsen- und Gedédchtnisverlust in transgenen Médusen entge-
gengewirkt werden konnte [88, 105]. Auch die Inhibition von mGIuR5 scheint ein
vielversprechender Ansatzpunkt zu sein. So zeigten Um et al., dass nach Einsatz
von MTEP, einem negativen allosterischen Modulator von mGluR5, Lern- sowie Er-
innerungsdefizite in transgenen Médusen verhindert werden konnen [91]. Ebenfalls
der mGluRb5 selektive, oral biologisch verfiigbare, negative allosterische Modulator
CTEP zeigt dhnliche Erfolge wie MTEP und reduziert die Konzentration 19slicher
AB-Oligomere sowie die Ablagerung amyloider Plaques [106].
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Eines der wenigen verfligbaren Medikamente gegen Alzheimer stellt Memantin,
ein NMDA-Rezeptorantagonist, dar [45, 107]. Dieses zeigte sich in diversen Stu-
dien mit transgenen Méausen als neuroprotektiv, ist im Menschen jedoch weniger
effektiv [45]. Das liegt wahrscheinlich daran, dass die Wirksamkeit von Memantin
lediglich in jungen Médusen gezeigt werden kann, jedoch keinen Effekt auf Mau-
se mit fortgeschrittenem Krankheitsverlauf hat [45, 108]. Ahnlich wird es sich im
Menschen verhalten, da der Beginn der Alzheimer-Krankheit weit vor dem Aus-
bruch mit starkem Gedéachtnisverlust liegt. Dennoch sind NMDA-Rezeptoren ein
vielversprechendes Ziel fiir die Entwicklung neuer Medikamente.
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Abbildung 1.8: Mogliche Therapieansatzpunkte gegen Alzheimer. Erh6hung
der Proteaseaktivitit von ADAM10 wiirde shedding des PrPs von der Membran
steigern und somit weitere folgenden Mechanismen unterbinden (A). Eine Ver-
hinderung der Bindung der toxischen Ap-Oligomere beispielsweise durch PrP-
bindende Komponenten, wiirde ebenfalls eine Signalweiterleitung verhindern (B).
Auch die Inhibierung von mGluR5 (C) und der Fyn-Kinase (D) sind potentielle
Ziele fiir Medikamente. Beglinstigung des -cleavage-Prozesses des PrPs durch eine
ADAM-Protease (welche es ist, ist noch nicht geklart) wiirde zur Entfernung des
N1-Fragments fithren. Dies wiirde zum einen verhindern, dass AB-Oligomere an
membranstidndiges PrP binden und andererseits das Komplexieren 16slicher Af3-
Oligomere begiinstigen (E). Auch NMDA-Rezeptorantagonisten konnten die Wei-
terleitung eines toxischen Signals verhindern (F). Abbildung modifiziert nach [45].



22 1. Einleitung

1.6 D-Peptide als Wirkstoffe gegen Alzheimer

Eine vielversprechende Wirkstoffklasse stellen D-enantiomere Peptide dar. Im Ge-
gensatz zu den natiirlich vorkommenden L-Peptiden und L-Proteinen bestehen
diese ausschliefSlich aus D-Aminosduren. Wegen der Enantioselektivitdt der meisten
im Korper vorkommenden proteolytischen Enzyme werden D-Peptide deutlich
seltener durch Proteasen degradiert, bleiben somit langer im Koérper und kénnen
tiber einen grofseren Zeitraum therapeutisch aktiv sein [109]. Dariiber hinaus sind
diese weniger immunogen als L-konfigurierte Peptide [110].

Zur Selektion von D-Peptiden eignet sich das Spiegelbild-Phagendisplay [111]. Hier-
bei wird eine Bibliothek mit Phagen, die aus L-Aminosduren bestehende Peptide
exprimieren, gegen ein D-konfiguriertes Zielprotein untersucht. Wurde ein das
D-Zielprotein bindende L-Peptid selektiert, so kann die Konfiguration invertiert
werden und das nun D-konfigurierte Peptid derselben Aminosduresequenz bindet
das entsprechende L-enantiomere Zielprotein.

Mit Hilfe des Spiegelbild-Phagendisplays wurde nach A{3(1-42) bindenden 12 AS
langen D-Peptiden gesucht und es konnte ein D-Peptid gefunden werden, das spezi-
tisch an A3 bindet. [112, 113]. Im Jahr 2008 wurde das D-Peptid D3 (Struktur siehe
Abb. 1.9) aus einer Bibliothek mit 1 x 10° verschiedenen 12 AS langen Peptiden
selektiert [114]. Hier zeigten 9 von 23 zuféllig ausgewdhlten Klonen dieselbe Se-
quenz [114]. Zur Selektion wurden Bedingungen gewihlt, bei denen A3-Monomere
bzw. kleine A3-Oligomere die Hauptspezies darstellen [114]. Es konnte gezeigt wer-
den, dass D3 toxische AB-Spezies unter der Ausbildung amorpher Co-Aggregate
bindet ohne die Konzentration von monomerem Af3 zu erhohen [115]. Diese Co-
Aggregate weisen keine amyloidogene oder fibrilldre Struktur auf und sind nicht
toxisch fiir die Zellen [115]. Die Behandlung mit D3 reduziert die Anzahl amyloider
Plaques und verbessert die kognitiven Fiahigkeiten transgener Mause [114, 115].
Dies ist auch dann der Fall, wenn D3 erst bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf
verabreicht wird [116]. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass D3 in Medien, die den
Weg oral verabreichter Medikamente simulieren (Gastrointestinaltrakt, Blut, Leber),
eine hohe Stabilitdt aufweist [117].

Ein weiteres intensiv untersuchtes D-Peptid ist RD2 (Abb. 1.9). Dieses wurde ratio-
nal designed und setzt sich aus denselben AS zusammen wie D3, jedoch in einer
anderen Reihenfolge. RD2 reduziert AB-Oligomere effektiver als D3 [118], ist oral
biologisch verfiigbar und weist eine lange Halbwertszeit von etwa 60 h auf [119].
L-enantiomere Peptide werden oftmals innerhalb von wenigen Minuten aus dem
Blut entfernt [119].
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Sowohl fiir D3 als auch fiir RD2 konnte eine starke Bindung zu A nachgewie-
sen werden, die durch elektrostatische Interaktionen zwischen den positiv gela-
denen Argininen der D-Peptide und den negativen Ladungen auf Seiten von Af3
erfolgt [120, 121]. Insbesondere die N-terminalen AS Glu!!, Glu?? und Asp?® des
Ap sind an der Bindung beteiligt [121]. Die Bindung von D3 verursacht struktu-
relle Verdnderungen von A und reduziert den 3-Faltblattanteil [120]. Insgesamt
sind die anti-amyloiden Eigenschaften der D-Peptide abhidngig von der Lange und
Sequenz des jeweiligen Peptids, schwachen hydrophoben Interaktionen zwischen
Peptid und AP und der Grofie der AB-Oligomere [121]. All diese vielversprechen-
den Ergebnisse zeigen, dass D-Peptide moglicherweise als Therapeutikum gegen
Alzheimer eingesetzt werden konnten.
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Abbildung 1.9: Strukturen der D-enantiomeren Peptide D3 (oben) und RD2
(unten). Beide D-Peptide setzen sich aus denselben D-Aminosduren zusammen,
welche jedoch in einer anderen Reihenfolge miteinander verkniipft sind. Abbil-
dung modifiziert nach [115] und [119].
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1.7 Fragestellung

Die Alzheimersche Demenz wird, bedingt durch die dlter werdende Bevolkerung,
zu einer immer grofleren sozialen und 6konomischen Herausforderung fiir die
Gesellschaft. Nach der Entdeckung, dass das zelluldre PrP an einer Weiterleitung des
toxischen Signals vermittelt durch mit Alzheimer assoziierte AB-Oligomere beteiligt
ist, ergibt sich ein neuer moglicher Ansatzpunkt zur Therapie der Alzheimerschen
Demenz.

Das Ziel dieser Arbeit ist es diese Interaktion zwischen A3-Oligomeren und dem PrP
zu untersuchen. Hierbei soll der Einfluss verschiedener PrP-Deletionsmutanten auf
die Bindung von A(-Oligomeren charakterisiert und eine Stochiometrie der beiden
Bindungspartner ermittelt werden. Ebenfalls sollen strukturelle Charakteristika der
entstandenen A (3-PrP-Komplexe tiber Rasterkraftmikroskopie (AFM) und Nuclear
Magnetic Resonance (NMR)-Spektroskopie aufgedeckt werden.

Die genaue Erforschung der Af-PrP-Interaktion ist Voraussetzung dafiir, dass nach
Wirkstoffkandidaten gesucht werden kann, die diese Interaktion verhindern konnen.
In dieser Arbeit sollten D-enantiomere Peptide, die in vorangegangenen Arbeiten
mittels Spiegelbild-Phagendisplay selektiert wurden, AB-Oligomere binden und
bereits intensiv in transgenen Mdusen untersucht wurden, analysiert werden, ob

diese mit der AB-PrP-Interaktion kompetitiv interferieren kénnen.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acetonitril, AppliChem, VWR

Acrylamid 4x (40 % w/v), Serva

Acrylamid /Bisacrylamid (37,5 : 1), Roth
Acrylamid/Bisacrylamid (19 : 1), Serva

Agar, Becton, Dickinson and Company (BD)
Ammoniumchlorid (**N), VWR
Ammoniumchlorid (*°N), Cambridge Isotope Laboratories
Ammonium-Eisen-III-Citrat, Fluka, Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat (APS), Roth
Ampicillin, Sigma-Aldrich

-Mercaptoethanol, Bio-Rad, Roth

Bicin, Sigma

Biotin, Sigma-Aldrich

Bis-Tris, AppliChem

Bis-Tris Propan, Calbiochem

Borsdure, AppliChem

Calciumchlorid, Acros Organics

Chicago Sky Blue 6B (CSB), Sigma
Chloramphenicol, Sigma

Cobaltchlorid, Sigma, Roth

Coomassie Brilliant Blue R-250 Farbelosung, Bio-Rad
Deuteriumoxid (D,0), Deutero
Dikaliumhydrogenphosphat, Merck
Dinatriumhydrogenphosphat, Roth
Dithiothreitol (DTT), Roth
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), AppliChem
Essigsdure, VWR

Ethanol, Sigma, VWR

Formaldehyd, AppliChem

Glucose (12C), Sigma-Aldrich

Glucose (*C), Cambridge Isotope Laboratories
Glycerin, VWR
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Glycin, VWR

Glycylglycin, AppliChem
Guanidinhydrochlorid, Roth
Hefeextrakt, BD

HEPES, AppliChem
Hexafluoroisopropanol (HFIP), Aldrich
Imidazol, Sigma

Iodixanol (OptiPrep), Axis-Shield
Isopropanol, VWR
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), AppliChem, Thermo Scientific
Kaliumchlorid, Roth
Kaliumdihydrogenphosphat, AppliChem
Kupferchlorid

Laemmli Auftragspuffer (4 x), Bio-Rad
Magnesiumchlorid, VWR
Magnesiumsulfat, Merck
Manganchlorid, Fluka

Methanol, Sigma

Natriumacetat, Merck

Natriumazid, Sigma

Natriumcarbonat, AppliChem
Natriumchlorid, Fisher Chemical
Natriumdihydrogenphosphat, AppliChem
Natriumdodecylsulfat (SDS), AppliChem
Natriummolybdat, Ferak Berlin
Natriumthiosulfat, AppliChem
Natronlauge, Chemsolute

Nickelchlorid, Griissing

Nickelsulfat, Acros Organics
Proteaseinhibitortabletten, Roche
Saccharose, Roth

Salzsdure, Sigma

Silbernitrat, VWR
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Roth
Thiamin, Sigma-Aldrich
Trichloressigsdure (TCA), Merck

Tricin, AppliChem
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Trifluoressigsdure (TFA), Roth

Tris, VWR

Tris-Glycin-SDS (TGS, 10 x), Bio-Rad
Trypton, BD

Zinksulfat, Acros Organics
Zitronensdure, AppliChem

2.1.2 E. coli Stamme

E. coli BL21(DE3)
F~ ompT hsdSp(rp ~ mp ~) gal dem (DE3)

E. coli BL21(DE3) Rosetta 2
F~ ompT hsdSp(rg ~ mp ~) gal dcm (DE3) pRARE2 (CamX)

2.1.3 Plasmide

pET302/NT-His-huPrP(23-144)
pET-11a-huPrP(23-230)
pET-11a-huPrP(90-230)

2.1.4 Peptide und Proteine

Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete synthetische Peptide

Peptid Aminosduresequenz Grofie (kDa) Firma

AR(1-42) DAEFRHDSGYEVH 4,511 Bachem AG
HQKLVFFAEDVGSN
KGAIIGLMVGGVVIA

PrP(23-111A41-94) KKRPKPGGWNTG 3,975 peptides and
GSRYPGTHSQWN elephants GmbH
KPSKPKTNMKH

RD2-FITC ptlhthnrrrrr- 2,085 peptides and
Lys-(FITC)-NH,, all-D elephants GmbH

D3D3-FITC rprirlhthrnrrprtrlhthrnr- 3,664 JPT Peptide Tech-
Lys-(FITC)-NH3, all-D nologies GmbH

RD2D3-FITC ptlhthnrrrrrrprirlhthrnr- 3,667 peptides and

Lys-(FITC)-NH,, all-D elephants GmbH
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Die in dieser Arbeit verwendeten Prion-Proteine (mit Ausnahme des Konstruktes
PrP(23-111A41-94)) wurden rekombinant in E. coli hergestellt und besitzen somit
keine posttranslationalen Modifikationen wie Glycosylierungen oder einen
GPI-Anker. Die Aminosduresequenzen der einzelnen Konstrukte sind nachfolgend
aufgelistet und beziehen sich auf die Sequenz des humanen Prion-Proteins mit
dem natiirlichen Polymorphismus M129. Alle Konstrukte waren bereits vorhanden
(beschrieben in [122] und [123]), sodass die Klonierung der Konstrukte nicht

Bestandteil dieser Arbeit ist. Die verwendeten Peptide wurden synthetisch

hergestellt und sind der Tabelle 2.1 zu entnehmen.

PrP(23-230)

PrP(23-230)

PrP(23-230)

PrP(23-230)

PrP(23-230)

PrP(23-230)

PrP(23-230)

40 50

3.0 . . 6.0
MKKRPKPGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPH

70 80 90 100

GGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQGGGTHSQWNK

110 120 130 140

PSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHF

150 160 170 180

GSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDEYSNQNNFVHDCVN

190 200 210 220

ITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCITQYERE

230

SQAYYQRGS

Abbildung 2.1: Aminosduresequenz von humanem PrP(23-230). Die eigentliche
PrP-Sequenz beginnt mit dem Lysin (AS 23). Das Methionin zu Beginn der Sequenz
wird fiir die Translation benotigt. Grofie: 22,878 kDa.
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PrP(23-144)
Hexahistidintag und TEV-Schnittstelle: MHHHHHHVNS LENLYFQ

30 40 50 60

PrP(23-144) GKKRPKPGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPH

70 80 90 100

PrP(23-144) GGGWGQPHGGGWGQPHGGCGWGQPHGGGWGQGGGTHSQWNK

110 120 130 140

PrP(23-144) PSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHF

PrP(23-144) GSD

Abbildung 2.2: Aminosiuresequenz von humanem PrP(23-144). Das Glycin zu

Beginn verbleibt nach dem TEV-Schnitt vor der PrP-Sequenz. Grofse: 14,387 kDa
mit Tag; 12,224 kDa ohne Tag.

PrP(90-230)

100 110 120

90
PrP(90-230) MGQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGY

130 140 150 160

PrP(90-230) MLGSAMSRPIIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDE

170 180 190 200

PrP(90-230) YSNQNNFVHDCVNITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMER

210 220 230

PrP(90-230) VVEQMCITQYERESQAYYQRGS

Abbildung 2.3: Aminosiuresequenz von humanem PrP(90-230). Die eigentliche
PrP-Sequenz beginnt mit dem Glycin (AS 90). Das Methionin zu Beginn der Se-
quenz wird fiir die Translation benétigt. Grofie: 16,192 kDa.

TEV-Protease

Die TEV-Protease wurde rekombinant in E. coli hergestellt und von Reinhild Wurm
zur Verfiigung gestellt.

DNAse I, Boehringer Ingelheim

Gel Filtration HMW Calibration Kit, GE Healthcare Life Sciences
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2.1.5 Nahrmedien

Lysogeny Broth (LB-Medium)

10 g/1 Trypton

5 g/1 Hefeextrakt

5 g/1NaCl

(Fir Platten: + 15 g/1 Agar)
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

Terrific Broth (TB-Medium)

60 g Trypton

120 g Hefeextrakt

50 ml von 50 % Glycerin

ad 4,51ddH,0O

Nach dem Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C werden 500 ml steriler

10 x Phosphatpuffer (s.u.) hinzugefiigt.

10 x Phosphatpuffer (0,89 M) fiir TB-Medium
0,17 M KH,POyq (46,27 g)

0,72 M K;HPOy4 (250,8 g)

ad 21ddH,0

Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

2.1.5.1 Losungen fiir M9-Minimalmedium

100 x Spurenelemente-Losung (1 1)

ZnSOy -7 Hy0:0,10 g

MnCl, -4 H,0:0,03 g

H3B0O3:0,30 g

CoCl, -6 H0:0,20 g

CuCl; -2H;0:0,01¢g

NiClz -6 HzO: 0,02 g

Na,MoOy -2 H;0:0,03 g

ad 11ddH;0 und mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren.

Glucose
20 % Glucose
Mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren.



32 2. Material und Methoden

10 x M9-Medium (11)

Nap,HPOy4 -2H0:75 ¢

KH;PO4:30 g

NaCl:5g

NH4Cl: 10 g, 1N; bzw. '>NH,4Cl wurde nach Autoklavieren sterilfiltriert zugegeben.
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

1M CaCl, (50 ml)
CaCl, -2H;0:7,35¢
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

1 M MgSOy (50 ml)
MgSO, -7 H0:12,32 g
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C

Ammonium-Eisen-III-Citrat
NH,Felll-Citrat: 20 mg/ml in ddH,O

Immer frisch ansetzen und mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren.

Thiamin
Thiamin: 1 mg/ml in ddH,O
Mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren, in 2 ml Aliquots aufteilen und bei -20 °C

lagern.

Biotin

Biotin: 0,5 mg/ml in ddH,O

Zum Losen das Biotin leicht erwdarmen. Mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren, in
2 ml Aliquots aufteilen und bei -20 °C lagern.

M9-Medium mit allen Komponenten (11)

M9-Medium: 100 ml aus 10 x Stock
Spurenelemente-Losung: 10 ml aus 100 x Stock

Glucose: 20 ml aus 20 % (= 4 g; gilt auch fiir 13C labelling)
1 mM MgSOy: 1 ml aus 1 M Stock

0,3 mM CaCl,: 0,3 ml aus 1 M Stock

1 mg Biotin: 2 ml aus 0,5 mg/ml Stock

1 mg Thiamin: 1 ml aus 1 mg/ml Stock

20 mg NHyFelll-Citrat: 1 ml aus 20 mg/ml Stock
Antibiotika (abhdngig vom Konstrukt)

ad 11 steriles ddH,O (Wasser vorlegen, damit die Salze nicht ausfallen)
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2.1.6 Losungen und Puffer

Ampicillin (Amp)
Stammlosung: 50 mg/ml in ddH,O
Mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren, in 1 ml Aliquots aufteilen und bei -20 °C

lagern.

Chloramphenicol (Cam)
Stammlosung: 25 mg/ml in Ethanol
Mit einem 0,2 um Filter steril filtrieren und bei 4 °C im Kiihlschrank lagern.

IPTG
Stammlosung: 1 M in ddH,0
Mit einem 0,2 pm Filter steril filtrieren, in 1 ml Aliquots aufteilen und bei -20 °C

lagern.

Phosphate-Buffered Saline (PBS)
8 g/1 NaCl

0,2 g/1KCl

1,42 g/1 NayHPO4

0,27 g/1 KH,POy

Aufschlusspuffer (100 ml)
20 mM MgCl,

Spatelspitze DNAse I

1 Tablette Proteaseinhibitor
in PBS-Puffer

2.1.6.1 Puffer fiir die Immobilisierte
Metallionen-Affinitits-Chromatographie (IMAC)

Denaturierungspuffer

6 M Guanidinhydrochlorid
100 mM NacCl

30 mM Tris

pH 7,4 (Mit HCI einstellen)
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Laufpuffer
30 mM Tris
pH 7,4 (Mit HCl einstellen)

Elutionspuffer

500 mM Imidazol

30 mM Tris

pH 7,4 (Mit HCl einstellen)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
50 mM EDTA
pH 8,0

Nickelsulfat
100 mM NiSOy

2.1.6.2 Puffer fiir die GrofSenausschluss-Chromatographie (SEC)

Laufpuffer

6 M Guanidinhydrochlorid
12,5 mM Tris

5mM DTT

pH 8,0 (Mit HCl einstellen)

2.1.6.3 Losungen fiir die Dichtegradientenzentrifugation (DGZ)

mit Saccharose

Tabelle 2.2: Saccharoseldsungen fiir die DGZ
Saccharosekonzentration Menge

5% (W/w) 255¢g
10 % (W/w) 519¢g
15 % (w/w) 795 ¢
20 % (w/w) 1081 g
25 % (w/w) 13,80 g
50 % (w/w) 30,74 g

60 % (W/w) 38,60 g
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Die abgewogene Saccharose (siehe Tabelle 2.2, hergeleitet aus [124]) wird in ein
50 ml Falcon-Rohrchen tiberfiihrt. Jede Losung wird mit 5 ml 300 mM Tris-HCI,
pH 7,4 versetzt und mit ddH,O auf 50 ml aufgefiillt. Die Endkonzentration des

Tris-Puffers in den Saccharoselosungen betrdgt somit 30 mM.

2.1.6.4 Puffer fiir die Tris-Glycin-SDS-PAGE

Trenngelpuffer
1,5 M Tris
pH 8,8 (Mit HCl einstellen)

Sammelgelpuffer
0,5 M Tris
pH 6,8 (Mit HCl einstellen)

Acrylamidldsung (fertig, Roth)
37,5 % Acrylamid
1 % Bisacrylamid

Laufpuffer: 10 x TGS (fertig, Bio-Rad)
250 mM Tris

1,92 M Glycin

1 % (w/v) SDS

pH 8,3

4 x Laemmli Auftragspuffer (fertig, Bio-Rad)
277,8 mM Tris-HC], pH 6,8

44,4 % (v/v) Glycerin

4,4 % LDS (Lithiumdodecylsulfat)

0,02 % Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue R-250 Farbelosung (fertig, Bio-Rad)

Entfarbelosung
40 % Methanol
10 % Essigsdure
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2.1.6.5 Puffer fiir die Tris-Tricin-SDS-PAGE

Gelpuffer

3 M Tris

0,3 % SDS

pH 8,45 (Vor SDS-Zugabe mit HC] einstellen)

Acrylamidlésung (11)

34,3 % Acrylamid: 335 ml aus einer 4 x Losung (40 % w/v)

1,1 % Bisacrylamid: 550 ml aus einer 19:1 (Acrylamid- : Bisacrylamidlésung)
ad 11ddH,0O

10 x Anodenpuffer
2 M Tris
pH 8,9 (Mit HCl einstellen)

10 x Kathodenpuffer

1 M Tris

1 M Tricin

1 % SDS

pH 8,25 (Vor SDS-Zugabe mit HCI einstellen)

2 x Auftragspuffer

4 % SDS

12 % Glycerin

50 mM Tris-HCL, pH 7,4
2 % 3-Mercaptoethanol

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
10 % APS in ddH,O
In 200 ul Aliquots aufteilen und bei -20 °C lagern.

2.1.6.6 Losungen fiir die Silberfirbung

Fixierer
30 % Ethanol
10 % Essigsdure
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Inkubator

30 % Ethanol

0,2 % Natriumthiosulfat
0,5 % Natriumacetat

10 x Silbernitratlosung
1 % Silbernitrat

Entwickler

2,5 % Natriumcarbonat

Stop-Losung
2,3 M Zitronensidure

2.1.6.7 Losungen fiir die RP-HPLC

Lésungen fiir die semi-priparative Reinigung
20 % ACN

20 % Acetonitril

0,1 % TFA in ddH,O

30 % ACN
30 % Acetonitril
0,1 % TFA in ddH,O

Lésungen zur Analyse
Wasser
0,1 % TFA in ddH,O

80 % ACN
80 % Acetonitril
0,1 % TFA in ddH,O

2.1.6.8 Pufferlosungen und Probenzusammensetzung fiir die

Fliissig-NMR-Spektroskopie

Fiir die Fliissig-NMR-Spektroskopie wurden entweder 300 mM, 500 mM oder 1 M

Pufferstammldsungen hergestellt.
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Tris-HCl
300 mM, 500 mM oder 1 M Tris
pH 7,4 (Mit HCl einstellen)

Lag der pH-Wert innerhalb der Probe unterhalb von 7,4, so reichte die eingesetzte
Pufferkonzentration nicht aus. Der pH-Wert der Probe kann den Abbildungsunter-

schriften im Ergebnisteil entnommen werden.

HEPES
500 mM oder 1 M HEPES
pH 6,5 oder pH 7,0

Natriumacetat-Puffer

500 mM oder 1 M Natriumacetat
500 mM oder 1 M Essigsédure
pH 4,5 oder pH 5,5

Die dquimolaren Stammldsungen von Natriumacetat und Essigsdure wurden so

lange gegeneinander titriert, bis der gewiinschte pH-Wert erhalten wurde.

Probenzusammensetzung

Zur Herstellung der jeweiligen NMR-Proben wurde entweder '°N oder 1*C-1°N mar-
kiertes PrP(23-230) oder PrP(23-144) bei Konzentrationen zwischen final 85 - 360 uM
sowie Pufferkonzentrationen zwischen 10 - 50 mM verwendet. Zu jeder Probe wur-
den final 10 % D,O hinzugegeben. Das Volumen der NMR-Proben betrug 280 - 352 ul.
Gemessen wurde in 5 mm (duflerer Durchmesser) D,O-matched BMS-005B Shigemi-
Rohrchen.

Beispiel:

300 pl von 104 uM 13C-1°N PrP(23-144) (final ca. 88 uM)
17 pul einer 1 M Pufferlosung (final 50 mM)

35 ul D,O (final 10 %)

2.1.7 Grofenstandards

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific
Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific
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2.1.8 Saulen

Protino Ni-NTA 5 ml, Macherey-Nagel (fiir IMAC)

HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade, Amersham (fiir SEC)

Zorbax 300 SB-C8 Stable Bond Analytical, 4,6 x 250 mm, Agilent Technologies (fiir
HPLC)

Zorbax 300 SB-C8 Semi-Preparative, 9,4 x 250 mm, Agilent Technologies (fiir
HPLC)

2.1.9 Laborgerite

AKTAprime plus, GE Healthcare Life Sciences

ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad

PowerPac Basic, Bio-Rad

Mini PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad

Thermomixer compact, Eppendorf

Thermomixer comfort, Eppendorf

Dri-Block DB-3, Techne

Agilent HPLC 1260 Infinity bestehend aus:

G1311B 1260 Quat Pump, G1329B 1260 ALS, G1316A 1260 TCC, G1365C 1260 MWD,
G1328C 1260 Man. Inj., Agilent Technologies

Agilent HPLC 1260 Infinity bestehend aus:

G1311C 1260 Quat Pump VL, G1329B 1260 ALS, G1316A 1260 TCC, G1365C 1260
MWD, G1328C 1260 Man. Inj., Agilent Technologies
Sicherheitswerkbank Herasafe, Thermo Fisher Scientific
NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific
Eppendorf Research Pipetten, Eppendorf

Hamilton Spritzen (verschiedene Volumina), Hamilton

Cell Disruptor One Shot Model, Constant Systems
NanoWizard 3 (AFM), JPK AG

Sartorius Basic Meter PB-11, Sartorius

Waage Extend, Sartorius

Waage BP 4100 S, Sartorius

Spectropolarimeter J-815, Jasco

Spectrophotometer V-650, Jasco

SpeedVac (RVC 2-18) mit Kiihlfalle LT-105, Christ
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OD600 DiluPhotometer, Implen

Milli-Q Advantage mit Automatic Sanitization Module, Millipore
Autoklav VX-150, Systec

Autoklav 3870 EL, Tuttnauer

Inkubationsschiittler Multitron Standard, Infors HT
Inkubationsschiittler Innova 40, New Brunswick Scientific
Inkubationsschiittler Innova 4330, New Brunswick Scientific
Magnetriihrer IKAMAG RET-GS, IKA

Magnetriihrer heat-stir CB162, Stuart

Magnetriihrer stir CB161, Stuart

Uberkopfmischer, VWR

Zentrifuge 5415 R, Eppendorf

Zentrifuge 5702 R, Eppendorf

Zentrifuge 5804 R, Eppendorf

Zentrifuge Avanti ]J-20, Beckman

Zentrifuge ]2-21, Beckman

Hettich Mikro 22, Hettich Zentrifugen

Heraeus Megafuge 8R, Thermo Fisher Scientific

Ultrazentrifuge Optima L-80 XP, Beckman Coulter

Ultrazentrifuge TL-100, Beckman

Rotoren: TLA-55, TLS-55, 55.2 Ti, JA-10, alle Beckman
Festkorper-NMR-Spektrometer 14,1 Tesla (Protonenresonanzfrequenz: 600 MHz),
Varian

Festkorper-NMR-Spektrometer 14,1 Tesla (600 MHz), Oxford
Festkorper-NMR-Spektrometer AEON 18,8 Tesla (800 MHz), Bruker
3,2 mm Standard-Bore Triple-Resonanz-MAS-Probenkopf, Varian
3,2 mm Wide-Bore Triple-Resonanz-MAS-Probenkopf, Bruker
Festkorper-NMR-Rotoren: 3,2 mm dickwandig und diinnwandig, Varian (Agilent)
Festkorper-NMR-Rotor: 3,2 mm dickwandig, Bruker
NMR-Spektrometer 14,1 Tesla (Protonenresonanzfrequenz: 600 MHz), Bruker
NMR-Spektrometer 16,4 Tesla (700 MHz), Bruker
NMR-Spektrometer 18,8 Tesla (800 MHz), Varian
NMR-Spektrometer 21,1 Tesla (900 MHz), Varian
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2.1.10 Software

OriginPro 9.0G, OriginLab

PyMOL, DeLano Scientific

Image Lab 5.0, Bio-Rad

JPKSPM Data Processing, JPK Instruments AG
SnapGene, GSL Biotech LLC

ChemSketch, ACD Labs

Agilent ChemStation Method and Run Control, Agilent Technologies
Agilent ChemStation Data Analysis, Agilent Technologies
Adobe Ilustrator CS5, Adobe Systems

Microsoft Office 2013, Microsoft

Gwyddion 2.44 Grain Analyse, http:/ /gwyddion.net/
PrimeView, GE Healthcare Life Sciences

PrimeView Evaluation, GE Healthcare Life Sciences

2.1.11 Spezielle Verbrauchsmaterialien

Protein LoBind Tubes: 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, Eppendorf

Zentrifugenrohrchen: 11 x 34 mm Polyallomer oder Polyclear, Seton
Zentrifugalkonzentrator (Centricon): 3 kDa Ausschlussgrenze Vivaspin 2, Sartorius
HPLC-Geféfse, Agilent Technologies, Zinsser Analytic

Glimmer-Scheiben ,,V1“, 10 mm, Plano
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung von E. coli Glycerolstocks

Je 4 ml steriles LB-Medium mit 50 pg/ml Amp, 34 pg/ml Cam im Falle von
E. coli BL21 (DE3) Rosetta 2 mit pET-11a-PrP(23-230) bzw. 100 ug/ml Amp im Falle
von E. coli BL21 (DE3) mit pET302/NT-His-huPrP(23-144) wurden inokuliert und
tiber Nacht bei 180 rpm und 37 °C inkubiert. Insgesamt 4 ml frisches LB-Medium
mit den jeweiligen Antibiotika wurde mit 100 ul der Ubernachtkultur inokuliert
und bis zu einer ODgpg von ca. 1,0 bei 180 rpm und 37 °C inkubiert. 500 ul der Kultur
wurden mit 500 pl sterilem 70 %igem Glycerol in 1,5 ml Schraubgefafle tiberfiihrt

und konnten so bei -80 °C gelagert werden.

2.2.2 Expression von PrP(23-230) in E. coli

Zur Herstellung einer Vorkultur wurden 100 ml steriles LB-Amp(50 pg/ml)-
Cam(34 ng/ml)-Medium mit E. coli BL21 (DE3) Rosetta 2 pET-11a-huPrP(23-230)
inokuliert. Hierbei wurde entweder eine Einzelkolonie von einer Platte gepickt oder
die Zellen direkt aus einem Glycerolstock entnommen. Die Vorkultur wurde tiber
Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.

Fiir die Hauptkultur wurden 2 1 steriles TB-Amp(50 ug/ml)-Cam(34 ug/ml)-
Medium 1:100 mit der Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 160 rpm bis zu
einer ODgg von ca. 0,7 - 0,8 inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 0,5 mM IPTG
induziert, fiir weitere 3 h unter den oben angegebenen Bedingungen inkubiert
und die Temperatur tiber Nacht auf 25 °C reduziert und die Zellen weiter wachsen
gelassen. Fiir die Herstellung von isotopenmarkiertem PrP(23-230) wurde anstelle
des TB-Mediums M9-Minimalmedium mit den gewiinschten Isotopen (*°N bzw.
15N und 13C) verwendet. Die Induktion erfolgte hier bei einer ODgyp von 0,4 - 0,5.
Die E. coli-Zellen wurden bei 5000 x g fiir 15 min bei 4 °C geerntet, mit PBS-Puffer
(ca. 125 ml fiir 30 g Zellen) fiir 30 min gewaschen und erneut zentrifugiert (s.o.).
Im Anschluss wurden die Zellen in 3 ml Aufschlusspuffer pro Gramm Zellen
aufgenommen und konnten so bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert

werden.
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2.2.3 Expression von PrP(23-144) in E. coli

50 ml steriles LB-Amp(100 pg/ml)-Medium wurden fiir eine Vorkultur mit E. coli
BL21 (DE3) pET302/NT-His-huPrP(23-144) aus einem Glycerolstock inokuliert und
tiber Nacht bei 37 °C und 160 rpm inkubiert.

Fiir die Hauptkultur wurden 2 1 steriles LB-Amp(100 pug/ml)-Medium 1:100 oder
1:50 mit der Vorkultur inokuliert. Die Kultur wurde bei 37 °C und 160 rpm inkubiert
und bei einer ODg von ca. 0,6 - 0,7 mit 1 mM IPTG induziert und {iber Nacht weiter
inkubiert. Fiir die Herstellung von isotopenmarkiertem PrP(23-144) wurde fiir die
Hauptkultur M9-Minimalmedium mit entweder '°N oder '°N und *C verwendet.
Die Kultur wurde hierzu bevorzugt 1:50 inokuliert, um die Latenzphase der E. coli-
Zellen zu verkiirzen.

Die Zellernte erfolgte bei 5000 x g fiir 15 min und 4 °C. Die Zellen wurden in 3 ml
Aufschlusspuffer pro Gramm Zellen aufgenommen und konnten so bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

2.2.4 Zellaufschluss von E. coli und Reinigung von inclusion

bodies

Die E. coli-Zellsuspension wurde auf Eis aufgetaut und zweimal in den Cell Disruptor
gegeben, um die Zellen bei 1,2 kbar aufzuschlieffen. Das Lysat wurde fiir 1 h
bei 28.700 x ¢ und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Auf das
Sediment wurden ca. 10 ml SEC-Laufpuffer (fiir PrP(23-230)) bzw. 10 ml IMAC-
Denaturierungspulffer (fiir PrP(23-144)) gegeben, um das PrP aus den inclusion bodies
zu 16sen. Hierfiir wurde das Sediment etwas gelost und iiber Nacht bei 4 °C auf
einem Uberkopfmischer gedreht bevor es erneut bei 28.700 x ¢ und 4 °C fiir 1 h
zentrifugiert wurde. Mit dem Uberstand wurden entweder eine IMAC (siehe 2.2.5)
oder eine SEC (siehe 2.2.7) durchgefiihrt.

2.2.5 Immobilisierte Metallionen-Affinitits-Chromatographie
(IMACQO)

Die Immobilisierte Metallionen-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) wird dazu ge-
nutzt ein bestimmtes Protein spezifisch aus einer Losung bestehend aus vielen

verschiedenen Proteinen zu selektieren. Hierzu wird das Zielprotein mit einem
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Polyhistidin-Tag (meist Hexa- oder Decahistidin) fusioniert. Dieser wird fiir die
Bindung an die Chromatographiesdule benottigt. An die Matrix der Sdule ist der
Komplexbildner Nitrilotriessigsdure (NTA) kovalent gebunden. Nach Bindung eines
zweiwertigen Metallions, z.B. Ni2t oder Co?t, an NTA kénnen Proteine iiber ihren
Polyhistidin-Tag an die Metallionen koordiniert werden, wahrend nicht-getaggte
Proteine die Sdule direkt wieder verlassen. Das Zielprotein kann durch Zusatz von
Imidazol in den Laufpuffer wieder von der Sdule entfernt werden, da das Imidazol
ebenfalls eine hohe Affinitdt zu der Sdule aufweist und die Histidine wieder ver-
dréangt.

In dieser Arbeit wurden fiir die Reinigung von PrP(23-144) zwei 5 ml Ni-NTA-
Sédulen hintereinander geschraubt und zundchst mit Denaturierungspuffer, in dem
sich auch die Probe (siehe 2.2.4) befand, dquilibriert. Zu der Probe wurden 5 - 10 mM
Imidazol hinzugefiigt, um schwache, unspezifische Bindungen an die Saule zu mini-
mieren bevor die Probe mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die Sdule aufgetragen
wurde. Es wurde so lange mit Denaturierungspuffer gewaschen, bis die Absorption
bei 280 nm wieder die Grundlinie erreichte. Danach wurde so lange mit Laufpuffer
gewaschen, bis die Leitfdhigkeit wieder die Grundlinie erreichte. Dieser Schritt
wurde durchgefiihrt, um das Guanidinhydrochlorid zu entfernen, da dieses bei der
Entfernung des Histidin-Tags durch die TEV-Protease (siehe 2.2.6) storen wiirde.
Mit einem Gradienten von 0 % auf 100 % Elutionspuffer innerhalb von 150 ml bei
einer Flussrate von 2 ml/min wurde das PrP(23-144) wieder von der Ni-NTA-Saule
gewaschen. Es wurden Fraktionen mit 6 ml Volumen aufgefangen.

Zur Reinigung und Regenerierung der Ni-NTA-Sdule wurden jeweils fiinf Sdulen-
volumina der folgenden Losungen nacheinander iiber die Sdule gepumpt:

a) 6 M Guanidinhydrochlorid mit 30 mM Tris-HCl, pH 7,4

b) ddH,O

c) 50 mM EDTA

d) ddH,O

e) 100 mM Nickelsulfat

f) ddH,O

2.2.6 TEV-Protease-Verdau

Zur Entfernung des Hexahistidin-Tags wurde das PrP(23-144) mittels Tobacco Etch
Virus (TEV)-Protease verdaut. Hierfiir wurden alle PrP(23-144) enthaltenden IMAC-
Fraktionen vereinigt, mit TEV-Protease versetzt und tiber Nacht bei 4 °C auf einem
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Taumelrollenmischer gedreht. In dieser Arbeit erwiesen sich ca. 23 ug TEV-Protease
pro Milliliter Eluat als effizient. Dies wurde vorher in kleinem Mafistab getestet und
mit Hilfe einer SDS-PAGE verifiziert. AnschliefSend wurde das PrP(23-144) mittels
RP-HPLC wieder von der TEV-Protease getrennt (siehe 2.2.9).

2.2.7 Grofienausschluss-Chromatographie (SEC)

Die Grofsenausschluss-Chromatographie (SEC) ist ein Verfahren, um Proteine nach
ihrem hydrodynamischen Volumen zu trennen. Je kleiner ein Protein ist, umso
mehr interagiert es mit der stationdren Phase der Sdule, wodurch die Retentionszeit
verlangert wird. Im Gegensatz dazu konnen grofSere Proteine kaum in das pordse
Sdulenmaterial eindringen, weshalb sie schneller von der Sdule eluieren.

In dieser Arbeit wurde eine HilLoad 26/60 Superdex 200 prep grade Sdule zur
Reinigung von PrP(23-230) verwendet. Vor Verwendung der Sdule wurde diese mit
einem Sdulenvolumen (ca. 340 ml) des Laufpuffers dquilibriert bevor 5,5 - 6 ml der
Probe (siehe 2.2.4) auf die Sdule aufgetragen wurden. Die Chromatographie erfolgte
bei einer Flussrate von 2,4 ml/min oder 2,5 ml/min und einer Temperatur von
12 °C. Die Absorption bei 280 nm wurde verfolgt und das Eluat in 5 ml Fraktionen
aufgefangen. Nach ca. 2,5 h, spitestens jedoch nach 400 ml Volumen wurde die
Chromatographie gestoppt.

Zur Uberpriifung des Proteingehalts in den einzelnen Fraktionen wurden diese mit-
tels SDS-PAGE analysiert (siehe 2.2.13). Hierzu mussten die Proteine zunédchst mit
Trichloressigsdure (TCA) geféllt werden (siehe 2.2.8), da das Guanidinhydrochlorid
des Laufpuffers bei der SDS-PAGE stort.

2.2.8 Proteinfillung mit Trichloressigsdaure (TCA)

Zur Fillung von Proteinen aus einer Losung wurde Trichloressigsdure (TCA) ver-
wendet. Dies war notig, um Proben aus SEC-Laufen (siehe 2.2.7) mittels SDS-PAGE
(siehe 2.2.13) untersuchen zu konnen. Hierzu wurden 100 ul der zu untersuchenden
SEC-Fraktionen mit 400 ul ddH;O verdiinnt. Nach Hinzuftigen von 500 ul kalter,
20 %iger TCA wurde die Losung fiir 20 min auf Eis inkubiert bevor sie fiir 15 min
bei 4 °C und 13.200 rpm zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde abgenommen,
verworfen und das Pellet getrocknet. Um das Guanidinhydrochlorid vollstandig
zu entfernen, wurde das Sediment insgesamt zweimal mit je 500 pl kaltem Ethanol
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gewaschen und wie oben beschrieben zentrifugiert. Das Sediment wurde getrock-
net, bevor es in 70 pl 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 aufgenommen wurde und mittels
SDS-PAGE analysiert werden konnte.

2.2.9 Semi-praparative reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC)

Nach IMAC- bzw. SEC-Reinigung wurden PrP(23-144) bzw. PrP(23-230) enthalten-
de Proben mittels RP-HPLC von noch vorhandenen Verunreinigungen getrennt.
Hierfiir wurden maximal 2,5 ml der zu reinigenden Probe auf einen 5 ml Loop auf-
getragen. Chromatographiert wurde mit einem 1260 infinity System und einer semi-
praparativen C8-Saule (beides Agilent) bei 80 °C und einer Flussrate von 4 ml/min.
Der dafiir verwendete Gradient ist Tabelle 2.3 zu entnehmen. Die Detektion erfolgte
durch UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 214 nm. PrP enthaltendes Fluat

wurde pro Lauf manuell aufgefangen und nach allen Laufen vereinigt.

Tabelle 2.3: Acetonitrilgradient zur Reinigung von PrP(23-144) und PrP(23-230)
mittels RP-HPLC

Zeit [mln] 80 (Vo ACN [(Vo] 20 0/0 ACN [0/0] 30 0/0 ACN [0/0]

0 0 100 0
15 0 0 100
25 0 0 100

25,1 100 0 0
30 100 0 0
30,1 0 100 0
35 0 100 0

2.2.10 Lyophilisierung von gereinigtem PrP

PrP enthaltendes HPLC-Eluat wurde in einen Rundkolben tiberfiihrt, 2 - 3 ml fiir
analytische Zwecke entnommen, der Rest mit fliissigem Stickstoff eingefroren und
der Kolben an einer Gefriertrocknungsanlage befestigt. Der Trocknungsprozess ist
abhingig von dem Volumen in dem Kolben und konnte bis zu zwei Tage dauern.
Das Lyophilisat wurde entweder trocken bei Raumtemperatur gelagert oder in
Reinstwasser gelost, die Proteinkonzentration bestimmt (siehe 2.2.11), in LoBind-
Eppis aliquotiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.2.11 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels

Photometer

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Probe wurde diese in einer
Quarzkiivette (QS High Precision Cell, SUPRASIL, 10 mm, Centre 15, Hellma
Analytics) photometrisch untersucht. Hierbei wurde die Lichtabsorption durch
die aromatischen Aminosduren bei einer Wellenldnge von 280 nm verfolgt. Hierzu
wurde ein Spektrum von 190 nm bis 340 nm aufgenommen. Mit Hilfe des Lambert-
Beer’schen Gesetzes konnte die Proteinkonzentration aus der Absorbanz berechnet

werden (siehe 2.1).

A=¢€excxd (2.1)

Hierbei steht A fiir die Absorbanz, € fiir den molaren Extinktionskoeffizienten (in
M~lem™1), ¢ fiir die molare Konzentration und d fiir die Weglénge des Lichtstrahls
(in cm) durch die Probe (dies entspricht der Schichtdicke der verwendeten Kiivette).
Fiir die in dieser Arbeit verwendeten PrP-Konstrukte wurden die folgenden

Extinktionskoeffizienten angewandt:

PrP(23-230): € = 57995 M~ 'ecm !

PrP(90-230): € = 22015 M~ lem !

PrP(23-111A41-94): € = 12490 M~ !em !

PrP(23-144) vor TEV-Schnitt: € = 44460 M~ lcm ™!

PrP(23-144) nach TEV-Schnitt: € = 42970 M~ lem !

Diese wurden zuvor online mit Hilfe des Dienstes ProtParam berechnet
(http:/ /web.expasy.org/protparam/).

2.2.12 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie von Proteinen

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie kann der Anteil und die Art der Sekundéarstruktur-
elemente in Proteinen gemessen werden. Es wurden je 6 uM PrP(23-230), PrP(90-230)
oder PrP(23-144) in 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 untersucht, sowie eine Probe des 10 mM
Tris-HCl-Puffers als Referenz. Es ist besonders wichtig, dass die zu untersuchende
Probe luftblasenfrei in die Kiivette (110-QS, 1 mm, Hellma Analytics) tiberfiihrt
wird. Die Spektren wurden in einem Wellenldngenbereich von 180 nm bis 280 nm
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bei einer Scangeschwindigkeit von 50 nm/min aufgenommen. Von jeder Probe
wurden 10 Spektren aufgenommen und diese akkumuliert. Zur Darstellung der
y-Achse in molarer Elliptizitdt wurde die folgende Formel (2.2) angewandt.

_ Wert (Probe) - Wert (Referenz)

0= (AS-1) %10 % c +d (2.2)

® beschreibt die molare Elliptizitit (mean residual ellipticity (MRE)) in
deg*cmz*dmol_l, AS die Anzahl der Aminosduren des gemessenen Proteins, ¢
die molare Konzentration der Probe und d die Schichtdicke der Kiivette, in unserem
Fall 0,1 cm.

2.2.13 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit
Glycin

Die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird dazu ver-
wendet Peptide und Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes voneinander
zu trennen. In dieser Arbeit wurden 15 %ige Trenn- sowie 7 %ige Sammelgele
verwendet (siehe Tabelle 2.4). Diese wurden mit Hilfe einer Gieflapparatur der
Firma Bio-Rad selbst hergestellt. Zundchst wurde das Trenngel gegossen und mit
etwas Isopropanol iiberschichtet. Nach Polymerisation (ca. 30 min) des Trenngels
wurde das Isopropanol entfernt, das Gel mehrfach mit ddH,O gewaschen und das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Final wurde ein Kamm zur Ausformung von
10 oder 15 Geltaschen eingesteckt. Nach Polymerisation des Sammelgels konnte das
Gel verwendet werden oder fiir einige Tage, jedoch nicht langer als eine Woche, bei
4 °C im Kiihlschrank verwahrt werden.

Die zu untersuchenden Proben wurden mit 4 x Laemmli-Auftragspuffer (final 1 x in
jeder Probe) versetzt und fiir 10 min bei 95 °C bis 98 °C inkubiert. Wurden Ganz-
zelllysate analysiert, wurden zuvor 1 ml der E. coli-Zellen abzentrifugiert und mit
30 ul 30 mM Tris-HCl, pH 7,4 pro 0,5 ODgg versetzt. Von dieser Probe wurden 16 ul
entnommen, 4 pl Laemmli Auftragspuffer hinzugeftigt und wie oben beschrieben
aufgekocht. Die Proben (meist 15 oder 20 pl) wurden immer mit 4 ul eines Gro-
enstandards auf das Gel aufgetragen, der zum Vergleich des Molekulargewichts
mit bekannten Proteinen dient. Vor Verwendung wurde der 10 x TGS-Laufpuffer
(Bio-Rad) mit ddH,O 1 : 10 verdiinnt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120 - 140 V

fiir ca. 60 min.
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir die Tris-Glycin-
SDS-PAGE

Trenngel (15 %) Sammelgel (7 %)

ddH,;0O 72ml ddH,O 10 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 15ml Acrylamid/Bisacrylamid 4,6 ml
Trenngelpuffer 7,5ml Sammelgelpuffer 5 ml
TEMED 30 ul TEMED 20 ul
10 % APS 100 ul 10 % APS 100 ul

2.2.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit

Tricin

Die SDS-PAGE mit Tricin im Laufpuffer eignet sich besonders fiir die Analyse von
Peptiden und kleinen Proteinen, da mit dieser im Bereich unter 20 kDa eine hohere
Auflosung erreicht wird als mit einer Tris-Glycin-SDS-PAGE [125]. Deshalb wurden
A oder D-Peptid enthaltende Proben sowie alle DGZ-Proben immer mit diesem
System nach Schéagger und von Jagow [125] untersucht.

In dieser Arbeit wurden 20 %ige Trenn- sowie 5,6 %ige Sammelgele verwendet
(siehe Tabelle 2.5). Die Herstellung der Gele erfolgte analog der Beschreibung unter
2.2.13. Die Gele wurden vor Verwendung nicht langer als einen Tag bei 4 °C im
Kiihlschrank verwahrt, da sonst die Qualitat der Gele nachléasst.

Die zu untersuchenden Proben wurden mit 2 x Auftragspuffer vermengt, fiir 10 min
bei 95 °C bis 98 °C inkubiert und 15 ul sowie ein Groflenstandard in die Geltaschen
pipettiert. Vor Verwendung wurde der 10 x Anoden- bzw. Kathodenpuffer mit
ddH>O 1 : 10 verdiinnt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 40 mA pro Gel fiir ca.
120 - 150 min.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir die Tris-Tricin-SDS-
PAGE

Trenngel (20 %) Sammelgel (5,6 %)

100 % Glycerin 32ml ddH,O 6,2 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 17 ml Acrylamid/Bisacrylamid 2ml
Gelpuffer 10ml Gelpuffer 4,17 ml
TEMED 50 ul TEMED 30 pl

10 % APS 100 ul 10 % APS 100 pl
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2.2.15 Nachweis von fluoreszenzmarkierten D-Peptiden in
SDS-Gelen

Wurden Proben mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierten D-Peptiden iiber
SDS-PAGE aufgetrennt, so kann die Fluoreszenz vor Farbung des Gels detektiert
werden. Hierbei erfolgte die Aufnahme in einer Geldokumentationsanlage der
Firma Bio-Rad bei einer Anregungswellenldnge von 470 nm (Filter: 470/30) und
einer Emission von 530 nm (Filter: 530/28). Zur Aufnahme des Markers wurde
das Gel unter Anwendung der Einstellung ,white epi illumination” aufgenommen.

Alternativ wurden die Markerbanden bei verschiedenen Wellenldngen angeregt.

2.2.16 Coomassie-Firbung von SDS-Gelen

Eine Methode zum Nachweis von Proteinen in SDS-Gelen ist die Farbung mit
Coomassie-Brilliant-Blau. In dieser Arbeit wurde eine Losung mit Coomassie-
Brilliant-Blau R-250 von der Firma Bio-Rad verwendet.

Nach Durchfiihrung einer SDS-PAGE wurden die Gele zunéchst fiir 5 min in ddH,O
gewaschen. Danach wurde das Wasser dekantiert, die Coomassie-Losung auf die
Gele gegeben und fiir 30 - 60 min bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert.
Zum Entfarben der Gele wurde die Coomassie-Losung zunéchst dekantiert und die
Gele mit ddH,O bedeckt. Danach wurden die Gele mit dem Wasser in eine Mikro-
welle gestellt und fiir ca. 10 min erwdrmt. Der Prozess wird so lange mit frischem
ddH,0O wiederholt, bis Proteinbanden in den Gelen erkennbar sind. Zwischendurch
konnen die erwdrmten Gele mit einem saugfahigen Tuch (z.B. Kleenex) versetzt und
geschiittelt werden. Das Tuch dient zur Entfernung des Farbstoffs aus der Losung.
Alternativ kann zur schnelleren Entfirbung der Gele eine Entfarbelosung, beste-
hend aus 40 % Methanol und 10 % Essigsdure, verwendet werden. Hierbei wird
etwas von der Losung tiber die Gele gegeben und so lange unter Schiitteln inkubiert
bis die Gele entfdrbt sind. Detektiert wurden die Gele unter der Gerateeinstellung
,white transillumination” in einer Geldokumentationsanlage der Firma Bio-Rad.

2.2.17 Silberfirbung von SDS-Gelen

Die Silberfarbung ist eine weitere Methode zum Nachweis von Proteinen in SDS-

Gelen. Sie ist sensitiver als die Coomassie-Farbung [126] und somit bei Arbeiten mit
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kleinen Proteinen bzw. geringen Proteinmengen der Coomassie-Farbung zu bevor-
zugen. Das verwendete Protokoll basiert auf dem Protokoll nach Heukeshoven und
Dernick [127].

In dieser Arbeit wurden alle SDS-Gele, welche Proben von DGZ-Fraktionen enthal-
ten, mittels Silberfarbung untersucht. Hierfiir wurden die folgenden Schritte nach-
einander durchgefiihrt (siehe Tabelle 2.6). Das Formaldehyd wurde der Silbernitrat-
bzw. Entwicklerlosung immer erst kurz vor Verwendung hinzugefiigt. Die Gele

wurden analog der Beschreibung unter 2.2.16 detektiert.

Tabelle 2.6: Durchfiihrung einer Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen

Losung Zeit
Fixierer 10 min
Inkubator 10 min

3 xddH,0 Je 10 min
Silbernitratlosung 10 min

1: 10 verdiinnt in 50 ml
+ 35 pl Formaldehyd

ddH,O <1 min

Entwickler Bis Banden sichtbar sind
+ 35 pl Formaldehyd (in 50 ml)

Stop-Losung Bis keine Luftblasen

1/10 Volumen zu der Entwicklerlosung mehr sichtbar sind

2.2.18 Herstellung von A(3-Lyophilisaten

Ein Réhrchen mit 1 mg A3(1-42) (Bachem) wird mit 700 ul HFIP versetzt, wieder
verschlossen, mit Parafilm abgedichtet und kurz gemischt. Das Rohrchen wird in
ein 50 ml Falcon-Rohrchen gegeben und dieses ebenfalls mit Parafilm abgedichtet
und {iber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Am folgenden Tag wird der Inhalt des Rohrchens in ein HPLC-Gefafs aus Glas tiber-
fiihrt und bis auf eine kleine Offnung mit Parafilm abgedichtet, um das Verdampfen
des HFIP auf ein Minimum zu reduzieren. Je 25,2 ul oder 75,6 ul der Losung (dies
entspricht 36 pg bzw. 108 pg Ap(1-42)) werden mit einer in einen Adapter gespann-
ten Hamilton-Spritze ziigig in 1,5 ml LoBind Tubes (Eppendorf) tiberfiihrt. Alle
erhaltenen Aliquots werden fiir 30 - 60 min in der SpeedVac getrocknet. Die La-
gerung der AB-Stocks erfolgt in einer mit Parafilm abgedichteten Glasflasche bei
Raumtemperatur.
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2.2.19 Angepasster QIAD Assay zur Bestimmung von

Proteinverteilungen und -konzentrationen

Der quantitative determination of interference with AR aggregate size distribution assay,
kurz QIAD assay, wurde von Brener et al. dazu entwickelt, um Substanzen auf
ihren Einfluss auf die AB-Aggregation zu untersuchen [128]. Der Assay ist eine
Kombination aus Dichtegradientenzentrifugation und RP-HPLC und erlaubt somit
die quantitative Analyse der eingesetzten Substanzen.

In dieser Arbeit wurde diese Methode auf die hier untersuchte Fragestellung ange-
passt. Neben der Quantifizierung verschiedener Ap-Spezies wurden ebenfalls die
dem A hinzugefiigten Komponenten, insbesondere PrP, quantifiziert. Der Assay
beinhaltet die folgenden Schritte:

2.2.19.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung unterscheidet sich etwas, je nachdem, ob zwei (A3 und
PrP) oder drei (A3, PrP und D-Peptide) Komponenten untersucht werden. Zunachst
wurde ein 36 ug A(3(1-42)-Lyophilisat in 30 mM Tris-HCI Puffer, pH 7,4, fiir 2 h bei
22 °C und unter Schiitteln bei 600 rpm inkubiert. Dieser Vorinkubationsschritt ist
so konzipiert, dass oligomere A{(1-42)-Spezies entstehen, grofiere Aggregate bzw.
Af(1-42)-Fibrillen auf Grund der zu kurzen Inkubationszeit aber noch ausbleiben.
Wihrend dieser Inkubationszeit wurden alle benétigten PrP-Stocklosungen vor
Verwendung fiir 30 min bei 4 °C und 100.000 x g zentrifugiert.

Nach 2 h Vorinkubation wurden Endkonzentrationen von entweder 2 uM, 5 uM,
10 uM oder 20 uM PrP(23-230), PrP(23-144) oder PrP(90-230) hinzugefiigt und fiir
weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. PrP(23-144) wurde zuséatzlich mit
Konzentrationen von 40 uM und 60 uM untersucht. Das Gesamtvolumen aller Pro-
ben betrdgt 100 ul bei einer finalen AB-Konzentration von 80 uM, bezogen auf die
Monomere.

Whurden insgesamt drei Komponenten untersucht, so wurde entweder PrP oder das
D-Peptid wahrend der A(-Inkubation zu der Losung hinzugefiigt, die jeweils ande-
re Komponente erst nach 2 h fiir weitere 30 min. Alternativ wurde A3 vorinkubiert,
eine Komponente nach 2 h hinzugefiigt und die dritte Komponente nach insgesamt
2,5 h fiir weitere 30 min. Die gesamte Inkubationszeit betrdgt folglich 3 h. Welche
der beiden Vorbereitungsarten angewandt wurde, ist dem jeweiligen Experiment
zu entnehmen.
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2.2.19.2 Dichtegradientenzentrifugation (DGZ)

Die Proben wurden jeweils auf einen diskontinuierlichen, mit 30 mM Tris-HCl,
pH 7,4 gepufferten Saccharosegradienten aufgetragen. Der Gradient beinhaltet

Saccharosekonzentrationen von 5 % (oben) bis 60 % (unten) (siehe Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Saccharosegradienten fiir die DGZ. Der Gradi-
ent wird von unten (60 %) nach oben (5 %) geschichtet und die zu untersuchende
Probe zuletzt aufgetragen.

Saccharosekonzentration Volumen

Probe 100 pl
5% (W/w) 150 pl
10 % (W/w) 150 ul
15 % (w/w) 400 pl
20 % (W/w) 400 pl
25 % (w/w) 200 wl
50 % (w/w) 200 ul
60 % (W/w) 300 pl

In dem Ausschwingrotor TLS-55 konnten maximal vier Gradienten gleichzeitig
untersucht werden. Jeder Gradient wurde in einem 11 x 34 mm Polyallomer oder
Polyclear Zentrifugenrohrchen (Seton) geschichtet. Das Gesamtvolumen jedes Gra-
dienten betrdgt 1900 pl, die Probe miteinbezogen. Die Zentrifugation erfolgte fiir
3 hbei 4 °C und 55.000 rpm (dies entspricht 259.000 x g).

Nach der Zentrifugation wurde jeder Gradient von oben nach unten in 13 x 142 ul
Fraktionen aufgeteilt. Zu der restlichen Losung (rein rechnerisch 54 pl) wurden
80 ul 30 mM Tris-HCl, pH 7,4 hinzugefiigt. Zusammen ergibt diese Losung die
Fraktion 14. Fiir Rechnungen mit dieser Fraktion wird ein Verdiinnungsfaktor von

2,48 verwendet. Das Gesamtvolumen dieser Fraktion betrdgt 134 pl.

2.2.19.3 analytische reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC)

Jede der erhaltenen Fraktionen wurde mittels Tris-Tricin-SDS-PAGE (siehe 2.2.14)
sowie RP-HPLC untersucht. Hierzu wurden ca. 65 ul jeder Fraktion in abgeschnit-
tene 0,5 ml LoBind Reaktionsgefédfie (Eppendorf), welche sich in HPLC-Gefafien
befanden, iiberfiihrt. Mittels Autosampler wurden 20 ul aus den Gefédfsen entnom-
men (Nadelhohe: 25 mm) und auf eine Zorbax 300 SB-C8 Stable Bond Analytical
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Sdule (4,6 x 250 mm, Agilent) aufgetragen und in einem Agilent 1260 infinity System
gemessen. Alle Komponenten in der Losung wurden iiber einen 10 - 40 %igen
Acetonitrilgradienten mit 0,1 % TFA in ddH;O (siehe Tabelle 2.8) bei 80 °C und einer
Flussrate von 1 ml/min getrennt. Der Druck lag wéahrend der gesamten Messung
zwischen 60 und 70 bar. Diese harschen Konditionen sind notwendig, um zum
einen die Komplexe bestehend aus A und PrP (und ggf. D-Peptiden) zu l6sen,
aber auch, um die verschiedenen A(3-Spezies zu monomerisieren, damit nur ein
Peak fiir AP gemessen wird.

Die Detektion der einzelnen Komponenten erfolgte durch UV-Absorption bei ei-
ner Wellenldnge von 214 nm. Fiir die Auswertung der Signale wurden von allen
untersuchten Substanzen Kalibriergeraden erstellt. Hierzu wurden bekannte Kon-
zentrationen dieser unter denselben Parametern mittels RP-HPLC untersucht wie
die zu analysierenden Proben. Die Auftragung von der erhaltenen Peakfldche gegen
die Proteinkonzentration ermoglichte die Kalibrierung der Sdule und somit die
Berechnung von Proteinkonzentrationen in den Dichtegradientenfraktionen. Daten-
aufnahme sowie Integration der Peaks erfolgte mit dem Programm ChemStation

von Agilent. Histogramme wurden mit OriginPro 9.0 erstellt.

Tabelle 2.8: Acetonitrilgradient zur Trennung von A{3, PrPs und D-Peptiden aus
Dichtegradientenfraktionen mittels RP-HPLC

Zeit [min] Wasser [%] 80 % ACN [%]

0 87,5 12,5
3 87,5 12,5
28 50 50
32 50 50
32,1 87,5 12,5
38 87,5 12,5

2.2.19.4 Berechnung von A[3/PrP-Verhiltnissen

Die Ap-PrP-Komplexe wurden in allen Versuchen innerhalb der Gradientenfraktio-
nen 11 bis 14 verifiziert. Deshalb wurde in diesen Fraktionen das Verhiltnis von A3
zu PrP berechnet. Hierfiir wurde die Stoffmenge von Af in den Fraktionen 11 bis
14 summiert und durch die Stoffmenge von PrP derselben Fraktionen geteilt. Somit
wurde fiir jedes Experiment ein A3 /PrP-Verhiltnis erhalten. Fiir den Fall, dass
in einer der Fraktionen 11 bis 14 lediglich eins der beiden Proteine vorlag, da das
andere beispielsweise unterhalb des Detektionslimits der HPLC lag, wurde diese
Fraktion bei der Berechnung nicht berticksichtigt. Zur Berechnung des Mittelwertes
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und der Standardabweichung der Verhdltnisse wurde jedes Experiment mindestens
dreimal durchgefiihrt. Zur Berechnung der Standardabweichung wurde Formel 2.3

verwendet.

M (2.3)

2.2.20 Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) mit Iodixanol

Bevor das Dichtegradientenmaterial durch Luis Macorano im Rahmen seiner Bache-
lorarbeit auf Saccharose umgestellt wurde (siehe [129]), wurden die ersten Analysen
in der vorliegenden Arbeit mit Iodixanol als Gradientenmaterial durchgefiihrt
(nach [128]). Dies betrifft die unter Kapitel 3.4 gezeigten Ergebnisse, bei denen nach
einem geeigneten Puffer zur Oligomerisierung von A3 gesucht wurde.

Ein 36 pg Ap-Aliquot wurde in 100 pl des zu untersuchenden 10 mM Puffers
(Natriumphosphat (NaPi) pH 7,4; Tris-HCI pH 7,4; Bis-Tris Propan pH 7,4; Tricin
pH 7,4; Bis-Tris pH 7,4; Glycylglycin pH 7,4; Bicin pH 7,4 oder HEPES pH 7,6)
gelost und fiir 4 h bei 22 °C und 600 rpm schiittelnd inkubiert. Gegen Ende der
Inkubation wurde der Iodixanolgradient angefertigt. Hierfiir wurde die 60 %ige
Stammlosung, die unter dem Namen OptiPrep (Axis-Shield) erhiltlich ist, auf die
bendtigte Konzentration (siehe Tabelle 2.9) verdiinnt und hierbei 10 mM der zu

untersuchenden Puffersubstanz hinzugefiigt.

Tabelle 2.9: Zusammensetzung des Iodixanolgradienten fiir die DGZ. Der Gradient
wird von unten (50 %) nach oben (5 %) geschichtet und die zu untersuchende Probe
zuletzt aufgetragen.

Iodixanolkonzentration Volumen

Probe 100 ul
5% (v/v) 100 pl
10 % (v/v) 260 pl
20 % (v/v) 780 ul
30 % (v/v) 260 pl
40 % (v/v) 260 pl
50 % (v/v) 260 pl

Die Zentrifugation erfolgte fiir 3 h bei 4 °C und 259.000 x g. Der Gradient wurde
in 14 x 140 pl Fraktionen aufgeteilt. Zu dem Rest (rechnerisch 60 pl) wurden 60 pl
6 M Guanidinhydrochlorid hinzugefiigt und fiir 10 min aufgekocht. Diese Losung
entspricht der Fraktion 15 des Gradienten. Die Fraktionen 1 bis 14 wurden mittels
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Tris-Tricin-SDS-PAGE analysiert sowie alle Fraktionen tiber RP-HPLC untersucht.
Abweichend zu der Beschreibung unter 2.2.19 wurden die Proben nicht iiber einen
Autosampler, sondern manuell {iber ein Injektionsventil auf die Saule aufgetragen.
Die Messungen erfolgten isokratisch bei 30 % Acetonitril mit 0,1 % TFA fiir 16 min.

2.2.21 Atomic Force Microscopy (AFM)

Fiir strukturelle Untersuchungen der Af-PrP-Komplexe wurden diese unter an-
derem {iiber Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy) (AFM) untersucht.
Vor Verwendung des PrP(23-144) wurde die Stammlosung (ca. 100 uM PrP(23-144)
gelost in ddH;0) bei 42.000 rpm (ca. 100.000 x g) bei 4 °C fiir 30 min zentrifugiert
und mit dem Uberstand weitergearbeitet. Zur Herstellung von AB-PrP-Komplexen
wurde ein 36 ug A{3(1-42)-Lyophilisat in 30 mM Tris-HCI Puffer, pH 7,4, fiir 2 h bei
22 °C unter Schiitteln bei 600 rpm inkubiert. Nach diesen 2 h wurden 1 uM, 2 uM,
5 uM oder 40 uM PrP(23-144) fiir weitere 30 min hinzugefiigt. Die A 3-Konzentration
betrédgt in allen Proben 80 uM und das Probenvolumen insgesamt 100 pl. Die Kom-
plexe wurden bei 16.100 x g und 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert, das Sediment
insgesamt zweimal mit je 100 ul 30 mM Tris-HCl Puffer gewaschen und nach jedem
Waschschritt erneut fiir 30 min zentrifugiert. Das Sediment (= die Komplexe) wur-
den in 100 pl 30 mM Tris-HCI Puffer aufgenommen.

Zur Untersuchung der Ap-Oligomere wurden diese unter denselben Bedingungen
wie die AB-PrP-Komplexe hergestellt, mit dem Unterschied, dass kein PrP hinzuge-
fiigt wurde, sondern die Oligomere insgesamt 2,5 h inkubierten. Die A3-Oligomere
wurden bei 16.100 x ¢ und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert und mit dem Uberstand
(= den 16slichen Oligomeren) weitergearbeitet. Ebenfalls wurde das zentrifugierte
PrP(23-144) (s.o.) untersucht und dafiir in 30 mM Tris-HCl Puffer (pH 7,4) auf die
gewiinschte Konzentration verdiinnt. Die jeweils gemessene Konzentration ist der
Abbildungsunterschrift im Ergebnisteil zu entnehmen.

50 ul der AB-Oligomere wurden fiir 3 min, bzw. je 25 pl von PrP(23-144) oder der re-
suspendierten Ap-PrP-Komplexe wurden fiir 30 min auf einem frisch geschnittenen
Glimmerkristall (Mica) inkubiert. Alle AFM-Proben wurden danach dreimal mit je
100 ul ddH,O gewaschen und mit Stickstoffgas getrocknet. Die Proben wurden im
NanoWizard 3 (JPK AG, Berlin) im intermittierenden Modus (Englisch: intermittent
contact mode) bei Auflosungen von 512 oder 1024 Pixeln und einer Geschwindigkeit
von einer Reihe pro Sekunde gemessen. Es wurde ein Cantilever aus Silizium mit

einem Spitzenradius von 7 nm und einer Federkonstante von 26 N/m verwendet
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(Olympus OMCL-AC160TS). Aufgrund der Beschaffenheit der Komplexe beztiglich
Festigkeit, Perforation und auch der Adhésion zur Cantilever-Spitze (insbesondere
bei Proben mit hohem PrP(23-144)-Gehalt) mussten die Parameter bei jeder Mes-
sung etwas angepasst werden. Auch der Cantilever musste regelmaflig gewechselt
werden, da dieser durch die Probeneigenschaften schnell verschmutzte.

Bei gezeigten Bildern wurde die Flache mit der JPK Data Processing Software ge-
glattet. Im Falle der Auswertung der Ap-Oligomere (Anzahl und Grofie) wurde
die Gwyddion 2.44 Grain Analyse verwendet. Nach Ebnen der Flache wurden die
einzelnen Oligomere markiert und ein Schwellenwert von 13 % eingestellt. Die ma-
ximale Hohe jedes einzelnen Oligomers wurde durch Subtraktion des Minimalwerts
korrigiert. Da die AFM-Messungen lateral durch die Breite der Spitze des Cantilevers
beeinflusst werden, wurde die Breite der gemessenen Partikel (A(3-Oligomere) unter
Anwendung der Formel 2.4, beschrieben in [130], korrigiert. Hierbei steht r;;,, fiir
den Radius der Spitze und 4 fiir die Hohe des Partikels. Alle AFM-Messungen sowie
die Auswertung der A{3-Oligomere erfolgten durch Elke Reinartz.

. Ttip — h
A = r4jp * cos |arcsin (2.4)

Ttip

2.2.22 Nuclear Magnetic Resonance (NMR)-Spektroskopie

2.2.22.1 liquid state NMR-Spektroskopie

Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung von PrP(23-230) oder PrP(23-144) (Pro-
benzusammensetzung siehe 2.1.6.8 bzw. Bildunterschrift im Ergebnisteil) wurde
eine Reihe von 2D ['H, °N J-HSQC-Spektren [131] von Philipp Neudecker aufge-
nommen. Hierfiir wurde an Bruker 600 MHz, Bruker 700 MHz, Varian 800 MHz
oder Varian 900 MHz NMR-Spektrometern, die mit inversen Kryo-Probenkopfen
mit aktiv abgeschirmten z-Gradientenspulen ausgestattet sind, gemessen. Die Pro-
bentemperatur wurde durch Referenzierung mit Methanol-d4 [132] eingestellt und
in der indirekten >N-Dimension wurden mindestens 256 komplexe Datenpunkte
tiir eine spektrale Weite von mindestens 24,0 ppm aufgenommen. Die Prozessie-
rung der NMR-Spektren erfolgte durch Philipp Neudecker mit dem Softwarepaket
NMRPipe [133] und die Analyse tiber NMRView] 8.0.3 [134]. Zur Verbesserung der
Auflosung wurde der free induction decay (FID) in der '®N-Dimension durch Linear
Prediction [135] auf maximal die doppelte Lange extrapoliert. Nach Apodisierung
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durch Multiplikation mit einer um 60° bis 90° verschobenen Sinusquadratfunktion
wurde der FID in allen Dimensionen durch einfaches bis doppeltes Zero-Filling
verlangert, fouriertransformiert und phasenkorrigiert [136]. Die Korrektur der Basis-
linie in der direkten Dimension erfolgte mit dem modellfreien Median-Algorithmus
[137]. Uber die 'H,O-Resonanz von 4,964 ppm bei 5 °C (4,821 ppm bei 20 °C) relativ
zu 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat (DSS) in D,O als externer Standard sind die
chemischen Verschiebungen der 'H-Kerne referenziert. Die Referenzierung der an-
deren Kerne erfolgte indirekt iiber die relativen Nullpunktsfrequenzen 0,251449530
fiir *C-Kerne bzw. 0,101329118 fiir *N-Kerne [138].

2.2.22.2 Festkorper-NMR-Spektroskopie

Zur Untersuchung der AB-PrP-Komplexe wurden insgesamt vier verschiedene
Festkorper-NMR-Proben hergestellt. Bei allen wurde zundchst A inkubiert und an-
schliefSend das PrP hinzugefiigt. Nachfolgend wird die Herstellung jeder einzelnen
Probe aufgefiihrt, da es bei jeder Probe leichte Unterschiede gab. Isotopenmarkiertes
AB(1-42) wurde durch Lothar Gremer hergestellt, nicht-isotopenmarkiertes A (3(1-42)

wurde, wie bei allen anderen Versuchen auch, von der Firma Bachem bezogen.

Komplexe aus 240 uM A (1-42)/ 60 uM 3C-1°N PrP(23-230)

8 x 108 ng AP Aliquots wurden mit je 100 pl 30 mM Tris-HCl, pH 7,4, versetzt
und fiir 2 h bei 22 °C unter 600 rpm Schiitteln inkubiert. Alle AB-Stocks wurden
vereinigt und 60 uM 3C-1°N PrP(23-230) sowie 0,03 % Natriumazid hinzugefiigt.
Die entstandenen Komplexe wurden in einen Rotor {iberfiihrt und gemessen. Diese

Probe wird nachfolgend Probe 1 genannt.

Komplexe aus 240 uM A{3(1-42)/ 40 uM 3C-1°N PrP(23-144)

14 x 108 pg AP Aliquots wurden mit je 100 pl 30 mM Tris-HCL, pH 7,4, versetzt
und fiir 2 h bei 22 °C unter 600 rpm Schiitteln inkubiert. Alle Af3-Stocks wurden
vereinigt, 40 uM 13C-I5N PrP(23-144) hinzugefiigt und fiir weitere 30 min inkubiert.
Nach Hinzuftigen von 0,03 % Natriumazid wurden die AB-PrP-Komplexe fiir 2 min
bei 16.100 x g zentrifugiert und das Sediment (= die Komplexe) zweimal mit je 500 ul
30 mM Tris-HCl, 0,03 % Natriumazid, pH 7,4 gewaschen. Das Sediment wurde in
300 pul 30 mM Tris-HCl, 0,03 % Natriumazid, pH 7,4 aufgenommen und konnte so
tiber Nacht bei 4 °C gelagert werden, bevor die Komplexe in den Rotor tiberfiihrt
wurden. Diese Probe wird nachfolgend Probe 2 genannt.
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Komplexe aus 320 uM 3C-1N A (1-42)/ 40 uM PrP(23-144)

2mg 13C-1°N AB(1-42) wurden in einem 2 ml LoBind Reaktionsgefdfs (Eppendorf)
mit 1,4 ml 30 mM Tris-HCL, pH 7,4, versetzt und fiir 2 h bei 22 °C unter 600 rpm
Schiitteln inkubiert. Nach Hinzuftigen von 40 uM PrP(23-144) und 0,03 % Natri-
umazid wird die Probe weitere 30 min inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min
bei 16.100 x ¢ wurde das Sediment zweimal mit je 1 ml 30 mM Tris-HCI, 0,03 %
Natriumazid, pH 7,4 gewaschen und der Uberstand bis auf einen kleinen Rest
abgenommen, bevor die Probe in einen Rotor gefiillt wurde. Diese Probe wird
nachfolgend Probe 3 genannt.

Komplexe aus 156,51 uM 3C-1°N A (1-42)/ 78,25 uM PrP(23-144)

2 x 1,25 mg ¥C-°’N AB(1-42) wurden je in einem 2 ml LoBind Reaktionsgefaf3
(Eppendorf) mit je 1,775 ml 30 mM Tris-HCl, pH 7,4 versetzt und fiir 2 h bei 22 °C
unter 600 rpm Schiitteln inkubiert. Anschliefiend wurde 78,25 pM PrP(23-144) fiir
weitere 30 min hinzugefiigt. Die Probe wurde dreimal mit 30 mM Tris-HCl, 0,03 %
Natriumazid, pH 7,4 gewaschen. Diese Probe wird nachfolgend Probe 4 genannt.

Durchfithrung

Die Proben 1, 2 und 3 wurden an einem 14,1 Tesla (Protonenresonanzfrequenz =
600 MHz) Varian Festkorper-NMR-Spektrometer, Proben 2 und 3 zusitzlich an
einem Oxford 14,1 Tesla (= 600 MHz) Festkorper-NMR-Spektrometer mit Hilfe eines
3,2 mm Standard-Bore Triple-Resonanz-MAS-Probenkopfes gemessen (MAS = magic
angle spinning). Die Messung von Probe 4 erfolgte an einem Bruker 18,8 Tesla
(= 800 MHz) Festkorper-NMR-Spektrometer des Typs AEON mit 3,2 mm Wide-Bore
Triple-Resonanz-MAS-Probenkopf. Als Rotoren kamen entweder dickwandige
(fiir die Proben 1, 2 und 4) oder diinnwandige (fiir Probe 3) 3,2 mm Rotoren von
Varian (Agilent) oder Bruker zum Einsatz. Die Proben wurden entweder mit
etwas 30 mM Tris-HCI, pH 7,4 ,aufgeschlammt” und unter Zuhilfenahme einer
Hamilton-Spritze in den Rotor tiberfiithrt oder mit Hilfe eines selbst gefertigten
Zentrifugationswerkzeugs direkt in den Rotor zentrifugiert.

13C-Seitenketten- und -Riickgrat-Resonanzen wurden mit Hilfe von Proton-Driven
Spin Diffusion (PDSD)-Experimenten [139] mit Mischzeiten zwischen 10 ms und
300 ms bestimmt, wobei bei 10 - 50 ms hauptsdchlich intraresiduale und bei
100 - 300 ms zusaitzlich interresiduale Korrelationen auftreten. Die in Kapitel 3.7.7
dargestellten PDSD-Spektren wurden bei einer Rotationsfrequenz von 11 kHz, einer
nominalen Temperatur von -10 °C (Proben 1, 3 und 4) oder -16 °C (Probe 2) und
einer Mischzeit von 30 ms (Proben 1, 2 und 3) oder 50 ms (Proben 3 und 4) gemessen.

Weiterhin wurden homonukleare Doppelquanten-Korrelationsexperimente mit
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SPC5-Wiedereinkopplung [140] zur Zuordnung der Signale zum Aminosdure-Typ
verwendet. Interresiduale Korrelationen und eine umgebungsspezifische Amino-
sdurezuordnung tiber 1°N-1*C-Korrelationen wurden mit Hilfe des sogenannten
SPECIFIC-CP-Transfers [141] erhalten, bei welchem ein frequenzselektiver
Polarisationstransfer von 1°N entweder nach 3Ca oder *CO erfolgt. AnschlieSend
erfolgt das Dipolar Assisted Rotational Resonance (DARR)-Mixing [142], um die
Magnetisierung auf die Seitenketten-Kohlenstoffe zu verteilen. Fiir die sequenzielle
Verkniipfung der AS im Protein-Riickgrat wurden zwei- und dreidimensionale
NCA-, NCACX-, NCO- und NCOCX-Experimente gemessen.

Wahrend  aller  Aufnahme- und  Evolutionszeiten  erfolgte eine
Hochleistungsbreitband-Protonen-Entkopplung mit SPINAL-Phasenmodulation
[143] mit Feldstiarken zwischen 71 und 91 kHz. Alle Spektren wurden mit der
Software NMRPipe [133] prozessiert und mit einer quadratischen Sinusfunktion
mit Beginn bei 0,35 oder 0,4 7t (Proben 1, 3 und 4) oder einer Gaufifunktion (Probe 2)
gegldttet. Alle chemischen Verschiebungen wurden mit der Software CCPN
[144] zugeordnet. 1>C-chemische Verschiebungen wurden extern mit Adamantan
referenziert, dessen CH-Signal auf 31,4 ppm in Referenz zu DSS gesetzt wurde,
wiahrend °N-chemische Verschiebungen indirekt tiber '3C referenziert wurden.
Sekundéare chemische Verschiebungen wurden zu random coil Verschiebungen von
Wishart et al. referenziert [145].

Fiir die Zuordnung der Peaks zu den einzelnen AS wurden mehrere multidimensio-
nale homo- und heteronukleare Korrelationsexperimente durchgefiihrt. Fiir Probe 2
erfolgte eine AS-spezifische Zuordnung vieler Peaks, die AS der Octarepeats
ausgenommen. Bei Probe 3 konnte eine sequenzspezifische Zuordnung aller AS mit
Ausnahme der drei Histidine und des Methionins erfolgen. Einige Peaks geringer
Intensitdt konnten nicht zugeordnet werden; dabei handelt es sich um Anteile
minderer Spezies. Die Histidine konnten aufgrund der Imin-Enamin-Tautomerie
ihrer Imidazolring-Stickstoffe, die bei einem pH-Wert von 7,4 ihre Protonen
auf einer Zeitskala dhnlich des Magnetisierungstransfers zwischen den Kernen
austauschen, nicht identifiziert werden. Die Auflésung in den zweidimensionalen
Spektren betrigt 0,9 ppm fiir >C in Probe 1; 1 ppm fiir '3C und 3,4 ppm fiir °N
in Probe 2; 0,9 ppm fiir 1>C sowie 3,3 ppm fiir 1°N fiir Probe 3 und 0,8 ppm fiir
13C in Probe 4 und wurde anhand der Peak-Halbwertsbreite in eindimensionalen
Ausschnitten aus PDSD-Spektren bestimmt. Alle Festkorper-NMR-Messungen und

Auswertungen erfolgten durch Anna Konig.
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3.1 Reinigung von PrP(23-230)

In dieser Arbeit soll die Interaktion zwischen Ap-Oligomeren und dem humanen
PrP charakterisiert werden. Das zu untersuchende PrP musste zundchst gereinigt
werden. Hierfiir wurden die verwendeten PrP-Varianten rekombinant in Escherichia
coli (E. coli) hergestellt. Die dafiir benotigten Plasmide waren bereits im Institut
vorhanden (beschrieben in [122] und [123]), weshalb die Klonierung der Konstrukte
nicht Bestandteil dieser Arbeit ist. Im Folgenden werden die Reinigungen von dem
Volllangenkonstrukt PrP(23-230) sowie dem N-terminalen PrP(23-144) gezeigt, be-
ginnend mit PrP(23-230). Dartiber hinaus wurde mit dem C-terminalen PrP(90-230)
gearbeitet. Dieses wurde durch Elke Reinartz, Lothar Gremer und Florian Schmitz
hergestellt, weshalb die Reinigung hier nicht weiter gezeigt wird.

Die E. coli BL21(DE3) Rosetta 2 Zellen wurden wie unter 2.2.2 beschrieben ange-
zogen und erreichten eine Optische Dichte bei 600 nm (ODgqp) von ca. 8. Ein Teil
der Zellen (ca. 13 g Zellen in 40 ml Aufschlusspuffer) wurde aufgeschlossen, das
PrP(23-230) aus den inclusion bodies geldst (siehe 2.2.4) und der Uberstand mittels
Grofienausschluss-Chromatographie (SEC) weiter gereinigt (siehe 2.2.7 und 3.1.1).
Mit N markiertem PrP(23-230) wurde eine ODggg von 4,6 und mit 13C-1°N mar-
kiertem PrP(23-230) eine ODgp von 1,3 erhalten. Fiir die weitere Reinigung standen
hier 7 g bzw. 3,3 g Zellen zur Verfiigung.

3.1.1 Grofienausschluss-Chromatographie (SEC)

Fiir die Reinigung von PrP(23-230) wurde eine Grofsenausschluss-Chromatographie
(SEC) durchgefiihrt, da dieses Prion-Konstrukt keinerlei Tag besitzt und somit kei-
ne Affinitdts-Chromatographien angewandt werden konnten. Fiir die SEC wurde
eine HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade Sdule verwendet und insgesamt fiir
ca. 2,5 h bei einer Flussrate von 2,4 - 2,5 ml/min chromatographiert. Da maximal
6 ml auf die Sdule aufgetragen werden konnten, um eine bestmdogliche Trennung
der in der Losung befindlichen Proteine zu gewéahrleisten, wurden bis zu drei Laufe
hintereinander durchgefiihrt, um die gesamte aufgeschlossene Probe zu reinigen.
Jede zweite SEC-Fraktion wurde einer TCA-Fallung unterzogen (siehe 2.2.8) und
mittels SDS-PAGE untersucht.

In dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel ist eine prominente Bande unterhalb der
25 kDa Markerbande zu erkennen (siehe Abbildung 3.1 B, roter Pfeil). Diese ent-
spricht dem SEC-Peak, der nach ca. 170 - 195 ml Volumen von der Sdule eluiert
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(siehe Abbildung 3.1 A, roter Pfeil). Hierbei handelt es sich um das ca. 23 kDa grofie
PrP(23-230). Auf eine weitere Untersuchung mittels Western Blot wurde verzichtet,
da das Protokoll zur Reinigung von PrP am Institut bereits etabliert war. Neben der
PrP(23-230)-Bande sind noch weitere Proteinbanden in den Elutionsfraktionen zu

erkennen, weshalb das PrP(23-230) einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen
wurde (siehe 3.1.2).

A PrP B Elutionsvolumina [ml]
500 b kDa M 100 220
250

4004 70 | ww
55 | -=

300+ 35 | ..
25

200+

Absorption [mAU]

100 1

°| .

0

T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Volumen [ml]

Abbildung 3.1: Chromatogramm eines SEC-Laufes zur Reinigung von
PrP(23-230) und korrespondierende SDS-PAGE. In A ist ein typisches Chroma-
togramm einer PrP(23-230) enthaltenden aus inclusion bodies gewonnenen Probe
gezeigt. Die Elutionsfraktionen des rot umrahmten Bereiches wurden tiber ein
15 %iges Tris-Glycin-SDS-Gel analysiert, dargestellt in B. Das ca. 23 kDa grofse
PrP(23-230) konnte identifiziert werden und ist in A und B mit einem roten Pfeil
markiert.

3.1.2 Semi-praparative reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC)

Alle PrP(23-230) enthaltenden SEC-Fraktionen wurden iiber eine semi-praparative
reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) weiter aufgereinigt
(siehe 2.2.9). In dem Chromatogramm (siehe Abbildung 3.2 A) sind mehrere Peaks
zu erkennen. Nach Analyse mittels SDS-PAGE (siehe Abbildung 3.2 B) konnte der
Peak, der nach ca. 17 min und einer apparenten Acetonitrilkonzentration von 30 %
eluiert, als der PrP(23-230) enthaltende Peak verifiziert werden. Neben PrP(23-230)
in Spur 2 (siehe Abbildung 3.2 B) sind keine weiteren Proteinbanden zu erkennen,
was fiir eine hohe Reinheit des Prion-Proteins spricht.

Alle PrP(23-230) enthaltenden RP-HPLC-Eluate wurden in einem Rundkolben ver-
einigt, Proben fiir analytische Zwecke entnommen, mit fliissigem Stickstoff einge-



64 3. Ergebnisse

froren und lyophilisiert. Insgesamt wurden hierbei etwa 29 mg PrP(23-230) (nicht
isotopenmarkiert) aus einem Liter Medium erhalten. Mit 1°N PrP(23-230) wurde
eine Ausbeute von 37 mg/1 und mit 13C -15N eine Ausbeute von 22,3 mg/1 erhalten.
Das Lyophilisat wurde entweder trocken bei Raumtemperatur gelagert oder in
Reinstwasser gelost und die Konzentration der Losung photometrisch bei 280 nm
ermittelt. Das PrP wurde in Wasser und nicht in Puffer gelost, da zu Beginn der
Arbeit noch nicht feststand, in welchem Puffersystem final gearbeitet wird. Eine
detaillierte Beschreibung hierzu ist dem Kapitel 3.4 zu entnehmen. PrP(23-230)
wurde in Konzentrationen von 140 - 180 uM in Aliquots aufgeteilt, mit fliissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 3.2: Chromatogramm eines RP-HPLC-Laufes zur Reinigung von
PrP(23-230) und korrespondierende SDS-PAGE. Das Chromatogramm (A) zeigt
einen typischen HPLC-Lauf einer PrP(23-230) enthaltenden Probe, nachdem diese
zuvor mittels SEC getrennt wurde. In rot ist der dazugehdorige Acetonitrilgradient
gezeigt. In B sind Proben, die wahrend des HPLC-Laufes entnommen wurden,
tiber ein 15 %iges Tris-Glycin-SDS-Gel analysiert worden. Probe 1 wurde kurz vor
Elution des Peaks nach 17 min entnommen, Probe 2 wihrend Elution des Peaks
und Probe 3 kurz danach. Insbesondere in Probe 2 ist eine prominente Bande
knapp unterhalb von 25 kDa zu erkennen, die PrP(23-230) entspricht.

3.2 Reinigung von PrP(23-144)

Neben PrP(23-230) ist auch die Reinigung von PrP(23-144) Bestandteil dieser Arbeit.
Das pET302/NT-His-huPrP(23-144)-Plasmid wurde von Wolfgang Hoyer und Aziz
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Gauhar zur Verfiigung gestellt. PrP(23-144) wurde bereits durch Aziz Gauhar herge-
stellt und mittels gravity flow gereinigt. Das Reinigungsprotokoll soll dahingehend
optimiert werden, dass PrP(23-144) mittels fast protein liquid chromatography (FPLC)
gereinigt werden kann. Die Zellanzucht erfolgte wie unter 2.2.3 beschrieben. Die
E. coli-Zellen verschiedener Anzuchten erreichten eine ODggy von 2,4 - 3,8. Die
erhaltenen 6 g Zellen aus einem Liter Medium wurden in 18 ml Aufschlusspuffer
aufgeschlossen und das PrP(23-144) aus den entstandenen inclusion bodies gelost
(siehe 2.2.4). Dieser Reinigungsschritt ist erforderlich, da sich das PrP(23-144) nicht
im Uberstand befindet.

Das aus den inclusion bodies geloste PrP(23-144) wurde iiber eine Immobilisierte
Metallionen-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) weiter gereinigt (siehe 3.2.1). Bei
der ersten Reinigung von nicht-markiertem N PrP(23-144) wurde das Volumen
der PrP(23-144) enthaltenden IMAC-Fraktionen nach Schneiden durch die Tobacco
Etch Virus (TEV)-Protease mittels Zentrifugalkonzentrator (Centricon) mit einer
Ausschlussgrenze von 3 kDa eingeengt, um das PrP(23-144) zu konzentrieren. Hier-
bei fiel jedoch ein Teil des Proteins aus der Losung aus, weshalb dieser Schritt
bei der Reinigung von >N PrP(23-144) nicht mehr durchgefiihrt wurde. Ebenfalls
bei der Dialyse Guanidinhydrochlorid-haltiger PrP(23-144)-Losung gegen 30 mM
Tris-HCI mit 100 mM NaCl, pH 7,4 fiel Protein aus der Losung aus. Im Folgenden
wird die Reinigung von °N PrP(23-144) gezeigt, bei der die oben aufgefiihrten
Schritte wegen des Ausbeuteverlustes nicht mehr angewendet wurden. Bei allen
Chromatogrammen und SDS-Gelen ist 15N markiertes PrP(23-144) gezeigt.

3.2.1 Immobilisierte Metallionen-Affinitits-Chromatographie
(IMACQ)

Nach Aufschluss der E. coli-Zellen und Losen des PrP(23-144) aus den inclusion
bodies (siehe 2.2.4) wurde die Guanidinhydrochlorid-haltige Probe iiber eine IMAC
gereinigt. Da nach erfolgter IMAC der Hexahistidin-Tag entfernt werden soll, ist es
notig das 6 M Guanidinhydrochlorid aus der Probe zu eliminieren, damit die TEV-
Protease nicht denaturiert und folglich inaktiviert wird. Deshalb wurde das Guani-
dinhydrochlorid nach Probenauftrag auf der Saule entfernt, indem mit Laufpuffer
(30 mM Tris-HCI, pH 7,4) gewaschen wurde. Erkennbar ist dies an der sinkenden
Leitfahigkeit (Abb. 3.3, blau). Erst nachdem die Leitfdhigkeit die Basislinie erreichte,
wurde ein Imidazolgradient (bis 500 mM) tiber die Saule gegeben (Abb. 3.3, rot),
um das Hexahistidin-getaggte PrP(23-144) von der Sdule zu eluieren.
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Abbildung 3.3: Chromatogramm eines IMAC-Laufes zur Reinigung von
PrP(23-144). Gezeigt ist ein typisches Chromatogramm einer PrP(23-144) enthal-
tenden aus inclusion bodies gewonnenen Probe. Dargestellt sind die Absorption
bei 280 nm (schwarz), die Leitfahigkeit (blau) und die Imidazolkonzentration im
Elutionspuffer (rot). Nach Probenauftrag und Abnahme der Absorption wurde
mit Laufpuffer gewaschen bis die Leitfdhigkeit die Basislinie erreichte, um das
Guanidinhydrochlorid aus der Probe zu entfernen. PrP(23-144) (roter Pfeil) eluiert
ab einer apparenten Imidazolkonzentration von ca. 280 mM.

Bei apparenten Imidazolkonzentrationen von etwa 280 - 450 mM kann ein Absorpti-
onspeak beobachtet werden (Abb. 3.3, schwarz). Die korrespondierenden Fraktionen
wurden mit einer SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt tiberpriift (Abb. 3.4 A, links).
Bei allen untersuchten Fraktionen kann eine Proteinbande unterhalb der 15 kDa
Markerbande nachgewiesen werden, welche mit der Grofse von PrP(23-144) mit
Hexahistidin-Tag (ca. 14,4 kDa) tibereinstimmt. Neben der PrP(23-144)-Bande ist
lediglich in manchen Fraktionen eine schwache Bande auf Hohe der 15 kDa Mar-
kerbande zu erkennen. Ansonsten weist das Protein nach diesem Reinigungsschritt
bereits einen hohen Reinheitsgrad auf.

Durch Hinzufiigen verschiedener Mengen an TEV-Protease zu je 1 ml einer
PrP(23-144) enthaltenden IMAC-Fraktion wurde die optimale Menge fiir das Entfer-
nen des Hexahistidin-Tags bestimmt (Abb. 3.4 A, rechts). 22,5 ug/ml TEV-Protease
erwiesen sich als effizient, um den Hexahistidin-Tag der gesamten Probe zu entfer-
nen. Das resultierende vom Hexahistidin-Tag befreite PrP(23-144) kann im 15 %igen
SDS-Gel eindeutig von dem nicht mit TEV geschnittenen PrP(23-144) unterschieden
werden (Abb. 3.4 A, rechts).
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Nach diesem Test wurden alle PrP(23-144) enthaltenden IMAC-Fraktionen vereinigt,
mit 22,5 ug/ml TEV-Protease geschnitten und das Resultat mit einer SDS-PAGE
verifiziert (Abb. 3.4 B). Der Hexahistidin-Tag konnte erfolgreich von PrP(23-144)

entfernt werden.
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Abbildung 3.4: SDS-PAGE zur Analyse der IMAC-Elutionsfraktionen und
Uberpriifung des TEV-Schnitts. Die IMAC-Fraktionen nach 200 - 250 ml Elu-
tionsvolumen wurden mit einem 15 %igen Tris-Glycin-SDS-Gel untersucht. In
allen Fraktionen, in denen bei der IMAC ein Absorptionsanstieg erhalten wurde,
ist eine PrP(23-144)-Bande zu erkennen (A, links). Die SDS-PAGE zeigt einen opti-
malen Schnitt von PrP(23-144) mit 22,5 pg/ml TEV-Protease (ca. 25 kDa) (A, rechts).
Die vereinigten IMAC-Fraktionen wurden erfolgreich geschnitten (B).

3.2.2 Semi-prdparative reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC)

Die mit TEV-Protease verdaute Probe wurde einem weiteren Reinigungsschritt
unterzogen, um das Imidazol sowie die TEV-Protease wieder zu entfernen. Hierfiir
wurde die Probe iiber eine semi-praparative RP-HPLC gereinigt (siehe 2.2.9). In
dem Chromatogramm kann der Peak bei einer Retentionszeit von etwa 15 min dem
PrP(23-144) zugewiesen werden (Abb. 3.5 A). Der Peak bei 29 min korrespondiert
wahrscheinlich mit der TEV-Protease; dies wurde jedoch nicht weiter iiberpriift.
Kurz vor Beginn, wahrend und nach Elution des Hauptpeaks bei 15 min wurde die
Probe aufgefangen und mittels SDS-PAGE auf Protein untersucht (Abb. 3.5 B). Nur
bei den Proben, die wihrend Elution des Peaks entnommen wurden (Abb. 3.5 B,
Spuren 2, 3 und 4), wird eine Bande knapp unterhalb der 15 kDa Markerbande er-
halten, welche mit der Groé3e von PrP(23-144) tibereinstimmt. Weder vor (Abb. 3.5 B,
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Spur 1) noch nach (Abb. 3.5 B, Spuren 5 und 6) Elution des Peaks ist Protein in der
Probe enthalten.

Alle PrP(23-144) enthaltenden Eluate wurden vereinigt, in einen Rundkolben tiber-
fithrt und nach Entnahme von wenigen Millilitern fiir analytische Zwecke mit
fliissigem Stickstoff eingefroren. Nach Lyophilisierung (siehe 2.2.10) wurde das
PrP(23-144) in Reinstwasser aufgenommen und die Konzentration photometrisch
bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt. Nach Aliquotieren des Proteins wurde
dieses mit fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwen-
dung gelagert.

Insgesamt konnten aus einem Liter E. coli-Kultur 3,9 mg °N PrP(23-144) gewonnen
werden. Ohne Isotopenmarkierung wurden 5,3 mg PrP(23-144) aus zwei Litern
E. coli-Kultur nach zwei Reinigungen gewonnen. Diese noch geringere Ausbeute
lasst sich durch die erste Reinigung erkldren, bei der nach Einengung des Volumens
der PrP(23-144) enthaltenden IMAC-Fraktionen das Protein ausgefallen ist. Die
erhaltenen Ausbeuten sind jedoch auch mit dem verbesserten Protokoll gering,
weshalb dieses durch Luis Macorano im Rahmen seiner Masterarbeit optimiert
wurde [146]. Hierbei wurde PrP(23-144) in 6 M Guanidinhydrochlorid von der
IMAC-S&ule eluiert, welches in einem weiteren Reinigungsschritt wieder entfernt
werden musste. Doppelt markiertes 13C-IN PrP(23-144) wurde von Lothar Gremer
und Reinhild Wurm hergestellt.
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Abbildung 3.5: Chromatogramm eines RP-HPLC-Laufes zur Reinigung von
PrP(23-144) und korrespondierende SDS-PAGE. PrP(23-144) eluiert nach etwa
15 min bei einer apparenten Acetonitrilkonzentration von 30 % von der HPLC-
Saule (A, roter Pfeil). Proben vor (B, 1), wahrend (B, 2 - 4) und nach (B, 5 und 6)
Elution des PrP-Peaks nach einem HPLC-Lauf wurden {iber ein 15 %iges Tris-
Glycin-SDS-Gel analysiert. Nur in den Proben, die wahrend der Elution des Peaks
entnommen wurden, ist PrP(23-144) enthalten (B, roter Pfeil).
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3.3 Uberpriifung der gereinigten PrP-Konstrukte

Zur Ubersicht der gereinigten PrP-Konstrukte wurden PrP(23-230), PrP(23-144) und
das durch Elke Reinartz, Lothar Gremer und Florian Schmitz gereinigte PrP(90-230)
durch SDS-PAGE und RP-HPLC analysiert (Abb. 3.6). Die gezeigten PrP-Konstrukte
sind nicht isotopenmarkiert. In jeder Spur der SDS-PAGE kann eine prominente
Bande des jeweiligen PrP-Konstrukts beobachtet werden (Abb. 3.6 A). Lediglich bei
PrP(23-144) ist knapp oberhalb der PrP-Bande eine schwache weitere Bande erkenn-
bar, vermutlich nicht-geschnittenes PrP’(23-144). Nach HPLC-Analyse von je 1 uM
PrP ist jeweils nur ein Peak zu erkennen (Abb. 3.6 B). Alle PrP-Konstrukte eluieren
nach 22 - 23 min von der analytischen C8-Sdule. Insgesamt kann gezeigt werden,
dass alle in dieser Arbeit verwendeten PrP-Konstrukte einen hohen Reinheitsgrad
haben. PrP(23-111A41-94) wurde nicht selbst gereinigt, sondern synthetisch herge-
stellt.
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Abbildung 3.6: SDS-PAGE und RP-HPLC Chromatogramme von gereinigtem
PrP(23-144), PrP(90-230) und PrP(23-230). Je 5 pug des angegebenen PrP-Konstrukts
wurden {iiber ein 15 %iges Tris-Glycin-SDS-Gel getrennt (A). In jeder Spur ist eine
prominente Bande erkennbar. Je 1 uM PrP wurde iiber RP-HPLC analysiert (B).
In jedem Chromatogramm ist jeweils ein Peak nach 22 - 23 min erkennbar. Alle
PrP-Konstrukte weisen einen hohen Reinheitsgrad auf.
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3.4 Pufferoptimierung zur Oligomerisierung von Af3

Die Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) ist eine Methode zur Trennung von ver-
schiedenen Molekiilen, in unserem Falle Proteinen und Proteinkomplexen, nach
ihrer Dichte und Form. An dem Institut fiir Physikalische Biologie (HHU Diisseldorf)
ist die DGZ mit Iodixanol zur Trennung verschiedener A{3-Spezies etabliert. Im Jahr
2015 erschien eine Publikation von Brener et al. iiber einen Assay, genannt QIAD
(quantitative determination of interference with A aggregate size distribution) [128], der
eine Quantifizierung von AB-Spezies verschiedener Grofien erlaubt und somit das
Potential eines moglichen Wirkstoffs gegen A3 bestimmen kann.

Basierend auf dem QIAD Assay sollte die Methode in dieser Arbeit insofern ange-
passt werden, dass neben A auch alle PrP-Varianten quantifiziert werden konnen,
um final die Stochiometrie zwischen A3 und PrP zu bestimmen. Hierbei musste
zunédchst folgendes Hindernis tiberwunden werden: Fiir die Oligomerisierung von
AR wird Phosphatpuffer verwendet. Dieser ist jedoch nicht fiir das Arbeiten mit
dem Prion-Protein geeignet, da Phosphatpuffer verwendet wird, um PrP(23-144) zu
tibrillieren [52, 147], was fiir die vorliegende Arbeit jedoch unerwiinscht ist. Folglich
musste ein Puffersystem gefunden werden, das gleichzeitig fiir die Oligomerisie-
rung von A geeignet ist, das Prion-Protein aber 16slich bleibt. Hierbei bestand
die grofiere Herausforderung darin einen Puffer zu finden, in dem ein dhnliches
Aggregationsverhalten von Af erzielt wird wie in Phosphatpuffer.

Hierfiir wurden die Puffersubstanzen (10 mM, pH 7,4) Tris-HCI, Bis-Tris Propan, Tri-
cin, Bis-Tris, Glycylglycin, Bicin, HEPES (pH 7,6) und auch Natriumphosphat (NaP4i)
als Kontrolle untersucht. Jeweils 36 ug HFIP-vorbehandeltes, monomeres A3 wurde
in 100 pl der Puffer gelost, fiir 4 h bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert
und entstandene A (3-Spezies mittels Iodixanol-DGZ (siehe 2.2.20) aufgetrennt. Alle
erhaltenen Fraktionen wurden mittels analytischer RP-HPLC untersucht (Abb. 3.7).
Im Idealfall sollen moglichst viele AB-Oligomere, hauptsédchlich zu sehen in den
Fraktionen 4 bis 6, gebildet werden, der Gehalt an hochmolekularen Aggregaten
und A-Fibrillen aber so gering wie moglich sein (Fraktionen 11 bis 15).

Im Falle von Bis-Tris (gelb) und HEPES (hellblau) ist zu erkennen, dass insbeson-
dere in den Fraktionen 11 und 12, in denen entweder Af-Fibrillen oder ungelostes
A gefunden werden, viel A nachgewiesen werden konnte, weshalb diese Puf-
fer ausscheiden. Bis-Tris Propan (blau), Tricin (violett), Glycylglycin (dunkelblau)
und Bicin (orange) zeigen eine weite Verteilung und lediglich geringe Mengen von
A iiber den gesamten Gradienten auf, weshalb diese Puffer ebenfalls ungeeignet
sind. Lediglich mit Tris-HCI (rot) wird ein dhnliches Verteilungsmuster von Af3
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im Gradienten erhalten wie mit NaPi (schwarz). Aus diesen Griinden wurde fiir
alle weiteren Versuche Tris-HCl, pH 7,4 verwendet. Weitere Untersuchungen haben
gezeigt, dass dieses Puffersystem ebenfalls fiir alle PrP-Konstrukte geeignet ist
(siehe Kapitel 3.6).
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Abbildung 3.7: Ap-Verteilung in einem Iodixanolgradienten bei Verwendung
verschiedener Puffersysteme. Je 36 ug AP wurden in 100 ul der folgenden Puffer
(10 mM, pH 7,4, fiir HEPES: pH 7,6) inkubiert, mittels DGZ getrennt und via RP-
HPLC analysiert: Natriumphosphat (NaPi, schwarz), Tris-HCl (rot), Bis-Tris Propan
(blau), Tricin (violett), Bis-Tris (gelb), Glycylglycin (dunkelblau), Bicin (orange),
HEPES (hellblau). Mit dem Puffer Tris-HCI wird eine dhnliche A(-Verteilung -und
somit ein dhnliches Aggregationsverhalten- erzielt wie mit dem sonst verwendeten
NaPi-Puffer.

3.5 Anpassung des QIAD Assays und DGZ von

Standardproteinen

Nachdem ein geeigneter Puffer fiir die weiteren Arbeitsschritte gefunden werden
konnte, musste auch der Dichtegradient angepasst werden. Iodixanol zeigt einen
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breiten Absorptionspeak in den RP-HPLC-Chromatogrammen (Abb. 3.8 A), welcher
insbesondere bei der Analyse von mehreren Komponenten storend ist. Da in dieser
Arbeit neben A3 auch verschiedene PrP-Konstrukte sowie D-Peptide quantifiziert
werden sollen, ist die Verwendung von Iodixanol als Dichtegradientenmaterial
ungeeignet. Insbesondere die D-Peptide wiirden zusammen mit dem Iodixanol
von der HPLC-Séule eluieren, was eine Auswertung der Peptide unmdoglich macht.
Somit wurde das Dichtegradientenmaterial Iodixanol durch Saccharose substituiert.
Dies wurde von Luis Macorano im Rahmen seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt
und etabliert [129]. Ebenfalls wurde der HPLC-Gradient verandert, auf 10 - 40 %
Acetonitril, 0,1 % TFA innerhalb von 25 min, statt zuvor isokratisch bei 30 % fiir
16 min, um die verschiedenen Substanzen zu trennen (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Vergleich der RP-HPLC-Chromatogramme einer Fraktion nach
Iodixanol-DGZ und Saccharose-DGZ. Das Dichtegradientenmaterial Iodixanol
resultiert in einem ca. 2 min langen Absorptionspeak. Der HPLC-Lauf erfolgte
hierbei isokratisch bei 30 % Acetonitril, 0,1 % TFA (A). Bei Verwendung von
Saccharose als Dichtegradientenmaterial ist das breite Signal nicht vorhanden. Alle
Analyten (A, PrP (hier: PrP(23-144)), D-Peptide (hier: RD2-FITC)) konnen durch
einen 10 - 40 %igen Acetonitrilgradienten getrennt werden (B).

Gezeigt sind die dritte Fraktion eines Iodixanolgradienten (Abb. 3.8 A) sowie die
elfte Fraktion eines Saccharosegradienten (Abb. 3.8 B). Das Iodixanol eluiert auch
bei geringen Konzentrationen (gezeigt sind in etwa 5 - 10 %) in einem breiten Peak
nach ca. 2 - 4 min von der Sadule, das A eluiert nach ca. 13 min. Mit Saccharose
bleibt dieses breite Signal aus; zudem kdnnen mit dem 10 - 40 %igen Acetoni-
trilgradienten alle Komponenten, also A3, PrP und D-Peptide optimal getrennt
werden. Beispielhaft dargestellt sind -neben A 3(1-42)- PrP(23-144) und das D-Peptid
RD2-FITC. Die Retentionszeiten der anderen PrP-Konstrukte -mit Ausnahme von
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PrP(23-111A41-94), welches nach ca. 9 min eluiert- und der anderen D-Peptide sind
analog zu den hier aufgefiihrten.

Zur Kalibrierung des Saccharosegradienten und zur Abschédtzung der Grof3e aller
auftretenden Proteinaggregate der folgenden Experimente (siehe Kapitel 3.6.3 - 3.9)
wurden die folgenden Standardproteine eines Gel Filtration HMW Calibration Kit
von GE untersucht: Ovalbumin, Conalbumin, Aldolase, Apoferritin und Thyro-
globulin. Die Fraktionen jedes Gradienten wurden mittels SDS-PAGE untersucht
und anhand der Verteilung der oben genannten Proteine konnte ein Ubersichtsbild
erstellt werden (Abb. 3.9). Hier ist zu erkennen, dass das grofste Referenzprotein,
Thyroglobulin, mit einem Molekulargewicht von 669 kDa bis einschliefilich Fraktion
10 gefunden werden kann. Alles, was in hoheren Fraktionen nachgewiesen werden
kann, sollte folglich grofser als ungefahr 670 kDa sein.

Fraktion

1

- l $Ovalbumin 43 kDa
- ; Conalbumin 75 kDa

Aldolase 158 kDa

$Apoferritin 440 kDa

Thyroglobulin 669 kDa

V14

Abbildung 3.9: Verteilung von Standardproteinen in einem Saccharosedichte-
gradienten. Verteilung der Proteine Ovalbumin, Conalbumin, Aldolase, Apo-
ferritin und Thyroglobulin nach Saccharose-DGZ. Die Untersuchung dieser Stan-
dardproteine dient der Kalibrierung des Gradienten.



74 3. Ergebnisse

3.6 Charakterisierung der Ausgangsmaterialien

Bevor die Interaktion zwischen A3 und PrP untersucht werden konnte, wurden Af3
und PrP zunichst einzeln tiber unterschiedliche Methoden charakterisiert. Nachfol-
gend sind die verschiedenen PrP-Konstrukte dargestellt, welche in dieser Arbeit
analysiert wurden (siehe Abb. 3.10). Sowohl das Volllangenkonstrukt PrP(23-230)
als auch das N-terminale PrP(23-144) beinhalten zum einen beide Bindestellen fiir
AB-Oligomere (AS 23 - 27 und AS 95 - 110 [57, 59-62], Abb. 3.10 blaue Kasten)
und zum anderen die Octarepeat-Region (Abb. 3.10, gelber Kasten, OR). Dem
C-terminalen PrP(90-230) fehlen hingegen die vordere A(-Bindestelle (AS 23 - 27)
sowie die Octarepeats. PrP(23-111A41-94), das kleinste untersuchte Prion-Konstrukt
dieser Arbeit, besteht lediglich aus 35 AS und beinhaltet beide A(-Bindestellen
(Abb. 3.10, unten).

PrP(23-230) N F or | c
1
23 5—S 230
PrP(23-144) N F OR C
23 144
PrP(90-230) N P c
.
90 5—35 230

PrP(23-111A41-94) N M C
23 40 95 111

Abbildung 3.10: Schema der in dieser Arbeit verwendeten PrP-Konstrukte.
Das Volllangen-PrP, PrP(23-230), und das N-terminale PrP(23-144) besitzen bei-
de AB-Bindestellen (blaue K&sten) sowie die Octarepeats (gelber Kasten, OR).
Das C-terminale PrP(90-230) beinhaltet nur die hintere Af-Bindestelle und
PrP(23-111A41-94) enthélt beide A3-Bindestellen, aber keine Octarepeats. Inner-
halb von PrP(23-230) und PrP(90-230) befindet sich eine Disulfidbriicke.
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3.6.1 Analyse der PrP-Konstrukte iiber Circulardichroismus (CD)

Zur Untersuchung der Sekundérstrukturelemente wurden je 6 pM PrP(23-230),
PrP(23-144) und PrP(90-230) in 10 mM Tris-HCI, pH 7,4 iiber Circulardichrois-
mus (CD) analysiert (siehe Abb. 3.11). Fiir PrP(23-230) (Abb. 3.11 schwarz) und
PrP(90-230) (Abb. 3.11 blau) wurden Spektren erhalten, die zeigen, dass beide
Proteine tiberwiegend «-helikal gefaltet sind. Diese Ergebnisse entsprechen den
Erwartungen, da in der Literatur gezeigt wurde, dass das PrP ab AS 125 - 228 in
einer tiberwiegend a-helikalen Struktur vorliegt und lediglich ein kurzes 3-Faltblatt
beinhaltet [40], sofern das PrP nicht in der infektiosen PrP5¢-Form vorliegt.
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Abbildung 3.11: CD-Spektren von PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(90-230). Je
6 uM der gereinigten PrP-Varianten wurden in 10 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,4
untersucht. PrP(23-230) sowie PrP(90-230) weisen eine iiberwiegend «-helikale
Struktur auf, wahrend PrP(23-144) ungefaltet vorliegt.

PrP(23-144), welches dem flexiblen N-Terminus des PrPs entspricht, ist hingegen
-wie angenommen- ungefaltet. Dieses Ergebnis zeigt, dass PrP(23-144) nicht zu
B-faltblatthaltigen Fibrillen aggregiert ist, was es potentiell konnte (vgl. [51, 147]),

sondern unter den eingesetzten Bedingungen 16slich bleibt.
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3.6.2 Analyse von PrP(23-230) und PrP(23-144) iiber NMR

Die beiden Hauptproteine dieser Arbeit, PrP(23-230) und PrP(23-144), wurden {iber
liquid state Nuclear Magnetic Resonance (NMR) untersucht (Spektren aufgenommen
von Philipp Neudecker), um einen Einblick beziiglich struktureller Eigenschaften
zu erhalten. Zunachst wurde PrP(23-230) analysiert (Abb. 3.12). Gezeigt sind ein
'H-15N Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC)-Spektrum von ca. 100 uM
PrP(23-230) Met!? in 10 mM Tris-HCI und 10 % D,O, pH 6,0 bei 20 °C und 900 MHz
(Abb. 3.12 A) sowie eine Uberlagerung der HSQC-Spektren von dem zuvor genann-
ten und ca. 200 uM PrP(23-230) Met!'?’ in 10 mM Natriumacetat und 10 % D,0O,
pH 4,5 bei 20 °C und 900 MHz (Abb. 3.12 B).
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Abbildung 3.12: 'H-'>N HSQC-Spektren von PrP(23-230). Spektrum von ca.
100 uM PrP(23-230) Met'? in 10 mM Tris-HCl und 10 % D,O, pH 6,0 bei 20 °C und
900 MHz (A), sowie eine Uberlagerung von A (B, rot, griin) mit 200 uM PrP(23-230)
Met!? in 10 mM Natriumacetat und 10 % D,0, pH 4,5 bei 20 °C und 900 MHz (B,
schwarz, blau). Bei den Signalen der Argininseitenketten (oben rechts: blau, griin)
kommt es zu einer Verschiebung der Signale. Die chemischen Verschiebungen sind
gleich derer aus der Literatur [40] und PrP(23-230) folglich nativ gefaltet.

Mit Ausnahme der Signale, die von den Aminosduren der Octarepeat-Region ver-
ursacht werden, wurden hochaufgeloste Spektren erhalten. Eine Zuordnung der
Signale (aufier der Octarepeats) ist anhand bereits hinterlegter Zuordnungen durch
Zahn et al. moglich [40]. Die Signale innerhalb der Octarepeats weisen durch eine
sehr dhnliche chemische Umgebung dhnliche chemische Verschiebungen auf und
konnen somit nicht unterschieden und zugeordnet werden. Dies betrifft Glycine,

Tryptophane, Histidine und Glutamine.
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Der C-terminale Bereich des PrP(23-230) liegt gefaltet vor, wie in der Literatur bereits
beschrieben [40]. Durch Verdnderung des pH-Wertes kommt es zur Verschiebung
einiger Signale. Insbesondere bei den Argininseitenketten (Abb. 3.12 blau und griin)
ist die Verschiebung deutlich erkennbar. Diese Signale sind in anderen Farben
dargestellt, da sie auerhalb des aufgenommenen Bereiches (in der '*N-Dimension)
liegen und somit in dem Spektrum als negativ erscheinen. Festzuhalten bleibt,
dass das PrP(23-230) unter den hier untersuchten Bedingungen unabhingig vom
pH-Wert 16slich und , richtig” gefaltet vorliegt. Dies ist Grundvoraussetzung fiir die
Erforschung der Interaktion zwischen PrP(23-230) und A{3(1-42).
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Abbildung 3.13: 'H-">’N HSQC-Spektren von PrP(23-144) bei unterschiedlichen
pH-Werten. 'H-1>N HSQC-Spektrum von ca. 85 uM PrP(23-144) Met'? in 30 mM
HEPES und 10 % D,O, pH 6,5 bei 5°C und 700 MHz (A) und Uberlagerung der
'H-1>N HSQC-Spektren von 360 uM PrP(23-144) in 50 mM HEPES und 10 % D0,
pH 7,0 bei 5 °C und 800 MHz (B, rot) mit 305 pM PrP(23-144) in 50 mM Natriuma-
cetat und 10 % D,O, pH 4,5 bei 5 °C und 600 MHz (B, schwarz). Die Anderung des
pH-Wertes resultiert in der Verschiebung einiger Resonanzen; PrP(23-144) bleibt
aber bei den untersuchten pH-Werten ungefaltet.

Ebenfalls wurde PrP(23-144) mittels NMR untersucht. Hierbei wurden 'H-°N
HSQC-Spektren bei verschiedenen pH-Werten und unterschiedlichen Tempera-
turen aufgenommen. Dargestellt ist ein 'H-">N HSQC-Spektrum von ca. 85 uM
PrP(23-144) Met'? in 30 mM HEPES und 10 % D,O, pH 6,5 bei 5°C und 700 MHz
(Abb. 3.13 A). Anhand der deutlich niedrigeren Verteilung der Resonanzen in der
'H-Dimension (verglichen mit den PrP(23-230) TH-1N HSQC-Spektren), ist zu er-
kennen, dass das PrP(23-144) nicht gefaltet ist (Abb. 3.13 A). Auch im Falle von
PrP(23-144) resultieren die Aminosduren der Octarepeats in einer Vielzahl tiber-



78 3. Ergebnisse

lappender Signale, die nicht voneinander unterscheidbar sind. Abbildung 3.13 B
zeigt die Uberlagerung zweier 'H-""N HSQC-Spektren von PrP(23-144): zum einen
von ca. 360 uM PrP(23-144) in 50 mM HEPES und 10 % D,O, pH 7,0 bei 5 °C und
800 MHz (Abb. 3.13 B rot), zum anderen von ca. 305 uM PrP(23-144) in 50 mM
Natriumacetat und 10 % D,O, pH 4,5 bei 5 °C und 600 MHz (Abb. 3.13 B schwarz).
Der pH-Unterschied resultiert in einer teilweise deutlichen Verschiebung einiger
Resonanzen, insbesondere der Histidine. PrP(23-144) bleibt in beiden Fallen tiber
mehrere Tage stabil, 16slich und zeigt keine Bildung von {3-faltblatthaltigen Fibrillen.
Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe um W. K. Surewicz und C. P. Jaroniec [51-56] gibt
es keinen Hinweis auf eine Konversion zu Fibrillen. Moglicherweise liegt dies daran,

dass in der vorliegenden Arbeit kein phosphathaltiger Puffer verwendet wurde.
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Abbildung 3.14: 'H->N HSQC-Spektren von PrP(23-144) bei verschiedenen
Temperaturen. Gezeigt ist jeweils ca. 85 M PrP(23-144) Met'?’ in 50 mM HEPES
und 10 % D,0O, pH 7,0 bei 600 MHz bei 5 °C (rot), 10 °C (griin), 15 °C (magenta)
oder 20 °C (schwarz). Erh6hung der Temperatur fiihrt zur Signalverbreiterung und
zum Verschwinden mancher Resonanzen. Unabhédngig von der Temperatur liegt
PrP(23-144) in allen Féllen nicht gefaltet vor. B ist ein Zoom von A. Vergleiche auch
die Temperaturreihe bei pH 4,5 gezeigt in [148].

Das Verhalten einer Probe mit ca. 85 uM PrP(23-144) Met'?® in 50 mM HEPES und
10 % D,O, pH 7,0 bei 600 MHz wurde bei unterschiedlichen Temperaturen cha-
rakterisiert (Abb. 3.14). Aufgenommen wurden "H-"N HSQC-Spektren bei 5°C
(Abb. 3.14 rot), 10 °C (Abb. 3.14 griin), 15 °C (Abb. 3.14 magenta) und 20 °C (Abb.
3.14 schwarz). Bedingt durch die Temperatur kommt es zur Verschiebung der Reso-
nanzen und zu einer Signalverbreiterung und -abnahme bei hoheren Temperaturen.
So sind manche Resonanzen beispielsweise nur bei 5 °C oder 10 °C zu erkennen
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(z.B. Abb. 3.14 B links). Dies ldsst sich durch den Austausch der Amidprotonen mit
dem umgebenden Wasser erkldren. Dieser erfolgt bei hoheren Temperaturen umso
schneller und ist insbesondere bei ungefalteten Proteinen zu beobachten, da die
Protonen hier nicht durch Wasserstoffbriickenbindungen in Sekundérstrukturele-
menten stabilisiert werden. Dieser Effekt ist ebenfalls pH-Wert abhdngig. Folglich
werden bei niedrigerem pH-Wert und niedrigeren Temperaturen Spektren mit ho-
herer Qualitit erhalten. Da in dieser Arbeit die Analysen und Interaktionen von
AB mit PrP bei pH 7,4 und bei Raumtemperatur erfolgen, ist es wichtig die 'H-°N
HSQC-Spektren unter oder nahezu diesen Bedingungen aufzunehmen, obwohl
die Qualitdt geringer ist, um zu tiberpriifen wie sich das PrP(23-144) bei diesen
Bedingungen verhilt. Trotz einiger Verschiebungen und Signalverbreiterungen ist
zu erkennen, dass PrP(23-144) bei neutralem pH-Wert und 20 °C ungefaltet vorliegt,
wie es bereits bei den CD-Messungen gezeigt werden konnte (siehe 3.6.1).

3.6.3 Verteilung von A[3(1-42)-Oligomeren im Dichtegradienten

Das Hauptziel dieser Arbeit besteht darin die Ap-PrP-Interaktion zu charakteri-
sieren. Hierfiir wurde ein angepasster QIAD Assay (siehe 2.2.19), also eine Ver-
kniipfung aus einer Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) mit Saccharose als Gra-
dientenmaterial und anschlieflender quantitativer RP-HPLC-Analyse, verwendet.
Zusétzlich wurde jede einzelne DGZ-Fraktion mittels Tris-Tricin-SDS-PAGE aufge-
trennt und mit Silber gefarbt (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung des angepassten QIAD Assays. Zur
Charakterisierung der A-PrP-Interaktion wurde A((1-42) zunéchst fiir 2 h unter
Schiitteln inkubiert, um A3-Oligomere zu generieren. Zu diesen wurde eines der
in Abb. 3.10 dargestellten PrP-Konstrukte hinzugefiigt. Nach weiterer 30 miniitiger
Inkubation wurde die Probe iiber einen Saccharosedichtegradienten aufgetrennt,
fraktioniert und mittels SDS-PAGE und quantitativer RP-HPLC untersucht.
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Fiir die Probenvorbereitung vor der DGZ wurde das A fiir 2 h bei Raumtempe-
ratur unter Schiitteln inkubiert bevor eines der PrP-Konstrukte fiir weitere 30 min
hinzugefiigt wurde. Vor der gemeinsamen Untersuchung von A3 mit PrP mussten
zundchst alle Ausgangsmaterialien jeweils allein im Dichtegradienten charakteri-

siert werden.

Zundchst wurde A{3(1-42) analysiert. Dazu wurden 100 ul einer 80 pM A3(1-42)
Losung fiir 2,5 h inkubiert und wie oben beschrieben untersucht. Das mit Silber
gefdarbte Gel und das dazugehorige Histogramm nach quantitativer RP-HPLC-
Analytik sind in Abbildung 3.16 gezeigt. Es wird ein breites Spektrum verschiedener
A3-Spezies unterschiedlicher Grofien erhalten, die sich iiber fast den gesamten
Dichtegradienten verteilen. Die A((1-42)-Monomere sind hierbei hauptsachlich
in der ersten Fraktion zu finden. Kleinere Oligomere in den Fraktionen 2 und 3
und etwas grofiere Oligomere, die in dieser Arbeit von Interesse sind, werden
tiberwiegend in den Fraktionen 4 bis 6 gefunden (vgl. auch hierzu [118, 128]). Sehr
grofle Oligomere bis protofibrilldre Strukturen sind ab Fraktion 7 vorhanden und
Fibrillen ab ca. Fraktion 11.
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Abbildung 3.16: Verteilung von inkubiertem A3 im Saccharosedichtegradien-
ten. Die A3-Verteilung kann mittels Tris-Tricin-SDS-PAGE visualisiert (A) sowie
mittels RP-HPLC quantifiziert werden (B). A lauft im Gel knapp oberhalb der
4,6 kDa Markerbande. Die Fraktionen sind von 1 (kleine Strukturen, oben im Gra-
dienten) bis 14 (grofie Strukturen und Fibrillen, unten im Gradienten) von links
nach rechts aufgetragen. Von besonderem Interesse sind die A{3(1-42)-Oligomere
in den Fraktionen 4 - 6.

Die Inkubationszeit von 2,5 h ist ideal, um geniigend der Oligomere in den Frak-
tionen 4 bis 6 zu generieren (ca. 35 - 40 %), grof3e fibrilldre Strukturen aber noch
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ausbleiben. Da fiir die Analyse der Ap-PrP-Interaktion insbesondere die Fraktionen
11 bis 14 von Interesse sind (siehe Kapitel 3.7.1 - 3.7.4), ist es wichtig, dass bei der
Inkubation von Af allein so wenig A3 wie moglich in diesen Fraktionen erhalten
wird, um keinen Hintergrund zu haben, was hier mit den gewidhlten Bedingungen
der Fall ist.

3.6.4 Verteilung der verschiedenen PrP-Konstrukte im

Dichtegradienten

Ebenfalls die in dieser Arbeit verwendeten PrP-Konstrukte PrP(23-230), PrP(23-144),
PrP(90-230) und PrP(23-111A41-94) wurden ohne die Zugabe von A3 untersucht.
Hierbei wurde fiir PrP(23-111A41-94) eine Ausgangskonzentration von 40 uM ver-
wendet, fiir alle anderen PrP-Konstrukte je 10 pM. Der Grund fiir die hohere Kon-
zentration im Falle von PrP(23-111A41-94) ist, dass dieses nur 35 AS lange Konstrukt
bei einer Konzentration von 10 pM nicht mittels SDS-PAGE und Silberfarbung vi-
sualisiert werden kann, trotz der hohen Sensitivitdt der Silberfarbung. Mit allen vier
Konstrukten ist zu erkennen, dass sich die Hauptmenge in den oberen Fraktionen
1 bis 3, in denen kleinere Molekiile nachgewiesen werden, befindet (Abb. 3.17 A - D).
Das lediglich 4 kDa grofse PrP(23-111A41-94) konnte ausschliefilich in den ersten
beiden Fraktionen nachgewiesen werden (Abb. 3.17 D). Bei den drei anderen Prion-
Konstrukten ist eine Konzentrationsabnahme von Fraktion 1 bis 5 zu beobachten.
Hier sind die Konstrukte mit 12 kDa (PrP(23-144)) bis 23 kDa (PrP(23-230)) grofser,
wodurch sich die Verteilung erkldren ldsst. Ebenfalls in den unteren Fraktionen
11 bis 14 konnte PrP, wenn auch nur in geringen Konzentrationen, nachgewiesen
werden. Im Falle von PrP(23-144) (Abb. 3.17 B) ist dies nahe am Detektionslimit der
HPLC und somit vernachldssigbar gering.

Ebenfalls bei PrP(90-230) (Abb. 3.17 C) ist die Konzentration an Prion in den unteren
Fraktionen niedrig, mit Ausnahme von Fraktion 14. Hier wurde in manchen Versu-
chen entweder kein PrP(90-230) nachgewiesen oder bis zu 0,9 uM, dargestellt durch
den hohen Fehlerbalken. Bei dem Volllangenkonstrukt PrP(23-230) (Abb. 3.17 A)
wurde in allen Messungen konstant 0,1 pM bis maximal 0,4 uM des Proteins in den
Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen. Dies konnte moglicherweise durch mehrere

Tau-Gefrierzyklen des Proteins zu erkldren sein.



82 3. Ergebnisse
A PrP(23-230) B PrP(23-144)
kDa M 1 14 kDa M 1 > 14
40 | 25 (-
25| ~RBe 15 [ ™
15 | = 10 |y
2,5 2,51

Konzentration PrP(23-230) [uM]

c PrP(90-230)
kDa M 1

Fraktion

123 456 7 8 91011121314

25 | -
15 L LR

—_
o

Konzentration PrP(90-230) [uM]

Fraktion

123 456 7 8 91011121314

2,0

-
[¢)]

-
o

o
2]

=
=
-
3
5
1%
q
S
o
—
o
c
e
=]
©
—
s
[
@
N
c
e
X

o
=)

12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14

Fraktion
D
PrP(23-111A41-94)
kDa M 1 > 14
10 .
4.6 [

Konzentration PrP(23-111A41-94) [uM]

45 6 7 8 9 1011 12 13 14
Fraktion

Abbildung 3.17: Verteilung aller PrP-Konstrukte im Saccharosedichtegradi-
enten. Verteilung von PrP(23-230) (A), PrP(23-144) (B), PrP(90-230) (C) und
PrP(23-111A41-94) (D) nach Tris-Tricin-SDS-PAGE und quantitativer RP-HPLC-
Analyse. Bei A - C wurden jeweils 10 uM PrP untersucht, bei D 40 uM PrP. Die
hochsten Konzentrationen wurden bei allen PrP-Konstrukten in den Fraktionen
1 - 3 nachgewiesen.
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3.7 Charakterisierung der A 3-PrP-Interaktion

Die unter Kapitel 3.6 beschriebene Charakterisierung der Ausgangsmaterialien
hat gezeigt, dass alle PrP-Konstrukte 16slich und nicht fibrillar vorliegen. Dies ist
eine Grundvoraussetzung, damit die Interaktion von Ap-Oligomeren mit 1¢slichem
PrP untersucht werden kann. Auch die A (-Inkubationszeit ist ideal, um Oligome-
re, aber keine Fibrillen zu generieren. Letztere wiirden ebenfalls die quantitative
Charakterisierung der A3-PrP-Interaktion storen.

3.7.1 Verteilung von A3(1-42) mit PrP(23-230)

Nachdem A(1-42) sowie alle PrP-Konstrukte jeweils einzeln untersucht wurden,
konnte die Interaktion von A3 mit PrP charakterisiert werden. Hierfiir wurde das
Volllangenkonstrukt PrP(23-230) als erstes charakterisiert. Nach Inkubation von
80 uM AB(1-42) fiir 2 h wurde PrP(23-230) hinzugeftigt und fiir weitere 30 min
inkubiert. Insgesamt wurden vier verschiedene Konzentrationen analysiert: 2 uM,
5 uM, 10 uM und 20 uM PrP(23-230). Mit steigender PrP-Konzentration konnte be-
obachtet werden, dass sich ein weifler Niederschlag in dem Reaktionsgefafs gebildet
hat. Nach Saccharose-DGZ der Proben wurden alle erhaltenen DGZ-Fraktionen
mittels SDS-PAGE sowie RP-HPLC untersucht (Abb. 3.18).

Es ist zu erkennen, dass insbesondere die A 3(1-42)-Konzentration in den Fraktionen
4 bis 8 mit zunehmender PrP-Zugabe abnimmt und bei einer Konzentration von
20 uM PrP(23-230) in der Ausgangslosung in diesen Fraktionen gar nicht mehr
nachweisbar ist (Abb. 3.18 D und E). Damit einhergehend ist eine Zunahme von
Ap in den Fraktionen 11 bis 14 zu beobachten (Abb. 3.18 A - E). Besonders in den
Fraktionen 12 bis 14 konnen bei Zugabe von insgesamt 20 pM PrP(23-230) Af3-
Konzentrationen von 20 pM bis 40 uM pro Fraktion erreicht werden (Abb. 3.18 E).
Beim Vergleich mit der Verteilung von verschieden grofsen Standardproteinen im
Saccharosedichtegradienten (Abb. 3.9) wird deutlich, dass sich hochmolekulare
Strukturen im Megadaltonbereich aus A{3(1-42) und PrP(23-230) gebildet haben
miissen, nachfolgend Komplexe genannt.

Neben der Abnahme der A{3-Oligomere in den Fraktionen 4 bis 6 kann auch eine
AB-Abnahme in den Fraktionen 1 bis 3 beobachtet werden (Abb. 3.18 E). Diese lasst
sich durch das Gleichgewicht zwischen Af3-Monomeren und Oligomeren erkla-
ren; werden die Oligomere durch PrP-Zugabe aus dem Gleichgewicht genommen,
bilden sich aus den Monomeren neue.
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Abbildung 3.18: Verteilung von PrP(23-230) mit A3(1-42) im Saccharosedichte-
gradienten. Verteilung von Af mit 2 uM (A), 5 uM (B), 10 uM (C) oder 20 uM
PrP(23-230) (D), analysiert durch Tris-Tricin-SDS-PAGE. RP-HPLC-Analysen der
A-Verteilungen sind in E, PrP-Verteilungen in F dargestellt. Mit zunehmender
PrP-Menge wird eine Abnahme der Ap-Oligomere (Fraktionen 4 - 6) und eine Af3-
Zunahme in den Fraktionen 11 - 14 beobachtet. PrP(23-230) kann fast ausschliefSlich
in den Fraktionen 11 - 14 nachgewiesen werden.
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Bei Betrachtung der PrP-Verteilung ist zu erkennen, dass mit allen untersuchten
PrP-Konzentrationen das meiste PrP ebenfalls in den Fraktionen 11 bis 14 nachge-
wiesen werden kann (Abb. 3.18 F). Dies ist ein deutlicher Unterschied verglichen
mit der Kontrolle (Abb. 3.17 A), bei der PrP(23-230) hauptsachlich in den Fraktionen
1 bis 3 vorliegt. Nach 20 uM PrP(23-230)-Zugabe liegen die Konzentrationen in den
Fraktionen 11 bis 14 zwischen 4 uM und 9 uM. Zusitzlich konnen hier PrP-Banden
in den oberen Fraktionen (ca. 1 bis 3) beobachtet werden (Abb. 3.18 D und F). Gleich-
zeitig ist in diesen Fraktionen ebenfalls A3 enthalten. Dieses ,,Ubrigbleiben” von
A bestatigt, dass PrP die Af3-Oligomere und nicht die Monomere bindet, sowie
die Tatsache, dass PrP(23-230) bei einer eingesetzten Konzentration von 20 pM im
Uberschuss vorliegt und die Bindung zwischen A und PrP definiert ist.

Im Falle von 10 uM PrP(23-230)-Zugabe werden erstmalig keine PrP-Banden in
den Fraktionen 1 bis 9 erhalten, was ein Hinweis darauf ist, dass alles PrP an Af3
gebunden ist (Abb. 3.18 C). Nach Hinzufiigen von 2 uM bzw. 5 uM PrP(23-230)
zu AB-Oligomeren kénnen schwache PrP-Banden in den mittleren Fraktionen 4
bis 10 beobachtet werden, die mit ebenfalls schwachen A{3-Banden einhergehen
(Abb. 3.18 A und B). Die Banden in diesem Bereich konnten durch die Bildung von
zundchst kleineren Komplexen erklart werden, welche sich durch Zugabe hoherer
PrP-Mengen zu den hochmolekularen Komplexen in den Fraktionen 11 bis 14 ver-
kniipfen. Diese Annahme wird in dem Kapitel 3.7.6 genauer untersucht.
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass sich durch Zugabe von PrP(23-230) zu vorin-
kubiertem A{3 hochmolekulare Komplexe bilden, die mittels RP-HPLC quantifiziert
werden konnen. Dies ermoglicht eine Berechnung der Stochiometrien zwischen Af3
und PrP(23-230) innerhalb der Komplexe, welche dem Kapitel 3.7.5 zu entnehmen
sind.

3.7.2 Verteilung von A3(1-42) mit PrP(23-144)

Es ist bekannt, dass die fiir die Bindung wichtigen Regionen fiir AB-Oligomere
auf der PrP-Aminosduresequenz in den Bereichen 23 - 27 und ca. 95 - 110 lie-
gen [57, 59-62]. Ein PrP-Konstrukt, welches diese beiden Binderegionen enthalt,
ist das N-terminale PrP(23-144), welches auch hdufig als Y145Stop Prion-Protein
bezeichnet wird (vgl. Kapitel 1.4.3). Dieses C-terminal verkiirzte Konstrukt wird
mit einer Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom dhnlichen Krankheit assoziiert
und soll hier ebenfalls untersucht werden. In dieser Arbeit ist es dabei von beson-
derem Interesse, ob mit diesem Konstrukt dhnliche Eigenschaften und A /PrP-
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Stochiometrien erzielt werden konnen wie mit dem Vollldingenkonstrukt PrP(23-230).
Die Durchfiihrung erfolgte analog zu den Versuchen mit PrP(23-230). Es wurden
entweder 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM oder 60 pM PrP(23-144) zu jeweils
80 uM AB(1-42) hinzugefiigt. Die Messung mit 60 pM wird hier nicht gezeigt, da
sie der Untersuchung mit 40 uM PrP(23-144) sehr dhnlich ist; die Stochiometrien
dieser Messung werden aber in Kapitel 3.7.5 dargestellt und die Verteilung von A
und PrP(23-144) im Dichtegradienten ist dem Anhang zu entnehmen (Abb. 5.5).
Hinzuftigen von PrP(23-144) zu vorinkubiertem A fiihrte wie auch bei PrP(23-230)
zu einer Triibung der Losung, welche mit zunehmender PrP-Konzentration stiarker
war. Mit steigenden PrP(23-144)-Konzentrationen in der Ausgangslosung kann
hauptsachlich eine Af3-Abnahme in den Oligomer enthaltenden Fraktionen 4 bis
6 und eine Ap-Zunahme in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen werden (Abb.
3.19). Hierbei werden Konzentrationen von 15 uM bis 25 uM A in den unteren
Fraktionen 11 bis 14 nach Hinzuftigen von 10 uM oder 20 uM PrP(23-144) erhalten
(Abb. 3.19 D, E und G). Eine Abnahme der A{3-Monomere (Abb. 3.19 G) lasst sich
-wie schon in Kapitel 3.7.1 erwédhnt- durch das Gleichgewicht zwischen Monomeren
und Oligomeren erkldren. Mit Ausnahme der Probe, die 40 uM PrP(23-144) enthalt,
kann bei allen anderen Proben beobachtet werden, dass das PrP ausschliefslich in
den Fraktionen 11 bis 14 vorliegt (Abb. 3.19 B - F, H). Erst nach Hinzufiigen von
40 uM PrP(23-144) werden ca. 10 % des PrP(23-144) in den oberen Gradientenfrak-
tionen 1 bis 3 erhalten, da das PrP bei diesen Mengen im Uberschuss vorliegt. Die
PrP(23-144)-Konzentration in den Fraktionen 11 bis 14 liegt bei bis zu 22 uM. Nach
Zugabe von 20 uM PrP(23-144) werden Werte von maximal 7 uM in den unteren
Fraktionen erhalten (Abb. 3.19 H).

Hohere Fehlerbalken -insbesondere bei den Fraktionen 11 bis 14, in denen sich die
Komplexe befinden- lassen sich durch die manuelle Fraktionierung der Dichtegra-
dienten erkldaren. Hierbei passiert es, dass beispielsweise bei einem Experiment
die grofite Menge der Komplexe in Fraktion 12, beim nédchsten Experiment aber
in Fraktion 13 nachgewiesen wird. Deshalb liegt der Fokus auch nicht darauf, in
welcher einzelnen Fraktion die A3-PrP-Komplexe nachgewiesen werden, sondern
die Fraktionen 11 bis 14 werden als eine Einheit betrachtet und dies auch bei der
Berechnung der Stochiometrien so berticksichtigt (siehe Kapitel 3.7.5).
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Abbildung 3.19: Verteilung von PrP(23-144) mit A3(1-42) im Saccharosedichte-
gradienten. Verteilung von Af allein (A) oder mit 2 uM (B), 5 uM (C), 10 uM (D),
20 uM (E) oder 40 uM PrP(23-144) (F), analysiert durch Tris-Tricin-SDS-PAGE. Af3-
Konzentrationen in den einzelnen Fraktionen sind in G, PrP-Konzentrationen in H
dargestellt. Mit zunehmender PrP-Menge wird eine Abnahme der Ap-Oligomere
(Fraktionen 4 - 6) und eine Af3-Zunahme in den Fraktionen 11 - 14 beobachtet.
PrP(23-144) kann in den Fraktionen 11 - 14 nachgewiesen werden, bei Zugabe von
40 uM auch in den Fraktionen 1 - 3.
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3.7.3 Verteilung von A3(1-42) mit PrP(90-230)

Ein weiteres in dieser Arbeit untersuchtes PrP-Konstrukt ist das C-terminale
PrP(90-230). Dieses Konstrukt beinhaltet die Bindestelle fiir A3-Oligomere an Posi-
tion 95 - 110, die vorderste Bindestelle bei den Aminosduren 23 - 27 fehlt jedoch (vgl.
Kapitel 3.6). Jeweils 2 uM, 5 uM, 10 uM oder 20 uM PrP(90-230)-Zugabe zu 80 uM
inkubiertem A3 wurden untersucht (Abb. 3.20). Bei allen eingesetzten PrP(90-230)-
Konzentrationen kann beobachtet werden, dass PrP(90-230) iiberwiegend in den
oberen Gradientenfraktionen 1 bis 5 nachgewiesen werden kann (Abb. 3.20). Diese
Verteilung dhnelt sehr stark der Verteilung der PrP(90-230)-Kontrolle (Abb. 3.17 C).
Selbst bei PrP(90-230)-Zugabe von 20 uM werden weniger als 1 uM PrP(90-230) pro
Fraktion in den Fraktionen 11 bis 14 erhalten (Abb. 3.20 F). Dies entspricht etwa
14 - 18 % der eingesetzten PrP(90-230)-Menge. In den Fraktionen 1 und 2 konnen
hingegen noch maximal 4,5 uM bzw. 3,5 uM PrP(90-230) nach Zugabe von 20 uM
PrP(90-230) nachgewiesen werden.

Bei steigender PrP(90-230)-Zugabe ist lediglich eine leichte Af3-Abnahme in den
Oligomer enthaltenden Fraktionen 4 bis 6 und eine AB-Zunahme in den Frak-
tionen 11 bis 14 zu beobachten (Abb. 3.20 A - E). Hierbei werden 4 - 7 uM Af3
in den Fraktionen 11 bis 14 nach Hinzufiigen von 20 uM PrP(90-230) erhalten
(Abb. 3.20 E). Diese Mengen entsprechen lediglich 25 - 35 % des nachgewiesenen
A (vgl. hierzu Kapitel 3.7.5). Insgesamt erinnert die A3-Verteilung selbst bei maxi-
maler PrP(90-230)-Zugabe von 20 uM an die A(3-Verteilung ohne PrP. Lediglich die
Konzentration von A3 pro Fraktion ist etwas niedriger.

Diese Ergebnisse zeigen, dass auch mit PrP(90-230) leicht erhdhte Proteinmengen,
sowohl A als auch PrP(90-230), in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen wer-
den konnen, verglichen mit den Kontrollen, jedoch weniger als mit den anderen
untersuchten PrP-Konstrukten.
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Abbildung 3.20: Verteilung von PrP(90-230) mit A3(1-42) im Saccharosedichte-
gradienten. Verteilung von Af mit 2 uM (A), 5 uM (B), 10 uM (C) oder 20 uM
PrP(90-230) (D), analysiert durch Tris-Tricin-SDS-PAGE. A 3-Konzentrationen in
den einzelnen Fraktionen sind in E, PrP-Konzentrationen in F dargestellt. Mit
steigender PrP-Menge wird eine geringe Af3-Zunahme in den Fraktionen 11 - 14
beobachtet. PrP(90-230) befindet sich tiberwiegend in den Fraktionen 1 - 5. Nur
geringe Konzentrationen werden in den Fraktionen 11 - 14 nachgewiesen.
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3.7.4 Verteilung von A(3(1-42) mit PrP(23-111A41-94)

Neben den bereits analysierten PrP-Konstrukten ist es in dieser Arbeit ebenfalls von
groflem Interesse ein PrP-Konstrukt zu untersuchen, welches die Octarepeat-Region
auf dem PrP (Aminosduren 51 - 91) nicht beinhaltet. Der Grund hierfiir ist, dass
die AS, die sich in der Octarepeat-Region befinden, sich in dhnlicher chemischer
Umgebung befinden und somit bei NMR-Messungen nicht auseinander gehalten
werden konnen (siehe Kapitel 3.6.2). Deshalb soll ein Konstrukt ohne diese Region
zundchst mittels Saccharose-DGZ analysiert und mit den anderen PrP-Konstrukten
(PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(90-230)) verglichen werden. Hierbei wurde das
PrP(23-111A41-94) gewdhlt, welches auf der Verdffentlichung von Fluharty et al. [60]
basiert. Mit diesem -von ihnen als P2 bezeichneten- Konstrukt wurde ein Kp-Wert
von 26,3 nM gegeniiber Ap-Oligomeren erhalten [60].

Das synthetische PrP(23-111A41-94) wurde in dieser Arbeit in den drei Konzen-
trationen 10 uM, 20 uM und 40 uM untersucht (Abb. 3.21). Die Konzentrationen
2 uM und 5 pM, mit denen alle anderen PrP-Konstrukte analysiert wurden, wurden
bewusst nicht untersucht, da dieses nur 35 AS lange PrP-Konstrukt nur geringe
Absorptionssignale bei RP-HPLC-Messungen aufweist und bei sehr niedrigen Kon-
zentrationen das Detektionslimit der HPLC erreicht wird. Die Auswertungen von
Messungen mit niedrigeren als den untersuchten Konzentrationen wéren somit
deutlich kritischer und mdoglicherweise fehlerbehaftet.

Nach Hinzufiigen von 10 uM, 20 pM oder 40 uM PrP(23-111A41-94) ist eine Abnah-
me der Af-Banden in den Fraktionen 4 bis 9 und eine A{3-Zunahme in den Fraktio-
nen 11 bis 14 zu beobachten (Abb. 3.21 A - E). In diesen Fraktionen konnen bis zu
20 uM A pro Fraktion nach Zugabe von 20 uM oder 40 pM PrP(23-111A41-94) (Aus-
gangslosung) nachgewiesen werden (Abb. 3.21 E). Ebenfalls ist eine A3-Abnahme
in den Fraktionen 1 bis 3 zu erkennen. Diese l&sst sich durch das Gleichgewicht
zwischen Monomeren und Oligomeren erklédren (siehe auch 3.7.1).

Bei den Messungen mit 10 uM PrP(23-111A41-94) in der Ausgangslosung konnte
alles an PrP in den DGZ-Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen werden (Abb. 3.21 B, F).
Bei den Messungen mit 20 uM und 40 uM PrP(23-111A41-94) liegt dieses im Uber-
schuss vor, weshalb das PrP zusitzlich in den oberen Fraktionen 1 und 2 verifiziert
werden konnte (Abb. 3.21 F). Die PrP-Konzentrationen in den Fraktionen 11 bis 14
liegen nach Zugabe von 10 pM oder 20 pM PrP(23-111A41-94) maximal bei 3 uM
pro Fraktion.
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Abbildung 3.21: Verteilung von PrP(23-111A41-94) mit A3(1-42) im Saccharose-
dichtegradienten. Verteilung von Af allein (A) oder mit 10 uM (B), 20 uM (C)
oder 40 uM PrP(23-111A41-94) (D), analysiert durch Tris-Tricin-SDS-PAGE. Af3-
Konzentrationen in den einzelnen Fraktionen sind in E, PrP-Konzentrationen in
F dargestellt. Mit steigender PrP-Menge wird eine Af-Zunahme in den Frak-
tionen 11 - 14 beobachtet. PrP(23-111A41-94) wird bei allen untersuchten PrP-
Konzentrationen in den Fraktionen 11 - 14 nachgewiesen, bei Zugabe von 20 uM
und 40 uM auch in den Fraktionen 1 und 2 (F).
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Bemerkenswert ist, dass PrP(23-111A41-94) in den Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gelen bei
den gegebenen Bedingungen nicht oder nur sehr schwach mittels Silberfarbung
sichtbar gemacht werden kann (Abb. 3.21).

Beim Vergleich aller PrP-Konstrukte féllt auf, dass nach Zugabe gleicher PrP-
Konzentrationen im Falle von PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(23-111A41-94)
wesentlich mehr A{ in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen und mit diesen Kon-
strukten hochmolekulare Ap-PrP-Komplexe erhalten werden konnen. Folglich wird
weder die strukturierte Doméane des PrPs, welche ab ca. AS 128 beginnt [40], noch die
Octarepeats (AS 51 - 91) fiir die Bindung an A 3-Oligomere benétigt. Mit PrP(90-230)
bilden sich weniger Komplexe als mit den anderen drei PrP-Konstrukten. Somit
kann gezeigt werden, dass das Vorhandensein der Bindestelle an Position 23 - 27
wichtig fiir die AB-PrP-Komplexbildung ist und das Vorhandensein der Bindestelle
95 - 110 allein nicht ausreicht, um Ap-Oligomere effektiv zu komplexieren.

3.7.5 Stochiometrien der verschiedenen A3-PrP-Komplexe

In den Kapiteln 3.7.1 - 3.7.4 wurden die PrP-Konstrukte PrP(23-230), PrP(23-144),
PrP(90-230) und PrP(23-111A41-94) ausfiihrlich untersucht und die Verteilungen
von A und PrP in Abhédngigkeit von der PrP-Konzentration im Dichtegradienten
gezeigt. Die RP-HPLC-Messungen erlauben eine Quantifizierung von A3 und allen
PrP-Konstrukten, sodass das Verhiltnis von A3 zu PrP innerhalb der entstande-
nen Komplexe bestimmt werden kann. Da es durch die manuelle Fraktionierung
der Dichtegradienten zu einer leichten Ungenauigkeit der Fraktionsgrofie kom-
men kann, was zu einer Positionsdnderung der Komplexe in den Fraktionen fiihrt,
werden die Fraktionen 11 bis 14 als eine Einheit betrachtet und die Stochiome-
trie pro Experiment und nicht pro Fraktion bestimmt. Die genaue Berechnung der
Stochiometrien ist dem Kapitel 2.2.19 zu entnehmen.

Tabelle 3.1: Mittelwerte und Standardabweichungen der Stochiometrien von A3
zu PrP aller untersuchten PrP-Konstrukte innerhalb der Ap-PrP-Komplexe aus
den Dichtegradientenfraktionen 11 - 14

Konzentration PrP(23-230) PrP(23-144) PrP(23-111A41-94) PrP(90-230)

2 uM 121+1,7 101+£0,8 - 6,7+ 1,5
5uM 9,6 2,3 11,3 £ 0,6 - 90x1,1
10 uyM 63+1,7 8311 11,1 +£0,5 9,6 +2,8
20 uM 42+09 48+0,3 98+0,9 10,9 + 3,2
40 uM - 3,93 £ 0,04 8,7+ 0,4 -

60 uM - 4,04 + 0,08 - -
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Alle berechneten Stochiometrien sind in Tabelle 3.1 sowie der dazugehorigen Ab-
bildung 3.22 angegeben. Mit den PrP-Konstrukten PrP(23-230), PrP(23-144) und
PrP(23-111A41-94) kénnen mit zunehmender PrP-Menge abnehmende A3 /PrP-
Verhiltnisse beobachtet werden. Folglich ist mehr PrP in den Komplexen vorhanden.
Im Falle des PrP(90-230) wird zwar eine Zunahme der Mittelwerte bei steigender
PrP-Menge beobachtet, bei Beriicksichtigung des Fehlers wird jedoch deutlich, dass
mit allen untersuchten PrP(90-230)-Konzentrationen A3 /PrP-Verhéltnisse inner-
halb desselben Bereichs erhalten werden. Dieser liegt in etwa bei einem Verhéltnis
von 8 A3 : 1 PrP(90-230) (siehe Tabelle 3.1 und Abb. 3.22). Die Menge an Af3 ist in

Monomerédquivalenten angegeben.

167 B2 .vee 20 M PP
1 VPP [ 40 pM PrP

144 _
10 uM PrP [l 60 uM PrP

12

Verhéltnis AB/PrP

PrP(23-230) PrP(23-144) PrP(23-111A41-94) PrP(90-230)

Abbildung 3.22: Stochiometrien der A(-PrP-Komplexe aller untersuchten
PrP-Konstrukte bei verschiedenen Konzentrationen. Mit den Konstrukten
PrP(23-230), PrP(23-144), PrP(23-111A41-94) und PrP(90-230) wurden die AR /PrP-
Verhiltnisse nach Hinzuftigen von 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 pM, 40 uM oder 60 uM
PrP zu 80 uM A untersucht. Im Falle von PrP(23-230) und PrP(23-144) wird mit
steigender Prion-Konzentration ein Verhiltnis von 4 A{3 : 1 PrP erhalten.

Beim Vergleich der Werte von PrP(23-230) und PrP(23-144) ist zu beobachten, dass
bei gleichen eingesetzten PrP-Konzentrationen dhnliche Stochiometrien erhalten
werden. Mit steigender PrP-Konzentration ndhern sich die Stochiometrien einem
Wert von 4 A : 1 PrP (siehe Tabelle 3.1 und Abb. 3.22). Nach Hinzuftigen von 40 uM
PrP(23-144) befindet sich dieses im Uberschuss (siehe Kapitel 3.7.2). Auch mit einer
noch hoheren PrP-Konzentration von 60 uM PrP(23-144) bleibt die Stochiometrie
unverdndert bei 4 A3 : 1 PrP. Folglich sind alle Bindestellen auf den A(-Oligomeren
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besetzt, sodass nach PrP(23-144)-Uberschuss das A /PrP-Verhiltnis konstant bleibt.
Obwohl PrP(23-230) allein fast ausschlieSlich als Monomer vorliegt, werden etwa
15 % des PrP(23-230) in den Fraktionen 11 bis 14, somit als hochmolekulare Aggre-
gate, nachgewiesen (siehe Kapitel 3.6.4, Abb. 3.17). Bei allen Berechnungen wurde
dieser PrP-Hintergrund nicht mitberechnet. Dennoch befinden sich die Stochiome-
trien in derselben Grofienordnung wie mit PrP(23-144), bei dem kaum Hintergrund
gemessen wurde (siehe Kapitel 3.6.4). Somit kann davon ausgegangen werden, dass
der mogliche Einfluss des PrP(23-230)-Hintergrunds auf die A /PrP-Stochiometrie
so gering ist, dass dieser vernachldssigt werden kann. Diese Ergebnisse bestétigen,
dass der gefaltete C-terminale Bereich des PrPs fiir die Bindung von A3-Oligomeren
nicht benotigt wird. Auch fiir PrP(23-111A41-94), welches die Octarepeat-Region
nicht beinhaltet, konnen A3 /PrP-Stochiometrien bestimmt werden (siehe Tabelle
3.1 und Abb. 3.22), da auch mit diesem PrP-Konstrukt Komplexe gebildet werden.
Trotz eines PrP-Uberschusses bei 20 uM und 40 uM PrP(23-111A41-94)-Zugabe (sie-
he Kapitel 3.7.4) kommen die Stochiometrien nicht an den Wert von 4 A3 : 1 PrP mit
PrP(23-230) bzw. PrP(23-144) heran, obwohl mit PrP(23-111A41-94) eine Bindung
an AB-Oligomere gezeigt werden konnte (siehe Kapitel 3.7.4, [60]). Mit einem Wert
von etwa 8 A : 1 PrP liegt die Stochiometrie mit PrP(23-111A41-94) doppelt so
hoch. Dies lasst sich durch die geringe Grofie des PrP(23-111A41-94) erklaren. Bei
gleichbleibender Grofle der Ap-Oligomere kann PrP(23-111A41-94) moglicherweise
aus sterischen Griinden nur jede zweite Bindestelle besetzen.

Neben den A /PrP-Stochiometrien wurde auch untersucht wie viel Prozent A3
bzw. PrP mit den unterschiedlichen PrP-Konstrukten in den Fraktionen 11 bis 14
nachgewiesen werden konnen. Hierbei wurde die Menge des in den Fraktionen 11
bis 14 befindlichen A3 bzw. PrP in Relation zu der in allen Fraktionen verifizierten
Menge gesetzt (Abb. 3.23). Dargestellt sind die Prozente bei einer Konzentration
von 20 uM, da alle vier verschiedenen Prion-Konstrukte bei dieser Konzentration
analysiert wurden. Die Prozente von A liegen mit 80 - 90 % fiir die Konstrukte
PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(23-111A41-94) nahe beieinander. Die Menge des
verifizierten PrP in den Fraktionen 11 bis 14 liegt sowohl bei PrP(23-230) als auch bei
PrP(23-144) bei nahezu 100 % (Abb. 3.23). Lediglich bei PrP(23-230) weicht dieser
Wert etwas ab, da bei diesem zum Teil auch PrP in den oberen Fraktionen 1 bis 3
nachgewiesen wurde (siehe Kapitel 3.7.1). Die PrP-Menge des PrP(23-111A41-94)
in den Fraktionen 11 bis 14 liegt zwischen 70 % und 80 % und zeigt damit an, dass
dieses PrP-Konstrukt bei einer Konzentration von 20 uM bereits im Uberschuss
vorliegt. Mit PrP(90-230) sind deutliche Unterschiede zu den anderen Konstrukten
festzustellen. Sowohl die Menge an Af3 als auch die an PrP sind mit 30 - 40 % bzw.
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15 - 18 % niedriger als mit allen anderen Prion-Konstrukten. Folglich wurden mit
PrP(90-230) weniger Ap-PrP-Komplexe erhalten.

110 ~
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90 .
80—-
70-
60-
50-
401
30—-
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Proteinmenge in Fraktionen 11-14 [%]

0 -

PrP(23-230) PrP(23-144)  PrP(23-111441-94)  PrP(90-230)

Abbildung 3.23: A(3- bzw. PrP-Menge in den A3-PrP-Komplexen in Relation
zur Gesamtproteinmenge. Untersucht wurden die PrP-Konstrukte PrP(23-230),
PrP(23-144), PrP(23-111A41-94) und PrP(90-230) bei einer Konzentration von 20 uM
in der Ausgangslosung mit 80 uM A 3. Mit PrP(90-230) wurden die geringsten Pro-
teinmengen nachgewiesen, da am wenigsten A{3-PrP-Komplexe gebildet wurden.
Berechnet wurden die prozentualen Af3- und PrP-Mengen in Fraktionen 11 bis 14,
indem diese in Relation zur Af3- und PrP-Menge aus allen Fraktionen (1 bis 14)
gesetzt wurden. Diese wurde zuvor als 100 % gesetzt.

3.7.6 Untersuchung von A(3-PrP(23-144)-Komplexen mittels
Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM)

In den Kapiteln 3.7.1 - 3.7.5 ist die AB-PrP-Interaktion ausfiihrlich charakterisiert
und die Stochiometrie zwischen Af3 und PrP in den entstandenen Komplexen
bestimmt worden. Neben den Stochiometrien sind ebenfalls die strukturellen Eigen-
schaften der AB-PrP-Komplexe in dieser Arbeit von besonderem Interesse. Deshalb
wurden die Komplexe durch Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM)
abgebildet, um einen Eindruck der strukturellen Eigenschaften zu bekommen. Hier-
bei wurde sich fiir Komplexe bestehend aus A und PrP(23-144) entschieden, da
dieses PrP-Konstrukt das gleiche Verhalten zeigt wie das Volllangen PrP(23-230) (sie-
he Kapitel 3.7.1, 3.7.2 und 3.7.5), aber bei den DGZ-Analysen des Ausgangsmaterials
nahezu kein aggregiertes Protein in den Fraktionen gemessen wurde, in denen sich
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auch die Komplexe befinden (siehe Kapitel 3.6.4). Alle gezeigten AFM-Messungen
wurden zusammen mit Elke Reinartz durchgefiihrt. Vor der Untersuchung der
AB-PrP-Komplexe wurden die Ausgangsmaterialien charakterisiert. Bei der ge-
ringen Konzentration von 200 nM bildet PrP(23-144) auf der Micaoberfldche nur
einen diinnen Proteinfilm von 1 - 2 nm (Abb. 3.24 A). Selten konnen auch Partikel
von wenigen Nanometern Hohe, jedoch nicht mehr als 10 nm, gemessen werden.
AB-Oligomere wurden fiir die Messung soweit verdiinnt, dass sie einzeln liegen,
damit sie anschlieffend ausgewertet werden kénnen. Die sphérischen Oligomere
sind zwischen 1 nm und 6 nm hoch, selten auch bis zu 10 nm (Abb. 3.24 B und C).
Hohe und Breite der Oligomere korrelieren miteinander. Im Gegensatz zu Brener et

al. [128] wurden die AFM-Aufnahmen im trockenen Zustand gemessen.

A PrP(23-144) B AB(1-42)-Oligomere  C AB(1-42)-Oligomere
- = 20+ . .
10 nm 154 ::5" ;
§10- '..‘}:::‘ '.'
& 5 ’_é)_;‘g\;fr
0nm o ° :
0 T

Hoéhe [nm]

Abbildung 3.24: Analyse der Ausgangsmaterialien mittels AFM. 200 nM
PrP(23-144) (A) und 800 nM Af(1-42)-Oligomere (B) wurden auf einen Mica-
Kristall gegeben und tiber AFM gemessen; Skala: 200 nm. Wahrend PrP einen
diinnen Film auf der Kristalloberfldche bildet, konnen bei A kleine sphérische
Oligomere mit durchschnittlich 1 - 6 nm Hohe gemessen werden. Eine Analyse
der Oligomere zeigt (C), dass Hohe und Breite der Oligomere zusammenhéngen.

Zur Herstellung der Komplexe wurden zunéchst 80 uM A fiir 2 h inkubiert und
entweder 1 uM, 5 uM oder 40 pM PrP(23-144) fiir weitere 30 min hinzugefiigt. Um
die Komplexe mit moglichst hoher Auflosung abbilden zu kénnen, mussten lose
anhaftende Proteine durch Wasch- und Zentrifugationsschritte abgelost werden.
Von den Komplexproben mit 1 uM, 5 uM und 40 uM wurden zunichst 4 x 4 um Uber-
sichtsbilder aufgenommen (Abb. 3.25). Bei allen untersuchten PrP-Konzentrationen
ist zu erkennen, dass sich die Komplexe aus zusammengeballten globuldren Struktu-
ren aufbauen. Zu beachten ist, dass die beobachteten globuldren Strukturen wesent-
lich grofier sind als die A3-Oligomere (Abb. 3.26). Mit 5 uM und 40 uM PrP(23-144)
ist es nicht moglich die Komplexe komplett auf dem 4 x 4 pm Ausschnitt abzubilden,
da diese deutlich breiter sind (Abb. 3.25 B und C).
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Abbildung 3.25: 4 x 4 um AFM-Bilder von Ap-PrP-Komplexen. ApR-PrP-
Komplexe nach Hinzufiigen von 1 pM (A), 5 uM (B) oder 40 uM PrP(23-144)
(C); Skala: 1 um. Bei allen AFM-Bildern kénnen Gebilde aus verschieden grofien
globulédren Strukturen erkannt werden, die mit steigender PrP(23-144)-Menge
kompakter werden. Insbesondere die Komplexe mit 40 uM PrP(23-144) waren
schwieriger abzubilden, da der Cantilever 6fters an den Komplexen anhaftete.
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Die Messungen waren insbesondere bei den Komplexen mit 40 uM PrP(23-144) in
der Ausgangslosung schwierig durchzufiihren, da die Oberflache der Komplexe
dufierst klebrig ist und der Cantilever aus diesen Griinden die Oberfldche nicht
gleichméfiig abtasten konnte. Auch durch die grofie Hohendifferenz zwischen
Erhohungen und Vertiefungen innerhalb dieser Komplexe war das Abbilden der
Komplexe herausfordernd, insbesondere an den Randern der Komplexe, da der
Hohenunterschied hier am grofiten ist.

20 nm 350 nm
H
0nm 0nm
350 nm 350 nm
H
0nm 0nm

Abbildung 3.26: 1 x 1 pm AFM-Bilder von A(3-Oligomeren und Ap-PrP-
Komplexen. Gezeigt sind Ap-Oligomere bei einer Konzentration von 8 uM
(A) sowie AB-PrP-Komplexe generiert durch 1 pM (B), 5 pM (C) oder 40 uM
PrP(23-144) (D) mit jeweils 80 uM Af; Skala: 200 nm. Mit verschiedenen PrP-
Konzentrationen werden unterschiedlich grofie AB-PrP-Komplexe erhalten. Alle
globuldren Strukturen sind grofier als die AB-Oligomere.

Um die drei Ansatze vergleichen zu kénnen, wurden Bereiche an der Oberfldche
der Aggregate gewihlt. So konnten Bilder erstellt werden, die frei sind von Spit-
zenartefakten, die an den Randbereichen hoher Partikel entstehen (Abb. 3.26). Die
Bilder der Komplexe (3.26 B, C und D) sind auf dieselbe Hohe von 350 nm skaliert,
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um Gemeinsamkeiten und Unterschiede feststellen zu konnen. Bei den Komplexen
bestehend aus 80 puM A und 1 pM PrP(23-144) konnen lose unregelmaflig geformte
Cluster erkannt werden, die an ,,Himbeeren” erinnern (Abb. 3.26 B). Eine Quan-
tifizierung der Groflenverteilung, so wie es bei den AB-Oligomeren durchgefiihrt
wurde (Abb. 3.24 C), ist nur bei Partikeln moglich, die sich in einer Ebene befinden.
Die einzelnen Partikel sind zwischen 20 nm und 70 nm hoch und formen ein bis zu
200 nm hohes und bis zu 2,5 um breites Aggregat. Es fillt auf, dass jede einzelne
,Kugel” innerhalb dieser Partikel grofier ist als jedes Af3-Oligomer, selbst wenn
diese bei einer Konzentration von 8 uM sehr dicht auf der Micaoberfldche liegen
(Abb. 3.26 A). Somit kann eine , Kugel” kein einzelnes Oligomer sein, sondern setzt
sich entweder aus mehreren Oligomeren zusammen oder wird von PrP(23-144)
abgedeckt.

Mit steigender PrP-Menge werden die Komplexe kompakter. Nach Zugabe von
5 uM PrP(23-144) hiangen die Substrukturen dichter aneinander und die Oberfldche
wirkt insgesamt glatter (Abb. 3.26 C). Das gesamte Aggregat ist bis zu 500 nm hoch.
Nach Hinzufiigen von 40 pM PrP(23-144) konnen Aggregate von iiber 1 um Hohe
gemessen werden. Die Substrukturen sind insgesamt sehr glatt und es konnen keine

,himbeerartigen” Strukturen mehr erkannt werden (Abb. 3.26 D).

3.7.7 Strukturelle Untersuchungen der A(3-PrP-Komplexe iiber
Festkorper-NMR-Spektroskopie

Fiir weitere strukturelle Einblicke wurden die Ap-PrP-Komplexe tiber NMR-
Spektroskopie charakterisiert. Hierbei sollten die entstandenen Komplexe urspriing-
lich tiber Fliissig-NMR-Spektroskopie gemessen werden. Es zeigte sich jedoch, dass
das Hinzufiigen von AB-Oligomeren zu PrP (sei es PrP(23-230) oder PrP(23-144))
unter Ausbildung der Komplexe zur Préazipitation der Probe fiihrte. Dies war bei
den besonders hohen Konzentrationen (bis zu mehrere hundert Mikromolar), die
fiir NMR-Proben nétig sind, direkt augenscheinlich. Dadurch waren die Komplexe
nicht mehr gelost und es konnten bei der Messung keine Resonanzen detektiert
werden.

Deshalb wurde entschieden die Ap-PrP-Komplexe tiber magic angle spinning (MAS)
Festkorper-NMR-Spektroskopie (FK-NMR) zu untersuchen. Hierfiir ist es notig
die zu untersuchende Komponente mit 3C- und /oder *N-Isotopen zu markieren.
Alle in dieser Arbeit gezeigten FK-NMR-Spektren wurden durch Anna Konig im
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Rahmen ihrer Doktorarbeit aufgenommen und ausgewertet. Zuniachst wurden Kom-
plexe bestehend aus unmarkierten Af3(1-42)-Oligomeren und 13C-15N markiertem
PrP(23-230) (Probe generiert aus 240 uM AP und 60 uM PrP(23-230)) bzw. 13C-1°N
markiertem PrP(23-144) (Probe generiert aus 240 uM A und 40 pM PrP(23-144))
untersucht (Abb. 3.27). Zum Zeitpunkt der Probenvorbereitung waren die Stéchio-
metrien, beschrieben in Kapitel 3.7.5, noch nicht bekannt.
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Abbildung 3.27: PDSD-Spektren von A3-PrP-Komplexen mit 1*C-1"N markier-
tem PrP(23-144) oder PrP(23-230). PDSD-Spektrum mit markiertem PrP(23-144),
aufgenommen bei 11 kHz MAS, -10 °C (nominal) und 30 ms Mischzeit (A). Einige
der Resonanzen kénnen den jeweiligen AS zugeordnet werden (Kreise). Uberlage-
rung von PDSD-Spektren mit markiertem PrP(23-144) (B, orange) und markiertem
PrP(23-230) (B, blau); beide aufgenommen bei 11 kHz MAS und 30 ms Mischzeit
bei -16 °C (nominal) (PrP(23-144)) oder -10 °C (nominal) (PrP(23-230)). In dem
Spektrum mit markiertem PrP(23-230) (B, blau) sind insbesondere in dem Bereich
von 35 - 45 ppm mehr Resonanzen zu erkennen sowie bei etwa 22 ppm und 62 ppm
(Thr und Val) als in dem Spektrum mit markiertem PrP(23-144) (B, orange). Ledig-
lich eine Alanin- oder Prolin-Resonanz (griine Kreise) ist ausschliefilich in dem
orangenen PrP(23-144) Spektrum enthalten.

Es fallt auf, dass trotz der verschiedenen Langen der beiden Prionkonstrukte we-
nig strukturelle Unterschiede zwischen PrP(23-230) und PrP(23-144) innerhalb der
AB-PrP-Komplexe in den gezeigten Proton-Driven Spin Diffusion (PDSD)-Spektren
sichtbar sind. Mit PrP(23-230) (Abb. 3.27 B blau) konnen jedoch mehr Threonine,
Valine und Isoleucine detektiert werden, da durch das Verkiirzen zu PrP(23-144)
nur noch 3 von 12 Threoninen, 2 von 9 Valinen und 2 von 5 Isoleucinen vorhanden
sind. Auch in dem Bereich von 35 ppm bis 45 ppm sind in den PrP(23-144)-Spektren
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weniger Signale zu erkennen (Abb. 3.27 B orange), ebenfalls erkldrbar durch eine
Reduktion an Aminosduren (verbleibend: 4 von 11 Argininen, 4 von 11 Asparaginen,
0 von 9 Glutaminséduren, 8 von 15 Glutaminen, 3 von 13 Tyrosinen, 1 von 5 Aspa-
raginsduren und 1 von 3 Phenylalaninen). In dem PDSD-Spektrum von PrP(23-144)
kann allerdings ein Peak gefunden werden, der in dem Spektrum mit PrP(23-230)
nicht zu finden ist (Abb. 3.27 B griine Kreise). Hierbei handelt es sich um mindestens
ein Alanin oder Prolin, welches stark Richtung {3-Faltblatt verschoben ist. Dennoch
treten durch das Verkiirzen des PrP(23-230) zu PrP(23-144) keine gravierenden
strukturellen Unterschiede auf, mit Ausnahme der genannten Signalreduzierungen.
Dies ist dadurch erklarbar, dass der PrP-C-Terminus fiir die Bindung nicht relevant
ist. Ein Vergleich der erhaltenen Resonanzen mit denen von Zahn et al. [40] zeigt,
dass der N-Terminus des PrPs in den PDSD-Spektren sichtbar und dhnlich zu den
Werten von Zahn et al. ist. Die Resonanzen des C-Terminus’ [40] zeigen hingegen
kaum Ubereinstimmungen mit den hier erhaltenen Signalen. Folglich wird der
sonst flexible N-terminale Bereich des PrPs durch die Bindung von AB-Oligomeren
immobilisiert.

Es ist moglich einige der Resonanzen zu unterscheiden (Abb. 3.27 A). Dies betrifft
z.B. Isoleucine, Threonine und Valine. Glutamine, Glycine, Proline und Tryptophane
hingegen, allesamt Aminosduren, die sich in den Octarepeats befinden, erzeugen
tiberlappende Signale, die nicht differenziert werden konnen. Alanine und Serine
hingegen, konnen nur teilweise aufgelost werden. So kénnen mit Hilfe dieser Pro-
ben einige strukturelle Aussagen getroffen werden, jedoch sind die Proben, bedingt
durch die Octarepeats, nicht geeignet, um eine komplette Zuordnung der Signale

vornehmen zu konnen.

Im weiteren Verlauf wurde deshalb eine A(3-PrP-Komplex-Probe hergestellt, bei der
die AB-Oligomere die einheitlich '3C-1°N markierte Spezies sind und PrP(23-144)
die unmarkierte Spezies ist. Das resultierende PDSD-Spektrum ist, bedingt durch
die geringere Lange des Peptids, deutlich tibersichtlicher (Abb. 3.28) als die Spektren
mit markiertem Prion-Protein (vgl. Abb. 3.27). Eine Unterscheidung der Resonanzen
und Zuordnung zu den verschiedenen Aminosauren ist grofstenteils moglich. Es
konnen jedoch keine Histidine in dem Spektrum identifiziert werden. Bedingt durch
die pH-Wert abhdngige Imin-Enamin-Tautomerie der Histidine werden bei dem pH-
Wert der Probe (pH 7,4) keine Resonanzen erhalten. Es zeigt sich, dass mehr als ein
Satz an Resonanzen in den Spektren gefunden werden kann, als A Aminosduren
besitzt (siehe Tabelle 3.2). Folglich muss es mehr als ein A-Konformer innerhalb

der Probe geben.
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Abbildung 3.28: PDSD-Spektrum von A -PrP-Komplexen mit 3C-1°N markier-
tem A{3(1-42) und nicht-markiertem PrP(23-144). Das Spektrum wurde bei 11 kHz
MAS, -10 °C und 30 ms Mischzeit aufgenommen. Es ist moglich viele der Reso-
nanzen den verschiedenen AS zuzuordnen. Jedoch wird mehr als ein Satz an
Resonanzen in dem Spektrum gefunden als A3 AS enthilt. Somit sind verschiede-
ne Ap-Konformere in den Af-PrP-Komplexen enthalten.
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Tabelle 3.2: Anzahl der in der Sequenz vorhandenen Aminosduren und Anzahl
der gefundenen Resonanzen

Aminosiure A R N D Q E G H I L K M F S Y V
Anz.inSeq. 4 1 1 3 1 3 6 3 3 2 2 1 3 2 1 6
Anz.gefunden 7 2 2 3 1 5 9 0 4 2 4 0 4 3 1 7

Das liefie sich entweder durch verschiedene strukturelle Anordnungen von Af
erkldren, die fiir die Komplexe benotigt wiirden, durch die Ausbildung von Af3-
Fibrillen oder dadurch, dass die Probe noch nicht komplett mit PrP(23-144) abgesét-
tigt ist und deshalb noch Bindestellen unbesetzt sind. Letzteres ware wahrscheinlich,
da zu dem Zeitpunkt der Probenherstellung die A3 /PrP-Stochiometrien (siehe Ka-
pitel 3.7.5) noch nicht bekannt waren und zur Herstellung der Probe 320 uM Af3
und 40 uM PrP(23-144) eingesetzt wurden, was einem Verhiltnis entspricht, bei
dem noch keine PrP-Sattigung vorhanden ist.

Eine 1 : 10 Verdiinnung dieser FK-NMR-Probe, die vor den Waschschritten
entnommen wurde (vgl. 2.2.22.2), wurde zur weiteren Charakterisierung tiber
Saccharose-DGZ und anschliefende RP-HPLC-Messung analysiert (Abb. 3.29).
Hierbei zeigt sich, dass ausschliefilich in der untersten Fraktion des Gradienten
Protein nachgewiesen werden kann. Dabei handelt es sich sowohl um 3C-1°N
A[(1-42) (Abb. 3.29 A oberhalb der 4,6 kDa-Markerbande) als auch um PrP(23-144)
(Abb. 3.29 A auf Hohe der 15 kDa-Markerbande).

Es ist moglich, dass in den anderen Fraktionen noch geringe Mengen an A3 oder
PrP(23-144) vorhanden sind, die aufgrund der Verdiinnung jedoch nicht nachgewie-
sen werden konnen. Dass der Komplex aus A3 und PrP(23-144) ausschliefilich in
der untersten DGZ-Fraktion gefunden werden kann, spricht fiir die Ausbildung ei-
nes hochmolekularen Komplexes, bedingt durch die hohen Proteinkonzentrationen
der Ausgangslosung. Die unterste Fraktion des Gradienten wurde tiber RP-HPLC
untersucht (Abb. 3.29 B). Es konnen sowohl Af als auch PrP(23-144) in einem Ver-
héltnis von 8,6 : 1 (einfache Messung) nachgewiesen werden. Ein Vergleich mit den
in dieser Arbeit ermittelten Stochiometrien (siehe Kapitel 3.7.5) bestédtigt eine noch
nicht vollstandige Sattigung mit PrP(23-144).
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Abbildung 3.29: Verteilung der FK-NMR-Probe im Saccharosedichtegradien-
ten. Eine 1 : 10 Verdiinnung der FK-NMR-Probe generiert aus 320 uM A3 und
40 uM PrP(23-144) wurde tiber eine Saccharose-DGZ aufgetrennt und tiber ein mit
Silber gefarbtes Tris-Tricin-SDS-Gel visualisiert (A). PrP(23-144) und AP konnen
ausschliefSlich in der untersten Fraktion gefunden werden. Diese Fraktion wurde
iiber RP-HPLC analysiert (B). Es wird ein Verhéltnis von 8,6 A3 : 1 PrP(23-144)
erhalten.

Trotz der erh6hten Anzahl an Resonanzen in dem PDSD-Spektrum der A(-PrP-
Komplexe mit 13C-1°N markiertem Ap (Abb. 3.28) ist eine partielle Zuordnung
der Signale moglich (siehe Abb. 3.30). Manche Resonanzen konnen sicher einer
Aminosdure zugewiesen werden; in den Regionen AS 3 - 5, 8 - 10 sowie 20 - 31
gibt es jedoch mehrere Sdtze an Resonanzen, teilweise bis zu drei pro Aminoséaure,
woraus sich potentiell drei unterschiedliche A(-Konformere ergeben (Abb. 3.30). Es
fehlen die Zuordnungen der Histidine (aus den oben genannten Griinden) sowie die
des Methionins. Mit Fragezeichen markierte Zuordnungen sind vermutete Verkniip-
fungen, die anhand dieser Probe jedoch nicht sicher zugewiesen werden kénnen.
Alle Reste, deren chemische Verschiebungen sich weniger als 2 ppm von Literatur-
werten unterscheiden, sind farblich markiert. Hierbei wurden immer CO-, CA- und
CB-Werte zugrunde gelegt. Griin stellt einen Vergleich mit Ravotti et al. [149], Gelb
mit Werten von Gremer et al. [27] und Pink einen Vergleich mit Werten von Lendel
et al. [150] dar. Bei den angegebenen Studien wurden entweder hexamere Bausteine
von A 3-Protofibrillen ohne PrP [150] oder A-Fibrillen [27, 149] untersucht. Fiir die
Aminosduren, die links in der Abbildung (Abb. 3.30) mit einem Fragezeichen und
einem farbigen Kasten markiert sind, liegen keine Literaturwerte vor; bei Lendel et
al. fehlt folglich der N-Terminus.
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Abbildung 3.30: Verschiedene Af-Konformere innerhalb der Ap-PrP-
Komplexe und deren Verkniipfungen. Fiir die Regionen AS 3 - 5, 8 - 10
und 20 - 31 wurden mehrere Sétze an Resonanzen im korrespondierenden PDSD-
Spektrum gefunden. Die Zahlen (rechts) geben die Nummer des Spinsystems
an und sind wichtig fiir den Verlauf der Zuordnung. Die Farben markieren
Gemeinsamkeiten mit Literaturwerten. Griin: [149], Pink: [150], Gelb: [27].
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Abbildung 3.31: Sekundire chemische Verschiebungen der Ap-Konformere in-
nerhalb der Ap-PrP-Komplexe berechnet aus der Differenz der CA- und CB-
Verschiebungen abziiglich der random coil Werte. In den Spektren (u.a. Abb. 3.28)
konnten bis zu drei Signalsédtze erkannt werden, die sich zuordnen liefSen. Fiir
alle drei moglichen AB-Konformere (griin) wurde berechnet, in welchen Berei-
chen o-Helices oder 3-Faltblatter vorliegen. Hierfiir wurden die random coil Werte
nach Wishart et al. [145] herangezogen. In A ist das Ergebnis der vorliegenden
Studie gezeigt, wobei dunkelrote Pfeile 3-Faltbldtter symbolisieren, die in allen
Konformeren enthalten sind, und hellrote solche, die nur in einzelnen Konforme-
ren vorkommen. B ist der Vergleich mit Lendel et al. [150] und C der Vergleich mit
Ravotti et al. [149].

In einer weiteren Analyse wurden durch Anna Koénig die sekundédren chemischen
Verschiebungen berechnet (Abb. 3.31). Hierbei wurden die random coil Verschiebun-
gen der verschiedenen Aminosduren (nach Wishart et al. [145]) von den jeweiligen
gemessenen CA- und CB-Verschiebungen subtrahiert und anschlieffend die Dif-
ferenz gebildet. Sofern drei oder mehr Werte hintereinander kleiner als -1,4 sind,
liegt ein 3-Faltblatt vor, bei drei oder mehr Werten hintereinander grofier als +1,4
eine x-Helix (Abb. 3.31, rote Linien). Die verschiedenen Griintone kennzeichnen
die unterschiedlichen A-Konformere und die roten Pfeile stellen 3-Faltblatter dar.
Hierbei bezeichnet A die hier vorliegende Studie (Abb. 3.31). Dunkelrote Pfeile
kennzeichnen die 3-Faltblatter, die in allen Konformeren vorhanden sind und hell-
rote Pfeile jene 3-Faltbldtter, die nur in einzelnen Konformeren enthalten sind. Bei B
sind die sekunddren chemischen Verschiebungen von hexameren Bausteinen fiir
AB-Protofibrillen gezeigt [150] und C stellt die sekunddren chemischen Verschie-
bungen von AB-Fibrillen dar [149]. Interessanterweise passen die Werte des einen
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Konformers mehr zu den Protofibrillen, die eines anderen Konformers mehr zu den
Daten der Fibrillen (vgl. Abb. 3.30 und Abb. 3.31). Nach diesen Untersuchungen
und Erkenntnissen wurde eine weitere FK-NMR-Probe hergestellt, bei der ebenfalls
Ap die markierte Spezies ist und PrP(23-144) im deutlichen Uberschuss zugegeben
wird, um sicher alle Ap-Bindestellen abzudecken (156,51 uM A mit 78,25 uM
PrP(23-144)). Mit Hilfe von RP-HPLC-Messungen der Ap-PrP-Komplexe konnte
eine A /PrP-Stochiometrie von 3,70 £ 0,12 nachgewiesen werden und verifiziert
die Stochiometrie, bei der eine PrP-Séttigung vorliegt (vgl. Kapitel 3.7.5). Mit dieser
Probe soll untersucht werden, ob erneut mehr Resonanzen erhalten werden als
Aminosduren in der Sequenz enthalten sind und folglich das Vorhandensein ver-
schiedener AB-Konformere fiir die Bildung von AB-PrP-Komplexen unabdingbar
ist oder ob nun eine eindeutige Zuordnung erhalten werden kann, weil es nur ein

ApB-Konformer innerhalb der Komplexe gibt.
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Abbildung 3.32: PDSD-Spektren von AfB-PrP(23-144)-Komplexen mit 3C-1°N
markiertem Af3(1-42) und nicht-markiertem PrP(23-144). Beide PDSD-Spektren
wurden bei 11 kHz MAS, -10 °C und 50 ms Mischzeit aufgenommen. Pink: Spek-
trum bei einem PrP(23-144)-Unterschuss (600 MHz Spektrometer), Blau: Spektrum
bei einem PrP(23-144)-Uberschuss (800 MHz Spektrometer). Unterschiede sind mit
orangenen Kreisen markiert.
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Das resultierende PDSD-Spektrum (Abb. 3.32 blau) wurde mit dem der vorherigen
Probe mit PrP-Unterschuss (Abb. 3.32 pink) verglichen. Viele Signale iiberlappen
und zeigen somit keine Verdnderung. Doch bei manchen Resonanzen kénnen Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Proben beobachtet werden (Abb. 3.32 orangene
Kreise). Diese Resonanzen konnen den Aminosduren Alanin, Isoleucin, Valin, Lysin,
Serin, Asparagin, Glutamin und Aspartat zugewiesen werden, also einigen der AS,
tiir die mit der vorherigen Probe mehr Resonanzen gefunden wurden als A3 AS
besitzt. Bei allen Unterschieden handelt es sich -wie erhofft- um ein , Verschwinden”
oder ein Verschieben der Signale in der Probe mit PrP-Uberschuss. Neue Resonan-
zen werden hingegen nicht gefunden. Es ist jedoch zu friih fiir ein abschlieffendes
Urteil, da zum Zeitpunkt des Schreibens dieser Arbeit lediglich erste Messungen
mit der neuen Probe angefertigt wurden und noch weitere Messungen durchgefiihrt
werden miissen. Somit liegt auch noch keine Zuordnung der Resonanzen fiir diese
Probe vor. Dennoch erscheint die neue Probe vielversprechend fiir einen detaillier-
teren Einblick in die strukturellen Eigenschaften der A3-PrP(23-144)-Komplexe.

3.8 Einfluss des Inhibitors Chicago Sky Blue auf die
A[3-PrP-Interaktion

Im Jahr 2015 identifizierten Risse et al. bei einem high-throughput screening die
Substanz ,Chicago Sky Blue 6B” als erstes kleines Molekiil, welches die AB-PrP-
Interaktion unterbrechen kann [103] (Struktur: Abb. 3.33 A). Hierbei bindet Chicago
Sky Blue 6B (CSB) das Prion-Konstrukt PrP(23-231) in einem 3 : 1 Verhaltnis. Fiir
diese Arbeit ist CSB insofern interessant, als dass die Auswirkung auf die AB- bzw.
PrP-Verteilung in einem Dichtegradienten nach Zugabe eines Inhibitors untersucht
werden kann. Hierbei dienen die Untersuchungen mit CSB u.a. als Vorversuch fiir
die Analysen mit A(-bindenden D-Peptiden, welche ebenfalls mit Hinblick auf ihr
Potential die AB-PrP-Interaktion zu unterbinden, analysiert werden sollen (siehe
Kapitel 3.9).

Es wurden zwei verschiedene CSB : PrP Verhiltnisse untersucht. Zum einen das in
der Literatur genannte 3 : 1 Verhéltnis sowie ein 1,5 : 1 Verhiltnis, um zu untersuchen,
ob ein CSB-konzentrationsabhéngiger Unterschied in den A{3- und PrP-Verteilungen
im Dichtegradienten erkennbar ist. Zusdtzlich wurden zwei verschiedene Reihen-

folgen gewdhlt, mit der A3, PrP und CSB vermischt wurden.
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Abbildung 3.33: Verteilung von PrP(23-144) mit A{3(1-42) in Anwesenheit
von Chicago Sky Blue 6B (CSB) im Saccharosedichtegradienten. Strukturfor-
mel von CSB (A), mit Silber gefarbte Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gele nach DGZ-
Untersuchungen bei einem Vermischen (Anmerkung ,(mix)”) von CSB und
PrP(23-144) vor Zugabe zu AB-Oligomeren (B) und (C) sowie bei spéter Zugabe
(Anmerkung ,,(2)”) von CSB zu bereits gebildeten A(3-PrP-Komplexen (D) und (E).
Es wurden entweder 15 uM oder 30 uM CSB sowie 10 uM PrP(23-144) und 80 uM
Ap eingesetzt. CSB ist in den mit Silber gefdrbten Gelen nicht zu erkennen.
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Entweder wurden PrP und CSB gemischt, fiir 30 min bei Raumtemperatur inku-
biert und gemeinsam auf 2,5 h vorinkubiertes A3 gegeben und alles zusammen
fiir weitere 30 min inkubiert (Abb. 3.33 B und C). Alternativ wurde zunéchst der
AB-PrP-Komplex gebildet, indem A oligomerisiert, PrP nach 2 h hinzugefiigt
und zuletzt CSB nach weiteren 30 min fiir 30 min zu der Losung gegeben wurde
(Abb. 3.33 D und E). Mit letzterer Methode soll untersucht werden, ob bereits beste-
hende AB-PrP-Komplexe durch CSB dissoziiert werden kénnen.

Fiir die Untersuchungen wurden das Konstrukt PrP(23-144) bei einer Konzentration
von 10 uM sowie 80 uM A in der Ausgangslosung verwendet. CSB ist in den
hier gezeigten mit Silber gefarbten Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gelen nicht zu erkennen
(Abb. 3.33). Werden CSB und PrP(23-144) gemischt und simultan auf A(-Oligomere
gegeben (Abb. 3.33 B und C), so sind CSB-konzentrationsabhédngige Unterschiede er-
kennbar. Wahrend mit der niedrigeren CSB-Ausgangskonzentration deutlich mehr
Protein (sowohl A} als auch PrP(23-144)) in den Fraktionen 12 bis 14 nachgewiesen
werden kann, sind diese Proteinmengen in den Fraktionen 12 bis 14 bei Verwen-
dung von 30 uM CSB reduziert. Gleichzeitig erinnert die A(3-Verteilung bei hoherer
CSB-Konzentration an die Verteilung der A{3-Kontrolle (siehe Kapitel 3.6.3, Abb.
3.16). Dies bedeutet, dass wesentlich mehr Ap-Oligomere noch in den Fraktionen 4
bis 6 enthalten sind. Bei der Verwendung von 15 uM CSB hingegen, ist ein Grofsteil
der AB-Oligomere in eben jenen Fraktionen kaum nachweisbar (Abb. 3.33 B).
Werden die Ergebnisse bei spater CSB-Zugabe miteinander verglichen (Abb. 3.33 D
und E), ist zu erkennen, dass mit beiden CSB-Ausgangskonzentrationen A3-PrP-
Komplexe gebildet wurden, erkennbar an den A{3- und PrP(23-144)-Banden in den
Fraktionen 12 bis 14. Folglich kann CSB bereits gebildete AB-PrP-Komplexe in der
hier untersuchten Zeit nicht wieder trennen. Quantitative RP-HPLC-Messungen
ergaben, dass insbesondere bei einem Vermischen von PrP(23-144) mit CSB die
PrP(23-144)-Ausbeuten sehr niedrig waren (nur 17 - 35 %). Auch bei genauerer
Betrachtung der Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gele ist zu erkennen, dass die PrP(23-144)-
Banden bei spiter CSB-Zugabe intensiver sind, als bei einem Vermischen von PrP(23-
144) mit CSB (Abb. 3.33). Warum weniger PrP nachgewiesen werden konnte, ist
anhand dieser Messungen nicht erkladrbar. Dieser Versuch wurde lediglich einmal
durchgefiihrt, um einen ersten Eindruck von der Wirkung eines Inhibitors auf die
AB-PrP-Interaktion beziiglich der Proteinverteilungen im Dichtegradienten zu be-
kommen. Um genauere Aussagen iiber CSB machen zu kénnen, miissten weitere
Versuche durchgefiihrt werden. Dennoch unterstiitzen diese Ergebnisse die in der
Publikation gezeigten Befunde [103], da auch hier nach Bindung von PrP(23-144)
und CSB kein bzw. deutlich weniger A3 durch PrP gebunden wurde.



3.9. Einfluss von D-Peptiden auf die Ap-PrP-Interaktion 111

3.9 Einfluss von D-Peptiden auf die
A[3-PrP-Interaktion

Neben der Charakterisierung der A3-PrP-Interaktion soll in dieser Arbeit unter-
sucht werden, ob diese Bindung beeinflusst werden kann. Das einzige kleine Mole-
kiil, das bisher bekannt ist diese Interaktion zu verhindern, ist Chicago Sky Blue 6B,
wie im vorigen Kapitel beschrieben (siehe Kapitel 3.8).

An dem ,Institute of Complex Systems Strukturbiochemie (ICS-6), Forschungszen-
trum Jiilich GmbH" sowie dem , Institut fiir Physikalische Biologie, Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf” werden D-enantiomere Peptide, nachfolgend D-Peptide
genannt, untersucht. Diese dort selektierten D-Peptide binden A(3-Oligomere mit
hoher Affinitdt unter Ausbildung amorpher, nicht-toxischer Aggregate mit hoher
molekularer Masse [115, 128]. Aufgrund der Stereoselektivitdt der im menschlichen
Korper vorkommenden Enzyme haben D-Peptide eine ldngere Verweildauer als
L-enantiomere Peptide und sind somit als mogliche Therapeutika gegen Alzheimer
geeignet [109, 117, 151]. Ein detaillierter Uberblick zu D-Peptiden als Wirkstoff
gegen Alzheimer ist dem gleichnamigen Kapitel 1.6 zu entnehmen.

In dieser Arbeit wurden 12 bzw. 24 AS lange, mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
markierte D-Peptide untersucht. Die Markierung mittels FITC erlaubt die Detek-
tion des jeweiligen Peptids tiber Fluoreszenz, sowohl in ungefarbten Tris-Tricin-
SDS-PAGE-Gelen als auch bei RP-HPLC-Messungen. Diese Markierung ist not-
wendig, da die D-Peptide aufgrund ihrer Grofie und mangels aromatischer AS
im eingesetzten Konzentrationsbereich nur sehr schwach nachgewiesen werden
konnen.

Zur Untersuchung des Einflusses der D-Peptide auf die Ap-PrP-Interaktion wurden
diese mittels Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) und anschliefSlender Tris-Tricin-
SDS-PAGE sowie RP-HPLC-Messungen aller DGZ-Fraktionen analysiert. Zur Be-
urteilung der Wirksamkeit des D-Peptids kann die Af3- bzw. PrP-Verteilung im
Dichtegradienten sowie das A3 /PrP-Verhiltnis in entstandenen Komplexen her-
angezogen werden. Beeinflusst das D-Peptid die A-PrP-Interaktion, so sollte we-
niger PrP in den Komplexen gebunden werden, da die D-Peptide mit PrP um die
Bindung zu Ap-Oligomeren konkurrieren. Dies liefle sich durch eine erhthte Kon-
zentration von monomerem PrP in den oberen DGZ-Fraktionen (ca. 1 bis 3) sowie
durch ein grofleres A3 /PrP-Verhdltnis in den hochmolekularen A (3-PrP-Komplexen

nachweisen.
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3.9.1 Einfluss des D-Peptids RD2-FITC

Als erstes wurde das 12 AS lange D-Peptid RD2-FITC untersucht, indem zunéchst
die Kontrollen durchgefiihrt wurden. Hierfiir wurde sowohl die Verteilung von RD2-
FITC allein als auch die Verteilung von RD2-FITC in Anwesenheit von PrP(23-144)
im Dichtegradienten analysiert. Wiirde RD2-FITC mit PrP(23-144) bereits hoch-
molekulare Aggregate bilden, so konnte zwischen der Bindung von RD2-FITC an
A oder an PrP(23-144) nicht unterschieden werden, was weitere Untersuchungen

hinfillig machen wiirde.

3.9.1.1 Kontrollen

40 uM RD2-FITC allein wurde mittels Saccharose-DGZ aufgetrennt und anschlie-
3end iiber Fluoreszenzdetektion nach erfolgter Tris-Tricin-SDS-PAGE nachgewiesen
(Abb. 3.34 A). RD2-FITC ist hauptsdchlich in den ersten beiden DGZ-Fraktionen
vorhanden, kann aber auch in den Fraktionen 3 und 4 schwach detektiert werden. In
allen weiteren Fraktionen kann kein RD2-FITC beobachtet werden. Folglich bleibt

dieses 16slich und bildet unter den untersuchten Bedingungen keine unloslichen

Bestandteile.
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Abbildung 3.34: Verteilung von 40 uM RD2-FITC allein oder 40 uM RD2-FITC
mit 10 uM PrP(23-144) im Saccharosedichtegradienten. Fluoreszenzaufnahme
des Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gels von RD2-FITC allein (A). RD2-FITC allein kann
in den oberen DGZ-Fraktionen 1 bis 4 verifiziert werden. Fluoreszenzaufnahme
(B, unten) und Silberfarbung (B, oben) desselben Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gels zur
Untersuchung von 40 pM RD2-FITC mit 10 uM PrP(23-144) in der Ausgangslo-
sung. Sowohl PrP(23-144) als auch RD2-FITC konnen in den Fraktionen 1 bis 4
nachgewiesen werden und bilden keine hochmolekularen Aggregate.
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Werden 40 uM RD2-FITC und 10 uM PrP(23-144) fir 30 min zusammen bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefSend {iber Saccharose-DGZ aufgetrennt
(Abb. 3.34 B), so ist die Verteilung analog zu den Untersuchungen von RD2-FITC
allein (Abb. 3.34 A) und PrP(23-144) allein (Abb. 3.17 B). Sowohl RD2-FITC als auch
PrP(23-144) werden in den oberen vier DGZ-Fraktionen nachgewiesen, insbesondere
in den ersten beiden. Um PrP(23-144) und RD2-FITC in demselben Gel nachweisen
zu konnen, wurde zunéchst die Fluoreszenz nach erfolgter Elektrophorese detektiert
und das Gel anschlieflend mit Silber gefarbt. Ob eine Bindung zwischen RD2-FITC
und PrP(23-144) stattfindet, kann anhand dieser Ergebnisse nicht beurteilt werden,
da dieser Versuch kein Bindungsassay ist. Festzuhalten bleibt, dass RD2-FITC und
PrP(23-144) zusammen keine hochmolekularen Aggregate bilden, welche sonst in
den unteren Fraktionen 11 bis 14 hétten gefunden werden miissen. Es wurde schon
in der Vergangenheit gezeigt, dass das Hinzufiigen von RD2 zu oligomerem Af in
der Bildung hochmolekularer, nicht toxischer Aggregate resultiert [118], weshalb

diese Kontrollen in der vorliegenden Arbeit nicht wiederholt wurden.

3.9.1.2 Verteilung von A[3(1-42) mit PrP(23-144) und RD2-FITC

Werden 10 uM PrP(23-144) und 40 pM RD2-FITC zunéchst miteinander gemischt
und fiir 30 min gemeinsam auf 2 h vorinkubiertes (oligomerisiertes) AP gegeben,
so entsteht eine Verteilung im Dichtegradienten wie unter Abbildung 3.35 A und
B dargestellt. PrP(23-144) kann ausschlielich in den unteren Fraktionen 11 bis 14
nachgewiesen werden. RD2-FITC ist sowohl in den oberen Fraktionen 1 bis 4 als
auch in den unteren Fraktionen 11 bis 14 vorhanden (Abb. 3.35 B blau). Hierbei
befinden sich etwa 40 - 50 % des verifizierten D-Peptids in den Fraktionen 11 bis 14.
Bei Betrachtung von A fallt auf, dass dieses sich mit 94 - 97 % fast ausschlieslich
in den Fraktionen 11 bis 14 befindet. Maximal 20 - 27 uM konnen hierbei in den
Fraktionen 12 und 13 pro Fraktion nachgewiesen werden. In Fraktion 1 befinden
sich maximal 2,5 uM Af3 (Abb. 3.35 B).

Beim Vergleich der Ap-Verteilung in Gegenwart von 10 uM PrP(23-144) in der
Ausgangslosung mit und ohne RD2-FITC (siehe Kapitel 3.7.2) fallt auf, dass mit RD2-
FITC insgesamt mehr A3 komplexiert und in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen
werden kann. So wurden ohne RD2-FITC maximal 17 uM Af3 in den Fraktionen 11
bis 14 pro Fraktion nachgewiesen, wéahrend sich noch 7,5 - 10 uM A in Fraktion 1
befanden (Abb. 3.19 G). Dies liegt daran, dass in Anwesenheit von 10 uM PrP(23-144)
nicht alles A3 gebunden wird und noch Bindestellen frei bleiben, wie in Kapitel
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3.7.2 und 3.7.5 beschrieben. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Experimente mit
RD2-FITC waren die A3 /PrP-Stochiometrien mit 40 uM PrP(23-144) jedoch noch
nicht bekannt. Zum Vergleich und zur Uberpriifung, ob RD2-FITC das Potential
besitzt die ARB-PrP-Interaktion zu beeinflussen, wurde deshalb die PrP(23-144)-
Konzentration auf 40 uM erhoht und der Versuch erneut in Dreifachbestimmung
durchgefiihrt (Abb. 3.35 C und D).
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Abbildung 3.35: Verteilung von A3, PrP(23-144) und RD2-FITC im Saccharose-
dichtegradienten bei verschiedenen PrP(23-144)-Konzentrationen. 40 uM RD2-
FITC (RD2-F) wurde entweder mit 10 uM (A, B) oder 40 uM PrP(23-144) (C, D)
gemischt und gemeinsam auf 80 uM vorinkubiertes Af3 gegeben. Die Verteilungen
im Dichtegradienten sind in den Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gelen (A, C) sowie den
RP-HPLC-Analysen (B, D) dargestellt. Mit steigender PrP(23-144)-Konzentration
in der Ausgangslosung ist weniger RD2-FITC in den Fraktionen 11 - 14 enthalten.
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Nach Mischen von 40 pM RD2-FITC mit 40 uM PrP(23-144) und simultaner Zugabe
zu inkubiertem A3 wurde eine Verteilung im Dichtegradienten, wie in Abbildung
3.35 C und D dargestellt, erhalten. Mit 83 - 88 % kann der Grofiteil des PrP(23-144)
in den Fraktionen 11 bis 14 verifiziert werden. Auch in den Fraktionen 1 bis 3 ist
PrP(23-144) nachweisbar, da dieses sich bei der untersuchten Konzentration im
Uberschuss befindet (vgl. Kapitel 3.7.2 und 3.7.5). Mit 87 - 89 % PrP(23-144) in
den Fraktionen 11 bis 14 ohne RD2-FITC-Zugabe (siehe Kapitel 3.7.2) liegen diese
PrP(23-144)-Mengen innerhalb der Standardabweichung der Werte bei RD2-FITC-
Zugabe. Folglich ist kein Unterschied in der PrP(23-144)-Verteilung erkennbar.

Bei der RD2-FITC-Verteilung fillt auf, dass lediglich 10 % des D-Peptids in den
Fraktionen 11 bis 14 vorhanden sind. Der Grofiteil befindet sich in den Fraktionen
1 bis 3 mit etwa 12,5 uM in Fraktion 1 und ca. 6 uM RD2-FITC in Fraktion 2 (Abb.
3.35 D). Folglich befindet sich bei gleicher eingesetzter RD2-FITC-Konzentration in
Anwesenheit von 40 uM PrP(23-144) weniger RD2-FITC in den Fraktionen 11 bis
14 als mit 10 pM PrP(23-144). Eine Verdrangung des PrP(23-144) durch RD2-FITC
findet somit nicht statt. Dies ist auch anhand der A3 /PrP-Stochiometrien erkennbar
(s. u.). Durch die hohen Konzentrationen an PrP(23-144) sowie RD2-FITC wird alles
AR komplexiert und befindet sich ganzlich in den Fraktionen 11 bis 14.

Um herauszufinden, ob die Reihenfolge der Zugabe von PrP(23-144) bzw. RD2-
FITC zu Ap-Oligomeren einen Einfluss auf das Ergebnis hat, wurden Versuche
durchgefiihrt, bei denen entweder RD2-FITC als erstes und PrP(23-144) als zweites
auf inkubiertes A3 gegeben wurden und umgekehrt. Hierbei wurden jeweils 40 uM
RD2-FITC sowie 10 uM PrP(23-144) in der Ausgangslosung verwendet. Es konnten
jedoch keine Unterschiede festgestellt werden. Diese Versuche wurden nur einmal
durchgefiihrt und werden hier deshalb auch nicht gezeigt, da andere Versuche

vielversprechender sind.

3.9.1.3 Verteilung von A(3(1-42) mit PrP(23-144) und 500 uM
RD2-FITC

Als letzte Versuchsreihe mit RD2-FITC wurde die RD2-FITC-Konzentration auf
500 uM erhoht, um zu iiberpriifen, ob RD2-FITC durch einen deutlichen Uberschuss
mit PrP(23-144) um die Bindestellen auf A(3-Oligomeren konkurrieren kann. Hierfiir
wurde 80 uM A fiir 2 h inkubiert, bevor das RD2-FITC zugegeben und weitere
30 min spéater auch 10 uM PrP(23-144) hinzugefiigt wurde. Nach weiteren 30 min
erfolgte die Auftrennung der Probe durch eine Saccharose-DGZ.
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AR wurde gédnzlich komplexiert und befindet sich in den DGZ-Fraktionen 11 bis 14
(Abb. 3.36). Bei der PrP(23-144)-Verteilung ist zu erkennen, dass sich dieses zwar
zum GrofSteil in den Fraktionen 11 bis 14 befindet (Abb. 3.36), dennoch kann auch in
den Fraktionen 1 bis 3 PrP(23-144) verifiziert werden (Abb. 3.36 A roter Kasten, C).
Die Konzentration an PrP(23-144) betrdgt in Fraktion 1 jedoch hoéchstens 0,4 uM
(Abb. 3.36 C). Bei Abwesenheit von RD2-FITC und Einsatz von 10 uM PrP(23-144)
in der Ausgangslosung befindet sich dieses ausschliefillich in den unteren Gra-
dientenfraktionen (vgl. Kapitel 3.7.2). RD2-FITC kann im gesamten Gradienten
nachgewiesen werden, mit hochsten Konzentrationen von 155 uM und 85 pM in
den ersten beiden Fraktionen, da das D-Peptid deutlich im Uberschuss eingesetzt
wurde. Etwa 9 % des RD2-FITC befinden sich in den Fraktionen 11 bis 14. Zwar kann
ein Finfluss auf die A3-PrP-Interaktion gezeigt werden, auch erkennbar an den er-
haltenen A3 /PrP-Stochiometrien (s.u.), doch sind daftir mit 500 uM RD2-FITC sehr
hohe Peptidkonzentrationen notig, die eine Bindung von PrP(23-144) an A3 den-
noch nicht verhindern kénnen. Folglich wurden weitere A3 bindenden D-Peptide
analysiert, mit Hinblick auf eine hohere Effektivitat (siehe Kapitel 3.9.2).

80 uM AB(1-42) + 500 uM RD2-FITC + 10 uM PrP(23-144)
A B

kDa M1 » 14 = ]gg il I AB(1-42)
25 = 2 g — ey
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Abbildung 3.36: Verteilung von Af3, PrP(23-144) und RD2-FITC im Saccharose-
dichtegradienten bei einer RD2-FITC-Konzentration von 500 M. Die Protein-
verteilungen sind durch Tris-Tricin-SDS-PAGE (A) sowie nach RP-HPLC-Analyse
(B und C) dargestellt. Mit dieser sehr hohen RD2-FITC-Konzentration in der Aus-
gangslosung kann PrP(23-144) auch in den oberen Fraktionen 1 - 3 nachgewiesen
werden (A roter Kasten, C). Dennoch wird die Bindung von PrP(23-144) an Af3
nicht komplett verhindert.
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3.9.1.4 Stochiometrien der A(3-PrP(23-144)-Komplexe in
Anwesenheit von RD2-FITC

Fiir einen Uberblick des Einflusses von RD2-FITC auf die Ap-PrP-Interaktion sind
die erhaltenen A /PrP-Stochiometrien in Tabelle 3.3 aufgelistet. (1) bzw. (2) be-
schreibt die Reihenfolge der Zugabe der angegebenen Substanz zu vorinkubiertem
Af. Andernfalls wurden PrP(23-144) und RD2-FITC gemischt und simultan auf
vorinkubiertes 80 pM A3(1-42) gegeben.

Werden 10 uM PrP(23-144) und 40 uM RD2-FITC gemischt und gemeinsam zu Af3
gegeben, so wird eine A3 /PrP-Stochiometrie von 8,6 & 0,2 innerhalb der Komplexe
erhalten (Tabelle 3.3, erste Spalte). Beim Vergleich mit der A /PrP-Stochiometrie
bei derselben eingesetzten PrP(23-144)-Konzentration ohne RD2-FITC-Zugabe mit
einem Wert von 8,3 £ 1,1 (vgl. Tabelle 3.1) ist kein Unterschied erkennbar. Auch
bei Vergleich der A /PrP-Stochiometrien mit 40 uM PrP(23-144) mit und ohne
40 uM RD2-FITC mit Werten von 4,4 4+ 0,2 bzw. 3,93 + 0,04 (siehe Tabellen 3.1 und
3.3) ist lediglich ein leichter Anstieg der Stochiometrie um 0,2 - 0,6 bei RD2-FITC-
Anwesenheit erkennbar.

Erst bei Verwendung von 500 uM RD2-FITC, bei dem zuerst das D-Peptid, danach
10 uM PrP(23-144) zu A3 hinzugefiigt wurden, wird ein von der Stochiometrie ohne
D-Peptid abweichendes A /PrP-Verhiltnis erhalten. Hier liegt dieses Verhaltnis
bei 15,1 &+ 0,4, verglichen mit 8,3 + 1,1. Jedoch sind hierfiir mit 500 uM RD2-FITC
sehr hohe Konzentrationen nétig, die eine Bindung von PrP(23-144) an A3 dennoch

nicht verhindern, weshalb nach weiteren effektiveren D-Peptiden gesucht wurde.

Tabelle 3.3: Mittelwerte und Standardabweichungen der A{/PrP(23-144)-
Stochiometrien innerhalb der AB-PrP-Komplexe aus den Dichtegradientenfrak-
tionen 11 - 14 bei verschiedenen RD2-FITC- und PrP(23-144)-Konzentrationen. Es
wurden immer 80 uM A3 verwendet.
40 YM RD2 40 ytM RD2 500 uM RD2 (1)
+10 uUM PrP  +40 uM PrP + 10 uM PrP (2)
AR /PrP-Verhiltnis 8,6 £0,2 44402 151+04

3.9.2 Einfluss des D-Peptids RD2D3-FITC

In Vorversuchen wurden die D-enantiomeren und gegen Alzheimer therapeutisch
aktiven ,, Tandempeptide” D3D3-FITC sowie RD2D3-FITC [128, 151] mit Hinblick
auf ihren Einfluss auf die AB-PrP-Interaktion analysiert. Hierbei erwies sich das
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RD2D3-FITC als das interessantere und vielversprechendere D-Peptid, weshalb es
in diesem Kapitel genauer beschrieben wird. RD2D3-FITC ist mit 24 AS doppelt
so lang wie RD2-FITC und hat ein Molekulargewicht von 3.667 Da. Bei RD2D3-
FITC handelt es sich um ein Heterodimer bestehend aus den D-Peptiden RD2 und
D3, welche head to tail miteinander verkniipft sind, und welches C-terminal den
Fluoreszenzfarbstoff FITC zur leichteren Detektion des Peptids beinhaltet. Wie bei
RD2-FITC auch wurden zunéchst die Kontrollen durchgefiihrt.

3.9.2.1 Kontrollen

Die Verteilung von 40 uM RD2D3-FITC allein im Saccharosedichtegradienten
(Abb. 3.37 A) ist analog der Verteilung von RD2-FITC allein (Abb. 3.34 A). RD2D3-
FITC wird in den Fraktionen 1 bis 4 nachgewiesen und lauft im SDS-Gel unterhalb
der 10 kDa Markerbande (Abb. 3.37 A). Auch bei der Untersuchung von 20 uM
RD2D3-FITC mit 10 uM PrP(23-144) werden beide Analyten in den oberen DGZ-
Fraktionen 1 bis 4 nachgewiesen und bilden folglich keine hochmolekularen Aggre-
gate (Abb. 3.37 B). Da RD2D3-FITC grofier ist als RD2-FITC, wird es teilweise durch
Silber eingefdrbt und ist als schwache Bande im SDS-Gel sichtbar (Abb. 3.37 B, obere
Halfte, unterhalb der 10 kDa Bande).

A RD2D3-FITC B RD2D3-FITC + PrP(23-144)
kDa M 1 > 14 kDaM 1 > 14
15 [ PrP(23-144)
10188 RD2D3-FITC
10| e
® 10[ S RD2D3-FITC
17| @ 7.

Abbildung 3.37: Verteilung von 40 ptM RD2D3-FITC allein und 20 uM RD2D3-
FITC mit 10 uM PrP(23-144) im Saccharosedichtegradienten. Fluoreszenzaufnah-
me des Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gels von RD2D3-FITC allein (A). RD2D3-FITC allein
kann in den oberen DGZ-Fraktionen 1 bis 4 verifiziert werden. Fluoreszenzauf-
nahme (B, unten) und Silberfarbung (B, oben) desselben Tris-Tricin-SDS-PAGE-
Gels zur Untersuchung von 20 uM RD2D3-FITC mit 10 uM PrP(23-144). Sowohl
PrP(23-144) als auch RD2D3-FITC konnen in den Fraktionen 1 bis maximal 4 nach-
gewiesen werden und bilden somit keine hochmolekularen Aggregate. RD2D3-
FITC ist -im Gegensatz zu RD2-FITC- auch schwach in silbergefdarbten SDS-Gelen
zu erkennen (B, oben), da es grofser ist als RD2-FITC.
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3.9.2.2 Verteilung von A 3(1-42) mit PrP(23-144) und 20 uM
RD2D3-FITC

Zur Untersuchung des Einflusses von RD2D3-FITC auf die A (-PrP-Interaktion wur-
den Konzentrationen von 80 uM A 3(1-42) und 40 uM PrP(23-144) in der Ausgangslo-
sung gewdhlt, da bei diesem Konzentrationsverhdltnis alle Bindestellen auf den Af3-
Oligomeren besetzt sind und PrP(23-144) im Uberschuss vorliegt (vgl. Kapitel 3.7.5).
Bei diesen Konzentrationen entsteht ein Verhiltnis von etwa 4 A3 : 1 PrP(23-144)
innerhalb der Komplexe. Zunichst wurde die Wirkung von 20 uM RD2D3-FITC
auf die AB-PrP-Interaktion analysiert, indem drei verschiedene Reihenfolgen fiir
das Hinzuftigen des D-Peptids zu der Probe gewidhlt wurden. Wurde RD2D3-FITC
mit PrP(23-144) vermischt und gemeinsam mit diesem fiir 30 min auf 2 h vorinku-
biertes AP gegeben, so ist dies unter dem Begriff ,,Simultan” aufgefiihrt. Alternativ
wurde entweder PrP(23-144) gemeinsam mit A3 inkubiert und RD2D3-FITC nach
2 h fiir weitere 30 min hinzugefiigt oder umgekehrt. Dies ist unter dem Begriff
,Erst..dann...” mit der jeweiligen Substanz aufgefiihrt.

Nach Vermischen von RD2D3-FITC mit PrP(23-144) und Hinzufiigen zu Af-
Oligomeren wird Af vollstindig gebunden und befindet sich in den DGZ-
Fraktionen 11 bis 14 (Abb. 3.38 A und B). Insgesamt 86 - 89 % des RD2D3-FITC
werden in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen und erreichen in den Fraktionen
12 und 13 Konzentrationen von 3 uM bis 7 uM (Abb. 3.38 A und B). Neben RD2D3-
FITC bindet ebenfalls PrP(23-144) an A3 und ist mit 61 - 64 % der nachgewiesenen
Menge bei einer A /PrP-Stochiometrie von 6,7 £ 0,2 in den Komplexen vorhanden.
Beim Vergleich mit den Werten ohne RD2D3-FITC féllt auf, dass dort 87 - 89 % des
PrP(23-144) in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen wurden und in einer A3 /PrP-
Stochiometrie von 3,93 £ 0,04 resultiert. Folglich ist bei RD2D3-FITC-Anwesenheit
bei diesen Versuchsbedingungen weniger PrP(23-144) an A3 gebunden.

Wird jedoch PrP(23-144) mit A3 zusammen inkubiert und RD2D3-FITC nach 2 h hin-
zugefiigt, so ergibt sich eine andere Verteilung im Saccharosedichtegradienten. Beim
Vergleich der Tris-Tricin-SDS-PAGE-Gele (Abb. 3.38 A und C) ist ein deutliches Fluo-
reszenzsignal des RD2D3-FITC in den Fraktionen 1 und 2 zu erkennen (Abb. 3.38 C).
Folglich hat bei frither PrP(23-144)-Zugabe weniger RD2D3-FITC an A{3-Oligomere
gebunden, weshalb dieses mit 2 uM - 3 uM in den oberen DGZ-Fraktionen verbleibt
(Abb. 3.38 D, graue Balken). Auch die erhaltene A3 /PrP-Stochiometrie von 4,2 + 0,2
zeigt, dass kein Unterschied zu A3-PrP-Komplexen ohne D-Peptid erkennbar ist, da
die Stochiometrien mit Einberechnung des Fehlers gleich sind (vgl. Kapitel 3.7.5).
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Abbildung 3.38: Verteilung von 80 uM A(, 40 uM PrP(23-144) und 20 pM
RD2D3-FITC im Saccharosedichtegradienten bei unterschiedlicher Reihenfol-
ge der RD2D3-FITC-Zugabe. Proteinverteilungen sind durch Tris-Tricin-SDS-
PAGE (A, C und E) sowie nach RP-HPLC-Analyse (B, D und F) dargestellt. Entwe-
der wurden PrP(23-144) und RD2D3-FITC (RD2D3-F) vermischt und gemeinsam
auf AB-Oligomere gegeben (Simultan) oder es wurde entweder PrP(23-144) bzw.
RD2D3-FITC wéahrend der Ap-Inkubation hinzugefiigt (Erst...dann...) und die
jeweils andere Komponente nach 2 h hinzugefiigt. Je nach Reihenfolge werden un-
terschiedliche PrP(23-144)- und RD2D3-FITC-Konzentrationen in den Fraktionen

1-3und 11 - 14 erhalten.



3.9. Einfluss von D-Peptiden auf die Ap-PrP-Interaktion 121

Nach Inkubation von Af mit RD2D3-FITC und spéater PrP(23-144)-Zugabe
(Abb. 3.38 E und F) zeigt sich eine dhnliche Verteilung im Dichtegradienten wie nach
Mischen von RD2D3-FITC mit PrP(23-144) und Hinzufiigen zu A3 (Abb. 3.38 A
und B). RD2D3-FITC befindet sich ausschliefdlich in den Fraktionen 11 bis 14 und ist
somit vollstandig in den Komplexen gebunden (Abb. 3.38 F, graue Balken). Beim
Vergleich der PrP(23-144)-Konzentrationen in den ersten beiden DGZ-Fraktionen
bei frither PrP(23-144)- bzw. RD2D3-FITC-Zugabe (Abb. 3.38 D und F, rote Balken)
fallt auf, dass mehr PrP(23-144) in den oberen DGZ-Fraktionen verbleibt (ca. 5 uM
in Fraktion 1, statt 1,5 - 2 uM), sofern RD2D3-FITC vor PrP(23-144) zu A3 gegeben
wurde. Folglich hat weniger PrP(23-144) an die AB-Oligomere gebunden als bei
spatem RD2D3-FITC-Zusatz. Bestitigt wird diese Beobachtung durch das in den
Komplexen vorhandene A /PrP-Verhiltnis von 7,7 + 0,2, welches fast doppelt so
hoch ist wie das A /PrP-Verhiltnis ohne RD2D3-FITC.

3.9.2.3 Verteilung von A[3(1-42) mit PrP(23-144) und 40 uM
RD2D3-FITC

Im weiteren Verlauf wurde die RD2D3-FITC-Konzentration in der Ausgangslosung
auf 40 uM erhoht. Die A bzw. PrP(23-144)-Konzentration wurde mit 80 uM bzw.
40 uM beibehalten. Nach Vermischen von PrP(23-144) mit RD2D3-FITC und simul-
tanem Hinzuftigen zu inkubiertem A3 werden ca. 42 - 44 % des PrP(23-144) mit
Konzentrationen von maximal 5 uM in den Fraktionen 11 bis 14 gefunden (Abb.
3.39 A und B, rote Balken). 2 - 5 uM PrP(23-144) verbleiben in den oberen beiden
DGZ-Fraktionen. Damit einhergehend befinden sich 10 - 15 uM RD2D3-FITC in den
Fraktionen 12 und 13 und folglich in den Komplexen, wéahrend lediglich maximal
3,5 uM RD2D3-FITC in der ersten Fraktion vorhanden ist (Abb. 3.39 A und B, graue
Balken). Auch die errechnete A /PrP-Stochiometrie von 10,4 + 0,4 in den Fraktio-
nen 11 bis 14 zeigt, dass weniger PrP(23-144) in den Komplexen gebunden ist als
zuvor mit 20 uM RD2D3-FITC in der Ausgangslosung.

Wird PrP(23-144) gemeinsam mit Af inkubiert (Abb. 3.39 C und D), ist die
PrP(23-144)-Verteilung analog zu dem Versuch mit 20 uM RD2D3-FITC (Abb. 3.38 C
und D). Ebenfalls bleibt die A{3/PrP-Stochiometrie von 4,0 + 0,1 gleich. Auffil-
lig sind die hohen RD2D3-FITC-Konzentrationen von bis zu 8 uM in Fraktion 1
(Abb. 3.39 C und D, graue Balken), da das D-Peptid unter diesen Versuchsbedin-
gungen weniger an die A(3-Oligomere bindet als beim Vermischen mit PrP(23-144)

und somit iiberschiissig ist.
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Abbildung 3.39: Verteilung von 80 uM A(, 40 uM PrP(23-144) und 40 pM
RD2D3-FITC im Saccharosedichtegradienten bei unterschiedlicher Reihenfol-
ge der RD2D3-FITC-Zugabe. Proteinverteilungen sind durch Tris-Tricin-SDS-
PAGE (A, C und E) sowie nach RP-HPLC-Analyse (B, D und F) dargestellt. Entwe-
der wurden PrP(23-144) und RD2D3-FITC (RD2D3-F) vermischt und gemeinsam
auf AB-Oligomere gegeben (Simultan) oder es wurde entweder PrP(23-144) bzw.
RD2D3-FITC wéahrend der Ap-Inkubation hinzugefiigt (Erst...dann...) und die
jeweils andere Komponente nach 2 h hinzugefiigt. Je nach Reihenfolge werden un-
terschiedliche PrP(23-144)- und RD2D3-FITC-Konzentrationen in den Fraktionen

1-3und 11 - 14 erhalten.
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Nach Inkubation von 40 pM RD2D3-FITC mit A und spatem Hinzufiigen von
40 uM PrP(23-144) (Abb. 3.39 E und F) befinden sich 7 - 10 uM RD2D3-FITC pro
Fraktion in den Fraktionen 12 bis 14; lediglich 2 uM des Peptids werden in der
ersten Fraktion detektiert (Abb. 3.39 F, graue Balken). Folglich werden 86 - 89 % des
RD2D3-FITC in den unteren DGZ-Fraktionen verifiziert. Im Falle von PrP(23-144)
ist es genau umgekehrt. 6 - 7 uM des PrPs werden in der ersten DGZ-Fraktion
nachgewiesen, wihrend die Konzentration in den Fraktionen 11 bis 14 unterhalb
von 2 uM PrP(23-144) pro Fraktion liegt (Abb. 3.39 F, rote Balken). Auch in der Tris-
Tricin-SDS-PAGE (Abb. 3.39 E) ist der Uberschuss an nicht gebundenem PrP(23-144)
in den Fraktionen 1 bis 3 deutlich erkennbar, wihrend sich in denselben Fraktionen
kaum RD2D3-FITC detektieren ldsst (Abb. 3.39 E, unten). Insgesamt befinden sich
lediglich 25 - 30 % des PrPs in den Fraktionen 11 bis 14. Dies ist der niedrigste
PrP(23-144)-Wert in den Komplexen aller durchgefiihrten Analysen bei D-Peptid-
Anwesenheit. Auch die A3 /PrP-Stochiometrie mit einem Wert von 14,3 £ 0,5 zeigt
die grofste Abweichung von der A /PrP-Stochiometrie ohne Peptidzugabe (vgl.
Kapitel 3.7.5).

Festzuhalten bleibt, dass bei einer Konzentration von 40 uM RD2D3-FITC in der
Ausgangslosung und gemeinsamer Inkubation von RD2D3-FITC und A(3 der grofite
Einfluss auf die AB-PrP-Interaktion gezeigt werden kann. Trotzdem kann eine
Bindung von PrP(23-144) an AB-Oligomere nicht génzlich unterbunden werden,
da in den Komplexen noch PrP(23-144) enthalten ist. Die PrP-Mengen sind jedoch
deutlich niedriger als ohne D-Peptid.

3.9.2.4 Stochiometrien der A(3-PrP(23-144)-Komplexe in
Anwesenheit von RD2D3-FITC

Nach intensiven Untersuchungen zwei verschiedener Konzentrationen und Zu-
gabereihenfolgen von RD2D3-FITC zu A{3 und PrP(23-144) wurden die A3 /PrP-
Stochiometrien innerhalb der Komplexe, bestehend aus A3, PrP(23-144) und RD2D3-
FITC, bestimmt (Tabelle 3.4 und Abb. 3.40). Als Referenz dient die Stochiometrie
ohne D-Peptid bei Verwendung derselben Af3- bzw. PrP(23-144)-Konzentrationen
(80 pM AR bzw. 40 uM PrP(23-144), vgl. Kapitel 3.7.5).

Es fallt auf, dass die Reihenfolge der RD2D3-FITC-Zugabe bei den gewihlten Ver-
suchsbedingungen einen Einfluss auf die A3 /PrP-Stochiometrie hat (Tabelle 3.4
und Abb. 3.40). Wahrend bei Verwendung von 20 uM RD2D3-FITC und Zugabe
von RD2D3-FITC zu Af-Inkubationsbeginn ein A3 /PrP(23-144)-Verhiltnis von
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7,7 £ 0,2 erhalten wird, so resultiert hingegen die Zugabe von PrP(23-144) zu Af3-
Inkubationsbeginn in einer Stochiometrie von 4,2 & 0,2, welche gleich der Referenz-
Stochiometrie ist. Beim Vermischen von 20 uM RD2D3-FITC mit 40 uM PrP(23-144)
und simultanem Zusatz zu Af3-Oligomeren ergibt sich ein AP /PrP-Verhiltnis von

6,7 £ 0,2, welches zwischen den beiden anderen Stochiometrien liegt.

Tabelle 3.4: Mittelwerte und Standardabweichungen der Af{/PrP(23-144)-
Stochiometrien innerhalb der AB-PrP-Komplexe aus den Dichtegradientenfraktio-
nen 11 - 14 bei verschiedenen RD2D3-FITC-Konzentrationen und verschiedenen
Zugabereihenfolgen. Es wurden 80 uM A und 40 uM PrP(23-144) verwendet. Die
Referenz ist bei 0 uM RD2D3-FITC angegeben.
Konzentration Simultan Erst PrP(23-144) Erst RD2D3-FITC

20 uM RD2D3-FITC 6,7 £0,2 42+0,2 7,7+0,2

40 uM RD2D3-FITC 104 +0,4 40+0,1 143 +0,5

0 uM RD2D3-FITC 3,93 £+ 0,04

Nach Erhohung der RD2D3-FITC-Konzentration in der Ausgangslosung von 20 uM
auf 40 uM wird eine dhnliche Tendenz beobachtet. Der Einsatz von 40 uM RD2D3-
FITC hat einen grofieren Einfluss auf die AB3-PrP-Interaktion als die Verwendung
von 20 uM RD2D3-FITC, erkennbar an den grofieren A3 /PrP-Verhdltnissen (Tabel-
le 3.4 und Abb. 3.40). Das hochste A /PrP-Verhiltnis mit 14,3 4+ 0,5 wird durch die
Zugabe von 40 uM RD2D3-FITC zu A3-Inkubationsbeginn erhalten. Hier wird folg-
lich die niedrigste Menge an PrP(23-144) in den A-PrP-Komplexen nachgewiesen.
Doch auch bei einer Konzentration von 40 uM RD2D3-FITC wird eine Stochiometrie
von 4,0 + 0,1 (AP /PrP) erhalten, sofern PrP(23-144) bei A3-Inkubationsbeginn zu
der Probe hinzugefiigt wird. Beim Vermischen von 40 uM RD2D3-FITC mit 40 uM
PrP(23-144) kann nach DGZ eine Af/PrP-Stochiometrie von 10,4 + 0,4 in den
Komplexen errechnet werden, welche auch hier zwischen den Werten von friiher
PrP(23-144)-Zugabe und frither RD2D3-FITC-Zugabe liegt.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Reihenfolge des RD2D3-FITC-Zusatzes
zu der Probe bei den hier untersuchten Versuchsbedingungen einen Einfluss auf die
A /PrP-Stochiometrie hat. Sofern sich bereits A(3-PrP-Komplexe gebildet haben
und RD2D3-FITC anschlieffend hinzugefiigt wird, ist kein Unterschied zu der Refe-
renz ohne D-Peptid erkennbar. Fiir einen Einfluss auf die A3 /PrP-Stochiometrie
ist ebenfalls die Konzentration von RD2D3-FITC entscheidend. Hier zeigt sich,
dass eine hohere Konzentration (40 uM) einen starkeren Effekt hat als die niedri-
gere Konzentration (20 pM). Im Vergleich zu RD2-FITC (siehe Kapitel 3.9.1) kann
mit RD2D3-FITC erstmals ein Einfluss auf die A3-PrP-Interaktion nachgewiesen

werden, ohne dass enorm hohe Konzentrationen (500 uM) nétig sind.
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Abbildung 3.40: Ap/PrP-Stochiometrien innerhalb der Ap-PrP-Komplexe in
Anwesenheit von 20 uM oder 40 tM RD2D3-FITC und verschiedenen Zugabe-
Reihenfolgen von RD2D3-FITC. Fiir alle Versuche wurde eine A(3-Konzentration
von 80 uM und eine PrP(23-144)-Konzentration von 40 pM in der Ausgangslosung
verwendet. Es ergibt sich ein Referenzwert von 4 A : 1 PrP(23-144) (vgl. Kapitel
3.7.5). Mit steigender RD2D3-FITC-Konzentration und frither Zugabe von RD2D3-
FITC (Erst RD2D3-F dann PrP) ist die Abweichung von dem Referenzwert am
groften. Bei frither PrP(23-144)-Zugabe (Erst PrP dann RD2D3-F) dndert sich die
AR /PrP-Stochiometrie zur Referenz nicht.
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4.1 Reinigung von PrP(23-230) und PrP(23-144)

In dieser Arbeit sollte die A [3-PrP-Interaktion charakterisiert und der Einfluss ver-
schiedener Substanzen (insbesondere D-Peptide) auf diese Interaktion untersucht
werden. Hierfiir mussten zunéchst die verschiedenen benoétigten Prion-Varianten
gereinigt werden. Es ist sehr wichtig, dass das PrP moglichst rein vorliegt, damit
die Ap-PrP-Interaktion oder die ermittelten Stochiometrien nicht durch Verunreini-
gungen beeinflusst werden.

Sowohl PrP(23-230) als auch PrP(23-144) wurden fiir die Untersuchungen mit und
ohne Isotopenmarkierung gereinigt. Die Reinigung von 3C-1°N PrP(23-144) er-
folgte hierbei durch Lothar Gremer und Reinhild Wurm. Ebenfalls benttigt wurde
PrP(90-230), das durch Elke Reinartz, Lothar Gremer und Florian Schmitz hergestellt
wurde.

Der pET-11a-huPrP(23-230)-Vektor war bereits im Institut vorhanden (beschrieben
in [122]), weshalb die Klonierung des Konstrukts nicht Bestandteil dieser Arbeit
ist. Fiir die Reinigung des PrP(23-230) wurde ein etabliertes Protokoll, basierend
auf Referenz [152], verwendet. Nach der Anzucht von E. coli in TB-Medium zur
Herstellung des nicht-isotopenmarkierten PrP(23-230) wurden ca. 20 g Zellen (Nass-
gewicht) pro Liter Kulturmedium erhalten. Die nachfolgenden Reinigungsschritte
tiber SEC und RP-HPLC verliefen ohne Komplikationen und es wurden etwa 29 mg
PrP(23-230) aus einem Liter Medium in hoher Reinheit (vgl. Abb. 3.6) erhalten.
Fiir die Herstellung von '°N PrP(23-230) wurde nach Zellanzucht mit 7 g E. coli-
Zellen etwa nur ein Drittel der Zellmenge erhalten, jedoch wurde mit etwa 37 mg
15N PrP(23-230) pro Liter Kultur eine etwas hohere Ausbeute generiert. Das lang-
samste Zellwachstum und die niedrigste Zellmenge mit 3,3 g Zellen pro Liter
Medium wurde bei der Herstellung von 3C-1°N PrP(23-230) verzeichnet. Mit ca.
22 mg 13C-N PrP(23-230) pro Liter Medium wurde die niedrigste Ausbeute mit
Hinblick auf das PrP(23-230)-Konstrukt erhalten. Doch auch diese geringere Menge
reichte fiir die Herstellung aller in dieser Arbeit bentigten NMR-Proben, die eine
zweifache Isotopenmarkierung voraussetzten, aus.

Zur Herstellung von PrP(23-144) wurde der pET302/NT-His-huPrP(23-144)-Vektor
durch Aziz Gauhar kloniert und das PrP(23-144) durch ihn bereits tiber gravity
flow gereinigt [123]. Das Protokoll sollte in dieser Arbeit verandert werden, sodass
PrP(23-144) tiber FPLC in grofieren Mengen gereinigt werden kann. Sowohl mit als
auch ohne Isotopenmarkierung des Mediums wurden 6 g E. coli-Zellen aus einem
Liter Kultur erhalten. Bereits nach dem IMAC-Reinigungsschritt wurden neben
PrP(23-144) kaum weitere Proteinbanden im SDS-Gel erhalten (Abb. 3.4) und das
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Protein somit in hoher Reinheit aus dem Zelllysat separiert. Es zeigte sich, dass we-
der das Aufkonzentrieren der Losung durch Zentrifugalkonzentration (Centricon)
noch das Dialysieren geeignete Schritte bei der PrP(23-144)-Reinigung sind, da es
hier zur Prézipitation und zum Verlust des Proteins kommt.

Es konnten 5,3 mg PrP(23-144) aus zwei Litern Kultur gewonnen werden, u.a.
bedingt durch den Verlust des Proteins bei den oben genannten Schritten. Die Rei-
nigung des 1°N PrP(23-144) resultierte in 3,9 mg Protein aus einem Liter Kultur.
Diese Ausbeuten sind relativ niedrig, sodass fiir die Herstellung grofierer Men-
gen PrP(23-144) eine weitere Optimierung des Protokolls wiinschenswert ist. Diese

wurde kiirzlich von Luis Macorano im Rahmen seiner Masterarbeit etabliert [146].

4.2 Anpassung des QIAD Assays

Der quantitative determination of interference with A aggqregate size distribution (QIAD)
Assay ist eine Methode zur Auftrennung und Quantifizierung von Ap-Spezies und
setzt sich aus einer DGZ mit anschlieflender RP-HPLC-Analyse der erhaltenen Frak-
tionen hinsichtlich des A[3-Gehaltes zusammen [128]. Dieser Assay sollte neben Af3
ebenfalls fiir die Quantifizierung von PrP verwendet werden, um die Stochiometrien
innerhalb entstandener AB-PrP-Komplexe zu bestimmen. Hierfiir musste der Assay
zundchst signifikant modifiziert werden. Ein Punkt ist hierbei die Verwendung
eines anderen Puffersystems, da gezeigt wurde, dass mit Phosphatpuffer infektiose
PrP(23-144)-Fibrillen gebildet werden konnen [52, 55, 147], was fiir die Untersu-
chung der Ap-PrP-Interaktion unerwiinscht ist. Tris-HCl, pH 7,4 konnte als Puffer
identifiziert werden, in dem sowohl AB-Oligomere generiert werden konnen (vgl.
Kapitel 3.4) als auch die in dieser Arbeit verwendeten PrP-Konstrukte 16slich bleiben
(vgl. Kapitel 3.6). Durch Luis Macorano wurde das Dichtegradientenmaterial von
Iodixanol auf Saccharose umgestellt [129], um weniger Absorptionssignal durch
das Gradientenmaterial bei RP-HPLC-Laufen zu erhalten, welches bei der Quantifi-
zierung von friih eluierenden Substanzen (in diesem Fall den D-Peptiden) stérend
wire. Eine Umstellung des RP-HPLC-Gradienten von isokratisch 30 % Acetonitril,
0,1 % TFA auf 10 - 40 % Acetonitril, 0,1 % TFA ermoglichte eine Unterscheidung
und Quantifizierung von D-Peptiden, PrP (alle Konstrukte) sowie Af3 innerhalb
einer Messung (vgl. Abb. 3.8). Somit wurde ein Assay erhalten, welcher optimal fiir
die Quantifizierung von allen Komponenten und folglich fiir die Bestimmung von

Stochiometrien innerhalb erhaltener Komplexe geeignet war.
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4.3 Charakterisierung der Ausgangsmaterialien

Bevor die Interaktion von A mit den verschiedenen PrP-Varianten untersucht
werden konnte, wurden zunéchst die Ausgangsmaterialien, sprich ApB-Oligomere
sowie jedes PrP-Konstrukt, einzeln untersucht. Dies ist besonders wichtig, da
jede einzelne Komponente in der Lage ist zu aggregieren und Fibrillen zu bil-
den [22, 27, 51, 55, 153, 154]. Es sollte jedoch die Interaktion von Ap-Oligomeren
mit PrP-Monomeren analysiert werden, weshalb {iberpriift werden musste, dass die
Ausgangsmaterialien genauso vorliegen. Deshalb wurden Untersuchungen tiber
CD, NMR und DGZ durchgefiihrt.

CD-Analysen (siehe Kapitel 3.6.1) haben gezeigt, dass sowohl das Volllangen-
PrP(23-230) als auch das C-terminale PrP(90-230) eine tiberwiegend «-helikale
Struktur aufweisen, zu erkennen an den Minima zwischen etwa 210 - 220 nm sowie
einem Schnitt mit der x-Achse bei 200 nm. Mit PrP(90-230) ist es etwas deutlicher zu
erkennen, dass es sich um zwei Minima handelt; bei PrP(23-230) ist die Signalinten-
sitat etwas geringer. Da PrP(23-230) auch noch den unstrukturierten N-terminalen
Bereich beinhaltet, ist davon auszugehen, dass dieser Bereich das Gesamtsignal
etwas weniger a-helikal erscheinen ldsst. Das gereinigte PrP(23-144) liegt in Losung
ungefaltet vor. Bei Betrachtung der Struktur von Volllangen-PrP (Abb. 1.3 und [40]),
wird deutlich, dass PrP(23-144) aus dem ungefalteten N-Terminus des PrPs besteht
und lediglich die Hélfte eines 3-Faltblattes beinhaltet, welches sich aufgrund feh-
lender AS im PrP(23-144) nicht ausbilden kann. So entspricht das CD-Spektrum
von PrP(23-144) (Abb. 3.11) den Erwartungen, dass dieses PrP in Losung ungefaltet
vorliegt. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit denen von Morillas et al., die zeigen
konnten, dass -bei ihnen humanes PrP(23-145)- bei pH-Werten von 5 oder 7 unge-
faltet vorliegt [155]. Auch die Spektren von Volllaingen-PrP bzw. C-terminalem PrP
stimmen mit deren tiberein.

PrP(23-230) sowie PrP(23-144) wurden dartiiber hinaus mittels liquid state NMR
untersucht. Hierbei wurden die Proteine bei verschiedenen pH-Werten, PrP(23-144)
zusatzlich bei verschiedenen Temperaturen analysiert. Die Messungen und Zuord-
nungen erfolgten durch Philipp Neudecker und Daniel Flender. Insbesondere die
Messungen beider Proteine bei neutralem pH-Wert und einer Temperatur von 20 °C
sind fiir die Charakterisierung wichtig, da die A(3-PrP-Komplexe bei diesen Bedin-
gungen generiert werden. NMR-Untersuchungen bei niedrigeren Temperaturen
(5 °C) und einem niedrigeren pH-Wert (z.B. pH 4,5) fithrten zu Spektren mit einer
hoheren Auflosung, da bei diesen Bedingungen alle AS-Seitenketten protoniert

vorliegen und der Austausch der Amidprotonen mit dem Wasser verlangsamt ist.
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Deshalb wurden verschiedene pH-Werte analysiert. Sowohl fiir PrP(23-230) als auch
tiir PrP(23-144) fiihrt die Verdnderung des pH-Wertes zur Verschiebung einiger
Resonanzen, insbesondere der Histidine (siehe Kapitel 3.6.2 sowie Bachelorarbeit
von Daniel Flender [148]). Die Verschiebung der Resonanzen bei unterschiedlichen
Temperaturen im Falle von PrP(23-144) ist bei konstantem pH-Wert fiir jede AS
gleich. Dies ist in der vorliegenden Arbeit bei neutralem pH-Wert in HEPES-Puffer
gezeigt (Abb. 3.14) sowie in der Bachelorarbeit von Daniel Flender in Natriumacetat-
Puffer bei einem pH-Wert von 4,5 [148].

Trotz einiger Verschiebungen haben weder pH-Wert noch Temperatur einen Ein-
fluss auf die Struktur von PrP(23-230) bzw. PrP(23-144). Das Volllangen-PrP ist bei
allen hier untersuchten Bedingungen stabil und weist eine {iberwiegend «-helikale
Struktur auf. Eine Zuordnung der Resonanzen ist mit Ausnahme der Octarepeats
anhand hinterlegter Daten von Zahn et al. [40] moglich (Zuordnung durch Philipp
Neudecker). Auch nach monatelanger Lagerung bei 5°C bleibt PrP(23-230) 16s-
lich. Die NMR-Messungen von PrP(23-144) unterstiitzen die Ergebnisse der CD-
Messungen und zeigen, dass PrP(23-144) ungefaltet vorliegt. Fiir die Tempera-
turmessungen wurde HEPES-Puffer verwendet, da der pH-Wert von Tris-Puffer
stark temperaturabhidngig ist. Es wurden jedoch zuséatzlich HSQC-Spektren von
PrP(23-144) in Tris-Puffer aufgenommen (siehe Abb. 5.6), die zeigen, dass auch
unter diesen Bedingungen keine Faltung des PrP(23-144) erfolgt. Es ist fiir wei-
tere Untersuchungen von PrP(23-144) mit A3 wichtig, dass sich das PrP(23-144)
nicht verdndert, da bereits gezeigt wurde, dass PrP(23-144) unter Verwendung von
Phosphatpuffer Fibrillen bildet [51, 147]. Dies wurde auch bei Verwendung von Tris-
Puffer ein einziges Mal beschrieben [51], auch wenn fiir weitere Experimente dieser
Arbeitsgruppe Phosphatpuffer zur Fibrillierung von PrP(23-144) eingesetzt wurde.
Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen hingegen keinerlei Konversion
des PrP(23-144) vom monomeren zu einem fibrilliren Zustand in Anwesenheit von
Tris-Puffer iiber mehrere Tage. Eine Zuordnung vieler Resonanzen von PrP(23-144)
ist moglich, auch hier ebenfalls ein Grofiteil der Resonanzen der Octarepeats aus-
genommen. Diese Zuordnungen wurden durch Daniel Flender durchgefiihrt und
sind seiner Bachelorarbeit zu entnehmen [148].

Vor Analyse der AB-PrP-Komplexe wurden die AB-Oligomere sowie jedes PrP-
Fragment ohne die jeweils andere Komponente iiber eine Saccharose-DGZ unter-
sucht. Das 2,5 h inkubierte A3 zeigt eine Verteilung verschiedener A3-Spezies
innerhalb des Dichtegradienten (siehe Abb. 3.16). Hierbei wird am meisten A3 in
den Fraktionen 1 bis 5 erhalten und nachfolgend nimmt die A{3-Konzentration mit

jeder Fraktion ab. Diese Verteilung entspricht derer nach Brener et al. [128], bei der
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die verschiedenen A{3-Spezies tiber einen Iodixanolgradienten aufgetrennt wur-
den. Wichtig fiir die Untersuchungen mit PrP sind insbesondere die A-Oligomere
in den Fraktionen 4 bis 6 (vgl. Kapitel 3.7.1 - 3.7.4). Zu dem Zeitpunkt vor den
Untersuchungen der AB-PrP-Komplexe war jedoch nicht sicher, mit welcher Af3-
Oligomerspezies das PrP interagieren wird, da hieriiber in der Literatur keine
Einigung herrscht [65, 67-71], insbesondere, ob kleinere Oligomere (Dimere bis
Tetramere [67-69]) oder hochmolekulare A(-Spezies gebunden werden [69, 70].
Deshalb sollte zunédchst ein breites Spektrum an Ap-Oligomeren, jedoch keine Fi-
brillen, generiert werden. Anhand der hier gezeigten Af3-Verteilung ist zu erkennen,
dass sowohl kleinere als auch bis iiber 100 kDa grofie A3-Spezies erhalten werden
(vgl. Abb. 3.9 sowie [128]). Wiirde PrP mit noch grofseren AB-Spezies interagieren,
sollte sich keine Anderung in der A-Verteilung zeigen. Ebenfalls wichtig ist, dass
bei der Verteilung von Af allein so wenig wie moglich Af in den Fraktionen 11
bis 14 vorhanden ist, da hauptsachlich dort die Ap-PrP-Komplexe nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 3.7.1 - 3.7.4). Da dies der Fall ist, sind die gewéhlten Inku-
bationsbedingungen von Af3 ideal, um sowohl geniigend Oligomere zu erhalten
als auch kaum Signal in den unteren Fraktionen, beispielsweise ausgelost durch
AB-(Proto)-Fibrillen oder nicht-gelostes Af3.

Bei der Verteilung von PrP(23-144) sowie PrP(23-111A41-94) im Saccharosedichte-
gradienten (jeweils allein) kann PrP fast ausschliefilich in den oberen Fraktionen
gefunden werden. Fiir PrP(23-144) sind dies Fraktion 1 bis maximal 5 und fiir
PrP(23-111A41-94) ausschlieSlich Fraktion 1 und 2. PrP(23-111A41-94) wurde hier-
tiir bei einer Ausgangskonzentration von 40 uM untersucht, statt der eingesetzten
10 uM fiir alle anderen PrP-Konstrukte, da es aufgrund seiner Grofie sonst nicht tiber
SDS-PAGE und Silberfarbung nachgewiesen werden kann. Lediglich bei PrP(23-144)
konnen sehr geringe Konzentrationen in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen
werden (Abb. 3.17 B). Diese Mengen liegen jedoch nah an der Nachweisgrenze der
HPLC und sind vernachldssigbar niedrig.

Mit PrP(23-230) sowie PrP(90-230) werden ebenfalls die hochsten Konzentrationen
in den Fraktionen 1 bis 5 gefunden, insbesondere in den ersten beiden Fraktionen
mit je 2 - 2,5 uM. Jedoch kann auch in den unteren Fraktionen PrP nachgewiesen
werden. Im Falle von PrP(90-230) ist dies insbesondere Fraktion 14, in der teil-
weise nichts, teilweise bis zu 0,9 uM PrP ermittelt wurden. Mit PrP(23-230) kann
in den Fraktionen 11 bis 14 Protein nachgewiesen werden. Dieser Hintergrund
ist moglicherweise durch Tau-Gefrierzyklen entstanden. Da iiber NMR gezeigt
werden konnte, dass PrP(23-230) 16slich und nicht -faltblattartig vorliegt (siehe
Kapitel 3.6.2), wird nicht davon ausgegangen, dass es sich bei dem PrP in den unte-
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ren Fraktionen um Fibrillen handelt, insbesondere deshalb nicht, da eine spontane
Fibrillogenese von PrP mehrere Wochen dauert [156] (dort gezeigt PrP(90-230)). Ob
dieser Hintergrund moglicherweise einen Einfluss auf die A(-PrP-Stochiometrien
hat, wird im nachfolgenden Kapitel diskutiert. Da sich zeigte, dass PrP(23-144) ein
dhnliches Verhalten bei der Bindung von AB-Oligomeren aufweist, wurde insbeson-
dere auf dieses PrP-Konstrukt bei den Stochiometrien geachtet, da mit PrP(23-144)
allein kaum aggregiertes Protein in den Fraktionen 11 bis 14 erhalten wurde (vgl.
Abb. 3.17 B).

4.4 Charakterisierung der A(3-PrP-Interaktion

4.4.1 Verteilung von A{-PrP-Komplexen im Dichtegradienten

Zur Untersuchung der A(-PrP-Interaktion wurden verschiedene Konzentrationen
der PrP-Konstrukte PrP(23-230), PrP(23-144), PrP(90-230) sowie PrP(23-111A41-94)
zu AB-Oligomeren hinzugefiigt, die Probe {iber einen Saccharosedichtegradien-
ten separiert und anschliefSend jede Fraktion tiber SDS-PAGE und quantitative
RP-HPLC analysiert (siehe Kapitel 3.7.1 - 3.7.4). Hierbei konnte nach Zugabe von
PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(23-111A41-94) eine Abnahme oligomerer Af3-
Spezies (insbesondere in Fraktionen 4 bis 6) und eine Af3-Zunahme in den unteren
Fraktionen beobachtet werden. Dieser Effekt war bei Verwendung von PrP(90-230)
deutlich schwécher, obgleich auch mit dieser PrP-Variante eine leichte Erh6hung
der AB-Konzentrationen in den DGZ-Fraktionen 11 bis 14 detektiert wurde. Beim
Vergleich mit der Verteilung von Standardproteinen (Abb. 3.9) fillt auf, dass das mit
669 kDa schwerste Protein Thyroglobulin bis maximal Fraktion 10 nachgewiesen
werden konnte. Die nach Hinzufiigen von PrP entstandenen Af-PrP-Komplexe
werden insbesondere in den Fraktionen 11 bis 14 erhalten. Somit ist davon auszuge-
hen, dass hochmolekulare Komplexe im Megadalton-Bereich entstanden sind.

Die Beobachtung, dass mit den Konstrukten PrP(23-230), PrP(23-144) und
PrP(23-111A41-94) eine Interaktion mit Ap-Oligomeren erhalten wurde, deckt sich
mit Literaturangaben [57, 60, 66]. So wurde bereits gezeigt, dass sich die fiir die
Bindung von A{3-Oligomeren wichtigen Bereiche auf der PrP-Sequenz an den Po-
sitionen AS 23 - 27 sowie ca. 95 - 110 befinden [57, 59-62]. Beide Bindestellen sind
auf den in dieser Arbeit verwendeten Konstrukten PrP(23-230), PrP(23-144) und
PrP(23-111A41-94), die alle mit AB-Oligomeren interagieren und hochmolekulare



134 4. Diskussion

Komplexe formen, vorhanden. Auf PrP(90-230) hingegen befindet sich lediglich eine
der beiden Bindestellen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass fiir eine effektive
Bindung von Af-Oligomeren beide Bindestellen benttigt werden, da durch Deleti-
on einer der beiden Stellen eine starke Abnahme der Bindung erfolgt [59, 61]. So
lasst sich die deutlich niedrigere AB-PrP-Komplexbildung im Falle von PrP(90-230)
durch das Nichtvorhandensein der Bindestelle an Position 23 - 27 erkldren und ist
in Einklang mit bereits publizierten Daten [59].

PrP(23-111A41-94), welches dem P2-Konstrukt nach Fluharty et al. entspricht [60],
besteht aus insgesamt 35 AS, enthilt beide Binderegionen fiir AB-Oligomere, jedoch
keine Octarepeats. SPR-Messungen dieses P2-Konstrukts zeigten, dass die resonance
units (RU) nach Bindung von A{3-Oligomeren um 72 % reduziert sind als mit dem
N1-Konstrukt (PrP(23-111)) [60]. Der angegebene Kp-Wert fiir P2 von 26,3 nM ist
jedoch sogar etwas niedriger als der fiir N1 mit 40,9 nM [60]. Folglich ist die Bindung
von AB-Oligomeren an dieses stark verkiirzte Prion-Konstrukt ebenfalls hochaf-
tin. Der Riickgang der RUs ist durch die verringerte Grofie erkldarbar. Nach SPR-
Untersuchungen eines PrP-Konstrukts ohne Octarepeats (A51-94) an A(3-Oligomere
durch Chen et al. konnte kein messbarer Effekt verglichen mit dem Wildtyp-PrP
festgestellt werden [59]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Octarepeat-Region nicht
tiir die Bindung benétigt wird und erkldren die Affinitdten von Fluharty et al. [60].
Auch Laurén et al. konnen nach Deletion der AS 52 - 91 des PrPs eine signifikante
Bindung von A(1-42)-Oligomeren beobachten [57].

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von Chen
et al. [59] und Laurén et al. [57] tiberein, da auch bei den hier in Kapitel 3.7.4 gezeig-
ten Daten eine Interaktion von PrP(23-111A41-94) mit A(3(1-42)-Oligomeren beob-
achtet werden kann. So ist bereits nach Hinzufiigen von 10 uM PrP(23-111A41-94) in
den DGZ-Fraktionen 4 bis 9 kein A3 mehr nachweisbar (Abb. 3.21 B und E). Selbst
in Fraktion 3 befinden sich maximal 0,5 uM Af. Niedrigere PrP(23-111A41-94)-
Konzentrationen als 10 uM wurden nicht untersucht, da mit PrP(23-111A41-94) nur
schwache Absorptionssignale bei RP-HPLC-Messungen erhalten wurden und bei
niedrigeren PrP-Konzentrationen das Detektionslimit der HPLC erreicht wurde
und PrP(23-111A41-94) folglich nicht mehr nachgewiesen werden konnte.

Mit dem Riickgang oligomerer A3-Spezies einhergehend ist eine Af3-Zunahme in
den Fraktionen 11 bis 14 zu beobachten. Diese lasst sich durch entstandene A 3-PrP-
Komplexe erkldren. Somit werden auch mit dem kurzen PrP(23-111A41-94), das
kaum mehr AS beinhaltet als die Regionen der beiden A{3-Bindestellen, hochmole-
kulare Komplexe erhalten. Die hohen Fehlerbalken (Abb. 3.21 E und F) lassen sich
dadurch erklédren, dass die Komplexe durch die manuelle Fraktionierung des Gradi-
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enten nicht immer in derselben Fraktion zu finden sind. Trotz der Beobachtung, dass
PrP(23-111A41-94) AB-Oligomere bindet, werden mit diesem PrP-Konstrukt andere
Stochiometrien erhalten (8,7 = 0,4 bei 40 uM PrP(23-111A41-94)-Zugabe) als mit
PrP(23-230) bzw. PrP(23-144). Dies ist moglicherweise durch sterische Hinderung
erkldrbar. Diese Ergebnisse werden im Detail in Kapitel 4.4.2 diskutiert.

Ebenfalls nach Hinzuftigen von PrP(23-230) und PrP(23-144) zu Af ist insbeson-
dere bei den oligomeren A(-Spezies ein Riickgang zu beobachten, da zunéichst
in den Fraktionen 1 bis 3 A tibrig bleibt, wahrend die Ap-Konzentrationen der
folgenden Fraktionen bis einschliefslich Fraktion 9 starker abnehmen. Hierbei ist
insbesondere ein Riickgang der Af3-Konzentrationen bei den Fraktionen 4 bis 6 zu
beobachten. Fiir einen genauen Uberblick ist die AB-Verteilung von Fraktion 1 bis
10 fiir alle verwendeten PrP-Varianten nach Zugabe von jeweils 10 uM vergleichend
dargestellt (Abb. 4.1). Die Fraktionen 11 bis 14 werden nicht gezeigt, um einen
deutlicheren Blick auf die mittleren Fraktionen, in denen sich die AB-Oligomere
befinden, zu haben. Mit PrP(90-230) (Abb. 4.1 grau) ist die Abweichung von der Af3-
Verteilung ohne PrP (Abb. 4.1 cyan) am niedrigsten. Hier konnen in den Fraktionen
4 bis 6 noch zwischen 5 - 7 uM A pro Fraktion nachgewiesen werden.

16 1

1= I 80 uM AB(1-42)

14 4 80 uM AB(1-42) [+ 10 uM PrP(90-230)]
= ] I 80 uM AB(1-42) [+ 10 uM PrP(23-230)]
S 124 I 80 uM AB(1-42) [+ 10 uM PrP(23-144)]
~ I 30 uM AB(1-42) [+ 10 uM PrP(23-111A41-94)]
¥ 10+
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c ]
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T ]
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E 4
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Abbildung 4.1: A3-Verteilung nach Hinzufiigen von 10 M der verschiedenen
PrP-Varianten. Zur Ubersicht der Abnahme der AB-Oligomere werden nur die
Fraktionen 1 bis 10 dargestellt. Mit PrP(90-230) (grau) ist der Unterschied zu der
Ap-Verteilung ohne PrP (cyan) am geringsten. Hinzufiigen von PrP(23-230) (blau),
PrP(23-144) (griin) oder PrP(23-111A41-94) (violett) resultiert in einem starken
Riickgang oligomerer Ap-Spezies, besonders in den Fraktionen 4 bis 6.
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Im Falle von PrP(23-230) (Abb. 4.1 blau) liegen die A(3-Konzentrationen in den Frak-
tionen 4 bis 6 hingegen bei maximal 2 uM pro Fraktion, wahrend mit PrP(23-144)
(Abb. 4.1 griin) hochstens 1 pM nachgewiesen werden kann. Mit PrP(23-111A41-94)
(Abb. 4.1 violett) kann in den Fraktionen 4 bis 6 kein A3 gefunden werden. Eben-
falls in den Fraktionen 1 bis 3 kann mit allen PrP-Konstrukten ein Riickgang von
AP gezeigt werden. Dieser ist jedoch besonders in Fraktion 1, in der sich haupt-
sachlich AB-Monomere befinden, am schwiachsten und liegt innerhalb der Stan-
dardabweichung von A3 ohne Hinzufiigen von PrP. In der Literatur konnte nach
SPR-Messungen fiir A3-Monomere keine Bindung an PrP gezeigt werden [59, 60].
Es wird davon ausgegangen, dass fiir die Bindung eine bestimmte dreidimensionale
Konformation von A(3(1-42) benétigt wird [62], die A-Monomere wahrscheinlich
nicht bilden kdnnen.

Der Riickgang von A in den oberen DGZ-Fraktionen kann durch das Gleichge-
wicht, das sich zwischen den A-Monomeren und Ap-Oligomeren einstellt, er-
klart werden. Durch das Hinzuftigen von PrP werden die AB-Oligomere aus dem
Gleichgewicht genommen, da sie mit dem PrP Komplexe formen. Deshalb werden
vermehrt Ap-Oligomere aus den Monomeren produziert und die Konzentration
der AB-Monomere nimmt somit folglich ebenfalls stetig ab. Dieser Effekt nimmt
mit steigender PrP-Konzentration zu (siehe beispielsweise Kapitel 3.7.2).

Eine weitere interessante Frage ist, welche Grofse die gebundenen Ap-Oligomere
aufweisen. Anhand der hier durchgefiihrten RP-HPLC-Messungen ist dies nicht er-
sichtlich, da die Ap-Oligomere durch die bendtigten Bedingungen zur Dissoziation
der Komplexe monomerisiert werden. Somit kann tiber die RP-HPLC-Messungen
zundchst kein Riickschluss auf die gebundene Ap-Oligomerspezies gezogen wer-
den. Die errechneten Stochiometrien (siehe Kapitel 3.7.5 und 4.4.2) werden folg-
lich in AB-Monomerdquivalenten angegeben. Allgemein erschwert der Mangel
an zuverldssigen Detektions- und Quantifikationsmethoden in diesem Bereich die
Identifikation bestimmter A{3-Oligomergrofien [21]. Entsprechend unterschiedlich
sind die bisher publizierten Ergebnisse in dieser Hinsicht [65, 67-71]. Zum einen
wurde gezeigt, dass tiberwiegend kleine AB-Oligomere (Dimere, Trimere) mit dem
PrP interagieren [67, 68], zum anderen konnte aber auch die Bindung von PrP an
hochmolekulare A{3-Spezies nachgewiesen werden [69, 70]. Diese sehr unterschied-
lichen Ergebnisse konnen durch verschiedene Vorbehandlungen von A und die
Herstellung oligomerer Ap-Spezies zustande kommen, weshalb die Ergebnisse der
verschiedenen Arbeitsgruppen schwierig miteinander zu vergleichen sind. Aber
auch die Herkunft des A3 konnte hierbei eine grofse Rolle spielen. So zeigten Dohler

et al. eine Bindung von PrP an A3-Dimere bis -Tetramere im Falle von synthetischem
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Ap [69]. Fur A3, das aus Hirnhomogenaten gewonnen wurde, konnten sie hingegen
eine Bindung an hochmolekulare AB-Spezies zeigen [69]. So scheint es prinzipiell
mehrere AB-Oligomergrofien zu geben, die an das PrP binden konnen. In dieser
Arbeit kann die Grofie der Af3-Oligomere lediglich anhand der Ap-Verteilung im
Gradienten eingegrenzt werden, da A3 bei den RP-HPLC-Messungen monomeri-
siert wird. Mit allen drei A 3-bindenden PrP-Varianten (PrP(23-230), PrP(23-144) und
PrP(23-111A41-94)) kann ein PrP-konzentrationsabhangiger A{3-Riickgang in den
Fraktionen 3 bis 9 beobachtet werden (vgl. Kapitel 3.7.1 bis 3.7.4). Diese Abnahme
ist insbesondere in den Fraktionen 4 bis 6 sehr stark.

Beim Vergleich mit der Verteilung von einigen Standardproteinen (Abb. 3.9), kann
die Aldolase mit einem Molekulargewicht von 158 kDa hauptséchlich in den Fraktio-
nen 4 und 5, in denen sich auch die A3-Oligomere befinden, nachgewiesen werden.
Brener et al. konnten mit Hilfe von AFM-Messungen die GrofSe eines A(3-Oligomers
aus den vereinigten Fraktionen 4 bis 6 eines Dichtegradienten auf ca. 104 kDa be-
rechnen [128]. Hierbei wurde eine Hohe von 4,7 nm und eine Breite von 8,7 nm
zugrunde gelegt [128]. Die in dieser Arbeit untersuchten AB-Oligomere zeigen nach
AFM-Messungen Hohen von durchschnittlich 1 - 6 nm, wenige grofiere Oligomere
auch bis zu 10 nm (Abb. 3.24 C). Die AB-Oligomere sind jedoch nicht zuvor durch
einen Dichtegradienten aufgetrennt worden, weshalb hier die Gesamtoligomerspe-
zies betrachtet werden. Folglich korreliert die ermittelte Hohe von 4,7 nm aus Brener
et al. [128] mit den hier gezeigten Ergebnissen. So kann die gebundene (durch PrP
eliminierte) Ap-Oligomerspezies auf etwa eine Grofie von ca. 100 kDa eingegrenzt
werden. Wahrscheinlich werden auch etwas grofiere A3-Spezies gebunden, da auch
bis einschliefdlich Fraktion 9 ein Riickgang an A3 beobachtet werden kann.

Uber den Riickgang kleinerer AB-Spezies wie z.B. Dimere bis Tetramere ist es
schwierig anhand der hier gezeigten Ergebnisse eine Aussage zu treffen, da der
Dichtegradient nicht breit genug ist, um jede einzelne AB-Oligomerspezies aufzu-
trennen. Dimere bis Tetramere befinden sich hier am wahrscheinlichsten zusammen
mit Monomeren in den Fraktionen 1 und 2, in denen der Ap-Riickgang deutlich
langsamer erfolgt als in den folgenden Fraktionen. Dennoch kann eine Bindung
nicht komplett ausgeschlossen werden, da es sich bei dem verwendeten Assay um
keinen Bindungsassay handelt. Der Ap-Riickgang in den Fraktionen 4 bis 6, in
denen grofiere Oligomere von ca. 100 kDa vorliegen [128], ist jedoch deutlicher.
Mit niedrigen eingesetzten Konzentrationen von PrP(23-230) (2 uM bzw. 5 uM) kon-
nen neben A auch schwache PrP-Banden in den mittleren DGZ-Fraktionen 4 bis 10
beobachtet werden (Abb. 3.18). Die PrP-Konzentrationen liegen hierbei hochstens
bei 0,1 uM pro Fraktion und sind tiber RP-HPLC nur noch knapp nachweisbar,
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aber deutlich sichtbar in silbergefarbten Tris-Tricin-SDS-Gelen (Abb. 3.18 A und
B). Gleichzeitig ist ein PrP-Riickgang in den Fraktionen 1 bis 3 zu erkennen (Abb.
3.18 A und B), in denen sich nicht-gebundenes PrP(23-230) befindet (Abb. 3.17 A).
Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass sich zunéachst kleinere, lockere AB-PrP-
Komplexe bilden, die sich in den mittleren DGZ-Fraktionen 4 - 10 befinden und sich
dann zu hochmolekularen Komplexen weiter verkntipfen. Deshalb kann auch nur
mit niedrigen eingesetzten PrP-Konzentrationen in den mittleren DGZ-Fraktionen
PrP gefunden werden, da die Verkniipfung mit mehr PrP schneller erfolgt und die
Komplexe dann in den unteren DGZ-Fraktionen 11 bis 14 vorhanden sind.

Diese Vermutung wird durch die in Kapitel 3.7.6 gezeigten AFM-Ergebnisse un-
termauert, da hier ebenfalls unterschiedlich grofie Ap-PrP(23-144)-Komplexe in
Abhidngigkeit von der hinzugefiigten PrP-Konzentration erhalten werden. Diese
wirken mit weniger PrP deutlich lockerer und weniger kompakt als mit hoheren
eingesetzten PrP-Konzentrationen von beispielsweise 40 uM (Abb. 3.25 und 3.26).
Da keine A(-PrP-Komplexe mit PrP(23-230) untersucht wurden, kann dies nicht
100 %ig belegt werden. Nun sollten nach dieser Logik auch PrP-Banden im Falle
von PrP(23-144) in den mittleren DGZ-Fraktionen gefunden werden. Dies ist nach
Zugabe von 2 uM PrP(23-144) auch der Fall. Jedoch sind die Banden so schwach und
aufgrund der sehr niedrigen Konzentrationen von unter 0,1 uM pro Fraktion nur
sehr schwierig tiber RP-HPLC nachweisbar (geringer Unterschied zur Grundlinie),
dass diese Mengen kaum auffallen (Abb. 3.19 B und H). Das lasst sich durch die
Grofe von PrP(23-144) erklaren, die mit 123 AS merklich kiirzer ist als PrP(23-230)
mit 209 AS und deshalb schwerer tiber RP-HPLC nachgewiesen werden kann.

4.4.2 Stochiometrien der verschiedenen A3-PrP-Komplexe

Mit Hilfe der RP-HPLC-Messungen der Saccharose-DGZ-Fraktionen 11 bis 14 war
es moglich die Stochiometrien zwischen A3 und den jeweiligen eingesetzten PrP-
Konstrukten zu ermitteln (siehe Kapitel 3.7.5). Im Falle der A(3-Oligomer bindenden
PrP-Varianten PrP(23-230), PrP(23-144) und PrP(23-111A41-94) kann mit steigenden
PrP-Konzentrationen in der Ausgangslosung ein sinkendes A3 /PrP-Verhiltnis in
den Komplexen beobachtet werden. Dieses erreicht bei maximal eingesetzter PrP-
Konzentration von 40 uM im Falle von PrP(23-144) ein Verhiltnis von 3,93 + 0,04
A /PrP. Hierbei befindet sich PrP im Uberschuss, da es nach DGZ-Messungen
zuséatzlich in den oberen DGZ-Fraktionen 1 bis 3 zu finden ist. Mit PrP(23-230)
kann eine sehr dhnliche Tendenz beobachtet werden. Die hochste untersuchte PrP-
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Konzentration betrug 20 pM PrP(23-230). Mit dieser wird ein A3 /PrP-Verhaltnis
von 4,2 + 0,9 erhalten, welches, die Standardabweichung mit eingerechnet, gleich zu
der Stochiometrie mit PrP(23-144) ist. Anhand dieser Stochiometrien kann auch ge-
schlussfolgert werden, dass der PrP-Hintergrund in den Fraktionen 11 bis 14, der mit
PrP(23-230) allein erhalten wird (Abb. 3.17 A), bei den Berechnungen vernachlassigt
werden kann. Anhand der unter Kapitel 3.7.1 und 3.7.2 beschriebenen Ergebnisse
konnte bereits gezeigt werden, dass sich diese beiden PrP-Konstrukte sehr dhnlich
verhalten. Auch in der Literatur wurden tiber SPR-Messungen Kp-Werte im na-
nomolaren Bereich fiir PrP(23-230) und das N1-Fragment, einem dem PrP(23-144)
dhnlichen Konstrukt, erhalten [60]. Somit spiegeln die sehr dhnlichen Stéchiome-
trien mit PrP(23-230) und PrP(23-144) bereits publizierte Daten wider, bei denen
PrP(23-230) und N1 ein dhnliches Bindeverhalten zeigen [60].

Mit PrP(23-111A41-94) konnte zwar ebenfalls eine effektive Eliminierung der Af3-
Oligomere gezeigt werden (siehe Kapitel 3.7.4) und auch in der Literatur wird mit
diesem -dort als P2 bezeichneten- Konstrukt ein Kp-Wert von 26,3 nM erhalten [60],
die Stochiometrien innerhalb der resultierenden A 3-PrP-Komplexe weichen aber
auffillig von denen mit PrP(23-230) und PrP(23-144) ab (siehe Kapitel 3.7.5). So
wird hier bei einem initialen Konzentrationsverhiltnis von 80 uM A zu 40 uM
PrP(23-111A41-94) eine A3 /PrP-Stochiometrie von 8,7 £ 0,4 in den Komplexen
erhalten. Wie PrP(23-144) befindet sich PrP(23-111A41-94) ebenfalls bei dieser Kon-
zentration im Uberschuss. Bereits nach Zugabe von 20 uM PrP(23-111A41-94) kann
dieses in den oberen DGZ-Fraktionen nachgewiesen werden und zeigt somit einen
Uberschuss an (Abb. 3.21). Das Ap /PrP-Verhiltnis von 8,7 + 0,4 ist in etwa doppelt
so hoch wie die A /PrP-Verhéltnisse mit PrP(23-230) und PrP(23-144). Folglich sind
mit PrP(23-111A41-94) nur halb so viele PrP-Molekiile in den Komplexen gebunden.
Unter Berticksichtigung, dass PrP(23-111A41-94) lediglich ein Molekulargewicht
von etwa 4 kDa aufweist und ein durchschnittliches A(3-Oligomer ca. 100 kDa grof3
ist (nach Werten von Brener et al. [128], s.0.), wére ein A3-Oligomer in etwa 25 Mal
grofSer als PrP(23-111A41-94). So konnte PrP(23-111A41-94) sterisch daran gehindert
sein alle vorhandenen Bindestellen der AB-Oligomere zu besetzen, da es zu kurz
ist, um die Oligomere auf dieselbe Art und Weise zu verkniipfen wie PrP(23-230)
oder PrP(23-144). So konnen die unterschiedlichen Stochiometrien bei Zhnlichem
Einfluss auf Ap-Oligomere erklart werden.

Mit PrP(90-230) werden unter Beriicksichtigung des Fehlers mit allen untersuchten
Konzentrationen dhnliche A{3 /PrP-Verhiltnisse von etwa 8 : 1 erhalten. Insgesamt
sind die Fehlerbalken hoher als bei den anderen PrP-Konstrukten. Diese lassen sich
dadurch erkldren, dass nach PrP(90-230)-Zugabe weniger A-PrP-Komplexe ent-
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standen sind, die, bedingt durch die niedrigeren Proteinmengen, lediglich schwache
Absorptionssignale bei RP-HPLC-Messungen erzielten. So konnen beispielsweise
bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 20 uM PrP(90-230) nur etwa 15 %
des PrP(90-230) sowie 30 - 40 % des Af in den DGZ-Fraktionen 11 bis 14, in denen
sich die Komplexe befinden, nachgewiesen werden (Abb. 3.23). Insbesondere bei
den niedrigen eingesetzten PrP-Konzentrationen 2 uM und 5 uM erschwert die
geringere Ausbildung von AB-PrP-Komplexen die Messungen. So werden hier mit-
unter pro Fraktion teilweise PrP-Konzentrationen von nur 0,1 bis 0,2 uM erhalten,
weshalb diese A /PrP-Verhiltnisse am ungenauesten sind.

Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass auch mit PrP(90-230) A3-PrP-Komplexe erhal-
ten werden, wenn auch weitaus weniger und die A3 /PrP-Stochiometrien von der
etwa 4 : 1 Stochiometrie, die mit PrP(23-230) sowie PrP(23-144) im Falle eines PrP-
Uberschusses erhalten wird, abweichen. Somit hat die Eliminierung der Bindestelle
im Bereich AS 23 - 27 einen starken Einfluss auf die Bindung von PrP(90-230) an
AB-Oligomere. Die etwa um den Faktor zwei reduzierte Menge an PrP(90-230) in
den Komplexen deutet an, dass durch den Wegfall der Bindestelle im PrP die Quer-
vernetzung der Ap-Oligomere eingeschrankt ist. Moglicherweise ist PrP(90-230)
auch sterisch an der Bindung der Oligomere gehindert, da der flexible Teil fehlt
und nur der gefaltete kompaktere Bereich des PrPs erhalten ist. Dies wiirde die
Ausbildung von Komplexen ebenfalls einschréanken, da die Oligomere kompakter
gebunden werden und weniger Platz fiir weiteres PrP(90-230) ist.

Auch in der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass der Effekt von PrP(90-230)
bzw. dort meist PrP(90-231) schwiécher ist als der von PrP(23-231) oder PrP(23-144).
So zeigten Nieznanski et al., dass PrP(90-231) die Fibrillenbildung von A nur
teilweise unterbindet und hierfiir zehnfach hohere Konzentrationen notwendig
sind, um den gleichen inhibitorischen Effekt auf die Fibrillenbildung zu erzielen
wie PrP(23-231) oder PrP(23-144) [66]. Auch die Verringerung von AB-vermittelter
Neurotoxizitdt konnte mit PrP(90-231) gezeigt werden [101]. Der Effekt war hierbei
jedoch erheblich schwécher als mit Volllangen-PrP oder dem N1-Fragment [101].
Chen et al. hingegen konnten nach Deletion der AS 23 - 89 gar keine Bindung mehr
an A{3-Oligomere beobachten [59].

Alle hier errechneten Stochiometrien helfen einen genaueren Einblick in die Inter-
aktion von AP mit PrP zu bekommen, da bisher noch keine Stochiomtrien dies-
beziiglich veroffentlicht wurden. Bisher wurden unterschiedliche Mengen teils
verschiedener PrP-Konstrukte zu A gegeben und beispielsweise der Effekt auf
die Ap-vermittelte Zytotoxizitdt tiberpriift [68] oder die verschiedenen A3 /PrP-
Mischungen iiber AFM untersucht [101]. Hierbei wurden jedoch unterschiedliche
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Strukturen erhalten als bei den in der vorliegenden Arbeit gezeigten AFM-Bildern
(vgl. Kapitel 4.4.3). A /PrP-Verhiltnisse innerhalb der entstandenen Komplexe
konnten bisher jedoch noch nicht gezeigt werden.

4.4.3 Untersuchung von A(3-PrP(23-144)-Komplexen iiber AFM

Fiir strukturelle Einblicke in die A-PrP-Komplexe wurden diese iiber AFM unter-
sucht. Hierfiir wurden verschiedene Konzentrationen an PrP(23-144) auf vorinku-
biertes A3 gegeben, die Komplexe mehrfach gewaschen und untersucht. Zunachst
bestand die Idee die Komplexe iiber einen Saccharosedichtegradienten aufzutren-
nen, um tiiberschiissiges A oder PrP zu entfernen. Hierbei bestand jedoch die
Schwierigkeit, dass sich die Komplexe in Fraktionen mit sehr hohen Saccharosekon-
zentrationen von etwa 50 - 55 % [129] befanden. Diese musste harsch abgewaschen
werden, um die Af3-PrP-Komplexe messen zu konnen, was die strukturellen Fi-
genschaften beeinflussen kann. Deshalb wurden die Komplexe nicht iiber einen
Gradienten von iiberschiissigem Protein getrennt, sondern gewaschen.

Die erhaltenen A-PrP(23-144)-Komplexe setzen sich aus vielen globuldren Struk-
turen zusammen, die alle jeweils deutlich grofier als ein einzelnes AB-Oligomer
sind (Abb. 3.26). Je nach zugegebener PrP(23-144)-Konzentration sind morpho-
logische Unterschiede sowie Eigenschaften der Probe erkennbar. Mit niedrigen
PrP-Konzentrationen (1 uM PrP auf 80 uM Af3) werden zundchst Komplexe er-
halten, die aus kleinen globuldren Strukturen bestehen, die locker miteinander
verkniipft zu sein scheinen. Mit steigender PrP(23-144)-Konzentration in der Aus-
gangslosung wird die Oberfliche der Komplexe zunehmend glatter, klebriger (da-
durch schwieriger zu messen) sowie das gesamte Aggregat hoher und kompakter
(Abb. 3.25). Anhand der mehreren 100 nm hohen Komplexe wird deutlich, dass sich
die Ausgangsmaterialien zu groflen Aggregaten verkniipft haben. Diese AFM-Bilder
spiegeln die Ergebnisse aus den DGZ-Laufen wider, bei denen die Komplexe in
den unteren DGZ-Fraktionen 11 bis 14 gefunden werden konnen (Abb. 3.19), die
sehr hohe Saccharosekonzentrationen beinhalten und folglich sich darin befindliche
Proteine bzw. Proteinkomplexe Grofien im Megadalton-Bereich aufweisen miissen.
Ebenfalls bereits publizierte Daten zeigen AFM-Aufnahmen von Ap-PrP-
enthaltenden Proben [66, 101]. Hierbei wurden entweder PrP(23-231) oder das
N1-Fragment untersucht. Bei Nieznanski et al. konnen hierbei nach 15 h Inkubati-
on ebenfalls grofie amorphe Aggregate beobachtet werden und keinerlei fibrilldre
Strukturen [66]. Einen genauen strukturellen Einblick in diese Aggregate zeigten die
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Autoren jedoch nicht, da deren Fokus auf dem Vorhandensein von oligomeren bzw.
tibrillaren AB-Strukturen lag [66]. Scott-McKean et al. haben ebenfalls den Effekt
nach Hinzufiigen verschiedener Mengen von PrP(23-231) oder N1 auf Ap tiber
AFM untersucht [101]. Auch hier lag der Schwerpunkt auf den Ap-Oligomeren.
Amorphe Aggregate bestehend aus A3 und PrP kénnen den Bildern jedoch nicht
entnommen werden [101].

4.4.4 Strukturelle Untersuchungen der A(3-PrP-Komplexe iiber
FK-NMR

Um einen genauen strukturellen Einblick in die AB-PrP-Komplexe zu bekommen,
wurden Komplexe bestehend aus >C-1°N markiertem PrP(23-230), PrP(23-144) oder
A generiert. Wichtig ist, dass nur eine der beiden Komponenten markiert vor-
lag. Zundchst wurden Proben hergestellt, bei denen PrP(23-230) bzw. PrP(23-144)
die markierte Spezies sind. Mit beiden Prion-Konstrukten war lediglich eine par-
tielle Zuordnung weniger Resonanzen moglich. Insbesondere die Signale aus der
Octarepeat-Region weisen kaum unterschiedliche chemische Verschiebungen auf,
was in der Uberlappung vieler Signale resultiert, die nicht mehr unterschieden und
zugeordnet werden konnen. Die erhaltenen Resonanzen stimmen weitestgehend mit
den durch Zahn et al. zugeordneten Signalen des N-Terminus’ (AS 23 - 124) {iberein,
jedoch weniger mit den Resonanzen des C-Terminus’ [40]. Folglich kann daraus
geschlossen werden, dass in den hier gezeigten PDSD-Spektren insbesondere der
N-Terminus zu erkennen ist, was sich durch die Bindung an Ap-Oligomere erkldren
lasst, da der N-Terminus hierdurch weniger flexibel wird. Somit unterstiitzen diese
Ergebnisse die bereits gezeigten Daten (vgl. Kapitel 3.7.1 - 3.7.3) sowie Literaturan-
gaben, bei denen die Bindung von A3-Oligomeren an den PrP-N-Terminus gezeigt
wurde [59-61].

Da eine vollstandige Zuordnung der erhaltenen Resonanzen mit markiertem PrP
nicht moglich war, wurden FK-NMR-Proben mit 13C-15N markiertem Ap(1-42) und
nicht markiertem PrP(23-144) angefertigt (Abb. 3.28 und 3.32). Der Vorteil gegentiber
einer PrP-Markierung sind hierbei die geringere Lange des A3 mit lediglich 42 AS
sowie das Nichtvorhandensein chemisch sehr dhnlicher Bereiche, wie es hingegen
bei PrP, hervorgerufen durch die Octarepeats, der Fall ist. Die mit markiertem Af3
erhaltenen Daten erlaubten grofitenteils eine Zuordnung der erhaltenen Resonanzen.
Es zeigte sich jedoch, dass in den aufgenommenen PDSD-Spektren mehr als ein Satz
an Resonanzen gefunden wurde (siehe Tabelle 3.2). Eine mogliche Erklarung hierfiir
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waire, dass die Komplexprobe noch nicht mit PrP(23-144) abgesattigt war, da zum
Zeitpunkt der Probenherstellungen die unter Kapitel 3.7.5 beschriebenen Stochiome-
trien noch nicht bekannt waren. Anschlieffende Saccharose-DGZ mit nachfolgender
RP-HPLC-Messung ergab ein A3 /PrP-Verhiltnis innerhalb der Komplexe von etwa
8,6 : 1, bei dem noch keine PrP-Sattigung vorhanden ist.

Die unterschiedlichen Af-Konformere in den Ap-PrP-Komplexen wurden mit
Literaturdaten von Ap-Fibrillen bzw. den hexameren Grundbausteinen von A 3-
Protofibrillen verglichen [27, 149, 150] (Abb. 3.30 und 3.31). In allen putativen
ApB-Konformeren konnen mehrere in 3-Faltblattkonformation befindliche Amino-
sduren gefunden werden (Abb. 3.31 Pfeile). Darunter weist eines der Konformere
mehr Ahnlichkeiten zu den hexameren Protofibrillen [150], ein anderes mehr Uber-
einstimmungen zu A (3-Fibrillen auf [149].

Um zu untersuchen, ob diese Inhomogenitit des A3 in der Probe fiir die Ausbil-
dung von AB-PrP-Komplexen benétigt wird oder durch das nicht vollstandige
Absittigen mit PrP(23-144) zustande kommt, wurde eine weitere Probe mit 3C-1°N
markiertem AR (1-42) (156,51 uM) und nicht markiertem PrP(23-144) (78,25 uM)
angefertigt. Die A3 /PrP-Stochiometrie innerhalb der Komplexe betragt 3,70 &= 0,12
und zeigt folglich einen Wert, bei dem die Probe mit PrP(23-144) gesittigt ist (vgl.
Kapitel 3.7.5). Ein Ubereinanderlegen der PDSD-Spektren mit markiertem Ap bei
PrP(23-144)-Unterschuss bzw. -Uberschuss zeigt, dass einige der Resonanzen bei
PrP-Unterschuss in dem Spektrum bei PrP-Uberschuss nicht mehr vorhanden sind
(Abb. 3.32 orangene Kreise). Neue Resonanzen, die in dem Spektrum bei PrP-
Unterschuss nicht vorkommen, kénnen hingegen nicht gefunden werden. Folglich
scheint die eingesetzte PrP-Konzentration einen Einfluss auf die A(1-42)-Struktur
innerhalb der Komplexe zu haben. Da diese PDSD-Spektren jedoch erst gegen Ende
der vorliegenden Arbeit durch Anna Konig aufgenommen wurden, handelt es sich
hier um vorldufige Ergebnisse, die noch durch weitere Messungen bestétigt werden

miissen. Daher werden diese Daten noch nicht mit Literaturdaten verglichen.

4.5 Einfluss von CSB und D-Peptiden auf die
A [3-PrP-Interaktion

Nachdem die Ap-PrP-Interaktion ausfiihrlich charakterisiert wurde, konnen insbe-
sondere die Verteilungen von A und PrP im Dichtegradienten sowie die ermittelten

AR /PrP-Stochiometrien herangezogen werden, um den Einfluss von Substanzen
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(hier: CSB und D-Peptiden) auf diese Bindung zu untersuchen. Die Idee ist hierbei
eine Substanz zu finden, die entweder an A3 oder PrP bindet, infolgedessen die
fiir die AB-PrP-Interaktion benétigten Bindestellen besetzt und somit die Interakti-
on verhindert. Durch die AR-PrP-Interaktion wird im Krankheitsfall ein toxisches
Signal mithilfe des Rezeptors mGluRb5 iiber die Membran geleitet, bei der die intra-
zelluldre Fyn-Kinase aktiviert wird. Diese phosphoryliert sowohl das Tau-Protein
als auch NMDA-Rezeptoren, was letztendlich zu einem Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration fiithrt und toxisch fiir die Zelle ist (vgl. Abb. 1.6).

4.5.1 Einfluss von CSB

Es konnte bisher gezeigt werden, dass bei Verwendung von anti-PrP-Antikorpern
die Anlagerung von A} an zelluldres PrP und die daraus folgende Neurotoxizitit
verhindert werden kann [57, 77, 79, 83]. Ebenfalls wurde nachgewiesen, dass das
Porphyrin , Fe(Ill)-TMPyP” sowie CSB an das Prion-Protein binden [102, 103]. Da
das Porphyrin am C-Terminus des PrPs bindet, ist es fiir diese Arbeit von geringe-
rem Interesse, da die Bindung von A-Oligomeren an den N-Terminus des PrPs
erfolgt [57, 59-62]. Kiirzlich konnte ebenfalls eine Inhibition der Elongation von Af3-
Fibrillen gezeigt werden, fiir die der C-Terminus des PrPs benoétigt wird [157]. Zur
Charakterisierung der Ap-PrP-Interaktion war das kleine organische Molekiil CSB
fiir diese Arbeit besonders interessant, da es die Bindung von AP an PrP verhindern
kann [103].

Fiir die Untersuchungen mit CSB wurden zwei verschiedene CSB-Konzentrationen
sowie CSB-Zugabereihenfolgen bei gleichbleibenden Ap- und PrP(23-144)-
Ausgangskonzentrationen (80 pM bzw. 10 uM) untersucht. Wurde CSB erst nach
Ausbildung der Ap-PrP-Komplexe hinzugefiigt, so ist kaum ein Unterschied -im
Vergleich zu einer Probe ohne CSB- in den Verteilungen von A3 oder PrP(23-144)
im Dichtegradienten zu erkennen (Abb. 3.33 D und E und Abb. 3.19). Werden
PrP(23-144) und CSB miteinander vermischt und gemeinsam zu A(3-Oligomeren
gegeben, so werden weniger A(-Oligomere in AB-PrP-Komplexe eingebunden,
erkennbar an dem Vorhandensein von Af3 in den DGZ-Fraktionen 4 bis 6 (Abb. 3.33
B und C). Dieser Effekt ist abhdngig von der CSB-Konzentration.

So scheint es, dass CSB die AB-Oligomere nicht verdrangen und um die Bindestel-
len auf PrP konkurrieren kann, sofern Af3 und PrP bereits aneinander gebunden
haben. Dies liefSe sich durch die hohere Affinitat von PrP(23-230) (bzw. PrP(23-231))
zu AP mit einem Kp-Wert von etwa 30 nM [60] als zu CSB mit einem Kp-Wert
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von etwa 550 nM [103] erkldren. Dies sind lediglich erste Eindriicke, da die Versu-
che erst einmal durchgefiihrt wurden und wiederholt werden miissten. Ebenfalls
bereitete die Quantifizierung insbesondere von PrP(23-144) bei CSB-Anwesenheit
Schwierigkeiten und miisste optimiert werden.

4.5.2 Einfluss von D-Peptiden

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Ap-bindende und therapeutisch aktive
D-enantiomere Peptide eine weitere potentielle Wirkstoffklasse zur Verhinderung
der AB-PrP-Interaktion darstellen. An dem ,Institute of Complex Systems Struk-
turbiochemie (ICS-6), Forschungszentrum Jiilich GmbH" sowie dem , Institut fiir
Physikalische Biologie, Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf”, an denen die vor-
liegende Arbeit durchgefiihrt wurde, werden D-Peptide mit Hinblick als Wirkstoffe
gegen Alzheimer untersucht. Es wurden D-Peptide entdeckt, die selektiv A3 unter
Ausbildung amorpher Co-Aggregate binden, die weder toxisch noch fibrilldr oder
amyloidogen sind [115]. Nach der Behandlung mit bestimmten D-Peptiden werden
die amyloiden Ap-Plaques reduziert und die kognitiven Fihigkeiten transgener
Méuse verbessert, auch nach Einsatz bei vorangeschrittener Krankheit [114-116].
Fiir das an den o.g. Instituten entwickelte D-Peptid RD2 konnte gezeigt werden,
dass es oral biologisch verfiigbar ist, eine lange Halbwertszeit von 60 h aufweist
sowie das Lernvermogen von transgenen Mausen verbessert [119, 158]. Somit
hétte es beste Voraussetzungen als Therapeutikum. Nachdem als Kontrolle gezeigt
wurde, dass RD2-FITC mit PrP(23-144) keine hochmolekularen Aggregate formt
(Abb. 3.34), wurde der Einfluss von diesem D-Peptid auf die A(3-PrP-Interaktion
untersucht. Nach Analyse einer initialen Mischung von 40 uM RD2-FITC mit 80 uM
A und 10 uM oder 40 uM PrP(23-144) (Abb. 3.35), kann zwar insbesondere bei
Verwendung von wenig PrP(23-144) das RD2-FITC auch in den Fraktionen 11 bis 14
gefunden werden, die Hélfte verbleibt aber in den Fraktionen 1 bis 4. Bei Einsatz
von 40 uM PrP(23-144) sind nur etwa 10 % des RD2-FITC in den Fraktionen 11 bis
14 vorhanden. Bei beiden eingesetzten PrP-Konzentrationen werden, mit Werten
von 8,6 = 0,2 und 4,4 + 0,2, sehr dhnliche AR /PrP-Stochiometrien erhalten wie
ohne Verwendung von RD2-FITC (hier: 8,3 £ 1,1 bzw. 3,93 £ 0,04). Folglich kann
das RD2-FITC das PrP(23-144) nicht aus den A(3-PrP-Komplexen verdrangen oder
unter den untersuchten Bedingungen eine Bindung an A3 verhindern. Da aber
RD2-FITC in den Fraktionen 11 bis 14 gefunden werden kann, hat dieses entweder
an noch nicht durch PrP(23-144) besetzte Bindestellen in den AB-PrP-Komplexen
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gebunden oder an freie Ap-Oligomere. Diese konnten vermehrt entstanden sein,
da mit PrP(23-144) und RD2-FITC zwei A-bindende Substanzen in der Losung
vorhanden sind, die Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen Af3-Monomeren und
AB-Oligomeren nehmen, und somit mehr Ap-Oligomere gebildet werden. Was von
diesen beiden Moglichkeiten passiert ist oder eventuell beides parallel, ldsst sich
anhand der Ergebnisse nicht sagen.

Da nach Einsatz von 40 uM RD2-FITC nicht der gewtinschte Effekt erzielt wurde,
wurde untersucht, ob bei Verwendung von 500 uM RD2-FITC eine Bindung von
PrP(23-144) an AB-Oligomere verhindert werden kann. Hierbei zeigte sich, dass die
A /PrP-Stochiometrie in den Komplexen mit 15,1 & 0,4 von der Stochiometrie ohne
RD2-FITC bei Verwendung von 10 uM PrP(23-144) (8,3 £ 1,1) abweicht. Trotzdem
kann selbst diese hohe RD2-FITC-Konzentration eine Anlagerung von PrP(23-144)
nicht gdnzlich verhindern. Deshalb wurden weitere D-Peptide analysiert.

Im weiteren Verlauf wurden die D-Peptide D3D3-FITC sowie RD2D3-FITC
untersucht, von denen ebenfalls bekannt ist, dass sie Af-Oligomere effektiv
binden [118, 128]. Nach Behandlung mit D3D3 oder RD2D3 konnten beide
D-Peptide im Gehirn von Mausen nachgewiesen werden [151]. Beide zeigten
ungiinstigere pharmakokinetische Eigenschaften, verglichen mit D3 oder RD2,
daftir aber eine hohere Effektivitit [128, 151]. Ferner konnte fiir RD2D3 eine
Reduktion von Ap-vermittelter Zytotoxizitat gezeigt werden [159]. In Vorversuchen
erwies sich RD2D3-FITC als das vielversprechendere D-Peptid, weshalb es in
dieser Arbeit ausfiihrlicher untersucht wurde. Wie bereits mit RD2-FITC zeigte
die Kontrolle mit RD2D3-FITC und PrP(23-144), dass sich keine hochmolekularen
Aggregate bilden (Abb. 3.37).

Fiir weitere Untersuchungen wurden gleichbleibende Konzentrationen von 80 uM
AR sowie 40 pM PrP(23-144) in der Ausgangslosung gewéhlt und unterschiedliche
RD2D3-FITC-Konzentrationen von 20 uM oder 40 uM analysiert. Ebenfalls wurde
untersucht, ob die Zugabereihenfolge von RD2D3-FITC einen Einfluss auf die
Interaktion hat. Hierbei waren zwei grofie Tendenzen zu erkennen: Zum einen ist
der Effekt von RD2D3-FITC umso grofier, je eher es zu A hinzugefiigt wird. Zum
anderen kann mit einer hoheren RD2D3-FITC-Konzentration ein grofierer Einfluss
auf die AB-PrP-Interaktion beobachtet werden (siehe Kapitel 3.9.2.4). Wird RD2D3-
FITC erst hinzugefiigt, nachdem sich bereits Ap-PrP-Komplexe geformt haben,
so ist innerhalb der A /PrP-Stochiometrien kein Unterschied zur Referenz ohne
D-Peptide messbar (Abb. 3.40). In diesen Fillen wird eine Stochiometrie von etwa
4 AB : 1 PrP(23-144) erhalten. Ebenfalls erkennbar ist, dass bei diesem Zeitpunkt
der RD2D3-FITC-Zugabe dieses kaum in den Fraktionen 11 bis 14 nachgewiesen
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werden kann, sondern sich -im Falle von 40 uM RD2D3-FITC-Zugabe- zu etwa
70 % in den Fraktionen 1 bis 3 befindet (Abb. 3.39 C und D). Wird RD2D3-FITC
vor PrP(23-144) zu AB-Oligomeren gegeben, so ist die grofite Abweichung zur
Referenz messbar. Im Falle von 40 uM RD2D3-FITC-Zugabe wird hierbei ein
A /PrP-Verhiltnis von 14,3 £ 0,5 erhalten. Die zweithochste Abweichung von
der Referenz wird nach Vermischen von PrP(23-144) mit 40 uM RD2D3-FITC
erhalten (10,4 £ 0,4), gefolgt von frither 20 uM RD2D3-FITC-Zugabe (7,7 £ 0,2)
(siehe Kapitel 3.9.2.4). Korrespondierend zu der Beobachtung, dass bei friither
RD2D3-FITC-Zugabe (40 uM) mehr RD2D3-FITC in den Fraktionen 11 bis 14
gefunden werden kann, nimmt die PrP(23-144)-Konzentration in den Komplexen
ab. So befinden sich lediglich 25 - 30 % des verifizierten PrPs in den Komplexen,
verglichen zu etwa 80 % bei frither PrP-Zugabe (Abb. 3.39).

Insgesamt konnte mit RD2D3-FITC ein D-Peptid gefunden werden, das in der Lage
ist bei den hier untersuchten Bedingungen die A{3-PrP-Interaktion zu beeinflussen
und die Bindung des PrP(23-144) an A(3-Oligomere stark zu reduzieren. Hierbei
beeinflusst die Reihenfolge der Zugabe das Ergebnis: Je frither RD2D3-FITC zu der
Probe gegeben wird, umso grofier ist der Effekt auf die A3-PrP-Interaktion.

AB-Bindestelle 1

PrP PPGV(;}WNTGGSEYPVC:}QGSPGGNEYVE;’PQGGGGWGQVE;GGGWGQPéGG

AB-Bindestelle 2

80 90 10¢ 110
WGOPRIGGGWGQPEIGGGWGQGGGTRS OWNIEP SR PRITNMESRIMAGA

10
RD2 priETENEEGEE

RD2D3  priErENEEREER R TR B ERNE

Abbildung 4.2: Aminosduresequenzen von PrP, RD2 und RD2D3. Dargestellt
ist der N-terminale Bereich des PrPs von AS 23 - 115 sowie die Regionen, die
fiir die Bindung von A3-Oligomeren benétigt werden. Blau hinterlegte Bereiche
kennzeichnen basische AS.

Anhand der unterschiedlichen Wirkungen von RD2-FITC bzw. RD2D3-FITC auf die
AB-PrP-Interaktion kénnen Uberlegungen vorgenommen werden, welche Regio-
nen hierfiir entscheidend sind. RD2(-FITC) zeichnet sich durch eine hohe positive
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C-terminale Ladungsdichte bestehend aus fiinf Argininen aus (Abb. 4.2). Ebenfalls
die Bindestellen auf PrP fiir ApB-Oligomere enthalten mehrere basische AS, die
insbesondere zu Beginn der PrP-Sequenz (AS 23 - 27) sehr dicht beieinander liegen.
Dennoch ist der Einfluss von RD2-FITC auf die AR-PrP-Interaktion sehr schwach
(siehe Kapitel 3.9.1). RD2D3(-FITC) hingegen, das aus mehreren aneinandergereih-
ten basischen AS sowie einem alternierenden Bereich aus basischen und neutralen
AS besteht (Abb. 4.2), kann die Bindung von PrP an A(-Oligomere deutlich beein-
flussen (siehe Kapitel 3.9.2).

Erkldarungen hierfiir konnten sein, dass RD2-FITC zu kurz ist oder nicht genii-
gend positiv geladene AS beinhaltet. Letzteres allein ist eher unwahrscheinlich,
da das D-Peptid D3D3-FITC, welches in Vorversuchen analysiert wurde, sich aus
denselben AS zusammensetzt wie RD2D3-FITC, jedoch weniger vielversprechen-
de Ergebnisse zeigte. Somit scheint die Reihenfolge der AS entscheidend zu sein.
Fiir eine genaue Beurteilung miissten jedoch weitere Experimente mit D3D3-FITC
durchgefiihrt werden. Ebenfalls interessant ist die Sequenz , RRRPR” von AS 11 - 15
der RD2D3-FITC-Sequenz. Diese ist analog der Sequenz , KKRPK” von AS 23 - 27
des PrPs, welche fiir eine Bindung von A-Oligomeren benétigt wird. Um jedoch
Aussagen treffen zu konnen, dass dieses Sequenzmotiv entscheidend ist, miiss-
ten weitere D-Peptide, bestehend aus denselben AS wie RD2D3-FITC, aber mit
anderer Anordnung, untersucht werden. Dennoch kann anhand der Sequenzen
und Effektivitdten von RD2-FITC und RD2D3-FITC ein erster Eindruck gewonnen
werden, welche Voraussetzungen ein D-Peptid fiir eine erfolgreiche Unterbindung
der AB-PrP-Interaktion erfiillen muss. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die
AB-PrP-Interaktion dazu genutzt werden kann nach Substanzen zu suchen, die in
der Lage sind die Ausbildung von A(3-PrP-Komplexen zu unterbinden. Dazu war
die vorherige detaillierte Charakterisierung der A(-PrP-Komplexe entscheidend.

4.6 Modell der AB3-PrP-Komplexe

All die oben aufgefiihrten Ergebnisse und Schlussfolgerungen kénnen dazu verwen-
det werden ein Modell zu erstellen, wie die A(-PrP-Komplexe aussehen konnten.
Liegt PrP(23-144) im Uberschuss vor, so wird ein AR /PrP-Verhiltnis von 4 : 1 inner-
halb der Komplexe erhalten (in Ap-Monomerédquivalenten, vgl. Kapitel 3.7.5). Um
die Frage zu kldren wie viele PrP-Molekiile an ein A(3-Oligomer binden, ist die Gro-
3e der Oligomere entscheidend. Diese kann anhand der in dieser Arbeit gezeigten
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Daten nicht exakt bestimmt, aber dennoch eingegrenzt werden (siehe Kapitel 4.4.1).
Die Herstellungsbedingungen von A(-Oligomeren sowie deren Analysemethoden
nach Brener et al. [128] sind sehr dhnlich zu den hier verwendeten Methoden, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass die hier entstandenen Af3-Oligomere in
dhnlicher Grofsenordnung liegen wie die von Brener et al. (vgl. Kapitel 4.4.1). Deren
Ergebnisse korrespondieren mit AB-Oligomeren, die aus etwa 23 Af3-Monomeren
bestehen [128]. Unter der Annahme, dass die vorliegenden A(-Oligomere gleich
grofs sind, binden durchschnittlich etwa sechs PrP-Molekiile an ein A(-Oligomer,
sofern alle Bindestellen besetzt sind (Abb. 4.3 B).

Die AFM-Bilder von Ap-PrP-Komplexen bei PrP-Sittigung (Abb. 3.25 C und
Abb. 3.26 D) zeigen bis zu 1 um hohe Strukturen mit glatten Substrukturen, die
aufgrund der Klebrigkeit von PrP schwierig per AFM darzustellen sind. Mit Hilfe
des Modells konnen diese Strukturen dadurch erklirt werden, dass durch das Uber-
angebot von PrP alle Bindestellen auf den AB-Oligomeren mit PrP besetzt sind, die
innerhalb der Komplexe entstandenen Substrukturen dadurch enger miteinander
verkniipft sind und die Oberfldche deshalb glatter wird (Abb. 4.3 B, rechts unten).

Liegt keine PrP-Sattigung vor, so ist der Af3-Anteil innerhalb der Komplexe hoher,
erkennbar an den steigenden A3 /PrP-Stochiometrien bei abnehmender eingesetzter
PrP-Konzentration (vgl. Kapitel 3.7.5). Die Stochiometrien spiegeln die Strukturen
der Komplexe, die iiber AFM erkennbar sind, wider. Diese ist bei niedrigeren
PrP(23-144)-Konzentrationen lockerer und zahlreiche kleinere Substrukturen sind
erkennbar, die an ,,Himbeeren” erinnern (Abb. 3.26 B und C). Diese lockeren Sub-
strukturen entstehen dadurch, dass weniger PrP an die AB-Oligomere bindet und
diese weniger quervernetzen kann (Abb. 4.3 A) als bei PrP-Uberschuss. Insgesamt
sind diese entstandenen A{-PrP-Komplexe flacher als die nach Zugabe von 40 uM
PrP(23-144) zu 80 uM A3 (Abb. 3.25).

Dieses Modell kann ebenfalls das Verhalten und die Stochiometrien von
PrP(23-111A41-94) erklaren, auch wenn mit diesem PrP-Konstrukt keine AFM-
Aufnahmen gemacht wurden. PrP(23-111A41-94) ist lediglich 35 AS lang und, die
0.g. AB-Oligomergrofie vorausgesetzt, etwa 25 Mal kleiner als ein Oligomer. Da-
durch kann es aus sterischen Griinden nur etwa jede zweite Bindestelle besetzen,
weil die AB-Oligomere dichter gepackt werden als mit PrP(23-144) oder PrP(23-230).
Bei Einsatz von RD2D3-FITC bindet das D-Peptid anstelle von PrP an Af3, wo-
durch sich die hoheren A3 /PrP-Verhiltnisse erklaren lassen. Strukturell wurden
die AB-Peptid-Komplexe in dieser Arbeit nicht untersucht. Es gibt aber bereits elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen von Ap-Peptid-Komplexen mit verschiedenen
D-Peptiden, u.a. mit D3 [115, 160, 161].
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AB
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PrP

Abbildung 4.3: Modell der AB-PrP-Komplexe. Zur Ubersicht werden die Mo-
delle der AB-PrP-Komplexe zweidimensional dargestellt. Dunkelblaue Kreise
symbolisieren AB-Oligomere, die sich durchschnittlich aus 24 Af3-Monomeren
(hellblaue Kreise, A rechts oben) zusammensetzen; gelbe Bogen symbolisieren
PrP, Binderegionen sind in griin dargestellt (B rechts oben). Ausgehend von einer
Stochiometrie von 4 A3 Monomeren : 1 PrP ergibt sich eine durchschnittliche
Bindung von 6 PrP-Molekiilen pro Oligomer bei PrP-Sittigung (B). Im Falle eines
PrP-Unterschusses ist die Quervernetzung der Ap-Oligomere durch PrP niedrig,
die Komplexe sind insgesamt locker und feine Substrukturen erkennbar, symbo-
lisiert durch den grauen Hintergrund (A). Das Modell erkldrt die vielen feinen
Strukturen, die in den AFM-Aufnahmen bei PrP-Unterschuss (hier: Probe gene-
riert aus 80 uM AP mit 1 uM PrP(23-144)) zu erkennen sind (A rechts unten).
Bei Sattigung der Probe mit PrP sind alle Bindestellen auf den Ap-Oligomeren
besetzt (B). Es gibt mehr Verkntipfungen innerhalb der Komplexe, die dadurch
sehr kompakt sind, eine glatte Oberfliche aufweisen und weniger Unterstrukturen
bilden. Die AFM-Aufnahme zeigt A(3-PrP-Komplexe generiert aus 80 uM A3 mit
40 uM PrP(23-144) (B rechts unten).
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4.7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die A3-PrP-Interaktion intensiv untersucht, struk-
turelle Erkenntnisse gewonnen und die Stochiometrien zwischen Af3 und den
verwendeten PrP-Mutanten bestimmt. Die Stochiometrien konnten herangezogen
werden, um den Einfluss von A-bindenden D-Peptiden zu charakterisieren. Insbe-
sondere an dieser Stelle konnte zukiinftig angesetzt werden, um weitere D-Peptide
oder andere Wirkstoffkandidaten zu untersuchen. Denn mit Hilfe der in dieser Ar-
beit ermittelten Ergebnisse ist es moglich das Potential eines Wirkstoffes hinsichtlich
dessen Einflusses auf die A[3-PrP-Interaktion zu bestimmen.

Durch die Untersuchung weiterer D-Peptide mit derselben AS-Zusammensetzung
wie RD2D3-FITC, jedoch anderer Anordnung, konnte moglicherweise ein Riick-
schluss auf die Sequenzmotive geschlossen werden, die fiir eine effektive Inhibie-
rung der Bindung von Ap-Oligomere an PrP benotigt werden. Hierfiir bieten sich
die beiden Homodimere D3D3-FITC sowie RD2RD2-FITC an, mit denen sowohl
konzentrations- als auch zeitabhdngige Versuche durchgefiihrt werden konnten. So
konnte deren Analyse als Grundlage zum rationalen Design weiterer moglicherwei-
se effektiverer D-Peptide dienen.

Ebenfalls wire es interessant einen Komplex bestehend aus PrP(23-111A41-94)
und AP tiber FK-NMR zu untersuchen, da dieses PrP-Konstrukt die fiir NMR-
Auswertungen kritischen Octarepeats nicht enthilt. So konnte hiertiber untersucht
werden, ob mit diesem sehr kurzen PrP-Konstrukt die Anordnung des A innerhalb
des Komplexes gleich der Anordnung in Anwesenheit von PrP(23-144) ist und
welche AS von A3 an dieser Bindung beteiligt sind (bei A(3-Markierung). Alternativ
konnte untersucht werden, wie sich das PrP(23-111A41-94) anordnet, um eine Bin-
dung und Verkniipfung von A{3-Oligomeren zu ermdglichen (bei PrP-Markierung).
Fiir letzteres miisste das PrP(23-111A41-94) rekombinant isotopenmarkiert herge-
stellt werden. Deshalb wurde bereits im Rahmen dieser Arbeit das entsprechende
Plasmid mit Hilfe von Shantha Elter erfolgreich kloniert. Erste Reinigungsversu-
che waren jedoch nicht erfolgreich, sodass an dieser Stelle noch optimiert werden

muss.






5 Anhang

5.1 AFM von A(3-PrP(23-144)-Komplexen

Abbildung 5.1: Vier 1 x 1 pym AFM-Bilder von A3-PrP-Komplexen im Verhiltnis
80 uM Ap : 1 uM PrP(23-144).
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Abbildung 5.2: Vier 1 x 1 pym AFM-Bilder von A3-PrP-Komplexen im Verhiltnis
80 uM Ap : 2 uM PrP(23-144).
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Abbildung 5.3: Vier 1 x 1 pym AFM-Bilder von A3-PrP-Komplexen im Verhiltnis
80 uM AB : 5 uM PrP(23-144).
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Abbildung 5.4: Vier 1 x 1 pym AFM-Bilder von A3-PrP-Komplexen im Verhiltnis
80 UM Ap : 40 uM PrP(23-144).
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5.2 Verteilung von A3 mit 60 uM PrP(23-144)
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Abbildung 5.5: Verteilung von 60 uM PrP(23-144) mit 80 uM A[{3(1-42) nach
Saccharose-DGZ. A zeigt das mit Silber gefarbte Tris-Tricin-SDS-Gel und B das
korrespondierende Histogramm. PrP(23-144) befindet sich im Uberschuss und ist
daher auch in den Fraktionen 1 - 4 nachweisbar. A ist vollstindig in Ap-PrP-
Komplexen gebunden und befindet sich ausschliefslich in den Fraktionen 12 - 14.

5.3 HSQC-Spektren von PrP(23-230) und PrP(23-144)
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Abbildung 5.6: 'H->’N HSQC-Spektren von PrP(23-230) und PrP(23-144). Spek-
trum von ca. 120 pM PrP(23-230) in 30 mM Tris-HCI und 10 % D,O, pH 7,4 bei
20°C und 800 MHz (A) sowie ein Spektrum von ca. 85 uM PrP(23-144) in 30 mM
Tris-HCI und 10 % DO, pH 7,4 bei 20 °C und 800 MHz (B).
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Ap Amyloid-f3

Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

ADAM a disintegrin and metalloproteinase
AFM Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy)
Amp Ampicillin

APLP1 Amyloid-3 precursor-like protein 1

APP Amyloid-Precursor-Protein

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosdure

BACE1 (3-site APP cleaving enzyme 1

BCS bathocuproine sulfonate

BSE bovine spongiforme Enzephalopathie
bzw. beziehungsweise

Cam Chloramphenicol

CD Circulardichroismus

CJD Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

CSB Chicago Sky Blue 6B

DARR Dipolar Assisted Rotational Resonance
ddH,0 hochreines Wasser aus einer Milli-Q-Anlage

DGZ Dichtegradientenzentrifugation

DSS 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat
DTT Dithiothreitol

D,O Deuteriumoxid

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FID free induction decay

FITC Fluoresceinisothiocyanat
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FK-NMR  Festkorper-NMR-Spektroskopie

FPLC fast protein liquid chromatography

GPI Glycosylphosphatidylinositol

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

HFIP Hexafluoroisopropanol

HPLC high-performance liquid chromatography

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence

IMAC Immobilisierte Metallionen-Affinitdts-Chromatographie

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

LB Lysogeny Broth

MAS magic angle spinning

mGluR5  metabotroper Glutamatrezeptor 5

MTEP 3-((2-Methyl-4-thiazolyl)ethynyl)pyridin

NaPi Natriumphosphat

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMR Nuclear Magnetic Resonance

NTA Nitrilotriessigsdure

OD¢p Optische Dichte bei 600 nm

0.g. oben genannt

PBS Phosphate-Buffered Saline

PDSD Proton-Driven Spin Diffusion

PICUP Photo-Induced Crosslinking of Unmodified Proteins

PrP Prion-Protein

PSD postsynaptische Dichte

QIAD quantitative determination of interference with AP aggregate size
distribution

RP-HPLC  reversed-phase high-performance liquid chromatography

RU resonance units

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SEC Grofienausschluss-Chromatographie

shRNA short hairpin RNA

SPR Oberflachenplasmonenresonanz

TB Terrific Broth

TCA Trichloressigsdure

TEMED  Tetramethylethylendiamin

TEV

Tobacco Etch Virus
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TFA

TGS
TMEM30B
Tricin

Tris

TSE

u.a.

uv

z.B.

Trifluoressigsdure

Tris-Glycin-SDS

Transmembranprotein 30B
N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
transmissible spongiforme Enzephalopathie
unter anderem

Ultraviolett

zum Beispiel
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