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Vorwort

Diese Dissertation basiert auf der Arbeit, die er Gruppe von Prof. Dr. Harald
Schwalbe am Institut fir Organische Chemie und Géeme Biologie und am

Zentrum fir Biomolekulare Magnetische ResonanzeanJdhann Wolfgang Goethe-
Universitat in Frankfurt am Main im Zeitraum zwigchJuni 2005 und Dezember
2009 durchgefuhrt wurde.

In ihr werden Experimente beschrieben, die straieir dynamische und kinetische
Eigenschaften der nicht-nativen Zustande der Citexlen Domé&nen von humanem
und murinem Prionenprotein sowie weiteren Mutarttes murinen Prionenproteins
untersuchen und diese Ergebnisse miteinander vehgle Die Dissertation ist dabei

in vier Hauptkapitel eingeteilt:

Im einleitenden Kapitel 1 (beginnend auf Seite irfpdveunachst ein Uberblick tber
das Phanomen der Proteinfaltung und Uber nicht«a&roteinzustande gegeben. Es
folgt daraufhin eine Beschreibung der verschiedenien verwendeten Methoden
(NMR-, CD- und Fluoreszenz-Spektroskopie). Das Kapvird beendet mit einem
Uberblick tber das Prionenprotein sowohl in gesuticher als auch in aktueller
Hinsicht.

Kapitel 2 (beginnend auf Seite 31) fasst die irseieArbeit verwendeten Methoden

und Experimente zusammen.

In Kapitel 3 (beginnend auf Seite 51) werden disURate aus den verschiedenen
durchgefuhrten Experimenten beschrieben und auf détuellen Stand der

Forschung diskutiert.

Kapitel 4 (beginnend auf Seite 79) gibt abschliel3dre Hauptergebnisse dieser

Arbeit wieder.

Im Anhang (beginnend auf Seite 82) sind zusatzlictiermationen aufgelistet, die
ein flussiges Lesen der vorherigen Kapitel negdieeinflussen wirden. Die
Auflistung der zitierten Publikationen beginnt a&éite 98. Abschnitte mit einer
Danksagung (Seite 116), einer Publikationslistat¢St1l7) und einem Lebenslauf
des Autors (Seite 118 f.) beschliel3en die Dissertat

XVI



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Proteinfaltung und nicht-native Zustéande von Roteinen

Bei allen Lebensprozessen spielen Proteine ein@trdle, da sie die in den Genen
enthaltene Information in zellulare Ablaufe unduBturen tGbersetzen. Sie regulieren
wichtige Funktionen wie die Genexpression oder lgai@ren wichtige Schritte im
Stoffwechsel, dienen als Transporter fur kleinereléMile oder wirken als
Rezeptoren oder Botenstoffe bei der Signaltransolukinit. Als Strukturproteine
bilden sie das Gerlst jeder einzelnen Zelle odabilgtieren den gesamten
Organismus. Des weiteren unterstiitzen Proteine dietMuskelkontraktion oder
die Fortbewegung von Zellen.

Proteine sind heteropolymere Molekille, die aus 2@schiedenen monomeren
Einheiten, den Aminosauren, bestehen. Diese Emheaind Uber die Peptidbindung
in der Art miteinander verbunden, dass die Haufekeles Polymers, das
Polypeptidrickgrat, universell und nicht von deit der verwendeten Aminosaure
abhéangig ist, wohingegen die Art der verwendetenindsaure die spezifische
Seitengruppe des jeweiligen Kettenmonomers definier

Proteine werden durch ihre Primar-, Sekundéar-, idertund Quartarstruktur
charakterisiert: Die Primarstruktur ist als dieelme Abfolge der Aminosauren
entlang der Polypeptidkette festgelegt. Dadurcesdias Polypeptidrickgrat regular
und sequenzunabhangig aufgebaut ist, wird dem iRrdie Mdglichkeit gegeben,
regulare konformationelle Elemente wie z. B-Helices und (3-Faltblatter,
aufzubauen. Diese Elemente werden im allgemeinendém Begriff der
Sekundarstruktur zusammengefasst. Um jedoch diechbmische Funktion
wahrnehmen zu kénnen, muss die Uberwiegende Mehdller Proteine eine
komplexe dreidimensionale Struktur annehmen (Trstiédktur), die durch den
Prozess der Proteinfaltung erreicht werden kann.iteéen kann auch die
Assemblierung mehrerer Tertiarstrukturen zu einemotethkomplex, der
Quartarstruktur, fur die korrekte Arbeitsweise dewelnen Proteins notwendig sein.
Eine grof3e Herausforderung in der molekularen Bielast es, herauszufinden, wie
eine Polypeptidkette ihre dreidimensionale und fiomale — also native — Struktur

findet. Die Kenntnis Uberdiese,zweite Translation“desgenetischerCodeswuirde



Einleitung

Transkription Translation Proteinfaltung native

DNA —>» RNA —>» Protein ——» .
Konformation

Abb. 1.1: Ubersetzungsweg des genetischen Codes, ausgetrengvinformation auf der DNA

Uber Transkription, Translation und Proteinfaltdmig zur nativen Konformation des Proteins.

den Informationsfluss komplettieren, der in dem tmdan Dogma der
Molekularbiologie festgelegt ist (Abb. 1.1).

Die Arbeit von Anfinsen und seiner Gruppe Uber Rigckfaltung der denaturierten
und reduzierten Ribonuklease in das vollstandigrakEnzym markierte den Beginn
der Ara der modernen Proteinfaltung. Aus seinereBEmigsen schloss Anfinsen, dass
die gesamte Information, die zum Erreichen dewnveatKonformation eines Proteins
in einer definierten Umgebung notwendig ist, dudoh Aminosauresequenz — also
die Primarstruktur — gegeben ist (Anfinsen 1973 thermodynamische Kontrolle
der Proteinfaltung ist eine Folge des Anfinsen-Blast, was bedeutet, dass die
native Struktur dann erreicht ist, wenn die Freieth&alpie AG ein Minimum
eingenommen hat. Diese Aussage wurde von Levintiraichtlich der kurzen
Faltungszeiten, die sich — sowolm vitro als auchin vivo — im Bereich von
Sekunden und Minuten abspielen, diskutiert (Lexahth968). Das hinter diesem
Levinthal’'schen Paradoxon stehende kombinatoristiodlem ist, dass die Anzahl
der moglichen Faltungen eines Proteins mit der kamigr Aminosaurekette
exponentiell ansteigt. Auch wenn jeder Aminosawstener zwei Zustande annehmen
konnte, gabe es bei einer Proteinlange von n Andim@h schon "2mdgliche
Faltungsvarianten. Bei Annahme, dass eine AndemergKonformation 10° s

bendétigt, brauchte ein Protein mit 150 Aminosauneschlechtesten Fall
210 ™s=1400"s= 4600y

also tiber 18 Jahre, um die optimale Konformation zu finden. \frergleich dazu
betragt das Alter der Erde 4[88° Jahre. Da Proteine jedoch meist nur eine
Halbwertszeit von wenigen Stunden bis Tagen habed die native Form
normalerweise schnell eingenommen wird, muss ehitesmen geben, die bei der

Faltung helfen.
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Entfaltetes , Molten Natives
Protein Intermediat = Globule = Protein

Misgefaltetes
Protein

Protein-
aggregate

Abb. 1.2: Schematische Darstellung eines Faltungsweges migr eSeitenreaktion, die zu

fehlgefalteten Proteinkonformationen und zu Prategregaten fihrt.

Ausgehend von einer Vielzahl an experimentellendigtu wurde zunachst ein
sequentielles Modell zur Proteinfaltung aufgestéfbb. 1.2). Korrekt gefaltete
Proteine  und durch  Nebenreaktionen hervorgerufenalscti  gefaltete
Proteinkonformationen konkurrieren in diesem Modaleinander.

Aus theoretischen Studien konnte daraufhin ein sieM®dell der Proteinfaltung
aufgezeigt werden, das auf der Betrachtung vondiaverflachen der Polypeptidkette
basiert (Wolynes et al 1995). Diese ,neue Sicht@/elzeschreibt den Faltungsprozess
mit Hilfe von Energielandschaften und Faltungstech und bericksichtigt das
thermodynamische und das kinetische Verhalten &eldinwandlung eines Ensembles
von ungefalteten Molekilen in den nativen Zustand.

Basierend auf dieser Sichtweise ist die Proteimfigit nichts anderes als eine
progressive Organisation von Ensembles aus teiwgdalteten Strukturen, die auf
verschiedenen Wegen den nativen Zustand erreichremek (Bryngelson et al 1995;
Onuchic et al 2000; Onuchic et al 1995).

Eine hypothetisch angenommene EnergielandschadtiéliFaltung eines Proteins ist
in Abb. 1.3A gezeigt. Lokale Energieminima symbielisn hier transiente Zustande
auf dem Weg zur nativen Struktur. Abb. 1.3B zeigiern idealisierten dreidimen-
sionalen Faltungstrichter, bei dem der Faltunggsezsehr schnell tber zwei
Zustande (entfaltet — nativ) ablauft. Demgegenigbent in Abb. 1.3C ein Faltungs-
trichter, der aufgrund von Energiebarrieren kirettesFallen aufweist. In diesem Fall

spielt sich der Faltungsprozess langsamer und disrere Zwischenstufen ab.

3
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Sobald die Energiebarrieren grol3 genug sind, koncem Proteine diese
Konformation nicht mehr verdndern und kdénnen — gEhn Art des jeweiligen
Zustands — aggregieren. Mit Hilfe des Modells derefgielandschaften und
Faltungstrichter lassen sich also auf sehr einfaglteund Weise verschiedene
Szenarien der Proteinfaltung, Fehlfaltung und Aggt®n beschreiben. Beispiele fur
das Vorhandensein von teilweise gefalteten Interated und parallelen
Faltungswegen konnten bereits an verschiedenereiReot wie Lysozym aus
Huhnereiweil3 (Radford et al 1992), Cytochroms; o(Gianni et al 2003) und

a-Lactalbumin (Schlepckow et al 2008) nachgewieserden.

A

Entropie

Energie

Molten
Globule
Zustande

Intermediat

Nativer
Zustand

Abb. 1.3: (A) Schematische zweidimensionale Darstellung iRaltungstrichters. Die Breite des
Trichters stellt die Entropie dar, die Héhe die g Q beschreibt den Anteil nativer Kontakte.
Weiterhin sind dreidimensionale Darstellungen vaitunhgstrichtern gezeigt, zum einen in einem
Zwei-Zustands-Prozess (B) zum anderen mit lokalenirivh (C), die die Ausbildung verschiedener
Intermediate erzwingen. ;ED3: denaturierte Zustdnde; N: nativer Zustand. Veeéindach (Dill &
Chan 1997; Yon 2002).
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1.2. Grundlagen der KernspinresonanzspektroskopieNMR)

1.2.1. Uberblick

Die magnetische Resonanzspektroskopie (NMR-Spdddpis) ist eine wichtige
Methode, mit der man Strukturen, Dynamiken undrak&onen von Biomolekilen
untersuchen kann. Ein grof3er Vorteil der NMR-Speopie besteht darin, dass
sich die in Losung befindenden Molekile auf atomé&igene betrachten lassen. Da
die NMR-Spektroskopie jedoch zu den relativ ungersi Messmethoden zu zahlen
ist, wurden flr Messungen lange Zeit Konzentratioma mM-Bereich benétigt.
Durch die Entwicklung von Cryo-Probenkdpfen und Meign mit hoherer
Feldstarke sind heutzutage auch Experimente inlemdtt und hohen puM-Bereich
madglich. Eine Limitierung der NMR-SpektroskopieRtussigkeiten stellt jedoch die
GrolRe des zu beobachtenden Molekils dar. Grol3erdekiMe flhren zu
signifikanten  Zuordnungsproblemen durch die Ubgmnaygg von Signalen.
AulRerdem bewirkt die VergroRerung eines Molekute gjeringere Beweglichkeit in
der L6sung, was wiederum zu einer Zunahme der Betmsprozesse fuhrt. Dies
wiederum aul3ert sich in einer Verbreiterung der NSiBnale und somit zu
Problemen bei der Auflésung.

Die Voraussetzung bei der Untersuchung von Biomidérk auf atomarer Ebene ist
die Zuordnung von Resonanzen zu entsprechenden k&toen. Dies setzt die
Markierung der Moleklle mit NMR-aktiven Isotopenraas. Moderne Zuordnungs-
experimente basieren auf der Markierung V8@- und *°N-Kernen und auf dem

selektiven Transfer von Magnetisierung zwischen °C- und*>N-Kernen.

1.2.2. Verwendete NMR-Parameter

FUr die Charakterisierung von Proteinen und and@&emolekilen kénnen eine
Vielzahl von NMR-Parametern herangezogen werdean. iDidieser Arbeit bei der
Untersuchung des Prionenproteins verwendeten P&amechemische Verschie-
bungen und Relaxationsraten — werden im folgendesthnitt ndher betrachtet.
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1.2.2.1. Sekundare chemische Verschiebungen

Anknipfend an die Zuordnung der Rickgrat-Resonaneérer vorgegeben
Polypeptidkette kbnnen chemische Verschiebungegdmessen werden, Uber die —
wenn sie richtig referenziert sind — strukturelidormationen des Proteins auf der
Ebene der einzelnen Aminosauren erhalten werdenggrDa namlich chemische
Verschiebungen von der exakten chemischen Umgelulesy jeweiligen Kerns
abhéangig sind, werden jene nicht nur durch die @gepene Primarsequenz, sondern
auch durch das Vorhandensein von Sekundarstruktumeth Tertiarkontakten
beeinflusst (Spera & Bax 1991; Wishart et al 1991 )x-helikalen Strukturen sind
die **C4- und die™*CO-chemischen Verschiebungen tieffeld verschobeérend sie

in B-Faltblattstrukturen hochfeld verschoben sind. E@s- und 'Hq- chemische
Verschiebungen gilt dies umgekehrt (Wishart & Syk894a; Zhang et al 2003). Mit
sekundéaren chemischen Verschiebund®) bezeichnet man nun die Differenz aus
den experimentell gemessenen und korrekt refendamie chemischen
Verschiebungendg,,) und denrandom coil chemischen Verschiebunged) aus

entsprechenden Referenztabellen.

AG=0, -0, Gl. (1.1)

exp

Solcherandom coil chemischen Verschiebungen wurden sowohlréiirdom coil
Bereiche in Proteinen (Wishart & Sykes 1994b; Wisle al 1992) als auch fur
unstrukturierte Peptide (Schwarzinger et al 20@3timmt. Weiterhin konnten auch
Effekte von benachbarten Aminosaureresten auf rdidom coil chemischen
Verschiebungen beschrieben werden (Schwarzingdr2€01; Wishart et al 1995).
Allgemein lasst sich festhalten, dass NMR-Spektreon nicht-nativen
Proteinzustanden eine wesentlich kleinere Signaddgson zeigen wie entsprechende
Spektren von gefalteten Proteinen. Abb. 1.4 velibbatdies am Beispiel der
[*H,">N]-HSQC-Spektren des gefalteten und des durch Haffnslenaturierten

humanen Prionenproteins.
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Abb. 1.4: (A) [*H,**N]-HSQC-Spektrum des humanen Prionenproteins hRIP2B0) in 10 mM
NaOAc, pH 4,5. Diese Bedingungen entsprechen dedienzur Bestimmung der Proteinstruktur
herangezogen wurden (Zahn et al 2000) (B))*fN]-HSQC-Spektrum des humanen Prionenproteins

hPrP(12%230) in 8 M Harnstoff, pH 2.0. Deutlich ist der @réchied in der Signaldispersion

zwischen gefaltetem und denaturiertem Protein keragren.
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1.2.2.2. Heteronukleare Relaxation

Bei vielen biologischen Prozessen, z. B. bei demdBng eines Liganden, der
Proteinfaltung oder Enzymkatalysen, spielen konfdiomelle Anderungen der
beteiligten Proteine eine entscheidende Rolle. Ddligen Proteine keine komplett
starre Struktur besitzen, sondern es muss Bergeben, die mehr oder weniger
flexibel sind. Abb. 1.5 zeigt auf einer Zeitskalaerschiedene molekulare
Bewegungen in Proteinen sowie unterschiedliche NRéiRameter, die flr deren
Untersuchung geeignet sind.

Die Relaxation vor°N-Kernen kommt hauptséchlich durch dipolare Intéomen
mit dem an den*N-Kern gebundenen Proton und durch die Anisotrogpée
chemischen Verschiebung zustande, so dass Relaswaion fir die raumliche
Orientierung des Vektors, der defiN-Kern mit seinem Proton verbindet,
herangezogen werden kénnen. Somit stellt die Messom >N-Relaxationsraten
eine Madglichkeit dar, sowohl globale als auch lekd8ewegungsprozesse im
Ruckgrat einer Polypeptidkette zu identifizierenordilhaft ist zudem, dass die
Messung der Relaxationsraten nicht durch skalaggpKmgen anderer Heterokerne
beeinflusst wird. Zweidimensionale heteronuklearedMiRNTechniken wurden

entwickelt,um sowohllongitudinale(R;) alsauchtransversal¢R,) Relaxationsraten

Residuale dipolare Kopplungen

< >

CPMG H-D Austausch

+—> +—>
R, R,, NOE R, ZZ Austausch

P

+—> < > < >

10" s 10°s 10°s 10°s 10°s 10°s
+—> < >
Schwingungen Katalyse
+—r <« >
Rotation von Proteinfaltung / Entfaltung
Seitenketten

Abb. 1.5: Zeitskala fiir molekulare Bewegungen und verschiedéMR-Techniken. Verandert nach
(Boehr et al 2006).
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messen zu konnen (Kay et al 1992; Peng & Wagner2)198;- und R-

Relaxationsraten sowie heteronukleare NOH&'PN-NOE) (Farrow et al 1994)
lassen Aussagen sowohl Uber Bewegungen im Subriammsnbereich als auch
uber langsame konformationelle Anderungen im Mikisndenbereich zu (Wagner
1993). Diese NMR-Parameter sind nicht nur von lekaFluktuationen, sondern
auch von der so genannten Rotations-Korrelatiohszeines Molekils abhéngig. Je
groBer ein Molekdl ist, desto langsamer bewegtigs. $semald des Stoke’schen
Gesetzes hat ein Molekul mit effektivem hydrodymnschem Radius yr die

Korrelationszeit

_ Ampr]
¢ 3KkT

T Gl. (1.2)
Hierbei stellt7 die Viskositat des Losungsmittels d&g, die Boltzmann-Konstante
und T die Temperatur. Mit zunehmender Molekilgréf3e ninatso die Korrela-
tionszeit zu. Infolgedessen nimmt die Effizienz déistelungsprozesses durch die
Rotation ab, wodurch die Breite der Resonanzlimerderum zunimmt.

Die exakten mathematischen Formulierungen der Ud R-Raten sowie des
'H->N-NOEs uiber spektrale Dichtefunktionen sind in @richungen 1.3 bis 1.5

wiedergegeben.

R :d—:[J(WH ~w,)+33(wy,)+63(w, +aw, )| +c2I(w,) Gl (1.3)

R, =4 [43(0)+ 3(e, - @)+ 39(,) +63(a, )+ 63(a, + )

+ [a3(0)+33(@, ]+ R, Gl. (1.4)

NOE=1+(d_2j[V—Nj[6J(% +ay, )= I, +w, )] Gl. (1.5)
4R\ Vi
Hierbei bezeichnemy; und ay die jeweiligen Larmor-Frequenzen dé$ und des
>N-Kerns, J(«) ist die spektrale Dichtefunktion bei der Frequemzund Rey
beschreibt die Verteilung des konformationellen tAuschs. Weiterhin beschreibt
die Konstantec die Anisotropie der chemischen Verschiebung urdkdinstanted

dipolare Wechselwirkungen. Beide Konstanten sirftheet Gber
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¢ = ATy Gl. (1.6)
und
_ Mhy Vi
d=F0/N7H Gl. (1.7)
8o, 1

Aoy ist hierbei die Anisotropie der chemischen Versbhing des Stickstoffgy ist

die Vakuumdurchlassigkeit,h das Planck’sche Wirkungsquantumy das
gyromagnetische Verhaltnis des Kerns i upd der Abstand zwischen den Kernen
N und H.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Relaxatitesraim rotierenden
Koordinatensystem, & (Jones 1966) dazu verwendet werden konnen, um
chemischen Austausch mit Ratenkonstanten im Miktasgenbereich zu bestimmen
(Farrar & Becker 1971). Zu chemischen Austauschggsen gehodren neben dem
Austauch von Protonen mit dem Ldsungsmittel auchfdenationeller Austausch,

Reorientierung von Seitenketten und andere Artearier Bewegungen.

10
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1.3. Grundlagen des Circulardichroismus

Linear polarisiertes Licht ist dadurch gekennzeathrdass sich sein elektrischer
Vektor in Form einer Cosinus-Schwingung ausbreiiet. ist moglich, sich einen
linear polarisierten Lichtstrahl aus zwei Kompomgnzusammengesetzt zu denken.
Bei diesen Komponenten handelt es sich um zweil@-¥ektoren, E, und E, die
mit gleicher Frequenz und gleichem Betrag gegeigaufirkular um die
Ausbreitungsrichtung rotieren (Abb. 1.6).

Der Circulardichroismus (CD) und die optische Rotadispersion (ORD) — beides
Varianten der Absorptionsspektroskopie — nutzen aienChiralitéat von Molektlen
aus, denn Voraussetzung fur beide Spektroskopreage das Vorliegen von
optischer Aktivitat der Probe, d. h. von untersdhaher Wechselwirkung mit links

und rechts zirkular polarisiertem Licht.

Breiten sich namlich die beiden Lichtstrahlen, dieden zwei E-Feld-Vektorek,

und E, gehéren, mit unterschiedlicher Geschwindigkeitctiudas untersuchte
Medium aus, so wird der Summenvektor seine Richtingt beibehalten, sondern
es resultiert eine Drehung der Polarisationsebenelen Winkela (Abb. 1.6), der
umso gréRRer wird, je langer die durchlaufene Stresk Bei der ORD misst man
eben diesen Drehwinkel.

Misst man nun die Abhangigkeit des Drehwinkeelgon der Wellenlange im Bereich
einer elektronischen Absorptionsbande, dann bresieh die links und rechts
zirkular polarisierten Komponenten nicht nur veisden schnell aus, sondern sie
werden zusatzlich auch verschieden stark absorbebrth. die Extinktions-
koeffizienteng und & fur links und rechts zirkular polarisiertes Liahtterscheiden
sich (Abb. 1.6). Dieses Verhalten nennt man Cimclithiroismus; am einfachsten

wird es beschrieben durch die Differenz der Extorigkoeffizientem\&
Ac=¢ —&; Gl. (1.8)

A¢ kann positiv oder negativ sein, d. h. der linkgroder rechts zirkular polarisierte

Strahl kann starker absorbiert werden.

11
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/
/

Abb. 1.6: (A) Linear polarisiertes Licht kann als Uberlageyuzweier gegenlaufig zirkular

polarisierter Lichtstrahlen mit gleicher Amplitudand Phase dargestellt werden. Unterschiedliche

Ausbreitungsgeschwindigkeiten der beiden zirkutaagpsierten Lic:htstrahletEﬁL und ER fuhren zu

einer Drehung der Polarisationsebene um den WmK&@RD). (B) Unterschiedliche Absorption der
beiden zirkular polarisierten Lichtstrahlen fuhrt elliptisch polarisiertem Licht (CD), woraus die
Elliptizitat 6 bestimmt werden kani¥ bezeichnet hierbei den Drehwinkel der Ellipsenactiss

polarisierten Lichts.

In der praktischen CD-Spektroskopie wird die soagerte Elliptizitatd, gemessen:

I, -1
tang, =&+ Gl. (1.9)

R I L

Ir ist die Intensitat des rechts bzw. links zirkupanlarisierten Lichts nach dem
Absorptionsvorgang. Da die Lichtintensitaten mih dextinktionskoeffizienten tber
das Lambert-Beer-Gesetz uber die Konzentratonund die Schichtdicked

miteinander verknupft sind, ergibt sich daraus na@mgsweise fir kleiné.

0, = InlOGlf—g e, - &) &M@ Gl. (1.10)

12
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Im Gegensatz zur ORD-Spektroskopie findet bei dentetduchung von
Biomolekllen die CD-Spektroskopie eine groéfiere Amiumg, da CD-Banden im
allgemeinen leichter zuzuordnen sind, denn jedelisclp aktive elektronische
Ubergang liefert ein CD-Signal mit einem bestimmtérzeichen. Weiterhin sind
CD-Banden schmaler, was zu einer besseren Aufloumg

Fur die Untersuchung eines Proteins mittels CD-8pskopie ist zunachst einmal
von Bedeutung, welche Chromophore optische Aktivitgésitzen. Dies kann
zuallererst jedes absorbierende Molekil sein, disekSymmetrieebene oder kein
Symmetriezentrum besitzt, das also von sich ausabpaktiv ist. Bis auf Glycin gilt
dies fur alle in der Natur vorkommenden Aminosaudihrea-Kohlenstoffatome
jeweils vier verschiedene Substituenten tragen.

Optische Aktivitat tritt jedoch auch dann auf, wesioh das Chromophor in einer
asymmetrischen Mikroumgebung befindet, was zu eimeluzierten optischen
Aktivitat fuhrt. So kénnen z. B. durch die Proteiltfing asymmetrische elektrische
Felder auf diet-Elektronen des Phenylrings in Tyrosin einwirkeraswzu einer
starken optischen Aktivitat fihren kann, wohingedenreElektronen fir sich allein
genommen nur eine schwach ausgepragte optischeitAkbesitzen.

Zusatzlich zu der intrinsischen optischen Aktivitdh Proteinen und Polypeptiden —
ausgehend von ihrem Aufbau aus Aminosduren — feiatech Kopplungen von
Chromophoren, insbesondere die der Peptidbinduragggrund der Ausbildung von
Sekundarstrukturelementea-Helix, 3-Faltblatt,random coi) einen Beitrag zu den
CD-Spektren dieser Molekiile.

Die (n - 71°)- und (r — 17)-Ubergange der Peptidgruppe liegen im UV-Bereich
um 200 nm. DiatElektronen sind Uber die C-, N- und O-Atome delskart. Das
Maximum des ( — 77)-Ubergangs liegt zwischen 210 und 230 nm, die gena
Frequenz des Ubergangs ist sensitiv auf WassdssickKenbindungen. Der
(71 — m”)-Ubergang hingegen liegt im Bereich zwischen 1860 200 nm. Mit Hilfe
von Modellpeptiden (Adler et al 1973) konnten ch&geastische CD-Spektren flr
die einzelnen Sekundarstrukturelemente erhaltedemefAbb. 1.7).

13
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Abb. 1.7: Zirkulardichroismus fur ein@-Helix (gelb), einf3-Faltblatt (blau) und digandom coil

Konformation (rot).

Fir einea-Helix zeigt sich, dass devi(— 77”)-Ubergang entartet ist, er besteht aus
zwei Komponenten, die einem senkrecht bzw. parallel Helixachse liegenden

Beitrag zuzuschreiben sind. Entsprechend zeigiGIxSpektrum eines-helikalen
Proteins drei Extremstellen, namlich ein Maximun 182 nm (7 - 717) und zwei
Minima bei 208 nm fr - 77/) und 222 nm § - 7). Die CD-Spektren fir eine
B-Faltblattstruktur oder einrandom coil Protein weisen hingegen nur zwei
Extremstellen auf, imB-Faltblatt kommt es zu einem Maximum bei 195 nm
(71 - ) und einem Minimum bei 215 nmn(- 77°), bei einemrandom coil
Protein zeigt sich ein Minimum bei 198 nnr (- 77°) und ein Maximum bei etwa

214 nm q - 7).

14
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1.4. Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Alle Molekule absorbieren Licht, jedoch kdnnen rapezielle Molekllspezies —
normalerweise stabile, konjugierte, polyaromatisckehlenwasserstoffe oder
Heterocyclen — auch Licht als Ergebnis der Absomptemittieren. Erfolgt die

Emission aus elektronisch angeregten Singulettadstd nennt man dieses
Phanomen Fluoreszenz.

Die Fluoreszenz liegt fir gewohnlich im ultraviaéat bis sichtbaren, teilweise auch
im nah-infraroten Spektralbereich. Die Anregungdéh vom elektronischen

Grundzustand §&in den ersten angeregten Singulettzustandt&t. Das Jablonski-
Diagramm in Abb. 1.8 gibt die dabei mdglichen Vargé wieder.

S,

S,

S,

IC
S,
VR

s, = ISC VR

h *1
hv Ic T
F
Ph

VR

S *

0

Abb. 1.8: Jablonski-Diagramm eines Fluorophors. Zur Verahfammg wurden keine Rotations-
energieniveaus eingezeichnet. Die Energieniveass Fileorophors sind durch horizontale Linien
dargestellt und in Gruppen zusammengefasst. Dadriggte Band stellt den elektronischen
Grundzustand §Sdar, die niedrigsten Energien der angeregten &ttgustande werden mit;,SS;,

..., $ bezeichnet. Tist die niedrigste Energie des Triplettzustands FRoreszenz; IC: interne

Konversion; ISC: Intersystem Crossing; Ph: Phospémenz; VR: Schwingungsrelaxation.
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Im Zuge der Anregung absorbieren die Elektroneremargetischen Grundzustand
ein Photon () und werden in verschiedene héhere Schwingungsus/angeregter
Singulettzustande gehoben {10s). Die Elektronen, die sich in diesen hoéheren
Schwingungsniveaus befinden, relaxieren daraufti@mhkingslos in das niedrigste
Schwingungsniveau des jeweiligen angeregten Zustddidse angeregten Zustande
relaxieren nun in Losung sehr schnell #£0s) strahlungslos in die Boltzmann-
Verteilung des niedrigsten Schwingungszustandsedsen elektronisch angeregten
Singulettzustands;§Kasha 1950).

Aus diesem Schwingungsniveau heraus kann das &tehktrn in den Grundzustand
zurickkehren. Dabei ist zu beachten, dass daseuNieeau, in das das Elektron nun
zurtckkehrt nicht unbedingt der Grundzustand seussr(Franck-Condon-Prinzip),
sondern einer der angeregten Schwingungszustamdekaen, von dem aus das
Elektron durch Schwingungsrelaxation wieder bisden $-Zustand gelangt. Die
wichtigsten Vorgange bei der Ruckkehr des Elektronden niedrigeren Zustand

sind:

1) Externe Konversion: Dabei erfahrt das angerédutdekil Stof3e mit seiner
Umgebung und gibt dabei Energie ab, bis es dur@sedistrahlungslose
Desaktivierung im Schwingungsgrundzustand des releisch angeregten

Zustands angelangt ist.

2) Interne Konversion (1I8° s): Direkte vibronische Kopplung zwischen dem
Grundzustand und dem angeregten Zustand aufgrundJderlappung von
Schwingungsniveaus und quantenmechanische Tuneldiefaufgrund kleiner

Energiedifferenzen fuhren zu strahlungslosen isetdonversionsprozessen.

3) Intersystem Crossing (1D s): Kommt es zu einer Uberlappung der
Energieniveaus der Singulettzustande mit denen Tadglettzustande kann
aufgrund vibronischer Kopplung das Elektron in deiplettzustand Gbergehen.
Aus dem Triplettzustand heraus kann das Elektranunter Lichtemission in
ein Schwingungsniveau des Singulett-Grundzustandsbergghen
(Phosphoreszenz). Da es sich dabei aber um eimbateaen Ubergang handelt,
besitzt der Triplettzustand eine lange Lebensdauwed die Dauer der

Phosphoreszenz ist entsprechend lang (zwischéruifl 1G s).
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4) Fluoreszenz (18 s): Hierbei relaxiert das Molekiil unter Lichteniissaus dem
angeregten Singulettzustand in den Singulett-Grustdnd. Die Wellenlange
des ausgestrahlten Lichts — und damit dessen Energit dabei abhangig von
der Energiedifferenz des Grundzustands und desregtge Zustands. Die

Fluoreszenzenergie lasst sich berechnen durch:
Efiuor = Eabs— Evib = Evomi Gl. (1.11)

wobei By die Energie der emittierten Strahlungq,Edie Energie der

absorbierten Strahlung wahrend der Anregung,, Elie Energie der

Schwingungsrelaxation und 4 die Energie fir die Reorientierung der
Losungsmittelmolekile ist.

Da die Emission erst stattfindet, nachdem das Mile&inen Teil der

Anregungsenergie an die Umgebung abgegeben hatlgeglurch die Terme
Evib und Esmi), erfolgt die Fluoreszenz bei einer kleineren B — also einer

hoéheren Wellenlange als die Absorption.
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1.5. Prionen

1.5.1. Historisches oder eine kurze Geschichte degons

Transmissible spongiforme Encephalopathien (TSEzeiobnen eine Gruppe
verschiedener neurodegenerativer Krankheiten. 8ergi 18. Jahrhundert wurde
diese Form der Krankheit in Westeuropa bei Schigstgestellt und spater mit dem
Ausdruck ,scrapie” (dt. Traberkrankheit) charaldemit (Abb. 1.9), doch es gibt
Anzeichen, dass diese Krankheit schon in friheest &istierte und auch bekannt
war (Wickner 2005). Die Ubertragung der Krankheitnveinem Schaf zu einem
anderen mittels Inokulation konnte in den Dreizigleren des 20. Jahrhunderts
durchgefuhrt werden (Cuille & Chelle 1936). Als T&Erankungen wie die
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) (Creutzfeldt 1928akob 1921) oder das
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) (@arst et al 1936) beim
Menschen entdeckt wurden, glaubte man hingegen, niigss diese Krankheiten
Ubertragbar seien. Die Beschreibung von Kuru —relmankheit, die bei einem
Ureinwohnerstamm in Neu Guinea ausgebrochen waja§Z& Gajdusek 1957) —
und die Beobachtung, dass mehrere histopatholagigdimlichkeiten zwischen
Scrapie und Kuru bestanden (Hadlow 1959), fuhremto¢gh zu der erfolgreichen
Ubertragung von Kuru (Gajdusek et al 1966) undespain CJD vom Menschen auf
den Schimpansen und andere Primaten (Gajdusek Bs@i®71). Von diesem Punkt
an war klar, dass TSE-Erkrankungen bei Tieren weichMenschen zu der gleichen
Krankheitsgruppe gehoérten und dass das auslosergEnsA— obwohl noch
unbekannt — ahnliche und ungewdhnliche EigensamaitéB. bei der Inaktivierung
besalR. Zwei Nobelpreise spater — der erste ging H3V Dr. Daniel Carleton
Gajdusek fur seine Arbeit zur Beschreibung von KiriNeu Guinea, der zweite
1997 an Dr. Stanley Ben Prusiner fur seine ,pretely“ Hypothese (Prusiner
1982) — wurde als auslosendes Agens fur diese értEgkrankung ein einzelnes

Protein, das Prionenprotein (PrP), verantwortliemgcht.
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(Cuille & Chelle 1936)
(Alper et al 1966)

in seiner modernen Form
(Griffith 1967)

(Chandler 1961)
des Agens ohne Nucleinsauren

Ubertragung von Scrapie
von Schaf zu Schaf mittels Inokulation

(Zigas & Gajdusek 1957)
Scrapie und zeigen keine Symptome
(Bueler et al 1992; Bueler et al 1993)

Scrapie-Agens ist UV-resistent; Replizierung

Beschreibung des Prionenmechanismus
PrP-knockout-Mause erkranken nicht an

Erste Berichte von Scrapie in Europa
(Deutschland, Frankreich und Ungarn)
(M’Gowan 1914)

Scrapie wird auf Mause Ubertragen

Beschreibung von Kuru bei einem
Kannibalenstamm in Neu Guinea

Erster bestétigter Fall von BSE
(Wells et al 1987)
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Abb. 1.9: Zeitstrahl mit wichtigen Ereignissen bei der Esfdtung von transmissiblen spongiformen

Encephalopathien.

Internationale Aufmerksamkeit erlangten TSE-Erktarden und Prionen im Zuge
der am Ende des 20. Jahrhunderts in GroR3britarsiéinetenden BSE-Epidemie.
Diese auch als ,Rinderwahnsinn“ bezeichnete Kraitkkerde in England erstmals
Mitte der 1980er Jahre bei zehn Rindern festgéstélaraufhin stiegen die
Fallzahlen bis 1992 auf tGber 36000 an, um dann eviedi sinken (Abb. 1.10).
Insgesamt starben innerhalb von 20 Jahren meht&)9800 Rinder, vorwiegend
Milchkihe, an der bovinen spongiformen Encephalupat(BSE). Insgesamt
infizierten sich etwa eine Million Rinder (Andersenal 1996), die daraufhin getotet
wurden. Eine mdgliche Ursache flur das gehaufterAigh der Epidemie wurde in
der Zufutterung von Tiermehl gesehen, dem Schlaéita von Schafen, Rindern,
Schweinen und Huhnern zur Herstellung eines pra®heren Futtermittels
zugegeben worden waren. Seit den 1970er Jahrerewuaredem die Schlachtabfélle
nur noch unzureichend erhitzt, um den Fettgehatzaeverfitternden Tiermehls zu
erhohen (Wilesmith et al 1991). Diese Anderung én Herstellung des Tiermehls
wird als eine Ursache dafir gesehen, dass Scrapgdt, die diesen
Aufbereitungsprozess Uberstanden, vom Schaf aufdeRinibertragen werden

konnten. Seit dem 01. August 1996 gilt in ganz Gra&nnien ein volliges Verbot
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der Tiermehlfutterung bei allen Tierarten. Trotzdé&naen auch lange nach 1996
immer wieder BSE-Félle bei Rindern auf, die nacimdéitterungsverbot geboren
wurden. Infolge der neuen Bestimmungen zur Tierfiierung nahmen die BSE-
Falle Mitte der 1990er Jahre wieder dramatisch ab.

1996 wurde in GrolRbritannien eine neue Variante @eutzfeldt-Jakob-Krankheit
(vCJID) beschrieben, von der man heute glaubt, dassch dabei um die humane
Form von BSE handelt (Will et al 1996). Diese isirle familiare Krankheit, die mit
Mutationen assoziiert ist, auch wenn in den meigiien ein Met/Met-Genotyp am
PrP-Codon 129 vorliegt. vCJD kann von der sporégiscCJD, die die ubliche Form
der humanen TSE-Erkrankungen darstellt, unter amdedadurch unterschieden
werden, dass die Krankheit bereits in jungen JafwetD Jahre) ausbricht und dass
die fur CJD typischen Veranderungen im Elektroehagggramm ausbleiben (Will
et al 2000). Vor allem das untypisch junge Alter Batienten und deren ausgepragte
Pathologie deuteten an, dass es sich bei vCIJD uma eeue klinische TSE-

Erkrankung handelte, und das Auftauchaaset Krankheit ausgerechnet in

1 BSE —— CJD -o- vCJD
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Abb. 1.10: Vergleich der jahrlichen Neuerkrankungen an BSE Ri@dern (Quelle: The World
Organisation for Animal Health [OIE]) sowie CJD ur@JD bei Menschen (Quelle: The National
Creutzfeldt-Jakob Disease Surveillance Unit [NCJIDS&lveils fir GroRRbritannien (GB).
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Grol3britannien legte den Schluss nahe, dass e¥/enpendung zwischen vCJD und
BSE geben musse. Verschiedene Untersuchungenigestddaraufhin, dass die bei
Menschen auftretende vCJD-Erkrankung ein Abkommliog BSE ist (Bruce et al
1997; Hill et al 1997; Lasmézas et al 1996; Lasmédaal 2001). Da die meisten
vCJD-Patienten keinen Kontakt zu Rindern auf Farmdar in Schlachthausern
hatten, wurde angenommen, dass die Infektion duteh Konsum von BSE-
kontaminierten Fleischprodukten stattgefunden hahasste. Bis 2009 wurde von
insgesamt 165 vCJD-Fallen in Grof3britannien beeicfAbb. 1.10) und es scheint,
dass bereits im Jahr 2000 der Hohepunkt der Krarsdngle erreicht wurde. Da
aber vermutlich weit mehr Menschen dem infektio®#BE-Erreger ausgesetzt
waren, jedoch auch im Vergleich zu den anderen P&fienten — insgesamt 1036 im
selben Zeitraum — nur eine verschwindend Kkleine p@eu tatsachlich vCJD
ausbildete, spricht dies dafir, dass Menschen d&kvresistent gegentber dem
BSE-Erreger reagieren und/oder dass die Dosis 8&i-IBfektion bei den meisten

Menschen zu gering gewesen ist.

1.5.2. Aktueller Stand der Forschung

1.5.2.1. Das zellulare Prionenprotein (Pr®

Das zellulare Prionenprotein (P)Pist ein an zwei Asparaginresten, Agnund
Asnyg7, glykosyliertes Protein der extrazellularen Matrintsprechend ist es Uber
einen Glykosyl-phosphatidyl-inositol (GPI)-Anteil der Plasmamembran verankert.
Die Strukturen des prozessierten Pdus Mensch, Maus, Rind und Goldhamster
sind &hnlich aufgebaut: Der N-terminale Teil destéins (Aminosaurereste 2820)
bildet einen hochflexiblen Polypeptidschwanz aushiwwgegen sich im C-terminalen
Teil (Aminosaurereste 12230) Sekundarstrukturen befinden. Insgesamt biddgm
drei a-Helices und ein zweistrangiges antiparallefefaltblatt aus (Abb. 1.11)
(Riek et al 1997). Die zweit@-Struktur und die drittex-Helix sind tber einen
grof3en Loop miteinander verbunden. Der C-Termisuslurch eine Disulfidbriicke
zwischen Cygg und Cysi4 verbunden, der Helix 2 und Helix 3 miteinander
verknupft (Riek et al 1996).
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Auch wenn der N-terminale Teil des PrBnstrukturiert erscheint, enthélt er zwei
klare, konservierte Regionen. Die erste besteht einem Segment mit flnf
Wiederholungen, bestehend aus einer oktameren Asdimesequenz (Abb. 1.11)
(Riek et al 1997). Von dieser Region wird angenomna@ss sie eine wichtige Rolle
bei der Bindung von Kupfer aber auch bei der Kratglentstehung spielt (Brockes
1999). Der zweite Aminosaurebereich besteht ausereinochkonservierten,
hydrophoben Doméne, der eine hydrophile, geladeggoR vorausgeht (Abb. 1.11).
Bei Saugetieren ist das PrRin hochkonserviertes Protein und analoge Proteine
existieren auch in Schildkréten (Simonic et al 20006d mdglicherweise auch in
Amphibien (Strumbo et al 2001). Das breite, maraligfe und wachstumsregulierte
Expressionsmuster von Prih der Skelettmuskulatur, den Nieren, dem Hern de
sekundéaren Lymphorganen und dem Zentralnervensyistesen eine konservierte
und breite Funktion des Proteins erahnen (AguzBa®ymenidou 2004; Manson et
al 1992). Innerhalb des Zentralnervensystems koho@e PrB-Konzentrationen in
den synaptischen Membranen von Neuronen festgestettien. PrP kann jedoch
auch in Astrocyten exprimiert werden (Moser et@93). Obwohl da®rnp-Gen, das
das Prionenprotein codiert, bereits 1986 idengfizwerden konnte (Basler et al
1986) undPrnp Knock-out-Mause seit 1992 existieren (Bueler eLl292), konnte
die Funktion des PfPnoch nicht vollstandig geklart werden. Viele véiisdene
Funktionen werden dem PtP zugesprochen, unter anderem bei der
Immunregulation, bei Signaltransduktionsprozessei,der Bindung von Kupfer,
bei der synaptischen Weiterleitung, bei der Einleit der Apoptose und bei vielem
mehr (Aguzzi & Polymenidou 2004).
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A PK CHO CHO
L Asn1a1 Asn197
Signal OR ccC | | |——GPI

- I PK-resistentes Fragment

L o5

Ungeordnete Geordnete
NMR-Struktur NMR-Struktur

B
Biochemische Eigenschaften
PrP° Prp*
Hoher Anteil | Hoher Anteil
an a-Helices an B-
Faltblattern
Loslich Unloslich

PK-sensitiv | PK-resistent

Keine Aggregation
Aggregation

Abb. 1.11: Strukturelle Merkmale und biochemische Eigensemafies zellularen Prionenproteins.
(A) Modell der Primarstruktur des PrRmit posttranslationalen Modifikationen. Ein sekriches
Signalpeptid (Signal) befindet sich am N-TerminDsr Proteinase K (PK)-resistente Teil von BrP
ist angegeben, die Position der PK-Spaltstelldusth einen Pfeil angezeigt. OR (griin): Octarepeat-
Region; CC (rot): Geladener Cluster; HC (blau): fapdhobe Doméne; S-S: Disulfidbricke; CHO:
Glykosylierungsstellen; GPI: Glykosyl-phosphatidybsitol-Anker. (B) Tertiérstruktur des PrP
eingebettet in eine Lipid-DoppelmembranHelices sind in rot, das antiparallgdeFaltblatt in blau
wiedergegeben. Gezeigt ist weiterhin der unstrigatier N-terminale Teil (grau) und der GPI-Anker.
Zuckerreste sind durch die farbigen Kreise wiedgetpen. Gelb: Mannose; Blau: N-
Acetylgalactosamin; Grin: Glucosamin; In: InositBt; Phosphat. Die biochemischen Eigenschaften

von PrP und PrP°sind tabellarisch angegeben. Verandert nach (Aguzd 2008).
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1.5.2.2. Die ,protein-only“-Hypothese und Konversioasmodelle

Zurzeit ist die ,protein-only“-Hypothese das am sten akzeptierte Modell fur die
Erklarung von TSE-Erkrankungen, auch wenn einigée®aind Meinungen nicht
mit Absolutheit zu dieser Hypothese passen (Agéztieikenwalder 2003). Diese
Hypothese — in den Grundzigen aufgestellt von BrifiGriffith 1967), detailliert
beschrieben von Prusiner (Oesch et al 1988; Odsahl1985; Prusiner 1982; 1989)
und verfeinert von Weissmann (Weissmann 1991) -uhtedarauf, dass das
infektiose Agens fir TSE-Erkrankungen (P)Peine posttranslational modifizierte
Konformation des zelluldren Prionenproteins Pigt (Cohen et al 1994). Durch
vergleichende CD- und IR-spektroskopische Strukiaivgsen konnte gezeigt
werden, dass PfPeinen a-helikalen Anteil von 40% besitzt (Pan et al 1993),
wohingegen PP ca. 43%B-Faltblatt- und 30%-Helix-Strukturen aufweist (Safar
et al 1993). Auf der Basis dieser Ergebnisse wumtezi mogliche Theorien dariber
aufgestellt, die den Mechanismus der RiRduzierten Konversion von PrRin
PrP* beschreiben. Dabei handelt es sich erstens umhdasodimere Modell
(Gajdusek 1988; Prusiner & Dearmond 1990) und =2meit um das
Nukleationspolymerisationsmodell (Come et al 1993).

Dem heterodimeren Modell (Abb. 1.12A) liegt zugrandiass das P*Pnach der
Infektion eine katalytische Kaskade auslost und Sustrat dabei PHPoder ein
teilweise entfaltetes Intermediat (PP das durch stochastische Fluktuationen in
den PrP-Konformationen entstehen koénnte, verwendet und chdureine
konformationelle Anderung dieses in ein neues Rratdt hohemp-Faltblattanteil
umwandelt. Das neu geformte PfRviederum kann daraufhin ein weiteres RrP
Molekil in die krankhafte Form umwandeln. Die kamf@tionelle Anderung ist bei
diesem Modell kinetisch kontrolliert: Eine hohe Aigrungsenergie verhindert
dabei eine spontane Konversion. Die Entstehungsefd®-Dimers konnte die
Aktivierungsenergie herabsetzen und die Bildung menem Prf® aus dem PfR
PrP°%Heterodimer beschleunigen, was zu einer beschjeemiRekrutierung von
weiteren PrP-Molekiilen fiihren wiirde. Sporadische Falle von Gdbnten durch
eine extrem seltene Konversion entstehen; die Hkeiti fir diesen Prozess liegt
etwa bei einem Fall pro einer Million Menschen wprd Jahr (Kahana et al 1974).
Familiare Formen von Prionenerkrankungen sind dagesng mit Mutationen auf

dem Prnp-Gen assoziiert (Hsiao & Prusiner 1990). Es wirdnuget, dass diese
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Mutationen eine spontane Konversion von P PrP° mit einer erhthten
Haufigkeit erlauben, so dass die Krankheit inndrhder Lebensspanne des
Individuums auftreten kann. Diese Wahrscheinlictdeghthung konnte wiederum
mit einer verringerten Aktivierungsenergie fir dé&imwandlungsprozess des
mutierten PrP im Vergleich zum Wildtyp-PrP erkhrden.

Demgegeniber steht das Nukleationspolymerisatiodsih@Abb. 1.12B), das die
Konformationsanderung als thermodynamisch kongulli annimmt. Die
Umwandlung von PfP und PrP° ist demnach reversibel, doch wird im
Gleichgewichtszustand die PHRonformation stark begiinstigt. PfFist nur dann
stabil, wenn es an bereits bestehende kristalliétimIPrP*Nukleationskeime oder
-Aggregate angebunden werden kann. Das Vorhanderses Nukleationskeimes
wiederum beschleunigt die Addition von weiteren Moeren. Entsprechend dieser
Hypothese wére der aggregierte Zustand eine imdhe Eigenschaft der
Infektiositat: Monomeres PrPware harmlos aber anfallig fir den Einbau in éih s

vergroRerndes PFRAggregat.

Prp™

A
O h — > [ —= A[] —— E[

Langsam Schnell Schnell

0@ e L
Q ;;ﬁ |:| Langsam % % Schnell % % Schnell % %
Nukleus

Abb. 1.12: Modelle fiir die Konversion von PfPzu PrB¢ (A) Im heterodimeren Modell ist die
Umwandlung des PfP(Kreise) oder einer anderen moglichen Konformatr®™ (Dreiecke), zu
PrP* (Quadrat) in Abwesenheit von PfMolekiilen extrem langsam, jedoch irreversibel. SPrP
schafft es im weiteren Verlauf durch eine katabhis Reaktion weitere PPRMolekiile in die PrE-
Konformation umzuwandeln. (B) Beim Nukleationsposnmsationsmodell ist die Umwandlung von
der PrP- in die PrBP%“Form von Natur aus ein schneller Prozess. Jedsichei Abwesenheit eines
ausreichend groRBen PfAggregates (Nukleus) die PrRonformation thermodynamisch bevorzugt.
Erst bei der Anwesenheit eines Nukleus werderfRtBlekille rekrutiert und als PPRMolekiile in

die Struktur der Aggregate eingebaut.
25



Einleitung

1.5.2.3. Strukturmodelle von PrP°

Hochaufgeldste strukturelle Details von P¥Rggregaten liegen nicht vor, doch
konnten mehrere Strukturmodelle von Prétstellt werden (Abb. 1.13A).

Das [-Helix-Modell (Govaerts et al 2004) basiert untemderem auf
elektronenmikroskopischen Experimenten an HamstetsR(Wille et al 2002).
Dieses Modell verortet die groRten konformationellénderungen wahrend des
Konversionsprozesses in der Region zwischen deméséaureresten 90 und 112, die
sich bis zu Aminosaure 138 ausdehnen. Die sich rdaddormende (3-
faltblattahnliche Kernregion bildet daraufhin elmksgangige3-Helix zwischen den
Resten 89 und 176, die in PrP-Trimeren angeordmet @bb. 1.13C). Der C-
terminale Anteil des Proteins mit derHelices 2 und 3 ist bei diesem Modell nicht
betroffen. Die Trimere bilden eine sich wiederhale3-helikale Scheibe, aus der
durch Polymerisation PPRFibrillen entstehen.

Demgegeniber steht das Spiralmodell, das auf dersBsan MD-Simulationen
erstellt wurde (DeMarco & Daggett 2004). Kernstidlds Spiralmodells sind vig-
Faltblatter (EXE4), die von den Resten 116 bis 164 gebildet wendet eine
protofibrillare Konformation (34%§3-Faltblattanteil) ausbilden. Dabei liegt E1 N-
terminal zu dem ersten in PrRorhandenef-Strang, E2 und E3 sind Erweiterungen
der beiden in PfP vorliegenden B-Strange. Keine der ausgedehnten
Faltblattstrukturen beeintrachtigt dabei die inPeRistierendem-Helices, die damit
ihre native Konformation beibehalten kénnen. Auir bilden die Pr-Monomere
trimere Strukturen (Abb. 1.13D), die sich zu ein@msich verdrehten Filament
aufbauen.

Eine weitere Struktur wurde entwickelt, die aus eskpentellen Daten aus
ortsspezifischem Spinlabeling und EPR-Spektroskapmgeleitet wurde (Cobb et al
2007). Dieses Strukturmodell unterscheidet sichdembeiden anderen in der Form,
dass dep-faltblattahnliche Kern durch die Aminosauren 169 20 gebildet wird
und dass keina-helikalen Strukturen aus PrRuriickbleiben (Abb. 1.13E).
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Abb. 1.13: (A) Vorausgesagte Sekundarstrukturelemente vori“BeRierend auf den drei hier vorge-
stellten Modellen §-Helix-Modell, Spiralmodell, in-register-Modell).ut Vergleich ist die Sekun-
darstruktur des PfPangegeben. (B) NMR-Struktur des PrRC) Struktur des P nach den-
Helix-Modell, als Monomer (oben) und als Trimer {em). (D) Struktur des PTP nach dem
Spiralmodell, als Monomer (oben) und als Trimertém). (E) Stapelmotiv von PfPMonomeren in
einer amyloiden Struktur nach dem in-register-Mbd8kzeigt ist die Verzahnung der Seitenketten
(VergréRerung links). Rechts dargestellt ist eime @0° gedrehte Struktur, die das Netzwerk der
intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen z€i¢grgréRerung rechts). Der Pfeil zeigt die
Langsachse der Fibrille an. Verandert nach (Colath 2007; DeMarco et al 2006; Moore et al 2009).
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1.6. Motivation und Ziele

Seit der Aufstellung der ,protein-only“-Hypotheselz eine zentrale Frage in der
Prionenforschung auf den Mechanismus der UmwandilesgPr in PrP° ab. Da
die beiden Isoformen PYPund PrB° groRe Unterschiede in ihrer nativen
Sekundérstruktur aufweisen, jedoch nur r@myloidbildend wirkt, scheint die
PrP _ PrP°“Konversion Uber einen entfalteten Zustand wahistibk zu sein.
Somit kann die Untersuchung dieses dritten konftionallen Zustands — neben
dem nativen und dem fibrillaren Zustand — das \&mchis Uber dieses Ph&dnomen
und die damit zusammenhangende Entstehung diversemrodegenerativer

Erkrankungen foérdern.

Die vorliegende Arbeit untersucht deshalb Konfoioratund Dynamik der in
Harnstoff denaturierten Proteine hPrP(4#230) und mPrP(122232). Diese in
Denaturantien entfalteten Proteine dienen als Mddeden entfalteten Zustand des
PrP°, aus dem heraus sich Fibrillen gegebenenfallsbilkibnnen. Ziel der Arbeit
war damit die Untersuchung der beiden entfaltetesteihe hPrP(124230) und
mPrP(12%232); NMR-Spektroskopie wurde eingesetzt, um nstteltomarer
Auflésung die gemittelte Konformation und die Dyriknzu bestimmen und mit
Vorhersagen vonandom coilModellen, wie sie im Arbeitskreis an Modellproteim
wie Ubiquitin und Lysozym entwickelt wurden, zu gksichen.

Zusatzlich wird das Aggregationsverhalten von Jeesenen mit TSE-
Erkrankungen beim Menschen assoziierten Mutatiopetnachtet. Hierfir wurde
eine fluoreszenzspektroskopische Analyse verwendgtder die Fibrillenbildung

von verschiedenemutmPrP-Konstrukten in Echtzeit verfolgt werden kannt

Zur Beantwortung der Fragestellung nach Konfornmationd Dynamik sollte
zunéchst das hPrP(1:2430) sowohl unmarkiert als auchN- bzw. *3C*N-
isotopenmarkiert nach einer bereits etabliertenhigide (Zahn et al 2000) heterolog

exprimiert und in Mengen von einigen Milligramm gafeinigt werden.

Das Protein sollte daraufhin in 8 M Harnstoff, pkD 2Zyegeben werden. Das
Verhalten des in 8 M Harnstoff gegebenen Proteatisesmittels CD- und NMR-

spektroskopischer Untersuchungen ermittelt wertiearpei sollte die Frage geklart
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werden, ob das hPrP(1:2230) vollstandig entfaltet war oder noch Reststrred

aufwies.

Dazu wurde eine sequentielle Resonanzzuordnungen®@e, *Cg-, *CO-, 'Hq-
und *HY-Resonanzen des in 8 M Harnstoff entfalteten PmetdiPrP(123230)
mittels NMR-spektroskopischer Methoden durchgefilés sich — im Gegensatz zu
anderen Proteinen wie Ubiquitin (Peti et al 200digroLysozym (Schwalbe et al
1997), die bereits in der Arbeitsgruppe auf dieseis#/ untersucht worden waren —
aufgrund der haufigen Sequenzwiederholungen alsnbless schwierig herausstellte.
Die Resonanzzuordnung der nativen Konformation kBrP(12%230), die bereits
veroffentlicht wurde (Zahn et al 2000), konnte datieht genutzt werden, da man
keine Bedingungen identifizieren konnte, in denefalgete und ungefaltete Proteine
im schnellen Gleichgewicht vorliegen und damit dignwendung von

Austauschspektroskopie nicht in Betracht kam.

Ausgehend von dieser Resonanzzuordnung sollte rdigeFgeklart werden, ob und
wo hPrP(12%230) im entfalteten Zustand residuale Strukturesbédet, die mit den

amyloidauslésenden Mutationen in Verbindung geliragbrden kénnten; dabei
sollten sowohl Weitenbereich- als auch lokale Strmén berlcksichtigt werden.

Ebenso sollte die Art der Struktux-gelikal oder3-Faltblatt) ermittelt werden.

Dazu sollten mdgliche residuale Strukturen mit élNon Modellen firandom coil
Zustande, die sich auf NMR-Daten von chemischen séfeebungen und
heteronuklearen Relaxationsraten stutzten, analysie diskutiert werden.

Zudem sollte der Einfluss der Disulfidbriicke aufrf@rmation und Dynamik von
humanem Prionenprotein untersucht werden. Hierfiurden zusatzlich eine
sequentielle Resonanzzuordnung sowie die sich danachlielende Analyse der
chemischen Verschiebungen und der heteronukleagtax&ionsraten an dem durch
Methylierung der Cysteine reduzierten Protein hP22(230) durchgefihrt und mit
den vorhergehenden Ergebnissen am oxidierten hunfanenenprotein verglichen.
Zusatzlich sollte der Einfluss der Disulfidbriickef das Aggregationsverhalten von
oxidiertem und reduziertem hPrP(£2B0) Uber eine fluoreszenzspektroskopische

Analyse betrachtet werden.

29



Einleitung

Anschlie3end sollten strukturelle, dynamische umktische Charakteristika des
hPrP(12%230) mit denen des murinen Prionenproteins mPrP@22) sowohl im
oxidierten als auch im reduzierten Zustand vergiichverden, um die Frage zu
klaren, ob mPrP(12232) ein geeignetes Modellsystem fir das humane

Prionenprotein darstellt.

Weiterhin sollten Punktmutationen, die mit TSE-Erdkungen beim Menschen
assoziiert sind, in mPrP(12232) Uber molekularbiologische Methoden eingefiihrt
und das Aggregationsverhalten der verschiedeneniertart mPrP(124232)-
Konstrukte mit denen degt-mPrP(121%232) verglichen werden.
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2. Experimenteller Teill

2.1. Plasmidisolierung

2.1.1. Transformation von TOP10F'-Zellen

100 pL kompetent&. coli TOP10F'-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, anschhel3
wurden 5 pL Plasmid-DNA (50 ng pLpJC4QeyhPrP(12:230) bzw. 50 ng pLt
pPpRSET A mPrP(124232)) zugegeben.

Der Vektor pJC4:yhPrP(12%230) (Abb. 2.1A) kodiert den C-terminalen Teil des
humanen Prionenproteins hPrP; der N-Terminus dasslatierten Proteins ist
zusatzlich mit einem His-tag fusioniert (Aminos@aeguenz:
MGHHHHHHHSENLYFQGHM). Aul3erdem tragt dieser Vektdas Gen fiur die
Ampicillin-Resistenz.

Der Vektor pRSET A mPrP(12232) (Abb. 2.1B) kodiert den C-terminalen Teil des
murinen Prionenproteins mPrP; der N-Terminus desstatierten Proteins ist
zusatzlich mit einem His-tag fusioniert (Aminos@aeguenz:
MRGSHHHHHHGLVPRGS). Auch dieser Vektor tragt dasnGer die Ampicillin-
Resistenz.

hPrP(121-230) mPrP(121-232)
= I S Tes
TS ET S 50T
R22:0584 8 LS
|» ATG 7xHis TEV MCS @ @ ATG 6xHis Thrombin MCS[Stop

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der hier verwendetemidiespJC4@:y, (A) und pRSET A (B).

31



Experimenteller Teil

Der Transformationsansatz wurde 20 Minuten auf iBlaibiert, um die DNA-
Anlagerung an die Zellen zu fordern. Daraufhin veurdlie Zellen fur zwei Minuten
einer Temperatur von 42°C ausgesetzt, was die Auafieader DNA in die Zellen
erleichtert. Nach diesem Hitzeschock folgte eineotmgsphase von zwei Minuten;
anschlieBend wurden zu dem Ansatz 900 pL LB-Mediimzupipettiert. Der
Transformationsansatz wurde nun bei 37°C fur 40utéin im Schuttler bei 190 rpm
inkubiert.

100 pL der Zellsuspension wurden nach dieser Irtknigzeit auf einer Ampicillin-
haltigen (100 ug mLY) LB-Agarplatte ausplattiert; die Zellen in dentliesien 900
puL des Transformationsansatzes wurden abzentrifu@@00 rpm, 1 min, 19°C), in
100 pL LB-Medium resuspendiert und ebenfalls aumeeAmpicillin-haltige LB-
Agarplatte aufgetragen.

Beide Platten wurden im Brutschrank bei 37°C inkubi

2.1.2. Isolierung der Plasmide pJC4fyhPrP(121-230) und
PRSET A mPrP(12%232)

6-mL-LB-Kulturen, die jeweils 100 pg mt Ampicillin enthielten, wurden mit
Kolonien von den Agarplatten angeimpft und bei 37A@ 190 rpm vier Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin bei 1300@rpbzentrifugiert. Die Isolierung
der Plasmid-DNA aus den Zellen erfolgte nach demzRr der alkalischen Lyse
[Birnboim & Doly, 1979] mit Hilfe eines QIAprep Miprep Kits nach beiliegender
Vorschrift. Die isolierte DNA wurde jeweils in 50 Ly Elutionspuffer EB

aufgenommen und beR0°C gelagert.

2.1.3. Restriktionsverdau

Um den Erfolg der Plasmidisolierung zu verifizieremurde ein Kontrollverdau
durchgefihrt (Tabelle 2.1). Der Restriktionsansatzrde eine Stunde bei 37°C
inkubiert, daraufhin wurden Proben der restringiertund der unbehandelten
Plasmid-DNA auf ein 1%iges Agarose-Gel (w/v) aufggen (s. Abschnitt 2.7.1.).
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Restriktionsverdaus fur husnBre (links) und murines PrP

(rechts). Die Konzentration der verwendeten Plakisithg betrug jeweils 50 ng [l

hPrP(121—230) Volumen mPrP(121-232) Volumen
pJC40,,,hPrP(121—230) 4 uL pRSET A mPrP(121—232) | 4 puL
NEB-Puffer 2 2L NEB-Puffer 4 4 uL
BSA[1 pg uL"] 2 uL EcoR1[20 U pL"] 0,5 uL
Ndel [20 U pL™] 0,5 uL Ncol [10 U pL™] 0,5 uL
BamH1 [20 U pL"'] 0,5 uL ddH,0 11 uL
ddH,0 11 pL > 20 il
> 20 uL

2.1.4. Herstellung der mPrP-Mutanten

Ausgehend von dem Wildtyp-Plasmid-pRSET A mPrP(124232) wurden durch
ortsspezifische Mutagenese (Stratagene QuikChangdBected Mutagenesis Kit)
einzelne Punktmutationen in das Protein eingefiteren Expression mit den
Krankheitssymptomen einer prionenspezifischen Knaitk assoziiert sind. In

Tabelle 2.2 ist die allgemeine ZusammensetzundéarPCR-Ansatz angegeben.

Tabelle 2.2: Allgemeine Zusammensetzung des PCR-Ansatzes. atlagen-DNA (dsDNA) wurde
das Plasmid pRSET A mPrP(:232) verwendet. Die jeweilige Basenabfolge der claesienen

Primer (revPrimer und forPrimer) ist im Anhang (&bgitt 5.4.) angegeben.

Volumen

10x Reaktionspuffer S5ul
dsDNA [10 ng uL"] 1 uL
revPrimer [10 uM] 1,5 uL
forPrimer [10 uM] 1,5 uL

dNTPmix 1 uL
ddH,O 40 uL
2 50 uL

33



Experimenteller Teil

60 s
55°C
30s .
95°C 12 x 10°C
\ 30s 210 s J
95°Cw«.____~-68°C

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des zur Herstellung @eschiedenemutmPrP-Konstrukte
verwendeten PCR-Zyklus. Als Initiationsschritt wid eingesetzte DNA fir 30 s bei 95°C inkubiert.
Hierauf folgt ein sich insgesamt zwdlfmal wiededrader Zyklus, bestehend aus drei Schritten, dem
DNA-Schmelzen (30 s bei 95°C), der Primer-Anlager(80 s bei 55°C) und der Kettenverlangerung
(210 s bei 68°C). Nach Abschluss des PCR-Zykludvder Ansatz bei 10°C bis zur Weiter-

verwendung gelagert.

Zu diesem 50 pL Ansatz wurde 1 pL Pfu Turbo Polyser(2,5 U pI) hinzu-
gegeben und eine PCR entsprechend Abb. 2.2 duidingeNach der PCR wurde
der Ansatz mit 1 plDpnl (10 U uL™Y) eine Stunde bei 37°C inkubiert. DBgNI
verdaute die parentale DNA. 1 pL des Ansatzes wdataufhin in DH&-Zellen
transformiert, auf”™LB-Agar-Platten ausplattiert und Uber Nacht bei G7°
inkubiert. Der Erfolg der Mutagenese wurde Uber S@&guenzanalyse eines Klons
verifiziert. Hierzu wurde ein einzeln wachsendeoiiKivon der*™PLB-Agar-Platte
gepickt und in"™LB-Medium tber Nacht unter Schiitteln bei 37°C hgemogen.

Das mPrP-Plasmid wurde isoliert und sequenziert.

2.2. Proteinexpression

2.2.1. Transformation von BL21(DE3)pLysS- und BL21&r " (DE3)pLysS-Zellen

Entsprechend dem in Abschnitt 2.1.1. beschriebeertokoll wurden 100 pL
kompetente BL21(DE3)pLysS- bzw. 100 pL kompetent2BStar (DE3)pLysS-
Zellen mit 5 pL Plasmid-DNA [pJC48/hPrP(12%230), pRSET A
wt-mPrP(12+232) bzw. pRSET AmutmPrP(12%232)] transformiert und auf

Ampicillin- und Chloramphenicol-haltigen LB-Agarptan angezogen.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Plasmids pLysS.

BL21(DE3)-Zellen tragen ein in ihr Genom integrestGen fur die T7 RNA-
Polymerase, die unter Kontrolle déscUV5-Promotors steht; die Genexpression
kann mit Hilfe von IPTG induziert werden.

Die hier verwendeten BL21(DE3)pLysS kompetentenenebesitzen dariiber hinaus
einen permanent eintransformierten Vektor (pLysi8), eine geringe Menge des T7
Lysozyms produziert; dieses Enzym unterdrickt digre&ssion der T7 RNA-
Polymerase, solange die Zellen nicht mit IPTG inelizavorden sind. Dies reduziert
eine frilhzeitige Uberexpression. AuRerdem ist ae$am Vektor das Gen fir die
Chloramphenicol-Resistenz enthalten (Abb. 2.3).

BL21Star (DE3)pLysS-Zellen tragen dariiber hinaus ein muiertne-Gen
(rnel3)), das fir ein verkirztes RNase E Enzym kodierésBim verkirzten Enzym
fehlt die Fahigkeit mMRNA abzubauen, wodurch der@bifitat erhoht wird.

2.2.2. Expression in Normalmedium

Zur Expression de$™hPrP(12£230) bzw. des™™SwtmPrP(12+232) oder der
HSmutmPrP(12+232) in Normalmedium wurden BL21(DE3)pLysS-Zellesrwen-
det.

Zunachst wurden Ampicillin- und Chloramphenicoliigd LB-Vorkulturen zu je
100 mL bei 37°C und 190 rpm bis zu einerdgf¥on ca. 1,7 angezogen. Mit diesen
Vorkulturen wurden daraufhin jeweils 2 L LB-Hauplkuen (enthielten Ampicillin
und Chloramphenicol) angeimpft; diese wurden ebksnifeei 37°C und 190 rpm bis
zu einer Olgy von 0,8 - 0,9 inkubiert. Anschliel3end erfolgte dinreluktion der
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Proteinexpression mit IPTG (Endkonzentration: 1 mMje induzierten Kulturen

wurden weiterhin bei 37°C und 190 rpm inkubierteidois vier Stunden nach der
Induktion wurden die Zellen mittels Zentrifugati@iA 8.1000, 6500 rpm, 10 min,
4°C) geerntet.

Das Zellpellet wurde bis zur Weiterverarbeitung+#0°C eingefroren.

2.2.3. Expression in isotopenangereichertem Medium

Zur Expression des™hPrP(12+230) bzw. des™wtmPrP(12+232) in M9-
Minimalmedium wurden ebenfalls BL21(DE3)pLysS-Zallerwendet.

Zunachst wurden Ampicillin- und Chloramphenicoltigg LB-Vorkulturen zu je
50 mL bei 37°C und 190 rpm bis zu einer §von ca. 1,5 angezogen. Mit diesen
Vorkulturen wurden daraufhin jeweils 2 L M9-Haupitkmen angeimpft; diese
wurden ebenfalls bei 37°C und 190 rpm bis zu e@Bgyo von 0,8 - 0,9 inkubiert.
Anschlieend erfolgte die Induktion der Proteineggion mit IPTG
(Endkonzentration: 1 mM). Die induzierten Kultunearden weiterhin bei 37°C und
190 rpm inkubiert; drei bis vier Stunden nach deduktion wurden die Zellen
mittels Zentrifugation (JLA 8.1000, 6500 rpm, 10nm°C) geerntet.

Das Zellpellet wurde bis zur Weiterverarbeitung+#0°C eingefroren.

2.3. Aufreinigung der verschiedenen Prionenproteine

2.3.1. Zellaufschluss

Das bei der Expression jeweils erhaltene Zellpalletde aufgetaut und mit ca. 40
mL Puffer G (6 M Guanidiniumhydrochlorid, 10 mM $#HCI, pH 8,0, 100 mM
Natriumphosphat-Puffer, pH 8,0, 10 mM reduziertdati@ation, 5 mM Imidazol)
versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte zunachst medth mit Hilfe eines
Homogenisators, danach mittels Ultraschall (ach&ma Minute bei 60% power).
Debris wurde durch Zentrifugation (JLA 16.250, 165@pm, 40 min, 4°C)
sedimentiert, der Uberstand wurde filtriert undegifmmobilisierten Metallchelat-

Affinitatschromatographie (IMAC) unterzogen.
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2.3.2. Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC)

Die verschiedenen Proteinkonstrukte wurden jeweds Raumtemperatur an einer
FPLC-Anlage (BioRad) Uber eine Ni-NTA-Saule affétggereinigt. Mit Hilfe einer
angeschlossenen UV-Einheit konnte die Extinktion2@® nm verfolgt werden.

Das Ni-NTA-Material besitzt eine hohe Affinitat filPolypeptide, die an ihrem
N- oder C-Terminus einen so genannten Histidin-tagestehend aus sechs oder
sieben aufeinanderfolgenden Histidinen — tragencfidb et al., 1987]. Proteine
ohne His-tag binden nicht an das Ni-NTA-Materialduk6nnen somit durch
Waschschritte von dem Zielprotein entfernt werden.

Die Saule wurde zuné&chst mit funf S&ulenvoluminamsiertem Wasser gewaschen
und anschlieRend mit dem gleichen Volumen PufféqGilibriert. Daraufhin wurde
das Saulenmaterial zu dem aus Abschnitt 2.3.1lterfean Uberstand gegeben und
bei Raumtemperatur eine Stunde lang gerihrt. Alshstéas wurde das
Saulenmaterial, an dem nun die His-getaggten Prieltz gebunden hatten,
wieder in die Saule gefillt und bis zum Erreich@mee konstanten Basislinie mit
Puffer G gewaschen. Die Flussgeschwindigkeit bedatgei 3 mL mifi'.

AnschlieRend wurde ein linearer Gradient von 0 bi®% Puffer B (10 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 100 mM Natriumphosphat-Puffer, g8t0, 5 mM Imidazol) Uber
ein zehnfaches Saulenvolumen bei einer Flussgerdiyieit von 0,7 mL mift
gefahren. Wahrend dieses Gradienten kam es zurf&iclg des auf der Saule
gebundenen Proteins. Nach Abschluss des Gradientete die Sdule nochmals mit
zwei Saulenvolumina Puffer B gewaschen, um einedédprozentige Rickfaltung
zu gewabhrleisten.

AnschlieRend wurde die Saule mit Puffer W (10 mMs/HCI, pH 8,0, 100 mM
Natriumphosphat-Puffer, pH 8,0, 50 mM Imidazol) ksm Erreichen einer
konstanten Basislinie gewaschen. Mit Hilfe diesebrites sollten unspezifisch an
die Saule gebundene Moleklle von dem Zielprotetregat werden.

Die Elution des Prionenproteins erfolgte mit Hilfen Puffer E (10 mM Tris/HCI,
pH 8,0, 100 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 8,0, 1@ Imidazol). Dabei wurden
Fraktionen von 8 mL gesammelt. Proben einzelnaktiftmen wurden mit 15%igen

SDS-PAGE-Gelen analysiert; geeignete Fraktionerdemuwrereinigt.
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2.3.3. Abspaltung des His-tags mittels TEV-Protease

Fur die Abspaltung des His-tags von dem hier exjr@n humanen Prionenprotein
hPrP(12%230) wurde die TEV-Protease verwendet. TEV-Protéstsger Name der
27 kDa grofRen katalytischen Doméane des Nucleausiah A Proteins, das von dem
Tabakatzvirus kodiert wird. Da die Sequenzspetifigr TEV-Protease stringenter
als die der Faktoren XThrombin oder Enterokinase ist, eignet sie sishReagenz
zur Spaltung von Fusionsproteinen sehr gut. Auferige die Uberproduktion und
Aufreinigung grofRer Ausbeuten sehr einfach.

Die TEV-Protease erkennt ein lineares Epitop diyeaieinen Form E-2¢XasY-
XaaxQ-(G/S) (X%a Aminosdure mit aliphatischer Seitenkette); diealg&mg erfolgt
zwischen Q und G bzw. Q und S. Die Epitopsequenzdbm hier verwendeten
Proteinkonstrukf™*hPrP(12+230) lautet ENLYFQG.

Zu den vereinigten Fraktionen wurde 1 mL TEV-Pre&eél mg mL') gegeben.

Nach einer sechsstundigen Inkubationszeit bei Rampératur wurden nochmals
1 mL TEV-Protease zugegeben; die Losung wurde weeite8 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Um den Erfolg der HisAdggpaltung zu verifizieren,

wurden Proben mittels SDS-PAGE analysiert.

2.3.4. Abspaltung des His-tags mittels Thrombin-Pri@ase

Fur die Abspaltung des His-tags von dem hier exjert@n murinen Prionenprotein
mPrP(12%232) und den verschiedenen MutantemutmPrP(12+232) wurde
Thrombin-Protease verwendet. Die Thrombin-Protes&ennt ein lineares Epitop
der allgemeinen Form XX ,-P-R/K-X3-X4 (X1 und X: hydrophobe Aminosaure;sX
und X;: nicht-saure Aminosaure); die Spaltung erfolgtsoiien R/K und X Die
Epitopsequenz bei den hier verwendeten Proteinkakten "*mPrP(12+232) und
HSmutmPrP(12+232) lautet LVPRGS.

Zu den vereinigten Fraktionen wurden 30 pL ThromBiotease (1 U pt)
gegeben. Die Lésung wurde fur 24 Stunden bei Raunpeeatur inkubiert. Um den
Erfolg der His-tag-Abspaltung zu verifizieren, wardProben nach verschiedenen

Inkubationszeiten genommen und mittels SDS-PAGHyaiest.
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2.3.5. Gelfiltration

Zur Trennung der verschiedenen Prionenproteine demTEV- bzw. Thrombin-
Protease und von dem abgespaltenen His-tag wundeGalfiltration durchgefihrt.
Das Prionenprotein wurde umgepuffert in Puffer AMB8Guanidiniumhydrochlorid,
50 mM Tris/HCI, pH 7,2) und auf ein Volumen von 5Lneingeengt. Die
Proteinlésung wurde auf eine Superdex75-Saule @rafgen, die zuvor mit Puffer L
(1 M Harnstoff, 50 mM NaOAc, 150 mM NaCl, pH 5,5)udibriert wurde. Die
eigentliche Gelfiltration wurde ebenfalls mit Puftebei einer FlieRgeschwindigkeit
von 1 mL min* durchgefiihrt, die UV-Absorption bei 280 nm wurdeniinuierlich
aufgezeichnet und das Filtrat fraktioniert gesamintalaktionen, die das jeweilige
Prionenkonstrukt enthielten, wurden mittels SDS-EA&halyse identifiziert und zu

weiteren Untersuchungen verwendet.

2.3.6. S-Methy<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>