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Finleitung

1. Einleitung

Lange Zeit ging man davon aus, dass die native dreidimensionale Struktur von Proteinen
allein durch ihre Primérsequenz definiert ist und die thermodynamisch stabilste Form
darstellt'. Diese Vorstellung der Proteinfaltung musste nach der Entdeckung stabiler, nicht
nativer Protein Konformationen grundlegend iiberdacht werden. Die Stabilitdt solcher
Konformationen konnte schlieflich unter Verwendung des Faltungtrichtermodells erklért
werden *. Danach kann ein sich faltendes Protein auf unterschieldiche Weise seine native
Struktur erlangen. Dabei konnen zum Teil kinetisch stabile Intermediate durchlaufen werden,
welche dazu fithren, dass das Protein in einem lokalen Energieminimum ,,gefangen® ist und
nicht seine native Struktur annimmt. Diese fehlgefalteten Proteine sind zum Teil toxisch und
fiihren zum Ausbruch unterschiedlicher Erkrankungen. Dabei ist charakteristisches Merkmal
dieser sogenannten Protein-konformationeller Krankheiten die Ablagerung von Proteinen in
der Form von amyloiden Fibrillen und Plaques. Von dieser Gruppe der Protein-
konformationellen Erkrankungen sind sowohl das zentrale Nervensystem (ZNS), wie auch
eine Vielzahl anderer Gewebe betroffen. Die Pathenogenese zeichnet sich durch die
Fehlfaltung, Fehlprozessezierung und Aggregation von spezifischen Proteinen aus. Zu der
Klasse der neurodegenerativen Amyloidosen gehoren unter anderem Alzheimer, Parkinson,
Polyglutamin-Erkrankungen, wie Huntington, oder die unter Sdugern weit verbreitete Gruppe
der TSEs (Transmissible spongiform encephalophacies), welche auch als Prionen
Erkrankungen bezeichnet werden. Trotz aller Gemeinsamkeiten innerhalb der Gruppe der
Protein-konformationellen Krankheiten unterschieden sich die TSEs durch ihre Eigenschaft
nicht nur in sporadischer oder vererblicher Form auf zu treten, sondern auch als infektiose
Variante vor zu kommen °. Stellvertreter dieser TSE Erkrankungen im Menschen sind die
Creutzfeld-Jakob-Krankheit, das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS), ,,Fatal
familial insomnia®“ (FFI) und Kuru. Bei Nutztieren treten die TSE’s in Form der Traber
Krankheit bei Schafen und Ziegen und BSE bei Rindern *.

Die am lidngsten bekannte Form einer TSE ist die Traber Krankheit, {iber die erste Berichte
bereits vor 200 Jahren verfasst wurden und deren Ubertragbarkeit bereits seit ca. 100 Jahren
bekannt ist °. Trotz dieser Beobachtung ging man lange Zeit nicht von der Infektidsitit
humaner neurodegenerativer Erkrankungen aus. Dies dnderte sich erst mit der Entdeckung der
Kuru-Krankheit bei einem kannibalischen Volksstamm in Neu Guinea im Jahre 1957 °. Die

Ubertragbarkeit Kurus auf Chimpansen konnte von Hadlow et al. nachgewiesen werden ’
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Finleitung

womit der Beweis der Infektidsitdt einer humanen neurodegenerativen Erkrankung erbracht
war. Spiter wurden von Klatzo weitere Ahnlichkeiten zwischen Kuru und CJD detektiert ®.
Auf Grund dieser Ergebnisse wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass eine Infektion
mit TSE lediglich innerhalb einer Spezies oder einer nah verwandten Art stattfindet. Jedoch
kann vermutlich durch regelmafige Aufnahme von infiziertem Material diese Speziesbarriere
iiberwunden werden. Als prominentes Beispiel dafiir dient das Auftreten der bovinen
spongiform encephalopathy (BSE) in GroBbritianien in den 90er Jahren °. Ob der Ausbruch
dieser Epidemie durch die Ubertragung der Traber-Krankheit oder durch eine neue
urspriinglich sporadisch auftretende Form in Rindern ausgelost wurde, konnte noch nicht
eindeutig geklart werden. Die Verbreitung dieser Krankheit wurde jedoch durch die
Verfiitterung von Tiermehl an Rinder begiinstigt.

Im Zusammenhang mit BSE wurde ferner eine neue Variante der CJD (vCJD) beobachtet,
welche sich durch das ungewohnlich junge Alter der Patienten (~ 30 Jahre) im Vergleich zu
der klassischen Form der CJD (~ 65 Jahre) unterscheidet. Die Inkubationszeit von vCJD
betrdagt nach erfolgter Infektion durchschnittlich 12,6 Jahre und der Krankheitsverlauf 14
Monate im Vergleich zu 6 Monaten fiir die sporadische Form von CID (sCJD) '°. Auch die
klassischen Mutationen wie M129V des spiter identifizierten CJD ausldsenden Proteins PrP,
welche eine Fehlfaltung begiinstigen, wurden in an vCJD erkrankten Patienten nicht
detektiert. Das zeitnahe Auftreten dieser Variante mit der BSE Epidemie in Jahr 1996 und
dessen iliberwiegende Beschrinkung auf Grofbritannien legt die Vermutung nahe, dass eine
Ubertragung von BSE durch den Verzehr von kontaminierten, auf Rind basierenden
Lebensmitteln auf den Menschen stattgefunden hat. Durch das Verbot des Einsatzes von
Tiermehl als Futtermittel in der Nutztierhaltung konnte die BSE Erkrankung weitestgehend
eingeddmmt werden, ferner sind, durch die strikte Kontrolle des zum Verzehr bestimmten
Rindermaterials, ebenfalls die Zahlen der an vCJD erkrankten Personen riicklaufig. Durch die
zum Teil lange Inkubationszeit ist zwar eine zweite Welle von vCJD Erkrankungen nicht
auszuschlielen, jedoch ist die Wahrscheinlichkeit recht gering.

Nachdem eine Ubertragbarkeit dieser neurodegenerativen Erkrankungen feststand, lag nun
der Fokus auf der Identifikation des erforderlichen Erregers. Einer der dabei angestellten
Vermutungen iiber dessen Natur gingen, auf Grund der langen Inkubationszeit, unter anderem
auch von einem ,,Jangsamen Virus* aus, welcher zunéchst latent im Wirt vorhanden ist und
erst Jahre nach der Infektion zu einem Ausbruch der Krankheit fiihrt ''. Als weitere mogliche
Erreger wurden kleine DNA Viren, Membranfragmente, Polysaccharide und Proteine

5,12-18

postuliert . Bei den zur Aufklirung der Natur dieses Pathogens durchgefiihrten
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Untersuchungen erwiesen sich die infektidsen Isolate als resistent gegeniiber Prozeduren wie
UV-Bestrahlung oder Behandlung mit ionisierender Strahlung, welche eine Inaktivierung von
DNA und RNA bewirken, nicht aber gegeniiber der Behandlung mit Protein modifizierenden
Agenzien. Die Summe der von unterschiedlichen Gruppen erhaltenen Ergebnisse deutete
verstirkt darauf hin, dass eine Infektiositdt der TSE Pathogene auf ein Protein oder mehrere
Proteine zuriickzufiihren ist. An Hand der Beobachtungen wurde von S. Prusiner schlieBlich
die ,,Protein only hypothesis* aufgestellt '°. In dieser geht er davon aus, dass das Pathogen
groBtenteils, wenn nicht ausschlieBlich, aus Proteinen bestehen muss und nannte diese Erreger
Prionen (proteinaceous and Infectious particel). Die fehlende Immunantwort wies ferner
darauf hin, dass es sich um ein wirtseigenes Protein handeln muss, welches im weiteren
Verlauf von McKinley et al. als eine, durch einen noch nicht ndher charakterisierten
posttranslationalen Prozess, fehlgefaltete Variante des membranstindigen Proteins Prp©

20-22

identifiziert werden konnte . In Analogie zu der am léngsten bekannten Prionen

Erkrankung in Schafen und Ziegen, wird diese Form des Proteins als PrP*° bezeichnet, wobei
Sc fiir Scrapie, die englische Bezeichnung der Traber-Krankheit steht. Die dreidimensionale
Struktur des unter Siugern hochkonservierten zelluldren PrP¢ konnte NMR-spektroskopisch

23-26

aufgeklart werden . Dabei zeigen die Strukturen der einzelnen Spezies lediglich geringe

Unterschiede. Als typisches Beispiel ist im Folgenden die Struktur des 209 AS grof3en
syrischen Hamster Prion Proteins dargestellt. Es verfiigt tiber einen flexiblen N-terminalen
Bereich und einen strukturierten C-terminalen Bereich, der die Aminosaduren 90-232 umfasst
und in Abb. 1 dargestellt ist. Dieser nimmt seine Struktur unabhéingig vom

N-Terminus ein.

Abb. 1: Ribbon Darstellung der PrP(90-231)
Struktur. Die drei Helices erscheinen rot. Helices
B und C sind iiber eine Disulfidbriicke (gelb)
iber die AS C179 und C214 verkniipft. Die
Stringe S1 und S2 des p-Faltblattes sind als
blaue Pfeile dargestellt. Die Loops und die
unstrukturierte N-terminale Doméine sind grau

dargestellt™.
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Diese C-terminale Doméne besteht aus drei a-Helices und einem kurzen zweistringigem
B-Faltblatt. Die Helices B und C werden durch eine Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen
179 und 214 verkniipft *°.

Die strukturelle Komplexitét des PrPs wird durch mehrere posttranslationalen Modifikationen
erhoht. Wihrend der Biogenese wird das Protein durch ein N-terminales Signalpeptid zum
Lumen des endoplasmatischen Retikulums dirigiert. Dort werden die Modifikationen nach
Entfernung des Signalpeptids initialisiert und die Reste Asn 181 und Asn 197 N-glycosyliert.
Nach der Abspaltung eines C-terminalen Signalpeptids und dem Transfer -eines
Glycosylphosphatidyinositiol (GPI)-Ankers an die Akzeptoraminosdure S231 werden die
posttranslationalen Modifikationen durch die Prozessierung der Glycangrundgeriiste in

komplexe Glycosylierungsmuster im Golgi Apparat vervollstindigt 2"

. Korrekt gefaltetes,
reifes PrP wird iiber den Translokationsweg zur AuBenseite der Plasmamembran dirigiert,
wo es vermutlich in bestimmte stirker geordnete Bereiche segregiert °. Man geht davon aus,
dass fir die konformationelle Anderung in die pathogene PrP* Form die

Membranlokalisation essentiell ist 22,

Die Ausbildung einer TSE Erkrankung im
Mausmodell erfordert GPI verankertes PrP. Fehlt diese Modifikation bilden sich zwar

fibrillare Strukturen, welche jedoch nicht zur typischen Pathologie einer TSE fiihrten.

Prpt \r'r Mannose Kerngiykosyiierung

Pre® N Plasmamembran i3 Komplexe Glvkosylierung
e Y., :

?— GPI-Anker
‘ Cholesterol reiche
Mikrodomanen
% \ =
=9 )

= ain e
\ - @ 3 Komplexe Glykosylierung

1. Kernglykosylierung

Lysosomale
Degradation

2. GPl-Anker Ubertragung

Abb. 2: Biosynthese des mammalischen Prion Proteins ** (Bild iibernommen von J. Tatzelt)

Im Vergleich der zelluldren mit der pathogenen Variante des Prion Proteins ergeben sich bei

gleicher Primérsequenz und gleichem Modifikationsmuster jedoch signifikante Unterschiede
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beziiglich ihrer physikalischen Eigenschaften. Das monomere PrP® zeichnet sich durch einen
hohen o-helikalen Anteil von 43% aus und das PrP® besteht iiberwiegend aus [B-Faltblatt-
haltigen Strukturen. Wohingegen die Struktur des PrP® verschiedener Spezies weitestgehend
bekannt ist, fehlen detaillierte Ergebnisse der Struktur der Fibrillen von PrP*. Dabei weisen
die Fibrillen verschiedener Proteine eine hohe Ubereinstimmung der eingenommenen
Strukturelemente, wie die Ausbildung einer ,,cross-p Struktur, auf **. Die hohe Unldslichkeit
der gebildeten hochmolekularen Strukturen erschwert jedoch die Analyse dieser Strukturen
mittels Methoden wie NMR und Kristallographie >°°®Anhand hochauflsender
elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde Vermutung aufgestellt, dass die gebildeten PrP
Fibrillen die Struktur einer parallelen links hindigen p-Helix beinhalten *"®. Diese Strukturen
tendieren zur Ausbildung von Trimeren, welche dann in lange Filamente assemblieren.
Gestlitzt wird diese These durch molekular dynamische Simulationen von DeMarco et al. ,
welche ebenfalls die Ausbildung trimerer Strukturen bei niedrigen pH-Werten postulieren
40 Die Bildung dieser amyloiden Strukturen hat des Weiteren die Akkumulation des
Proteins in den Endosomen, Lysosomen und an der Zelloberfldche oder in den extrazelluldren
Zwischenrdumen zur Folge. Die beobachtete Schidigung des Nervengewebes und dies fiihrt
zu den charakteristischen Krankheitsmerkmalen, wie Koordinationsstorungen und Demenz o
Zur Detektion von PrP* in vitro macht man sich hiufig die unterschiedliche Zuginglichkeit
dieser fibrilldren Form des Proteins gegeniiber Proteolyse im Vergleich zu PrP¢ zu Nutze. Die
Konversion von PrP® in PrP hat die Ausbildung eines gegeniiber Proteinase K resistenten
Kerns, welcher die Aminosduren 90-231 umfasst, zur Folge. Die biochemischen und
biophysikalischen Unterschiede der beiden Formen des Prion Proteins sind im Folgenden

tabellarisch aufgelistet (Tab 1).

PrpP°© = Prp> = Aggregierte Prionen

o-helikal B-Faltblatt

Léslich Unloéslich

PK sensitiv PK resistent

Monomer Aggregatbildung

Nicht infektios Infektios Fibrillen
Tab 1: Auflistung der unterschiedlichen Eigenschaften von PrP und PrP*
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Trotz intensiver Forschung ist die molekulare Basis, welche zur Ausbildung einer
Amyloidose fiihrt und deren Propagierung noch nicht bis ins Detail verstanden. Am Beispiel
von PrP* wurden initiale Infektidsititsuntersuchungen mit aus Nervengewebe isolierten
Aggregaten durchgefiihrt, welches zu der Annahme fiihrte, dass eben diese Filamente die
Erkrankung propagieren. Weitere Studien fiihrten jedoch zu den im Folgenden in der Literatur
beschriebenen beiden aktuellen Modellen, welche den Prozess der Verbreitung von PrP™°

erkldren sollen (Abb. 3):

A) Umfaltungsmodell B) Keimmodell
PrP° PrP* PrP¢ PrP*
—#— @ = @

Q\* ---------------------------- ] © ° & %
o 8 *%ﬁ@¥@<@

langsam  Schnell  schnell o

Abb. 3: Darstellung der unterschiedlichen Modelle der PrP Konversion **.

Bei dem in Abb. 3 A dargestellten Umfaltungsmodell wird davon ausgegangen, dass die
Anderung der Konformation kinetisch kontrolliert ist. Die fiir diesen Prozess benétigte
Aktivierungsenergie ist dabei so hoch, dass es spontan nicht zur Bildung von PrP* kommt.
Die Induktion der Konversion findet erst nach Interaktion von PrP® mit exogen eingefiihrten
PrP* statt. Das Auftreten von Erkrankungen wie sCJD oder GSS resultiert durch Mutationen
innerhalb des PrP Gens, welche zu einer Erniedrigung der Aktivierungsenergie fithren. Das in
Abb. 3 B dargestellte Keimmodell setzt vorraus, dass sich PrP® im Gleichgewicht mit PrP*
befindet, wobei sich letzteres nur in Form von kristallihnlichen Keimen oder Aggregaten
stabilisieren ldsst. Die Ausbildung dieser Keime ist ein sehr langsamer Prozess, sind sie
jedoch vorhanden lagern sich monomere PrP Molekiile sehr schnell an diese Strukturen an.
Zur Erklarung der beobachteten exponentiellen Konversionsraten ist eine Fragmentierung der
Aggregate zur VergroBerung der aktiven Oberfliche notwendig **. Neueren Erkenntnissen zu
Folge sind nicht Fibrillen die Spezies mit der ausgepragtesten Infektidsitit, sondern vielmehr
nicht fibrillire Intermediate, welche aus 14 bis 28 PrP Molekiilen bestehen **. Die reifen
Fibrillen stellen somit lediglich den Endzustand dar. Diese Beobachtungen stiitzen die These
des Keimmodells fiir die Propagierung von PrP*.

Auf Grund dieser Untersuchungen konnten z.B. therapeutische Ansdtze, welche auf der

Fragmentierung gebildeter amyloiden Plaques beruhen, zur unabsichtlichen Beschleunigung
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des Krankheitsverlaufs flihren. Diese Beobachtung ist konsistent mit anderen Protein
konformationellen Erkrankungen, bei denen ebenfalls 16sliche oligomere Strukturen die
Konversion der betreffenden Proteine in ihre pathogene Form propagieren **.

Neben der Aufklarung der molekularen Prozesse, welche die Konversion des zelluldren Prion
Protein in seine pathologische Form induzieren, ist die Entwicklung von Therapeutika, welche
durch eine gezielte Interaktion mit dem Protein, die Ausbildung der Pathogene verhindern.
Trotz der hohen Diversitit der bereits identifizierten, gegen die Bildung von PrP*® wirksamen
Substanzen, teilen diese stets bestimmte Eigenschaften, wie z.B. definierte PrP
Bindungsstellen, Induktion von PrP Aggregation und Endocytose des Proteins. Dabei scheint
die Bindung dieser Inhibitoren mit der bis jetzt noch kontrovers diskutierten biologischen
Funktion des zelluldren Prion Proteins verkniipft zu sein. Als potentielle Bindungspartner von
PrP an der AuBlenseite der Zellmembran werden Nukleinsduren, Porphyrine und Metalle wie
z.B. Cu(Il) diskutiert **'. Auf Grund der Bindung an diese unter Umstinden schiddigenden
Faktoren wird weitestgehend von einer protektiven Funktion des Prion Proteins bei
oxidativem Stress ausgegangen .

Neben der noch nicht eindeutig geklarten natiirlichen Funktion des PrPs bedarf auch dessen
vollstdndige Rolle bei den TSE Erkrankungen noch weiterer Untersuchungen. Denn obwohl
viele Indizien die von Prusiner aufgestellte ,,Protein only hypothesis* unterstiitzen, konnte bis
jetzt noch nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass die Infektidsitit der Prion
Erkrankungen ausschlieBlich auf PrP*® zuriickzufilhren ist und keine weitere zelluldre
Komponente dazu benétigt wird. Ein endgiiltiger Beweis des Prion Konzeptes erfordert die
Generierung von infektiosem PrP aus hochgereinigten Proteinen in vitro. Dabei muss eine
Kontamination des Materials mit den potentiellen zelluliren Co-Faktoren ausgeschlossen
werden. Ein Ansatz dazu stellt die Verwendung rekombinanter Prion Proteine dar. Bei
entsprechenden von Legname et al. durchgefiihrten Versuchen, wurden in vitro generierte
Fibrillen aus rekombinantem Material in das Nervengewebe von Mausen, welche 16 fach PrP
{iberexprimieren appliziert . Diese Miuse entwickelten eine neurologische Funktionsstérung
in einem Zeitrahmen von 380 bis 660 Tagen nach erfolgter Inokulation. Die lange
Inkubationszeit und das erhéhe Expressionsniveau des PrP Proteins in den Mausen lassen
nicht ausschlieBen, dass die entwickelte Neurodegeneration der Méuse auf eine spontane
Konversion des PrPs zurlickzufiihren ist. Deshalb liefert diese Studie nicht den endgiiltigen
Beweis der ,,Protein only hypothesis®.

Andere Ansitze zur Generierung von PrP*° in vitro verwenden das Homogenisat von

infiziertem Nervengewebe als Templat der Konversion. Bei dieser als PMCA (Protein
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misfolding cyclic amplification) bezeichneten Methode wird infektioses Material als Keim in
eine Konversionsreaktion mit rekombinantem PrP® eingebracht und mit Ultraschall behandelt.
Diese Beschallung bewirkt eine Fragmentierung der amyloiden Strukturen und beschleunigt
die Fibrillogenese. Dieser Ansatz wird nun mehrfach in eine Ldsung mit rekombinanten
Prionen 1:10 verdiinnt und die Prozedur wiederholt. Durch das wiederholte Verdiinnen des
initialen Homogenisats in eine PrP® Losung befinden sich nach dem letzten PMCA Zyklus
praktisch keine Proteine aus der urspiinglichen Probe mehr in der erhaltenen Losung, somit

57 Durch den Zusatz

konnte PrP% aus hochgereinigtem PrPS generiert werden
polyanionischer Agenzien zum PMCA Ansatz konnte der erreichte Infektidsitétstiter auf das
gleiche Niveau des initialen Homogenisats gesteigert werden °*. Dieses Resultat unterstiitzt
die These, dass die de novo Bildung von PrP*® die Interaktion von PrP® mit anderen
Zellkomponenten wie Nukleinsduren oder GAGs (Glykosaminoglykanen) bendtigt. Ein
Vorteil dieser Methode ist sicherlich die Anwendbarkeit zur Detektion geringer Menge von
PrP® durch Amplifikation >,

Ein signifikanter Unterschied zwischen den hochinfektiosen Prion Partikeln, welche in vitro
durch PMCA hergestellt worden sind und der rein rekombinanten Prion Fibrillen mit geringer
bis keiner Infektidsitdt sind die natiirlichen posttranslationalen Modifikationen des PrPs aus
Siugetierzellen, deren Einfluss auf die die de novo Formation von PrP noch nicht
vollstdndig geklart ist. Dabei tritt in der Natur eine Mischung aus nicht-, einfach- oder
zweifach glykosilierten PrP Varianten auf. Neben den auftretenden unterschiedlichen
Glykosilierungsmustern ist, wie bereits erwidhnt, die Verankerung des zelluliren Prion
Proteins an der Aullenseite der Plasmamembran durch einen C-terminalen GPI Anker, ein
entscheidender Faktor fiir die Ausbildung der charakteristischen Symptome einer TSE. Nach
Deletion des GPI-Ankers wird zwar weiterhin die Ausbildung von PK resistenten Partikeln
nach Infektion beobachtet, jedoch bleiben die Symptome einer klassischen TSE Erkrankung
aus °’. Ferner unterschied sich die Distribution und Morphologie der gebildeten Plaques. Die
Analyse der GPI-Ankerfreien Ablagerungen zeigte ausschlieflich groBle extrazelluldre
amyloide Plaques, wohingegen fiir den Wildtyp nicht-amyloide Ablagerungen
charakteristisch sind. Eine Co-expression von verankertem und ankerfreiem PrP (AGPI-PrP)
bewirkte jedoch im Tiermodel eine Beschleunigung des Krankheitsverlaufs. Es wird
angenommen, dass die aus AGPI-PrP gebildeten PK resistenten Proteine (PrP-res) ebenfalls
als Templat fiir die Konversion von wt PrP dienen . Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Annahme, dass zu einem bestimmten Anteil die Membranverankerung des Proteins fiir die

initiale Ausbildung von TSEs erforderlich ist “%*,
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Obgleich die beschriebenen Daten die These eines direkten Einflusses der Membranver-
ankerung bei der Konversion von PrP in PrP* unterstiitzen, wurden in der Vergangenheit die
meisten Untersuchungen mit rekombinanten Prionen ohne diese posttranslationalen
Modifikationen durchgefiihrt '**>%7. Deshalb ist ein Riickschluss der daraus erhaltenen
Ergebnisse auf das Verhalten der Proteine in ihrer natiirlichen Umgebung nur bedingt
moglich. Die aufwendige Isolation aus DRM’s (detergent resistent membranes) und die
geringen Ausbeuten an PrP® unter Verwendung eukaryotischer Expressionssysteme erschwert
die biophysikalische Charakterisierung von membranverankerten Prion Proteinen in vitro.

Die Verwendung neuer Methoden in der Proteinchemie bietet nun jedoch die Mdglichkeit der
Inkorporation von Modifikationen. Dabei kann eine Lipidierung der Proteine auf
unterschiedliche Weise erzielt werden. Die Einfilhrung eines C-terminalen Cysteins
ermoglicht dessen Modifikation zum einen durch die Ausbildung von Disulfidbriicken, **%
oder zum anderen durch die Bildung einer Thioether Bindung . Der Nachteil dieser
Methoden besteht in der Notwendigkeit der korrekten Ausbildung der intramolekularen
Disulfidbriicke vor der Einfiihrung der Modifikation. Eine andere variable Methode der
Inkorporation von Modifikationen, bietet die Verkniipfung synthetischer Peptide mit
rekombinanten Proteinen. Diese Methode wird als Expressed Protein Ligation (EPL)
bezeichnet und wird im Folgenden detailliert beschrieben werden. Unter Anwedung der EPL
konnten bereits eine Vielzahl lipidierter Ras und Rab Proteine generiert werden ', Diese
Methode lédsst sich ebenfalls zur Generierung lipidierter Prion Proteine anwenden und
ermoglicht somit eine gezielte Studie des Einflusses der Membranverankerung auf die
PrP“—PrP* Konversion.

Die selektive Inkorporation von nahezu beliebigen Modifikationen und PTMS in Peptide
bietet dabei die von Merrifield 1963 entwickeltete Festphasenpeptidsynthese (SPPS) . Die
Darstellung von Proteinen/Peptiden mittels SPPS mit einer GroBe von iiber 60 Aminoséuren
ist jedoch stark durch die Akkumulation einander dhnlicher Abbruchsequenzen und der daraus
resultierenden Aufreinigungsprobleme limitiert. Die selektive Verkniipfung mehrerer Peptide
zur Generierung gréferer Proteine unter Verwendung klassischer Kondensationsmethoden
war durch die Unloslichkeit der verwendeten geschiitzten Peptide nur sehr eingeschrinkt
moglich. Die Moglichkeit zur Verbindung ungeschiitzter Peptide durch eine chemoselektive
Reaktion in wéssriger Umgebung und bei physiologischen pH wurde zu erst von Dawson et
al. im Jahr 1994 beschrieben "°. Die dazu verwendete Reaktion bezeichnet man als native

chemische Ligation (NCL). Die Reaktion beruht auf einer initialen Umesterung, gefolgt von
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einer S—>N Acylgruppeniibertragung welche, die zuerst von Wieland et al. beschrieben wurde

7% Der Reaktionsmechanismus ist in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: Reaktionsmechanismus der nativen chemischen Ligation "

Dabei erfolgt die Verkniipfung iiber den nukleophilen Angriff des N-terminalen Cysteins des
C-terminalen Peptids auf einen C-terminalen a-Thioester des N-terminalen Fragmentes {iber
eine Umesterungsreaktion. Durch eine anschlieBende unter den gewéhlten Bedingungen
irreversible S—>N Acylgruppeniibertragung wird die native Amidbindung gebildet. Die so
entstchenden Proteine sind nicht auf die Kombination zweier synthetischer Peptide
beschrinkt, sondern lassen sich theoretisch mit einer beliebigen Anzahl von Peptiden
sequentiell und aber auch konvergent durchfihren "’. Jedoch ist auch hier die
Kopplungseftizienz und der Aufreinigungsaufwand bei der Darstellung groBBer Proteine der
limitierende Faktor, so dass bis jetzt lediglich die vollsynthetische Generierung mittlerer
Proteine mit einer GroBe von ca. 180 Aminosduren gelungen ist ">’

Eine Moglichkeit die GroBenlimitierung der synthetischen Darstellungsmethoden zu
iiberwinden liefert die Kombination mit rekombinanten Proteinen unter Verwendung von
Inteinen. Dabei handelt es sich um Proteinsegmente, welche sich in einer Reihe von
intramolekularen Umlagerungs- und Zyklisierungsreaktionen aus einem Vorlduferprotein
selbst entfernen und dabei die beiden flankierenden Proteinesegmente (Exteine) durch eine
native Amidbindung miteinander verkniipfen **. In Analogie zum RNA-Spleifien wird dieser
Prozess auch als Protein-Spleillen bezeichnet. Die bereits identifizierten Inteine treten in allen
Doménen des Lebens (Eubakterien, Achae und Eukaryoten) auf. Die Existenz einer ,,Homing
Endonuklease‘“-Aktivitit in den meisten Inteinen ldsst einen viralen Ursprung dieser Proteine
vermuten, die genaue Funktion ist bis jetzt jedoch noch nicht gekliart. Der Mechanismus,

welcher zur Verkniipfung der beiden flankierenden Exteine fiihrt ist in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5: Mechanismus des Proteins-SpleiBens *°

o]

Als initialer Schritt dieser Reaktion erfolgt ein Acylgruppentransfer des N-terminalen
Cysteins des Inteins, auf Grund der Konformation des Inteins wird die folgende Umesterung
mit dem N-terminalen Cystein des C-terminalen Exteins thermodynamisch begiinstigt. Aus
dem resultierenden verzweigten Intermediat folgt als irreversibler Schritt die Entfernung des
Inteins iiber eine Zyklisierungsreaktion des Asparagins. Durch einen abschlieBenden S—N

Acylgruppentransfer wird eine native Amidbindung zwischen den beiden Exteinen
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ausgebildet. Diesen Prozess kann man sich zur Generierung von C,-Thioestern rekombinanter
Proteine zu Nutze machen. Die dazu verwendeten ,,defekten‘ Inteine weisen Mutationen auf,
welche keine weitere Reaktion auf der Stufe des ersten Cysteinthioesters zulassen. Dieses
Intermediat kann durch Zugabe von Thiolen abgefangen werden und im Folgenden unter
Verwendung der nativen chemischen Ligation mit synthetischen Peptiden umgesetzt werden.
Diese Methode der semisynthetischen Darstellung wird als Expressed Protein Ligation (EPL)
bezeichnet und ist in Abb. 6 B gezeigt *'. Auf diesem Weg lassen sich eine beliebige Anzahl
von C-terminalen Modifikationen, wie z.B. Lipidierung, Phosphorilierung oder
Reportermolekiilen, einfiihren. Ferner ist auch die Inkorporation N-terminaler Modifikationen
auf semisynthetischem Weg mdglich, dies ist zum einen ebenfalls unter Verwendung der
Inteinchemie zu erreichen. Eine Moglichkeit der Generierung eines N-Terminalen Cysteins
bei rekombianten Proteinen ist in Abb. 6 A aufgefiihrt. Dies kann durch die Einfiithrung einer

Proteaseschnittstelle zwischen einem Aufreinigungstag und dem Protein gewéhrleistet

werden.
A , ,
heterolog aus E.coli heterolog aus E.coli
Tag =— —J :‘ ( I——._ Intein :_-}—Tag
Protease-
Site
SPPS l l + Thiol SPPS
HS HS
(o] [*]
€ I)J\SR HaN T ® L I)J\SR HN .
2 2
o o
Abb. 6: Darstellungschema von N- (A) und C-terminal (B) modifizierten semisynthetischen
Proteinen

Durch die anschlieBende Reaktion mit einem synthetisch dargestellten Thioester wird das
semisynthetische Protein gebildet. Durch die Kombination dieser Strategien ist eine
Modifikation der Proteine an jeder Position des Proteins theoretisch moglich.

Unter Anwendung dieser Methoden ist also nicht nur die C-terminale Lipidierung z.B. des
Prion Proteins, sondern auch die Inkorporation N-terminaler Reportermolekiile zur Analyse
der an der Konversion des Proteins beteiligten Stukturelemente moglich *.

Obwohl die beschriebenen semisynthetischen Methoden die effiziente und selektive

Darstellung modifizierter Proteine beliebiger GroBe ermoglichen, sind nach erfolgter
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Semisynthese zusitzliche Renaturierungsschritte zur Generierung der Proteinaktivitit
notwendig.

Abhilfe liefert die Tatsache, dass sich einige Inteine in zwei oder mehr Segmente teilen
lassen, welche individuell gesehen keinerlei Aktivitit aufweisen, aber nach Assoziation der
Fragmente ein funktionelles Protein-Spleil Element ausbilden (Abb. 7). Diese Inteine
bezeichnet man als Split-Inteine und den dazu gehorigen Prozess als Protein trans-Spleillen.
Neben den kiinstlich generierten Split-Inteinen wurden ebenfalls bereits natiirlich
vorkommende, wie das DnaE Intein aus Synechocystis Ssp charakterisiert **. Dieses Split-
Intein zeichnet sich dadurch aus, dass die Fragmente funktionell in E.coli dargestellt werden

konnen und keine weiteren De- und Renaturierungsschritte erfordern.

@EeniD- O onae—{JJExtein 20

I

@EaiD- O

DnaE‘—IXtEiI'I :
Dnag"
DnaE*

@ Extein 1. JExtein 2

Abb. 7: Schematische Darstellung des Protein trans-SpleiBens **

Dabei ist hdufig eines der Inteinsegmente durch dessen geringe Grofe gut mittels
Festphasenpeptidsynthese zugénglich. Als Beispiel sind hier das C-terminale Fragment des
DnaE Split-Inteins mit einer Gréfle von 36 AS und das N-terminale Fragment des DnaB Split-
Inteins mit einer GroBe von gerade 11 AS zunennen **°.

Der Prozess des Protein trans-Spleifiens toleriert ein weites Spektrum an Pufferbedingungen
und ermoglicht auf Grund der hohen Stabilitit der Inteinstruktur sogar die Verwendung von
geringen Mengen chaotroper Agenzien, wie Harnstoff. Von entscheidendem Vorteil ist
jedoch, dass eine semisynthetische Darstellung auch unter physiologischen Bedingungen ohne
den Zusatz von hohen Thiolkonzentrationen in vivo mdglich ist.

Diese Split-Inteine bieten zusitzlich den Vorteil der Semisynthese in vivo, dieses konnte
bereits von Giriat et al gezeigt werden *°. Dabei ist es moglich innerhalb einer Zelle Proteine
in Fusion mit einer Domine des Split-Inteins zu exprimieren. Nach Mikroinjektion des

synthetischen Segments, erfolgt die Modifikation der Proteine in vivo. So ist es moglich z.B.

ein Signalpeptid oder eine Membranverankerung erst zu einem bestimmten Zeitpunkt in
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Proteine einzufiihren und anschlieBend dessen Auswirkungen auf die Prozessierung der

Proteine zu beobachten .

Ziele der Arbeit:

Unter Anwendung semisynthetischer Strategien ist die Darstellung und biophysikalische
sowie zellbiologische Charakterisierung verschiedener C-terminal lipidierter Varianten des
murinen Prion Proteins ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Dabei steht neben der Verwendung
der Expressed Protein Ligation auch die Etablierung der Semisynthese mittels Protein trans-
Spleien im Vordergrund. Die daraus erhaltenen lipidierten Prion Proteine sollen beziiglich
der Stabilitit ihrer Membranintegration, Struktur und Aggregationsverhalten im Vergleich zu
nicht modifizierten rekombinanten Prion Proteinen untersucht werden.

Zur detaillierteren Analyse der Konversionsreaktion des Prion Proteins in vitro soll ebenfalls
ein semisynthetischer Zugang zur Inkorporation N-terminaler Reportermolekiile in das
Protein etabliert werden. Mit dem daraus resultierenden N-terminalen modifizierten Protein
sollen im Folgenden Umfaltungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie durchgefiihrt
werden.

Die bereits im Vorfeld verwendeten rekombinanten Prion Proteine sollen im Folgenden auch
der Charakterisierung potentieller Inhibitoren der Fibrillogenese dienen. Dazu sollen
Substanzen aus dem Extrakt des griinen Tees beziiglich ihrer inhibitorischen Wirkung bei der
Fibrillogenese der murinen Prion Proteins untersucht werden. Dabei ist die Bestimmung der
Interaktion dieser Substanzen mit der zelluldren Form des rekombinanten Prion Protein, sowie
deren Einfluss auf dessen Struktur ein Ziel der Untersuchungen. Ferner soll der Einfluss der
potentiellen Inhibitoren auf die Formation von Proteinase K resistenten Partikeln nach

Induktion der Fibrillogenese in vitro bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.a. Qualitit und stammten von den Firmen
Aldrich (Heidenheim), Baker (GroB-Gerau), Bio-Rad (Miinchen), Fluka (Neu-Ulm), Gibco-
BRL (Neu Isenburg), Merck (Darmstadt), Riedel de Héen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Steinheim).

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Boehringer (Mannheim), Pharmacia (Freiburg)
und New England Biolabs (Frankfurt) bezogen.

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte mit dem Pfu-DNA Polymerase-System von Promega
(Mannheim).

Ligationen wurden mit der T4-DNA-Ligase von Invitrogen (Karlsruhe) durchgefiihrt.

Der 1kB DNA-Marker stammte von Invitrogen (Karlsruhe).

Die fiir die Zellanzucht verwendeten Antibiotika waren von Sigma (Steinheim), Nidhrmedien
(Caseinhydrolysat und Hefe-Extrakt) von Gibco BRL (Neu Isenburg).

Der verwendete LMW-Proteinmarker enthielt a-Lactalbumin (14.4 kDa), Trypsininhibitor
(20.1 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Albumin (66 kDa) und
Phosphorylase b (97 kDa) und wurde von Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire)
bezogen.

Das polymere Tragermaterial fiir die Festphasensynthese der Peptide wurde von AnaSpec

(SanJose) und Novabiochem (Schwalbach) bezogen.
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2.1.2 Instrumentation

Die Anzucht von E.coli erfolgte in temperierbaren Schiittlern der Firma New Brunswick
(Niirtingen) unter aecroben Bedingungen.

Die Elektrotransformation kompetenter E.coli Zellen wurden mittels eines GenePulsers der
Firma Biorad (Miinchen) in Elektroporationkiivetten der Firma Biozym (Hessisch Oldendorf)
durchgefiihrt.

Sedimentationen erfolgte in den Zentrifugen RC28S und RC5B der Firma Sorvall (Bad
Homburg) in den Rotoren SS-34, F28/36 sowie GS3.

Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall oder einem Mikrofluidizer M-110S der Firma
Microfluidics Corp. (Newton). Die Polymerase-Kettenreaktion wurden in den Thermocyclern
PCR-Express und PCR-Sprint der Firma Hybaid (Heidelberg) durchgefiihrt.
DNA-Sequenzierungen wurden mit dem Sequenziergerdt 3100 von Applied Biosystems oder
von der Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt.

Ni-NTA Superflow Sdulenmaterial wurde von der Firma Qiagen (Hilden) bezogen.
Polyacrylamid-Gelelektrophoresen erfolgten mit dem Mini-PROTEAN III-System der Firma
Biorad.

Zur Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) wurden Anlagen der Firmen Beckmann
(System Gold) und Waters verwendet. Die verwendeten Sdulen wurden von der Firma
Macherey-Nagel (Diiren) und Vydac bezogen.

Zur Messung von Massenspektren wurde ein Voyager-DE Pro MALDI-Massenspektrometer
von Perseptive Biosystems (Weiterstadt) sowie das ESI-MS LCQ Advantage MAX

(Finnigan) verwendet.
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2.1.3 Losungen und Puffer

2.1.3.1 Losungen und Puffer fiir molekularbiologisches Arbeiten

DNA-Probenpuffer 3 x 10 % (w/v) Ficoll 400
0,025 % (w/v) Bromphenolblau
0,025 % (w/v) Xylencyanol in TBE-Puffer

Losung 1 1 M Tris, pH 8,0

0,2 M EDTA

20 % Glucose in Wasser
Losung 2 1 M NaOH

10 % SDS in Wasser
Losung 3 27 ml 5 M KOAc

5,2 ml Eisessig
12,8 ml Wasser, pH 5,5

Ligasepufter Fa. Invitrogen (Karlsruhe)
PCR-Puffer Fa. Stratagene
Restriktionspuffer Incubation Buffers for Restriction Enzyms,

Buffer A, B, L, M, H der Fa. Boehringer-

Mannheim

DNA-Ligationspuffer 4 x 220 mM HEPES-Na' pH 7,5
8 ug/ml BSA
1 mM ATP
60 mM MgCl, in DEPC-Wasser
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2.1.3.2 Losungen und Puffer fiir proteinchemisches Arbeiten

Laufpufter 25 mM Tris,

0,2 M Glycin,

1 % w/v SDS
Coomassie-Farbelosung 0,1 % (w/v) Coomassie R250

10 % (v/v) Essigsdure

5 % (v/v) Methanol in Wasser
Entfarberlosung 10 % (v/v) Essigsdure

5 % (v/v) Methanol in Wasser
SDS-Sammelgelpuffer 0,5 M Tris,

0,4 % SDS w/v, pH 6.8
SDS-Trenngelpuffer 1,5 M Tris,

0,4 % SDS w/v, pH 8.8
SDS-Probenpuffer 2 x 500 mM Tris pH 6.8

6 % (w/v) SDS

35 % (v/v) Glycerin

3,55 % (v/v) Monothioglycerol

0,05 % (w/v) Bromphenolblau in Wasser

2.1.4 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Bakterienstimme:

XL1-Blue (Stratagene)

BL21(DE3) (Stratagene)

BL21(DE3)RIL (Stratagene)

Plasmide:
pTXBI NEB (Beverly)
pTXB3 NEB (Beverly)
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Oligonukleotide:

Alle folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (G6ttingen) bezogen

T7 Promotor
RPS 09
PrPS134C for
PrPS134C-rev
PrPV160Chin
PrPV160Cr

5'-TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG GAA-3’
5’-CTA GTT ATT GCT CAG CGG TGG-3’

5’-AGC GCC ATG TGT AGG CCC-3’
5°-GGG CCT ACA CAT GGC GCT-37
5-CTA ACC AAT GCT ACT ACA-3’
5'-TGT AGT AGC ATT GGT TAG-3"

Sap-PrP(134) hin

GFP-Nco-hin
GG-3’

GFP-Sap-rev

2.1.4 Medien zur Bakterienzucht

2YT-Amp-Medium

5’-CCT GTG CTC TTC GTG CAG G-3°
5’-CTA GCT AGC CAT GGG GGT GAG CAA GGG CGA

5’-GCC AAA ACT GAG CTC TTC GGC AAT AAT CCG-3’

2YT-Medium
100 pg/ml Ampicilin

2YT-Amp-Platten

16 g/l Peptonhydrolysat
10 g/l Hefehydrolysat

5 g/l NaCl

16 g/l Select Agar

100 mg/l1 Ampicilin

2YT-Medium

16 g/l Tryptonhydrolysat
10 g/l Hefehydrolysat
5 g/l NaCl, pH 7,2

Minimalmedium

7,5 g/l Na,HPO4*2H,0

3,0 g/l KH,PO4

0,5 g/l NaCl

0,25 g/l MgS04*7H,0

0,014 g/ CaCl,*2H,0, pH 7,1
1 g/l NH4Cl

2 g/l D-Glucose

10 ml/l Spurenelementeldsung
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Spurenelementelosung

100 mg/l1 ZnSO4*7H,0

30 mg/l MnCl,

300 mg/l H;BO3

200 mg/l CoCl,*6H,0O

10 mg/l1 CuClL,*2H,0

20 mg/1 NiCl,*6H,0

30 mg/l Na,MoO4*2H,0

50 mg/l EDTA

20 mg/1 Fe(11)SO4*7H,0, pH 7,1

Ampicilin-Stammldsung

100 mg/ml Ampicilin in Wasser

2TY-Amp-Cam-Medium

2TY-Medium
100 pg/ml Ampicilin
30 pg/ml Chloramphenicol

2TY-Amp-Cam-Platten

16 g/l Tryptonhydrolysat
10 g/l Hefehydrolysat

5 g/l NaCl

15 g/l Select Agar

100 mg/l Ampicilin

30 pg/ml Chloramphenicol

Chloramphenicol-Stammldsung

30 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol
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2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Zellanzucht

Die Anzucht von Escherichia coli XL1 (blue) erfolgte unter aeroben Bedingungen in
autoklavierten LB- oder 2TY-Medium (mit dem entsprechenden Antibiotikum) im Schiittler
(200 rmp, 37°C).

2.2.2 UV-photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde durch Messung der optischen Dichte bei den
Wellenldngen 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Nullabgleich wurde mit dem reinen
Losungsmittel durchgefiihrt. Dabei gilt fiir die Konzentration einer Losung in einer Kiivette
der Schichtdicke 1 cm:

dsDNA: 1 ODyg entspricht 50 pg/ml

Der Reinheitsgrad von DNA kann aus dem Verhéltnis der beiden Absorptionen bei 260 nm
und 280 nm abgeschétzt werden. Bei reiner DNA betrdgt der Koeffizient aus ODygo/ ODagp ~
1,8.

2.2.3 Agarosegelelektrophorese zur DNA-Auftrennung

Die Kontrolle von DNA-Fragmenten erfolgte mittels elektrophoretischer Trennung in
Agarosegelen (0,8 % (w/v) Agarose in 60 ng EtBr/ml 1 x TBE-Puffer) bei konstanter
Spannung 100 — 120 V. Als Kammerpuffer diente 1 x TBE-Puffer mit 60 ng/ml EtBr.
Probenvorbereitung: 50 — 100 ng DNA + 5 ul 3 x Probenpuffer, ad 15 pul Wasser. Die
Identifizierung der DNA-Banden erfolgte mit UV-Strahlung der Wellenldnge 302 nm.

2.2.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die DNA-Bande unter UV-

Strahlung mit einer Wellenldnge von 366 nm identifiziert, mit einem Skalpell ausgeschnitten
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und in ein Eppendorfreaktionsgefa3 tiberfiihrt. Die Isolierung erfolgte mittels Qiagen Spin
Column Gel Extraction Kit. Die Lagerung der extrahierten DNA erfolgt bei —20°C.

2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Mal3stab

Eine dicht gewachsene o/n-Bakterienkultur (1,5 ml) wurde zur Isolierung von Plasmid-DNA
in einem Eppendorfreaktionsgefdal sedimentiert (1 min, 14000 rpm, RT). Das Bakterienpellet
wurde in 100 pl Losung 1 resuspendiert und nach leichtem Schwenken 5 min bei RT
inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zugabe von 200 pl Losung 2 lysiert. Zur
Neutralisation der Suspension wurden 150 pl der Losung 3 zugegeben, leicht geschiittelt, und
10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, RT) wurde der die DNA
enthaltende Uberstand abgenommen und zur Entfernung von Proteinverunreinigungen mit 1
VA Roti-Phenol versetzt, gemischt, mit 1 VA Chloroform verdiinnt, gemischt und zur
besseren Phasentrennung zentrifugiert (2 min, 14000 rpm, RT). Die wissrige Phase wurde
abgenommen und zur vollstindigen Entfernung des Phenols nochmals mit 1 VA Chloroform
extrahiert. Die DNA wurde mit 2,5 VA Ethanol gefillt (5 min, RT). Nach Zentrifugation (5
min, 14000 rpm, RT) wurde das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und an der Luft
getrocknet.

2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA im praparativen Malstab

Eine dicht gewachsene o/n-Bakterienkultur (100 ml) wurde in 50 ml Falkontubes sedimentiert
(SS34-Rotor, 20 min, 4000 rpm, 4°C). Die weitere Aufarbeitung wurde mit einem Midi/Maxi
Plasmid/Cosmid Purification Kit der Fa. Qiagen durchgefiihrt. Die in EB-Puffer
aufgenommene DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.2.7 Amplifikation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis und Faloona,
1987) amplifiziert. In 50 ul Ansédtzen werden 10 ng DNA-Matrize, 30 pmol Primer, 5 nmol
jedes dNTP's und 0,5 U Pfu-Polymerase (Promega, Madison, USA) verwendet. Die
Amplifikation der DNA im Thermocycler erfolgte durch ,,Hot-start“ PCR in zwei Schritten,
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wobei finf Zyklen mit 15 s bei 96°C, 30 s bei T;,-5°C und 45 s bei 72°C durchgefiihrt wurden
und anschlieBend flinfzehn Zyklen mit 15 s bei 96°C, 30 s bei Ty, 45 s bei 72 °C.

2.2.8 Restriktion von DNA

Um zu einer Abschétzung beziiglich der bendtigten Einheiten (Units) an Restriktionsenzym

pro ug DNA zu gelangen, wurde folgende Formel verwendet:

U _ bp(Standard) Restriktionsstellen(Plasmid)
pg-h  bp(Plasmid) Restriktionsstellen(Standard)

Mit:  bp (Standard) = Aus Tabellenwerk zu entnehmen (z.B. A-DNA = 48502 bp)
bp (Plasmid) = variabel
Restriktionsstellen (Plasmid) = variabel

Restriktionsstellen (Standard) = Aus Tabellenwerk zu entnehmen
Um die vollstindige Restriktion der DNA sicherzustellen, wurde die oben genannte
Enzymmenge generell verdoppelt. Restriktionspuffer sowie Dauer und Temperatur hdngen

jeweils von der verwendeten Endonuclease ab. Zur Inaktivierung der Restriktionenzyme

wurden die Anséitze 10 min bei 65°C inkubiert.

2.2.9 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA wurde mit T4-DNA-Ligase durchgefiihrt. Ein Ligationsansatz enthilt:

Menge/ Volumen

Geschnittener Plasmidvektor ca. 100 ng

Fragment zweifacher molarer Uberschuss gegeniiber
Plasmidvektor

T4-DNA-Ligase 1 ul

5 x Ligasepuffer 4 ul

ad 20 pl Wasser
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Als Negativkontrollen wurden durchgefiihrt:
e Ansatz ohne T4-DNA Ligase um evtl. Verunreinigungen des geschnittenen Vektors
mit ungeschnittenem super-coiled Plasmid zu erkennen
e Ansatz ohne Fragment um den Hintergrund, welcher durch Religation von

linearisieren Plasmid entsteht, zu detektieren.

2.2.10 Elektrotransformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen

Ein Aliquot (~ 80 pl) tiefgefrorener, elektrokompetenter Zellen wurde kurz aufgetaut und in
15 pl des auf 0°C vorgekiihlten Ligationsansatzes (Plasmidkonzentration etwa 25 ng/15ul)
iiberfiihrt. Nach Mischen wurde die DNA/Bakteriensuspension ohne Luftblasen zu erzeugen
in eine kalte Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 2 mm) pipettiert und mit 1,5 kV bei
einem Widerstand von 800 Q und einer Kapazitit von 25 uF -elektrotransformiert.
Anschliessend wurde die Suspension sofort in 1 ml 2TY-Medium aufgenommen und in ein
Reagenzglas tiberfiihrt. Es wurde 1 h bei 37°C geschiittelt und jeweils 10 %, 1 % und 0,1 %
der Bakteriensuspension auf 2TY-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen. Die Platten wurden auf dem Deckel liegend im Brutschrank bei 37°C {iber

Nacht inkubiert.

2.2.11 Sequenzierung von DNA

Die automatische Sequenzierung von DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode von
Sanger et. al. (1977) % mit Didesoxynukleotiden durchgefiihrt. Die DNA wird anhand
fluoreszierender Didesoxynucleotidanaloga durchgefiihrt. Die fiir einen 20 pul
Sequenzierungs-PCR-Ansatz  bendtigten ~ Komponenten sind in  nachstehendem

Pipettierschema zusammengefasst:

Menge/Volumen

2 ul (500 ng) DNA-Templat

1 ul 10 pmol/ul Sequenzierungsprimer
2 ul 5 x Sequenzierungspuffer

4 ul Sequenzierungsmix

ad 20 pl H,O
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Ein typischer Sequenzierungs-PCR-Zyklus lautet:

Denaturierung: 10 sec, 96°C

Hybridisierung: 5 sec, bei einer Temperatur etwa 7°C unterhalb der T, des
Sequenzierungsprimers (50°C)

Polymerisation: 4 min, 60°C

Der Zyklus wurde 25 x wiederholt.

Zur Reinigung des PCR-Ansatzes wurde der Ansatz mit 10 pl einer Losung folgender

Zusammensetzung:
300 pul 3M NaOAc
50 pul 100 mM EDTA
650 ul H,O

Sowie mit 70 ul EtOH (abs.) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zentrifugation (15 min, RT, 14000 rpm) wurde mit 400 pl 70 % EtOH gewaschen und

abermals zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet an der Luft getrocknet.
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2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Proteinexpression in E.coli und Proteinreinigung

Die Expressionskultur wurde mit einer liber Nacht gewachsenen Vorkultur (ODs7g ~ 5) auf
eine ODs73 ~ 0,06 angeimpft und bis zur mittleren logarithmischen Phase (ODs73 ~ 0,6)
wachsen gelassen. Die Expression des Proteins wurde durch Zugabe von 0,5 mM IPTG {iber
einen Zeitraum von 4 Stunden induziert. Die Temperatur nach der Induktion lag bei 37°C. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation isoliert und das Zellpellet wird in 10 ml Aufschlusspuffer
(500 mM NacCl, 100 mM Tris, 0,5 mM EDTA, 1 mM TCEP, bei pH 7,5) resuspendiert. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte im Mikrofluidizer.

Proteinreinigung unter denaturierenden Bedingungen:

Die Trennung der 16slichen cytoplasmatischen Bestandteile von den aggregierten (Inclusion
Bodies) erfolgte durch Zentrifugation (20 min, 34000 x g, SS-34, 4°C). Das erhaltene Pellet
wurde mit dem Aufschlusspuffer und 0,5 % TritonX-100 (v/v) gewaschen und anschlieBend
zentrifugiert (15 min; 46000 x g; 4°C). Zur Entfernung des Detergenz wurde das Pellet mit
Aufschlusspuffer gewaschen und zentrifugiert (15 min; 46000 x g; 4°C). Die Solubilisierung
der Inclusion Bodies erfolgte durch Riihren o/n in 8 M GdnHCI, 50 mM Tris bei pH 8. Die
iibrigen Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation von den im Puffer gelosten Proteinen
getrennt (30 min, 40000 x g, 4°C). Die Aufreinigung der Proteine erfolgte mittels Ni-NTA
Superflow. Das Saulenmaterial wurde mit 8 M GdnHCIl, 50 mM Tris, 5 mM Imidazol bei pH
8 d&quilibriert. Nach Auftragen des Solubilisats (Flussrate ~ 1ml/min) wurde mit 10
Sdulenvolumen 8 M GdnHCI, 50 mM Tris, 20 mM Imidazol bei pH 8 gewaschen und
anschlieend mit 8 M GdnHCI, 50 mM Tris, 200 mM Imidazol bei pH 8 eluiert. Zur
Entfernung des Imidazols wurde das Eluat gegen 6 M GdnHCI, 50 mM Tris bei pH 8
(Verdiinnung 1:100) dialysiert.

Proteinreingung unter nativen Bedingungen:

Die Isolation der 16slichen cytoplasmatischen Bestandteile erfolgte mittels Zentrifugation (20

min, 34 000 x g, SS-34, 4°C). Dem geklirten Uberstand wurden 5 mM Imidazol zugefiigt.
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Die Aufreingung erfolgte mittels IMAC (HiTrap'™ Chelating HP, GE Healthcare) bei 4°C.
Der Probenauftrag wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml/min durchgefiihrt. Die Elution der
Proteine erfolgte durch einen Stufengradienten, bei dem das beladene Séulenmaterial zunéchst
mit 10 SV des Aufschlusspuffers mit 30 mM Imidazol gewaschen wurde. Durch Erhéhung
der Imidazolkonzentration auf 200 mM wurden die Proteine eluiert und anschliefend gegen
den Lagerpuffer dialysiert (500 mM NaCl, 100 mM Tris, 0,5 mM EDTA, 1 mM TCEP, bei
pH 7.,5).

2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter nativen Bedingungen nach der von
Bradford * beschriebenen Methode. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffs Coomassie
Blue G-250 verschiebt sich bei Bindung an ein Protein mit positiven Seitenketten von 465 nm
nach 595 nm. In Abhingigkeit von der Proteinmenge wurden unterschiedliche Verdiinnungen
mit einem Endvolumen von 100 pl hergestellt und auf 1 ml mit dem Bradfordreagenz
aufgefiillt. Die Messung der Absorption erfolgt nach 10 min. Die Bestimmung der

Konzentration erfolgt an Hand einer Eichgeraden mit dem Standard BSA.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Proteinauftrennung

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte nach einer Methode von Lammli (1987). Die Proteine
wurden mittels elektrophoretischer Trennung in SDS-Polyacrylamidgelen bei einer

Stromstérke von 50 mA etwa 30 min aufgetrennt. Der Ansatz fiir ein Gel ist in folgender

Tabelle angegeben:
Trenngel 18 % Sammelgel 4 %
Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,78) 4,5 ml 450 pl
SDS-Sammelgelpuffer - 350 pl
SDS-Trenngelpuffer 1,95 ml -

Wasser 0,55 ml 1,8 ml
APS 10 % (w/v) 78 ul 26,5 ul
10 % SDS 78 ul 26,5 ul
TEMED 2,4 ul 2,6 ul
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Nach Zugabe von TEMED wurde der Ansatz kurz gemischt und das Gel sofort gegossen. Das
Trenngel wurde ca. 1 cm unter dem Probentaschenkamm gegossen und mit Ethanol
tiberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation wurde das Ethanol entfernt und das
Sammelgel darliber gegossen. Probenvorbereitung: max. 1 mg Protein + 10 ul 2 x SDS-
Probenpuffer auf insgesamt 20 pl auffiillen. Alternativ kann auch 15 min im Ultraschallbad
inkubiert werden. Zur Abtrennung von stdrenden Salzen wurden die Proteine bei 0°C mit 10
% TCA gefillt. Das abzentrifugierte Prézipitat wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen
und anschlieBend in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Nach der Gelelektrophorese bei
konstanter Spannung wurden die Gele mit dem Farbstoff Coomassie gefarbt. Der nicht an die
aufgetragenen Proteine gebundene Farbstoff wurde mit Entfarbelosung (20 % Essigséure, 10

% Methanol, 70 % H,0) entfernt.

2.3.4 Westernblot und Immunonachweis

Der Westernblot wurde anhand der Methode von Towbin et al. (1979) durchgefiihrt. Dabei
wurden die Proteine auf Nitrocellulose (Schleicher & Schuell, Dassel/Germany) transferiert.
Die freien Bindungsstellen der Membran wurden iiber Nacht mit 5 % Trockenmilchpulver in
TBS Puffer blockiert. AnschlieBend wurde die Membran mit den entsprechenden Antikérpern
nach Angaben des Herstellers inkubiert (1. Antikdrper Kaninchen-Anti-SHaPrP-IgG (MPI fiir
Biochemie, Martinsried)), 2. Antikorper Ziege-Anti-Kaninchen-IgG-POD (Sigma) bzw. 1.
Antikorper Kanninchen-Anti-GFP-IgG (Sigma), 2. Antikdrper Ziege-Anti-Kanninchen-IgG-
POD (Sigma)). Die Detektion erfolgte mittels Chemolumineszenz Western-Blotting-Kit
(Boehringer, Mannheim, Germany) auf Rontgenfilm mit einer Belichtungszeit von 10 sec bis

60 min.

2.3.5 Trans-SpleiRen des Fusionsproteins PrP(90-232)-DnaE"-His

Zum Protein trans-SpleiBen von rPrP(90-232)-DnaE"-His mit den synthetischen
palmitoylierten DnaE® Varianten wurden beide Komponenten in Konzentrationen von 5 uM
in 50 mM TrisHCI bei pH 8 in der Gegenwart von 50 mM MesNa und unter Zusatz von OG

oder DOPC Liposomen verwendet. Die Reaktionen wurden entweder durch Zugabe von SDS
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Probenpuffer fiir die SDS-PAGE Analytik oder durch Dialyse gegen 6 M GdnHCI, 50 mM
TrisHCI bei pH 8 zu Aufreinigungszwecken abgestoppt. Die Reaktionsansidtze wurden unter
Verwendung von Ni-NTA Fast Flow Sepharose (Qiagen) zur Entfernung des nicht
umgesetzten rPrP-DnaE" und DnaE" gereinigt. AnschlieBende Gelfiltration (Superdex 75,

Pharmacia) erméglichte die Isolation von rPrP™™,

2.3.6 Faltung der lipidierten Prion Protein Varianten rprpFalm

Die rPrP™™ wurden mit 6 M GdnHCI, 50 mM TrisHCI bei pH 7,5 mit einem Redoxsystem
bestehend aus 5 mM GSH und 0,5 mM GSSG fiir 1 h inkubiert. Die Entfernung der
Chaotrope und des Redoxsystems wurde mittels Gelfiltration in 20 mM NaOAc bei pH 5,5
mit 20 mM OG erzielt.

2.3.7 Préaparation von SUVs-Liposomen

Zur Darstellung von kleinen unilamellaren Vesikeln (SUVs) wurden 20 mg/ml DOPC in ~ 1
ml CHCI; in einem 25 ml Rundkolben vorgelegt. Die Entfernung des Losungsmittels erfolgte
unter Rotation im leichten Heliumstrom. Der zuriickgebliebene Lipidfilm wurde 1 h im
Hochvakuum getrocknet und anschlieBend fiir 1-2 h im entsprechenden Puffer hydratisiert.
Die entstandene triilbe Suspension multilamellarer Vesikel wurde so lange im Ultraschallbad
inkubiert bis eine opaleszente Liposomenldsung entstand. Die entstandenen SUVs wurden
von groferen Lipidaggregaten durch Zentrifugation (43000 rpm, Beckman Ti 100.4) bei 4 °C

fiir 30 min abgetrennt.

2.3.8 Darstellung lipidierter SiOx-Nanopartikel

Zur Lipidierung von SiOx-Nanopartikeln (Evident Technologies, durchschnittlicher Partikel
Querschnitt : 800 nm) wurden ein entsprechendes Volumen der Partikel aus der Stammldsung
entnommen und fiir 3 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Die Partikel wurden in 1 ml Methanol
resuspendiert und 5 min im Ultraschallbad inkubiert und wie oben beschrieben zentrifugiert.
Nachdem die Partikel in 1 ml KOH resuspendiert wurden, erfolgte ein ausgiebiger
Waschschritt (min 5 x) mit den entsprechenden Puffern. Zur Lipidierung wurden diese mit
einem 16 x Uberschuss an DOPC SUVs (Darstellung sieche 2.3.7) fiir min. 2 h bei

Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert.
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2.39 In vitro Aggregation von rPrP und rPrpP™

Zur Darstellung der Prion Fibrillen wurden die gefaltenen rPrP Varianten gegen einen Puffer
aus 3 M Harnstoff, 1 M GdnHCI, 150 mM NaCl, 20 mM NaPi bei pH 6,8 dialysiert *°. Die
Proben wurden bei Raumtemperatur 1 bis 4 Tage inkubiert. Der Fortschritt der Aggregation
wurde entweder mittels Verdau mit Proteinase K oder durch die Thioflavin T Fluoreszenz

beobachtet.

Proteolytischer Verdau mit Proteinase K

Zum proteolytischen Abbau der rPrP Varianten wurde Proteinase K (Sigma) in einem
Substrat zu Enzym Verhéltnis von 50 : 1 eingesetzt. Der Verdau wurde 1 h bei 37°C in 100
mM TrisHCI bei pH 7,5 durchgefiihrt und mit 2 mM PMSF vor der SDS-PAGE Analytik

gestoppt.

ThT Fluoreszenz Assay

Palm

Wihrend der Fibrillogenese von rPrP und rPrP
und auf eine Endkonzentration von 0,3 pM rPrP bzw. rPrP™™ in 5 mM NaOAc (pH 5,5)

wurden den Ansédtzen Aliquots entnommen

verdiinnt. Zu den Ansdtzen wurden 10 uM ThT gegeben und die Emissionsspektren (von 460
bis 520 nm) mit einer Anregungswellenldnge von 445 nm auf einem LS 55 Spektrometer
(PerkinElmer) aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitit beim Emissionsmaximum (488 nm)

wurden bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen.
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2.4 Chemische Methoden

2.4.1 Festphasensynthese von Peptiden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Peptide wurden sowohl manuell als auch
automatisiert an einem modifizierten 433 A Peptidsynthesegerit (Applied Biosystems) mittels
Festphasensynthese hergestellt. Dabei wurde das in situ Neutralisation- und
Aktivierungsprotokoll nach Schnélzer et al. (1992) °! verwendet. Es wurden Uberschiisse von
Boc und Fmoc geschiitzten Aminosduren und Base verwendet, um hocheffiziente Kopplungen
zu erreichen. Die funktionellen Seitengruppen der verwendeten Fmoc-Aminosduren waren
wie folgt geschiitzt: Cys(Trt), Lys(ivDde), Lys(Mtt), Lys(Mmt), Lys(Boc), Asp(OtBu),
GIn(Trt), Ser(tBu), Asn(Trt), Glu(OtBu), Tyr(tBu). Die funktionellen Seitenketten der
verwendeten Boc-Aminosduren waren wie folgt geschiitzt: Arg(Tos), Asn(Xan),
Asp(OcHxI),Cys(Acm), Cys(p-MeBzl), Glu(OcHxl), His(DNP), Lys(CLZ), Lys(Fmoc),
Ser(Bzl), Thr(Bzl), Tyr(2-Br-Z). Alle nicht aufgefiihrten Aminoséduren wurden ungeschiitzt
verwendet. Die Synthesen wurden Mafstab 0,2 oder 0,4 mmol durchgefiihrt. Als

Reaktionsgefdfle dienten Glasfritten der Porengrof3e 2.

Boc-Chemie:

Alle mittels Boc-Chemie hergestellten Peptide wurden an speziellen Harzen, die nach
Abspaltung ein Peptid mit C-terminalen Thioester generieren, hergestellt .

Das Polystyrolharz wurde 30 min in DMF gequollen und fiir einen 0,2 mmol Ansatz wurden 2
mmol der zu koppelnden Aminosdure mit 3,6 ml einer 0,5 M HBTU Losung in DMF fiir ca. 2
min aktiviert, dann erfolgte die Zugabe von 1 ml DIEA. Das Harz wurde 15 min mit der
aktivierten Aminosdure inkubiert und dann fiir 1 min mit DMF gewaschen. Durch
zweimaliges Behandeln des Harzes mit reiner TFA fiir jeweils 1 min wurde der N-Terminus
entschiitzt. Das dabei entstehende Trifluoressigsduresalz der freien Aminofunktion wird durch
Zugabe der Base DIEA im folgenden Kopplungsschritt in situ neutralisiert. Nach der
Kopplung eines Gln folgte sowohl vor als auch nach der Entschiitzung des N-Terminus ein
Waschschritt von 1 min mit DCM. Durch die Warmeentwicklung der Reaktion des DMFs mit

der TFA tritt eine Zyclisierung mit dem Peptidriickrad auf.
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Fmoc-Chemie:

Alle mittels Fmoc-Strategie hergestellten Peptide wurden an Fmoc-AS-Wang-Harzen
synthetisiert.

Das Polystyrolharz wurde vor Beginn der Synthese 60 min in DMF gequollen. Der N-
Terminus der ersten Aminosdure wurde durch Zugabe von 20 % (v/v) Piperidin in DMF fiir
zuerst 3 und dann 7 min mit ca. 10 ml entschiitzt. AnschlieBend wurde das Harz zur
Entfernung des Piperidins 1 min mit DMF gewaschen. Fiir einen 0,2 mmol Ansatz wurden 1
mmol der entsprechenden Fmoc geschiitzten Aminosdure mit 2,38 4q einer 0,5M HBTU
Loésung in DMF versetzt und 2 min inkubiert. Anschlieend wurden 5 4q DIEA zugegeben
und 1 min inkubiert. Die aktivierte Aminosdure wurde fiir 30 min zum Harz gegeben. Nach
jedem Kopplungsschritt wurde das Resin 1 min mit DMF gewaschen. Die Kopplung der
Palmitoylreste an die Seitenkettenaminogruppe der Lysine erfolgte nach Abspaltung der
ivDde Schutzgruppe durch Inkubation des Harzes mit dreimal 3 % (v/v) Hydrazin in DMF fiir
je 10 min. AnschlieBend wurde das Harz mit 20 dq Palmitoylchlorid, 20 4q HOBT sowie 22
dq Triethylamin in DMF/DCM 1 : 3 versetzt und 3 h inkubiert. Die Kopplung des NBD-
Fluoreszenzmarkers erfolgte ebenfalls an die Seitenkettenamniofunktion eines Lysinrestes.
Die Mtt Gruppe wurde durch Waschen des Resin mit ca. 500 ml einer 1 %igen (v/v) TFA-
Losung in DCM Loésung und anschlieBendem Waschen mit ca. 500 ml einer 1 %igen (v/v)
TFA-Losung, die 2,5 % (v/v) TIS enthielt, in DCM entfernt. Die Kopplung erfolgte durch
Zugabe von 15 4q DIEA und anschlieBender Zugabe von 10 4qg NBD-CI zum Resin. Das Harz

wurde 30 min inkubiert.

2.4.2 Abspaltung der Peptide vom Harz

Die N-terminalen Fmoc- bzw. Boc-Schutzgruppen wurden unter den bereits beschriebenen
Bedingungen abgespalten. Vor der Abspaltung wurde das Harz mit DCM gewaschen und im
Vakuum getrocknet.

Die durch Fmoc-Chemie synthetisiertem Peptide wurden mit 5 % TIS und 2,5 % H,O in TFA
fiir 3 h bei RT abgespalten. Das Peptid wurde durch Zugabe von eiskaltem Diethylether
gefillt und die Losung 1 h auf Eis gekiihlt. Das Rohpeptid wurde abzentrifugiert und dreimal
mit kaltem Diethylether gewaschen. Das Pellet wurde in Puffer bestehend aus

Wasser/Acetonitril 1 : 1 +0,1 % (v/v) TFA aufgenommen und lyophilisiert.
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Die durch Boc-Chemie synthetisierten Peptide wurden durch Behandlung 10 ml HF mit 5 %
p-Kresol (ausreichend fiir 1 g Resin) fiir 1 h bei 0°C abgespalten. Die Abspaltung wird in
einer abgeschlossenen Teflon-Apparatur vorgenommen, um einen Kontakt mit der
hochtoxischen HF auszuschlieBen. Dabei wird p-Kresol als Abfangreagenz fiir entstehende
reaktive Kationen zugegeben. Das HF wurde im Vakuum entfernt und das Rohpeptid in
kaltem Diethylether resuspendiert. Das Peptid wurde abfiltriert und mit Diethylether
gewaschen. Anschliefend wurde es in Wasser/Acetonitril 1 : 1 + 0,1 % (v/v) TFA

aufgenommen und lyophilisiert.

2.4.3 Aufreinigung der Peptide

Die Aufreinigung der Rohpeptide erfolgte im analytischen Mafstab entweder durch RP-
HPLC mit C4-Séulen (125 x 4 mm) und im préparativen Mal3stab entweder durch RP-HPLC
mit C4-Sdulen (250 x 10 mm bzw. 250 x 22 mm) bei Flussraten von 1-10 ml/min. Zur
Aufreinigung wurden die Peptide in 50 % (v/v) Puffer A (Wasser + 0,1 % (v/v) TFA) und 50
% (v/v) Puffer B (Acetonitril + 0,08 % (v/v) TFA) bzw. in 6 M GdnHCl, 50 mM TrisHCI bei
pH 8 aufgenommen und auf die Sdule aufgetragen. Die Elution der hergestellten Peptide
wurde mittels verschiedenen, dem jeweiligen Produkt angepassten, Gradienten durchgefiihrt.
Die reinen Fraktionen wurden zusédtzlich durch ESI-MS charakterisiert, durch einen

Gradienten der zuvor angegebenen Laufpuffern A und B gereinigt und lyophilisiert.

2.4.4 Native chemische Ligation der Peptide

Die native chemische Ligation wurde nach zwei unterschiedlichen Protokollen durchgefiihrt.
Zum einen wurde einer 5-6 mM Losung des Peptids mit C-terminalen Thioester in 6 M
GdnHCI, 300 mM NaPi und 1% (v/v) Thiophenol bei pH 7,2 1,1 Aquivalente des Peptids mit
N-terminalen Cystein hinzugefiigt.

Beim zweiten Protokoll wurden zu einer 2,5-3 mM Losung des Thioesters in 8 M Harnstoff,
100 mM NaPi, 17 mg/ml DPC und 1% (v/v) Thiophenol bei pH 7,2 1,1 Aquivalente des
Peptids mit N-terminalen Cystein hinzugefiigt. Die Ansitze wurden 4-24 h unter Argon leicht
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 VA des Ligationspuffers und 20 % (v/v) -
Mercaptoethanol fiir 1 h gestoppt. Die entstandenen Disulfide wurden vor der Aufreinigung

durch Zugabe von einigen mg TCEP fiir 5 min reduziert. Die Aufreinigung der
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Ligationsprodukte erfolgte mittels RP-HPLC iiber C4-Sdulen (250 x 10 mm) unter
Verwendung der in 2.4.3 angegebenen Puffer bei einer Flussrate von 3 ml/min. Die

aufgereinigten Fraktionen wurden vereinigt und anschlieend lyophilisiert.

2.4.5 Peptidanalytik

Die synthetisierten Peptide wurden mittels RP-HPLC iiber C4-Séulen (125 x 4 mm) bei einer
Flussrate von 1 ml/min mit unterschiedlichen Gradienten analysiert. Die Kontrolle der
Ligationsansdtze erfolgte nach Aufarbeitung der entnommenen Proben mit f-
Mercaptoethanol (BME) und TCEP wie in 2.4.4 beschrieben.

Die Bestimmung der Massen erfolgte tiber ESI-MS und MALDI-TOF. Als Matrix fiir die
MALDI Proben diente eine gesittigte a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure-Losung in 50 % Puffer
A und 50 % Puffer B.
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2.5 Biophysikalische Methoden

2.5.1 Dynamische Lichtstreuung

Die Bestimmung des hydrodynamischen Radius der dargestellten SUV’s (Siehe 2.3.7)
erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung an einem DynaPro System (Wyatt Technologie).

Alle Messungen wurden in Quarzkiivetten mit Schichtdicken von 0,1 cm durchgefiihrt.

2.5.2 CD-Spektroskopie

Die Aufnahme von CD-Spektren wurde an einem Jasco J-715 Spektropolarimeter
durchgefiihrt. Dabei betrugen die Proteinkonzentrationen 0,2 mg/ml in 20 mM NaOAc bei pH
5,5. Alle Spektren wurden in Quarzkiivetten mit Schichtdicken von 0,1 cm durchgefiihrt und

um die Pufferbeitrage korrigiert.

2.5.3 Fluoreszenzspektroskopie

Zur Aufnahme von Emissionsspektren in Losung wurden Kiivetten (Hellma) mit
Schichtdicken von 10 mm verwendet. Alle Spektren wurden an einem LS55 Spectrometer
(PerkinElmer) bei Raumtemperatur aufgenommen. Die Anregung erfolgte mit einer Xenon-

Lampe.

2.5.4 Isotherme Titrations Kalorimetrie

Die Bestimmung der thermodynamischen Parameter der Interaktion von Molekiilen wurde
mittels isothermer Titrations Kalorimetrie durchgefiihrt.

Die entsprechenden Messungen fanden an einem VP-ITC-Gerdt (MicroCal) statt. Das
Volumen der Zelle betrug 1,5 ml und 250 pl in der Spritze. Die Reaktanden in der Spritze
wurden in 8 pl Schritten zur Losung in der Zelle titriert. Die Zeit zwischen zwei Injektionen,
welche zum Aquilibrieren des Signals bendtigt wurde, variierte von 240 bis 1400 sec. Vor
Beginn der Messung wurden die Proben in identischen Puffern aufgenommen, entgast und auf

die entsprechende Messtemperatur von 25°C bzw 37°C gebracht.
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Die Bestimmung von Protein-Protein-Wechselwirkungen wurde in PBS durchgefiihrt. Dabei
war die molare Konzentration der Komponenten in der Spritze 16 fach hoher als die des
Proteins in der Zelle.

Die Wechselwirkung von Protein mit kleinen Molekiilen wurde in 50 mM TrisHCI, pH 8 mit
einer ebenfalls 16fach hoheren Konzentration in der Spritze durchgefiihrt.

Die Auswertung der erhaltenen Spektren wurde mit dem Programm VP-ITC Origin 7.0

vorgenommen.

2.5.5 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Palm

Die Visualisierung der gebildeten rPrP bzw. rPrP™™" wurde mittels Rasterkraftmikroskopie an
einem MultiMode Mikroskop mit einem Nanoscope Illa Controller von Digital Instruments
(Santa Barbara, California, USA) erreicht. Die Probenvorbereitung und Aufnahme der Bilder
wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Winter der Universitit Dortmund

durchgefiihrt.

2.5.6 FT-ATR-Spektrokopie

Die Anbindungskinetik der palmitoylierten PrP Varianten wurde in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Gerwert an der Ruhruniversitit Bochum mittels FT-ATR-Spektroskopie (IFS
66der Fa. Bruker) verfolgt.

2.5.7 NMR-Spektroskopie

Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur des rekombinanten Maus Prions erfolgte
NMR spektroskopisch an einem Varian Inova 600-Spektrometer. Das Protein wurde fiir die
heteronuklearen zweidimensionalen Experimente uniform '°N markiert. Zur Messung wurde
das Protein in 20 mM NaOAc, pH 5,5 mit einer Konzentration von 100 uM aufgenommen.
Die 'H/'°N-HSQC-Experimente wurden bei einer Temperatur von 30°C nach der Varian-
NMR Pulsfolge mit 2048 x 512 Datenpunkten durchgefiihrt. Nach Umwandlung der
erhaltenen Spektren in das Brukerformat wurden diese mit XWINNMR bearbeitet.
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2.6 Zellkultur

2.6.1 Kultivierung von Zellen

Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden als adhdrenter Einzelzellrasen in MEM (Minimal
Essential Medium) unter Zusatz von 10 % hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum und 1 %
Antibiotika-Losung (Endkonzentration: 1U/ml Penicillin G, 1 pg/ml Streptomycin und 2 mM
Glutamin) in Zellkulturschalen bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.

2.6.2 Transfektion von rPrpPam

N2a Zellen wurden mittels Liposomen vermitteltem Transfer unter Verwendung des Protein
Transfektions Reagenzes Pro-Ject™ (Pierce) sowohl mit rPrP als auch mit rPrpfe™
transfiziert. Dazu wurden die Proteine mit einer Konzentration von 0,01 mg/ml in PBS und

den Liposomen fiir 2 bzw 5 h zu den Zellen gegeben.

2.6.3 Zellulare Aufnahme von rPrp™m

Palm yurden die Zellen zunichst 2x mit

Zur Analyse der aufgenommenen Menge an rPrP
kaltem PBS Puffer gewaschen und anschlie3end in PBS von den Kulturschalen geschabt. Das
nach Zentrifugation (1 min, 15000 rpm, Eppendorfzentrifuge) erhaltene Pellet wurde in 1 ml
kaltem PBS mit 0,5 % Trition X-100 und 0,5 % DOC (Natriumdesoxycholat) lysiert. Das
Lysat wurde 20 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand und das erhaltene
Pellet wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min aufgekocht. Die Analyse der in
Detergenz 16slichen und unloslichen Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE und

Westernblotting mit dem Anti-Prion Antikérper A7°°.

26.4 Indirekte Immunofluoreszenz

Die murinen Neuroblastomzellen (N2a) wurden auf Deckgldsern mit 6 mm Radius analog zu

2.6.1 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 3 % Paraformaldehyd fiir 20 min fixiert
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und anschlieBend mit 0,2 % Trition X-100 fiir 10 min bei Raumtemperatur permeabilisiert.
Der Erstantikorper (3F4) wurde fiir 45 min bei 37°C in PBS mit 1 % BSA zugegeben. Nach
dreimaligem Waschen der Zellen mit kaltem PBS wurden sie mit dem Zweitantikdrper (Cy3-
Anti-Mouse Konjugat (Dianova) (Verdiinnung 1:200)) fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
gewaschenen Deckgldser wurden auf Objekttragern fixiert und mittels Fluoreszenz
Mikroskopie (Axiovert 200 M, Zeiss) unter Verwendung der AxioVision 3.0 Software

ausgewertet.

2.6.5 Flotations Untersuchung

Zur Lyse der murinen Neuroblastomzellen (N2a) wurden diese analog zu 2.6.3 geerntet und
anschlielend in 200 pl MBS Puffer (25 mM Mes, 150 mM NacCl, pH 6,5) mit 1 % TritonX-
100 resuspendiert und 15 x auf Eis durch eine 1 ml-Einwegspritze mit einer 26G-Kaniile
gezogen. Zur Enfernung von Zelltriimmern und anderen Préizipitaten wurden die Proben 5
min bei 500 x g und 4°C zentrifugiert. Zu dem erhaltenen Uberstand wurden 200 ul MBS mit
8 0% Sucrose gegeben und gut durchmischt. Diese 400 pl wurden anschliefend in einem
silanisierten Zentrifugenréhren zunichst mit 3 ml MBS mit 30 % Sucrose und dann mit 1 ml
5 % Sucrose iiberschichtet. Der erhaltene Stufengradient wurde iiber Nacht bei 40000 rpm
(MLS 50, 4°C) zentrifugiert. Die Probe wurde in 500 pl Fraktionen mittels Westernblotting
mit dem mAb A7 analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Semisynthese von membranverankertem Maus Prion Protein

Zur Semisynthese von lipidierten Varianten des rekombinanten Maus Prion Proteins (rPrP)
finden zwei unterschiedliche Strategien Anwendung. Zum einen die von Muir et al. *' zum
ersten Mal beschriebene Methode der Expressed Protein Ligation (EPL) und zum anderen der

Prozess des Protein trans-Spleif3ens.

3.1.1 Darstellung von rPrP™™ mittels EPL

Die Expressed Protein Ligation (EPL) beruht auf der Verwendung von Inteinen. Bei den dazu
verwendeten Inteinen wurde das Cystein am N-Terminus des C-terminalen Exteins z B. zu
einem Alanin mutiert.. Dadurch kann das Protein lediglich die erste N—S Acylgruppen-
Ubertragung durchlaufen und dieses Intermediat kann anschlieBend durch die Zugabe von
Thiolen wie z.B. MesNa abgespalten werden (Abb.8). Mit dem gebildeten Protein-C,-
Thioester konnen im Folgenden native chemische Ligationen mit synthetischen Peptiden

durchgefiihrt werden.

Festphasenpeptidsynthese
HS
\

N Paptide)~Tev- 1,

HS,
TS
I

‘N Intein —His—|cBD)
H =

heterologe Expression in E.coli

Abb. 8: Schema der Darstellung von rPrP™™ mittels EPL

Palm

Bei der semisynthetischen Darstellung von rPrP ™™ unter Verwendung der EPL, wird das PrP
als C-terminales Fusionsprotein mit dem GyrA Mini-Intein und zu Aufreinigungszwecken
einem His-Tag und der Chitin-Binding-Domain (CBD) in E.coli exprimiert. Die Generierung

des Thioesters erfolgt durch die Zugabe eines Uberschusses an Alkythiol. Die anschlieBende
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Verkniipfung dieses Proteins mit synthetischen, lipidierten Peptiden wird durch native

chemische Ligation (NCL) erreicht.

3.1.1.2 Festphasenpeptidsynthese der lipidmodifizierten Peptide

Das murine Prion Protein ist liber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker mit der
AuBlenseite der Plasmamembran verbunden. Es wird vermutet, dass es dort in
cholesterolreiche strukturierte Mikrodoméne der Membran segregiert ». Diese Lokalisation
scheint entscheidenden Einfluss auf die Konversion des zelluldren PrP© in seine pathogene
Form PrP% bei den TSE Erkrankungen zu haben 0 Im Gegensatz zur aufwendigen
chemischen Darstellung des GPI-Ankers konnen bereits kommerziell erhéltliche
Fettsdurechloride direkt in der Festphasensynthese von Peptiden eingesetzt werden.
Untersuchungen deuten darauf hin, dass natiirlich vorkommende palmitoylierte Proteine
dhnliche Priferenzen zur diesen geordneten Bereichen der Membran aufweisen, wie GPI
verankerte Proteine **, deshalb wurden fiir Membranverankerung des Prion Proteins zwei
Palmitoylreste  eingefiihrt. Zur gezielten Untersuchung des Einflusses dieser
Membranverankerung auf die Konversion wurden im Rahmen der durchgefiihrten
Festphasenpeptidsynthese demnach zwei Palmitoylreste als GPI Mimetikum eingefiihrt.
Neben der Detektionsmoglichkeit des Proteins mittels Immunfluoreszenz, kann durch eine
gerichtete Einfiihrung von Fluoreszenzfarbstoffen die direkte Untersuchung des Proteins in

Vvivo und in vitro ermdglicht werden.
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A Polymer Synthese B
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Abb. 9: A) Syntheseschema zur Darstellung der lipidierten Peptide. Nach der Kopplung von drei

(4,7,10)-trioxa-1,13-tridecanediamin Einheiten als Solubili-sierungstag wird das Peptid mittels
Fmoc-Strategie synthetisiert. Die Einfilhrung der Modifikation wie Lipidierung und/oder
Fluoreszenzmarkierung erfolgt am Harz.B) Verwendete lipidierte Peptide. In grau unterlegt ist
die Erkennungssequenz der TEV-Protease zur selektiven Entfernung der Anker oder des

Solubulisierungstags

Durch die eingefiihrte Erkennungssequenz der TEV-Protease konnen je nach Wahl der
Inkorporationsstelle des Fluorophors entweder die Prozessierung des Prion Proteins (siche
Abb. 9 B (2)) oder die des Lipidankers (siche Abb. 9 B (1)) verfolgt werden. Diese selektive
Einfiilhrung unterschiedlicher Modifikationen in ein Peptid wird durch die Verwendung
orthogonaler bzw. pseudoorthogonaler Schutzgruppen ermoglicht. Die Einfiihrung
hydrophober Gruppen, wie der beiden Palmitoylreste sowie des Fluorophors, fiihrte jedoch zu
einer sehr eingeschriankten Loslichkeit der Peptide in wéssrigen Puffern sowie den in 2.4.3
beschriebenen HPLC-Puffer Systemen. Auf Grund dessen konnten die dargestellten Peptide
auch ohne zuvorige Aufreinigung nicht fiir die Ligation mit den rPrP-C,-Thioestern
verwendet werden. Somit bestand die Notwendigkeit die Loslichkeit der Peptide zu erhéhen.
Zu diesem Zweck wurde eine kurze Oligoethylen-Glycol Einheit an den C-Terminus des
Peptids angefiigt (siche Abb. 9 A), was zu einer signifikanten Erh6hung der Léslichkeit in den

verwendeten Puffersystemen fiir die Ligation mit dem rPrP Thioester fiihrte.
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3.1.1.3 Darstellung von NHS aktiviertem Cy5

Zur Fluoreszenzmarkierung der im Folgenden dargestellten Peptide wurde unter anderem der
Farbstoff Cy5 verwendet. Da dieser als freie Sdure vorlag, war zur Kopplung wéhrend der
Festphasensynthese die Darstellung einer aktivierten Form des Cy5 erforderlich. In der

vorliegenden Arbeit wurde dazu der N-Hydroxysuccinimid Aktivester des Cy5 generiert *°.

1,1eq DCC
1,1 eq NHS

in DMF
0°C->RT, 12h
Mol. Wt.: 655.8

OH

Abb. 10: Synthese von Cy5-NHS

Dazu wurde die freie Sdure des Cy5 in wasserfreiem DMF aufgenommen und mit 1,1 &q
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1,1 4q N-Hydroxysuccinimid (NHS) bei 0°C unter
Argon geriihrt, dabei wird in einem Zeitraum von ~12 h die Temperatur kontinuierlich von
0°C auf Raumtemperatur erhoht. Das Losungsmittel wird im Vakuum evaporiert und das
Rohprodukt ohne weitere Aufreinigungsschritte in der Festphasensynthese eingesetzt. Die

Bildung des NHS-Esters wurde massenspektrometrisch mittels MALDI-TOF nachgewiesen.
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Abb. 11: MALDI-tof des Cy5-NHS Aktivesters unter Verwendung der Matrix o-Cyano-4-
Hydroxyzimtséure
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Die Masse von 644,42 entspricht mit einer Massendifferenz von -10 der freien Sdure. Die
Abweichung der Massen ldsst sich auf die fehlerhafte Kalibrierung des Gerétes zuriickfiihren,
da alle Massen um den gleichen Wert von -10 abweichen. So stellt die Masse 658,42 das Na'-
Salz der Sdure dar. Die Masse 741,45 entspricht somit dem NHS-Aktivester von Cy5 und
755,72 dem Na'-Addukt des NHS-Esters.

3.1.1.4 Synthese von Peptid 1

1 H—CENLYFQGI((Cys)GK(palm)AAK(palm)K—PPO3—G—OH 16
M = 3765 g/mol [mit 2 x Palm und Cy5]

Die Synthese von 1 erfolgte manuell im 0,2 mmol Mafstab nach der Fmoc-Strategie an einem
Wang-Harz. Dabei wurden die Fmoc-geschiitzten Aminosiuren in einem Uberschuss von 5 éq
bezogen auf den Synthesemalstab eingesetzt. Zur selektiven Einfiihrung der Fettsdurereste
wurden K(11) und K(14) mit der Schutzgruppe ivDde geschiitzt. Auf Grund der Instabilitét
der Fmoc-Gruppe gegeniiber den Abspaltbedingungen fiir ivDde war die Aminofunktion des
N-terminalen Cysteins Boc geschiitzt. Zur Kopplung der Palmitoylreste wurden zunichst die
ivDde-Schutzgruppen der Seitenkettenaminofunktion von Lys(11) und Lys(14) durch
Inkubation des beladenen Harzes mit dreimal ca. 10 ml 3 % (v/v) Hydrazin in DMF fiir 10
min abgespalten. Die Palmitoylierung erfolgte durch Zugabe von 20 dq Palmitoylchlorid, 20
dq HOBT und 22 4q Triethylamin bezogen auf den Synthesemallstab in DCM/DMF 3:1. Zur
Kopplung des Fluorophors wurde die Mtt-Schutzgruppe an Lys(9) durch kontinuierliches
Waschen des Harzes mit ~ 500 ml 3 % TFA in DCM entfernt. Die Neutralisation des Harzes
erfolgte durch Inkubation mit 10 % DIEA in DMF, zur anschlieBenden Kopplung wurde das
Harz mit dem Cy5-NHS Esters in DMF fiir mindestens 4 h behandelt. Das modifizierte Peptid
wurde durch Behandlung mit 95 % TFA mit 2,5 % TIS und 2,5 % H,O fiir 3 h von Harz
abgespalten. Die Prizipitation des Peptids erfolgte durch Zugabe von eiskaltem Diethylether
(siche 2.4.2). Das erhaltene Rohpeptid wurde durch RP-HPLC iiber C4 (125 x 4 mm) mit
einem Gradienten von 5 % (v/v) Puffer B nach 100 % (v/v) Puffer B in Puffer A iiber 30 min
sowie durch ESI-MS analysiert (Abb. 12).
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Abb. 12: RP-HPLC-Chromatogramm (links) und ESI-MS (rechts) mit dekonvolutiertem

Spektrum des gereinigten Peptids 1

Im ESI-MS treten die Ladungszustinde von zwei (1732.12) und drei (1155,3) positiven
Ladungen pro Peptid auf, die ermittelte Masse von 3463.8 g/mol weicht von der berechneten
Masse von 3766 g/mol um 302 g/mol ab. Diese Abweichung stimmt genau mit der Masse
einer PEG-Einheit iiberein, sodass lediglich ein Peptid mit zwei PEG-Einheiten isoliert
werden konnte. Unter den gegebenen Abspaltbedingungen ist die Darstellung eines 3fach
PEGylierten Peptids nicht moglich, was eine Modifikation der Synthese erfordert. Die
vorgenommenen Verdnderungen werden im folgenden Abschnitt erldutert. Der Hauptpeak des
HPLC-Chromatogramms bei 24,7 min kann dem 2 fach pegylierten Produkt zugeordnet

werden.
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3.1.15 Synthese von Peptid 2

1 H-CK(Cy5)GENLYFQSK(palm)AAK(palm) K-PPO3-A—OH 16
M = 3806 g/mol [mit 2 x Palm und Cy35]

Zur Uberwindung der Darstellungsprobleme von Peptid 1 wurde im folgendem die Synthese

unter Verwendung des HMPB-Harzes durchgefiihrt.

]

/O O\/\)J\N

H

OH

Abb. 13: 4-Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxybutyric acid (HMPB) AM Harz

Der in Abb 13 dargestellte Linker ermdglicht die Abspaltung der Peptide unter milden
Bedingungen (1-5 %TFA in DCM). Die Kopplung der Palmitoylreste erfolgte analog zur
Darstellung von 1. Die Kopplung des Fluorophors an der festen Phase erforderte einen
Wechsel der Schutzgruppe zur Methoxy-methyl-trityl-(Mmt)-Schutzgruppe, da die
Abspaltbedingungen fiir Mtt nicht orthogonal zum HMPB-Linker sind. Die Mmt-
Schutzgruppe ldsst sich durch Inkubation des Harzes mit 10 % AcOH, 20 % TFE in 70 %
DCM fiir 3 mal 20 min quantitativ entfernen. Die Neutralisation des Harzes und Kopplung
des Farbstoffes wurde wie bereits fiir 1 beschrieben durchgefiihrt. Die Abspaltung des Peptids
erfolgte durch Inkubation mit 3 % TFA in DCM fiir 30 min. Nach Evaporation des
Losungsmittels im Argon-Strom erfolgte die Abspaltung der {ibrigen Schutzgruppen durch
Zugabe von 5 % TIS, 5 % H>0 in 90% TFA fiir 2 h. Die Aufreinigung erfolgte mittels RP-
HPLC iiber C4 (250 x 22 mm) mit einem Gradienten von 30 % (v/v) Puffer B nach 80 % (v/v)
Puffer B in Puffer A iiber 60 min. Die Fraktionen wurden mittels analytischer RP-HPLC und
ESI-MS analysiert
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Abb. 14: ESI-MS (rechts) mit dekonvolutiertem Spektrum und analytisches RP-HPLC-

Chromatogramm (links) vom gereinigten Peptid 2 mit einem Gradienten von 5 %

Puffer B nach 80 % Puffer B in 30 min.

Der Hauptpeak des HPLC-Chromatogramms bei 23,5 min kann dem Produkt zugeordnet
werden. Im ESI-MS treten die Ladungszustinde des Peptids mit zwei (1905,0) und drei
(1270,6) positiven Ladungen auf. Die ermittelte Masse von 3808 g/mol stimmt mit der
berechneten Masse von 3806 g/mol gut iiberein. Dabei konnte unter Verwendung des HMPB-
Harzes die Deletion einer PEG-Einheit verhindert werden. Eine mdgliche Erklarung ist der
Wechsel der C-terminalen Aminosdure von G nach A. Die Verwendung von Gly fiihrte evtl.
wihrend der Abspaltung zu dieser Deletion und nicht die sauren Bedingungen, welche hier

ebenfalls zur Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen verwendet wurden.

3.1.1.6 Synthese von Peptid 3

1 H-CGK(Dy5()5)GK(palm)AAK(palm)GENLYFQS-PPOg-A-OH 16
M = 3624.4 g/mol [mit 2 x Palm und Dy505]

Die Synthese von 3 erfolgte analog zu 2 manuell an einem HMPB-Harz unter Verwendung
der Fmoc-Strategie. Die Kopplung der Palmitoylreste sowie des Fluorophors Dy505, welcher
als NHS-Ester vorlag, wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Die Aufreinigung erfolgte
mittels RP-HPLC iiber eine C4 RP-Séule (250 x 22 mm) mit einem Gradienten von 30 %
(v/v) Puffer B nach 80 % (v/v) Puffer B in Puffer A iiber 60 min. Die Fraktionen wurden
mittels analytischer RP-HPLC und ESI-MS analysiert
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Abb. 15: ESI-MS mit dekonvolutiertem Spektrum (rechts) und analytisches RP-HPLC-

Chromatogramm (links) des gereinigten Peptids 3 mit einem Gradienten von 5 %

Puffer B nach 80 % Puffer B in 30 min

Im HPLC-Chromatogramm sind zwei Peaks mit dhnlicher Retentionszeit zu erkennen, von
denen einer eine Absorption bei 505 nm aufweist. Der erste Peak kann dem 2 fach
palmitoylierten Peptid zugeordnet werden, der zweite bei 26,5 min, auf Grund der
spezifischen Absorption des Fluorophors bei 505 nm dem palmitoylierten und mit Dy505
modifizierten Peptid. Es konnte unter den gewihlten Bedingungen keine Trennung der beiden
Spezies unter Verwendung der RP-HLPC erreicht werden. Im ESI-MS tritt sowohl der
Ladungszustand mit zwei (1578.6) und drei positiven Ladungen (1053.0) des palmitoylierten
Peptids auf als auch die Ladungszustinde zwei (1813.4) und drei (1209.5) des vollstindig
modifizierten Peptides. Aus dem dekonvolutierten Spektrum ergibt sich fiir das Peptid 3 eine
Masse von 3624.4 g/mol, was in sehr guter Ubereinstimmung mit der errechneten Masse von
3624.4 g/mol ist. Die zweite dekonvolutierte Masse von 3155 g/mol weist eine Differenz zur
Masse von 3 von 470.4 g/mol auf. Dieser Unterschied entspricht genau der Masse des

Fluorophors Dy505.

3.1.17 Synthese von Peptid 4

1 H-CKGENLYFQSK(palm)AAK(palm)KA-PPO3 15
M = 3168 g/mol [mit 2 x Palm]

Die Synthese von 4 erfolgte analog zu 2 manuell an einem HMPB-Harz unter Verwendung

der Fmoc-Strategie. Die Kopplung der Palmitoylreste wurde wie bereits beschrieben
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durchgefiihrt. Das erhaltene Rohpeptid wurde durch RP-HPLC iiber C4-RP-HPLC (250 x 22
mm) mit einem Gradienten von 20 % (v/v) Puffer B nach 80 % (v/v) Puffer B in Puffer A
iiber 60 min sowie iiber ESI-MS analysiert (Abb. 16).
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Abb.16: HPLC-Chromatogramm (links) und ESI-MS (rechts) mit dekonvolutiertem Spektrum

des gereinigten Peptids 4

Der Hauptpeak des HPLC-Chromatogramms bei 25,1 min kann dem Produkt zugeordnet
werden. Im ESI-MS treten die Ladungszustinde des Peptids von zwei (1585.5) und drei
(1057) positiven Ladungen auf, die ermittelte Masse von 3169 g/mol stimmt mit der
berechneten Masse von 3168 g/mol gut iiberein. Bei den Signalen bei 22 und 30 min handelt

es sich um Siulenartefakte.

3.1.1.8 Expression und Aufreinigung von rPrP-C,-Thioester

Zur heterologen Expression des murinen PrP(89-232) wurde das Gen in Fusion mit dem GryA
Mini-Intein aus Mycobacterium Xenopii in einen modifizierten pTXB1 Vektor (New England
Biolabs) kloniert. Die Modifikation des Vektors besteht in der Insertion eines Hexahistidin-
Tags zu Aufreinigungszwecken zwischen dem GryA Intein und der Chitin bindenden Doméne
(CBD) (siche Abb. 17). Nach erfolgter Klonierung wurde der Vektor in einen E.coli
Expressionsstamm transformiert. Das Gen fiir das Fusionsprotein befindet sich bei dem
verwendeten Plasmid unter der Kontrolle des T7-Promotors, welcher iiber den lacI-Operator

reguliert wird. Unter Verwendung des E.coli Stammes BL21(DE3)RIL, bei dem die T7 RNA
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Polymerase genomisch unter der Kontrolle des lacUVS Promotors intergriert ist, ldsst sich die
Proteinexpression durch die Zugabe von IPTG, einem nicht hydrolisierbarem Analogon der
Allolaktose, induzieren. Die Zugabe von IPTG erfolgte in der exponentiellen Phase des
Bakterienwachstums. Die Expression des mPrP-Intein Fusionsproteins erfolgte in
Einschlusskorperchen (Inclusion Bodies). Nach der Solubilisierung des aggregierten Materials
in 8 M GdnHCI erfolgte die affinitdtschromatographische Aufreinigung mittels Ni-NTA fast

flow (Quiagen) unter denaturierenden Bedingungen wie unter 2.3.1 beschrieben.

A B
- Hindlll 1 2 3 4

) Yo lf— 9% B

—_— ‘-“‘(— 45 kDa

pTXB1 -
e PrP-Mxe-CBD = 30kDa
rbs Amp® «— 20.1 kDa

we<— 14.4 kDa

Abb. 17: rechts: Plasmidkarte fiir die Expression des PrP-GyrA-CBD Fusionsprotein
Links: SDS-Page der Ni-NTA Aufreinigung von PrP-GyrA-CBD. Spur 1 entspricht
dem Ni-NTA Durchfluss, Spur 2 und 3 den Waschschritten und Spur 4 dem Eluat. Der
LMW-Marker (Biorad) befindet sich in der mit M bezeichneten Spur.

Wie in dem SDS-Gel in Abb. 17 zu erkennen ist, konnte ein Protein mit dem apparenten
Molekulargewicht von ~45 kDa isoliert werden. Diese Masse entspricht dem Fusionsprotein
rPrP-GyrA-CDB. Zur Generierung eines C-terminalen Thioesters des murinen PrPs ist eine
partielle Faltung des GyrA Inteins erforderlich, sodass die spontane N-—S
Acylgruppeniibertragung durchlaufen werden kann. Unter Verwendung von GdnHCI konnte
dies selbst nach Reduktion der Konzentration auf 2 M GdnHCI nicht erreicht werden. Eine
weitere Verringerung der Konzentration flihrte zur vollstdndigen Prizipitation des Proteins.
Die denaturierenden FEigenschaften des GdnHCl verhindern den zur Abspaltung des
Thioestern bendtigten N—S Acylgruppentransfer. Dies machte einen Wechsel des Chaotrops
auf 8 M Harnstoff erforderlich. Durch Verringerung der Konzentration auf 4 M Harnstoff, 50
mM TrisHCI mittels Dialyse konnte eine partielle Faltung des GryA Inteins erzielt werden *°
Die Ausbildung des C-terminalen Thioesters des murinen PrPs wurde durch die Zugabe von
250 mM MesNa induziert, dabei wurden Spaltungsausbeuten von 50 % erreicht. Die Isolation
des gebildeten Thioesters erfolgte mittels RP-HPLC unter Verwendung einer priparativen
C4-RP-HPLC (250 x 22 mm) mit einem Gradienten von 20 % (v/v) Puffer B nach 60 % (v/v)
Puffer B in Puffer A tiber 60 min.
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Abb. 18: A) SDS-Page des aufgereinigten rPrP-GyrA Fusionsprotein (Spur 2, 8 ul und Spur 3,

4 nl) und des Spleilen Ansatzes in 4 M Harnstoff (pH 8) mit 250 mM MesNa nach 20
h bei RT (Spurl). B) ESI-MS des isolierten rPrP-MesNa Thioesters.

In Abb. 18 A ist zu erkennen, dass nach Zugabe des Thiols MesNa zwei neue Proteinbanden
entstehen. Dabei entspricht die Bande mit dem apparenten Molekulargewicht von 30 kDa dem
abgespaltenen GryA Intein und die Bande mit ~16 kDa dem rPrP-MesNa Thioester. Die
Masse des gebildeten Thioesters wurde mittels ESI-MS bestimmt (Abb. 18 B) und ergab sich
zu 16459 g/mol, was mit der berechneten Masse von 16458 g/mol in guter Ubereinstimmung

ist.

3.1.19 Ligation von rPrP-C,-Thioester mit Peptid 4

Palm

Die Darstellung der lipidierten rPrP Varianten erfolgte mittels nativer chemischer
Ligation. Die Verkniipfung erfolgt dabei liber den nukleophilen Angriff des N-terminalen
Cysteins des lipidierten Peptids auf den C-terminalen Thioester des PrPs. Die Ausbildung
einer nativen Amidbindung erfolgt durch einen anschlieBenden irreversiblen S—N Acylshift.
Die Reaktion wurde in 6 M GdnHCI, 300 mM NaPi, pH 7,8 mit 17 mg/ml
Dodecylphosphocholin (DPC) (siche 2.4.4.) *7 durchgefiihrt. Dazu wurden die einzelnen
Komponenten in dem Ligationspuffer mit einer Konzentration von 5-6 mM angesetzt. Die
hohe Chaotropkonzentration von 6M GdnHCI dient der vollstindigen Denaturierung der
einzelnen Komponenten und erhdht somit die Zugénglichkeit der funktionellen Gruppen.
Zusétzlich wurde bei der Ligation das Lysophospholipid DPC in einer Konzentration von 17
mg/ml zugesetzt um die Loslichkeit des lipidierten Peptids zu steigern. Durch die Zugabe von

1 % Thiophenol wurde die Ligation gestartet. Durch die Umesterung des Thiols mit dem

N-terminalen Peptid wird eine reaktivere Thioesterspezies gebildet, wodurch der nukleophile
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Angriff des C-terminalen Peptids begiinstigt wird. Nach einer Reaktionszeit von 48 h bei
Raumtemperatur wurde die Ligation durch Zugabe von 3 VA des Ligationspuffer und 15 %
(v/v) BME gestoppt. Dazu wurde die Losung 20 bis 30 min unter leichtem rithren inkubiert,
bis sich das entstandene Prizipitat bestehend aus dem Thiophenoldisulfid wieder gelost hatte.
Nach Zugabe von TCEP, zur Reduktion evtl. entstandener BME Addukte wurde der Ansatz
unter Verwendung von C4 RP-HPLC mit einem Gradienten von 20 % B in Puffer A nach 80
% B in Puffer A in 60 min aufgereinigt. Die Identifikation erfolgt mittels ESI-MS.

100 +12
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80 +13
2 +14 i /19530 Da
5
® +15
T +10
B Y
+16
204
0 . : . . . .
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 19000 19200 19400 19600 19800 20000
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Abb. 19: ESI-MS mit dekonvolutiertem Spektrum des gereinigten rPrP™™

In Abb. 19 ist das erhaltene ESI-MS aus der Aufreingung von rPrP-4 dargestellt. In dem
Massenspektrum treten die Ladungszustdnde von 10 bis 16 positiven Ladungen pro Molekiil
auf. Daraus ergibt sich nach Dekonvolution eine Masse von 19488 g/mol, was mit der
berechneten Masse von 19490 g/mol in guter Ubereinstimmung ist. Bedingt durch die lange
Lagerung der Proteine in harnstoffhaltigen Puffern wihrend der Thioester Generierung wurde
hiufig eine Modifikation des Proteins um +42 g/mol detektiert. Dies ist hochst verscheinlich
auf eine Carbamoylierung des N-Terminus zuriickzufiihren. Da bekannt ist, dass derartige
Modifikationen des PrP zu verdnderten Loslichkeitseigenschaften fiithren, wurde eine, auf
dem Prozess des Protein trans-Spleilens beruhende, Moglichkeit der semisynthetischen

Darstellung von Proteinen zur Lipidierung des Prion Protein etabliert °*.
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PPaIm

3.1.2 Darstellung von rPr mittels Protein trans-Spleif3en

Der Prozess des Protein trans-Spleilens zur semisynthetischen Darstellung von rPrpPem

erfordert im Gegensatz zur EPL keine Generierung eines Thioesters. Er beruht darauf, dass
einige Inteine in zwei oder mehr Teile (Split-Inteine) gespalten werden koénnen, die
individuell keinerlei Aktivitidt zeigen. Neben kiinstlichen Split-Inteinen wurden ebenfalls
natiirlich vorkommende, wie das hier verwendete DnaE aus Synechocystis Ssp, bereits
charakterisiert *°. Kombiniert man die Fragmente der Split-Inteine assoziieren diese und
bilden in intaktes Protein Spleil Element. Der Vorteil dieser Methode beruht auf seiner
Anwendbarkeit in vivo, da die Semisynthese in diesem Fall nicht den Einsatz von
iiberschiissigen Thiolen erfordert, sondern unter moderaten physiologischen Bedingungen
durchgefiihrt werden kann. Ein weiterer Vorteil ist die Resistenz des DnaE Split-Inteins
gegeniiber geringen Chaotrop Konzentrationen, welches seine Anwendbarkeit bei der in vitro

Darstellung semisynthetischer Proteine erhoht.

heterologe Expression in E.coli SPPS + NCL

HS,

=0

+ m‘N"‘; ﬂ’“]—FW—IEV\-‘U‘\:‘
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<
Abb. 20: Schema der trans-SpleiBen Reaktion des rekombinanten rPrP-DnaEN und der mittels

Festphasensynthese und NCL darstellten lipidierten DnaE“**™ Varianten.

Zu diesem Zweck wurde das murine Prion Protein in Fusion mit dem N-terminalen Fragment
des natiirlich vorkommenden Split-Inteins DnaE aus Synechocystis Ssp und einem
C-terminalen His-Tag in E.coli exprimiert (Abb. 20). Die Synthese des C-terminalen
Fragments von DnaE erfolgte mittels Festphasensynthese unter Verwendung der Boc-Chemie
an einem speziellen Thioester-Harz. Diese Inteindomédne wurde im Folgenden mit den bereits
beschriebenen lipidierten Peptiden ligiert. Durch die Kombination dieser beiden

Fusionskonstrukte wird das Protein trans-SpleiBen initialisiert und liefert rPrP™™.
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3.1.2.1 Synthese und Ligation von lipidierten DnaE® Varianten

Synthese DnaE":

1 -MVKVIGRRSLGVQRIFDIGLPQDHNFLLANGAIAAN-SR 36
M = 4257 g/mol [mit His(DNP) und Thioester]

Die Festphasensynthese des C-terminalen Splitinteins DnaE aus Synechocystis Ssp wurde an
einem ABI-Peptide-Synthesizer (433A, Applied Bioscience) unter Verwendung der Boc-

Strategie an einem speziellen Thioesterharz durchgefithrt 7>°'%

. Nach Entschiitzung des
N-Terminus wurde das Peptid mit HF vom Harz abgespalten. Das Rohpeptid wurde mittels
C4 RP-HPLC (250 x 22 mm) mit einem Gradienten von 20 % (v/v) Puffer B nach 45 % (v/v)

Puffer B in Puffer A in 60 min gereinigt.
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Abb. 21: RP-HPLC-Chromatogramm (links) mit analytischer C4-Sdule und einem Gradienten von 5 %

Puffer B nach 80 % Puffer B in 30 min, dabei wurde bei den Wellenldngen 214 nm und 280

nm detektiert. ESI-MS (rechts) mit dekonvolutiertem Spektrum von aufgereinigtem DnaE".

Das gereinigte DnaE® entspricht im Chromatogramm dem Peak bei 22 min (Abb. 21).

Die Masse 1420 im ESI-MS (Abb. 21) entspricht dem dreifach positiv geladenen
Zielmolekiil. Die ermittelte relative Masse von 4258,6 g/mol stimmt mit der errechneten von
4257,2 g/mol gut diberein. Die ermittelten Ausbeuten betrugen nach HPLC
chromatographischer Aufreinigung durchschnittlich 20 % bezogen auf den Synthesemalstab

von 0,4 mmol.
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Synthese His-DnaE":

1 -HHHHHHGMVKVIGRRSLGVQRIFDIGLPQDHNFLLANGAIAAN-SR 43
M = 4970 g/mol [mit Thioester]

Zu Aufreinigungszwecken wurde ferner ein N-terminaler His-Tag bestehend aus 6 Histidinen
an das C-terminale Intein Segment synthetisiert. Diese Modifikation ermdglicht die

Palm

Abtrennung des C-terminalen Inteins von rPrP nach dem Protein trans-Spleiflen. Die
Synthese erfolgte analog zu DnaE®. Die Aufreinigung des Rohpeptids erfolgte mittels C4 RP-
HPLC (250 x 22 mm) mit einem Gradienten von 20 % (v/v) Puffer B nach 45 % (v/v) Puffer

B in Puffer A in 60 min.
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Abb. 22: RP-HPLC-Chromatogramm mit analytischer C4-Siule und einem Gradienten von 5% Puffer B

nach 80 % Puffer B in 30 min, dabei wurde bei Wellenldngen von 214 nm und 280 nm
detektiert (links). ESI-MS sowie dekonvolutiertes Spektrum von aufgereinigtem His-DnaE“
(rechts).

Das gereinigte DnaE® entspricht im Chromatogramm dem Peak bei 18 min (Abb. 22).

Im Massenspektrum traten neben dem 3 (1658,3); 4 (1244,3) und 5 fach (995,7) positiv
geladenen Zielmolekiil mit einer dekonvolutierten Masse von 4972 g/mol auch eine Masse
von 4835 g/mol auf. Die Differenz von 137 g/mol entspricht genau der Deletion eines
Histidins. Eine Abtrennung dieses Peptids von dem Zielprodukt war auf Grund des dhnlichen
Elutionsverhaltens mittels RP-HPLC nicht moglich. Nach erfolgter Ligation mit den

lipidierten Peptiden war jedoch eine Trennung der Spezies mit 5 bzw. 6 Histidinen moglich.
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Native chemische Ligation von DnaES mit den lipidierten Peptiden:

Zur Darstellung der unterschiedlichen lipidierten C-terminalen Inteinsegmente wurde die
native chemische Ligation (NCL) verwendet. Alle Ligationen der modifizierten Peptide mit
DnaE“-SR wurden unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt, so dass im Folgenden lediglich
der Verlauf der Ligation von DnaE® mit dem Peptid 4 exemplarisch dargestellt wird. Zur
Durchfiihrung der Reaktionen wurden 5-6 mM Losungen der einzelnen peptidischen
Komponenten in 6 M GdnHCI, 300 mM NaPi, pH 7,8 eingesetzt, wobei das C-terminalen
Peptid in Bezug auf den Thioester mit 1,1 mol 4dq eingesetzt wurde. Die native chemische
Ligation wird durch die Zugabe von 1 % Thiophenol gestartet. Die Reaktionenszeiten
betrugen 12 bis 48 h bei Raumtemperatur. Der Verlauf der Ligationen wurde mittels RP-
HPLC verfolgt.

22.7 min

18 min

600

Abs. in mAU

300 +

e

t/ min

Abb. 23: HPLC-Chromatogramm unter Verwendung einer analytischen C4-Séule und einem Gradienten
von 5 % Puffer B nach 100 % Puffer B in 30 min der Ligation von DnaE“mit Peptid 4, vor der
Zugabe von Thiophenol.

Im Chromatogramm sind fiir die beiden eingesetzten Komponenten zwei Peaks zu erkennen.
Das Signal bei 18 min entspricht hierbei DnaE® und Signal bei 22,7 min dem Peptid 4. Nach
Zugabe von Thiophenol wurde der Fortschritt der Reaktion nach 7 h iiberpriift (Abb. 23).
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Abb. 24: HPLC-Chromatogramm unter Verwendung einer analytischen C4-Séule und einem Gradienten

von 5 % Puffer B nach 100 % Puffer B in 30 min der Ligation von DnaE“mit Peptid 4 nach 7 h

Reaktionszeit

In dem Chromatogramm ist das Entstehen eines neuen Peaks bei 17.3 min mit dhnlicher
Retentionszeit wie DnaE® (17.1 min) zu verzeichnen. Wie unter 2.4.4 beschrieben, bilden sich
bei der Ligation in wissrigen Losungen unldsliche Disulfide des Thiophenols, welche eine
HPLC Analytik stéren wiirden. Zu diesem Zweck wurden den Ansétze fiir ~ 20 min 15 %
(v/v) PB-Mercaptoethanol (BME) zur Reduktion der Disulfide zugesetzt. Dies bewirkt
zusitzlich eine Hydrolyse des DnaE®-SR Thioesters zu DnaE®. Bei Signal 1 handelt es sich
demnach um DnaE® und bei Signal 3 und das Peptid 4. Der Peak bei 2 min entspricht dem
Injektionspeak und enthélt Guanidinium, der Peak bei 6 min enthdlt das eingesetzte

Reduktionsmittels BME.

Seite 56



Ergebnisse

. 17.3 min

1600

Abs. in mAU

800

22.7 min

L v T g T ¥ T
0 10 20 30 40

t/ min

Abb. 25: HPLC-Chromatogramm unter Verwendung einer analytischen C4-Séule und einem Gradienten
von 5 % Puffer B nach 100 % Puffer B in 30 min der Ligation von DnaE mit Peptid 4 nach
24 h

Nach 24 h wurde der weitere Fortschritt der Reaktion mittels RP-HPLC tiberpriift. Es ist eine
geringe Zunahme des Peaks bei 17.3 min zu verzeichnen. Die leicht alkalischen Bedingungen
(pH = 7,8) filhren neben der Ligation auch als Konkurrenzprozess zur Hydrolyse des
Thioesters. Dies verhindert eine quantitative Ligation der beiden Komponenten. Die
massenspektrometrische Analyse des Peaks ergab, dass es sich dabei um das Ligationsprodukt
zwischen DnaE® und dem Peptid 4 handelt. Zur priparativen Aufarbeitung der Ligation
wurde der Ansatz mit 3 VA des Ligationspuffers verdiinnt und anschlieBend 15-20 % p-
Mercaptoethanol hinzugefiigt. Im Folgenden wurden dem Ansatz noch einige mg TCEP
hinzugefiigt. Die Aufreinigung des Gemisches erfolgte iber C4 RP-HPLC (250 x 22 mm).
Die gesammelten Fraktionen wurden mittels RP-HPLC und ESI-MS analysiert.
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Abb. 26: HPLC-Chromatogramm unter Verwendung einer analytischen C4-Séule und einem Gradienten

von 5 % Puffer B nach 80 % Puffer B in 30 min, dabei wurden die Wellenlédngen 214 nm und
280 nm detektiert (links). ESI-MS sowie dekonvolutiertes Spektrum von aufgereinigtem

DnaE®-4 (rechts).

Das gereinigte DnaE“-4 entspricht im Chromatogramm dem Peak bei 22.8 min (Abb. 26). Im
ESI-MS treten die Ladungszustinde des 4 bis 8 fach positiv geladenem Molekiil bei 1765,3,
1412,1, 1177,8, 1008,9 und 883,3 m/z auf. Das entspricht im dekonvolutierten Spektrum einer
Masse von 7056,9 g/mol was mit der errechneten Masse von 7054 g/mol in guter
Ubereinstimmung ist.

Die im Folgenden dargestellten Ligationen wurden alle unter den angegebenen
Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. In Abb. 26 sind die korrespondierenden Massenspektren
und HPLC-Chromatogramme der gereinigten Ligationsprodukte aufgefiihrt. Sind mit den

berechneten Massen (sieche Abb 27) in guter Ubereinstimmung.
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HPLC-Chromatogramme (links) und Massenspektren (rechts) der gereinigten DnaE” Varianten

A)

B)

&)

Ligationsprodukt aus DnaE® mit Peptid 3 ohne Lipidierung und Fluoreszenzmarkierung

(berechnete Masse 6564 g/mol)

Ligationsprodukt aus DnaE® mit Peptid 3 ohne Fluoreszenzmarkierung (berechnete

Masse 7042 g/mol). Das Signal bei 28.1 min im HPLC-Chromatogramm konnte einem

Séulenartefakt zugeordnet werden.

Ligationsprodukt aus DnaE® mit Peptid 4 (berechnete Masse 7693 g/mol)
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3.1.2.2 Expression und Aufreinigung von mPrP(89-232)-DnaE"-His

Analog zur Expression des mPrP-Intein Konstruktes ist das Gen des murinen rPrP(89-232) in
Fusion mit dem N-terminal Fragment des natiirlich vorkommenden Split-Inteins DnaE aus
Synechocystis Ssp und einem Hexahistidin-Tags in den Vektor pTXB3 (New England
Biolabs) kloniert und wird im E.coli Stamm BL21(DE3)RIL als Inclusion Bodies exprimiert.

Die Aufreingung erfolgt unter denaturierten Bedingungen wie unter 2.3.1 beschrieben.

Hindlll 1234 M
L)
-

= & kB3
we <— 45kDa

pTXB1 e -
N'  prp-DnaEM-His = _aitkes
P w <— 20.1kDa
W <« 144 KkDa
Abb. 28: links: Plasmidkarte fiir die Expression des PrP-DnaE"-His Fusionsprotein

rechts: SDS-Page der Ni-NTA Aufreinigung von PrP-DnaEN-His. Spur 1 entspricht
dem Ni-NTA Durchfluss, Spur 2 und 3 den Waschschritten und Spur 4 dem Eluat. Der
LMW-Marker (Biorad) befindet sich in der mit M bezeichneten Spur.

Nach affinitdtschromatographischer Aufreinigung konnte ein Protein mit dem apparenten
Molekulargewicht von ~32 kDa isoliert werden, dies entspricht mit der berechneten Masse
von 31384,2 g/mol des Fusionsprotein rPrP-DnaE"-His (Abb. 28). Das Auftreten des
Zielproteins in den Waschschritten ist aus eine Uberladung des verwendeten Ni-NTA
Materials zuriickzufiihren. Die funktionelle Faltung der N-terminalen Doméne des Splitinteins

DnaE" kann wie bereits gezeigt !

unter leicht denaturierenden Bedingungen analog zu dem
GryA Fusionskonstrukt erreicht werden. Da die groe Vorteil des Prozesses des Protein trans-
SpleiBens jedoch auf seiner Anwendbarkeit in vivo beruht *, wird im Rahmen der vorliegende
Arbeit folgendes Riickfaltungsprotokoll (siche Abb. 29) verwendet. Dazu wurde das
aufgereinigte Protein zundchst 1 zu 10 in einen Arginin und Glutathion enthaltenden Puffer

verdliinnt, womit eine korrekte Ausbildung von Disulfidbriicken gewéhrleistet wird.

Anschlieflend erfolgt eine Dialyse gegen 50 mM Tris Puffer bei pH 8.
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1:10 100 mM TrisHCI

Inclusion Verdiinnen 0,6 M L-Arg Dialyse 50 mM TrisHCI,
Bodies —— 8M GdnHC|———— IMAC —48— & riM GSH _ oH 8

0,5 mM GSSG, pH 8,6

Abb. 29: FlieBschema der Riickfaltung des Split-intein Konstruktes

Das so gefaltene PrP Split-Intein Fusionsprotein wurden im Folgenden zur Darstellung von
rPrP™™ mittels trans-SpleiBen verwendet. Zur Erhohung der Effizienz des Prozesses ist eine
Addition von reduzierenden Agenzien wie MesNa, DTT oder TCEP in geringen
Konzentrationen (5-10 mM) notwendig. Dabei erwies sich MesNa in Konzentrationen von 5
mM als effektivstes Agenz. Der Verzicht auf Chaotrope im Spleilen Ansatz bewirkt eine
Beschleunigung der Reaktion um ein vierfaches ohne Verluste an Ausbeute (50-90 %)
verglichen mit dem Ansatz in 4 M Harnstoff. Das Chaotrop bewirkt vermutlich eine
Verringerung der Affinitdt der beiden Dominen, wodurch die ansonsten schnelle Assoziation

zum limitierenden Schritt der Reaktion wird.

M 1 2 3 4 ) ﬁ1 i
66 kD
45 kDa E . v 66 kDa
30kDa L A — PrP-DnaE — - 45 kDa
30 kDa
20.1kDa . orp -
rPr —
14.4 kDa o e DnaE" — 20.1 kDa
@ 14.4kDa
— DnaE® — -
Abb. 30: Trans-SpleiBen Ansatz von PrP-DnaEN mit DnaE®-4 in 4 M Harnstoff (links) oder

unter chaotrop-freien Bedingungen (rechts).

In Abb. 30 sind vergleichend die Ansétze in 4 M Harnstoff (links) nach 4 Tagen und unter
chaotropfreien Bendingungen nach einem Tag dargestellt. Beide Ansitze zeigen den gleichen
Fortschritt der Reaktion. Neben der Beschleunigung der Reaktion haben die chaotropfreien
Bedingungen ferner den Vorteil, dass es nicht zur unerwiinschten Carbamylierung des
Proteins kommen kann. Jedoch ist auf Grund der eingeschrinkten Loslichkeit der
lipidverankerten DnaE® Varianten in wissrigen Puffern ohne solubilisierende Agenzien zur

Darstellung von rPrP™™ der Zusatz von Detergenzien (Abb. 31) erforderlich.
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Abb. 31:Strukturformeln der getesteten Detergenzien und Lipide

Um den Einfluss des verwendeten Detergenz auf der Effizienz des Spleiflens zu untersuchen,

wurden zunidchst verschiedene Additive mit einem nicht palmitoylierten Referenzsystem

getestet, welches zu einfacheren Detektion mit NBD Fluoreszenz markiert ist "',

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5
rPrP-DnaE"—
rPrP-DnakE"—s ————
rPrP-NBD — s
rerP" — ——
DnaE°-NBD — il |
Abb. 32: Fluoreszenzscan eines SDS-Gels mit einer Anregungswellenlinge von 460 nm mit einem

trans-SpleiBen Ansatz mit DnaE“-NBD (links) und Westernblotting eines trans-Spleifien
Ansatzes mit DnaE®-4. Dabei ist in Spur 1 der Ansatz ohne MesNa, Spur 2 mit 10 mM MesNa,
Spur 3 mit 1 mM DDM, Spur 4 mit 20 mM OG, Spur 5 mit 2 mM CTAB und Spur 6 mit 43
mM DPC.

Dazu wird zundchst das modifizierte C-terminale Fragment DnaE“-4 in dem
detergenzhaltigen Puffer aufgenommen und dann in das 10 fache Volumen der PrP-DnaE"-
Losung gegeben. Wie in Ab. 32 zu erkennen ist, hat der Zusatz der nicht ionischen
Detergenzien DDM und OG, sowie Dodecylphosphocholin keinen Einfluss auf die
entstandene Menge an Produkt. Die Verwendung des kationischen Detergenz CTAB fiihrt
jedoch zu einer vollstdndigen Inhibition des Prozesses. Dabei werden alle Additive oberhalb
ihrer kritischen Mizellen Konzentration (CMC) zugesetzt. Zur analogen Herstellung von
rPrP™™ wurden die gleichen Bedingungen verwendet, jedoch ohne den Ansatz mit CTAB.
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Die Analyse der Ansidtze erfolgte mittels Westernblotting unter Verwendung des PrP
spezifischen Antikdrpers A7 (Siehe 2.3.4). Es ist zu erkennen, dass im Fall von DnaE®-4
sowohl ohne Additive (Abb. 32 Spur 2) als auch unter Verwendung von DPC (Abb. 32 Spur
5) kein Spleien stattfindet. Wohingegen unter Verwendung von DDM (Spur 3) und OG
(Spur 4) Ausbeuten von bis zu 50% erreicht werden. Auf Grund der bekannten Sensitivitit
des Prion Proteins gegeniiber hoher Ionenstirke ' wird in den oben beschriebenen Ansitzen
auf die Zugabe von Salzen wie NaCl verzichtet, um die Wahrscheinlichkeit der Aggregation

Palm

des Proteins zu verhindern. Zur Darstellung von rPrP™*™ mittels Protein trans-Spleifien in
vivo ist jedoch die Verwendung physiologischer Pufferbedingungen notwendig. Im
Folgendem ist deshalb zum einem schrittweise die lonenstirke erhoht worden und zum
andern wurde das lipidierte DnaE" in kleine unilamelare DOPC Liposomen (DOPC SUVs)
rekonstituiert (siche Abb. 33). Da im Rahmen dieser Arbeit ausschlieBlich SUVs verwendet
wurden, werden in Folgenden die Begriffe SUV und Liposom synonym verwendet. Die
Lipid-Doppelschicht der verwendeten SUV s ist der Zellmembran dhnlich. Somit l4sst sich an

Hand der erhaltenen Ergebnisse eine erste Abschidtzung des Verhaltens des Proteins in vivo

treffen.
A B C
1 M 2 3 4 12 M 3 4 123 M4

= < rPrP-DnaE" IR -Orek: . <—rPrP-DnaE"

Paim
- < rPrP o = Pa Prp

ohne Additive oG DOPC
Abb. 33: Westernblotting unter Verwendung des A7 Antikorpers der trans-SpleiBen Ansitze mit DnaE“-
4 A) Ohne Zusitze, dabei ist Spur 1 der Uberstand des Ansatzes mit 50 mM NaCl, Spur 2 ist
das Pellet, Spur 3 ist der Uberstand mit 150 mM NaCl und Spur 4 das Pellet. B) Ansatz unter
Verwendung von 20 mM OG, Auftragung analog zu A C) In DOPC Liposomen mit einer

Konzentration von 2 mg/ml rekonstituierter Ansatz, Auftragung analog zu A.

Es ist zu erkennen, dass die Erhohung der Ionenstirke durch die Zugabe von NaCl bis auf
physiologische Bedingungen (¢ = 150 mM) keinerlei Einfluss auf die Effizienz des Protein
trans-Spleiflens hat. Ferner bewirkt sowohl die Zugabe des Detergenz OG, als auch die

Palm

Rekonstitution in DOPC Liposomen, dass das gebildete rPrP in Losung verbleibt. Des
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Weiteren konnte die Ausbeute durch die Verwendung von DOPC SUVs noch von 50 % bis
auf 80-90 % gesteigert werden.

Unter Anwendung der so etablierten Methode konnen nun verschiedene Varianten des
lipidierten murinen Prion Proteins dargestellt werden. Zur quantitativen Aufreinigung dieser,
werden die Ansdtze zundchst gegen GdnHCI haltigen Puffer dialysiert. Die Entfernung des
nicht umgesetzten Fusionsprotein sowie des N-terminalen Fragmentes des Splitinteins DnaE™
erfolgt mittels IMAC, der letzte Schritt der Aufreinigung wird durch eine Gelfiltration
(Sephadex S75) vorgenommen (siche Abb. 34).

Abb. 34: SDS/PAGE (Coomassie-Farbung) eines

T2 3 M M1 . . .y
—_— trans-Spleilen Ansatzes mit DnaE--4 in DOPC
€— 97kDa —> .
€ 66kDa —> SUVs. Spur 1 vollstandiger Ansatz nach 1 Tag,
' - . <«— 45kDa —> Spur 2 ist der Ansatz nach Dialyse gegen 6M
<— 30kDa — GdnHCI, 50 mM Tris-HCI, pH 8, Spur 3 ist der
h, . ™ <« 201kDa — - — Ansatz nach IMAC (linke SDS/PAGE). Spur 1 der
a S . «— 144kDa — @& rechten SDS/PAGE zeigt nach SEC aufgereinigtes

; : rPrP-4. Mit M wird jeweils der Low molecular

weight marker von Biorad bezeichnet.

Wie aus Abb. 34 zu entnehmen ist, ldsst sich nach den beschriebenen Aufreinigungschritten
ein Protein mit dem apparenten Molekulargewicht von ~20 kDa isolieren, was mit dem
berechneten MW der lipidierten PrP Varianten von ~19500 (anhingig von der Modifikation)

Palm

in guter Ubereinstimmung ist. Die erzielten SpleiBausbeuten der einzelnen rPrP™*™ Varianten

sind in folgender Liste ausgefiihrt.

rPrP Varianten SpleiBausbeuten
rPrP-1 ~20%
rPrP-2 ~40-50 %
rPrP-3 ~30-40 %
rPrP-4 ~ 80-90 %

Tab. 2: Auslistung der erzielten trans-SpleiBen Ausbeuten zur Darstellung von rPrP™™ Varianten

Im Allgemeinen fiihrte die Inkorporation eines zusétzlichen hydrophoben Restes, durch den
bei den Peptiden 1 bis 3 enthaltenen Fluorophor, zu einer Verringerung der Loslichkeit des

Peptids, was zu schlechteren Ausbeuten an rPrP™™ fiihrt. Im Fall von Peptid 1 ist zu
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bemerken, dass hier lediglich zwei PEG Einheiten zur Erhohung der Loslichkeit vorhanden
sind. Diese reichen nicht aus, um eine ausreichende Zugénglichkeit des DnaEC-1 in
wissrigen Puffern zu gewéhrleisten. Die besten Ausbeuten wurden unter Verwendung von
Peptid 4 erzielt, welches nur iiber die Lipidmodifikation und nicht {iber einen zusétzlichen
Fluorophor verfiigt. Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden unter Verwendung

dieser Variante erzielt.

3.1.2.3 Faltung des rekombinanten PrP

Zur Faltung des rekombinanten murinen Prion Proteins wird das Protein zundchst in 6 M
GdnHCI, 50 mM TrisHCI, pH 8 vollstindig denaturiert. Durch den Zusatz von GSH/GSSG
sollte die korrekte Ausbildung von Disulfidbriicken gewihrleistet werden, welche fiir die
Faltung des Prion Proteins in eine a-helikale Form bendtigt wird '®. Zur Ausbildung der
nativen Struktur wird das Chaotrop schnell mittels Gelfiltration (Sephadex G25) in 20 mM
NaOAc, pH 5,5 entfernt. Die rapide Ausdiinnung der denaturierenden Agenzien ist
notwendig, da bei langsamen Methoden wie der Dialyse partiell ungefaltete Intermediate
entstehen, welche zur Fehlfaltung und damit verbunden zur Aggregation des Proteins fiihren
. Die korrekte Faltung des unmodifizierten rPrP wird zuerst mittels Zirculardichroismus

(CD)-Spektroskopie tiberpriift.

10000
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Abb. 35: CD-Spektrum des zuriickgefalteten rPrP (c = 0,2 mg/ml) in 20 mM NaOAc, pH 5,5

Das CD-Spektrum zeigt zwei Minima bei 222 nm und bei 208 nm. Dies ist charakteristisch

fur a-helikale Strukturen. In seiner nativen Form weist PrP einen a-helikalen Anteil von 43
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%. Unter Verwendung der Jasco Software konnte wurde der o-helikale Anteil des
aufgenommen Spektrums ebenfalls zu ca. 45 % bestimmt. Diese ersten Ergebnisse lieferten
gute Hinweise darauf, dass rPrP durch die beschriebene Methode korrekt gefaltet werden
kann.

Weitere Analysen der genauen Faltung des Proteins wurden mittels NMR-Spektroskopie
vorgenommen. Dazu wurde das Protein mit dem Isotop "’N wihrend der Expression durch
Zugabe von "NH,Cl zum synthetischen Medium uniform markiert. Zur Strukturaufklirung
werden 'H/""N-HSQC-Experimente bei 30°C durchgefiihrt . Uber die Dauer von 2 Tagen
blieb das Protein bei einer Konzentration von 100 uM stabil. Die hochfeldverschobenen
'H-Resonanzen (7,7-8ppm) deuten analog zum CD-Spektrum ebenfalls auf eine iiberwiegend
a-helikale Struktur and somit auf die native Faltung des Proteins hin. Im Vergleich zu bereits
veroffentlichten Spektren (Abb. 36 B) des murinen Prion Protein in seiner nativen Struktur

sind keine signifikanten Anderungen in der Lage der einzelnen Signale der Aminoséiuren zu
26
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Abb. 36: 'H/""N-HSQC-Spektrum des gefaltenen rPrP mit einer Konzentration von 100 uM in 20 mM

NaOAc, pH 5,5 mit einem Zusatz von 10 % (v/v) D,O (A). Literatur 'H/"*N-HSQC-Spektrum
des SHaPrP * (B).

Die Riickfaltung von rPrPP™ erfordert den Einsatz von Detergenzien. Eine Einfiihrung von

zwei Palmitoylresten in das Protein wirkt, dass sich dessen Tendenz zur Aggregation in

Palm

detergenz- bzw. lipidfreier Umgebung erh6ht. Zur Untersuchung von rPrP in seiner

16slichen Form ist eine Stabilisierung des Proteins ndtig. Diese wird im vorliegenden Fall

Palm it der

durch die Rekonstitution in DOPC Liposomen erreicht. Die Assoziation von rPrP
Lipid Doppelschicht der Liposomen entspricht ferner eher der natiirlichen Zellmembran als

Detergenzmizellen. Die Pufferbedingungen wurden ansonsten &hnlich zu denen des

Seite 66



Ergebnisse

unmodifizierten Proteins verwendet, mit dem Unterschied, dass dem NaOAc-Puffer 20 mM
das Detergenz OG zugesetzt wurde. Zur anschlieBenden Entfernung des Detergenz wird das
Protein 1 zu 10 in 2 mg/ml DOPC Liposomen in 20 mM NaOAc, pH 5,5 verdiinnt. Die
resultierende OG Konzentration von 2 mM lag unterhalb der angegebenen CMC und
ermoglichte somit eine quantitative Entfernung des Detergenz durch Dialyse gegen Detergenz
adsorbierende Partikel (BioBeads, Biorad). Das in SUV’s rekonstituierte membranassoziierte

PrP wird CD-spektroskopisch untersucht.
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Abb. 37: CD-Spektrum des gefaltenen nicht modifizierten rPrP (rote Linie) und des lipidierten rPrP in

DOPC Liposomen (schwarze Linie) in 20 mM NaOAc, pH 5,5.

Durch die erhohte Dispersitit der verwendeten Liposomen Losung ist die Messung der
molaren Elliptizitdt lediglich in einem Wellenléngenbereich von 205 bis 250 nm moglich. Bei
niedrigen Wellenldngen fithren, durch die Liposomen verursachte, Streueffekte des
eingestrahlten Lichtes zu einer Séttigung des Detektors. Es ist zu erkennen, dass auch rPrpfem
eine liberwiegend a-helikale Struktur aufweist und somit ebenfalls in seiner nativen zelluldren
Form vorliegt. Die Aufnahme von NMR-Spektren war auf Grund der eingeschrinkten
Stabilitdt des Proteins in fiir NMR Spektroskopie erforderlichen Konzentrationen von ~100
uM in Liposomen freier Umgebung nicht méglich und fiihrte die Priizipitation von rPrP™™.
Eine Moglichkeit zur Uberwindung dieses Problems ist die Verwendung von Festkdrper

NMR. Dabei konnten in Liposomen rekonstituierte Proben, welche durch Ultrazentrifugation

pelletiert werden, verwendet werden.
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3.1.2.4 Aggregation der Prion Protein Varianten

Ein essentieller Prozess in der Pathenogenese der Prionen Erkrankungen ist die Umfaltung
des a-helikalen zelluliren PrP® in seine infektiose Form PrP*°. Diese fehlgefalteten Proteine
weisen einen hohen Anteil an B-Faltblatt auf und bilden fibrilldre Strukturen, welche eine
erhohte Resistenz gegeniiber proteolytischem Verdau mit Proteinase K aufweisen. Die
Generierung solcher amyloiden Strukturen aus rekombinanten Prionen in vitro wird durch
Inkubation der Proteine in leicht denaturierenden Bedingungen erreicht. Die dabei gebildeten
Strukturen sind jedoch im Gegensatz zum PrP* kaum bis gar nicht infektids. Fiir den
Mechanismus der Umfaltung geht man im allgemeinem von der Bildung eines partiell
entfalteten Intermediates aus, welches zunéchst 16sliche Oligomere bildet, die im Folgendem

- . 42
zu Fibrillen assemblieren ™.

Monomer ungefalten Oligomere

~

Amyloid

Abb. 38: Postulierter Mechanismus der induzierten Fibrillogenese in vitro

Zur Fibrillogenese des im Rahmen dieser Arbeit dargestellten murinen Prion Proteins wird,
wie bereits beschrieben eine Konzentration von 30-50 uM des Proteins in 3 M Harnstoff, 1 M
GdnHCI, 150 mM NaCl, 20 mM NaPi bei pH 6,8 eingestellt *°. Diese Losung wird bei 37°C
unter kontinuierlichem Schiitteln bei 600 rpm fiir 1 bis 3 Tage inkubiert.

Der Nachweis der Bildung amyloider Strukturen erfolgt durch zwei unterschiedliche
Methoden. Zum einen werden wéhrend der Umfaltungsreaktion Proben entnommen und diese
mit einem Molekiil Proteinase K zu 50 Molekiilen PrP umgesetzt. Die Entstehung von PK-
resistenten Partikeln ist ein Indiz fiir die Formation von Fibrillen. Die Zusammenlagerung [3-
Faltblatt reicher Strukturen fiihrt dazu, dass die Protease keinen Zugang mehr zu den internen
Bereichen der Fibrillen hat. Zur Detektion dieser amyloiden Strukturen existieren Farbstoffe
welche durch eine spezifische Interaktion ihre Eigenschaften verdndern. Der am hiufigsten in

der Diagnostik von Amyloidosen verwendete Farbstoff ist das Thioflavin T (ThT).
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Abb. 39: Strukturformel von Thioflavin T (ThT)

Dabei assoziiert ThT schnell mit Fibrillen, was dazu fiihrt, dass sich das Maximum des
Excitationsspektrums bathochrom auf 450 nm und das Emissionsspektrum auf 482 nm
verschiebt. Im Gegensatz dazu liegen die Werte fiir den freien Farbstoff bei 385 nm (ex) bzw.
445 nm (em) '®. An Hand dieser beiden etablierten Methoden wurde im Folgenden die
Fibrillogenese der rPrP Varianten untersucht.

Die entsprechenden Aggregationsversuche wurden zundchst mit dem unmodifizierten

rekombinanten PrP durchgefiihrt.
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Abb. 40: A) Westernblotting Analyse der Proteinase K Resistenz nach Inkubation von rPrP mit 3 M

Harnstoff, 1 M Gdn-HCI, 150 mM NaCl, 20 mM NaPi, pH 6,8 bei 37 °C zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Dabei wurde die Reaktion sowohl mit als auch ohne Zusatz von DOPC-
Liposomen durchgefiihrt.

B) Thioflavin T Assay der analog durchgefiihrten Reaktion. Die schwarze Linie stellt das
Aggregationsverhalten ohne DOPC SUVs dar, die rote Linie in Gegenwart von DOPC.

Da die lipidierten rPrP Varianten durch ihre Modifikation sehr hydrophob sind, miissen diese
Reste in wissrigen Puffern durch den Zusatz von Detergenzien maskiert werden. Aus diesem
Grund musste zunéchst iiberpriift werden, ob das unmodifizierte PrP eine unspezifische
Interaktion mit den verwendeten Vesikeln eingeht und somit eine lipidinduzierte Verdnderung
des Aggregationsverhaltens zu beobachten ist. Zur Ermittlung des Einflusses von DOPC

Liposomen wird die Fibrillogenese sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von
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Liposomen durchgefiihrt. Der Gehalt an PK resistentem Material wird direkt nach Beginn der
Konversionsreaktion sowie nach 15 h und nach 36 h bestimmt. Bereits nach 15 h l4sst sich der
Grofiteil des eingesetzten Proteins nicht mehr proteolytisch abbauen. Dabei ist bei dem
unmodifizierten PrP kein Unterschied zwischen den Ansdtzen mit oder ohne Liposomen zu
erkennen. Zur Aufnahme der Kinetik dieser Konversionsreaktion wurde der bereits
beschriebene ThT Assay verwendet. Als Anregungswellenlinge wurde dabei Licht mit 445
nm verwendet. Die Emission wurde in dem Wellenldngenbereich von 460 bis 510 nm
detektiert. Anschliefend erfolgte die Auftragung der jeweiligen Maxima gegen Zeit. Die
daraus resultierende Kinetik der Fibrillogenese ist in Abb. 40 B dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die Ausbildung amyloider Strukturen in dem verwendeten
Konzentrationsbereicht bereits nach 1 h einsetzt und nach 4 h abgeschlossen ist. Ferner
unterscheiden sich die Kinetik in Anwesenheit von Liposomen (schwarze Line) nicht von der
in Gegenwart von DOPC SUV's (rote Linie). Somit kann ausgeschlossen werden, dass das
murine PrP durch eine Lipidinteraktion bereits amyloide Strukturen bildet.

Der analoge Versuch wurde im folgendem mit den lipidierten PrP Varianten durchgefiihrt

(siche Abb. 41).
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Abb. 41: A) Westernblotting Analyse der Proteinase K Resistenz nach Inkubation von rPrP™™ mit 3 M

Harnstoff, 1 M Gdn-HCI, 150 mM NaCl, 20 mM NaPi, pH 6,8 bei 37 °C zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Dabei wurde die Reaktion sowohl mit als auch ohne Zusatz von DOPC-
Liposomen durchgefiihrt.

B) Thioflavin T-Assay der analog durchgefiihrten Reaktion. Die schwarze Linie stellt das
Aggregationsverhalten ohne DOPC SUVs dar, die rote Linie in Gegenwart von DOPC.

Dazu wurden ebenfalls Proben nach 15 h und 36 h aus der Konversionsreaktion entnommen
und hinsichtlich der Bildung von Proteinase K resistentem Material untersucht. Im Gegensatz
zu den unmodifizierten Varianten unterscheidet sich das Verhalten der Proteine im Bezug auf
den Zusatz von Liposomen. In Abwesenheit dieser war analog zu dem unmodifizierten Prion

Protein bereits nach 15 h eine quantitative Ausbildung von proteolytisch nicht abbaubaren
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Aggregaten zu detektieren. Die Zugabe von DOPC Liposomen wiahrend der Reaktion
hingegen hat eine Verzogerung der Fibrillogenese zur Folge. So wiell die nach 15 h
entnommene Probe noch keinerlei PK resistentes Material auf, erst nach 36 h wiesen ~ 50 %
(siche Abb. 41 A) des eingesetzten Proteins eine Resistenz gegeniiber Proteinase K auf.
Dieses Ergebnis sollte nun mit Hilfe des ThT Assays verifiziert werden. Die Konversion in
Abwesenheit von Liposomen begonn ebenfalls nach 1 h, verlief im Vergleich zu dem
unmodifizierten Protein jedoch langsamer und erreicht ihr Plateau nach 10 h. Die Addition
unilamellarer Vesikel hat eine ausgepriagte Verzogerung der Aggregation zur Folge. Die lag-
Phase bis zum Beginn der Fibrillogenese betrdgt 15 h im Gegensatz von 1 h in Abwesenheit
von Liposomen. Auch hier zeigte sich, dass die Zugabe der Liposomen einen direkten
Einfluss auf das Aggregationsverhalten der lipidierten Prion Proteine hat. Auf Grund des

Pal
M st zu vermuten, dass sich die

unterschiedlichen Aggregationsverhaltens von rPrP und rPrP
gebildeten Strukturen auch in ihrer Morphologie differenzieren. Dazu wurden die erhaltenen
Aggregate mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe

Winter an der Universitdt Dortmund untersucht.
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Abb. 42: AFM Aufnahmen der PrP-Fibrillen, A) Probe des nicht modifizierten rPrP, B) Probe des
lipidierten rPrP™™

Zur Analyse des aggregierten PrPs wurden die Proben aus dem chaotrophaltigen
Umfaltungspuffer im Verhéltnis 1 zu 100 gegen 20 mM NaOAc, pH 5,5 mit 2 mM NaNj;
dialysiert. Dies ist erforderlich, da das Trocknen der Probe unter Hochsalzbedingungen fiir die
AFM Vorbereitung zur Kristallisation der Salze fiithren wiirde und somit eine Verfdlschung
des Ergebnisses zur Folge hitte. Die Fibrillen des unmodifizierten Proteins wiesen eine Hohe

von 1,5 -2,5 nm auf. Ferner befinden sich in der Probe lediglich geringe Mengen an nicht

Seite 71



Ergebnisse

fibrilliren Aggregaten. Im Gegensatz dazu liegt die detektierte Hohe der Fibrillen des
palmitoylierten Proteins lediglich bei 1 — 1,5 nm. Ferner sind eine Vielzahl von kleinen
Partikeln mit einer H6he von ~ 0,5 nm zu detektieren, bei denen es sich vermutlich um kleine

nicht amyloide Aggregate handelt.

3.1.2.5 Insertion des lipidierten Prion Proteins in Membranen

Die Verankerung des Prion Proteins an der AuBlenseite der Plasmamembran ist entscheidend
bei Entwicklung von TSEs in Siugetieren. Im Mausmodel wurden bereits PrP Varianten
untersucht, die auf Grund des fehlenden C-terminalen Signalpeptids, unvollstindig prozessiert
wurden und nicht liber einen GPI Anker verfiigten. Im Nervengewebe dieser Mause bildeten
sich zwar PrP Aggregate, jedoch blieben die typischen klinischen Symptome einer Prionen
Erkrankung aus *°. Zur Nachahmung des natiirlichen biologischen Systems ist demnach eine

stabile Membraninsertion des rPrP™

erforderlich. Die Stabilitit der Verankerung wurde
zunidchst iiber einen Sucrose-Gradienten bestimmt. Dazu wurde ein kontinuierlicher Gradient
von 5 bis 20 % Sucrose in 20 mM NaOAc, pH 5,5 erstellt. Unmodifiziertes, sowie lipidiertes
PrP wurden gleichermallen, wie bereits beschrieben, in DOPC Vesikel rekonstituiert. Um
abermals eine unspezifische Wechselwirkung des Proteins mit der Lipid-Doppelschicht
auszuschlieBen, wurde die Sequenz des C-terminal lipidierten Peptids so gewdhlt, dass eine
gezielte Entfernung der beiden Palmitoylketten durch Inkubation mit TEV-Protease
ermdglicht wird (Siehe Abschnitt 3.1.1.2). Dazu wurde das in Liposomen rekonstituierte
rPrP™™ fiir 6 h bei RT mit TEV-Protease zur Entfernung der Lipidierung inkubiert. Der

Gradient wurde mit diesen drei Protein Proben und einer unbehandelten DOPC Liposomen

Priparation tiberschichtet und anschlieBend iiber Nacht bei 100000 x g zentrifugiert.

DOPC SUVs
M5% v 20% = | o

vD nDPaIm - E\Q
Irir

5% 20%

Palm M

rPrP™" +
TEV Protease '

5% M 20% N
rPrP - WS

Abb. 43: Westernblotting Analyse des Sucrose-Gradienten mit dem rPrP spezifischen Antikdrper A7
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Anschliefend wurde der Gradient mittels Westernblotting analysiert. Die Lokalisation der
SUVs innerhalb des Gradienten wurde durch dynamische Lichtstreuung (DLS) bestimmt.
Dabei befand sich der Grofteil der Vesikel in den Fraktionen mit ~15 % Sucrose. Die
Analyse der PrP-Proben ergab, dass rPrP™™ im Gradienten mit den Liposomen colokalisieren
und sich ebenfalls bei ~15 % Sucrose befinden. Das unmodifizierte Protein migrierte nicht in
den Gradienten sondern verblieb bei 5 % Sucorse. Die mit TEV-Protease behandelte Probe
wies das gleiche Migrationsverhalten auf wie das nicht verankerte PrP, somit ist eine
unspezifische Interaktion durch das murine Prion Protein mit den DOPC Liposomen
auszuschlieBen. Ferner zeigt der Gradient, dass die zweifache Palmitoylierung des Proteins
eine quantitative Assoziation des Proteins an die Lipid-Doppelschicht bewirkt.

Eine Moglichkeit der kinetischen Aufldsung der Anbindung von rPrP™™ bietet die Infrarot
Spektroskopie (FT-IR) unter Verwendung der Attenuated Total Reflectance (ATR)-Technik.
Bei dieser FT-IR Variante wird das IR-Licht in einem bestimmten Winkel in einen Kristall
eingestrahlt. Dieser Strahl wird auf der Innenseite des Kristalls total reflektiert, was zur
Erzeugung einer evaneszenten Welle fiihrt. Diese dringt {iblicherweise einige um in die an der

Oberfliche des Kristalls immobilisierte Probe ein '%.

ATE clement

Sample

Abb. 44: Schematische Darstellung einer ATR-Zelle'®.

Die folgenden ATR-Studien wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Gerwert an
der Ruhr-Universitdit Bochum durchgefiihrt. Zur Anbindungsanalyse wurde ein Ge-Kristall
verwendet, dessen Oberfliche durch die Behandlung mit konz. H,SO4 zunichst hydrophil
gemacht wurde. Uber diesen Kristall wurde dann eine frische DOPC-Liposomen Priparation
in D,O geleitet. Die Detektion Lipidanbindung erfolgte iiber die C-H-Streckschwingung bei
2924 cm™. Sobald eine Absittigung des Signals beobachtet wurde, wurden die Proteinproben
iiber den Kristall geleitet und die Anbindung iiber die Zunahme der Amid [-Bande bei 1642
cm’' detektiert.
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A Lipidanbindung B PrP™" Anbindung
. : . 25 ——
0.07 - -
0.06 - - 20 1
» i '....“_—-".-— l
=T f 1 sl o |
> / l o
T 0.04 » g
E | ] >
.E 0.03 /! i é 10 | i
g 0.02 '_ ]. :
L 5
w1l T 1 Sopes
000 | --]|| ] 0 ::::::FM_
l;l 1‘0 2‘0 3‘0 4JEI 50 0 le] 4’0 EtlJ BJD ‘Il;l] 1;0 ‘Ia;-ﬂ 1;0 ‘Il;ﬂ 200 220
tin min tin min
Abb. 45: A) Kinetik der Lipidanbindung unter Verwendung von DOPC SUVS in 20 mM NaOAc in

D,0, pD 5; B) Kinetik der Insertion in die Lipid-Doppelschicht von rPrP (rote Linie) und

tPrP™™ (schwarze Linie)

Es ist in Abb. 45 A zu erkennen, dass die Ausbildung einer Lipid-Doppelschicht auf dem Ge-
Kristall unter Verwendung von 0,5 mg/ml DOPC SUVs in D,O bereits nach 10 min ihre
Sattigung erreicht. Nachdem die Lipidschicht mit Puffer (20 mM NaOAc in D,O) gewaschen

PPalm

wurde, wurden 50 pug rPr in 1 ml Puffer {iber den beschichteten Kristall zirkuliert. Die

Zunahme der Amid I Bande wurde iiber die Zeit verfolgt. Diese beruht ausschlieBlich auf der

Assoziation von rPrPa™

mit der immobilisierten Lipid-Doppelschicht, da die Reichweite der
evaneszenten IR-Welle lediglich auf die Oberfliche des Kristalls begrenzt ist. Hier ist ein
linearer Anstieg des Signal zu verzeichnen, welches nach ~ 3 h in seine Sattigung iibergeht.
Im Vergleich dazu wurde nicht modifiziertes rPrP in gleichen Konzentrationen iiber den mit
DOPC beschichteten Kristall geleitet. Dort ist iiber den beobachteten Zeitraum keine
Zunahme des Amid I Signals zu verzeichnen. Somit ist die Zunahme der Amid I Signals fiir
rPrP™™  auf eine spezifische Assoziation des Proteins, auf Grund seiner

Palmitoylmodifikation, mit der DOPC-Doppelschicht auf dem Ge-Kristall zuriickzufiihren.
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3.1.2.6 Zellulare Aufnahme

Die Untersuchungen der Lipidassoziation des palmitoylierten Prion Proteins iiber den

Palm ___-
M mit den verwendeten

Sucrose-Gradienten zeigten bereits eine starke Interaktion von rPrP
DOPC Liposomen. Ob diese Verankerung jedoch ebenfalls in vivo zu einer effektiven
Insertion in die Membranen lebender Zellen fiihrt, musste ebenfalls gezeigt werden. Zu
diesem Zweck wurden murine Neuroblastomzellen (N2a) mit einer Suspension von 0,01

Palm

mg/ml rPrP und Liposomen in PBS inkubiert. Als Kontrolle wurden die analogen
Experimente mit nicht modifizierten Prion Protein durchgefiihrt. Dabei unterschied sich die
Effizienz mit der rPrP*™™ in die Membran insertiert wurde in Abhingigkeit von den
verwendeten Liposomen. Unter Verwendung von Detergenzien wir OG und DDM konnte
keinerlei Transfer des Proteins nach Extraktion mit Triton X-100 und DOC, welche
membranassoziierte Proteine solubiliseren, in die Zellmembran detektiert werden. Ferner
filhrte der Einsatz von diesen Substanzen zu einer eingeschrinkten Lebensfahigkeit der N2a-
Zellen von maximal 1 bis 4 h. Die Inkubation der Zellen mit in reinen DOPC-Liposomen
rekonstituierten rPrP™™ fiihrte ebenfalls nicht zur Insertion des Proteins. Zur Gewdihrleistung
eines effektiven Transfers, mussten Agenzien gefunden werden, welche den Tranfer auf die
Zellmembran begiinstigen ohne dabei die Uberlebensfihigkeit der Zellen einzuschriinken. Um
das zu erreichen, wurde im Folgenden das kationische Liposomen bildende Transfektions
Reagenz Pro-Ject (Pierce) verwendet, welches auf Grund von elektrostatischen Interaktionen
eine Fusion mit der Zellmembran begiinstigt. Die murinen Neuroblastomzellen wurden dazu
in PBS fiir 2 bzw. 5 h mit 0,01 mg/ml von palmitoylierten und nicht modifizierten rPrP bei
37°C in Petrischalen mit dem Transfektionsagenz inkubiert. Zur Westernblotting Analyse
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen anschlieend geerntet und in PBS mit 0,5%
Triton X-100 und 0,5% DOC lysiert. Die Verwendung dieses Detergenzgemisches ermoglicht
die Unterscheidung zwischen aggregiertem Material und membranverankertem, da es eine
gezielte Extraktion der Membranfraktion ermdglicht und endogenes PrP¢ effizient
solubilisiert. Das erhaltene Zelllysat wurde durch Zentrifugation in unlosliche Bestandteile
und das solubilierte Material sowie Membranbestandteile fraktioniert. Zur Analyse der
erhaltenen Bestandteile wurde der monoklonale Antikérper 3F4 verwendet, welcher
spezifisch mit dem hinzugefiigten murinen PrP wechselwirkt und keinerlei Kreuzreaktion mit
endogenem PrP aufweist. Wie in Abb. 46 zu erkennen ist, ist kein rPrP im Uberstand zu

finden, sondern ausschlieBlich in der in Detergenz unldslichen Fraktion. Dieses Ergebnis
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deutet auf eine schnelle Aggregation des rPrP nach Zugabe zu den Zellen in PBS und Pro-Ject

hin.
rPrP rPrpPaim
rPrP rprpPalm 2h 5h 2h 5h
input - - sup ' -
pellet g A — —
Abb. 46: Westernblotting Analyse der zelluliren Aufnahme der rPrP Varianten. Links ist die

Ausgangslosung der beiden Proteine dargestellt um identische Konzentrationen zu
gewihrleisten. Die Zellen wurden nach 2 bzw. 5 stiindiger Inkubation lysiert und die 16sliche
Membranfraktion (sup) von aggregierten Material (Pellet) getrennt. Die TCA Féllung der
Proben wurde mittels SDS/PAGE analysiert.

Im Gegensatz dazu zeigt sich fiir rPrP™™ eine Zunahme des 15slichen Anteils iiber die Zeit.
Nach einer Inkubationszeit von 5 h befanden sich ca. 50 % des Proteins in der solubilisierten
Membranfraktion. Dies deutet darauf hin, dass rPrP™™ unter den verwendeten Bedingungen
13slich blieb und sich in die Membran der N2a-Zellen insertierte. Fiir das GPI-verankerte PrP©
wird vermutet, dass es in cholesterol-reiche strukturierte Mikrodoménen der Zellmembran
segregiert. Da diese Lokalisation fiir den Umfaltungsprozess wéahrend der Pathenogenese der
TSEs entscheidenden Einfluss zu haben scheint, wurde iiberpriift, ob die beiden
Palmitoylreste eine dhnliche Lokalisation des Proteins bewirken. Zu diesem Zweck wurden
die wie zuvor beschrieben transfizierten N2a-Zellen mit kaltem Triton X-100 MES-Puffer
lysiert. Das entstandene Prizipitat iiber einen Zentrifugationsschritt abgetrennt und die

solubilisierten Bestandteile iiber einen Sucrose-Gradienten analysiert.

Sucrose Sucrose
40% 30% 5% 40% 30% 5%
1 2 3 4 56789 10 1 2 3 4 56789 10

-

rPrP rPrp™"
Abb. 47: Westernblotting Analyse des Sucrose Stufen Gradienten
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Das nicht modifizierte rPrP wurde im Rahmen dieses Assays bereits im low spin Schritt
abgetrennt und geht damit nicht in die Flotationsuntersuchungen mit ein, wohingegen rPrpPem
in die ersten vier Fraktionen mit einem Sucrose Gehalt von 40-30 % migriert. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die beiden Palmitoylreste eine andere Lokalisation des Proteins in der
Zellmembran im Vergleich zu endogenem PrP, welches zu 5 % Sucrose migriert, bewirkt.

Ferner wurden im Rahmen dieser Arbeit Immunofluoreszenz Experimente durchgefiihrt, die
weiteren Aufschluss iiber die Lokalisation der transfizierten rPrP Varianten bringen sollten.
Dazu wurden die murinen Neuroblastomzellen auf Objekttragern kultiviert und wie zuvor
bereits beschrieben mit den Proteinen inkubiert. Nach anschlieBender Fixierung der Zellen
mit Paraformaldehyd und Permeabilisierung mit 0,2 % Triton X-100, wurden sie zunichst mit

den 3F4 Antikorper inkubiert. Die Detektion wurde mittels Immunfluoreszenz {iber einen mit

Cy3 (ex.: 550 nm, em.: 570 nm) markierten sekundiren Antikorper vorgenommen.

A B

a-PrP dapi PrP® rPrp™™

ctr

rPrpPalm

rPrP

Abb. 48: Immunfluoreszenzuntersuchung der inkubierten N2a-Zellen. Die Zellen wurden auf
Objekttragern kultiviert, anschlieBend fixiert und permeabilisiert. Das rekombinante Prion

Protein wurde durch Inkubation mit dem 3F4 Antikorper detektiert.

Nach Inkubation der Zellen mit rPrP™™ sind nach 5 h (siche Abb. 48 A) die Zellgrenzen klar
zu erkennen. Dies deutet somit ebenfalls auf eine Insertion des rPrP™™ in die
Plasmamembran hin. Bei der Immunfluoreszenzauftnahme des analogen Versuchs mit nicht

modifizierten rPrP waren kleine helle Punkte zu detektieren, bei denen es sich vermutlich um
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Palm

aggregiertes Material handelt. Anders als bei rPrP “™" ist keine weitere Zunahme der Signale
von 2 h nach 5 h Stunden Inkubationszeit zu beobachten. Eine schnelle Aggregation unter den
verwendeten Pufferbedigungen des rPrP war bereits bei der Westernblotting Analyse
beobachtet worden. Die rechten Bilder in Abb. 48 A zeigen die Dapi Féarbung des Zellkerns
der im linken Bild dargestellten Zellen und belegen somit, dass die Zellen auf Grund der
Inkubation mit rPrP™™/PrP und Pro-Ject nicht geschidigt worden sind. Ferner wurden als
Kontrolle nicht transfizierte N2a-Zellen aufgenommen um zu zeigen, dass mit den
verwendeten Antikorpern kein endogenes PrPC visualisiert werden kann. In Abb. 48 B ist
rechts zunéchst ein hochauflésendes Bild der mit rPrP™™ inkubierten N2a-Zellen zu sehen.
Die auf der linken Seite dargestellten Zellen wurden transient mit DNA, welche PrP® mit dem
3F4 Epitop kodiert und zu vollstindig prozessiertem PrP® fiihrt, transfiziert. Der Vergleich

ergibt dasselbe Lokalisationsverhalten des semisynthetisch dargestellten lipidierten Prion

Proteins und das zelluliren GPI-verankerten PrPC.
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3.2 Protein Immobilisierung auf lipidierten SiO4-Nanopartikeln

Die Assoziation einer Vielzahl zelluldrer Proteine mit Zellmembranen wird durch deren
posttranslationale Lipidierung erreicht. Typische Lipidierungsmuster sind dabei der bereits
beschriebene GPI Anker, aber auch Palmitoylthioester sowie GeranylGeranyl- und
Farnesylierung von Cysteinresten. Diese unterschiedlichen Modifikationen fithren neben der
stabilen Verankerung dieser Proteine in Membranen auch zu bestimmten Pridferenzen der
Proteine in verschiedene Bereiche der Membranen innerhalb der Zelle zu segregieren. Die im
Folgenden beschriebene Methode der Immobilisierung lipidierter Proteine auf Nanopartikeln
basiert auf dem bereits beschriebenen Prozess des Protein trans-Spleifiens. Dabei wird wie in
Abb. 49 ersichtlich, dass zundchst das C-terminale Inteinsegment auf den zuvor lipidierten
Partikeln verankert und anschlieBend das Fusionsprotein mit dem N-terminalen Segment
hinzugefiigt wird. Dies fiihrt schlieBlich zur Immobilisierung des Proteins auf der lipidierten
Oberflache der Nanopartikel. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber herkommlichen
Immobiliserungsstrategien ist die Diversitdt der zu verwendenen Proteine. Anstatt dass, wie
bei EPL oder der Staudingerligation, eine chemische Modifikation des Proteins notwendig ist,

muss das Protein hierbei lediglich als Fusionsprotein exprimiert werden.

Boc-basierte Fmoc-basierte
SPPS SPPS
o HS ¢
H— Dnak" SR H,N
2 1

Abb. 49: Schematische Darstellung der Immobilisierung von Proteinen auf lipiderten Nanopartikeln

mittels Protein trans-Spleilen

Die Immobiliserung lipidierte Proteine auf Nanopartikeln ermoglicht eine umfassende

biophysikalische Charakterisierung der ansonsten haufig unldslichen Proteine.
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3.2.1 Expression und Aufreingung von eGFP-DnaE"-His

Die Entwicklung einer generellen Strategie der Immobilisierung lipidierter Proteine auf SiOx-
Nanopartikeln wurde an Hand eines Modelsystems etabliert. Die Anforderungen an dieses
System waren eine hohe Stabilitit unter variablen Bedigungen und eine -einfache
Detektionsmoglichkeit des immobilisierten Proteins. Diesem Anspruch wird das griin
fluoreszierende Protein (eGFP) gerecht, dessen Stabilitit iiber einen weiten Bereich an
Bedingungen bereits untersucht worden ist '*°.

Zur heterologen Expression von eGFP in E.coli wurde das Gen zundchst auf dem Vektor

pEGFPNI1 (Clonetech) mittels PCR amplifiert. Dazu wurden folgende Primer verwendet:

GFP-Ncol-for: 5'-CTA GCT AGC CAT GGG GGT GAG CAA GGG CGA GG -3’
GFP-Sapl-rev: 5'-GCC AAA ACT GAG CTC TTC GGC AAT AAT CCG -3’

Nach Restriktion des resultierenden Fragmentes mit Ncol und Sapl, wurde das Gen in einen
modifizierten pTXB3 Vektor (New England Biolabs), welcher bereits das Gen fiir das DnaE"N
Intein Segment, sowie einen C-terminalen His-Tag zu Aufreinigungszwecken enthilt, kloniert

(Abb. 50).

Sapl Hindlll Hindlll
Ncmaamm Wmmm
rbs A N

T7T é? 77
7P . Nc:(I;F?)apl pTXB3
pPTXB3 I'-His Neol— €GFP-DnaE"-His
Amp rb-s_* Amp"
T7P
Abb. 50: Klonierungsstrategie fiir eGFP-DnaE"-His

Die Expression des Fusionsproteins erfolgte im E.coli Stamm BL21(DE3) zur Verbesserung
der Ausbeute auf Minimalmedium. Es zeigte sich, dass, durch im Vollmedium enthaltene
Spuren von Allolaktose, eine Expression des Proteins vor Zugabe von IPTG erfolgte. Diese
unkontrollierte Expression flihrte zu einem hohen Gehalt des Proteins in Inclusion Bodies.
Diese unerwiinschte Hintergrundexpression konnte unter Verwendung von Minimalmedium
unterdriickt werden. Dabei wurde die Expressionskultur bei 37°C bis auf eine optische Dichte
von 0,6 kultiviert und die Expression durch Zugabe von 0,2 mM IPTG bei 20°C iiber Nacht
induziert. Unter diesen Bedingungen konnten 0,5 mg funktionelles eGPF-DnaE"-His
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Fusionsprotein pro Liter Kultur isoliert werden. Die Aufreingung mittels IMAC erfolgt unter
nativen Bedingungen wie unter 2.3.1 beschriecben (Abb. 51 A). Das dabei isolierte
Fusionsprotein mit einem apparenten Molukulargewicht mit ~ 40 kD wurde im Folgenden
spektroskopisch untersucht (Abb. 51 B). Dabei ergab sich das in Abbildung 51 B dargestellte
Absorptionsspektrum  mit  einem  Maximum  bei 484 nm. Die  exakte
Konzentrationsbestimmung erfolgt {iber den fiir eGFP spezifischen Extinktionskoeffizienten.

Somit wird nur die Menge an fluoreszierendem Protein bestimmt.

A B Y
1 2 3 4 M 18]
484 nm
- 16 - J,
3 = #kB o
- «— 45kDa T 124
) <« 30kDa £ 10
<— 20.1kDa 2=
64
«— 14.4 kDa o
2]
T e o o o 4 4o s s s
Ainnm
Abb. 51: A) SDS-Page der Ni-NTA Aufreinigung von eGFP-DnaE"-His. Spur 1 entspricht dem

Ni-NTA Durchfluss, Spur 2 und 3 den Waschschritten und Spur 4 dem Eluat. Der
LMW-Marker (Biorad) befindet sich in der mit M bezeichneten Spur. B)
Absorbtiosspektrum des isolierten eGFP-DnaEN-His mit dem typischen Maximum bei
484 nm

Der molekulare Extinktionskoeffizient von eGFP liegt bei einer Wellenldnge von 484 nm bei
56000 1 mol'ecm™. Unter Verwendung des Lambert-Beer schen Gesetzes erhilt man aus der
gemessenen Absorption die Konzentration der Proteinlosung. Neben der Fluoreszenz des
eGFP ist auch die Funktionatitit des N-terminalen Split-Inteins entscheidend fiir die Effizienz
der spéteren Immobilisierung des Proteins auf Nanopartikeln. Zu diesem Zweck wurden im

Folgenden Bindungsstudien durchgefiihrt.

3.2.2 Bestimmung der Bindungskonstante der Inteinsegmente

Zur Bestimmung der Affinitdt der beiden Inteinsegmente des DnaE Split-Inteins aus
Synechocystis Ssp. wurde isotherme Titrationskalorimetrie verwendet. Als C-terminales

Segment wurde das unter 3.1 beschriebene DnaE‘ verwendet, welches in 8 M Harnstoff, 50
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mM TrisHCI bei pH 8 denaturierend aufgenommen wurde. Zur Riickfaltung von DnaE®
wurde das Segment gegen 0,5 M NaCl, 100 mM TrisHCI, 2 mM EDTA und 1 mM TCEP, pH
7,5 dialysiert. Die eGFP-DnaE" Konzentration in der Zelle betrug 50uM, die des
C-terminalen Fragments in der Spritze 800 pM und wurde in 8 pl Injektionen zu einem

Volumen von 1,8 ml des GFP-Fusionskonstruktes titriert.

A B
t/ min
0 20 40 60 80 100 120 140
T T T T T T d T T T T I

0.0 - -

0.1 4 - N 1
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0.5 1 1 I 1 I 1 T
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©°
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molares Verhiltnis
Abb. 52: A) ITC-Messung von eGFP-DnaEN-His mit DnaE® bei 25°C in 0,5 M NaCl, 100 mM TrisHCI,

2 mM EDTA und 1 mM TCEP, pH 7,5. B) Aus der Messung erhaltene Parameter

Die Zeit zwischen den Injektionen, welche zur Equilibrierung des Systems benétigt wurde,
betrug 200 sec. Aus der erhaltenen Titrationskurve (Abb. 52 A) konnten unter Verwendung
eines Models fiir eine Bindungstelle die in Abbildung 52 B dargestellten Parameter
entnommen werden. Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, ergab sich bei 25°C eine
Bindungsstochiometrie von 1 und eine Dissoziationskonstante von 3,5 uM. Im Vergleich zu
den aus der Literatur bekannten Werten von 42 nM, ist die erhaltene Konstante um einen
Faktor von 80 geringer. Dies resultiert vermutlich aus der C-terminalen Deletion der drei
Aminosduren CFN aus dem urspriinglichen Extein des DnaE. Die nach der Riickfaltung
erhaltene Konformation ohne diese drei flankierenden Aminosduren entspricht evtl. nicht der
nativen und fithrt zu einer geringeren Affinitit. Zur genaueren Analyse miissten die

Bindungsstudien mit der Konstrukten, welche CFN beinhalten, durchgefiihrt werden.
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3.2.3 Insertion des lipidierten eGFP in Membranen

Palm

Zur Darstellung des zweifach palmitoylierten eGFP *™ wurde das C-terminale Inteinsegment
(DnaE®-4) in Lagerpuffer (Zusammensetzung siche 2.2.4) und dann in die Proteinldsung aus
eGFP-DnaE"-His gegeben. Zur Durchfiihrung des Protein trans-SpleiBens wurden die beiden
Komponenten in dquimolaren Mengen eingesetzt (siche Abb.XXX). Die trans-Spleifien
Effizienz zur Darstellung von eGFP™™ lag bei ca. 50 %. Die Aufreinigung des Ansatzes
erfolgte analog zu 3.1.2 iiber Ni-NTA und anschlieBende GroéBenausschlusschromatographie
(Sephadex S75, Amersham). Ferner wurde in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir die

Lipidierung des Prion Proteins ebenfalls eine Verbesserung der trans-Spleifl Effizienz durch

Zugabe von Reduktionsmitteln wie MesNa beobachtet (Sieche Abb. 53).
12 3 4 Abb. 53: Fluoreszenzscan der SDS/PAGE verschiedener trans-
SpleiBen Ansitze
<— eGFP-DnaE" Spur 1: eGFP-DnaE"-His
<— eGFP4 Spur 2: eGFP-DnaE"-His mit DnaE®-4
Spur 3: eGFP-DnaE"-His mit DnaE®-4 mit 5 mM MesNa
Spur 4: eGFP-DnaE"-His mit DnaE®-4 mit 50 mM MesNa

Ferner ist zu verzeichnen, dass im Fall von eGFP keine Addition von Detergenzien zur

Palm

Darstellung von eGFP "™ erforderlich ist. Dennoch wurde iiberpriift, ob vergleichbar zu den

Resultaten fiir rPrP™™

eine weitere Steigerung der Ausbeute durch die Zugabe von
Detergenzien erreicht werden konnte. Dazu wurde die Reaktion wie zuvor beschrieben in
Gegenwart von 20 mM OG, 1 mM DDM, 43 mM DPC oder 2 mM CTAB durchgefiihrt. Es
ist zu verzeichnen, dass die Zugabe von nicht ionischen Detergenzien wie OG und DDM
keine eine weitere Steigerung der Spleifl Effizienz bewirkt. Sowohl das kationische Detergenz
CTAB sowie das Lysophospholipid DPC hatten eine vollstindige Inhibition des Prozesses zur
Folge.

Des Weiteren wurde DnaE®-4 in einem 25-fachen molekularen Uberschuss in Bezug auf das
Lipid an DOPC Liposomen rekonstituiert. Dieser Uberschuss sollte eine quantitative
Assoziation von DnaE“-4 mit den Liposomen bewirken. Nach Inkubation der so beladenen
Liposomen mit einem 5 fachen Uberschuss von eGFP-DnaEN, bezogen DnaEC-4, fir 12 h bei

Raumtemperatur, konnte ebenfalls nach densitometrischer Auswertung (siche Abb. 54) eine

Ausbeute von ~50 % beobachtet werden.
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Abb. 54: Links: SDS/PAGE eines trans-Spleilen Ansatzes ohne Zusétze

Rechts:SDS/PAGE der Ansdtze unter Verwendung unterschiedlicher Detergenzien. Dabei
wurden jeweils zwischen Uberstand (S) bzw SiOx-Beads (B) und Pellet (P) unterschieden. Die
Detergenzien wurden in den Konzentrationen OG (20 mM), DDM (1 mM), DPC (43 mM),
CTAB (2 mM) und DOPC (2 mg/ml) eingesetzt.

Die stabile Assoziation von DnaE®-4 mit artifiziellen Membranen wurde unter Verwendung
von lipidierten SiOx-Nanopartikeln iiberpriift. Die Herstellung der Partikel erfolgt gemal3
2.3.8. Zur Immobilisierung von DnaE“-4 wurden die lipidierten SiOy-Beads iiber Nacht mit
dem Inteinsegment inkubiert. AnschlieBend wurden die Partikel dreimal mit dem Lagerpuffer
gewaschen, um iiberschiissiges, nicht immobilisiertes DnaE®-4 zu entfernen. Die Zugabe von
eGFP-DnaE"-His erfolgte ebenfalls in einem 5 fachen molaren Uberschuss, bezogen auf die
immobilisierte Menge an DnaE®-4. Nach 12 h Reaktion bei RT unter leichtem Schwenken,
wurden die Nanopartikel abzentrifugiert und sowohl der Uberstand als auch die Partikel
mittels SDS/PAGE analysiert. Im Uberstand der Partikel befand sich lediglich das Intein

Fusionsprotein, wohingegen auf den Beads sowohl eGFP™™

als auch der Komplex aus
DnaE“-4 und eGFP-DnaE“-His immobilisiert war. Zur weiteren Analyse der
Membraninsertion wurde isoliertes eGFP™™ in DOPC SUVs rekonstituiert wie bereits fiir
DnaE“-4 beschrieben. AnschlieBend wurde ein linearer Sucrose-Gradient von 5-20 % in
Lagerpuffer unter Verwendung eines Gradientenmischers erstellt und dieser zum einen mit
eGFP™™  ¢GFP-DnaE“-His sowie unbeladenen Liposomen iiberschichtet. Nach
Zentrifugation bei 100000 x g fiir 15 h wurde der Gradient analysiert. Die Detektion der eGFP

enthaltender Fraktionen erfolgte mittel SDS/PAGE {iber einen Fluoreszenzscan, die

Gegenwart von DOPC Liposomen wurde durch dynamische Lichtstreuung (DLS) festgestellt.
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DOPC SUVs

" H- 0
Sucrose-Anteil 5% M _20A) Abb. 55: Fluoreszenzscan des Sucrose-Gradienten.

Anregungswellenldnge war 460 nm, Detektion der

eGFP-DnaE"

Fluoreszenz oberhalb von 520 nm
eGFP™™ TEEERT

In Ubereinstimmung mit den fiir rPrP™™

erhaltenen Ergebnissen verbleibt das nicht
palmitoylierte eGFP-Fusionsprotein auf der Deckschicht und migriert nicht in den Gradienten.
Die lipidierte Variante eGFP™™ hingegen zeigt Colokalisation mit den SUVs bei ~15 %

Pal
Sucrose. Ferner wurde eGFP™*™

wie zuvor fir DnaE“-4 beschrieben auf lipidierten
Nanopartikeln immobilisiert. Wie in 3.1.1.2 beschrieben, befand sich bei dem verwendeten
Peptid die Erkennungssequenz fiir die TEV-Protease zwischen den Lipidankern und dem
Protein. Dies ermdglichte eine selektive Abtrennung des eGFP von den Liposomen, sofern die
Assoziation auf einer spezifischen Wechselwirkung der Lipidanker mit der Doppelschicht

beruht.

Zugabe von Tev-Protease Abb. 56: Westernblotting Analyse mit Anti-GFP der
+ mit eGFPP™ beladenen SiOx-Beads

S—

(-) ohne Zugabe von TEV-Protease
(+) nach 12h Inkubation mit TEV-Protease

Dazu wurden die SiOx-Partikel dreimal mit 50 mM TrisHCI, SmM MesNa, 0,5mM EDTA,
pH 8 gewaschen und anschlieBend TEV-Protease zugegeben. Dabei lag Verhéltnis von
immobilisertem eGFP™™ zur TEV-Protease bei 50 : 1. Nach einer 12 stiindigen Inkubation
der Partikel bei Raumtemperatur, wurden diese erneut dreimal mit Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde die Menge an immobilisierte eGFP™™ mittels SDS/PAGE und
Westernblotting ermittelt. Zur Kontrolle wurde ein Aliquot der Beads nicht mit TEV-Protease
inkubiert aber ansonsten identisch behandelt. Die densitometrische Auswertung der
erhaltenen Bandenintensititen aus Abb. 56 wurde unter Verwendung der Aida Image
Analyzer v.3.22 Software durchgefiihrt. Wie in Abb. 56 dargestellt konnte auf diese Weise
~50 % des immoblisierten Proteins durch spezifische Proteolyse wieder entfernt werden.
Vermutlich ist die Erkennungssequenz auf Grund der Immobilisierung des Proteins nicht
mehr gut zugénglich. Durch den Zusatz von mehr Protease und eine ldngere Inkubationszeit
konnte dieses Problem tiberwunden werden.

Analog zu den Versuchen mit rPrP™™ wurde das lipidierte eGFP™™ auch auf die Membranen

von Zellen transferiert. Im Gegensatz zu dem aggregationsanfilligem rPrP erforderte dies
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nicht den Einsatz spezieller Transfektionsreagenzien, sondern gelang bereits zu Zugabe des

mit DOPC SUV's assoziierten Proteins.

eGFP™" eGFP-DnaE"
Abb. 57: Bilder (aufgenommen an einem Leica Konfokalen Mikroskop) von den COS-7 Zellen
nach 2 stiindiger Inkubation mit eGFP*™™ (links) und eGFP-DnaE" (rechts). eGFP

wurde bei 475 nm angeregt die Fluoreszenzemission wurde bei einer Wellenldnge von

< 500 nm detektiert.

Dazu wurden die Cos-7 Zellen als Referenzsystem auf Objekttrigern kultiviert und mit 0,05
mg/ml eGFP™™ und eGFP-DnaE" in Liposomen fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit serumfreien Medium gewaschen und das eGFP Fluoreszenzsignal detektiert. Unter

Palm

Verwendung des lipidierten eGFP *™ sieht man klar den Umriss der Zellen, wohingegen nach
Inkubation mit eGFP-DnaE" keine Membranumrisse zu detektieren sind. Somit konnte
nachgewiesen werden, dass sowohl die Immobilisierung auf SiOx-Partikel, als auch die
Palm

Insertion in die Zellmembran auf die beiden Palmitoylreste des semisynthetischen eGFP

zuriickzufiihren sind.

3.2.4 Kinetik der SpleiRreaktion auf Nanopartikeln

Die Analyse der bisherigen Immobilisierung auf SiOx-Partikel wurde jeweils zu einem fixen
Zeitpunkt durchgefiihrt. Um detailliertere Informationen iiber die Kinetik des trans-Splei3ens
und der damit verbundenen Verankerung des lipidierten Zielproteins auf dem Nanopartikel zu

erhalten, wurde im Folgenden die Bildung von eGFP™™

auf Nanopartikeln untersucht.

Das C-terminale Intein-Fragment wurde wie bereits beschrieben auf den Partikeln
immobilisiert, anschlieBend wurden 5 dq des eGFP-DnaE" Fusionsproteins, bezogen auf
DnaE®-4, zu den Beads gegeben. Der zeitliche Verlauf der Reaktion wurde mittels

SDS/PAGE und Westernblotting verfolgt. Dazu wurde jeweils der Uberstand der Partikel
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sowie die Beads analysiert. Das immobilisierte Protein kann durch Inkubation der SiOx-Beads
mit SDS-haltigem Puffer aus seiner Verankerung gelost werden. Es ergab sich folgende die in

Abb xx dargestellte Kinetik des trans-Spleilens bzw. Immobilisierens:

Oh |, 0.5h; 1h ;1.5h;, 2h | 3h
B s_|B s|B s|B s|B s|B s

m «— eGFP-DnaE"

P, P . -+ +«— eGFP™"

Abb. 58: Westernblotting Analyse der trans-Spleil Reaktion auf den Nanopartikeln. Dabei wird
zwischen auf den Beads immobilisierten Protein (B) und den im Uberstand befindlichen

Proteinen (S) unterschieden.

In Abb. 58 ist zu erkennen, dass sich im Uberstand (S) der Beads lediglich das Fusionsprotein
befindet, wohingegen auf den Partikeln (B) sowohl der Komplex aus eGFP-DnaE" und

Pal . . .
M 7u verzeichnen ist. Die

DnaE®-4 zu detektieren ist sowie die Ausbildung von eGFP
Immobilisierung von DnaE®-4 bewirkt vermutlich eine verminderte Zuginglichkeit der
Intein-Domine, was zu einer Verringerung der Effizienz des Prozesses fiihrt. Ferner kommt
es evtl. zu einer partiellen Denaturierung des Komplexes auf der Oberfliche der Partikel,
wodurch kein trans-Spleilen mehr stattfinden kann. Eine densitometrische Analyse der
Bandenintensitit des entstandenen lipidierten eGFP wurde unter Verwendung der Aida Image
Analyzer v.3.22 Software durchgefiihrt. Die Auftragung der erhaltenen Intensititen gegen die

Zeit ergab die folgende zeitliche Zunahme von eGFP™™,
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SiO,-Nanopartikel
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Abb. 59: A) Auftragung der erhaltenen aus der densitometrischen Analyse erhaltenen Werte fiir

die Bildung von eGFPPalm gegen die bestimmten Zeitpunkte.
B) Bilder (aufgenommen an einem Leica konfokalen Mikroskop) der SiO-
Nanopartikel nach 2 stiindiger Inkubation mit eGFP™™. eGFP wurde bei 475 nm

angeregt die Fluoreszenzemission wurde bei einer Wellenldinge von < 500 nm

detektiert.

Palm

Die dargestellte Zunahme von eGFP" "™ erreichte nach 60 min ihren halbmaximalen Wert und
ging nach 3 h in die Séttigung tiber. Auf Grund der multiplen Prozesse, welche zur Bildung
von eGFP™™ fiihren, lassen keine kinetische Interpretation an Hand der vorliegen Daten zu.
Ferner wurde mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie iiberpriift, ob die immobilisierten
Proteine auf den SiOx-Nanopartikeln noch in ihrer nativen Form vorliegen. Im Fall von eGFP
geschieht diese Analyse tliber die spezifische eGFP Fluoreszenz, welche das Protein
ausschlieBlich im nativen Zustand aufweist.

Zur Durchfithrung der konfokalen Fluoreszenzspektroskopie wurden die SiOy-Nanopartikel
zunidchst in 0,8 % low melting point agarose auf Objektrigern fixiert. In den aufgenommenen

Bildern ist zu erkennen, dass sie Partikel homogen fluoreszieren und somit eGFP nativ auf

dem Tragermaterial, unter Verwendung von Protein trans-Spleiflen, immobilisiert worden ist.
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3.3 N-terminale Fluoreszenzmarkierung von mPrP(90-232)

Die molekulare Basis der proteinkonformationellen Erkrankungen ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht im Detail verstanden. Im Fall der TSEs wird beispielsweise eine
mogliche Konversion der Helix A in eine -Faltblatt Struktur diskutiert. Eine genaue Analyse
der entstehenden Strukturen durch klassische Verfahren wie Kristallographie oder NMR ist
jedoch auf Grund der Unloslichkeit und Heterogenitidt der gebildeten dreidimensionalen
Strukturen nur eingeschrinkt moglich. Durch Einfiihrung von Umgebungssensitiven
Reportermolekiilen an verschiedenen Positionen innerhalb des Proteins erhofft man sich
genauere Einblicke in die strukturellen Anderungen wihrend der Konversion. Studien dieser
Art wurden zum Teil bereits durch das Einbringen von ESR sensitiven Molekiilen
durchgefiihrt '’. Der groBe Nachteil der beschriebenen Methode besteht in der Markierung
von durch Mutagenese eingefiihrten Cysteinen, was voraussetzt, dass die Disulfidbriicke
zwischen Helix B und C intakt ist und keine Markierung dieser Cysteine erfolgt. Eine
selektivere Darstellungsmoglichkeit derartig modifizierter Proteine ist die Semisynthese, wie

bereits in der Einleitung beschrieben.

SPPS His-Tag — ENLYFG — Cys-mPrP(134.232)

l lTsv-F'rotase

(8]

mPrP(B5-133) _< H
| SR Cys-mPrP(134-232)
H.N

Native chemical ligation (NCL)

mPIP(BO-133) . Cys-mPrP(134.232)

Abb. 60: Schematische Darstellung der Semisynthese von rPrP(90-232) mit N-terminaler Modifikation.

Dazu wird wie in Abb xx dargestellt der N-Terminus des murinen Prion Proteins mittels
Festphasensynthese als C,-Thioester hergestellt. Dabei wird selektiv die Einfilhrung von
Fluorophoren an beliebigen Positionen ermdglicht. Zum anderen wird das C-terminale
Fragment mit einem N-terminalen Histidin-Tag und der Erkennungssequenz fiir die
TEV-Protease heterolog in E.coli exprimiert. Die Generierung des fiir die nachfolgende NCL
bendtigten N-terminalen Cysteins erfolgt durch Proteolyse. Die Kombination der beiden

Fragmente liefert das semisynthetische mPrP(90-232).
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3.3.1 Expression und Aufreinigung von rPrP(134-232)S134C

Zur heterologen Expression von rPrP(134-232) wurde das Gen zunichst von dem Vektor in

3.1 beschriebenen mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden folgende Primer verwendet:

Sap-PrP(134)_hin 5-CCT GTG CTC TTC GTG CAG G-3
RPS09 5-CTA GTT ATT GCT CAG CGG TGG-3’

Nach Restriktion des resultierenden Fragments mit Sapl und BamHI, wurde das Gen in den
Vektor pRSNCys (zur Verfiigung gestellt von Ralf P. Seidel), welcher nach einem
N-terminalen His-Tag auch fiir die ErkennungsSequenz der TEV-Protease kodiert ist. Somit

ist nach der Expression eine vollstdndige Entfernung des Affinitdtstags moglich.

BamHI

Sapl |

Sapl/BamHI
PrP134-2325134C
pRSNCys 5
Ncol Amp”
rb-s\
TP TP

Abb. 61: Klonierungsstrategie des PrP(134-232) Fragmentes in den Vektor pPRSNCys

Die Expression des N-terminal verkiirzten Prion Proteins wird analog zur Darstellung des
rPrP-Inteins  Konstruktes durchgefiihrt. Unter Verwendung des E.coli Stammes
BL21(De3)RIL wurde das Protein in Inclusion Bodies mit einer Ausbeute von 4 mg/L
Expressionskultur isoliert. Die Aufreingung erfolgt unter denaturierten Bedingungen wie

unter 2.3.1 beschrieben.
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Abb. 62: A) SDS-Page der Ni-NTA Aufreinigung von Hisg-ENLYFQ-PrP(134-232). Spur 1 entspricht

dem Ni-NTA Durchfluss, Spur 2 demWaschschritt und Spur 4 dem Eluat. Der LMW-Marker
(Biorad) befindet sich in der mit M bezeichneten Spur
B) ESI-MS des aus der IMAC Aufreinigung erhaltenen Eluates

Wie in Abb. 62 A zu erkennen ist, konnte mittels Ni-NTA ein Protein mit dem apparenten
Molekulargewicht von ~17 kDa isoliert werden. Die exakte Bestimmung der Masse erfolgte
durch ESI-MS. Die detektierte Masse von 14238,6 Da weist eine Differenz von der
berechneten Masse von 14227 Da um +11 auf, welche bis jetzt noch nicht ndher
charakterisiert werden konnte. Zur Entfernung des Affinititstags wurde das erhaltene Protein
mit der TEV-Protease umgesetzt. Dazu wurde das denaturierte Protein zundchst mittels
Ultrafiltration auf 4 M Harnstoff, 50 mM Tris-HCI, 5 mM MesNa, 0,5 mM EDTA bei einem
pH von 8 umgepuffert. Die Zugabe der Protease erfolgt in diesem Puffer in einem Verhéltnis
von Protein zu Protease von 10 zu 1. Diese Losung wird {iber Nacht gegen Chaotrop freien
Puffer der ansonsten identischen Zusammensetzung dialysiert. Der Fortschritt des Verdaus

wird mittels SDS/PAGE kontrolliert.

A B w
M 1 2 i
a—> — _ @ Y 11974.4
g gj : ‘@ +1 +8
S
30 kDa— <— Tev-Protease 5
£4o- +2
20Nka His,ENLYFQ- 3 W
- <— NCysPrP 20
144 kDa> == <— NCysPrP
| |
*Tao 10 1o o 1o o e O e o ww  wom
mz Masse
Abb. 63: A) SDS/PAGE der Proteolyse mit TEV. Spur 1 und 2 enthalten jeweils parallel gefiihrte

Ansétze des Verdaus. Mit M ist der LMW-Marker von Amersham bezeichnet.
B) ESI-MS des aufgereinigten NCys-PrP(134-232)
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Unter den gewdhlten Bedingungen wird das Protein zu ca. 40% von der TEV-Protease
umgesetzt (Abb 63 A). Dabei weist rPrP(134-232) ein apparentes Molekulargewicht von
~ 14 kDa auf. Diese geringen Ausbeuten lassen sich mit der Unloslichkeit des Konstruktes
erkldren, welches die Pufferbedingungen fiir die Proteolyse nicht uneingeschréinkt toleriert
und stark zur Prézipitation neigt. Der gesamte Ansatz wurde zur Solubiliserung der
entstandenen Prazipitate gegen 6 M GdnHCI, 50 mM Tris-HCI, pH 8 {iber Nacht dialysiert.
Da sowohl der abgeschnittene N-Terminus, das unverdaute Edukt und die TEV-Protease iiber
einen His-Tag verfligen, erfolgt die Entfernung dieser mittels Ni-NTA. Das gewiinschte
rPrP(134-232) bindet nicht an das Sadulenmaterial und befindet sich im Durchfluss. Das
entstandene Proteinfragment wurde ferner massenspektrometrisch charakterisiert (Abb 63 B).
Dabei weicht die detektierte Masse von 11974,4 Da von der berechneten (11964.4) erneut um
+10 Da ab, was bedeutet, dass diese Modifikation innerhalb von rPrP(134-232) auftritt.

3.3.2 Synthese von mPrP(90-133)-SR

1 NBD-GQGGGTHNQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAM-sR 44
M = 5078 g/mol [mit Gly(NBD)]

Die Aminosiuren 90-133 sind entscheidend fiir die Pathenogenese der TSEs. Insbesondere
die palindromische Sequenz AGAAAAGA ist bei der Konversion des Proteins in
Zellversuchen essentiell. Aus diesem Grund wird auch vermutet, dass die groBiten
strukturellen ~ Anderungen im  Protein diese Region betreffen. Um  mittels
Fluoreszenzspektroskopie eine Analyse dieser Konformationsinderung vorzunehmen, wurde
dieser Teil des Proteins synthetisch dargestellt, was die spezifische Inkorporation
umgebungssensitiver Fluorophore ermoglicht.

Die Festphasensynthese des N-terminalen Fragments des murinen Prion Proteins (90-133)
wurde an einem ABI-Peptid-Synthezizer (433 A, Applied Bioscience) unter Verwendung der
Boc-Strategie an einem speziellen Thioesterharz durchgefiihrt '®. Nach Entschiitzung des
N-Terminus wurde das Peptid mit HF vom Harz abgespalten. Das Rohpeptid wurde mittels
C4 RP-HPLC (250 x 22 mm) mit einem Gradienten von 20 % (v/v) Puffer B nach 60 % (v/v)
Puffer B in Puffer A in 60 min gereinigt
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Abb. 64: ESI-MS des Rohpeptids PrP(90-133)-SR (links) und RP-HPLC-Chromatogramm (rechts)

Im ESI-MS tritt der Ladungszustand des Peptids mit drei (1640) positiven Ladungen auf,
daraus ergibt sich eine Masse von 4917 g/mol, welche mit der berechneten Masse von 4915
g/mol in guter Ubereinstimmung ist. Auf Grund der eingeschrinkten Ionisierbarkeit des
Peptids konnten die Ladungszustinde mit 4 oder 5 positiven Ladungen nicht beobachtet
werden. Das Isotopenmuster der detektierten Masse weist jedoch ebenfalls auf ein Signal mit
drei positiven Ladungen hin, da der Abstand der Massen jeweils 0,3 betrdgt. Auf Grund der
natlirlichen Haufigkeit der Kohlenstoffisotope treten im Massenspektrum neben der
Hauptmasse mit dem Isotop '*C auch Spezies der anderen Isotope auf, welche zueinander
jeweils eine Differenz von +/- 1 aufweisen. Bei mehrfach positiv geladenen Spezies wird
diese Isotopenaufspaltung durch das Verhiltnis aus Masse zu Ladung (m/z) wiedergegeben.
Zur gezielten Untersuchung der konformationellen Umwandlung von rPrP sollten im
Folgenden umgebungssensitive Fluorophore an unterschiedlichen Positionen des rPrP(90-
133) inkorporiert werden. Dazu wurde an den Positionen G127 und L125 durch die
unnatiirliche Aminosdure Dap substituiert. Jedoch fiihrten diese Sequenzmodifikationen,
vermutlich durch die Ausbildung von Sekundérstrukturen am Harz, zu einem Abbruch der
Synthese. Aus diesem Grund wurde zur Durchfiihrung initialer Untersuchungen zunéchst eine
Modifikation des N-Terminus angestrebt.

Zur N-terminalen Fluoreszenzmarkierung des N-terminalen PrPs wurde das Peptid am Harz
mit dem Umgebungssensitiven Fluorophor NBD inkubiert. Dazu wurde zundchst der
N-Terminus durch zweimalige Inkubation des Harzes mit reiner TFA fiir | min entschiitzt.
AnschlieBend wurde der N-Terminus mit 10 % DIEA in DMF neutralisiert, mit DMF
gewaschen und NBD-Cl in DMF fiir 4 h zum Harz gegeben. Nach Abspaltung des Rohpeptids
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vom Harz mit HF erfolgte die Aufreinigung mittels C4 RP-HPLC (250 x 22 mm) mit einem
Gradienten von 30 % (v/v) Puffer B nach 80 % (v/v) Puffer B in Puffer A in 60 min.
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Abb. 65: ESI-MS des aufgereinigten NBD markierten NBD-PrP(90-133)-SR (links) und RP-HPLC-

Chromatogramm (rechts)

Die im ESI-MS detektierte Masse von 1694,7 entspricht dem dreifach positiv geladenen
N-Terminus des PrP markiert mit NBD. Das entspricht einer Masse von 5081,1 g/mol was mit
der berechneten Masse von 5078,1 g/mol in guter Ubereinstimmung ist. Analog zum nicht
markierten N-Terminus tritt im Massenspektrum als einziger Ladungszustand + 3 auf, wie
sich aus dem Isotopenmuster des Signals erkennen ldsst. Unter Verwendung -einer
priaparativen C4 RP-HPLC lies sich das Peptid lediglich in der in Abb. 65 B dargestellten
Reinheit isolieren, da die Elution iiber einen weiten Bereich des Gradienten erfolgte. Dies
konnte auch unter Variantion von sowohl Gradient als auch Puffersystem nicht verbessert
werden. Dieses Verhalten ldsst sich vermutlich auf die Aggregationsanfélligkeit dieses
Fragments zuriickfithren, was teilweise zu einer Préizipitation des Peptids auf dem

Saulenmaterial fuhrt.

3.3.3 Ligationen zur Darstellung von N-terminal modifizierten rPrP(90-232)

Zur Diirchfiihrung der NCL wurden 5-6 mM Losungen des rPrP mit N-terminalen Cystein
(NcysPrP(134-232)) und rPrP(90-133)-SR in 6 M GdnHCI, 300 mM NaPi, pH 7,8 angesetzt.
Die Ligation wurde durch die Zugabe von 1 % (v/v) Thiophenol induziert. Nach einer

Reaktionszeit von 24 h wurde der Fortschritt der Reaktion mittels SDS/PAGE analysiert.
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Dazu wurden den Ligation Aliquots entnommen und zur Entfernung des Guanidiniums und

des Thiophenols mit TCA gefillt.

A B

M 1 1 2 3 4 M .
97 kBa =3 =< kB2
45 kDa —> -‘— <«— 45kDa
fZ'l :ga T < PrPe0232) > - - SRkl
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‘ <€— NCysPrP — - ™ <« 14.4kDa
Abb. 66: A) SDS/PAGE des Ligationsansatzes von PrP(90-133)-SR und NCysPrP(Spur 1) mit M ist der

LMW-Marker bezeichnet
B) SDS/PAGE des Ligationsansatzes von NBD-PrP(90-133)-SR und NcysPrP(Spur 1, 5 pl;
Spur 2, 10 pl; Spur 3, 1 pul. Auf Spur 4 befindet sich eine Fremdprobe) mit M ist der LMW-

Marker bezeichnet

In Abb. 66 A ist die Ligation von NCysPrP(134-232) mit dem unmodifizierten N-Terminus
mPrP(90-133)-SR dargestellt. Es ist deutlich die Bildung einer Bande mit dem apparenten
Molekulargewicht von ~16 kDa zu beobachten. Nach einer Reaktionszeit von 24 h ist ein
Umsatz der Komponenten von ~50 % erreicht. Die gleiche Reaktion mit dem N-terminal
NBD markierten mPrP(90-133) ist in Abb. 66 B dargestellt. Auch hier erkennt man die
Ausbildung eines Proteins mit ~16 kDa. Die Ausbeute dieser Ligation betragt ~60-70 %.

Zur Aufreinigung der Ligationsansidtze wurden diese 1 : 3 mit Ligationspuffer verdiinnt und
die entstandenen Disulfide des Thiophenols durch Zugabe von 15 % [-Mercaptoethanol
(BME) fiir ~20 bis 30 min reduziert, anschlieBend wurden dem Ansatz fiir 5 min einige mg
TCEP zugesetzt um entstandene BME-Addukte des Proteins wieder zu reduzieren. Eine
Aufreinigung der Ligationen iiber RP-HPLC war auf Grund des dhnlichen Elutionsverhaltens
weder unter Verwendung von C4 oder C8 Material und nach Variation der Losungsmittel und
Temperatur moglich. Von der Verwendung C18 modifizierter Materialien wurde auf Grund
der Hydrophobizitit der Fragmente abgesehen. Ein Ansatz zur Aufreinigung ist der Einsatz
von GrofBenausschlusschromatographie. Die Reinigung wurde unter denaturierenden
Bedingungen (6 M GdnHCI, 100 mM NaPi, pH 7,5) durchgefiihrt, um eine Prézipitation der
stark aggregationsanfilligen Proteine zu verhindern. Ferner wurde dem Puffer | mM TCEP
zugesetzt, um die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbriicken zu verhindern. Die Probe
wurde mittels Ultrafiltration auf 1:100 des Volumens der verwendeten Gelfitrationssédule

(BioSep-SEC-S2000, Phenomenex) aufkonzentriert. Wiahrend der Chromatographie wurden
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0,5 ml Fraktionen (Flussrate 0,5 ml/min) gesammelt und mittels Westernblotting unter

Verwendung des A7 Antikorpers wie zuvor beschrieben analysiert.
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Abb. 67: A) SEC Chromatogramm der PrP-Ligation mit detaillierter Westernblotting Analyse unter
Verwendung des A7 Antikorpers des Peaks bei 29 min.
B) Fluoreszenzemissionsspektrum des a-helikalen NBD-PrP(90-232) in 20 mM NaOAc, pH
5,5 (rote Linie) mit einer Anregungswellenldnge von 460 nm. Die schwarze Linie stellt das
Spektrum der mit 3 M Harnstoff, 1 M Gdn-HCI, 150 mM NaCl und 20 mM NaPi inkubierten
NBD-PrP(90-232) Probe dar.

Das resultierende Chromatogramm mit der dazugehorigen Westernblotting Analyse der
Aufreinigung ist in Abb. 67 A dargestellt. Die detaillierte Analyse des Peaks bei 29 min zeigt,
dass die Trennung des ligierten mPrP(90-232) vom NCysPrP(134-232) lediglich bedingt
moglich ist. Zwar konnte aus dem Beginn des Peaks bei 28 min reines semisynthetisches
Prion Protein isoliert werden, jedoch befand sich der Grofteil des Proteins als Gemisch mit
dem nicht umgesetzten C-terminalen Fragments bei 29 min. In den Peaks von 35 bis 50 min
befanden sich zum einen das N-terminale Peptid sowie BME. Die erhaltene reine Fraktion des
mit NBD N-terminal fluoreszenzmarkierten Prion Proteins wurde, wie bereits beschrieben, in
seine zelluldre a-helikale Form gefaltet und ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Das
korrespondierende Emissionsspektrum ist in Abb. 67 B (rote Linie) dargestellt. Dabei wurde
NBD mit einer Wellenlédnge von 465 nm angeregt und die Emission in einem Bereich von 480
bis 650 nm detektiert. Das Maximum des aufgenommenen Spektrums lag bei 536 nm. Zur
Konversion des Proteins in seine amyloide B-Faltblatt reiche Struktur wurde der Ansatz im
Folgenden gegen 3 M Harnstoff, 1 M GdnHCI, 150 mM NaCl und 20 mM NaPi bei einem pH
von 6,8 dialysiert. Ist der N-Terminus maf3geblich in den Umfaltungsprozess involviert, sollte
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sich auf Grund der Anderung in der Polaritit der Umgebung eine Verschiebung des
Emissionsspektrums ergeben. In Abb. 67 b ist das entsprechende Fluoreszenzspektrum durch
die schwarze Linie dargestellt, das ermittelte Maximum der Emission liegt bei 538 nm. Im
Vergleich zu dem Spektrum des nativen mPrP ergibt sich daraus eine bathochrome
Verschiebung von 2 nm. Unter Verwendung von NBD sind Verschiebungen von bis zu 10 nm
durch eine Anderung der Umgebungspolaritit des Fluorophors zu erwarten '°'. Die
strukturellen Verdnderungen in der Nédhe des N-Terminus lassen sich demnach nicht

fluoreszenzspektroskopisch auflosen.
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3.4 Inhibitoren der Fibrillogenese

Die Entwicklung neuartiger Therapeutika zur Bekdmpfung proteinkonformationeller
Erkrankungen wird auf Grund der steigenden Lebenserwartung der Bevolkerung in
zunehmendem Male entscheidend. Gut dokumentiert ist dieser Zusammenhang im Fall von
Alzheimer. So sind im Alter von 60-69 lediglich 2 Betroffene pro 1000 Personen zu
verzeichnen, wohingegen im Alter von 80-89 die Zahl auf 110 pro 1000 ansteigt '°*. Ein
spezifisches Charakteristikum dieser Krankheiten ist die Ausbildung fibrilldrer Strukturen
durch wirtseigene Proteine oder Proteinfragmente. Ein Ziel einer mdglichen Medikation
konnte die Verhinderung dieser Fibrillogenese durch direkte Interaktion mit den beteiligten
Proteinen sein. Im Folgenden werden zwei Substanzen aus dem Extrakt des griinen Tees auf
thre Wirksamkeit in Bezug auf die Wechselwirkung am Modelsystem des murinen Prion

Protein in vitro untersucht.

OH OH
OH OH
o o)
OH OH OH OH
(o} 0
OH OH
HO o HO o
OH OH
OH
(-)-Epigallocatechin Gallate (EGCG) (-)-Epicatechin Gallate (ECG)
Abb. 68: Strukturformeln der beiden aus Teeextrakten gewonnenen Substanzen

Die beiden untersuchten Substanzen unterscheiden sich hierbei lediglich um eine
Hydroxlyfunktion und weisen keinerlei Toxizitdt in lebenden Organismen auf. Dies stellt
einen bedeutenden Vorteil bei der Anwendung als neue Pharmazeutika dar. Dabei wurden
sowohl EGCG als auch ECG erstmals in einer umfassenden Studie von Masuda et al. ' als

potente Inhibitoren der Fibrillogenese des AB-Peptids beschrieben.
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34.1 Untersuchung der Bindung von EGCG/ECG an mPrP

In Zellexperimenten, welche in der Arbeitsgruppe von J. Tatzelt (LMU, Miinchen)
durchgefiihrt wurden, wurde unter Verwendung von EGCG bereits eine Reduktion von
endogenen mPrP detektiert. Eine mdgliche Ursache dieser Beobachtung wire eine direkte
Interaktion der Substanz mit PrP. Zur Aufklarung dieser Wechselwirkung wurden im
Folgenden  zunidchst  Bindungsstudien = unter = Verwendung  von  isothermer
Titrationskalorimetrie durchgefiihrt. Dazu wurde das rekombinante rPrP verwendet, welches
wie unter 3.1 beschrieben dargestellt wurde. Der dabei gebildete MesNa Thioester beeinflusst
nicht die Wechselwirkung mit EGCG/ECG. Um die Ergebnisse mit den erhaltenen Daten aus
den Zellexperimenten vergleichen zu kdnnen, miissen die Titrationen bei physiologischen pH
durchgefiihrt werden. Unter Berlicksichtigung dieser Bedingungen wurde ein im Vergleich zu
3.1 modifiziertes Riickfaltungsprotokoll verwendet, welches im Folgenden beschrieben wird.
Zur Riickfaltung wurde das in einem Puffer aus 6 M GdnHCl, 50 mM TrisHCI, pH 8
denaturierte Protein mit einer Konzentration von 2 mg/ml bis zu einer Endkonzentration von
0,1 mg/ml in einen Puffer aus 0,6 M L-Arginine, 50 mM TrisHCI, 0,5 mM GSSG und 5 mM
GSH bei pH 8,6 verdiinnt und fiir 12 h bei 4°C leicht geriihrt. Zur Entfernung des L-Arginins
und des Glutathions wurde die Proteinlosung gegen 50 mM Tris-HCI bei pH 7,5 dialysiert.
Zur Entfernung von entstandenem Prézipitat wurde die Losung durch einen 0,2 um Filter
filtriert. Die Konzentration des erhaltenen 16slichen rPrP wurde mittels Ultrafiltration zur

Durchfithrung der Titration auf 27 uM eingestellt. Zuvor wurde jedoch die Struktur des

Proteins mittels CD-Spektroskopie untersucht.
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Abb. 69: CD-Spektrum des rekombinanten rPrP(90-232) in 50 mM Tris-HCl bei pH 7,5
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Wie in Abb xx zu erkennen ist, wurde auch unter diesen Riickfaltungsbedingungen eine
iiberwiegend a-helikale Struktur mit einem Helixanteil von 43 % ausgebildet. Somit konnte
unter den beschriebenen Bedingungen rPrP auch bei einem physiologischen pH von 7,5 in
seine native Form gefalten werden.

Die anschlieBende Bestimmung der Affinitdt der beiden Substanzen EGCG und EGC erfolgte
durch ITC unter Verwendung eines VP-ITC Geridtes der Firma MicroCal. Dazu wurde die
Zelle mit 1,8 ml der 27 pM rPrP Losung befiillt und mit einer 0,5 mM Ldsung der beiden
Substanzen in 8 pl Schritten titriert. Das Zeitinterval zwischen den einzelnen Injektionen
betrug 1400 sec. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit dem Software Packet

Origin-ITC. Als Kontrollexperimente wurde zum einen Puffer zu der rPrP Losung gegeben

und zum anderen die Substanzen zum Puffer titriert.
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Abb. 70: A) ITC Messungen mir rPrP und EGCG bei 37°C. Die Konzentration des Inhibitors in der
Spritze betrug 0,5 mM. EGCG wurde in Schritten von 8 pl zu einer 27 puM Ldsung von rPrP

titriert. Die Zeit zwischen den Injektionen betrug 1400 sec.

B) ITC Messung von rPrP mit EGC bei 37°C unter analogen Bedingungen wie fiir EGCG

Wie in Abb. 70 A zu erkennen ist, weist EGCG eine starke Bindung an rPrP auf wohingegen
nach Zugabe von EGC kein Effekt zu beobachten ist. Die Titrationskurve fiir EGCG zeigt ein
biphasisches Verhalten, welches sich unter Annahme eines Models mit zwei
Bindungsereignissen  beschreiben ldsst. Die Bindungsstdchiometrie des initialen
Bindungsschrittes ist 1 : 1 bezogen auf das Verhéltnis von rPrP zu EGCG und weist eine
Dissoziationskonstante von 130 nM und eine Bindungsenthalpie von AH = -43 kJ auf. Aus
dem zweiten Bindungsereignis kann man entnehmen, dass es sich um mehrere
Bindungsstellen handelt, an die EGCG mit wesentlich geringerer Affinitét bindet. Dabei ist

der Betrag der frei werdenden Energiemenge 1/3 dessen, was fiir den ersten Bindungsschritt
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zu messen ist. Im Gegensatz dazu war keinerlei Komplexbildung bei der Titration mit ECG zu
detektieren (Abb. 70 B). Dabei wurden die Messungen bei den Temperaturen 15°C, 25°C und
37°C durchgefiihrt um Effekte der Warmekapazitit ¢, der Bindung auszuschlieBen. Da ECG
keine signifikante Bindung aufwies, wurden die folgenden Untersuchungen an EGCG

durchgefiihrt und ECG als nicht aktive Kontrolle verwendet.

3.4.2 Untersuchung der strukturellen Anderung von rPrP durch EGCG Bindung

Das lange Zeitinterval von 1400 sec, welches zwischen den Injektionen benétigt wurde bis die
Mess- und Referenzzelle wieder im thermodynamischen Gleichgewicht waren, ist typisch fiir
Bindungsprozesse, die mit einer konformationellen Anderung des Proteins einhergehen. Aus
diesem Grund wurde das murine rPrP mit 5 4q EGCG fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend mittels CD-Spektroskopie hinsichtlich einer Verdnderung seiner

Sekundarstruktur untersucht.
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Abb. 71: A) CD-Spektrum von rPrP in der Abwesenheit (gestrichelte Linie) und in der Gegenwart von 5

dq von EGCG (schwarze Linie) nach einer Inkubationszeit von 2 h in 20 mM Tris-HCI bei pH
7,5; B) Analytische Grofenausschlusschromatographie von rPrP nach 2 stiindiger Inkubation
mit 5 4q EGCG (schwarze Linie). Die gestrichelte Linie zeigt das Retentionsverhalten von

Standardprotein mit bekanntem Molekulargewicht.

Das in Abb. 71 A dargestellte CD-Spektrum zeigt, dass die Inkubation des Proteins mit
EGCG zu einem vollstindigen Verlust der Sekundérstruktur des Proteins fiihrt. Als Kontrolle
wurde das Protein analog fiir 2 h bei RT ohne EGCG inkubiert, um auszuschlieBen, dass die

gewihlten Pufferbedingungen Einfluss auf die Faltung haben. Eine Analyse der erhaltnen
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Proteinprobe durch GroBenausschlusschromatographie (Sephadex S200, Amersham) ergab,
dass zu diesem Zeitpunkt das entfallene rPrP iiberwiegend Monomer vorlag. Zur genaueren
Analyse der Zeitabhingigkeit dieses Entfaltungsprozesses wurden zeitaufgeloste CD-Spektren

aufgenommen.
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Abb. 72: A) CD-Spektren nach Inkubation von rPrP mit EGCG nach 0 min (schwarze Linie), 5 min
(gestrichelte schwarze Linie), 10 min (rote Linie), 15 min (gestrichelte rote Linie) und 60 min
(graue Linie)
B) Auftragung der molaren Elliptizitét bei 222 nm gegen die Zeit nach Zugabe von 5 4q EGCG
in 20 mM Tris-HCl bei pH 7,5

Dazu wurden zum einen CD-Spektren in einem Wellenldngenbereich von 204 bis 245 nm in
Zeitabstinden von 5 min aufgenommen (Abb. 72 A). Zum anderen wurde die zeitliche
Anderung der molaren Elliptizitit bei der fiir o-helikale Strukturen charakteristischen
Wellenldnge von 222 nm detektiert (Abb. 72 B). Durch die Zugabe von EGCG wird eine
konformationelle Anderung des rPrP induziert, welche zundchst in einer schnellen
Umwandlung eine Erhohung des [-Faltblatt Anteils bewirkt. Charakteristisch fiir diese
Sekundarstruktur ist die Ausbildung eines Minimums bei ~218 nm im Gegensatz zu 222 nm
bei a-helikalen Strukturen. In den abgebildeten Spektren ist eine ebensolche Verschiebung
der detektierten Elliptizitit zu beobachten. Dieses Intermediat entfaltet sich dann langsam und
fiihrt zu dem bereits beschriebenen zundchst Monomeren Zufallsknduel. Die genaue Kinetik
dieser induzierten Umfaltung bzw. Entfaltungsreaktion ist in Abb. 72 B dargestellt. Auch hier
erkennt man deutlich, dass der Prozess in eine schnelle strukturelle Verdnderung und eine
langsame zweigeteilt ist. Dabei wurde die Zeitabhdngigkeit der molaren Eliptizitit bei 222 nm
aufgenommen. Man erkennt, dass die Anderung des Signals innerhalb der ersten 10 min am

ausgeprigtesten ist. Dies ist in Einklang mit der zuvor beschriebenen Beobachtung, dass die
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Zugabe von EGCG eine schnelle Erhohung des B-Faltblatt Anteils induziert. Die folgende
langsame Verdnderung des Signals entspricht demnach der vollstindigen Entfaltung des
Proteins. Die transiente Anderung des Signals l4sst sich unter der Annahme es handele sich

um einen irreversiblen Prozess durch eine zweifache Exponentialfunktion beschreiben:

y=Ale™" + A2e¥ 1+ y0

3.4.3 Einfluss der Inhibitioren auf die in vitro Aggregation von rPrP

Die durch EGCG induzierte konformationelle Anderung des o-helikalen rPrP in ein
Zufallskniuel ist ein Indiz fiir eine spezifische Interaktion. Entscheidend fiir die Effektivitat
eines Inhibitors ist jedoch nicht nur die Bindung an die zelluldre Form des Proteins und
dessen, im Fall von EGCG, beobachtete Entfaltung sondern auch die Verhinderung der
Ausbildung fibrilldrer Strukturen. Zu diesem Zweck wurden im Folgenden der
Konversionsreaktion der Prion Proteine in vitro die Substanzen EGCG und EGC zugesetzt.
Um die Bildung amyloider Aggregate in vitro zu beschleunigen, wurde das Protein mit einer
Konzentration von 50 uM in einen chaotrophaltigen Puffer transferiert. Dieser bestand aus
3 M Harnstoff, 1 M GdnHCI, 150 mM NaCl und 20 mM NaPi bei einem pH von 6,8. Zur
Untersuchung des Einflusses von EGCG und EGC wurden diese zu 5 Mol-Aquivalenten
zugesetzt. Das rPrP wurde unter diesen Bedingungen bei 37 °C fiir 3 Tage unter
kontinuierlichen leichten Schiitteln (600 rpm) inkubiert. Die Formation von Fibrillen wurde
tiber die Ausbildung Proteinase K resistenter Partikel {berpriift. Dazu wurden die
entnommenen Proben fiir 10 min bei 15 000 rpm zentrifugiert und der erhaltene Uberstand
und das Pellet getrennt voneinander proteolytisch umgesetzt und mittels SDS/PAGE und
Westernblotting unter Verwendung der A7 Antikoérpers analysiert.
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Abb. 73: Westernblotting Analyse mit dem A7 Antikorper der Formation von PK resistenten Materials.

In der ersten Zeile ist als positiv Kontrolle fiir sensitives Material a-helikales Prion Protein
aufgetragen. Die Proben wurden jeweils in den Uberstand (Sup) ohne (-) und mit (+) PK sowie
das Pellet unterschieden. In der zweiten Zeile ist die Konversionsreaktion von rPrP ohne
Zusitze aufgetragen. In der dritten Zeile befindet sich aggregiertes Material mit 5 4q EGCG

und in der vierten der analoge Ansatz mit 5 4q EGC.

Das Protein wurde zur Durchfiihrung des Proteinase K Verdaus in einem 50 fachen
Uberschuss in Bezug auf die Massenkonzentration der Protease eingesetzt und in 50 mM Tris-
HCI bei pH 8 fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 2 mM
PMSF vor der SDS/PAGE Analyse abgestoppt. Als positiv Kontrolle fiir nicht aggregiertes
Material diente 16sliches a-helikales rPrP, welches sich ausschlieBSlich im Uberstand befand
und sich vollstdndig umsetzen liel (Abb. 73, Zeile 1). Als Kontrolle fiir eine nicht beinflusste
Fibrillogenese wurde die Konversion ebenfalls ohne Zusitze durchgefiihrt. Wie in Zeile 2 der
Abb. 73 zu erkennen ist, prazipitierte unter diesen Bedingungen das Protein quantitativ und
die erhaltenen Aggregate wiesen einen hohen Anteil an Proteinase K resistentem Material auf.
Die Zugabe von EGCG konnte zwar die Aggregation des rPrPs nicht verhindern, jedoch
wurden die entstandenen Aggregate durch Proteolyse vollstindig umgesetzt (Abb. 73, Zeile
3). Die Analyse der Proteinproben mit EGC ergab ebenfalls, dass das gebildete Prézipitat zu
einem hohen Anteil PK resistentes Material enthielt, jedoch konnte im Vergleich zur in vitro
Aggregation ohne Zugabe von EGCG/ECG eine Verringerung des Anteils beobachtet werden.
Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass sich die bei der Konversion des Prion
Proteins in vitro entstandenen Aggregate beziiglich ihrer Morphologie unterscheiden.

Ohne Zusitze wird unter den gewihlten Bedingungen eine B-Faltblatt reiche Struktur
gebildet, welche dann in amyloide Strukturen assembliert. Die Zugabe von EGCG jedoch
bewirkt eine Entfaltung des Proteins, welche dann zu amorphen Prézipitaten fiihrt, die

zugianglich fiir Proteolyse sind.
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Zur Unterstiitzung dieser Theorie wurden die erhaltenen Niederschlige mittels AFM
beziiglich ihrer Morphologie untersucht. Dies gesah in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Winter an der Universitdt Dortmund. Dazu wurden die Proben 1 : 100 gegen
10 mM NaOAc, pH 35,5 dialysiert und anschlieBend analysiert.

A rPrP™ B rPrP mit EGCG
£ £
=i =
N I3
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3 3
Sk :
S ! ' S
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Abb. 74: AFM-Aufnahmen von rPrP™ ohne (links) und nach Inkubation mit 5 40 EGCG wihrend der

Konversionsreaktion.

Bei der unbehandelten Probe war deutlich die Ausbildung von Fibrillen mit einer Hohe von
1,5 — 2,5 nm zu beobachten (Abb. 74 A). Die AFM Aufnahme des mit EGCG inkubierten
Materials wiesen jedoch keine Fibrillen (Abb. 74 B) auf. Vielmehr war eine Vielzahl kleiner
Aggregate zu erkennen, welche sich iiber die gesamte Fliche verteilen und nicht zu héheren
Strukturen assemblieren. Damit bestdtigen die AFM Aufnahmen die Vermutung, dass EGCG
zwar die Aggregation nicht verhindert, das entstandene Prizipitat jedoch amorph ist und keine

fibrillenartigen Uberstrukturen bildet.

3.4.4 Einfluss der N-terminalen Sequenz auf die Bindung von EGCG

Fiir den Aggregationsprozess der Prion Proteine geht man, wie bereits in 3.3 beschrieben,
zum jetzigen Zeitpunkt im Allgemeinen davon aus, dass die Aminoséurereste von 90-133 eine
entscheidende Rolle spielen. So wurde von Ball et al. ''* bereits bei der Charakterisierung

eines synthetischen Prions welches aus nur 106 Resten bestand, die Notwendigkeit der Region

von 89-140 beschrieben.
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Abb. 75: Schematische Darstellung der Sekundérstrukturelemente des verwendeten rPrPs

Des Weiteren konnte ebenfalls bereits gezeigt werden, dass fiir die Konversion des murinen
Prion Proteins von mPrP® zu mPrP* in N2a-Zellen die palindromische hydrophobe Sequenz
112-AGAAAAGA-119 erforderlich ist '''. In Analogie zu diesen Ergebnissen soll nun
untersucht werden, ob eine Deletion von A90-133 (siche Abb. 75) ebenfalls einen Einfluss auf
die Bindung von EGCG zu dem erhaltenen rPrP Fragment aufweist. Zu diesem Zweck wurde,
das bereits fiir die Semisynthese von N-terminal modifizierten rPrP verwendete, verkiirzte

Konstrukt hinsichtlich seiner Bindung an EGCG untersucht.

34.4.1 Untersuchung der strukturellen Anderung von rPrP(134-232) durch
Zugabe von EGCG

Zur Riickfaltung der N-terminale verkiirzten murinen Prion Variante rPrP(134-232) wurde
das Protein zundchst fiir 1,5 h in 6 M GdnHCl, 50 mM TrisHCI bei pH 8 mit dem
Redoxsystem 5 mM GSH und 0,5 mM GSSG inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Entfernung
des Chaotrops und der Reduktionsmittel durch Gelfiltration iiber Sephadex G25 Material
(Amersham) in Puffer mit 50 mM Tris-HCI, pH 7,5. Durch das entstandene N-terminale
Cystein besteht die Moglichkeit der schnellen Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken,
welche die mdgliche Interaktion mit EGCG stéren konnten. Zu diesem Zweck wurde bei der
in Abb. 76 A dargestellten SDS/PAGE auf den Zusatz eines Reduktionsmittels im SDS-
Probenpuffer verzichtet, dadurch konnen evtl. entstandene Dimere detektiert werden. Ferner
wurde das erhaltene Protein beziiglich seiner Sekundérstruktur CD-spektroskopisch

untersucht.
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Abb. 76: A) SDS/PAGE des gefalteten PrP(134-232) in Spur 1 ohne Zusatz von Reduktionsmitteln mit

M ist der LMW-Marker von Biorad bezeichnet.
B) CD-Spektrum des gefaltenen rPrP(134-232) in 50 mM Tris-HCI

In der dargestellten SDS/PAGE (Abb. 76 A) tritt lediglich eine Proteinbande mit dem
apparenten Molekulargewicht von ~ 14 kDa auf. Daraus kann geschlossen werden, dass unter
den gewidhlten Bedingungen das Protein {iberwiegend Monomer vorliegt. Die
Sekundarstruktur des Proteinfragmentes unterscheidet sich von der des rPrP(90-232)
hinsichtlich des Anteils a-helikaler Elemente. Die charakteristischen Minima bei 208 und 222
nm sind weniger ausgeprigt, was darauf schlieen ldsst, dass die Gesamtstruktur des Proteins
durch die N-terminale Deletion destabilisiert ist. Der Anteil an helikalen Strukturelementen
konnte unter Verwendung der Jasco Software zu ca. 25 % bestimmt werden.

Im Folgenden wurde, entsprechend zu den vorhergegangenen Versuchen, diese verkiirzte
Variante des Prion Protein mit EGCG inkubiert und der Einfluss der Substanz auf die
Sekundérstruktur des Proteins CD-spektroskopisch untersucht. Dazu wurde das Protein wie
bereits beschrieben gefalten und auf eine Konzentration von 0,2 mg/ml mittels Ultrafiltration
aufkonzentriert. Als Kontrolle wurde rPrP(134-232) ohne Zugabe von EGCG unter den
gleichen Bedingungen inkubiert. Es wurden jeweils Proben nach 2 h und nach 24 h

untersucht.
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Abb. 77: A) CD-Spektren des mit 5 dq EGCG inkubierten rPrP(134-232). Dabei betrug die

Inkubationszeit 2 h (gestrichelte Linie) und 24 h (schwarze Linie). B) CD-Spektren des
rPrP(134-232). Dabei betrug die Lagerzeit bei RT 2 h (gestrichelte Linie) und 24 h (schwarze
Linie).

Das CD-Spektrum des mit EGCG inkubierten verkiirzten Prion Proteins weist eine
Verschiebung des Minimuns zu einer Wellenldnge von 220 nm und somit zu einer Erhdhung
des Anteils von B-Faltblatt (Abb. 77 A, gestrichelte Linie). Im Gegensatz zu rPrP(90-232)
wird das Proteinfragment jedoch durch EGCG nicht vollstandig denaturiert, sondern verbleibt
selbst nach einer Inkubationszeit von 24 h in der beschriebenen B-faltblattreichen Struktur
(Abb. 77 A, durchgezogene Linie). Im Vergleich mit der unbehandelten Probe des verkiirzten
rPrP(134-232) (Abb. 77 B) ist zu erkennen, dass das Protein auch ohne Zugabe von EGCG
seine Konformation zu einem hoheren Anteils an B-Faltblatt verschiebt. Ferner wurde die
zeitliche Abhingigkeit der molaren Elliptizitdt bei einer Wellenldnge von 222 nm detektiert.
Dazu wurden die gleichen Bedingungen wie bei rPrP(90-232) gewédhlt, um eine

Vergleichbarkeit der Daten zu gewihrleisten:
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Im Gegensatz zu rPrP(90-232) bleibt der Wert der molaren Elliptizitit nach Zugabe von 5 4q
EGCG zum N-terminal verkiirzten rPrP(134-232) {iber den beobachteten Zeitraum von 2 h
konstant. Aus den erhaltenen CD-spektroskopischen Untersuchungen, lésst sich folgern, dass
EGCQG spezifisch mit dem nativ gefaltenen rPrP(90-232) wechselwirkt und durch die Deletion

des N-Terminus um 44 Aminosduren diese Interaktion nicht mehr moglich ist.

3.4.4.3 Bindung von EGCG an rPrP(134-232)

Die Notwendigkeit der Aminosduren 90-133 fiir die Induktion einer konformationellen
Anderung des Prion Proteins wurde bereits durch die CD-spektroskopischen Untersuchungen
nachgewiesen. In Folgenden soll nun der Einfluss dieser Deletion auf die Affinitit von EGCG
zu dem Prion Protein Fragment durch isotherme Titrationskalorimetrie untersucht werden.
Dazu wird das Protein wie bereits beschrieben zuriickgehalten und mittels Ultrafiltration auf
31 uM aufkonzentriert und analog zu den Versuchen mit rPrP(90-232) mit einer 0,5 mM
Losung von EGCG in 8 pl Schritten titriert. Das Zeitinterval zwischen den einzelnen

Injektionen betrug 1400 sec. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit dem Software

Packet Origin-ITC.
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Abb. 79: A) ITC Messungen mit rPrP(134-232) und EGCG bei 37°C. Die Konzentration des Inhibitors in

der Spritze betrug 0,5 mM. EGCG wurde in Schritten von 8 pl zu einer 31 pM Ldsung von rPrP
titriert. Die Zeit zwischen den Injektionen betrug 1400 sec. B) Aus der Messung erhaltene

Parameter
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Unter Verwendung eines Models mit einem Bindungsereignis lassen sich aus der erhaltenen
Titration die in Abb. 79 dargestellten thermodynamischen Groflen entnehmen. Bei einer
Temperatur von 37°C lag die ermittelte Dissoziationskonstante bei 13,6 uM. Im Vergleich zu
130 nM fiir rPrP(90-232) war die Affinitdt von EGCG zu dem Prion Protein mit N-terminaler
Deletion um den Faktor 100 geringer.

Somit stimmen die Ergebnisse der ITC Messungen mit den CD-spektroskopischen Daten
dahingegen fliberein, dass fiir eine effektive Bindung von EGCG in vitro der strukturierte
Bereich des Prion Proteins, welcher iiber die Aminosduren 90-232 verfligt, erforderlich ist.
Zur Bestimmung der EGCG bindenden Aminoséduren sind weitere Studien unter Verwendung

von NMR Spektroskopie in Planung.
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4. Diskussion

4.1  Semisynthese von C-terminal lipidierten Proteinen

Die Herstellung von Proteinen mit posttranslationalen Modifikationen ist oft fiir den Erhalt
ihrer Funktionalitdt erforderlich. Die Expression von Proteinen aus Sdugetieren in
eukaryotischen Systemen gewihrleistet deren vollstindige Prozessierung und fiihrt zu aktiven
Proteinen. Jedoch sind die mit diesen Systemen erhaltenen Ausbeuten der oftmals zu gering
fiir eine vollstdndige biophysikalische Charakterisierung der Proteine. Im Gegensatz dazu
liefert die Verwendung prokaryotischer Systeme in der Regel ausreichende Proteinmengen,
weist jedoch den Nachteil auf, dass die keine posttranslationalen Modifikationen der Proteine
erfolgt. Da die Funktion der Proteine jedoch hdufig von ihren posttranslationalen
Modifikationen abhédngt ist auch diese Art der rekombinanten Proteinexpression nur
eingeschriankt anwendbar.

Eine weitere Moglichkeit zur Gewinnung von Proteinen stellt die chemische Proteinsynthese
dar. Dieser Ansatz weist den grolen Vorteil auf, dass neben natiirlich auftretenden
Modifikationen wie Phosphorylierung oder Lipidierung, auch die Inkorporation von
Reportermolekiilen, wie Fluoreszenz- oder ESR Sonden sowie einer Vielzahl anderer nicht
natiirlicher Modifikationen méglich ist.

Durch die Kombination der chemischen Proteinsynthese mit der rekombinanten
Proteinexpression unter Verwedung von Inteinen ist nun der Zugang zu posttranslational
modifizierten Proteinen beliebiger GroBe in guten Ausbeuten gewihrleistet ®'. Im Rahme der
vorliegenden Arbeit wurden zwei auf der Inteinchemie basierende Methoden zur C-
terminalen Lipidierung von Proteinen etabliert. Dabei fand zum einen die Expressed Protein
Ligation Verwendung und zum anderen der Prozess des Protein trans-Spleiflens. Ein
Schwerpunkt dieser Arbeit war die Etablierung einer Synthese von lipidierten murinen Prion
Protein Varianten mittels Protein trans-Spleilens, zu deren Charakterisierung. Zusétzlich
konnte an Hand dieser Methode eine generelle Strategie zur Immobilisierung von Proteinen

auf Nanopartikeln an Hand des Modellsystems eGFP entwickelt werden.
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4.1.1 Charakterisierung von lipidierten murinen Prion Protein Varianten

Zahlreiche Untersuchungen des Einflusses der posttranslationalen Modifikation des Prion
Proteins bei der Entstehung der TSEs wurden bereits durchgefiihrt. Neben der Rolle der
N-Glykosylierung stellt vor allen Dingen die Bedeutung der Membranverankerung eine
zentrale Fragestellung bei der Umwandlung von PrPC in seine pathogene PrP* Form dar.
Untersuchungen an transgenen Médusen, welche das Prion Protein in einer ankerfreien Form
(AGPI-PrP) exprimieren, haben gezeigt, dass die Ausbildung der klinischen Symptome einer
TSE Erkrankung bei diesen Tieren ausblieb *°. Wurde jedoch AGPI-PrP mit dem Wildtyp co-
exprimiert, fithrte dies zu einer erheblichen Beschleunigung des Krankheitsverlaufs. Von Cox
et al. angestellte Vermutungen gehen von einer erh6hten Expressionsrate des GPI-ankerfreien
PrP (AGPI-PrP) im Vergleich zum Wildtyp (wtPrP) aus. Das daraus gebildete PrP-res kann
nach Cox ebenfalls die wtPrP Konversion induzieren . Somit ist es zur Ausbildung einer
TSE erforderlich, dass zumindest ein Teil des PrPs eine Membransténdigkeit aufweisen muss.
Das Fehlen des Membranankers in den in E.coli exprimierten Prion Proteine erfordert die
Einfiihrung artifizieller Ankersysteme zur Aufkldrung des Einflusses dieser Lipidierung. Die
in der Literatur bereits beschriebenen Mdoglichkeiten zur Einbringung derartiger
Modifikationen beruhen auf der Bildung von Disulfidbriicken. Bei der von Eberl et al.
beschriebenen Methode findet eine Prion Variante Verwendung, welche iiber eine C-
terminale Verldngerung der Sequenz um einen Linker bestehend aus 5 Glycinresten und einen
Cysteinrest verfiigt. An dieses wird im Folgenden das bereits in Liposomen inkorporierte
Lipid PDP-DHPE [(N-((2-pyridyldithio)-propinyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine)] mit einer cysteinreaktiven Gruppe unter Ausbildung eines Thioesters
gekoppelt "°. Bei der zweiten Lipidierungsstrategie von Hicks et al. wird das C-terminale
Serin in ein Cystein mutiert, welches dann mit 3-(Hexadecane-1-sulfonyl)-2-(hexadecane-1-
sulfonylmethyl) propionic acid 2-[2-(2-[2-[2-(2-methanesulfonylsulfanylethoxy)ethoxy]
ethoxy}ethoxy)ethoxy] Ethyl Ester umgesetzt wurde °. Ein dhnlicher Ansatz wurde ebenfalls
von Breydo et al. beschrieben bei dem unter Verwendung von Maleiimidchemie eine
Mpyristoylverankerung des Prion Proteins durch die Reaktion mit einem an Position 230
eingefiihrten Cysteinrest erreicht wurde, diese beiden Strategien gewihrleisten die

Lipidierung iiber Ausbildung einer Disulfidbriicke ®.

Der offensichtliche Nachteil der
beschriebenen Methoden besteht darin, dass eine korrekte Ausbildung der Disulfidbriicke des
Prion Proteins zwischen den Cysteinresten C179 und C214 gewihrleistet sein muss, da die

Markierung aller Cysteine statistisch erfolgen wiirde.
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Zur Umgehung der Problematik einer moglichen mehrfachen Markierung der Proteine wurde
eine neue allgemeine Methode zur Einfithrung von Lipidmodifikationen in das Prion Protein
unter Verwendung der EPL etabliert. Diese Reaktion toleriert interne Cysteine der Proteine.
Dennoch erfordert sie zur Ausbildung einer reaktiveren Thioesterspezies den Zusatz eines
Thioliiberschusses zur Beschleunigung der Ligation. Diese Bedingungen fithren zur
Reduktion der Disulfidbriicke des Proteins, so dass sie nicht zur Darstellung lipidierter PrP®
Varianten geeignet ist. Ferner kann die lange Lagerung des Proteins in harnstofthaltigen
Puffern, welche der Solubilisierung des Proteins dienen, zur unerwiinschten Carbamoylierung
fiihren, welche einen Einfluss auf die Aggregationseigenschaften des Proteins haben kann 2.

Eine Moglichkeit der Semisynthese unter chaotrop-freien Bedingungen bietet der Prozess des
Protein trans-Spleilens, bei dem Inteine in zwei oder mehr Teile getrennt werden, welche
nach Kombination wieder ein funktionelles Spleilelement bilden. Dieser Prozess eignet sich
somit, neben der in vitro Anwendung, ebenfalls zu Semisynthese von lipiderten Proteinen in
vivo. Sowohl die klassische EPL, als auch das Protein trans-Spleifien liefert im Rahmen dieser
Arbeit Ausbeuten der lipidierten Prion Protein Varianten von ~10 % bezogen auf die Menge
an heterolog in E.coli exprimierten Ausgangsprotein.

Zur Effizienzsteigerung des Protein trans-Spleilens war der Zusatz geringer Mengen
reduzierender Agenzien wie DTT, TCEP oder MesNa in Konzentrationen von 5 bis 10 mM
erforderlich. Unter diesen, lediglich leicht reduzierenden Bedingungen, bleibt die
intramolekulare Disulfidbriicke, welche von den beiden Helices B und C abgeschirmt wird,
vermutlich intakt, da keine Anderung der Struktur mittels CD-Spektroskopie beobachtet
werden konnte. Die zum Teil oxidativen Bedingungen wéhrend der Aufreinigung kdnnen zur
Bildung intermolekularer Disulfidbriicken zwischen den Proteinen fiihren. Da es fiir den
Mechanismus des Protein trans-Spleiflens jedoch notwendig ist, dass die beteiligten Cysteine
von Extein und Intein in ihrer reduzierten Form vorliegen, ist es anzunehmen, dass die
Zugabe eines Reduktionsmittels das Intein in seiner aktiven Form stabilisiert '. Diese
Beobachtung deckt sich mit denen von Giriat et al. *°, bei denen die Semisynthese unter
Verwendung des Splitinteins DnaE in vitro ebenfalls den Zusatz von DTT erforderte. Fiir in
vivo Anwendungen konnen die reduzierenden Bedingungen im Cytoplasma eine Reduktion
des Extein Cysteins bewirken.

Nach Optimierung der Bedingungen des trans-Spleilens zur Darstellung der lipidierten
rPrP™™ Varianten konnte deren Darstellung unter chaotropfreien Bedingungen und
Verwendung nicht ionischer Detergenzien durchgefiihrt werden. Die Detergenzien

solubilisieren das in wissrigen Puffern ansonsten kaum l16sliche lipidierte C-terminale
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Inteinsegment und gewéhrleisten somit die Loslichkeit der funktionellen Domine. Eine
weitere Zunahme der Effizienz des Prozesses um ca. 50 % konnte durch die Verwendung von
DOPC Liposomen erreicht werden. Dabei findet die Trans-Spleilen Reaktion an der
AuBenseite der Vesikel mit dem zuvor inkorporierten DnaE“-Palm Segment statt. Vermutlich
wird durch diese Membranlokalisation der ansonsten aggregationsanfillige Komplex der
beiden Segmente in Losung stabiliert.

Die Tendenz der o—3 Umwandlung und Aggregation des lipidierten Proteins wurde zuerst in
in vitro Aggregationsassays untersucht. Dabei wurde zum einen die Bildung von Proteinase K
resistentem rPrP-res untersucht und zum anderen die Kinetik der Fibrillogenese mit Hilfe der
Thioflavin T (ThT) Fluoreszenz beobachtet. Die aus den beiden Untersuchungen gewonnenen

Palm \'m einen Faktor von 5

Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die Aggregation von rPrP
bis 6 in Gegenwart von Lipiden verlangsamt. Fiihrt man die Reaktion von rPrPPalm in
Abwesenheit von SUVs durch, zeigt das Protein ein zum nicht modifizierten PrP analoges
Aggregationsverhalten. Die Inkorporation in Membranen hat demnach eine Stabilisierung des
rPrP™™ zur Folge. Auf die Fibrillogenese des nicht modifizierten Prion Proteins hatte der
Zusatz von Liposomen keinerlei Einfluss.

Die erhaltenen Aggregate wurden des Weiteren mittels AFM analysiert. Dabei zeigte sich,
dass im Fall des lipidierten rPrP die ausgebildeten fibrilldren Strukturen sich deutlich von
denen des unmodifizierten Proteins unterschieden. Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Fibrillen des rPrP hatten eine Hohe von 1,5 bis 2,5 nm, im Gegensatz dazu wiesen die rPrpfam
Fibrillen lediglich eine Hohe von 1 bis 1,5 nm, ferner sind in der Aufnahme auch eine
Vielzahl von kleinen Partikeln mit einer Hohe von 0,5 nm zu erkennen. Nach neueren
Erkenntnissen ist nicht auszuschlieen, dass gerade die kleinen Aggregate eine hdhere
Infektiositit aufweisen **. Was einen direkten Einfluss der Membranverankerung auf die
Bildung dieser hochinfektidsen Partikel in vivo unterstiitzen wiirde.

Zusammenfassed ldsst sich schlieen, dass die Membranverankerung das lipidierte Protein in
seiner 16slichen Form stabilisiert. Als Folge dessen ist das Protein selbst nach Zugabe von
Chaotropen weniger anfillig fiir die Aggregation. Von Baron et al. durchgefiihrte Studien mit
aus Fibroblasten isolierten, vollstindig posttranslational modifizierten Prionen weisen jedoch
auf einen protektiven Effekt der Membranlokalisation hin *'. Dabei wurde in einem zellfreien
Konversionsassay natives, GPI-verankertes PrP“ an Sphingolipid und Cholesterol-reiche
Liposomen (SCRL) gebunden und durch die Zugabe von PrP* aus dem Homogenisat von
Hamster Nervengewebe die Umfaltung induziert. Dabei war keinerlei Ausbildung von

Proteinase K resistentem Material zu beobachten. Erst nach Entfernung des GPI Ankers vom
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Protein durch die Zugabe von PI-PLC (Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C)
wurde eine Zunahme von PrP-res detektiert. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den
durchgefiihrten Konversionsreaktionen mit rPrP™™, bei der sich die Bildung PK resistenter
Aggregate durch die Insertion des lipidierten Proteins in DOPC Liposomen ebenfalls
erheblich verlangsamte und somit ebenfalls ein protektiver Effekt der Membranverankerung
zu erkennen war. Es ist zu vermuten, dass die verminderte Diffusionsgeschwindigkeit des
Proteins in den DOPC Vesikeln die Konversionsgeschwindigkeit, durch eine geringere
Wahrscheinlichkeit der Wechselwirkung zweier PrP Molekiile, herabbsetzt. Im Widerspruch
dazu stehen die von Eberl et al. Durchgefiihrten Studien. Bei dem von ihm verwendeten PrP-
SS-PDHPE-Konstrukt war kein Effekt auf das Aggregationsverhalten auf Grund der
Membranverankerung zu beobachten. Im Gegensatz zu dem hier untersuchten System wurde
von Eberl et al. jedoch das Prion Protein mit der unstrukturierten N-terminalen Doméne (AS
23-232) verwendet. Da ein Einfluss dieses Segments unter Umstéinden auch eine Anderung
des Aggregationsverhaltens bewirkt, ist eine direkter Vergleich der beiden unterschiedlichen
Konstrukte nur bedingt mdglich '*.

Die Grundlage der bisher diskutierten Untersuchungen der PrP Konversion beruhten auf in
vitro Studien. Neben dem Einfluss der Membrananbindung des Prion Proteins auf den Verlauf
TSE Erkrankungen, wird ebenfalls die Lipidkomposition und Ladung der jeweiligen
Membran als Einflussfaktor diskutiert. Dabei geht man davon aus, dass PrP in vivo in
geordnete, Sphingomyelin und Cholesterol-reiche Bereiche der Membran segregiert. Zu
diesem Schluss kam man auf Grund von Extraktionsexperimenten von FRT (Fischer rat
thyroid) Zellen, bei denen PrP in DRMs (Detergent Resistent Membranes), welche reich an
Sphingomyelin und Cholesterol sind, detektiert werden '"°. Es wird vermutet, dass die Ladung
der dort enthaltenen Lipide eine Konversion des Proteins in eine B-Faltblatt reiche Struktur
begiinstigt. Untersuchungen mit nicht verankertem PrP haben gezeigt, dass das Protein mit
negativ geladenen Lipiden interagiert und dadurch ferner eine strukturelle Verdnderung des
Prion Protein zu beobachten ist.

In jiingsten Untersuchungen ist eine Begiinstigung der PrP* Bildung durch Zugabe negative
geladener Substanzen bei der bereits in der Einleitung beschriebenen PMCA detektiert
worden **. In der von Sanghera et al. ' veroffentlichten Studie wurde die Bindung des nicht
posttranslational modifizierten syrischen Hamster Prion Proteins SHaPrP(90-231) sowohl zu
negativ geladenen, zwitterionischen und raftdhnlichen Membranen untersucht. Dabei zeigt
sich, dass PrP an negativ geladene und raft-Membranen jedoch nicht an zwitterionische

bindet. Die Affinitit zu negativ geladenen Membranen beruht auf elektrostatischen und
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hydrophoben Protein-Lipid Interaktionen. Durch diese Wechselwirkung erhoht sich der [3-
Faltblatt Anteil des Proteins, welches die Integritit der Lipid-Doppelschicht zerstort. Im
Gegensatz dazu beruht die Insertion des Proteins in raft-Membranen lediglich auf
hydrophoben Wechselwirkungen und stabilisiert PrP in seiner a-helikalen Form. Die im
Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse stimmen mit diesen Beobachtungen iiberein. Es
war keinerlei Bindung des nicht lipidierten Prion Proteins an die zwitterionischen DOPC

Liposomen zu erkennen, wohingegen rPrP™™

in dem durchgefiihrten Sucrose-Gradienten
ausschlieflich mit den SUVs colokalisierte. Ferner konnte diese Membranverankerung durch
die zwischen Protein und Anker eingefiihrt Proteaseschnittstelle wieder vollstindig gelost
werden. Daraus, sowie aus den mittels CD-Spektroskopie erhaltenen strukturellen Daten,
kann gefolgert werden, dass durch die Insertion in die zwitterionischen DOPC Liposomen
keine strukturelle Anderung im Protein induziert wird, sondern dieses in seiner nativen Form
stabilisiert wird. Weiteren Aufschluss iiber die 3D-Struktur des rPrP*™™s in der
membrangebundenen Form konnen mittels NMR und ATR erlangt werden. Ferner konnte
keine Destabilisierung der SUVs durch das Protein detektiert werden. Nach Auftrennung des
SUV Proteingemisches in einem Sucrose-Gradienten wurde eine homogene SUV Population
in Gegenwart des lipidierten Proteins mittels DLS, zur Bestimmung des hydrodynamischen
Radius der Liposomen, detektiert. Das beobachtete Migrationsverhalten des nicht lipidierten
PrPs ist identisch mit den von Wang et al. ''” erhaltenen Ergebnissen unter Verwendung von
POPC.

Nach der spezifischen Inkorporation des rPrP™™ in artifizielle Model Membranen und
Analyse der Aggregationseigenschaften in vitro, wurde im Folgenden die Bindung des
Proteins an die Membran von murinen Neuroblastom Zellen in vivo getestet. Untersuchungen
rekombinanter Prion Proteine haben gezeigt, dass eine Erhdhung der lonenstirke eine
Destabilisierung des Proteins durch eine Stérung der intramolekularen Salzbriicken des
Proteins bewirkt. Unter physiologischen Bedingungen wird demnach eine Konversion von
PrP nach PrP* begiinstigt. Der Einsatz von Detergenzien oder Vesikeln ermdglichte die
Darstellung von 16slichen lipidierten Prion Proteinen auch wunter physiologischen
Bedingungen mit einer NaCl Konzentration von 150 mM und einem pH von 7,5. Durch die
Inkorporation in Liposomen oder auch in Detergenzmizellen wird das Protein nach den
vorliegenden Ergebnissen auch unter physiologischen Bedingungen in seiner nativen Form
stabilisiert, was cinen Transfer des o-helikalen Proteins auf Membranen in Zellkultur

basierten Untersuchungen ermdglicht.
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Dieser Transfer von rPrP™

aus seiner kiinstlichen Liposomenumgebung auf die Auflenseite
der Membran lebender Zellen erwies sich zunéchst als problematisch. Die Verwendung
solubilisierender Detergenzien in geringen Konzentrationen, wie DDM, OG oder auch NP-40
fiihrte nach einer maximalen Uberlebensdauer von 4 h zur Lyse der Zellen. Damit kénnen
unter Verwendung von Detergenzien keine weiteren Studien, wie die induzierte Konversion
des PrP™™ auf der Oberfliche der Zellen, stattfinden. Als nédchstes wurde der Transfer mit

Pal . . .
&M untersucht. Dabei wurde keinerlei Transfer des

bereits in Liposomen rekonstituiertem rPrP
Proteins auf die Zellen detektiert. Es ist zu vermuten, dass die artifiziellen DOPC-Membranen
auf Grund von elektrostatischer AbstoBung nicht zur Fusion mit der Zellmembran tendieren
und somit kein Transfer stattfand. Ferner ist die Verankerung des zweifach lipidierten
Proteins mit der Membran so stabil dass die Proteine nicht aus ihrer Lipidumgebung
austreten.

Unter Verwendung des kationischen Protein-Transfektionsreagenzes Pro-Ject (Pierce), konnte
schlieBlich rPrP™™ in ausreichenden Mengen auf die Oberfliche der N2a-Zellen iibertragen
werden. Der Transfer des Proteins wird dabei durch die elektrostatische Anziehung der
verwendeten kationischen Liposomen mit der tiberwiegend negativ geladenen Zellmembran
erreicht. Eine Prizipitation des rPrP™™ auf der Oberfliche der Zellen konnte durch indirekte
Immunofluoreszenz ausgeschlossen werden, da eine analoge Lokalisation des lipidierten
Proteins mit vollstindig posttranslational modifiziertem PrP auf der Zellmembran beobachtet

68

wurde. Diese, auch von Hicks et al. verwendete, Methode erlaubt jedoch keine

Unterscheidung zwischen aggregiertem Material und in die Membran insertiertem rPrP™™,
Aus diesem Grund wurden im Weiteren Membranextraktionsexperimente durchgefiihrt. Die
Zellen wurden dazu mit Triton-X100 und DOC lysiert. Dieses Detergenzgemisch erlaubt es
zwischen Aggregaten und membraninsertiertem Material zu unterscheiden ''*. Durch die
Westernblotting Analyse der erhaltenen Membranextrakte konnte gezeigt werden, dass
rPrP™™ in einer 16slichen Form an der Zellmembran der N2a Zellen lokalisiert ist. Um
weitere Informationen iiber die Lokalisation der lipidierten Prionen in der Membran zu
erhalten, wurden mit den erhaltenen Extrakten Flotationsuntersuchungen vorgenommen. Die
Analyse des dazu eingesetzten Sucrose-Stufen-Gradientens ermoglicht die Unterscheidung
zwischen geordneten Microdomidnen der Membran und unstrukturierten Bereichen. Die
Auswertung ergab, dass sich das Flotationsverhalten von tPrP™™ von dem des nativen,
vollstindig posttranslational modifizierten PrP® unterscheidet. Wo PrP¢ in dem Gradienten

Palm

bis zur Deckschicht aufschwimmt, verbleibt rPrP in der Mitte des Gradientens. Dieses

Verhalten ldsst vermuten, dass die beiden Proteine in unterschiedliche Bereiche der
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Zellmembran segregieren, was unter Umstinden auf die Unterschiede in der Verankerung
zuriickzufiihren ist. PrP insertiert mit seinem nativen GPI Anker in die AuBenseite der
Plasmamembran, wohingegen die Bindung von rPrP™™ durch zwei Palmitoylreste
gewihrleistet ist. Obwohl diese beiden Arten der Membranverankerung von Proteinen die
gleiche Priferenz zu geordneten Membranbereichen ausweisen °*, befindet sich an dem
artifiziellen System ferner der PEG Solubilisierungstag. Diese Modifikation verringert unter
Umstdnden die Tendenz des Proteins in die strukturierten Mikrodoménen der Membran zu
segregieren. Um in weiteren Studien die gleiche Lokalisation des Proteins zu gewéhrleisten,
ist eine Einfithrung anderer Ankersysteme notwendig. Dazu wurde zum einen bereits ein
Peptid synthetisiert, bei dem die Entfernung des Solubilisierungstag durch Inkubation mit der
TEV-Protease moglich ist.

A
H-CKGENLYFQS’(AAI‘J(K—PPO;-A

Palm Palm

Abb. 80: A) Sequenz des verwendeten palmitoylierten Peptids zur C-terminalen Modifikation,
in grau unterlegt ist die Erkennungssequenz des TEV-Protease; B) Synthetischer GPI-
Anker; C) natirlicher GPI-Anker

Ferner ist im weiteren Verlauf dieses Projektes die Verankerung des Prion Proteins mit einem
synthetisch dargestellten, natiirlichen GPI Anker anstellte eines artifiziellen lipidierten
Peptides (Abb. 80 A) angestrebt. Dies wire ein bedeutender Vorteil bei der Untersuchung des
Einflusses dieser posttranslationalen Modifikation. In Planung ist die Darstellung
lipidverankerten Prion Protein mit der in Abb. 80 B gezeigten einfach lipidierten
synthetischen GPI-Anker Variante. Im Vergleich zum natiirlichen (Abb. 80 C) ist das
Ethanolamin der ersten Mannoseeinheit mit einem Cystein modifiziert, was eine Kopplung an

das PrP mittels EPL ermoglicht.
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4.1.2 Immobilisierung von eGFP auf lipidierten Nanopartikeln

An Hand der zuvor etablierten Methode zur Lipidierung der Prion Proteins, wurde eine
generelle anwendbare Strategie zur Immobilisierung von Proteinen auf Oberfldchen
entwickelt. Durch diese Methode soll eine biophysikalische Charakterisierung sowie
Aufreinigung von membranverankerten Proteinen erleichtert werden. Zu diesem Zweck
wurde in der vorliegenden Arbeit an Hand eines Modelsystems das griinfluoreszierende
Protein eGFP durch den semisynthetischen Prozess des Protein trans-Spleilens kovalent
palmitoyliert und auf lipidierten SiOx-Nanopartikeln immobilisiert '®°.

Analog zu den Ergebnissen fiir das murinen Prion Proteins war auch hier der Zusatz geringer
Mengen von reduzierenden Agenzien zur Generierung eines aktiven Protein-Spleill Elements
notwendig. Die Affinitit des rekombinanten eGFP-DnaE" und des synthetischen DnaE“-Palm
zueinander mittels isothermer Titrationskalorimetrie bestimmt. Dabei wies das Verhéltnis von
eGFP-DnaEN zu DnaE®-4 eine Stéchiometrie von 1 : 1 mit einem Dissoziationskonstante Kp
von 3,5 uM auf. Die hier bestimmte Konstante weicht um einen Faktor von 84 von den in der
Literatur beschriebenen Kp-Werten von 42 nM ab **''°. Die Beobachtung lisst sich damit
erkliren, dass das verwendete C-terminale Fragment des DnaE Splitinteins im Vergleich zu
den Daten von Martin et al. eine Deletion der drei flankierenden Aminosduren CFN, welche
aus dem urspriinglichen Exteins stammen, aufwies. Zwar war in vorhergehenden
Unterscuhungen kein Einfluss auf die Kinetik der Reaktion zu beobachten ', jedoch konnten
die Aminoséuren einen stabilisierenden Einfluss auf die Konformation von DnaE" haben und
dessen Affinitdt zur N-terminalen Doméne erhohen. Es ist nicht auszuschlie3en, dass nach der
synthetischen Darstellung des C-terminalen Segmentes keine vollstindige Generierung der
Aktivitit erzielt werden konnte. Zwar ist dieses nach RP-HPLC chromatographischer
Aufreinigung in wéssrigen Puffern 16slich, jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
eingenommene Konformation nicht der nativen entspricht. Ein Verlust der Aktivitidt wird
unter Umstidnden durch die Deletion der flankierenden Aminosiuren noch begiinstigt.

Die Darstellung und Charakterisierung von eGFP™™

erfolgte analog zu den Experimenten des
lipidierten Prion Proteins. In den durchgefiihrten Untersuchungen des Einflusses
verschiedener Detergenzien auf das Protein trans-Spleiflen zeigte sich, dass die C-terminale
Lipidierung von eGFP auch in Abwesenheit solubilisierender Agenzien nicht zur Prézipitation
des Proteins fiihrt. Durch den Zusatz von nicht ionischen Detergenzien (OG, DDM) konnten
die erzielten trans-Spleilen Ausbeuten nicht weiter gesteigert werden, wohingegen die

denaturierende Wirkung von CTAB und DPC eine Reaktion vollstindig inhibitiert. Die
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Loslichkeit des eGFP wird durch die Einfiihrung der beiden Palmitoylreste nicht
beeintrachtigt. Die Auswertung des Sucrose-Gradientens zeigte jedoch ebenfalls eine Co-
Lokalisation des palmitoylierten eGFP mit den DOPC SUVs, wohingegen eGFP-DnaE™ nicht
in den Gradienten migriert. Somit ist eine stabile Assoziation des lipidierten eGFP trotz seiner
hohen Loslichkeit auch in Lipid freier Umgebung mit den artifiziellen Membranen
sichergestellt.

Zur Immobiliserung dieser lipidierten eGFP Variante wurden im Folgenden SiOx-
Nanopartikel verwendet. Die Bildung einer Lipid-Doppelschicht auf diesen Partikeln wurde
durch die Inkubation mit DOPC Vesikeln gewéhrleistet. Um eine quantitative Verankerung
der Proteine sicherzustellen, wurden die Partikel im Uberschuss eingesetzt. Eine
unspezifische Interaktion des Proteins mit den Nanopartikeln konnte ausgeschlossen werden.
In Analogie zu den lipidierten Prion Proteinen befindet sich auch im Fall der eGFP™'™ die
Erkennungssequenz der TEV-Protease zwischen Protein und Lipidanker.

Nach Inkubation der mit eGFP™™ beladenen Partikel mit der Protease lies sich das
immobilisierte Protein zu 50% wieder von dem Anker 16sen. Der unvollstindige
Proteaseverdau ist vermutlich auf die rdumliche Ndhe der Erkennungssequenz zu den
Nanopartikeln zuriickzufiihren. Dies bewirkt vermutlich eine verminderte Zuginglichkeit der
TEV-Protease. Ferner lieB sich das lipidierte eGFP auf die Membran lebender Zellen durch
die Inkubation der Zellen mit in DOPC SUVs rekonstituierten eGFP™™ erzielen. Im
Gegensatz dazu wurden die Zellen durch Zugabe von eGFP-DnaE" nicht unspezifisch
markiert. Die bei rPrP™™ beobachtete Abhingigkeit von der Lipidkomposition auf die
Transfektionseffizienz wurde hier nicht detektiert. Wohingegen fiir das murine Prion Protein
bekannt ist, dass die Lipidumgebung groBlen Einfluss auf die Stabilitdt und Interaktion des

. . 29,117,120,121
Proteins mit den Membranen hat =" "<

, ist fiir die lipidierte eGFP Variante kein Einfluss
dieser Art zu erkennen. Vor dem Hintergrund, dass eGFP ein 16sliches Protein ist und somit
eine Membranverankerung artifiziell ist, war eine spezifische Interaktion mit den verwendeten
Lipiden nicht zu erwarten.

Ziel dieser Art der Immobilisierung auf Nanopartikeln die Etablierung einer variablen
Methode zur selektiven Verankerung lipidierter Proteine auf Oberflichen. Zu diesem Zweck
wurde im Folgenden zunéchst das palmitoylierte C-terminale Segment des verwendeten DnaE
Splitinteins auf den lipidierten Partikeln immobilisiert. Nach Zugabe eines Protein-DnaE™
Fusionsproteins kommt es zum trans-Spleilen, was zu einer kovalenten Verkniipfung des
Proteins mit den Lipidankern und somit zur Immobilisierung dieses auf den Partikeln fiihrt

22 Die Analyse des zeitlichen Verlaufs von trans-SpleiBen und Immobilisierung zeigt, dass
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nach 3 h keine weitere Zunahme des Produkts auf den Partikeln zu detektieren ist, da
vermutlich nicht 100% der Inteinfusionsproteine in ihrer aktiven Form vorlagen und somit
kein quantitativer Umsatz erreicht werden konnte. Die Untersuchung der erhaltenen
Nanopartikel mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zeigte eine deutliche eGFP
spezifische Fluoreszenz. Daraus kann man schlieen, dass die Verwendung von Split-Inteinen
eine schonende Methode darstellt Proteine auf Oberflichen funktionell zu immobilisieren.
Bisherige Ansétze zur Immobilisierung von Proteinen auf hydrophoben Oberflichen setzten
eine Modifikation der Proteine oder die Existenz einer transmembranen Doméine vorraus
123,124

Im Vergleich zu diesen Methoden muss bei der hier beschriebenen das zu

immoblisierende Protein in Fusion mit dem Intein-Segment exprimiert werden.

4.1.3 N-terminale Fluoreszenzmarkierung des murinen Prion Proteins

Die Verwendung semisynthetischer Strategien zur Inkorporation von Modifikationen in
Proteine ist nicht auf den C-Terminus des Proteins beschrénkt. Die Darstellung N-terminaler
Peptide mit C-terminalen Thioestern mittels Festphasensynthese ist sowohl unter Verwendung
der Fmoc- als auch der Boc-Chemie etabliert '*°. Die Generierung rekombinanter Proteine mit

126
. Zum anderen

N-terminalen Cysteinen kann zum einen Intein vermittelt erreicht werden
ermoglichen Proteasen, welche spezifisch nach einer Erkennungssequenz schneiden, die
spezifische Generierung von N-terminalen Cysteinen. Beispiele flir derartige Proteasen sind
Thrombin, Faktor Xa und die TEV-Protease 125127 - Auf diese Art lassen sich N-terminal

Reportermolekiile in Proteine beliebiger GroBe einfithren '*°.

Durch die Einfiihrung
umgebungssensitiver Fluorophore in den N-Terminus des Prion Proteins kann dessen o—f3
Konversion fluoreszenzspektroskopisch untersucht werden. Die strukturierte C-terminale
Domine des Prion Protein, welcher nach Nomenklatur fiir das murine PrP die Aminosduren
90 bis 232 umfasst, besteht aus drei a-Helices von denen B und C durch eine Disulfidbriicke
stabilisiert sind und einem kurzen zwei stringigem [-Faltblatt. Aufgrund von
hochauflosenden EM Abbildungen, NMR Untersuchungen und molekulardynamischen
Simulationen wird davon ausgegangen, dass der N-terminale Bereich um die erste Helix und
das B-Faltblatt die groBten strukturellen Verinderungen bei der Konversion in PrP*
durchlduft ***'**, Wihrend der Konversion sollte sich bei korrekter Inkorporationsstelle des

Fluoreszenzmarkers die Umgebungspolaritiit in diesem Bereich #ndern. Diese Anderung kann

zum einen eine Verschiebung des Emissionsspektrums und der Fluoreszenzintensitit zur

Seite 121



Diskussion

Folge haben. Zum anderen nimmt, durch die induzierte Aggregation des Proteins, die GrofBe
der Partikel zu, was eine Verfolgung des Prozesses mittels Anisotropie ermdglicht. Die
Semisynthese des Prion Proteins konnte unter denaturierenden Bedingungen mit Ausbeuten
von bis zu 70% durchgefiihrt werden. Auf Grund dhnlicher Elutionseigenschaften lieen sich
weder das N-terminale Peptid noch der C-terminale NCysPrP(134-232) mittels RP-HPLC
selbst unter Variation von Sdulenmaterial sowie Pufferbedingungen und Temperatur nicht
vom Produkt trennen. Aus diesem Grund erfolgte die Aufreinigung iiber die bei
GroBenunterschieden von 5 kDa recht ineffiziente Methode der GrdéBenausschluss-
chromatographie. Dabei konnten zwar gute Reinheiten von > 90 % erreicht werden, jedoch
betrugen die Verluste durch den geringen Unterschied im Molekulargewicht bis zu 70 %. Die
Darstellung groBerer Mengen des semisynthetischen Prion Proteins ist somit durch den letzten
Aufreinigungsschritt limitiert und bendtigt weitere Optimierung. Ein Ansatz ist die
Einflihrung eines N-terminalen Affinitétstags und einer Proteaseschnittstelle in PrP(90-133).
Im Folgenden wurde nun versucht Fluorophore mittels SPPS an unterschiedliche Positionen
der N-terminalen PrP Segments einzufiihren. Diese Synthesen konnten jedoch bis zum
jetzigen Zeitpunkt nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Eine Erkldrung dafiir liefert die

ausgeprigte Hydrophobizitit des Prion Peptids '

. In diesem N-terminalen Fragment
befindet sich der sogenannte hydrophobe Kern, welcher in in vitro Aggregtionsassays eine
ausgepragte Tendenz zur Fibrillogenese aufweist. Eine Einfiihrung nicht natiirlicher
Aminosduren in dieses aggregationsanfillige Segment des Prion Proteins erhoht unter
Unstdnden dessen Hydrophobizitit und fiihrt bereits wihrend der Festphasenpeptidsynthese
zur Ausbildung von Sekundérstrukturen am Harz. Diese lassen sich auch durch die Inkubation
mit TFA zur N-terminalen Entschiitzung nach der Boc-Synthese und der damit verbundenen
Protonierung des N-Terminus nicht mehr auflésen. Dadurch waren vermutlich die jeweiligen
N-terminalen Aminosiduren nur noch eingeschrinkt zugénglich, was zum Abbruch die
Synthese an diesen Stellen filihrte. Die Verfolgung der Boc-Strategie ist in der Regel bei der
Darstellung aggregationsanfélliger Peptide der Fmoc-Strategie iiberlegen. Jedoch wurden
auch unter Verwendung der Fmoc-Strategie inszwischen riickgratmodifizierende unnatiirliche
Bausteine, wie z.B. Pseudoproline, entwickelt, welche eine Synthese von Sequenzen, welche
zur Ausbildung von Sekundirstrukturelementen tendieren, ermdglichen konnen. Um initiale
Versuche zur Aggregation einer fluoreszenzmarkierten semisynthetischen PrP-Variante
durchfithren zu konnen, wurde der N-Terminus des PrP Segmentes von AS 90-133 mit dem

umgebungssensitiven Fluorophor NBD erfolgreich markiert und mit dem C-terminalen

Segment mit analogen Ausbeuten von bis zu 70% ligiert. Durch die bereits beschriebenen
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Isolationsprobleme konnten nach Durchfithrung eines etablierten Faltungsprotokolls * auf
Grund einer zu geringen Proteinmenge keine CD-Spektren zur Bestimmung der
Sekundérstruktur durchgefiihrt werden. Da jedoch mehrfach gezeigt wurde, dass unter den
von Riek et al. beschriebenen Bedingungen eine o-helikale Konformation eingenommen
wird, wurden erste Fluoreszenzspektren dieses Proteins aufgenommen. Dabei zeigt sich, dass
die NBD Emission der a-helikalen Form ein Maximum bei 536 nm liegt. Vergleicht man das
erhaltene Spektrum mit einem hydrophilen Referenzpeptid (H-CGK(NBD)GHHHHHH-OH)
101 erkennt man bereits hier eine deutlich bathochrome Verschiebung des Spektrums. Durch
Zugabe von Chaotrop, wodurch die Konversion des Prion Proteins in eine B-Faltblatt reiche
Struktur induziert wird, war keine signifikante Anderung des Emissionsspektrums zu
detektieren. Dies deutet darauf hin, dass die Markierung von AS 90 nicht zur Untersuchungen
der Konversion durch Beobachtung des Emissionsmaximums geeignet ist, da die Anderung
der  Polaritit  der  Fluorophorumgebung  wihrend der  Konversion  nicht
fluoreszenzspektroskopisch verfolgt werden kann. Dennoch sollte dieses Konstrukt zu
Anisotropieuntersuchungen geeignet sein. Hierbei wire die Wahl des Fluorophors unabhéngig

von seiner Umgebungssensitivitit.

4.2 Inhibitoren der Fibrillogenese

Die Identifikation von Inhibitoren der Fibrillogenese ist von zentralem Interesse bei der
Entwicklung von Therapeutika zur Behandlung von proteinkonformationellen Erkrankungen.
Dabei erwiesen sich Derivate der Gallussdure, nimlich (-)-Epigallocatechin Gallat (EGCG)
und (-)-Epichatechin Gallat (ECG) aus dem Extrakt von grilnem Tee in einer Studie von
Masuda et al. '*” als potente Inhibitoren der Fibrillogenese von Af, a-Synuclein und dem Tau
Protein identifiziert. Die daraus erhaltenen ICsy Werte lagen im unteren mikromolaren
Bereich. Dabei war die Wechselwirkung mit dem AB-Peptid im Vergleich zu den anderen
Proteinen ausgeprégter. Des Weiteren lag der ICsp-Wert von EGCG bei 2 uM wohingegen
ECG eine schwichere inhibitorische Wirkung aufwies (7 pM). Die offenbar spezifische
Interaktion dieser beiden Substanzen mit den drei untersuchten fibrillierenden Proteinen
macht diese, auch in Bezug auf eine Wechselwirkung mit anderen in Amyloidosen
involvierten Proteinen, interessant. Ferner sind weder EGCG noch ECG, auch in hohen
Konzentrationen von 200 puM, toxisch, was gerade bei der Erforschung potentieller

Therapeutika ein entscheidender Vorteil ist.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese zwei Substanzen auf ihre Wechselwirkung
mit dem rekombinanten murinen Prion Protein untersucht. Zur Charakterisierung der
Interaktion von EGCG und ECG mit dem rekombinanten PrP in vitro wurde dieses zundchst
in seine liberwiegend a-helikale Form gefalten. Der Ansatz zu diesen Untersuchungen beruht
auf Ergebnissen der Arbeitsgruppe Tatzelt (LMU, Miinchen), welche in zellbasierten Assays,
unter Verwendung von murinen Neuroblastomzellen, nach Zugabe von EGCG eine Reduktion
der detektierten Menge an PrP® aufwies. Untersuchungen von knock-out Méusen haben
gezeigt, dass eine Deletion von PrP keine Auffilligkeiten im Phénotyp bewirkt '*2. Somit
sollte eine Reduktion des PrP Niveaus keinen negativen Effekt auf die Uberlebensfihigkeit
der Zellen und damit des Systems haben. Die Auswirkungen der Reduktion von PrP® unter
Stress sind bis jetzt jedoch noch nicht geklart.

Zur Durchfiihrung von Bindungsstudien des nativen rPrP unter physiologischen Bedingungen
musste zundchst ein Riickfaltungsprotokoll etabliert werden, welches eine a-helikale Struktur
des Proteins auch unter leicht basischen Bedingungen von pH 7,5 gewéhrleistet. Die Faltung
der rekombinanten Prion Proteine unterschiedlicher mammalischer Spezies erfolgt
normalerweise in sauren Pufferbedingungen bei pH 5,5 ***°, durch die schnelle Entfernung
der solubilisierenden Chaotrope mittels Verdiinnen und anschlieBender Dialyse oder
Gelfiltration. Eine Abwandlung dieser Protokolle unter Verwendung von pH 7,5 fiihrte jedoch
zu erheblichen Proteinverlusten von bis zu 90 % wihrend des Dialyseschrittes. Dies konnte
durch den Zusatz von Faltungshelfern wie L-Arginin in dem ersten Verdiinnungsschritt
vermieden werden °*. Dabei ldsst sich vermuten, dass die Guanidin-Gruppe der Arginins eine
solubilisierende Wirkung auf das Protein hat und damit eine Prizipitation verhindert. Die so
erhaltene 16sliche und a-helikale rPrP Form war {iber 48 h bei Raumtemperatur stabil, was
ausreichend fiir die Durchfiihrung aller Tests war.

Die Analyse der Bindung von EGCG und ECG mittels isothermer Titrationskalorimetrie
ergab eine hochaffine Bindung von EGCG. Das biphasische Verhalten der aufgezeichneten
Titrationskurve, weist im ersten Schritt eine Stochiometrie von ~ 1 : 1 und einen Kp von ~ 0,1
uM auf. Die Bestimmung der genauen Anzahl der Stochiometrie des zweiten Schrittes kann
auf Grund der niedrigen Affinitit dieser Bindungstufe mittels ITC nicht genau bestimmt
werden. Im Gegensatz dazu ist keine Bindung von ECG an die zelluldre rPrP Form zu
beobachten. Die lange Aquilibrierungszeit des Systems nach erfolgter Injektion von EGCG
deutet darauf hin, dass EGCG zusitzlich zum Bindungserreignis noch eine konformationelle
Anderung des Proteins induziert. Dieser, im Vergleich zur Bindung eines Liganden in die

Bindungstasche eines Proteins, langsamer exothermer Prozess kann die lange
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Aquilibrierungszeit des Systems erkliren. Zur Bestitigung dieser Annahme wurden
strukturelle Untersuchungen des EGCG/rPrP-Komplexes mittels Circular Dichroismus
durchgefiihrt. Aus diesen Experimenten kann man entnehmen, dass die Zugabe von ECGC
eine vollstindige Entfaltung des Proteins bewirkt. Das ungefaltene Protein ist nach zwei
stiindiger Inkubationszeit immer noch 16slich und liegt monomer vor. Dieses Ergebnis ist mit
den Zellkulturdaten konsistent, da eine Entfaltung des Proteins nach Internalisierung eine
Erhohung der Proteasezugénglichkeit zur Folge hat und somit durch proteolytischen Abbau
der Anteil von PrP® in der Zelle verringert werden wiirde. Eine zeitaufgelste Analyse dieses
Entfaltungsprozesses lieferte Hinweise dafiir, dass nach Bindung von EGCG das Protein
zundchst ein [-faltblattreiches Intermediat durchlduft, welches im Folgenden in ein
Zufallsknduel iibergeht. Ein dhnliches Verhalten wurde auch bei der Untersuchung von
EGCG mit dem AB-Peptid beobachtet '®. Um zu iiberpriifen ob dieser Entfaltungsprozess,
analog zur Denaturierung mit z.B. Harnstoff, reversibel ist, wurde der Uberschuss an EGCG
mittels Gelfiltration entfernt. Das erhaltene CD-Spektrum des Proteins zeigt, dass keine
spontane Riickfaltung in eine o-helikale Form erfolgte. Eine genaue Strukturaufkldrung
dieses Intermediats mittels NMR war auf Grund der Instabilitit dieses bei den fiir NMR
benétigten Konzentrationen von 100 uM noch nicht mdglich. Diese hohen Konzentrationen
fithrten zur Prézipitation des PrP Zufallskniuels.

Die bisher in der Literatur beschriebenen Inhibitoren wurden bei Induktion der Fibrillogenese
der jeweiligen Proteine zugesetzt, um ihre Auswirkung auf die Fibrillogenese zu untersuchen.
Da diese bisherigen Studien lediglich die Wechselwirkung mit a-helikalem PrP beinhalteten,
wurden nun Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen EGCG und ECG bei Induktion der in
vitro Aggregation zugesetzt wurde. Dabei wurde, vermutlich bedingt durch die hohen
verwendeten Konzentrationen (50 pM), in allen Fillen eine Prézipitation des Proteins durch
die Induktion der Fibrillogenese mit geringen Chaotropkonzentrationen beobachtet. Die
Analyse der Aggregate durch Proteolyse mit Proteinase K ergab jedoch, dass die nach Zugabe
von EGCG gebildeten Aggregate immer noch eine hohe Sensitivitit gegeniiber PK aufwiesen.
Das entstandene Prizipitat nach ECG Inkubation wies dagegen lediglich einen geringeren
Anteil an PK resistentem Material im Vergleich zu nicht behandeltem Material auf. Eine
AFM Analyse der erhaltenen Aggregate zeigte, dass es nach Inkubation mit EGCG nicht zur
Fibrillenbildung kam, vielmehr wurde eine Vielzahl kleiner amorpher Aggregate detektiert.
Diese Ergebnisse sind ebenfalls konsistent mit den Zellkulturdaten. Neben den
Untersuchungen mit N2a Zellen wurden die analogen Versuche auch mit ScN2a, einer

Zelllinie, welche PrP> exprimiert, durchgefiihrt (miindl. Mitteilung J.Tatzelt). Auch hier ist
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eine konzentrationsabhingige Reduktion des PrP*-Levels nach Zugabe von EGCG zu
beobachten. Die Zugabe von EGCG zu in vitro, mit rekombinanten PrP gebildeten Fibrillen
hatte jedoch keinen Effekt auf die Menge des bereits gebildeten PrP™. Es ist also nicht
moglich bereits gebildete Aggregate durch die Zugabe von EGCG wieder aufzuldsen. Eine
mogliche Erklarung ist, dass die Bindungsstellen des EGCG sich im Inneren der Fibrillen
befinden und somit von einer Wechselwirkung mit EGCG abgeschirmt werden oder die
Bindungstelle nach der Umwandlung verloren geht.

Obwohl der genaue Prozess des Fibrillogenese bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
vollstindig verstanden ist, geht man im allgemeinen davon aus, dass die Formation fibrillarer
Strukturen ausgehend von der zelluldren Form des Protein iiber ein Intermediat entweder zu
amyloiden Ablagerungen oder andersartigen Prizipitaten fiihrt '**. Auf Grund der erhaltenen
Ergebnisse wurde ein Model (Abb. 81) der Interaktion von EGCG mit PrP® aufgestellt. Dabei
geht man davon aus, dass EGCG sowohl mit der nativen Struktur des rPrP als auch mit dem
partiell ungefaltenem B-faltblattreichen Intermediat, mit dem PrP® im Gleichgewicht vorliegt,
wechselwirkt und zur vollstindigen Denaturierung dieses fiihrt. Indizien fiir eine derartige
Interaktion stellt das biphasische Verhalten in der ITC dar. Wahrend der ersten stark
exothermen Phase der Bindung von EGCG an rPrP wird vermutlich die konformationelle
Anderung in das B-faltblattreiche Intermediat induziert, an dieses binden dann weitere EGCG
Molekiile und 16sen die verbliebenen Sekundirstrukturelemente auf. Dies wire im Einklang
mit der Beobachtung, dass die Zugabe von EGCG wihrend der in vitro Aggregations-
experimente ebenfalls die Ausbildung von Fibrillen verhindert. Durch den Einsatz geringer
Mengen an Chaotropen wird ein partiell ungefaltetes Intermediat gebildet, welches dann in
eine B-Faltblatt reiche Struktur iibergeht. Diese Zwischenstufe ist wahrscheinlich der des mit
EGCG gebildeten Intermediates dhnlich, so dass die Substanz binden kann, was zur Bildung

amorpher Aggregate fiihrt.
PiP* — PP
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e (3
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CoY PrP*——> PrP*"—222%% hagradation
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Abb. 81: Schema zur Wechselwirkung von EGCG mit dem murinen Prion Protein in vivo;
Dabei steht PrP¢ fiir die zellulire Form, PrP* fiir partiell ungefaltetes PrP, PrP**
vollstdndig denaturiertes PrP, PrP™ gegen PK resistentes Protein, PrP*" sensitiv gegen

Proteolyse.
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In weiteren Studien sollte die erste Bindungsstelle von EGCG aufgeklart werden. Da dies wie
bereits erwdhnt mittels NMR in Losung, auf Grund der Tendenz zur Aggregation des
EGCG/PrP Komplexes bei 100 uM, nicht moglich war, wurde zunéchst liberpriift ob die
Bindungsstelle innerhalb des Proteins eingegrenzt werden kann.

Wihrend im Allgemeinen davon ausgegangen wird, dass bei der Konversion die Helices B
und C nicht involviert sind, scheint die N-terminale Region des PrP(90-232) flexibler zu sein
und die groBten strukturellen Verdnderung in den entstandenen Fibrillen aufzuweisen.
Innerhalb dieser Region befindet sich ein hochkonservierter Bereich, welcher als toxisches
Peptid bezeichnet wird und die Aminoséuren 105-125 des murine Prion Proteins beinhaltet
B0 Dieses Peptid enthilt die palindromische Sequenz 112-AGAAAAGA-119, welche auch
als hydrophober Kern bezeichnet wird und innerhalb des toxischen Peptids das fibrillogene
Motiv darstellt. Dieses Motiv wurde bereits 1992 von Gasset et al. '** durch die Untersuchung
synthetischer Prion Protein Fragmente identifiziert. In spiter durchgefiihrten Untersuchungen
von Norstrom et al. ''! konnte gezeigt werden, dass durch eine Komplexbildung von PrP¢ mit
PrP*¢ die Umfaltung und damit die Propagierung von PrP*® induziert wird. Durch die Deletion
der Aminosduren 112-119 war diese Interaktion nicht mehr moglich.

Zur Bestimmung der Relevanz dieser N-terminalen Doméne fiir die Bindung von EGCG and
rPrP wurde die  bereits zur N-terminalen Fluoreszenzmarkierung verwendete
Deletionsmutante des murinen Prion Protein verwendet, welche liber die Aminosiduren 134
bis 232 verfligte, in der eben dieses toxische Peptid nicht mehr enthalten ist. Die Faltung
dieser Mutante in eine a-helikale Form konnte durch Inkubation mit einem Redoxsystem auf
Gluthationbasis, unter denaturierenden Bedingungen und anschlieBende schnelle Entfernung
der Chaotrope, mittels Gelfiltration erzielt werden. Die Induktion einer konformationellen
Anderung nach Zugabe von EGCG wurde CD-spektroskopisch untersucht. Im Gegensatz zu
den Daten des rPrP(90-232) ldsst sich im Fall der Deletionsmutante lediglich eine
Verschiebung zu einer [-Faltblatt reichen Struktur beobachten und keine vollstindige
Denaturierung selbst nach 24 stiindiger Inkubation mit 5 4q EGCG. Die detektierte Zunahme
des Anteils an B-Faltblatt war jedoch auch bei einer nicht behandelten Kontrollprobe zu
beobachten. Die eingeschrinkte Stabilitdt des erhaltenen Proteinfragmentes ist vermutlich auf
die Deletion der ersten [B-Faltblatts zuriickzufiihren, wodurch die Stabilitit des zweiten
[B-Faltblatts durch die fehlenden Wechselwirkungen nicht mehr gewéhrleistet ist. Die Zugabe
von EGCG bewirkt lediglich eine Beschleunigung dieser Umfaltung. Im Folgenden wurde
untersucht, ob das Fehlen der Aminosauren 90-133 nicht nur bewirkt, dass die Addition von

EGCG keine strukturelle Destabilisierung des Proteins bewirkt, sondern ferner, ob das
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Molekiil noch eine signifikante Affinitdt zum verbleibenden Proteinfragment aufweist. Dies
wurde mittels isothermer Titrationskalorimetrie bestimmt. Es zeigte sich, dass der gemessene
Kp unter ansonsten analogen Bedingungen um den Faktor 100 geringer ist und sich im
mittleren mikromolaren Bereich befindet. Durch die Deletion der Aminosduren 90-133 kann
sich die, fiir die Bindung von EGCG an PrP, erforderte Struktur des Proteins also nicht mehr

ausbilden. In Analogie zu den von Kuwata et al. '**

erhaltenen Ergebnissen, ldsst sich auch
hier vermuten, dass es sich um eine Bindungstasche handelt, welche mehrere
Sekundérstrukturelemente des Proteins umfasst. Zur Erldauterung der Bindung verschiedener
Substanzen an PrP sind in folgender Abbildung sowohl rPrP(90-232) (Abb. 82 A) als auch die
Deletionsmutante rPrP(134-232) (Abb. 82 B) dargestellt.

A B

Abb. 82: A) Ribbon Darstellung der PrP(90-231) Struktur. Die drei Helices sind in rot
dargestellt. Helices B und C sind iiber eine Disulfidbriicke (gelb) iiber die AS C179
und C 214 verkniipft. Die Strdnge S1 und S2 des B-Faltblattes sind als blaue Pfeile
dargestellt. Die Loops und die unstrukturierte N-terminale Doméne sind grau

dargestellt*’. B) Ribbon Darstellung der PrP(134-231) Struktur.

Das im Rahmen der Studie von Kuwata et al. beschriebene Molekiil bindet an Reste sowohl
der beiden C-terminalen Helices, als auch auf Grund der rdumlichen Nihe an S2, was im Fall
des beschriebenen Molekiils zur Stabilisierung der Helices B und C fiihrt. Ahnliche
Hypothesen zur Bindung von Pyridindicarbonitrilen an eine Kavitdt des rPrP wurden von
Reddy et al. '** aufgestellt. Unter Annahme eines analogen Verhaltens von EGCG wiirde die
Deletion von S1 ebenfalls eine Destabilisierung von S2 zur Folge haben, was zu einer
rdaumlichen Umorientierung von HA und/oder S1 in Bezug zur den durch die Disulfidbriicke
relativ gut stabilisierten C-terminalen Helices B und C fithren wiirde. Unter Beriicksichtigung
der gesammelten Ergebnisse und den Beobachtungen von Kuwata et al. 1dsst sich die Bindung
von EGCG unter Annahme des Induced-Fit-Models erklidren. Dabei geht man davon aus, dass

die Bindung der Inhibitoren an das Protein durch eine konformationelle Anderung die
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Affinitit der Komponenten zu einander erhoht. Ahnliches wurde bereits sowohl von Reddy
als auch von Kuwata et al. postuliert, die beide davon ausgehen, dass sich PrP® im
Gleichgewicht mit anderen PrP Strukturen befindet und man je nach Wahl des Inhibitors die
einzelnen Strukturen stabilisieren kann.

Die Interaktion der bereits fiir rPrP charakterisierten Inhibitoren in vitro beruht sowohl auf
hydrophoben, als auch auf ionischen Wechselwirkungen. Dabei umfassen die potentiellen

136,136,137

Inhibitoren ein breites Spektrum an Substanzklassen von Porphyrinen iiber Acridine

138-140 142,142,143

und Phenothiazine , sowie Heparansulfate '*', Aminoglycane und Polyamine

und das gut charakterisierte Kongo Rot und seine Derivate '**'**1%¢_ Des Weiteren wird auch
die Bindung an RNA als entscheidender Faktor bei der Entstehung von TSEs diskutiert ****.
An Hand dieser Untersuchungen wurden ebenfalls Nukleinsduremimetika entwickelt, welche
inhibitorische Wirkungen aufweisen '*’. Als Gemeinsamkeit weisen alle diese Substanzen
aromatische Systeme auf und tragen zum Grofteil negative Ladungen oder zumindest polare
Gruppen, diese konnen entweder wie im Fall des Kongo Rot durch Sulfonsdurereste oder
auch als Carboxyfunktionen oder andere acide Gruppen auftreten. Dabei lassen sich die
inhibitorischen Eigenschaften sowohl durch die Art der eingefiihrten Ladungen an den
aromatischen Systemen wie auch deren Substitutionsmuster modulieren '*°. Auf Grund dieser
Beobachtungen von Reddy et al. ldsst sich auch der detektierte Unterschied zwischen EGCG
und EGC erkldren. Um in diesem Fall differenzieren zu konnen, ob die Gesamtheit der aciden
phenolischen OH-Funktionen oder die Position im Benzylring einen Einfluss hat, wire die
Synthese und anschlieBende Untersuchung der entsprechenden in Abb. 83 dargestellten

Derivate erforderlich.
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Abb. 83: Struktur von EGCG und dessen Derivaten

Vergleicht man die Strukturen der Literatur bekannten Inhibitoren und EGCG, so ldsst sich
unter Umstdnden die Struktur mit den minimal Anforderungen, welche zur Inhibition der

Fibrillogenese des Prion Proteins fiihren postulieren:

= n X
R—— —R
N P
Abb. 84: Allgemeine Struktur eines potentiellen Inhibitors der PrP Fibrillogenese. Dabei sind

mit R negativ geladene oder negativ polarisierte Gruppen dargestellt

Dabei ergibt sich aus dem Abstand der aromatischen Systeme die Wahl der polaren
Funktionalititen. Unter Verwendung molekular dynamischer Simulationen ist es moglich eine

entsprechende Kavitét des Prion Proteins zu definieren.
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S. Zusammenfassung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Einfiihrung C-terminaler Lipidmodifikationen,
welche als artifizielle Mimetika der natiirlichen GPI Verankerung des Proteins dienen sollen.
Dabei wurde das murine Prion Protein semisynthetisch, unter Verwendung von nativer
chemischer Ligation, Expressed Protein Ligation und dem Prozess des Protein trans-
Spleilens dargestellt. Durch die anschlieBenden biophysikalischen und zellbiologischen
Untersuchungen wurde der Einfluss dieser Modifikation auf die sekundir Struktur unter
nativen Bedingungen sowie das Aggregationsverhalten bestimmt. Dabei hatte die C-terminale
Palmitoylierung keinen Einfluss auf die Struktur des o-helikalen Proteins in Gegenwart
kleiner unilamellarer Vesikel. Unter Verwendung zweier gut etablierter Methoden, ndmlich
dem Proteinase K Verdau und der ThT Fluoreszenz, konnte nachgewiesen werden, dass die
Lipidverankerung des Prion Proteins in eine Lipid-Doppelschicht eine Verzogerung des
Aggregationsprozesses zur Folge hat. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass das
Einfiihren von zwei Palmitoylresten eine stabile und spezifische Verankerung des Proteins in
einer Lipid-Doppelschicht zur Folge hat.

Bei anschlieBend zellbiologischen Experimenten konnte rPrP™™ stabil auf die
Plasmamembran von murinen Neuroblastomzellen iibertragen werden. Die anschlieBende
Immunofluoreszenz Analyse ergab dabei ein dhnliches Lokalisationsmuster, wie es auch PrP®
zeigt. Die dabei etablierte Methode des Protein trans-Spleilens auf Membranen wurde im
Folgenden zur Entwicklung einer generellen Strategie zur Immobilisierung lipidierter Proteine
auf Oberflichen verwendet. Dabei gelang es an Hand des Modellsystems eGFP eine
kovalente Lipidierung and gleichzeitige Immobilisierung des Proteins auf der Oberfliche von
SiOx-Nanopartikel zu erzielen.

Ferner wurde im Rahmen dieser Arbeit eine semisynthetische Methode zur Darstellung
N-terminal modifizierter Prion Proteine etabliert. Dabei wurde die N-terminale Aminosédure
des Prion Protein Segments (90-133) mit einem Fluoreszenzmarker modifiziert und
anschliefend mit dem C-terminalen Segment (134-232) ligiert. Die Einfiihrung dieses
Reportermolekiils ermdglicht die Verfolgung des Aggregationsprozesses mittels
Fluoreszenzanisotropie Messungen.

Ein weiterer Teil der Arbeit befasste sich mit der Interaktion der Substanzen EGCG und EGC

in Hinblick auf ihre inhibitorische Wirkung bei der Konversion des murinen Prion Proteins in
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amyloide Strukturen untersucht. Dabei erwies sich EGCG als potenter Inhibitor dessen
Bindungskonstante an das native rPrP im unterhalb des mikromolaren Bereichs liegt. Unter
Anwendung CD-spektroskopischer Methoden konnte nachgewiesen werden, dass die Zugabe
von EGCG eine Destabilisierung der dreidimensionalen Struktur des Proteins zur Folge hat.
Durch diese induzierte Entfaltung des Proteins in ein Zufallsknduel wird ebenfalls die
Fibrillogenese in in vitro Aggregationsassays inhibiert. Die gebildenten Prézipitate fielen
dabei in Form von amorphen Aggregaten an, welche sensitiv gegeniiber PK waren. Im
Vergleich dazu zeigt EGC weder eine mittels ITC detektierbare Affinitét zu PrP noch erwies
sich diese Substanz als Inhibitor der in vitro induzierten Fibrillogenese. Die detektierten
Unterschiede liesen sich auf einen um eine OH-Gruppe niedrigeren Substititionsgrad eines

Benzylrings zuriickfiihren.
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1.

Anhang

Nukleotidsequenzen der verwendeten Gene

pTXB3-His mPrP via Ncol/Sapl:

41

81

121
161
201
241
281
321
361
401

ATGGGCCAAG GAGGGGGTAC CCATAATCAG TGGAACAAGC
CCAGCAAACC AAAAACCAA CATGAAGCAT ATGGCAGGGG
CTGCGGCAGC TGGGGCAGTA GTGGGGGGCC TTGGTGGCTA
CATGCTGGGG AGCGCCATGA GCAGGCCCAT GATCCATTTT
GGCAACGACT GGGAGGACCG CTACTACCGT GAAAACATGT
ACCGCTACCC TAACCAAGTG TACTACAGGC CAGTGGATCA
GTACAGCAAC CAGAACAACT TCGTGCACGA CTGCGTCAAT
ATCACCATCA AGCAGCACAC GGTCACCACC ACCACCAAGG
GGGAGAACTT CACCGAGACC GATGTGAAGA TGATGGAGCG
CGTGGTGGAG CAGATGTGCG TCACCCAGTA CCAGAAGGAG
TCCCAGGCCT ATTACGACGG GAGAAGATCC AGC

pTXB3-IN-His mPrP via Ncol/Sapl:

41

81

121
161
201
241
281
321
361
401

ATGGGCCAAG GAGGGGGTAC CCATAATCAG TGGAACAAGC
CCAGCAAACC AAAAACCAA CATGAAGCAT ATGGCAGGGG
CTGCGGCAGC TGGGGCAGTA GTGGGGGGCC TTGGTGGCTA
CATGCTGGGG AGCGCCATGA GCAGGCCCAT GATCCATTTT
GGCAACGACT GGGAGGACCG CTACTACCGT GAAAACATGT
ACCGCTACCC TAACCAAGTG TACTACAGGC CAGTGGATCA
GTACAGCAAC CAGAACAACT TCGTGCACGA CTGCGTCAAT
ATCACCATCA AGCAGCACAC GGTCACCACC ACCACCAAGG
GGGAGAACTT CACCGAGACC GATGTGAAGA TGATGGAGCG
CGTGGTGGAG CAGATGTGCG TCACCCAGTA CCAGAAGGAG
TCCCAGGCCT ATTACGACGG GAGAAGATCC AGC
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Anhang

PRSNCys mPrP(134-232) via Ncol und BamHI:

41
81

121
161
201
241
281
321

ATGGGCCATC ATCATCATCA TCATCATCACG GTGGTGGCTG
GTGAAAACCT GTATTTTCAG TGCAGGCCCA TGATCCATGG
CAACGACTGG GAGGACCGCT ACTACCGTGA AAACATCGCT
ACCCTAACCA AGTGTACTAC AGGCCAGTGG ATCAGTACAG
CAACCAGAAC AACTTCGTGC ACGACTGCGT CAATATCACC
ATCAAGCAGC ACACGGTCAC CACCACCACC AAGGGGGAGA
ACTTCACCGA GACCGATGTG AAGATGATGG AGCGCGTGGT
GGAGCAGATG TGCGTCACCC AGTACCAGAA GGAGTCCCAG
GCCTATTACG ACGGGAGAAG ATCCAGC

pTXB3-IN-His eGFP via Ncol/Sapl:

41
81

121
161
201
241
281
321
361
401
441
481
521
561
601
641
681
721

ATGGTGAGCA AGGGCGAGGA GCTGTTCACC GGGGTGGTGC
CCATCCTGGT CGAGCTGGAC GGCGACGTAA ACGGCCACAA
GTTCAGCGTG TCCGGCGAGG GCGAGGGCGA TGCCACCTAC
GGCAAGCTGA CCCTGAAGTT CATCTGCACC ACCGGCAAGC
TGCCCGTGCC CTGGCCCACC CTCGTGACCA CCCTGACCTA
CGGCGTGCAG TGCTTCAGCC GCTACCCCGA CCACATGAAG
CAGCACGACT TCTTCAAGTC CGCCATGCCC GAAGGCTACG
TCCAGGAGCG CACCATCTTC TTCAAGGACG ACGGCAACTA
CAAGACCCGC GCCGAGGTGA AGTTCGAGGG CGACACCCTG
GTGAACCGCA TCGAGCTGAA GGGCATCGAC TTCAAGGAGG
ACGGCAACAT CCTGGGGCAC AAGCTGGAGT ACAACTACAA
CAGCCACAAC GTCTATATCA TGGCCGACAA GCAGAAGAAC
GGCATCAAGG TGAACTTCAA GATCCGCCAC AACATCGAGG
ACGGCAGCGT GCAGCTCGCC GACCACTACC AGCAGAACAC
CCCCATCGGC GACGGCCCCG TGCTGCTGCC CGACAACCAC
TACCTGAGCA CCCAGTCCGC CCTGAGCAAA GACCCCAACG
AGAAGCGCGA TCACATGGTC CTGCTGGAGT TCGTGACCGC
CGCCGGGATC ACTCTCGGCA TGGACGAGCT GTACAAGGGC
GGCGGCGGCG GCGGCAAGTT TGCGGAATAT TGC
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