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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Amyloide Proteine

Der Begriff ,,amyloid* wurde erstmals von Robert Virchow 1854 verwendet und beschreibt
unldsliche fibrilldre Proteinaggregate. Der historische Ursprung des Wortes ,,amyloid* basiert
auf einem wissenschaftlichen Irrtum: amyloide Aggregate konnen wie Stirke mit Jod
angefarbt werden und wurden daher falschlicherweise als stirkedhnlich eingestuft (amylon =
griech. fiir Stirke). Wihrend frither der Ausdruck ,amyloid“ nur fiir die bei vielen
Krankheiten auftretenden extrazelluliren Ablagerungen verwendet wurde, bezieht er sich
heutzutage allgemein auf fibrilldr strukturierte Proteine mit definierten Eigenschaften (Xing &

Higuchi, 2002).

1.1.1 Strukturelle Eigenschaften von Amyloiden

Amyloide Fibrillen sind stabile, lang gestreckte und unverzweigte Proteinfasern mit einem
Durchmesser von 6-12 nm. Sie bestehen in der Regel aus mehreren Protofilamenten (meist
2-6), die jeweils eine Hohe von 2-5 nm haben. Durch Rontgenbeugungsanalysen konnte die
Struktur der Protofilamente und der amyloiden Fibrillen identifiziert werden. Die Struktur
besteht aus einer B-Faltblatt-reichen Cross-f Konformation, bei der die -Faltblatter parallel
zur Fibrillenachse liegen, und die B-Stringe senkrecht zur Fibrillenachse angeordnet sind
(Serpell et al., 1997; Sunde et al., 1997) (Abbildung 1-1). Géngige Nachweismethoden fiir
amyloide Fibrillen sind die spezifische Bindung der Farbstoffe Thioflavin T und Kongo Rot
und die durch letzteren unter polarisiertem Licht hervorgerufene apfelgriine Doppelbrechung

(Chiti & Dobson, 2006; Scheibel & Buchner, 2006).
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Abbildung 1-1 Struktur amyloider Fibrillen. (A) TEM-Aufnahme (Negativkontrastierung) von Fibrillen des
Insel-Amyloid-Polypeptids (IAPP). Durch stirkere VergroBerung kdnnen auch einzelne Protofilamente erkannt
werden (unten). (B) Rontgenbeugungsmuster von Fibrillen des Alzheimer Peptids AP mit charakteristischen
Reflektionen bei 4,7 und 10 A. Die meridionale Reflexion bei 4,7 A steht dabei fiir den Abstand zwischen den
einzelnen B-Faltblattstringen, die Aquatoriale Reflexion bei 10 A spiegelt den Abstand zwischen den einzelnen
B-Faltblédttern der Cross-f Struktur wider. (C) Modell der charakteristischen Cross-f Struktur von AB-Fibrillen

(nach Fowler et al., 2007).

1.1.2 Bildung amyloider Fibrillen und anderer Assemblierungsformen

Die genauen Bedingungen, die ein nativ gefaltetes Protein dazu veranlassen amyloide
Strukturen zu bilden, sind noch weitgehend ungeklért. Untersuchungen der letzten Jahre

zufolge zeigen amyloide Fibrillen eine Konformation, die jedes Protein unter bestimmten
Bedingungen aufgrund der FEigenschaften des Polypeptidriickgrats annehmen kann
(Dobson, 2004; Guijarro et al., 1998). Unterstiitzt wird diese Behauptung durch die Vielzahl

und Vielfdltigkeit bekannter Proteine und Peptide, die, trotz ihrer unterschiedlichen

physiologischen Funktion, GroBe, Aminosduresequenz und nativen Struktur, amyloide

Fibrillen mit gemeinsamen Eigenschaften bilden kdnnen (Dobson, 2004).

In den meisten Féllen handelt es sich bei amyloiden Fibrillen um assemblierte, nicht korrekt
gefaltete Proteine. Die Faltung einer Polypeptidkette ist ein komplexer Vorgang. Durch die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, von hydrophoben und elektrostatischen
Wechselwirkungen sowie von van-der-Waals Kriften versucht die Polypeptidkette eine
thermodynamisch stabile Konformation mit einem Minimum an freier Energie zu erreichen.
Die gesamte Information filir die native dreidimensionale Struktur eines Proteins ist dabei
intrinsisch durch die FEigenschaften der Aminosduresequenz festgelegt (Anfinsen, 1973).
Abbildung 1-2 zeigt ein Schema des Energieprofils der Proteinfaltung basierend auf dem
Modell eines Faltungstrichters. Der Weg vom ungefalteten zum nativ gefalteten Protein

(Abbildung 1-2, hellblauer Trichter) verlduft meist liber verschiedene partiell stabilisierte



EINLEITUNG 3

Faltungsintermediate. Unter bestimmten Bedingungen kann es jedoch zu Fehlfaltung und
Aggregation des Proteins kommen (Abbildung 1-2, dunkelblauer Trichter). Die amyloide
Fibrille stellt dabei global die thermodynamisch stabilste Form dar, die ein Protein erreichen
kann. Die molekularen Mechanismen der Initiation der Fehlfaltung kénnen vielfaltig sein und

sind noch nicht genau bekannt (Jahn & Radford, 2005).
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Abbildung 1-2 Energieprofil der Proteinfaltung und -aggregation basierend auf dem Modell eines
Faltungstrichters. Ein ungefaltetes Protein hat eine Vielzahl von Faltungsmoglichkeiten. Durch intramolekulare
Kontakte kommt es, oft {iber ein oder mehrere Intermediate, zur Ausbildung der kinetisch und energetisch
stabilen nativen Konformation. Unter bestimmten (meist noch unbekannten) Bedingungen kdnnen sich durch
intermolekulare Kontakte energetisch stabilere Strukturen bilden, zu denen auch amyloide Fibrillen gehdren
(nach Jahn & Radford, 2005).

Die Bildung amyloider Fibrillen ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem ebenfalls verschiedene
intermedidre Assemblierungsformen auftreten konnen. Zum besseren Verstindnis ist die

Nomenklatur aller Assemblierungsformen in Box 1-1 aufgefiihrt.
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Amyloide Fibrille: Amyloide Fibrillen sind relativ gerade, unverzweigte Proteinfibrillen, mit einem
Durchmesser von 6-12 nm. Sie bestehen meist aus mehreren Protofilamenten (s.u.), die sich um die
Fibrillenachse winden. Sie zeichnen sich durch a) Cross-f Rontgenbeugungsmuster, b) f-Faltblatt-reiche CD-
und FTIR-Spektren, c) hohe Stabilitit und d) Bindung der Farbstoffe Thioflavin T und Kongo Rot aus.

Aggregationskeim (Nukleus): In dem gingigen Modell der Fibrillenbildung (nucleated growth
polymerization), stellt der Nukleus einen selten vorkommenden instabilen Proteiniibergangszustand dar,
welcher die Kinetik der Amyloidbildung bestimmt.

Oligomer: Ein Oligomer ist ein initial gebildetes metastabiles Multimer eines Proteins. Obwohl einige
Protofibrillen (s.u.) als Oligomere bezeichnet werden, ist der Ausdruck ,,Oligomer* besser geeignet, um
kleine nicht-fibrillire Assemblate zu bezeichnen.

Protofibrille: Dieser Begriff wird fiir nicht-sphérische, filamentdre Strukturen verwendet, denen eine
periodische Substruktur fehlt. Diese treten oft als Intermediate bei der Assemblierung amyloider Fibrillen auf.
Da kurze amyloide Fibrillen filschlicherweise fiir Protofibrillen gehalten werden konnen, sind neben
morphologischen auch strukturelle Untersuchungen notig, um diese Strukturen bestimmen zu kdnnen.

Protofilament: Als Protofilamente werden die elektronenmikroskopisch sichtbaren Untereinheiten von
amyloiden Fibrillen bezeichnet, die sich als Einzelstrdnge um die Fibrillenachse winden.

Seed: Seeds sind stabile Assemblate (in der Regel kurze amyloide Fibrillen), die als Wachstumskeim fiir
amyloide Fibrillen dienen.

Box 1-1 Nomenklatur der Assemblierungsformen amyloider Proteine (nach Kodali & Wetzel, 2007).

Es wird postuliert, dass es sich bei der Amyloidassemblierung um eine
keimbildungsabhingige Polymerisation (nucleated growth polymerization) handelt. Zu
Beginn der Assemblierungsreaktion dndert sich die Konformation des Monomers von seiner
nativen zu einer (teilweise) fehlgefalteten Struktur, was die Bildung von instabilen
Aggregationskeimen zur Folge hat (Abbildung 1-3). Die Keime induzieren durch Anlagerung
von weiterem monomerem Protein die Assemblierung amyloider Fibrillen. Die Keimbildung
stellt den Geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Amyloidassemblierung dar. Sobald
Keime vorhanden sind wird die Fibrillenbildung initiiert. Durch die Fragmentierung von
Fibrillen konnen Seeds entstehen, die die Fibrillenbildung als zusétzliche ,Keime*
beschleunigen (Caughey & Lansbury, 2003; Harper & Lansbury, 1997; Kodali & Wetzel,
2007; Wetzel, 2006; Xing & Higuchi, 2002).
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Abbildung 1-3 Modell des Mechanismus der Amyloidbildung. Nach einer Konformationsinderung von
nativem monomerem Protein kommt es zur Ausbildung eines Aggregationskeimes. Dieser induziert in
Anwesenheit von weiterem l0slichem Protein die Fibrillenassemblierung. Der Fibrillierung kann dabei die
Bildung von einem oder mehreren Intermediaten vorausgehen. Weitere als ,,Keime® fungierende Seeds konnen
auch durch die Fragmentierung bereits bestehender Fibrillen gebildet werden (modifiziert nach Caughey &
Lansbury, 2003; Wetzel, 2006; Xing & Higuchi, 2002).

Fiir viele Amyloide wurden Intermediate beschrieben, die in verschiedenen Formen vorliegen
konnen, als filamentdre, globuldre oder auch ringférmige Strukturen (Caughey & Lansbury,
2003, Chiti & Dobson, 2006). Die filamentiren Intermediate, welche Protofibrillen genannt
werden, gehdren zu den am besten charakterisierten intermedidren Assemblierungsformen.
Sie besitzen wie amyloide Fibrillen B-Faltblatt-Struktur und haben einen Durchmesser von
2-8 nm, sind aber meist kiirzer und weniger stabil (Harper et al., 1997; Kheterpal et al., 2006;
Serpell, 2000; Walsh et al., 1997).

Neben den Protofibrillen wurden auch Faltungsintermediate amyloider Proteine beschrieben,
die nicht zu amyloiden Fibrillen fiihren, also off-pathway, entstehen (Baskakov et al. 2002;
Collins et al. 2004; Gosal et al., 2005). Diese Intermediate konnen in fibrillirer Form
vorliegen, unterscheiden sich aber in ihren Eigenschaften signifikant sowohl von
Protofibrillen als auch von amyloiden Fibrillen (Baskakov et al., 2002; Gosal et al., 2005).
Lange wurde angenommen, dass es sich bei amyloiden Fibrillen um die toxische Proteinform
handelt, die fiir die Entstehung bestimmter Proteinfaltungskrankheiten, den sog.
Amyloidosen, verantwortlich ist. In letzter Zeit verdichten sich allerdings die Hinweise, dass
nicht die amyloiden Fibrillen, sondern Protofibrillen fiir die Zellen toxisch sind (Lashuel &
Lansbury, 2006). So konnte zum Beispiel mit konformationsspezifischen Antikorpern gegen
protofibrillires AP dessen Toxizitit, und auch die anderer protofibrillirer Proteine,

unterdriickt werden (Kayed et al., 2003).
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1.1.3 Proteinfaltungskrankheiten

Die Fehlfaltung von Proteinen wird in vivo normalerweise durch die komplexe
Proteinfaltungsmaschinerie der Zelle verhindert. FEine Vielzahl von molekularen
Faltungshelfern, den Chaperonen, ist dafiir verantwortlich, dass Polypeptidketten korrekt
gefaltet werden. Sie schiitzen vor Aggregation, erleichtern die Riickfaltung oder unterstiitzen
den proteolytischen Abbau von irreparablen Proteinen. Durch Fehler in der zelluldren
Proteinqualitéitskontrolle kann es zu Fehlfaltungen und Funktionsverlust von Proteinen
kommen, was zu intra- oder extrazelluliren Ablagerungen aggregierter Proteine fithren kann.
Bei Amyloidosen konnten Ablagerungen amyloider Fibrillen detektiert werden. Zu den
bekanntesten Amyloidosen gehdren die Alzheimer Krankheit, Parkinson Krankheit, Typ II
Diabetes, Chorea Huntington oder die Prionkrankheiten (Jahn & Radford, 2005; Scheibel &
Buchner, 2006).

In vielen Féllen fiihrt nicht nur ein Defekt der Proteinqualitidtskontrolle zur Ausbildung
amyloider Fibrillen, auch extrazelluldre Faktoren oder Mutationen konnen dabei eine Rolle
spielen. So wird zum Beispiel die okulopharyngeale Muskeldystrophie (OPMD), eine
autosomal-dominant vererbte Krankheit, von einer kurzen GCG-Trinukleotid-Expansion im
aminoterminalen Teil des Poly(A)-bindenden Proteins 1 (PABPN1) verursacht. Die natiirliche
Polyalaninsequenz (bestehend aus zehn Alaninen) liegt dabei um bis zu sieben Alanine
verlangert vor. Intranukledre fibrillire Aggregate, bestehend aus PABPNI, wurden bei
OPMD-Patienten gefunden. Folgen von OPMD sind vor allem Schluckprobleme,
herabhdngende Augenlider und Muskelschwéche der GliedmaBlen (Scheuermann et al., 2003).

1.1.4 Funktionelle Amyloide

Neben den pathogenen Amyloiden werden immer mehr Proteine identifiziert, die amyloide
Fibrillen mit biologischer Funktion ausbilden. Solche amyloiden Proteine kommen sowohl
bei Bakterien, Pilzen und Insekten, als auch beim Menschen vor. Sie werden meist als
strukturelle oder regulatorische Komponenten oder zur Ubertragung von genetischer
Information auf nicht-Mendelschem Weg (funktionelle Prionen) verwendet. Die bekanntesten
funktionellen Amyloide sind zusammen mit ihrer biologischen Funktion in Tabelle 1-2

zusammen gefasst.
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Chorion Proteine

Insekten und Fische

Protein Organismus Funktion

Curlin Bakterien (Escherichia coli, Bildung von Biofilm, Bindung an Oberflichenproteine
Salmonella spp.) des Wirts

Chaplin Bakterien Erniedrigung der Oberflachenspannung des
(Streptomyces coelicolor) umgebenden Wassers zur Ausbildung eines Luftmycel

Ure2p Hefen Regulation des Stickstoffkatabolismus (Prion)
(Saccharomyces cerevisiae)

Sup35p Hefen Regulation des Uberlesens von Stopp-Codons withrend
(Saccharomyces cerevisiae) der Proteinbiosynthese (Prion)

Hydrophobin Pilze Erniedrigung der Oberflachenspannung des
(Neurospora crassa) umgebenden Wassers zur Ausbildung eines Luftmycel

Het-s Pilze (Podospora anserina) Regulation der Heterokaryoninkompatibilitét (Prion)

CPEP Meeresschnecke Forderung der Langzeiterhaltung synaptischer
(Aplisia californica) Anderungen zur Gedichtnisbildung (Prion)

Strukturelle und schiitzende Funktion in der Eihiille

Spidroin Spinnen (Nephila edulis) Bestandteil von Seidenfiaden

Pmell7 Bildung von fibrilldren Strukturen zur Assemblierung

von Melaningranula in Melanosomen

Tabelle 1-1 Funktionelle Amyloide (nach Fowler et al., 2007; Chiti & Dobson, 2006).

Mensch (Homo sapiens)

Aufgrund der moglichen Toxizitdt amyloider Fibrillen und ihrer intermedidren Vorstufen
muss die zellulire Herstellung funktioneller Amyloide genau reguliert werden. Dabei haben
verschiedene Organismen unterschiedliche Mechanismen entwickelt. Hefen regulieren die
Prionassemblierung mit Hilfe von molekularen Chaperonen (Uptain & Lindquist, 2002),
wihrend Pmell7 beim Menschen erst nach proteolytischer Spaltung des Volllangenproteins
zu Fibrillen assemblieren kann (Fowler ef al., 2007). Eine kontrollierte schnelle Fibrillen-
bildungsreaktion kann zudem die Konzentration moglicher Intermediate verringern und

dadurch toxische Nebenwirkungen verhindern (Fowler ez al., 2006).

1.1.5 Ursachen der Amyloidentstehung

Obwohl die Ausbildung amyloider Strukturen primdr von den Eigenschaften des
Polypeptidriickgrats, die fiir alle Peptide und Proteine gleich sind, abhingt (Dobson, 2004;
Guijarro et al. 1998), wurden nur bestimmte Proteine als Amyloide in vivo identifiziert. Die
genauen molekularen Mechanismen der Induktion der Amyloidentstehung sind noch
weitgehend unbekannt. Essentiell dafiir scheinen aber entfaltete Regionen zu sein, die

entweder schon in der nativen Struktur des Proteins vorkommen oder durch Destabilisierung
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der nativen Form aufgrund von Mutationen oder @ufleren Faktoren entstehen (Uversky &
Fink, 2004). Aber nicht nur die partielle Entfaltung von Proteinen, sondern auch eine
Induktion der Aggregation kann durch duflere Faktoren und Mutationen hervorgerufen
werden.

Eine grofe Rolle bei der Amyloidentstehung spielt die Aminosduresequenz. Eine Reihe
amyloider Krankheiten wird von Trinukleotidexpansionen verursacht. Sie resultieren in der
Verldngerung einer Polyaminosduresequenz in dem entsprechenden Protein. Bei den bisher
bekannten Krankheiten sind die Tripletts der Aminoséduren Alanin und Glutamin betroffen.
Prominentestes Beispiel ist die Verlingerung einer Polyglutaminsequenz des Proteins
Huntingtin, das die Krankheit Chorea Huntington verursacht (Everett & Wood, 2004). Eine
expandierte Polyalaninsequenz wird u. a. bei der OPMD als Krankheitsursache vermutet
(Scheuermann et al., 2003).  Polyalaninmotive sind auch in Spinnenseidenproteinen
vorhanden und sind fiir die Ausbildung stabiler B-Faltblatt-reicher Strukturen verantwortlich
(Vollrath & Knight, 2001). Neben Trinukleotidexpansionen koénnen auch Bereiche mit
hydrophoben oder ungeladenen Aminosiduren zur Aggregation eines Proteins beitragen.
Dagegen wirken Aminosduren wie Glycin und Prolin der Amyloidbildung entgegen (Chiti &
Dobson, 2006).

Bei Prionen in Hefen ist eine Glutamin- und Asparagin-reiche Region, z. T. in Verbindung
mit Oligopeptidwiederholungen (s. a. 1.2.2), fiir die Amyloidentstehung verantwortlich. Dabei
scheint vor allem die Aminosdurezusammensetzung und weniger die Sequenz eine Rolle zu
spielen (Ross et al., 2005).

Neben intrinsischen Faktoren, wie der Aminosduresequenz und -zusammensetzung, konnen
auch externe Faktoren die Amyloidbildung beeinflussen. Metallionen scheinen dabei eine
wichtige Rolle zu spielen. Die Fihigkeit spezifisch Metallionen zu komplexieren ist eine
Eigenschaft verschiedener amyloider Proteine und wird oft einer moglichen physiologischen
Funktion zugeschrieben. Der Einfluss der Metallbindung auf das Aggregationsverhalten
amyloider Proteine wird seit einiger Zeit u. a. bei Prionkrankheiten, der Alzheimer Krankheit
oder der Parkinson Krankheit diskutiert. Allerdings konnte noch nicht eindeutig geklart
werden, ob Metallionen die Amyloidbildung positiv oder negativ beeinflussen (Brown &

Kozlowski, 2004; Cerpa, 2005).
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1.2 Prionen

Zu einer besonderen Form der Amyloidosen gehdren die Prionkrankheiten. Auch als
transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) bekannt sind sie im Gegensatz zu den
anderen amyloiden Krankheiten zusdtzlich infektios. Zu den TSEs gehort die bovine
spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern, Scrapie bei Schafen oder die neue Variante
der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK) beim Menschen. Diese Krankheiten zeichnen sich
durch fortschreitende Demenz, Ataxie, spongiformer Degeneration des Gehirns, Astrogliose
und der Bildung amyloider Plaques aus (Prusiner, 1998; Scheibel & Buchner, 2006). Schon
1967 hatte Griffith das infektiose Agens von Scrapie als Protein bestimmt (Griffith, 1967).
Doch erst 1982 konnte Prusiner zeigen, dass das pathogene Protein in den infizierten
Organismen zusammen mit einem zelleigenen Protein mit derselben Primérstruktur, jedoch in
einer anderen Isoform, existierte. Sowohl fiir das zelluldre Protein als auch das infektiose
prigte er den Begriff ,,Prion fiir ,proteinaceous infectious particle* und postulierte den
,protein-only“~-Mechanismus der Prionenerkrankungen, der fiir das iibertragene infektiose
Pathogen die Beteiligung weiterer Komponenten wie Nukleinsduren ausschlieft (Prusiner,
1982). Mittlerweile sind auch nicht-infektose Prionkrankheiten bekannt, die spontan auftreten
(sporadische CJK) oder durch Mutationen in dem Gen, welches das Prionprotein codiert,
verursacht werden (familidre CJK, fatale familidre Insomnie, Gerstmann-Straussler-Scheinker

Syndrom).

1.2.1 Prionen in Siugetieren
Eigenschaften

Das Séaugerprion PrP ist ein membrangebundenes extrazelluldres Glykoprotein, das vor allem
im zentralen Nervensystem vorkommt (Prusiner, 1998). Durch posttranslationale
Modifikationen wird das Sekretionssignalpeptid, bestehend aus den ersten 22 Aminoséduren,
entfernt und das reife PrP (Aminosduren 23-231) gebildet (Abbildung 1-4). PrP;3.,3; ist liber
ein Glykosylphosphatidylinositol am Carboxyterminus an der &dufleren Zellmembran
verankert. Die normale zellulire Form von PrP wird als PrP¢ (C von cellular), und die
pathogene fiir TSE verantwortliche Form als PrP* (Sc von Scrapie) bezeichnet. PrP®
unterscheidet sich von PrP> nur beziiglich seiner strukturellen Konformation. NMR-
Untersuchungen von rekombinantem humanem PrPC zeigten, dass die carboxyterminale

Region, beginnend mit Aminosdure 120, mit drei a-Helices und zwei kurzen B-Faltblittern
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eine globuldre a-helikale Faltung aufweist (Zahn er al., 2000). Im Gegensatz zum
carboxyterminalen Bereich ist der aminoterminale bis Aminosdure 110 unstrukturiert
(Donne et al., 1997). Diese aminoterminale Domine beinhaltet 4-5 Wiederholungen der
Aminosduresequenz PHGGGWGQ, die sich zwischen den Aminosduren 51-90 befinden.
Interessanterweise ist diese Region der in allen Organismen am stérksten konservierte Bereich
des Prionproteins (Wopfner et al., 1999).

Die Oktapeptidregion scheint allerdings nicht direkt an der Amyloidbildung beteiligt zu sein.
Nur das Fragment PrPg.,3p ist in infektiosem PrP gegen proteolytischen Verdau mit
Proteinase K resistent. Fiir die strukturelle Anordnung dieses Fragments in amyloiden
Fibrillen wurden verschiedene Modelle postuliert, die alle die Hypothese unterstiitzen, dass
der Bereich, in dem die erste Helix liegt, fiir die Konformationsdnderung von PrP¢ zu PrP*
verantworlich ist (Govaerts et al., 2004; Lee & Eisenberg, 2003; Vendrely & Scheibel, 2006).
Inwieweit die Ausbildung der Disulfidbriicke zwischen der zweiten und dritten Helix fiir die
Fibrillenbildung benétigt wird, ist noch nicht vollstindig geklirt (Lee & Eisenberg, 2003;
Welker et al., 2002).

1 23 51 90 120 2 230 253
Signal- / l\ N-Glykosylierung Signal-
ER Oktapeptidwiederholungen GPI

unstrukturiert strukturiert

Abbildung 1-4 Schema des Sdugerprions PrP. Der strukturierte carboxyterminale Bereich von PrP (rot;
Aminosdure 121-230) besitzt drei a-helikal gefaltete Regionen, zwei kurze B-Faltblitter, eine Disulfidbriicke und
zwei Glykosylierungsstellen. Im unstrukturierten aminoterminalen Bereich (grau; Aminosiure 23-120) befinden
sich Oktapeptidwiederholungen. Die amino- und carboxyterminalen Signalpeptide, welche im Verlauf der
zelluldren Prozessierung abgespalten werden, sind griin dargestellt.

Eine physiologische Funktion von PrP ist allerdings noch nicht bekannt, wobei besonders die

Kupferbindung kontrovers diskutiert wird.
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PrP¢ und Kupfer

Die Interaktion von zweiwertigen Kupferionen mit PrP¢ findet vor allem in der stark
konservierten aminoterminalen Oktapeptidregion statt (Brown et al., 1997; Hornshaw et al.,
1995; Viles et al., 1999) (Abbildung 1-5A). Dabei kann pro Oktapeptid maximal ein
Kupferion komplexiert werden. Die Kupferkoordination ist abhéingig von der
Kupferkonzentration. Bei hoher Kupferkonzentration wird ein Cu®" iiber ein Stickstoffatom
des Imidazolrings des Histidins, und tiiber zwei weitere Stickstoffatome und einem
Sauerstoffatom der folgenden Glycine mit einer Dissoziationskonstanten (Kp) von 7-12 uM
komplexiert. Die fiir diese Bindung bendtigte minimale Sequenz ist HGGGW (Burns et al.,
2002; Chattopadhyay et al., 2005). Bei mittlerer Kupferkonzentration wird jedes Cu®* von
zwei Histidinen angrenzender Oktapeptide gebunden, wobei sich zwischen den Histidinen
groBBe ,,Schlaufen ausbilden. Ist die Kupferkonzentration niedrig, sind mehrere Histidin-
Seitenketten an der Komplexierung beteiligt, wobei ein Kp von 0,12 nM erreicht wird
(Chattopadhyay et al., 2005) (Abbildung 1-5B).

Neben diesen Oktapeptid-Bindestellen sind noch zwei weitere Kupferbindestellen, die His 96
und His 111 beinhalten, detektiert worden (Burns et al., 2003; Jones et al., 2005a). Im
Gegensatz zur Oktapeptidregion, welche hoch spezifisch fiir Cu®" ist (Garnett & Viles, 2003;
Stockel et al., 1998), werden hier auch andere zweiwertige Metallionen wie Nickel, Zink und
Mangan unter Beteiligung des Imidazolrings des entsprechenden Histidins und des

Aminoterminus komplexiert (Brown et al., 2000; Jones et al., 2005a).

H,0 Pro %

B ' Gly |
Oktapenptid- Gly (kmf\[/s'v Lol
) b g Hi0 -GN 0
Region O _N-tu—0 P 1 }—ci
I i Gly (j/ Gly
" wis ﬁw Gin HN / g
Pro NH

|

r Trp
C t 1 C nt 2

J' . \ !
strukturierte (s ' ’ ’
C-terminale < - @ 2/ H”/\N____é?f.NFNH
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Abbildung 1-5 Kupferbindung an PrP. (A) Strukturelles Modell von Cu®"-komplexierendem PrP. Jedes
Oktapepeptid bindet ein Cu®" (hellblaue Kugel). Zusitzlich kann Cu®* auBerhalb der Oktapeptidregion von
His 96 (und His 111; hier nicht gezeigt) komplexiert werden (Burns et al., 2003). (B) Verschiedene
Cu**-Bindemotive der Oktapeptidregion in Abhingigkeit von der Cu**-Konzentration: Component 1 liegt bei
Cu?'-Sittigung, Component 2 bei etwas niedrigeren Cu’'-Konzentrationen und Component 3 bei geringer
Cu?'-Verfiigbarkeit vor (Chattopadhyay et al., 2005).
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Viele Forschungsergebnisse der letzten Jahre deuten darauf hin, dass die Fahigkeit von PrP®
spezifisch Kupfer zu binden zum Schutz von Neuronen bendtigt wird. So sind Wildtyp-
Nervenzellen im Vergleich zu PrP-Knockout-Zellen sehr viel resistenter gegeniiber
schiadlichen Oxidationsreaktionen, die von Kupfer oder reaktiven Sauerstoffspezies
hervorgerufen werden. Transgene Maiuse, denen PrP fehlt, zeigen im Alter groBflachige
Gewebeschédden, welche vor allem auf Oxidation von Proteinen und Lipiden zuriickzufiihren
sind. Dennoch ist die genaue Funktion von PrP®, die zum Schutz von Neuronen fiihrt, noch
nicht genau geklirt. Es wurde von Daniels und Brown postuliert, dass PrP¢ als neuronale
Superoxiddismutase (SOD) fungiert, welche O% zu Peroxid und O, umwandelt (Daniels &
Brown, 2002). Allerdings konnte dies von anderen Laboratorien nicht bestitigt werden
(Hutter et al., 2003; Jones et al., 2005b). Es wurde fiir PrP auch eine Beteiligung am
endozytotischen Transport von Kupfer, an der Kupfer-Pufferung, Signaltransduktion,
Apoptosesuppression, Kupfer-Reduktion und an der Nervenzellentwicklung beschrieben

(Millhauser, 2007), die genaue physiologische Funktion wurde jedoch noch nicht geklart.

PrP% und Kupfer

Untersuchungen, die kldren sollten, ob es eine Verbindung zwischen der Kupferbindung und
der strukturellen Umwandlung von PrP® zu PrP* gibt, lieferten kontroverse Ergebnisse. Zum
Beispiel ist die Bindung von Kupfer an die Oktapeptidregion fiir die Infektiositit der Prionen
nicht zwingend notwendig (Flechsig et al., 2000). Die Behandlung von extrahiertem PrP® mit
Kupfer fiihrt jedoch zur Ausbildung einer proteaseresistenten PrP-Form, mdglicherweise eine
Ubergangsform wihrend der Assemblierung von PrP (Quaglio et al., 2001). Andererseits
verlangsamt die Zugabe von Kupfer in vitro die Amyloidbildung stark, was auf eine
Hemmung der PrP*-Bildung hinweist (Bocharova et al., 2005).

Nicht nur der Effekt von Kupfer, auch der Einfluss anderer zweiwertiger Metallionen, wie
Zink und Mangan, auf das Aggregationsverhalten von PrP wurde untersucht. Aber auch fiir
diese wurde sowohl eine Induktion als auch eine Hemmung der Aggregation beobachtet
(Giese et al., 2004; Kim et al., 2005; Orem et al., 2006; Ricchelli et al., 2006).

Die Wirkungsweise von Kupfer und anderen zweiwertigen Metallionen auf PrP ist

moglicherweise komplex und héngt stark von den experimentellen Bedingungen ab.
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1.2.2 Prionen in Hefen und anderen Pilzen

Schon mehr als 15 Jahre vor der Postulierung der ,,Prion-Hypothese* durch Stanley Prusiner,

wurde ein nukleinsdurefreies {iibertragbares epigenetisches FElement der Béackerhefe
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), [PSI'], beschrieben (Cox, 1965), das 1994 von
Reed Wickner als Prion identifiziert werden konnte. Er erkannte, dass [PSI'] und ein weiterer
epigenetischer Faktor, [URE3], auf nicht-Mendelschem Weg durch die aggregierte Prionform
verschiedener zelluldrer Proteine auf Tochterzellen iibertragen werden konnen (Wickner,

1994),

Eigenschaften und Funktionen

Die Hefeprionen sind im Gegensatz zu den Prionen in Sdugern nicht schadlich fiir die Zellen,
sondern konnen durch die Modifikation von bestimmten zelluldren Funktionen den Phénotyp

verandern. Mittlerweile konnten mehrere ,,funktionelle® Prionen in Hefen und anderen Pilzen

identifiziert werden, deren Eigenschaften und Funktionen in Tabelle 1-2 dargestellt sind.

Protein Organismus  Prion- Q/N Oligo- Unstruk- Zellulére Prionphénotyp
form Region peptid- turierte Funktion
region Region
Sup35p  S. cerevisiae  [PSI'] + + + Translations- Uberlesen von
termination Stopp-Codons
Ure2p S. cerevisiae  [URE3] + - + Transkriptions- Wachstum trotz
repression Stickstoffmangel
Rnql S. cerevisiae [RNQ'] + + + ? De novo Induktion
oder (dege- von [PSI']
[PIN'] neriert)
Newl S. cerevisiae ~ [PIN'] + + + Translations-  De novo Induktion
elongation von [PSI']
HET-s P. anisera [Het-s] - - - Regulation der Auslosung des
Heterokaryon- Zelltods in
inkompatibili-  Anwesenheit von
tit HET-s

Tabelle 1-2 Prionen in Hefen und anderen Pilzen (nach Shorter & Lindquist, 2005).
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Die Aufrechterhaltung des Prionphinotyps wird bei [PSI'], [URE3] und [RNQ'] von
verschiedenen molekularen Chaperonen reguliert, wobei Hsp104 die wohl wichtigste Rolle
spielt. Es zerkleinert grole Aggregate, um eine effiziente Verteilung auf Tochterzellen zu
ermdglichen. Eine Inhibierung von Hspl104 fiihrt zum Verlust von [PSI'], ebenso wie die
Uberexpression von Hspl04, bei der es zur vollstindigen Aufldsung der Prionprotein-
Aggregate kommt (Chernoff et al., 1995; Moriyama et al., 2000; Shorter & Lindquist, 2005;
Sondheimer & Lindquist, 2000).

Sup35p und [PSI]

Der Translationsterminationsfaktor Sup35p, und der damit verbundene Prionfaktor [PSI'],
gehort zu den am besten untersuchten Hefeprionen. Sup35p ist homolog zum
Translationsterminationsfaktor eRF3 in Sdugetieren. In seiner aktiven loslichen Form in
[psi']-Zellen sorgt Sup35p fiir die Translationstermination. In [PSI']-Zellen liegt Sup35p in
seiner aggregierten, sich selbst replizierenden und nicht funktionellen Prionform vor, was zum
Uberlesen von Stopp-Codons fiihrt. Dadurch kommt es zur Ausbildung einer Reihe neuer
Phénotypen mit gedndertem Wachstumsverhalten abhidngig vom jeweiligen Milieu (True &
Lindquist, 2000). [PSI'] kann spontan mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 1:10° auftreten.
Die Vererbung des [PSI']-Phéinotyps wird durch die Ubertragung von aggregiertem Sup35p
vom Zytoplasma der Mutterzellen auf ihre Tochterzellen vermittelt.

Die Umwandlung von Sup35p von der [psi] zur [PSI'] Form in vivo spiegelt sich in vitro in
der Konformationsdnderung von loslichem Sup35p zu amyloiden Fibrillen wider. Sowohl die
Bildung von [PSI'] als auch die Amyloidentstehung wird von der aminoterminalen Region N
vermittelt. Der carboxyterminale Bereich C und die Mittelregion M von Sup35p werden dafiir

nicht benotigt.
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N M C
1 41 97 124 254 685
PGGYQ(Q)QYNP
Oligopeptid- stark geladen Translationsterminationsaktivitat
wiederholungen 18 % K, 18 % E
reichan Q, N
unstrukturiert strukturiert

Abbildung 1-6 Schema des Hefeprions Sup3Sp. Im aminoterminalen Bereich N (grau; Aminoséure 1-123)
befinden sich die Q/N-reiche Region und die Oligopeptidwiederholungen. Die Mittelregion M (blau;
Aminosdure 124-253) beinhaltet stark geladene Aminoséuren. Sowohl N als auch M liegen nativ entfaltet vor.
Der strukturierte carboxyterminale Bereich C von Sup35p (rot; Aminosdure 254-685) =zeigt die
Translationsterminationsaktivitét.

N enthilt die bereits in 1.1.5 erwdhnte Region reich an den ungeladenen polaren Aminosduren
Glutamin und Asparagin (Aminosduren 1-40) gefolgt von mehreren Oligopeptid-
wiederholungen (Aminosduren 41-97) (Abbildung 1-6). Die Oligopeptidwiederholungen sind
dabei essentiell fiir die Prionentstehung (Liu & Lindquist, 1999; Scheibel & Lindquist, 2001).
Eine Expansion dieser Region fiihrt zu einer spontanen Ausbildung von [PSI'] in vivo und
beschleunigt die Fibrillenbildung in vitro, wahrend die partielle Deletion das Gegenteil zur
Folge hat.

Die Mittelregion M von Sup35p ist reich an den positiv und negativ geladenen Aminoséuren
Lysin und Glutamat. M wird zwar nicht fiir die Prionentstehung benétigt, ist aber fiir die
Léslichkeit des Proteins verantwortlich (Scheibel, 2004).

Wiéhrend N und M nativ entfaltet vorliegen, ist der carboxyterminale Bereich C, der
Translationsterminationsaktivitit zeigt, strukturiert (Krzewska et al., 2007). Die Anwesenheit
von C fiihrt vermehrt zu unspezifischer Aggregation in vitro, weswegen fiir analytische
Untersuchungen meist nur die Domine NM verwendet wird.

Die Fibrillenbildung von NM ist ein keimbildungsabhéingiger zweistufiger Prozess
(Serio et al., 2000; Scheibel ef al., 2004). Losliches NM befindet sich in einem dynamischen
Gleichgewicht zwischen Monomeren und Oligomeren und bildet in der ersten
Assemblierungsstufe einen Aggregationskeim. Der Keimbildung folgt in der zweiten Stufe
das Fibrillenwachstum, das a) die Bindung von léslichem NM an den Keim und b) die durch

den Keim induzierte Konformationsdnderung beinhaltet (Scheibel et al., 2004).
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Abbildung 1-7 NM-Fibrillenstruktur. (A) Modell nach Krishnan & Lindquist, 2005. Durch ,,Head to head*
(rot) und ,,7ail to tail” (griin) Interaktionen in N kommt es zur Ausbildung einer f-Helix. (B) Modell nach
Shewmaker et al., 2006. N (blau) und der an N grenzende Bereich von M (griin) liegen in paralleler in-register
orientierter f-Faltblatt-Struktur vor.

NM-Fibrillen zeigen typische Amyloidstruktur. Sie sind unverzweigt, sehr stabil, ihre
Assemblierung kann durch Seeding beschleunigt werden, und sie besitzen die typische
Cross-f Struktur (Scheibel, 2004). Einem Modell von Krishnan und Lindquist (2005) zufolge
besteht das B-Faltblatt-reiche Grundgeriist der Fibrille aus Monomeren mit einer Head-, einer
Central- und einer Tail-Region (Abbildung 1-7A). Die Fibrillenassemblierung erfolgt dabei
durch ,,Head to head“- und ,,Tail to tail*“-Interaktionen. Die Central-Region enthilt die
Oligopeptidwiederholungen, die zwar fiir die Keimbildung essentiell, aber nicht direkt an
intermolekularen Interaktionen in der Fibrille beteiligt sind. M liegt auch nach
Fibrillenbildung groftenteils ungefaltet vor, nur der unmittelbar an N grenzende Bereich von
M ist strukturiert. Wéhrend diesem Modell zufolge die B-Faltblitter in Form einer f-Helix
angeordnet sind, postulieren Shewmaker et al. (2006) alternativ eine NM-Fibrillenstruktur mit
parallel angeordneten [-Faltblattern, die in deckungsgleicher in-register Orientierung

vorliegen (Abbildung 1-7B).
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1.3 Zielsetzung

Das Verstindnis des Assemblierungsverhaltens amyloidogener Proteine ist essentiell fiir die
Aufklarung der Mechanismen und Ursachen der Entstehung von Amyloidosen. Verschiedene
Assemblierungsformen scheinen dabei auf unterschiedliche Weise die Pathogenitit der
Proteine zu beeinflussen. In diesem Zusammenhang wird auch der Einfluss zweiwertiger
Metallionen auf die Ausbildung amyloider Strukturen diskutiert.

Da die Hefepriondomdne NM Gemeinsamkeiten mit anderen amyloidogenen Proteinen
aufweist (u. a. eine nativ entfaltete Struktur, Oligopeptidwiederholungen, Glutamin-reiche
Regionen, und die Féahigkeit zur Bildung amyloider Fibrillen), jedoch nicht pathogen und im
Vergleich zu anderen Amyloiden experimentell leicht zuginglich und bereits gut
charakterisiert ist, wurde sie im Rahmen dieser Arbeit als Modellprotein verwendet, um
verschiedene Aspekte der Amyloidentstehung zu untersuchen.

Das Auftreten von Intermediaten bei der Fibrillenassemblierung wurde fiir verschiedene
amyloide Proteine beschrieben und ist womdglich fiir die Pathogenese von grof3er Bedeutung.
Wihrend die Bildung amyloider Fibrillen bei NM bereits gut erforscht ist, ist iiber mogliche
Ubergangsformen oder alternative Assemblierungswege wenig bekannt. Aus diesem Grund
war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit, das Assemblierungsverhalten von NM nidher zu
untersuchen und auftretende Assemblierungformen zu charakterisieren.

Mehrere amyloide Proteine besitzen die Fahigkeit spezifisch Metallionen zu komplexieren.
Doch weder die physiologische Funktion dieser Metallbindung, noch der Einfluss auf die
Amyloidbildung konnte bislang ausreichend geklart werden. Durch Untersuchung des
Einflusses von Metallionen auf NM sollten Erkenntnisse {iber mogliche generelle Effekte von
Metallen auf Amyloide gewonnen werden. Da NM keine bekannten Metallbindemotive
besitzt, war es zundchst wichtig die Bindungseigenschaften zu bestimmen. Dariiber hinaus
sollte der Einfluss zweiwertiger Metallionen vor allem auf die Amyloidassemblierung von
NM untersucht werden, aber auch der Effekt auf die Sekundirstruktur, Stabilitit und
Morphologie der Fibrillen waren von Interesse.

Unterschiede in der Fibrillenmorphologie und -stabilitdt konnen bei der Ausbildung von
Prionphénotypen bei Hefen und auch bei der Entstehung von Amyloidosen eine Rolle spielen.
Eine bei OMPD-Patienten gefundene Variante des Proteins PAPBNI1 zeigt in vitro
beschleunigte Fibrillenbildung und erhohte Fibrillenstabilitdt im Gegensatz zum Wildtyp-
Protein. Ob dies in Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Fibrillenmorphologie steht,

sollte durch rasterkraftmikroskopische Untersuchungen geklért werden.
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MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

B-Mercaptoethanol, zur Synthese
6-acryloyl-2-dimethylaminonaphtalen (Acrylodan)
Acrylamidldsung Rotiphorese Gel 40 (19:1)
Agar-Agar, technisch

Ammoniumperoxodisulfat (APS), p.a.

Ampicillin

Bacto Trypton

Bromphenolblau S

Coomassie Brilliant Blau R

Coomassie Protein Assay Reagens (Bradford)
D-(+)-Saccharose

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA, Titriplex III)
Glyzerin, 99 %

Guanidiniumhydrochlorid, ultra pure

Harnstoff, fiir biochemische Zwecke

Hefeextrakt, fiir die Biotechnologie
Isopropylthiogalaktosid (IPTG), > 99 %

Kongo Rot

Methanol, p.a.

Milchpulver
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)), p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS), > 85 %
N-Ethylmorpholin (NEM), 99 %
Polyethylenglykol 400
Polyoxyethylensorbitmonolaurat (Tween 20)
SYPRO® Ruby

Thioflavin T

Trimethylamin-N-oxid (TMAO)

Tris(2-carboxyethyl)phosphinehydrochlorid (TCEP-HCI)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Molecular Probes, Eugene, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Difco Laboratories, Detroit, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

OMNI Life Science, Bremen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
MP Biomed., Solon, USA

ICN Biomedicals, Aurora, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Molecular Probes, Eugene, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fluka, Buchs, Deutschland
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Anorganische Salze, Sduren und Basen sowie organische LoOsungsmittel wurden von der
Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Darmstadt) bezogen und
hatten, falls nicht anders vermerkt, den Reinheitsgrad p.a.. Fiir die Herstellung von Losungen
und Puffern wurde, soweit nicht anders vermerkt, bidestilliertes Wasser verwendet. Fiir

Medien wurde entionisiertes Wasser verwendet.

2.1.2 Grofienstandards und Kits

Molekulargewichtstandard Low Range (LMW) BioRad, Miinchen, Deutschland
(SDS-PAGE)

Roti®-Mark Pre-stained Marker (Immunoblot) Roth, Karlsruhe, Deutschland
ECLplus Western Blotting Detection System GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Wizard Plus SV Miniprep Kit Promega, Madison, USA

2.1.3 Proteine

Antikorper:

a-Kaninchen-IgG monoklonales IgG-POD Konjugat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
a-Sup35p-NM polyklonaler Antikdrper (Kaninchen) Pineda Research, Berlin, Deutschland
Enzyme:

a-Chymotrypsin (Rind) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Endoproteinase Glu-C (Staphylococcus aureus Stamm V8)  Fluka, Buchs, Deutschland

Sonstige Proteine:

eADF-4(C16) Ute Slotta, TU Miinchen, Deutschland

murine Dihydrofolatreduktase (mDHFR) Diplomarbeit Simone Hess, TU Miinchen,
Deutschland

Poly(A)-bindendes Protein 1 (PABPN1) N-WT und Grit Lodderstedt, Universitit Halle,

N-(+7)Ala, fibrillar Deutschland

PrPy;.120M (mPrP-Sup35p-Fusionsprotein) Michael Suhre, TU Miinchen, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sup35p (Vollldnge), Sup35p-NM, fibrilldr (fiir Vergleichs-  Ronald Melki, CNRS Gif-sur-Yvette,
messungen) Frankreich
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2.1.4 Bakterienstimme und Plasmide
Bakterienstamm  Eigenschaften Quelle
DH10B FaraD 139A(ara leu) 7697 AlacX74 galU galK mrcA A(mrr Bethesda Research
hsdRMS-mcrBC) rpsL decR 380 AlacZ AM15 endA1l nupG Laboratories, USA
recAl
C43 [DE3] E. coli B F dcm ompT hsdS (rB mB) gal A (DE3), enthalt J.E. Walker

zumindest zwei zusitzliche uncharakterisierte Mutationen; zur
Expression toxischer rekombinanter Proteine einsetzbar

Plasmid Eigenschaften Quelle

pJC25NM Selektion: Amp; Klonierungsstelle: Ndel / BamHI; T. Scheibel
Promotor: T7

pIC25NMT38¢ Selektion: Amp; Klonierungsstelle: Ndel / BamHI; T. Scheibel

Promotor: T7

2.1.5 Sonstige Materialen

AFM-Zubehor:
Glimmer
AFM-Plittchen, 15 mm
Spitzen:

Pointprobe NCH-50 (Siliziumnitrid, Radius ~ 7 nm)
NanoProbe™ DNP-S20 (Siliziumnitrid, Radius ~ 10 nm,

Federkonstante 0,06 Nm™)
Chromatographiematerialien:

Q Sepharose Fast Flow

Hydroxyapatit
Superdex 200 Prep Grade HiLoad 16/60

Dialyseeinheit Slide-A-Lyzer” Mini, MWCO 10 kDa

Einmalkiivetten, 1,5 ml halbmikro

Entsalzungssiule D-Salt"™ Excellulose™, MWCO 5 kDa

Filterpapier Whatman®™ 3MM

Hamiltonspritze, 10 pl, mit austauschbarer Nadel und Chaney

Adapter
Kupfer Grids Square 300 Mesh

Kiivetten (Quarzglas Suprasil, unterschiedliche Ausfithrungen)

Membran fiir Immunoblot: Immobilon-P (PVDF)

Alfa Aesar, Ward Hill, USA
Ted Pella, Redding, USA

Nanosensors, Neuchatel, Schweiz
Veeco, Santa Barbara, USA

Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Schweden

BioRad, Richmond, USA
Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Schweden

Pierce, Rockford, USA

Brand, Wertheim, Deutschland
Pierce, Rockford, USA
Whatman, Brentford UK

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Plano W Planet GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Hellma, Miillheim, Deutschland
Millipore, Bedford, USA
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Membranen fiir AF4:
regenerierte Zellulose, MWCO 10 kDa Microdyn-Nadir GmbH, Wuppertal,
Deutschland
Polyethersulfon, MWCO 5 kDa Pall Life Science, East Hills, USA
Rontgenfilm X-Omat AR Eastman Kodak, Rochester, USA
Spritzenvorsatzfilter 0,22 um, verschiedene Grofien Merck, Darmstadt, Deutschland

Ultrazentrifugenréhrchen %2 x 2 P.A.

Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA

Vivaspin 20 (Polyethersulfon, MWCO 10 kDa) Vivascience AG, Hannover,

Deutschland

2.1.6 Gerite

Geriit Modell
Absorptionsspektrophotometer (UV/VIS) Cary 50 Bio und 100 Bio
Asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung Eclipse F
Blottingapparatur EBU 4000
Brechungsindexdetektor RI-71
Chromatographieanlage Akta FPLC P920
Circulardichroismus-Spektropolarimeter Jasco J-715 mit PTC 343

Peltier Temperiereinheit

Elektronenspinresonanz (EPR) Spektrometer X-Band ELEXSYS

Filmentwicklermaschine Optimax Typ MR

Fluoreszenz-Spektrophotometer Spex FluoroMax-3

Gelelektrophoreseapparatur (fiir SDS-PAGE) Hoefer SE250
Mighty Small 11

HPLC-Pumpensystem mit Pumpe, Entgaser, Series 1100
UV-Detektor, Probengeber, Temperiereinheit
Infrarot-Mikroskop IRscope
Infrarot-Spektrometer IFS 66/s
Kiihlzentrifuge Avanti J-25

Rotoren: JA10 + JA25.50

Lichtstreudetektor DawnEOS

Firma
Varian, Palo Alto, USA

Wyatt Technology, Santa
Barbara, USA

C.B.S. Scientific Co.,
Del Mar, USA

Shodex, Tokyo, Japan

Amersham Biosciences,
Piscataway, USA

Jasco International Co.
Ltd., Tokyo, Japan

Bruker, Ettlingen,
Deutschland

MS Laborgerite,
Heidelberg, Deutschland

Jobin Yvon Inc., Edison,
USA

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Agilent Technologies,
Palo Alto, USA

Bruker, Ettlingen,
Deutschland

Bruker, Ettlingen,
Deutschland

Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, USA

Wyatt Technology, Santa
Barbara, USA
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Lyophille

Mikrokalorimeter
Phosphoimager
Rasterkraftmikroskop

Spannungsquellen

Transmissionselektronenmikroskop

Ultraschallgenerator
Ultraschall-Resonator (URT)

Ultrazentrifuge

2.1.7 Computerprogramme

Unikat

VP-ITC
Typhoon 9200

MultiMode™ Scanning
Probe Microscope

Blue Power Plus

EPS 3500, 600, 601 und
1001

100 CX

HD/UW2200, Sonde KE76

ResoScan®™ System

Optima MAX-E
Rotoren: TLA45, MLASO

Microsoft Office (Microsoft, Redmond, USA)
SigmaPlot 2001 (Jandel Scientific, San Raphael, USA)
OriginPro 7.5 (OriginLab, Northampton, USA)

Nanoscope software (Veeco, Santa Barbara, USA)

Image Master 1D (Pharmacia Biotech, USA)

Image Quant 5.2 (Molecular Dynamics, Piscataway, USA)

Med. Techn. Laborgeréte
J.H. Schrader, Friedland,
Deutschland

Microcal, Northhampton,
USA

Amersham Biosciences,
Piscataway, USA

Veeco Instruments Inc.,
Woodbury, USA

Serva, Heidelberg,
Deutschland
Amersham Biosciences,
Piscataway, USA

Jeol Ltd., Tokyo, Japan

Bandelin, Berlin,
Deutschland

TF Instruments,
Heidelberg, Deutschland

Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, USA

Biochemie-Portal ExPaSy (Swiss Institutes of Bioinformatics; http://www.expasy.ch)

Astra (Wyatt Technology, Santa Barbara, USA)
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2.1.8 Medien, Puffer und Losungen

Medien
LBy-Medium

TY-Medium

Antibiotikum

10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, einstellen auf pH 7,2
mit 1 M NaOH

fiir Platten: + 15 g/l Agar-Agar
20 g/l Bacto Trypton, 10 g/l Hefeextrakt

100 pg/ml Ampicillin

Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Losung A
Losung A-Glyzerin

Proteinreinigung
Puffer QA

Puffer QB

Puffer HA

Puffer HB
Gelfiltrationspuffer
PBS (10x)

SDS-PAGE

Auftragspuffer (5x Laemmli)

Trenngelpuffer (4x)
Sammelgelpuffer (2x)
Laufpuffer (10x)

Coomassie-Firbung

Fairbanks A (Férbelosung)

Fairbanks D (Entfarbelosung)

Immunoblotting
Transferpuffer
PBS-(0,1/0,3)T
Blocking-Losung

3 M Natriumacetat pH 5,5, 1 M CaCl,, 2,8 M MnCl,, sterilfiltriert
13 % (v/v) Losung A, 87 % (v/v) Glyzerin

5 mM Tris/HCI pH 8,0, 40 mM NacCl, 8 M Harnstoff

5 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 8 M Harnstoff

5 mM K,;H,PO, pH 6,8, 8 M Harnstoff

500 mM K H,PO, pH 6,8, 8 M Harnstoff

5 mM K;H,PO, pH 6,8, 100 mM NacCl, 8 M Harnstoff
40 mM KH,PO,, 160 mM Na,HPO, pH 7,4, 1,15 M NacCl

300 mM Tris/HCI pH 6,8, 10 % SDS (w/v), 50 % Glyzerin (v/v) 0,05 %
Bromphenolblau, 5 % B-Mercaptoethanol

1,5 M Tris/HCI pH 8,8, 0,8 % (w/v) SDS
250 mM Tris/HCI pH 6.8, 0,4 % (w/v) SDS
250 mM Tris/HCI pH 8.8, 2 M Glycin (v/v), 1 % SDS (w/v)

25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsdure, 0,05 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blau R

10 % (v/v) Essigsdure

48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,037 % SDS (w/v), 20 % Methanol
1x PBS mit 0,1 % bzw. 0,3 % (v/v) Tween 20
5 % Milchpulver in PBS-0,1T
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Puffer fiir Assays

NEM-Puffer 50 mM NEM/HCI pH 7,0, 150 mM NaCl; in MQ-H,0O

NEM + M*-Puffer 1:1000 Verdiinnung (schnell) einer entsprechend konzentrierten CuCl,,
MnCl, bzw. ZnCl, Lésung (in MQ-H,0) in NEM-Puffer

CRBB 5 mM K,H,PO, pH 6,8, 150 mM NaCl; in MQ-H,0

2.2 Molekularbiologische Arbeitstechniken
2.2.1 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli

Ausstrichkulturen von E. coli auf Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37 °C oder mehrere
Tage bei RT inkubiert und zur Lagerung im Kiihlschrank unter Luftabschluss aufbewahrt. Die
Anzucht von E. coli-Fliissigkulturen in LB-Medium erfolgte wahlweise unter Zugabe von
Ampicillin. Einzelkolonien wurden zur Uberimpfung von 4 ml Kulturen verwendet. GroBere
Volumina wurden mit entsprechenden Vorkulturen {berimpft. Die Bakterien aus den
entsprechenden Vorkulturen wurden vor der Uberimpfung 5 min bei 4 °C und 5000 x g
sedimentiert und in frischem Medium resuspendiert um in das Medium sezernierte
B-Lactamase zu entfernen und somit dem vorzeitigen Abbau des Ampicillins vorzubeugen.
Volumina bis zu 4 ml wurden im Reagenzglasroller inkubiert, Kulturen iiber 10 ml im
Umluftschiittelinkubator. Das Wachstum der Bakterien wurde photometrisch bei 600 nm
beobachtet. Dabei entspricht eine ODgypo von 1 etwa 2,5x 10 Zellen/ml
(Sambrook & Russell, 2001).

Zur dauerhaften Aufbewahrung von Bakterienstimmen wurden 700 pl einer exponentiell
wachsenden Kultur mit 300 pul 50-prozentigem Glyzerin versetzt, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.2 Transformation von E. coli

Fiir die Transformation von E. coli wurden die zu transformierenden Stdimme nach Sambrook
& Russell (2001) kompetent gemacht. Dazu wurde eine frische 100 ml E. coli-Flissigkultur
mit einer ODgyo von 0,5-1,0 mit 2 ml 1 M MgCl, versetzt und 10 min weiter bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur 60 min auf Eis gekiihlt, 5 min bei 4 °C und
5000 x g abzentrifugiert, das Sediment in 20 ml Losung A resuspendiert und weitere 60 min
auf Eis gekiihlt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4 °C wurde das Sediment in 2 ml

Losung A-Glyzerin aufgenommen und die Zellen in Aliquots zu je 200 pl aliquotiert. Diese
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Aliquots wurden entweder direkt mit Plasmid-DNA transformiert oder in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Zur Transformation wurden je 200 pl kompetente Zellen mit maximal 10 % (v/v) der zu
transformierenden DNA vermischt und 15 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde
anschliefend einem einminiitigen Hitzeschritt bei 42 °C unterzogen, wieder auf Eis abgekiihlt
und nach Zugabe von 500 pl LBy 40 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden ca. 100 pl
der Bakteriensuspension auf entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert und diese bei 37 °C
iN bebriitet.

Die Priparation und Reinigung der zu transformierenden Plasmide pJCNM und pJCNM''*5¢
wurde nach Vervielfaltigung im E. coli Stamm DH10B mit dem Wizard Plus SV Miniprep Kit

gemal den Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3 Expression und Reinigung
2.3.1 Anzucht, Induktion und Ernte der Bakterien

Zur rekombinanten Produktion von NM™ und NM'"* wurde der E. coli Stamm C43
verwendet. Die Grof8anzucht wurde mit 4 1 TY-Medium mit Ampicillin in Schiittelkolben (2 1
pro Kolben) durchgefiihrt. Das Medium wurde dazu mit einer 100 ml-iiN-Kultur angeimpft.
Die Kulturen wuchsen bei 37 °C bis zu einer ODgy von etwa 0,5. Dann wurde die Expression
durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Kulturen 3 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (9000 x g, 10 min, 4 °C) geerntet, das
Zellpellet mit 10mM Tris/HClI pH 7,2 gewaschen und nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (2260 x g, 15 min, 4 °C) in 25 ml Puffer QA aufgenommen. Die

geernteten Zellen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

2.3.2 Proteinreinigung

NM™ und NM™"°¥¢ wurden wie bereits beschrieben (Hess, 2003; Scheibel et al., 2001) in drei
Schritten durch Anionenaustausch-, Affinitits- und GroBenausschlusschromatographie
gereinigt. Alle Reinigungsschritte erfolgten an einer Akta™ FPLC-Anlage bei RT unter
denaturierenden Bedingungen. Der Reinigungserfolg wurde nach jedem Schritt durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, s. 2.4.2) kontrolliert. Die verwendeten Puffer

wurden mittels einer Vakuumpumpe filtriert und entgast.
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Die aus der Zellernte erhaltenen Pellets wurden vor der Reinigung im warmen Wasserbad
aufgetaut, abzentrifugiert (60.000x g, 20min, 4°C) und der Uberstand den
chromatographischen Reinigungsschritten unterzogen, welche in der folgenden Tabelle

dargestellt sind.

Methode Parameter
1) Anionenaustauschchromatographie

Q-Sepharose Fast Flow Sdulenvolumen: 60 ml
Max. Druck: 0,25 MPa
Aquilibrierung: Puffer QA, 1,5 ml/min
Probenauftrag: Rohextrakt; 1,0 ml/min, mit 150 ml Superloop
Waschen: Puffer QA, 1,5 ml/min, ca. 400 ml
Elution: 0-35 % Puffer QB, 420 ml in 5 ml Fraktionen;
100 % Puffer QB, 180 ml; 1,5 ml/min

2) Affinitiitschromatographie

Hydroxyapatit Séulenvolumen: 20 ml
Max. Druck: 0,25 MPa
Aquilibrierung: Puffer HA, 1,5 ml/min

Probenauftrag: gepoolte Fraktionen aus 1); 1,0 ml/min, mit
150 ml Superloop

Waschen: Puffer HA, 1,5 ml/min, ca. 120 ml

Elution: 0-100 % Puffer HB, 160 ml in 3 ml Fraktionen;
100 % Puffer HB, 60 ml; 1,5 ml/min

3) Groflienausschlusschromatographie

Superdex 200 Prep Grade Sdulenvolumen: 120 ml
Max. Druck: 0,3 MPa
Aquilibrierung: Gelfiltrationspuffer, 1,0 ml/min

Probenauftrag: gepoolte und auf ca. 3 ml aufkonzentrierte
(Vivaspin 20) Fraktionen aus 2); 0,7 ml/min, mit 5 ml
Superloop

Elution: Gelfiltrationspuffer, ca. 90 ml in 1,5 ml Fraktionen;
1,0 ml/min

Verunreinigungen, die z. T. nach dem letzten Chromatographieschritt detektiert wurden,
konnten durch einen Hitzeschritt entfernt werden. Dazu wurde die Eigenschaft von NM
genutzt, bei einer Temperatur von 60 °C, im Gegensatz zu den meisten E. coli Proteinen
(Patchett et al., 1988), in Losung vorzuliegen (Scheibel & Lindquist, 2001). Methanol-
prézipitiertes NM wurde in einer geringen Menge 6 M GdmCl 1 h bei RT vollstindig geldst,
mit auf 60 °C vortemperiertem PBS 1:100 verdiinnt und fiir 1 h im Wasserbad bei 60 °C

inkubiert. Dabei prézipitierte Verunreinigungen wurden durch Zentrifugation (14.000 x g,
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30 min, RT) von 15slichem NM abgetrennt. Bei der Reinigung von NM''*¢ wurde dem
verwendeten PBS das hitzestabile Reduktionsmittel TCEP zugesetzt um eventuell mit NM
disulfidverbriickte Verunreinigungen abzutrennen. Der Reinheitsgrad wurde fluoreszenz-
spektroskopisch (s. 2.4.10) bestimmt.

Anschlieend wurden durch Zugabe von 20 mM EDTA (Endkonzentration) zu gereinigtem
NM mogliche Verunreinigungen durch zweiwertige Metallkationen entfernt, sodann das
Protein aliquotiert, mit 5,5 Vol. kaltem Methanol gefillt und direkt oder nach Lyophilisation
bei -20 °C gelagert.

Zur Lyophilisation wurde methanolgefilltes NM zuerst bei RT getrocknet, in 10 mM
NH4HCOs5 gelost, eventuell aggregiertes Protein durch Zentrifugation (130.000 x g, 15 min,
4 °C) entfernt, aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und iiN lyophilisiert.

2.4 Proteinanalytik
2.4.1 Konzentrationsbestimmung
UV-Absorptionsspektroskopie

Die UV-Absorptionsspektroskopie wurde fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration in
Proteinlosungen verwendet. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes kann bei bekanntem
Extinktionskoeffizienten ¢, die Proteinkonzentration durch Messung der Extinktion bei der
Wellenldnge A errechnet werden:

E
axd

CcC =

Dabei entspricht E; der Extinktion bei der Wellenldnge A, € dem molaren
Extinktionskoeffizienten bei A, ¢ der Proteinkonzentration in mol/l und d der Schichtdicke der
Kiivette in Zentimetern. Der Extinktionskoeffizient ldsst sich flir Proteine aus der
Aminosdurezusammensetzung  ermitteln. Den  Hauptbeitrag zur  Absorption im
Proteinspektrum liefern dabei Tryptophan und Tyrosin, aber auch Phenylalanin und Cystein
spielen, trotz der in Relation geringen Absorption, eine Rolle (Cantor & Schimmel, 1980;
Pace & Schmid, 1997).

Mit Hilfe des Programms ProtParam (http://www.expasy.org/tools/protparam.html) konnte
der Extinktionskoeffizient basierend auf der Methode nach Gill und Hippel (1989) aus den
bekannten Extinktionskoeffizientenen von Tryptophan, Tyrosin und Cystin und deren

Vorkommen (n) im Protein berechnet werden:
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E)(Protein) = E)(Tryptophan) x N (Tryptophan) + E)(Tyrosin) x N(Tyrosin) + €)(Cystin) x N(Cystin)

Fiir NM™ wurde ein Extinktionskoeffizient von 29.000 M cm™ bei 276 nm ermittelt, was bei

T158C .
wurde die

einer Absorption von 1,012 einer Konzentration von 1 g/l entspricht. Fiir NM
Konzentration mit demselben Extinktionskoeffizienten bestimmt.

In allen Experimenten wurden Quarzglas Suprasil Kiivetten mit 1 cm Schichtdicke verwendet.

Bradford Assay

Da in Anwesenheit von Cu®" die Proteinkonzentrationsbestimmung  mittels
UV-Absorptionsspektroskopie aufgrund von Absorption von Cu®’ in diesem Bereich nicht
moglich war, wurde hier die Konzentration nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt. Dazu
wird der blaue Sdurefarbstoff Coomassie-Brilliantblau verwendet. Dieser bindet unspezifisch
an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine, vor allem an Arginin,
weniger stark an Lysin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin. Dabei verschiebt
sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465nm auf 595nm, was
spektrophotometrisch verfolgt werden kann (Lottspeich & Zorbas, 1998).

Fiir die Konzentrationsbestimmung von NM wurde zuerst 25 ul Proteinlosung durch Zugabe
von 25 ul 6 M GdmCl fiir ca. 1 h leicht denaturiert. Dieser Ansatz wurde mit 50 ul MQ-H,O
verdiinnt und mit 1000 pl Bradfordlosung (Coomassie Protein Assay Reagens, 1:1 mit
MQ-H,O0 verdiinnt) in halbmikro Einmalkiivetten versetzt. Nach 10-miniitiger Inkubation bei
RT wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Zur Bestimmung der ungeféhren

Proteinkonzentration wurde eine Eichgerade mit BSA (0-10 pg) erstellt.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die analytische Auftrennung von Proteinen nach dem Molekulargewicht wurde die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt. In dieser Arbeit wurden SDS-Gele
der Grofle 10 x 8 x 0,075 cm mit 15 %-igem Trenngel und 3 %-igem Sammelgel verwendet
(Fling & Gregerson, 1986). Fiir die Gele wurden Ldsungen mit den folgenden

Endkonzentrationen hergestellt:

Trenngel: 1x Trenngelpuffer, 15 % Acrylamid, 0,2 % SDS, 0,065 % (w/v) APS, 0,033 % (v/v) TEMED
Sammelgel: 1x Sammelgelpuffer, 3 % Acrylamid, 0,2 % SDS, 0,13 % (w/v) APS, 0,066 % (v/v) TEMED
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Nach Zugabe von APS und TEMED wurde die Gellosung zur Polymerisierung in eine
entsprechende Vorrichtung gegossen.

Die Proben wurden in 1x Auftragspuffer zur vollstindigen Denaturierung 10 min bei 95 °C
inkubiert (Laemmli, 1970) und aufgetragen. Zur Abschédtzung des Molekulargewichts der
Proteine wurden Proteinstandards mit auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung wurde durch einen konstanten elektrischen Strom von 25 mA pro Gel fiir

45-60 min erzielt.

2.4.3 Farbung von Proteingelen
Coomassie-Farbung

Fiir die Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit dem Farbstoff Coomassie Blau
nach Fairbanks (Fairbanks et al., 1971) wurde das Gel in Fairbanks A aufgekocht und 10 min
inkubiert. Nichtgebundener Farbstoff wurde durch kurzes Spiilen in H>O und durch
anschlieBendes Aufkochen und Inkubation in Fairbanks D entfernt. Die Nachweisgrenze
dieser Methode liegt bei etwa 50 ng Protein.

Eine Detektion von NM mittels Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (1988), mit

einer Nachweisgrenze von 10 ng Protein, war nicht moglich.

Firbung mit SYPRO® Ruby

Als Alternative zur Silberfarbung, wurde die sensitive Detektion von NM mittels SYPRO®
Ruby durchgefiihrt, einem Fluoreszenz-Farbstoff (Emissionsmaximum bei 618 nm) mit einer
vergleichbaren Empfindlichkeit wie die der Silberfirbung. Dazu wurden die Proteine durch
30-miniitige Inkubation in 7 % Eisessig/10 % Methanol im Gel fixiert, und anschlieend in
frischer SYPRO® Ruby Losung (50 ml/Gel) iGN gefirbt. Nach zwei Waschschritten
(1 x 30 min in HyO4q4, 1 x 30 min in 7 % Eisessig/10 % Methanol) wurden die Proteinbanden
mittels Phosphoimager (Typhoon) bei einer Anregungswellenlinge von 532 nm mit dem

Emissionsfilter ,,610 Ruby* detektiert.
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2.4.4 Immunoblotting

Der spezifische und sensitivste Nachweis von NM erfolgte durch Immunoblotting. Die durch
SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden zunéchst auf eine PVDF-Membran iibertragen.
Dazu wurden das Polyacrylamidgel und eine entsprechend den Herstellerangaben vorbereitete
PVDF-Membran fiir 10 min in Transferpuffer inkubiert. AnschlieBend wurden -eine
Sandwich-Anordnung bestehend aus drei Lagen Whatman®-Papier (in Transferpuffer
getrinkt), der Membran, dem Gel und drei weiteren getrinkten Lagen Whatman®-Papier
zwischen zwei Elektroden angebracht. Die Proteine wurden bei einer konstanten Stromstérke
von 1 mA/cm® in 90 min auf die Membran iibertragen. Zum Nachweis von NM (Protokoll
s.u.) wurde ein o-Sup35p-NM polyklonaler Antikorper aus Kaninchen als primérer
Antikorper verwendet. Der sekundédre Antikorper, a-Kaninchen-IgG, war mit dem Enzym
Peroxidase konjugiert, das tiber eine lichterzeugende Reaktion mit dem ECLP™ western blot

detection kit entsprechend den Herstellerangaben detektiert werden konnte.

Protokoll (bei RT) Antikorperverdiinnungen
3x 10 min Schwenken in Blocking-Losung
90 min Inkubation mit a-Sup35p-NM 1:20.000 in PBS-0,1T + 1 % Milchpulver
3x 10 min Waschen mit PBS-0,1T
45 min Inkubation mit a-Kaninchen-IgG-POD 1:4.000 in PBS-0,1T + 1 % Milchpulver
2x 10 min Waschen mit PBS-0,3T
1 x 10 min  Waschen mit PBS-0,1T

2.4.5 Assemblierung amyloider Fibrillen
Fibrillenbildung

Amyloide NM-Fibrillen werden in einem Prozess gebildet, der aus zwei Schritten besteht. Der
erste  Schritt ist die Bildung von Aggregationskeimen aus I6slichem NM. Diese
Aggreagtionskeime, auch Nuklei genannt, induzieren im zweiten Schritt durch Anlagerung
von weiterem 16slichem NM das Fibrillenwachstum.

Die Assemblierung amyloider NM-Fibrillen wurde in dieser Arbeit auf drei verschiedene
Arten durchgefiihrt: a) ungeseedet, b) durch Rotation oder c¢) durch Seeding. Dazu wurde
zundchst methanolprizipitiertes und getrocknetes bzw. lyophilisiertes NM in einem kleinen
Volumen 6 oder 8 M GdmCl iGN denaturiert, um schon bestehende Keime und andere

Strukturen aufzuldsen. Zur Fibrillenbildung wurde das Protein durch 100-fache Verdiinnung
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mit CRBB bzw. NEM-Puffer (mit oder ohne M*") renaturiert. Die finale Proteinkonzentration
betrug 150 pg/ml.

In ungeseedeten Reaktionen, d.h. ohne kiinstliche Induktion der Fibrillenbildung, wurde so
renaturiertes NM ohne weitere Behandlung bei konstanter Temperatur (20 oder 25 °C im
Brutschrank) inkubiert. Auf diese Weise entstanden nicht nur Fibrillen sondern auch
Filamente, die durch Zentrifugation (s. 2.4.7) von den Fibrillen getrennt werden konnten.

Bei der Fibrillenassemblierung durch Rotation wird die Bildung der Nuklei und somit die
gesamte Reaktion beschleunigt. Die Polymerisation durch Dissoziation liberméBig grofer
Komplexe und/oder der Anstieg der Kollision geeigneter Komplexe untereinander
(Serio et al., 2000) sind dabei mdgliche Ursachen fiir die erhohte Keimbildungsrate. Dabei
gilt, je hoher die Proteinkonzentration der rotierten Probe, umso mehr Keime entstehen und
umso kiirzer sind die gebildeten Fibrillen. Fiir die Fibrillenassemblierung durch Rotation
wurde renaturiertes NM (s. 0.) auf dem Uberkopfschiittler bei 60 rpm fiir 15-72 h bei RT
rotiert.

Bei der Fibrillenbildung durch Seeding wird die Reaktion durch Zugabe von Seeds zu
16slichem NM beschleunigt. Bei den Seeds handelt es sich um sehr kurze Fibrillen mit einer
durchschnittlichen Lange von ca. 100 nm, die dhnlich wie Aggregationskeime wirken. Fiir die
Fibrillenassemblierung durch Seeding wurden 1-10 % (w/w) Seeds (Herstellung s. u.) direkt

zur Renaturierung von NM (s. 0.) oder unmittelbar danach zugegeben.

Herstellung von Seeds

Zur Herstellung von Seeds wurden durch Rotation gebildete Fibrillen mit Hilfe von
Ultraschall zerkleinert. Dazu wurden 500 pl Fibrillen in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl3 in
einem Kiihlblock mit der Ultraschallsonde KE76 (Bandelin) bei niedrigster Energie (10 %)
6 x 15 s behandelt. Dabei war zu verhindern, dass die Sonde das Reaktionsgefdl} beriihrte und
sich Schaum bildete. Die Qualitit (Ldnge, Verteilung) der so hergestellten Seeds wurde
mittels AFM kontrolliert.
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2.4.6 Detektion amyloider Fibrillen
Kongo Rot

Als ein typischer Nachweis amyloider Fibrillen gilt die Farbung mit Kongo Rot (Congo Red,
CR) (Klunk et al, 1989). Durch die Bindung an amyloide Proteine &ndert sich das
Absorbtionsspektrum des Farbstoffes. Die Farbe von Kongo Rot wechselt mit der Bindung
von orange zu rosa. Die stochiometrischen Interaktionen zwischen CR und amyloidem
Protein erlauben nicht nur den Nachweis, sondern auch die absolute Quantifizierung der

Konzentration des CR-Amyloid-Komplexes:
(A540/25295) — (A477/46306) = gebundenes CR/Protein [mol/mol]

CR wurde in CRBB aufgenommen, zweimal sterilfiltriert und auf eine Konzentration von
12,5 uM eingestellt. Die Konzentration der reinen CR-Ldsung konnte durch Kenntnis der
Absorption bei 540nm und 477nm und die zugehodrigen Extinktionskoeffizienten
(8540 = 25295 Mm! cm'l, €477 = 46306 M cm'l) bestimmt werden. Die Detektion amyloider
NM-Fibrillen mittels CR erfolgte wie in der Literatur beschrieben (Glover et al., 1997;
Scheibel & Lindquist, 2001): NM wurde mit der CR-Lsung auf final 1 uM Protein und
10 uM CR verdiinnt, fiir 1 min bei RT inkubiert und die Absorption im UV/VIS-Spektrometer
(Cary 50) bei 540 nm und 477 nm in halbmikro Einmalkiivetten gemessen. Die berechneten
Werte fiir die CR-Bindung wurden durch Subtraktion des Wertes der reinen CR-Ldsung

korrigiert.

Thioflavin T

Eine weitere Methode zur Detektion amyloider Fibrillen ist die Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin T (ThT) und der damit verbundene Anstieg der Emission
bei 482 nm (Vassar & Culling, 1959). Fiir ThT-Fluoreszenzmessungen wurde die zu
untersuchende Proteinlosung mit 250 uM ThT in NEM-Puffer auf final 1,25 uM Protein und
187,5 uM ThT verdiinnt. Das Emissionsspektrum von ThT wurde von 470-550 nm bei einer
Anregungswellenldnge von 450 nm am FluoroMax-3 Spektrofluorimeter aufgenommen

(s. 2.4.10).



MATERIAL UND METHODEN 33

Acrylodan

Die Bildung amyloider NM-Fibrillen kann auch durch die Anderungen der Fluoreszenz des
kovalent gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes Acrylodan (Acryloyl-2-dimethylamino-
naphthalen) beobachtet werden (Scheibel ef al., 2004). Dazu wurde die Cysteinmutante
NM""*¥¢ verwendet. Fiir die Kopplung wurde in 6 M GdmCl gelostes NM' %€ mit Acrylodan
(10 mM, in DMSO) fiir 2h bei RT inkubiert (~70 uM NM'"*¢ und 1 mM Acrylodan
Endkonzentration) und gelegentlich invertiert. Ungebundenes Acrylodan wurde unter
Verwendung von Entsalzungssdulen (D-Salt excellulose desalting columns) gemi3 den
Herstellerangaben abgetrennt. Die Kopplungseffizienz wurde mittels Absorptions-
spektroskopie geméll den Herstellerangaben bestimmt. Das gekoppelte Protein wurde
aliquotiert, methanolprizipitiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die Fibrillenbildung von Acrylodan-gelabeltem NM"'**¢ (5 uM) wurde durch die Abnahme
der Fluoreszenz bei 520 nm (Emissionsmaximum von 16slichem NM) und die Zunahme bei
470 nm (Emissionsmaximum von fibrillirem NM) beobachtet. Dazu wurden Acrylodan-
Emissionsspektren von 400-600 nm bei einer Anregungswellenldinge von 392 nm am

FluoroMax-3 Spektrofluorimeter aufgenommen (s. 2.4.10).

2.4.7 Filamentseparation

NM-Filamente konnten von amyloiden Fibrillen mittels Ultrazentrifugation abgetrennt
werden. Dazu wurde ein ungeseedeter Fibrillenbildungsansatz bei 130.000 x g fiir 30 min bei
20°C in einer Optima Max-E Ultrazentrifuge (Rotor: TLA45) zentrifugiert und der
Uberstand, der Filamente und 16sliches NM enthielt, 1 x durch einen 0,22 pm Filter filtriert.
Die weitere quantitative Trennung von Filamenten und I6slichem NM durch
GroBenausschlusschromatogaphie oder Filtration durch eine Membran mit einer
AusschlussgroBe von 100 kDa scheiterte, da NM mit den verwendeten Materialen

unspezifisch interagierte.
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2.4.8 Saccharosegradient

Die qualitative Separation der NM-Assemblierungsformen konnte mittels eines
Saccharosegradienten durchgefiihrt werden. Ein kontinuierlicher Gradient mit 20-60 %
Saccharose wurde modifiziert nach Liebman et al. (2006) in 2 x 2 P.A. Zentrifugenrohrchen
hergestellt. Dazu wurde 500 pl 60-prozentige Saccharoseldsung in die Rohrchen gefiillt und
fiir ca. 40 min bei -80 °C eingefroren. Danach wurden die Rohrchen herausgenommen, 500 pl
50-prozentige Saccharoselosung direkt auf die gefrorene Losung pipettiert und wieder fiir
40 min bei -80 °C eingefroren. Auf diese Weise wurden nacheinander 40-, 30- und
20-prozentige Saccharoseldosung zugegeben. Die Gradienten wurden bis zu ihrer Verwendung
bei -80 °C gelagert und dann langsam auf Eis aufgetaut, wobei es zur Durchmischung der
einzelnen Saccharoseschichten kam, und sich somit ein kontinuierlicher Gradient ausbildete.
300 ul NM-Probe wurde nach vollstindigem Auftauen des Gradienten vorsichtig obenauf
pipettiert und N in der Optima Max-E Ultrazentrifuge mit einem Ausschwingrotor (MLS50)
bei 100.000x g und 20°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden vorsichtig
200 pl-Fraktionen von oben nach unten abgenommen und mittels AFM und SDS-PAGE mit
Immunoblotting bzw. mit Firbung mit SYPRO® Ruby analysiert. Die Quantifizierung von
SYPRO® Ruby gefiarbten Proteinbanden wurde mit Hilfe der Software Image Quant 5.2
durchgefiihrt.

2.4.9 Stabilitiitsuntersuchungen
SDS-Stabilitit

Die Resistenz gegeniiber der Denaturierung mit SDS ist eine Eigenschaft von B-Faltblatt-
reichen Proteinen mit kompakter Struktur (Manning & Colon, 2004). So kdnnen auch
amyloide NM-Fibrillen in SDS-haltigem Auftragspuffer (Laemmli, 1970; enthilt 2 % SDS)
erst nach 10-miniitiger Inkubation bei 95 °C, was den denaturierenden Effekt von SDS
verstarkt, mittels SDS-PAGE detektiert werden (Serio ef al., 2000). Ohne Inkubation bei
95 °C konnen die Fibrillen nicht ins Gel einlaufen.

Zur Untersuchung der SDS-Stabilitdt von Fibrillen, Filamenten oder l6slichem NM wurde
150 pg/ml Protein mit Auftragspuffer versetzt, unmittelbar danach fiir 0-10 min bei 95 °C
inkubiert und mittels SDS-PAGE analysiert. Diese Methode wurde auch genutzt, um den
Anteil von Fibrillen am gesamten aggregierten Protein zu bestimmen. Dazu wurde durch

einen Zentrifugationsschritt (130.000 x g, 30 min, 20 °C) l6sliches von unléslichem NM
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getrennt, Pellet und Uberstand mit Auftragspuffer versetzt und vor bzw. nach 10-miniitiger
Inkubation bei 95 °C mittels SDS-PAGE analysiert. In nicht hitzebehandelten Pelletproben
konnten nur amorphe Aggregate, nicht aber die SDS-resistenten Fibrillen, auf dem Gel
detektiert werden. Nach Féarbung mit Coomassie wurden die Proteinbanden densitometrisch

mit der Software Image Master 1D Prime quantifiziert.

Proteasestabilitéit

Die Resistenz gegeniiber dem Verdau mit Proteasen ist eine weitere Eigenschaft amyloider
Fibrillen (Nordstedt ef al., 1994). Fiir den proteolytischen Verdau von NM wurden zwei
verschiedene Endoproteasen verwendet. Chymotrypsin (CHY) schneidet nur im
aminoterminalen Bereich von NM (24 Schnittstellen, direkt vor Tyrosin und Phenylalanin),
wiéhrend sich die 23 Schnittstellen der Glutamyl-Endopeptidase Glu-C V8 (V8) (direkt vor
Glutamat) nur in der Mitteldoméane befinden. Es wurden 150 pg/ml NM mit 1/50 (w/w) CHY
bzw. 1/10 (w/w) V8 bei 37 °C fiir 0-60 min verdaut. Die Proben wurden mit Auftragspuffer
versetzt, 10 min bei 95 °C inkubiert und mittels SDS-PAGE analysiert Nach Farbung mit
Coomassie wurden die Proteinbanden densitometrisch mit der Software Image Master 1D

Prime quantifiziert.

2.4.10 Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sind fiir die so genannte
,intrinsische Fluoreszenz“ von Proteinen verantwortlich. Dabei wird das Fluoreszenz-
verhalten von Proteinen, die alle drei aromatischen Aminosduren enthalten, von Tryptophan
dominiert. Zwei Griinde sind fiir die intensive Fluoreszenz von Tryptophan verantwortlich:
Zum einen weist Tryptophan von den drei aromatischen Aminosduren die hochste molare
Absorption auf. Zusitzlich ist es mdglich, dass von Tyrosinen und Phenylalaninen absorbierte
Energie durch fluorescence resonance energy transfer auf Tryptophan iibertragen wird und so
zur Tryptophanfluoreszenz beitrdgt (Cantor & Schimmel, 1980; Schmid, 1997). Daher

ergeben sich relative Empfindlichkeiten fiir die Fluoreszenz zu etwa:
Trp : Tyr : Phe = 1100 : 200 : 8 (Schmid, 1997).

Die intrinsiche Fluoreszenz wurde fiir die Uberpriifung der Reinheit von NM verwendet. Da
NM kein Tryptophan enthilt, sollte reines NM nur das Emissionsspektrum von Tyrosin mit

einem Maximum bei ca. 310 nm zeigen.



36 MATERIAL UND METHODEN

Extrinsische Fluoreszenz kann Proteinen durch spezifische Markierung (kovalent oder
nichtkovalent) mit verschiedensten Fluorophoren verliechen werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde diese zur Detektion amyloider Fibrillen genutzt: a) durch Zugabe von Thioflavin T und
b) durch kovalente Bindung von Acrylodan (s. 2.4.6).

Dartiber hinaus wurde das Oligomerisierungsverhalten von NM bei 25 bzw. 60 °C mittels
Lichtstreuung untersucht. Dazu wurde frisch renaturiertes NM (150 pg/ml) im Fluoreszenz-
Spektrophotometer mit Licht einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt und das 90°-Streulicht
bei derselben Wellenlinge gemessen. Die so erhaltenen Streulichtwerte wurden mit der
Lichtstreuung des Messpuffers korrigiert.

Die Parameter aller fluoreszenspektroskopischer Messungen sind im Folgenden aufgefiihrt.
Alle Messungen wurden in Quarzglas Suprasil Fluoreszenzkiivetten mit einem Volumen von

50 pl bzw. 1 ml (Lichtstreuung) durchgefiihrt.

Tyr / Trp Thioflavin T Acrylodan Lichtstreuung
Anregungswellenliinge 280 nm 450 nm 392 nm 500 nm
Aufnahme der Emission 300-400 nm 470-520 nm 450-550 nm 500 nm
Spaltbreiten 5nm/5 nm 5nm/5 nm S5nm/5 nm S5nm/5 nm
Integrationszeit 0,5s 0,5s 0,5s 0,5s
Temperatur 25°C 25°C 25°C 25°C/60°C

2.4.11 Circulardichroismus-Spektroskopie

Unter Circulardichroismus (CD) versteht man die Eigenschaft optisch aktiver Molekiile,
links- bzw. rechts-zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stark zu absorbieren. Die
Grundlage hierfiir liefert die Kopplung von Chromophoren in einer asymmetrischen
Konformation. Je nach Wellenldnge des eingestrahlten Lichts unterscheidet man zwischen
Nah-UV CD (320-250 nm, aromatische Region) und Fern-UV CD (250-170 nm, Amid-
Region). Im Nah-UV Bereich sind aromatische Aminosduren in asymmetrischer Umgebung
fiir das Signal verantwortlich. Nah-UV CD-Spektren vermitteln einen fiir jedes Protein
charakteristischen, abstrakten Gesamteindruck. Die Fern-UV CD-Spektroskopie wird dazu
verwendet, um Informationen iber die Sekundirstruktur von Proteinen zu erhalten. Im
Fern-UV erzeugt die Polypeptidkette ein CD-Signal, das von der Sekundérstruktur des
Proteins abhéngig ist. a-Helices erzeugen zwei benachbarte Minima hoher Intensitdt bei

208 nm und 222 nm, wohingegen B-Faltblitter zu einem weniger ausgepragten Minimum bei
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218 nm fithren. Unstrukturierte Proteine (random coil) weisen ein Spektrum mit einem
ausgepriagten Minimum bei 198 nm auf.

Die Sekundirstrukturuntersuchungen von NM wurden mit Proteinldsungen mit einer
Konzentration von 150 pg/ml und Quarzkiivetten mit Schichtdicken von 0,1 cm durchgefiihrt.

Dabei wurde ein Jasco 715 Spectropolarimeter mit folgenden Geréteeinstellungen verwendet:

Wellenléingenbereich 198 nm-250 nm
Auflésung 0,1 nm
Geschwindigkeit 20 nm/min
Response 1,0s
Akkumulation 5

Kiivettentemperatur 20 °C

Aus der gemessenen Elliptizitit ® wurde die molare Elliptizitit Oyrw (in grad cm?® dmol™),
d. h. die auf den durchschnittlichen Beitrag einer Peptidbindung bezogene Elliptizitit mit
Hilfe der Formel

O-100- MW
c-d- Nus

Ourw =

(Schmid, 1997) berechnet. Dabei ist ® die gemessene Elliptizitit (in grad), MW das
Molekulargewicht des Proteins (in g mol™), ¢ die Proteinkonzentration (in mg ml™), d die
Schichtdicke der Kiivette (in cm) und Nas die Anzahl der Aminosduren im Protein.

Die CD-Spektroskopie bietet auch die Moglichkeit die Interaktion von Metallen mit Proteinen
zu untersuchen. Im sichtbaren Bereich zwischen 300 und 800 nm (VIS-CD) liefern gebundene
Metallionen in chiraler Umgebung detektierbare Signale, wihrend ungebundene CD-inaktiv
sind (Klewpatinond & Viles, 2007). Zur Charakterisierung der Bindung von Cu*" an NM
wurden Messungen mit 750 pg/ml NM in An- bzw. Abwesenheit von Cu*" in
unterschiedlichen Konzentrationen in Kiivetten mit Schichtdicken von 0,5 cm mit folgenden

Parametern durchgefiihrt:

Wellenliéingenbereich 260 nm-800 nm
Auflésung 0,1 nm
Geschwindigkeit 50 nm/min
Response 1,0s
Akkumulation 4

Kiivettentemperatur 25 °C
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2.4.12 Fourier-Transformierte Infrarot Spektroskopie

Neben der CD-Spektroskopie kann auch die Fourier-Transformierte Infrarot (FTIR)
Spektroskopie zur Sekundérstrukturanalyse von Proteinen verwendet werden. Proteine weisen
mehrere charakteristische IR-Absorptionsbanden auf. Diese stellen vor allem Schwingungen
des Polypeptidriickgrats dar. Die aussagekriftigste und best untersuchte Bande ist die Amid I
Bande zwischen 1600 und 1700 cm™, der im Wesentlichen die C=0O Streckschwingung
zugrunde liegt. Da die C=0O- und N-H-Gruppen der Proteine an der Ausbildung von
Wasserstoftbriicken in den verschiedenen Sekundirstrukturen beteiligt sind, héngen
Frequenzlage und Form der IR-Banden empfindlich von der Sekundérstruktur des Proteins ab.
a-Helices erzeugen dabei Peaks zwischen 1648 und 1660 cm™, B-Faltblitter zwischen 1612
und 1640 cm™, B-Turns zwischen 1660 und 1700 cm™, und unstrukturierte Bereiche liefern
Peaks zwischen 1640 und 1660 cm’ (Arrondo & Goni, 1999; Tamm & Tatulian, 1997).

Die zu untersuchenden NM-Proben wurden auf Kalziumfluoridplittchen pripariert und
luftgetrocknet. Um das enthaltene GdmCI zu entfernen wurden die Proben vorher in Mini-
Slide-A-Lyzern dialysiert. Die Analyse erfolgte an einem IR-Mikroskop (IRscope), das an ein
IR-Spektrometer (IFS 66/s) gekoppelt war. Es wurden polarisierte Absorptionsspektren im
Bereich von 700-6000 cm™ mit einer Auflosung von 4cm’ aufgenommen. Die
Sekundirstrukturanteile wurden durch Dekonvolution (Gauss) der Amid I Bande bestimmt
(OriginPro 7.5). Die Messungen wurden freundlicherweise von Sebastian Rammensee

(Lehrstuhl fiir Physik, TU Miinchen) durchgefiihrt.

2.4.13 Ultraschall-Resonator-Technologie

Mit der Ultraschall-Resonator-Technologie (URT), auch ,Molekulare Akustik® genannt,
kénnen konformationelle Anderungen von Proteinen und die Bindung von Liganden
detektiert werden. Es wird dazu die Geschwindigkeit und Absorption von Ultraschallwellen in
Fliissigkeit und so die Anderungen von Molekiileigenschaften und Interaktionen zwischen
Molekiilen in wissriger Phase gemessen. Die Ultraschallgeschwindigkeit in wissrigen
Losungen wird hauptsichlich durch deren Kompressibilitdt bestimmt. Je dichter ein Medium,
umso héher ist die Ultraschallgeschwindigkeit. So haben Anderungen der Struktur des
Wassers an der Grenzfliche zwischen Losungsmittel und gelosten oder suspendierten
Komponenten (Hydratwasser) Auswirkungen auf die Ultraschallgeschwindigkeit. Ursache
dafiir sind die Unterschiede in der Struktur der Wasserstoffbriicken der Hydrathiillen. Andert

ein Protein seine Struktur, so dndert sich auch die Anordnung der Wasserstoftbriicken seiner
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Hydrathiille, was zu einer Anderung der Ultraschallgeschwindigkeit fiihrt. Zur Absorption
von Ultraschall kann es durch Anderungen der Viskositit des Losungsmittels und durch
Relaxation kommen. Andert sich die Beweglichkeit eines Proteins in Losung z. B. durch seine
Oligomerisierung, kann dies zu einer Anderung der Ultraschallabsorption fiihren.

Zur Untersuchung der Bindung von M*" (Cu®", Zn*", Mn®") an NM wurden die strukturellen
Anderungen mittels Ultraschallgeschwindigkeit in einem ResoScan® System gemessen. Es
wurden  jeweils gleiche  Volumina einer MCL-Stammldsung  mittels  einer
10 pl-Hamiltonspritze mit stumpfer Spitze und Chaney Adapter (Hamilton) zu beiden
Messzellen, der Probenzelle und der Referenzzelle, gegeben (Messparameter s.u.). Die
Messungen wurden mit entgasten Losungen bei einer konstanten Temperatur von 25 °C
durchgefiihrt. Nach Zugabe der MCl,-Losung musste gewartet werden bis sich wieder die
gleiche Temperatur wie vor Zugabe einstellte (auf 0,01 °C genau). Dann konnte der Wert fiir

die Ultraschallgeschwindigkeit abgelesen werden.

Titration 1: 0-50 pM M** Titration 2: 0-12 mM M**
MCl,-Stammlésungen  in MQ-H,O in MQ-H,0O
A) 0,36 mM C) 7,2 mM
B) 1,8 mM D) 36 mM
E) 72 mM
F) 360 mM
G) 720 mM

Probenzelle 180 pl 0,95 mg/ml NM in NEM-Puffer 180 pl 0,95 mg/ml NM in NEM-Puffer
Referenzzelle 180 pl NEM-Puffer 180 ul NEM-Puffer

Titration 20x 0,5 pl A) 5x0,5ulC)
6x 0,5 ul B) 4x 0,5 ul D)
6x0,5ulE)

5x 1,0 ul E)

2x 1,0 ulF)

1x1,0 ulG)

Zur Bestimmung der Bindekonstante wurde das relative molare Inkrement der

Ultraschallgeschwindigkeit
[U] = (U-Up/(UyC)

berechnet. Dabei ist U bzw. U, die Ultraschallgeschwindigkeit in der Proben- bzw.
Referenzzelle und C die entsprechende Proteinkonzentration in mol/l (Chalikian et al., 1994).
[U] wurde gegen das molare Verhiltis von M**- zu Proteinkonzentration aufgetragen und die

Bindekonstante mit Hilfe eines hyperbolischen bzw. sigmoidalen Fits bestimmt.
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2.4.14 Isotherme Titrationskalorimetrie

Eine geeignete Methode, Wechselwirkungen von Proteinen mit Liganden aller Art zu
untersuchen und zu charakterisieren, stellt die isotherme Titrationskalorimetrie (isothermal
titration calorimetry, ITC) dar. Sie bietet eine nicht-invasive Moglichkeit, bei Interaktion frei
werdende oder absorbierte Warme als thermodynamischen Parameter direkt (ohne chemische
Verdanderungen an einem der Bindungspartner) zu messen. Einer der Reaktionspartner (bei
Bindung niedermolekularer Liganden das Protein) wird in der Messzelle vorgelegt, der andere
in definierten Portionen dazu injiziert. Die bei der Injektion verdnderten Wérmetdnungen
werden im Vergleich zu einer wassergefiillten Referenzzelle ausgegeben. Die
Signalverdnderungen, die die einzelnen Injektionen verursachen, werden iiber die Zeit
aufgezeichnet. Integration der Fliche unterhalb des Messsignals liefert Werte fiir die frei
werdende bzw. absorbierte Bindungswidrme der jeweiligen Injektion. Trdgt man das molare
Verhiltnis der Interaktionspartner gegen den Warmeverlauf der Titration auf, ergibt sich eine
Kurve mit sigmoidalem Verlauf, die von den Parametern n, K, und AH abhingt. Die Lage des
Wendepunkts dieser Kurve entspricht der Bindungsstochiometrie n. Der Parameter K kann
als apparente Bindekonstante interpretiert werden. AH entspricht der bei der Bindung
freigewordenen bzw. verbrauchten Enthalpie (O'Brien et al., 2000).

Zur Untersuchung der Bindung von Cu*" an NM wurde ein VP-ITC Kalorimeter verwendet.
Die Messungen wurden mit entgasten Losungen bei einer konstanten Temperatur von 30 °C
durchgefiihrt (Messparameter s.u.). Die Berechnung der Bindekonstante erfolgte mit der

Standard-Auswertesoftware (OriginLab).

Probenzelle 25 uM NM in 25 mM NEM, pH 7,0, 150 mM NaCl
Ligand 2,5 mM CuCl, in 25 mM NEM, pH 7,0, 150 mM NaCl
Referenzzelle MQ-H,O
Injektionen 1x0,7 pl, 44 x4 pl
Injektionsdauer &8s
Injektionsintervalle Injektionen 1-8 350 s, ab 9 300 s

Riihrgeschwindigkeit 300 rpm
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2.4.15 Elektronenspinresonanz

Mittels Elektronenspinresonanz (electron paramagnetic resonance, EPR) wird die Absorption
von Mikrowellenstrahlung an paramagnetischen lonen oder Molekiilen mit ungepaarten
Elektronen im Magnetfeld untersucht. Diese Methode erlaubt so die Analyse der Struktur
paramagnetischer Metallionen in Losung und im Festkorper (Atkins, 1990).

Bei der Untersuchung der Kupferbindung an NM gaben die EPR-Messungen somit
Aufschluss dariiber, ob im Ansatz enthaltenes Cu*" in Losung oder gebunden vorlag. Die
EPR-Messungen wurden mit paramagnetischem *Cu durchgefiihrt. *CuCl, (100 mM) wurde
durch Umsetzung von *CuO (2,5 mg) mit HCI (2 M, 31,6 ul) im Vakuum hergestellt. NM in
6 M GdmCI wurde durch 1.000-fache Verdiinnung mit 5 mM KHxPO4 pH 6,8, 40 mM NacCl,
2 mM Glycin riickgefaltet (Endkonzentration 150 pg/ml NM). 1 mM *CuCl, war entweder
schon im Riickfaltungspuffer enthalten, oder wurde erst 5 min nach Riickfaltung bzw. nach
Fibrillenbildung zugegeben. Die EPR-Spektren wurden im X-Band (9,48 GHz) mit einem
ELEXSYS 580 Spektrometer mit einer Tjo, Kavitit (Mikrowellenenergie 0,2 mW,
Magnetfeldbreite 1200 Gauss, Modulation der Amplitude 5 Gauss) bei -196°C
aufgenommen. Die Messungen wurden freundlicherweise von Matthias Mentler und Moritz

Ammelburg (Lehrstuhl fiir Physik-Biophysik, TU Miinchen) durchgefiihrt.

2.4.16 Flussfeldflussfraktionierung und statische Lichtstreuung

Um das Oligomerisierungsverhalten von NM zu untersuchen, wurde die molare Masse der
Proteinpartikel mittels asymmetrischer Flussfeldflussfraktionierung (AF4) und statischer
Lichtstreuung untersucht. Die AF4 ist eine matrixfreie Chromatographiemethode, bei der
Partikel in einem Feld aufgetrennt und durch einen parabolischen Fluss im Trennkanal
sukzessiv eluiert werden (Colfen & Antonietti, 2000). Wiahrend eines Experiments wird
zunichst die Probe in den Trennkanal injiziert. Durch ein Flussfeld werden die in der Probe
enthaltenen Partikel aufgetrennt. Dabei wird ein Fluss durch die pordsen Kanalwinde
senkrecht zum Kanal von der Decke zum Kanalboden angelegt (cross flow). Eine Membran
am Kanalboden erlaubt dabei den Durchtritt des Puffers, nicht aber der zu analysierenden
Partikel. Diesem Flussfeld wirkt die Diffusion der Probenpartikel entgegen. Dadurch entsteht
eine, mit zunehmender Hohe tiber dem Kanalboden exponentiell abnehmende Verteilung der
Teilchen. Die durchschnittliche Aufenthaltshohe hingt dabei neben dem cross flow und der
Viskositit des Losungsmittels von dem Stokesradius der Teilchen ab. Kleine Partikel halten

sich durchschnittlich weiter in der Kanalmitte auf als grofere. AnschlieBend wird ein
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laminarer Fluss ldngs des Kanals angelegt, der ein parabolisches Flussprofil ausbildet
(channel flow). Dadurch erfahren die Partikel abhdngig von der durchschnittlichen
Aufenthaltshohe iiber dem Kanalboden eine unterschiedliche Flussrate in Richtung des
Kanalausgangs, was zu verschiedenen Retentionszeiten der einzelnen Partikelspezies flihrt.

Die Untersuchung von NM mittels AF4 wurde unter denaturierenden und nativen

Bedingungen durchgefiihrt. Die Messparameter sind in folgender Tabelle aufgefiihrt.

Denaturierend 1 Denaturierend 2 Nativ
Protein 1 mg/ml NM in 350pl 1 mg/ml NM in 350ul 1 mg/ml NM nach
8 M HST 6 M GdmCl1 Riickfaltung aus
6 M GdmCl in NEM-Puffer
Laufpuffer 5 mM Tris/HCI pH8, 40 mM NaCl, 8 M HST NEM Puffer
Membran Polyethersulfon (MWCO 5 kDa)

bzw. regenerierte Zellulose
(MWCO 10 kDa)

Flussraten channel flow 0,3 ml/min; inject flow 0,3 ml/min; focus flow 1 ml/min, cross flow 1 ml/min

Kanalhéhe 490 um

Die Bestimmung der molaren Masse der aufgetrennten Proteine erfolgte durch den an den
Kanalausgang angeschlossenen Lichtstreudetektor DawnEOS. Die Lichtstreuung ist direkt
proportional zur molaren Masse eines Partikels und kommt daher ohne die Verwendung von
Proteinstandards aus (Zimm, 1948). Die fiir die Berechnung der molaren Masse eines Proteins
aus der statischen Lichtstreuung bendtigte Proteinkonzentration wurde durch die Messung des
Brechungsindex der Proteinlosung mit Hilfe des RI-Detektors 71 bestimmt. Alternativ wurde
bei Messungen unter denaturierenden Bedingungen die Proteinkonzentration iiber die UV-
Absorption bei 280 nm bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des
Computerprogramms Astra. Dafiir war die Kenntnis des Brechungsindexinkrements dn/dc
notwendig. Dies wurde mit der Formel
@ _ Np—ns

de o

unter Verwendung folgender Parameter berechnet.
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Brechungsindex Protein n,= 1,585

Puffer mit 8§ M HST n,= 1,397

nativer Puffer ny= 1,330
Dichte Protein pp= 1,380
Brechungsindexinkrement in 8 M HST dn/dc = 0,138

in nativem Puffer dn/dc = 0,185

2.4.17 Rasterkraftmikroskopie

Bei der Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) wird ein Bild von der
Oberfldache einer Probe durch das mechanische Abtasten mit einer feinen Nadel erhalten.
Dabei werden Anziehungs- bzw. AbstoBungskriafte zwischen der Spitze und der Probe
gemessen (Binning et al., 1986). Die Bewegung der Probe in alle drei Raumkoordinaten wird
dabei durch Piezokristalle vermittelt. Wihrend des Scannens iiber die Probe wird die
Auslenkung der Nadel durch die Reflexion eines Lasers detektiert und in ein Signal
verwandelt (Auslenkung). Dieses Signal wird wiederum verwendet um den Abstand der
Probenoberfldche zur Nullposition der Spitze mit Hilfe des so genannten Z-Piezokristalles zu
korrigieren. Das berechnete Signal fiir den Z-Piezo (Hohe) kann wie die Auslenkung
abgebildet werden und vermittelt so einen optischen Eindruck von der Probe. Es gibt
verschiedene Messmethoden. Im Tapping Mode wird die Spitze an einem oszillierenden
Cantilever iiber die Probe bewegt. Die Spitze steht hierbei nicht in standigem Kontakt mit der
Probe, was meist zu einer hoheren lateralen Auflosung und weniger Beschiddigung der Probe
filhrt. Im Contact Mode steht die Spitze mit konstanter Kraft in stindigem Kontakt zur
Probenoberfliache. Dabei auftretende Reibungskrifte konnen jedoch die Probe beschidigen
und zu einer verzerrten Darstellung fiihren.

Die Messungen an NM, PABPN1 N-WT und N-(+7)Ala wurden mit einem Multimode SPM
Mikroskop im Contact bzw. Tapping Mode durchgefiihrt. Fiir die Probenpriparationen
wurden 10-30 ul Probe auf frisch gespaltene Glimmerpléttchen, die auf AFM-
Probenplittchen (& 15 mm) aufgeklebt waren, aufgetragen und fiir 3 min inkubiert. Nach
Entfernen der Fliissigkeit wurde die Probe drei Mal mit je 100 pl MQ-H,O gewaschen und
luftgetrocknet. Die AFM-Aufnahmen wurden an Luft mit Siliconnitrid-Cantilevern (Contact
Mode: DNP-S20, Veeco; Spitzenradius ~10 nm, Federkonstante 0,06 N/m; Tapping Mode:
NCH-50, Nanosensors; Spitzenradius ~7 nm) und einer Aufnahmegeschwindigkeit von
1,5 Hz durchgefiihrt. Fiir Hohen- und Breitenbestimmungen wurde die Software Nanoscope

(Veeco) verwendet.
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2.4.18 Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Untersuchung der Struktur und der Morphologie der Hefeprionfibrillen wurde neben der
Rasterkraftmikroskopie auch die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) verwendet.
Dabei wird eine diinne Probe von Elektronen durchstrahlt und so auf einem Leuchtschirm
abgebildet. Fiir die Probenpridparation wurden mit amorpher Kohlefolie beschichtete
Kupfernetzchen (Grids) verwendet, die fiir eine bessere Probenadsorption durch das
Beglimmen unter Hochvakuum bei hoher Spannung kurzfristig einen hydrophilen Charakter
verliechen bekamen. 5 pl der Probe wurden fiir 1 min auf dem Grid inkubiert und der
Uberstand mit Filterpapier entfernt. AnschlieBend wurden die Grids 2x30s mit 10 pl
MQ-H,O gewaschen. Fiir die Negativkontrastierung wurden 10 pl einer 1-prozentigen
wissrigen Uranylacetat-Losung flir 30 s auf dem Grid inkubiert. Nach Entfernen der Losung
wurde die Probe getrocknet. Bei diesem Verfahren lagert sich das Schwermetallsalz an die
Proteine an und ermdglicht aufgrund seiner stark elektronenstreuenden Eigenschaften die
Darstellung der Probe im TEM. Die Proben wurden in einem Jeol 100 CX bei einer

Anodenspannung von 100 kV betrachtet bzw. auf Film abgelichtet.

2.4.19 Rontgenbeugungsanalyse

Durch die Rontgenbeugung an Fibrillen (X-ray fibre diffraction) konnen ebenso wie bei der
Rontgenkristallographie durch Beugung eines Rontgenstrahls an einem Kristallgitter
Aussagen lber die Struktur eines Proteins getroffen werden. Wegen der regelméfigen
Anordnung der Atome, kommt es zur Interferenz der von den Atomen emittierten
Rontgenstrahlung. Meist fiihrt diese Interferenz zur Ausloschung, aber in bestimmten
Richtungen ergibt eine konstruktive Interferenz einen in Bezug auf den Primérstrahl
gebeugten Rontgenstrahl. Die Richtung des gebeugten Rontgenstrahls ist dabei von dem
kristallinen Gitter abhidngig (Lottspeich & Zorbas, 1998). Bei der Rontgenkristallographie ist
die regelmifBige, periodisch sich wiederholende ridumliche Anordnung der Atome im
Kristallgitter wichtig. Um diese RegelméBigkeit bei fibrillaren Proteinen zu erhalten, miissen
bei der Rontgenbeugungsanalyse die Fibrillen mdglichst parallel angeordnet werden, um die
Beugung des Rontgenstrahls und somit sich wiederholende Strukturen innerhalb der Fibrille
aufzeigen zu konnen.

Suspensionen von NM- und eADF-4(C16)-Fibrillen wurden fiir eine partielle Ausrichtung
zwischen zwei mit Wachs verschlossene Kapillaren platziert und an Luft getrocknet. Die

Rontgenbeugungsmuster wurden unter Verwendung einer Cu-Ka rotierenden Anode und
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eines R-Achsen 4++ Detektors mit einem Abstand von 160 oder 150 mm zwischen Detektor
und Probe aufgenommen. Die Rontgenbeugungsmuster wurden mit der Software CrystalClear
(MSC) gepriift und mit Mosflm ausgewertet. Die Messungen wurden freundlicherweise von

Thusnelda Stromer und Louise Serpell (University of Sussex, UK) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Rasterkraftmikroskopische Charakterisierung amyloider PABPN1-Fibrillen
3.1.1 Einfiithrung

Die okulopharyngeale Muskeldystrophie (OPMD) ist eine autosomal-dominant vererbte
Krankheit. Sie wird von einer kurzen GCG-Trinukleotid-Expansion im aminoterminalen Teil
des Poly(A)-bindenden Proteins I (PABPNI1) verursacht, wobei die natiirliche
Polyalaninsequenz (bestehend aus zehn Alaninen) um bis zu sieben Alanine verldngert
vorliegt. Bei OPMD-Patienten wurden intranukleédre fibrillire Aggregate, bestehend aus
PABPNI, gefunden (s. a. 1.1.3).

Um den Einfluss der Alanin-Expansion auf die Ausbildung amyloider PABPNI1-Fibrillen zu
untersuchen, wurde der aminoterminale Bereich (N-WT, enthdlt zehn Alanine) und eine
Mutante mit sieben zusitzlichen Alaninen (N-(+7)Ala) rekombinant hergestellt und die
Fibrillenbildung mittels Bindung von ANS (8-Anilino-naphthalen-1-sulfonat) von Grit
Lodderstedt (Institut fiir Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg) analysiert.
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Abbildung 3-1 Fibrillenbildungskinetik von N-WT und N-(+7)Ala. Jeweils 1 mM Protein in 5 mM KH,PO,
pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% (w/v) NaN; wurde bei 37 °C inkubiert und die Fibrillenbildung mittels ANS-
Fluoreszenz bei 480 nm (Anregungewellenlinge: 370 nm) beobachtet (5 uM Protein und 50 uM ANS
Endkonzentration). (A) Fibrillenbildung von N-WT in Abwesenheit (¥) und Anwesenheit von 0,1 % (w/v)
Seeds (®). (B) Fibrillenbildung von N-(+7)Ala in Abwesenheit (¥) und Anwesenheit von 0,1 % (w/v) Seeds (@)
(aus Lodderstedt et al., 2007).

Die Fibrillenbildung von N-WT startet nach einer Lag-Phase von ca. 30 Tagen (Abbildung
3-1A), wéhrend bei N-(+7)Ala die Fibrillenbildung schon nach einer Lag-Phase von ca.
10 Tagen erfolgt (Abbildung 3-1B). Im Fall von N-(+7)Ala kann die Fibrillenbildung durch
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die Zugabe von Seeds (hergestellt durch Ultraschallbehandlung von vorgeformeten Fibrillen)
beschleunigt werden (Abbildung 3-1B). Bei N-WT fiihrt die Zugabe von Seeds zwar zu einer
leicht erhdhten ANS-Fluoreszenz, jedoch kann selbst nach fast 100 Tagen keine Séttigung
beobachtet werden (Abbildung 3-1A).

Neben den Unterschieden in der Fibrillenbildungskinetik konnten auch Unterschiede in der
chemischen Stabilitdt der Fibrillen detektiert werden. N-WT-Fibrillen zeigen eine geringere
Stabilitdt gegeniiber der Denaturierung mit Guanidiniumthiocyanat als N-(7+)Ala-Fibrillen
(Lodderstedt et al., 2007). Mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) sind jedoch
keine signifikanten morphologischen Unterschiede zwischen N-WT und N-(+7)Ala zu
beobachten (Abbildung 3-2).

N-WT il N-(+7)Ala

Abbildung 3-2 Vergleich von N-WT- und N-(+7)Ala-Fibrillen mittels TEM. TEM-Aufnahmen
(Negativkontrastierung) von N-WT-Fibrillen (A) und N-(+7)Ala-Fibrillen (B) assembliert aus 1 mM Protein in
Abwesenheit von Seeds nach 30-60-tigiger Inkubation. Malstab: 100 nm, Einschub 25nm (aus
Lodderstedt et al., 2007).

3.1.2 Rasterkraftmikroskopische Untersuchung von N-WT- und N-(+7)Ala-Fibrillen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (AFM) Unterschiede
in der Oberflachenstruktur von N-WT- und N-(+7)Ala-Fibrillen detektiert werden, die mit
TEM nicht ersichtlich waren. Dazu wurden Fibrillen auf Glimmer prépariert und die Proben
im Tapping Mode untersucht. Wahrend N-(+7)Ala-Fibrillen eine relativ glatte Oberfldche
aufweisen, zeigen N-WT-Fibrillen eine sehr ausgeprigte Feinstruktur mit definierten
Untereinheiten, dhnlich einer Perlenkette. Die GroBe dieser Untereinheiten betrdgt dabei

27-43 nm und variiert in definierten 4 nm-Abstinden (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3 Vergleich von N-WT- und N-(+7)Ala-Fibrillen mittels AFM. AFM-Aufnahmen (Tapping
Mode, Amplitude) von N-WT-Fibrillen (A) und N-(+7)Ala-Fibrillen (C) assembliert aus 1 mM Protein in
Abwesenheit von Seeds nach 30-60-tdgiger Inkubation (Mafistab: 200 nm). (B, D) Léngsschnitte durch die
Fibrillen (Nanoscope Section Analysis) zur ndheren Bestimmung der Oberflachenstruktur von N-WT- (B) und
N-(+7)Ala-Fibrillen (D).

Dariiber hinaus wurde untersucht, ob sich die Oberflichenstruktur der N-WT-Fibrillen durch
Cross-Seeding auf N-(+7)Ala {bertragen ldsst. Dazu wurde die Fibrillenbildung von
N-(+7)Ala bzw. N-WT mit N-WT- bzw. N-(+7)Ala-Seeds induziert. Nach 30-60-tagiger
Inkubation wurden die Proben rasterkraftmikroskopisch untersucht (Abbildung 3-4). Als
Kontrolle wurden Fibrillen aus Experimenten mit Seeds aus identischem Protein pripariert.
Durch dieses homologe Seeding entstandene N-(+7)Ala-Fibrillen weisen eine identische
Oberflachenstruktur wie Fibrillen auf, die in Abwesenheit von Seeds assemblierten
(Abbildung 3-4B). N-(+7)Ala-Fibrillen, die in Anwesenheit von N-WT-Seeds gebildet
wurden, unterscheiden sich morphologisch nicht davon. Es sind weder eine Ubertragung der
N-WT-Feinstruktur auf N-(+7)Ala, noch Unterschiede der Struktur innerhalb einer Fibrille zu
erkennen (Abbildung 3-4D). Interessanterweise zeigen N-WT-Fibrillen, die in Anwesenheit
von N-(+7)Ala-Seeds gebildet wurden, eine weniger ausgeprigte Oberflachenstruktur als
reine N-WT-Fibrillen (Abbildung 3-4C).
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N-(+7)Ala + N-(+7)Ala Seeds

N-(+7)Ala + N-WT Seeds

Abbildung 3-4 Vergleich von geseedeten N-WT- und N-(+7)Ala-Fibrillen mittels AFM. AFM-Aufnahmen
(Tapping Mode, Amplitude) von Fibrillen assembliert aus 1 mM Protein in Anwesenheit von 0,1 % (w/v) Seeds
nach 30-60-tagiger Inkubation: (A) N-WT inkubiert mit N-WT Seeds, (B) N-(+7)Ala inkubiert mit N-(+7)Ala
Seeds, (C) N-WT inkubiert mit N-(+7)Ala Seeds und (D) N-(+7)Ala inkubiert mit N-(+7)Ala Seeds (MaBstab:
200 nm).

Homologes Seeding von N-WT lieferte {iberraschenderweise ausschlieBlich kurze Fibrillen
(Abbildung 3-4A). Moglicherweise haben die Seeds ihre Seeding-Féahigkeit verloren,
weswegen die moderate Zunahme der ANS-Fluoreszenz bei homologem Seeding von N-WT

(Abbildung 3-1) wahrscheinlich kein Fibrillenwachstum widerspiegelt.
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3.2 Untersuchung der Assemblierungseigenschaften und -formen der

Hefepriondoméane Sup35p-NM

Das Auftreten von amyloiden Aggregaten ist charakteristisch fiir Prionproteine. Kommt es bei
Sdugern zur Ablagerung von amyloiden Prionplaques, aggregiert bei der Béckerhefe
S. cerevisiae der Translationsterminationsfaktor Sup35p im Zytoplasma. In vitro bildet
Sup35p amyloide Fibrillen (Serio et al., 2000). Diese Fibrillen besitzen Eigenschaften, die
auch flir andere amyloide Proteine beschrieben wurden. Sie sind aber, im Gegensatz zu den
meisten Amyloiden, nicht pathogen. Dies macht Sup35p zu einem interessanten
Modellprotein zur Untersuchung der Assemblierungseigenschaften und -formen amyloider
Proteine.

Zur Ausbildung amyloider Fibrillen sind der aminoterminale Bereich N und die Mitteldoméne
M von Sup35p essentiell. Die carboxyterminale Region C, welche die Translations-
terminationsaktivitét tragt, wird fiir die Fibrillenbildung nicht benétigt. Da C im Experiment
vermehrt zu unspezifischer Aggregation fiihrt, wurde im Rahmen dieser Arbeit die

Priondomédne NM von Sup35p verwendet.

3.2.1 Losliches Sup35p-NM

Die Assemblierung von NM zu amyloiden Fibrillen in vitro ist ein spontaner Prozess. Da NM
ein nativ ungefaltetes Protein ist, muss es, im Gegensatz zu anderen nativ strukturierten
amyloidogenen Proteinen, fiir die ,,Umfaltung” zu amyloiden Fibrillen nicht erst partiell
entfaltet werden. Bei nativ gefalteten Proteinen, wie z. B. PrP, muss die Fibrillenbildung
durch duBere Faktoren wie Temperatur, pH-Wert oder durch die Zugabe von chemischen
Denaturierungsmitteln  induziert werden (Vendrely & Scheibel, 2006). NM dagegen
oligomerisiert in wenigen Minuten (Scheibel et al., 2004) und bildet unter physiologischen
Bedingungen Fibrillen.

Es ist daher schwierig unter nativen Bedingungen NM in monomerer Form anzureichern. NM
wurde dazu zuerst denaturiert und durch 100-fache Verdiinnung in nicht-denaturierendem
Puffer renaturiert. Da in 8 M Harnstoff NM-Oligomere nicht vollstindig geldst werden
konnen, wurde 6-8 M Guanidiniumhydrochlorid (GdmCl) als Denaturierungsmittel
verwendet. Nach Riickfaltung blieb eine Restkonzentration von 60-80 mM GdmCl im
Reaktionsansatz zuriick. Um monomeres NM in Abwesenheit von GdmCI zu erhalten, wurde
NM nach Riickfaltung in nativem Puffer sofort lyophilisiert. Lyophilisiertes NM kann ohne

vorherige Denaturierung in nativem Puffer gelost werden. Zur Kontrolle, ob das so behandelte
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NM in monomerer Form vorliegt, wurde asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung (AF4)
durchgefiihrt. AF4 ist eine Chromatographiemethode, bei der eine Auftrennung
unterschiedlich groBer Partikel in einem Flusskanal mittels Querfluss mdglich ist. Durch
einen statischen Lichtstreudetektor kann ohne Verwendung eines GroBenstandards das
Molekulargewicht bestimmt werden. Die Messungen wurden in Anwesenheit von 8 M
Harnstoff durchgefiihrt, um eine schnelle Assemblierung von NM zu vermeiden. In Proben
mit lyophilisiertem NM, das in 8 M Harnstoff gelost wurde, kann monomeres NM mit einem
Molekulargewicht von ca. 28 kDa, aber auch hohermolekulare Assemblierungsformen, die ein
Molekulargewicht von 850-5000 kDa besitzen, detektiert werden (Abbildung 3-5). Der Anteil

an hohermolekularem NM betrigt jedoch weniger als 1 % (gemessen mittels UV-Absorption).

1,0 10000
N 0,8- /
% (850 — 5000) 1000 ?_J
S 0,61 @
= 100 %
§ 0,41 . NM in Harnstoff o
; =
0,01 —

30 40 50 60 70 80
Retentionszeit (min)

Abbildung 3-5 Analyse von lyophilisiertem NM nach AF4 mittels statischer Lichtstreuung. Als Laufpuffer
wurde 5 mM Tris/HCI pH 8, 40 mM NaCl, 8 M Harnstoff verwendet; lyphilisertes NM™ (1 mg/ml) wurde in
Laufpuffer oder in 6 M GdmCl gelost. Die Elution von NM aus dem AF4-Kanal wurde durch die Messung der
UV-Absorption zeitlich verfolgt (durchgezogenen Linie). Aus der Konzentration und der Lichtstreuung wurde
die molare Masse berechnet (Punkte); die ermittelte molare Masse (in kDa) ist in Klammern angegeben.

Nur durch Denaturierung von lyophilisietem NM in 6 M GdmCl kann ausschlieBlich
monomeres NM erhalten werden (Abbildung 3-5), weswegen die folgenden Untersuchungen

mit in GdmCI geldstem und durch Verdiinnung riickgefaltetem NM durchgefiihrt wurden.
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3.2.2 Amyloide Sup35p-NM-Fibrillen
Fibrillenassemblierung

Die Assemblierung von monomerem NM zu amyloiden Fibrillen ist ein zweistufiger Prozess,
bestehend aus Keimbildung und Fibrillenwachstum, welcher mit Hilfe des amyloid-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin T (ThT) detektiert werden kann. Die Bildung
der Aggregationskeime spiegelt sich in einer Lag-Phase zu Beginn der Kinetik wider
(Abbildung 3-6A). Diese Lag-Phase ist allerdings nur detektierbar, wenn NM zu Beginn der
Reaktion tatsdchlich als Monomer vorliegt. Nach ca. 15 h beginnt das Fibrillenwachstum und
ist nach ca. 100 h beendet. In Anwesenheit kiinstlicher Aggregationskeime (Seeds) wird die
Fibrillenbildung beschleunigt. Als Seeds dienten kurze Fibrillen, die durch
Ultraschallbehandlung von vorgeformten Fibrillen hergestellt wurden. Durch die Zugabe von
2 % (w/w) Seeds wird die Fibrillenbildung um das 25-fache beschleunigt (Abbildung 3-6B).
Nach 4h ist die geseedete Assemblierung der Fibrillen beendet. Eine fiir ungeseedete

Reaktionen charakteristische Lag-Phase kann dabei nicht beobachtet werden.
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Abbildung 3-6 Fibrillenbildungskinetik von NM. Jeweils 5 uM NM™ in NEM-Puffer wurden bei 20 °C
inkubiert und die Fibrillenbildung mittels ThT-Fluoreszenz bei 482 nm (Anregungswellenldnge: 450 nm)
beobachtet (1,25 puM Protein und 187,5 uM ThT Endkonzentration). Fibrillenbildung von NM in Abwesenheit
(A) und Anwesenheit von 2 % (w/w) Seeds (B).

Neben der Geschwindigkeit ist auch die Menge an gebildeten Fibrillen in geseedeten und
ungeseedeten Reaktionen verschieden. Aufgrund der Stabilitdt von Fibrillen gegeniiber der
Denaturierung mit SDS kann mittels SDS-PAGE und Coomassie-Firbung die Menge an

gebildeten Fibrillen bestimmt werden. Wiahrend 16sliches NM auch ohne Hitzedenaturierung
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in das Gel einlduft, ist fibrillires Protein erst durch zusétzliche Denaturierung fiir 10 min bei
95°C im Trenngel detektierbar. In geseedeten Reaktionen kann nach Abschluss der
Fibrillenbildung kaum SDS-16sliches NM detektiert werden, in ungeseedeten dagegen liegt
meist noch 20-50 % in nicht-fibrillirer Form vor. Die Zustandsform des verbleibenden
nicht-fibrilliren NM wurde chromatographisch untersucht. Da die Auftrennung von
NM-Oligomerisierungsformen unter nativen Bedingungen mit sdulenchromatographischen
Methoden aufgrund von unspezifischen Interaktionen problematisch ist, wurde die matrixfreie
Auftrennung mittels AF4 durchgefiihrt. Jedoch konnte NM auch mit dieser Methode nicht
erfolgreich analysiert werden, da es unter nativen Bedingungen (in NEM-Puffer) stark mit der

Membran an der Akkumulationswand des Flusskanals interagiert.

Bei vielen amyloiden Proteinen wird die Fibrillenbildung durch die Erh6hung der Temperatur
induziert. Es kommt dabei zu partieller Entfaltung der nativen Struktur des Proteins, was das
Umfalten in die amyloide Struktur erleichtert (Uversky & Fink, 2004). Da NM ein nativ
entfaltetes Protein ist, ist solch eine Entfaltung nicht notwendig. Bei hohen Temperaturen
wird die Fibrillenbildung von NM sogar inhibiert statt induziert. Das Fibrillenwachstum ist
bei 25 °C apparent am schnellsten und sinkt mit steigender Temperatur. Ab einer Temperatur
von 60 °C kann NM selbst in geseedeten Reaktionen nicht mehr zu Fibrillen assemblieren
(Scheibel & Lindquist, 2001; Scheibel et al., 2004).

Um zu untersuchen welchen Einfluss hohe Temperaturen auf die Keimbildung haben, und ob
die Selbstassemblierungsfahigkeit von NM verdndert wird, wurde NM (in Abwesenheit von
Seeds) zu Beginn der Fibrillenbildungskinetik unterschiedlich lange bei 60 °C und danach bei
Raumtemperatur inkubiert (Abbildung 3-7A). Nach einstlindiger Inkubation bei 60 °C kann
kein Einfluss auf die Fibrillenbildung beobachtet werden. Durch achtstiindige Inkubation wird
die Keimbildungsdauer um 4 h auf ca. 19 h erhoht. Die Fibrillenbildung ist bei diesem
Experiment erst nach ca. 130 h abgeschlossen. Die Inkubation fiir 25 h bei 60 °C fiihrt zu
einer Verldngerung der Lag-Phase auf ca. 48 h, die stationdre Phase wird dabei erst nach ca.
300 h erreicht. Die Intensitdt des ThT-Signals ist in diesem Fall um die Hélfte verringert.
Nach 72-stiindiger Inkubation bei 60 °C kann selbst nach 300 h keine Assemblierung von
Fibrillen detektiert werden.
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Abbildung 3-7 Einfluss der Temperatur auf die Assemblierung von NM. (A) Einfluss auf die
Fibrillenbildung. Jeweils 5 uM NM™ in NEM-Puffer wurde in Abwesenheit von Seeds bei RT bzw. zuerst 1, 8,
25 oder 72 h bei 60 °C und danach bei RT inkubiert und die Fibrillenbildung mittels ThT-Fluoreszenz bei
482 nm (Anregungswellenlédnge: 450 nm) beobachtet (1,25 uM Protein und 187,5 uM ThT Endkonzentration).
(B) Einfluss auf die Oligomerisierung. Die Lichtstreuung bei 500 nm (Anregungswellenldnge: 500 nm) von
jeweils 5 uM NM™ in NEM-Puffer wurde unmittelbar nach Riickfaltung bei 25 °C bzw. 60 °C vermessen.

Die nachtrigliche Quantifizierung von SDS-16slichem und -stabilem NM mittels SDS-PAGE
zeigt, dass, wie bereits durch das verringerte ThT-Signal zu erkennen ist, aufgrund der
25-stiindigen Inkubation bei 60 °C danach weniger Fibrillen gebildet werden. Der Anteil an
SDS-16slichem NM ist in dieser Probe viel hoher als in den Proben, die nur fiir 0, 1 oder 8 h
bei 60 °C inkubiert wurden. Interessanterweise kann mittels SDS-PAGE in der Probe, die fiir
72 h bei 60 °C inkubiert wurde, kaum Protein, weder SDS-16sliches noch -stabiles, auf dem
Gel detektiert werden. Vermutlich wurde das meiste Protein durch unspezifische
Interaktionen mit der Wand des Reaktionsgefdfles der Analyse entzogen.

Um zu untersuchen, ob NM bei 60 °C in monomerer oder oligomerer Form vorliegt, wurden
Lichtstreuungsmessungen von frisch renaturiertem NM bei 25 °C bzw. 60 °C bei 500 nm
durchgefiihrt. Wéhrend die Streulichtintensitidt durch Oliogomerbildung von NM bei 25 °C
kontinuierlich zunimmt, erreicht sie bei 60 °C nach ca. 15 min einen konstanten Wert
(Abbildung 3-7B). Bei 60 °C scheint NM nicht als Monomer sondern in einer homogenen

oligomeren Form vorzuliegen.
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Analyse der Sekundéirstruktur der Fibrillen

Frisch renaturiertes 16sliches NM zeigt ein fiir unstrukturierte Proteine charakteristisches
Fern-UV Circulardichroismus (CD)-Spektrum mit einem Minimum bei ca. 200 nm
(Abbildung 3-8A). Nach Fibrillenbildung ist ein fiir B-Faltblitter typisches CD-Spektrum mit
einem Minimum bei 218 nm zu erkennen. Mittels fourier-transformierter Infrarot (FTIR)
Spektroskopie wurde die Sekundérstruktur der Fibrillen genauer analysiert. Da fiir
FTIR-Spektroskopie in Losung sehr hohe Proteinkonzentrationen benétigt werden, die mit
NM nicht eingestellt werden kdnnen, wurden die NM-Fibrillen auf Kalziumfluorid-Pléttchen
aufgetragen, gewaschen, getrocknet und mit Hilfe eines IR-Mikroskops, das an ein
IR-Spektrometer gekoppelt war, untersucht. Das erhaltene FTIR-Spektrum der Amid I Bande
(1600-1700 cm™) zeigt zwei Maxima, die pB-Faltblatt- (1612-1640 cm™) und B-Turn-
(1660-1700 cm™) reichen Strukturen zuzuschreiben sind (Abbildung 3-8B). Durch
Dekonvolution des Spektrums wurden die Sekundirstrukturanteile bestimmt: 32 % B-Turn,
46 % p-Faltblatt und 22 % unstrukturierte Regionen. Die Maxima der dabei erhaltenen
Gaullschen Verteilungskurven befinden sich im B-Faltblattbereich bei Wellenzahlen kleiner

als 1630 cm™, was charakteristisch fiir amyloide Fibrillen ist (Zandomeneghi et al., 2004).
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Abbildung 3-8 Sekundéirstrukturanalyse von NM-Fibrillen. (A) Fern-UV CD-Spektren von frisch
renaturiertem NM™ und nach geseedeter Fibrillenbildung (jeweils 150 ug/ml in CRBB). (B) FTIR-Spektrum
(AmidI Bande, durchgezogene Linie) von geseedeten NM-Fibrillen (150 ug/ml in CRBB).
Sekundérstrukturanteile (B-Turn blau, unstrukturiert griin, B-Faltblatt rot) wurden durch Dekonvolution mit
GauBscher Verteilung (gepunktete Linien) bestimmt.
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Analyse der Fibrillenmorphologie

Die Morphologie der NM-Fibrillen wurde mittels AFM ndher bestimmt. Die zu
analysierenden Proben wurden auf Glimmerpléttchen aufgetragen, gewaschen, und im
getrockneten Zustand beziiglich Ausmale und Oberflichenstruktur untersucht. Die Linge der
Fibrillen héngt von der Art der Fibrillenbildung ab: je mehr Aggregationskeime vorhanden
sind, desto kiirzer sind die assemblierten Fibrillen. In geseedeten Reaktionen ist die Lange der
Fibrillen demnach abhingig von der Konzentration der eingesetzten Seeds. In ungeseedeten
Reaktionen konnen Fibrillen mit einer Léange von bis zu 20 um detektiert werden, wéhrend in
Reaktionen induziert durch Rotation nur sehr kurze Fibrillen mit einer durchschnittlichen
Lange von 500 nm entstehen. Die Hohe der Fibrillen in getrocknetem Zustand betrdgt 3-8 nm.
Ahnlich wie bei den PAPBN1 N-WT-Fibrillen (s. Abbildung 3-3) werden bei NM-Fibrillen
definierte Untereinheiten von ca. 31 nm GroBe beobachtet (Abbildung 3-9). Allerdings ist
dies offensichtlich stark von den Priparationsbedingungen abhéngig, da diese Feinstruktur
nicht reproduzierbar wie bei PAPBN1 N-WT detektiert werden kann. Stattdessen sind in den
meisten Féallen nur NM-Fibrillen mit eher glatter Oberflache zu erkennen (Abbildung 3-10A).

Abbildung 3-9 Untersuchung von NM-Fibrillen mittels AFM. AFM-Aufnahme (Tapping Mode, Amplitude)
von Fibrillen assembliert aus 150 pg/ml NM™ in Anwesenheit von 5% (w/w) Seeds (MaBstab: 200 nm).
Einschub: Léangsschnitt durch die Fibrille (Nanoscope Section Analysis).
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Die carboxyterminale Domdne C von Sup35p ist nicht an der Fibrillenbildung beteiligt. Auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigt sich dieser Bereich als eigene Einheit an der
FibrillenauBenseite (Glover et al., 1997). Zur genaueren Analyse der Morphologie sollten
Fibrillen von NM und Sup35p-Volllingenprotein (NMC) rasterkraftmikroskopisch untersucht
werden. Bei NMC-Fibrillen kann mittels AFM keine ausgepragte Oberflichenstruktur
detektiert werden (Abbildung 3-10). Sie erscheinen relativ glatt, sind jedoch mit
durchschnittlich 5 nm hoher als unter gleichen Bedingungen assemblierte und priparierte
NM-Fibrillen mit durchschnittlich 3,8 nm Ho6he. Dariiber hinaus bilden NMC-Fibrillen im
Gegensatz zu NM bevorzugt Superstrukturen aus, in denen sie in aneinander gelagerter oder

umwundender Form vorliegen.

Abbildung 3-10 Vergleich von NM- und NMC-Fibrillen mittels AFM. AFM-Aufnahmen (Tapping Mode,
Amplitude) von (A) NM- und (B) Sup35p-Volllingen (NMC)-Fibrillen assembliert aus jeweils 10 uM Protein
(285 pg/ml NM bzw. 750 pg/ml NMC) in 20 mM Tris/HCl pH 8, 200 mM NaCl, 5 % Glycerol, 5 mM
B-Mercaptoethanol, 10 mM MgCl,. Maf3stab: 1 um, Einschub 100 nm (Die Proben wurden von Ronald Melki,
CNRS Gif-sur-Yvette, Frankreich zur Verfiigung gestellt).

Diese Superstrukturen konnen auch mittels TEM detektiert werden (Abbildung 3-11). Die
Breite der elektronenmikroskopisch untersuchten NMC-Fibrillen betrdgt ca. 25 nm, die der
NM-Fibrillen ca. 13 nm. Allerdings kann keine ausgeprégte, vom carboxyterminalen Bereich
stammende, Struktur an der Aulenseite der Fibrillen, analog zu der von Glover et al. (1997)

beschriebenen, beobachtet werden.
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Abbildung 3-11 Vergleich von NM- wund NMC-Fibrillen mittels TEM. TEM-Aufnahmen
(Negativkontrastierung) von (A) NM- und (B) Sup35p-Volllingen (NMC)-Fibrillen assembliert aus jeweils
10 uM Protein (300 pg/ml NM bzw. 750 pg/ml NMC) in 20 mM Tris/HCI pH 8, 200 mM NaCl, 5 % Glycerol,
5 mM B-Mercaptoethanol, 10 mM MgCl,. MaBistab: 500 nm, Einschub 25 nm (Die Proben wurden von Ronald
Melki, CNRS Gif-sur-Yvette, Frankreich zur Verfiigung gestellt).

Struktureller Vergleich von amyloiden Sup3Sp-NM-Fibrillen mit Nanofibrillen

synthetischer Spinnenseide

Die Seide, die Spinnen als Rahmen ihrer Netze und als Abseilfaden verwenden, ist ein
faszinierendes, aus Proteinen aufgebautes Material, das eine Kombination aus Zugfestigkeit
und Elastizitit aufweist, die von keinem industriell gefertigtem Material erreicht wird. Die
strukturellen Eigenschaften der Spinnenseidenproteine sind daher von grofem Interesse. In
der Spinndriise der Radnetzspinne Nephila edulis wurden fibrillire Proteine mit amyloid-
dhnlichen Eigenschaften gefunden (Kenney et al., 2002). Die Ausbildung von Nanofibrillen
wurde auch fiir das rekombinant hergestellte Spinnenseidenprotein eADF-4(C16)
beschrieben, welches auf einer Sequenz eines im Abseilfaden der Gartenkreuzspinne Araneus
diadematus enthaltenen Proteins basiert (Huemmerich et al., 2004; Rammensee et al., 2006).
Wie NM bildet eADF-4(C16) spontan Fibrillen, die sich rasterkraftmikroskopisch kaum von
den NM-Fibrillen unterscheiden (Abbildung 3-12). Um zu kldren, ob es sich bei den
Spinnenseidenfibrillen um amyloide Strukturen handelt, wurden diese beziiglich amyloider

Eigenschaften untersucht und mit NM-Fibrillen verglichen.
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Abbildung 3-12 Fibrillen des Spinnenseidenproteins eADF-4(C16). AFM-Aufnahme (Contact Mode,
Deflection) von eADF-4(C16)-Fibrillen assembliert aus 10 mg/ml Protein in 10 mM KH,PO, pH 8 bei RT.
Malfstab: 1 um (aus Slotta et al., 2007).

eADF-4(C16)-Fibrillen konnen ebenso wie NM-Fibrillen durch Bindung der Farbstoffe CR
und ThT detektiert werden. Die Bindung von CR fiihrt zu der fiir amyloide Proteine
charakteristischen Rotverschiebung des Absorptionsmaximums und einer verstirkten
Absorption bei 541 nm, wihrend die Fluoreszenzintensitidt von ThT bei 482 nm erhoht wird
(Slotta et al., 2007).

Auch die mittels CD-Spektroskopie untersuchte Sekundirstruktur von eADF-4(C16)
unterscheidet sich nicht von der von NM. Losliches eADF-4(C16) weist wie NM
(s. Abbildung 3-8) ein CD-Spektrum auf, das charakteristisch fiir unstrukturierte Proteine ist
(Abbildung 3-13A). Nach Fibrillenbildung zeigt auch eADF-4(C16) p-Faltblatt-reiche
Struktur. Dies konnte mittels FTIR-Spektroskopie bestdtigt werden (Abbildung 3-13B).
Fibrillen beider Proteine zeigen Spektren, die von B-Faltblatt-Strukturen dominiert werden,
mit den fir Amyloide charakteristischen Maxima bei 1623 cm™ fiir eADF-4(C16) und
1624 cm™ fir NM. Der Anteil an p-Turn (1660-1700 cm™) und unstrukturierten Regionen
(1640-1660 cm™) ist bei beiden Proteinen gleich, wobei bei eADF-4(C16) das nach
Dekonvolution erhaltene Maximum bei 1645 cm™ auch von 3;-helikal strukturierten
Regionen stammen konnte (Arrondo & Goni, 1999). 3;-Helix- und p-Turn-reiche
Konformationen wurden fiir die flir Spinnenseiden typischen Glycin-reichen Regionen

beschrieben (Gosline ef al., 1999), die auch in eADF-4(C16) vorkommen.



N
(=)

ERGEBNISSE

[x*
S
m

A
2 0,5
Te
= 104 0,4
o 5
S = 0,3
=] = 4
£ o g
[« R
B 5 0,2 .
Eg . fibrillires eADF-4(C16) | 2 1678
£ 0,1[1694
=) ’
-20 . . . 0,0 . : . .
200 210 220 230 240 250 1700 1680 1660 1640 1620 1600
V/ellenlange [nm] Wellenzahl [ecm']
B-Turn B-Faltblatt
eADF-4(C16) 38% 22 % 40 %
NM 32% 22 % 48 %

Abbildung 3-13 Sekundirstrukturanalyse von eADF-4(C16)-Fibrillen. (A) Fern-UV CD-Spektren von frisch
gelostem und fibrillirem eADF-4(C16) (jeweils 200 pg/ml in 10 mM KH,PO, pH 8). (B) FTIR-Spektrum
(Amid I Bande, durchgezogenen Linie) von eADF-4(C16)-Fibrillen. Sekundérstrukturanteile (B-Turn blau,
unstrukturiert / 3;-Helix griin, B-Faltblatt rot) wurden durch Dekonvolution mit Gaullscher Verteilung
(gepunktete Linien) bestimmt. Zum Vergleich sind die Sekundérstrukturanteile der NM-Fibrillen aufgefiihrt
(nach Slotta et al., 2007).

Die Fibrillen wurden dariiber hinaus mittels Rontgenbeugungsanalyse charakterisiert. Partiell
ausgerichtete NM-Fibrillen liefern dabei ein amyloid-spezifisches Beugungsmuster mit einem
diffusen #quatorialen Signal bei 9,4 A und einer starken meridionalen Reflexion bei 4,8 A
(Abbildung 3-14A), dhnlich dem von Fibrillen des Alzheimer Peptids AP (Serpell, 2000). Der
Wert 9,4 A bezieht sich hierbei auf den Abstand zwischen den parallel zur Fibrillenachse
verlaufenden B-Faltblittern. Die Reflexion bei 4,8 A ist die Distanz zwischen den senkrecht
zur Fibrillenachse angeordneten B-Faltblattstraingen. Dieses Signal kann auch fiir partiell
ausgerichtete eADF-4(C16)-Fibrillen detektiert werden. Die diffuse dquatoriale Reflexion
befindet sich hier jedoch nicht bei 9,4 A, sondern bei 5,3 A, was auf den hohen Anteil an der
kurzkettigen Aminosdure Alanin zuriickgefiihrt werden konnte. eADF-4(C16) enthélt, neben

den Glycin-reichen Bereichen, 16 Polyalaninregionen mit jeweils acht Alaninen.



ERGEBNISSE 61

NM eADF-4(C16)

Abbildung 3-14 Réntgenbeugungsanalyse von NM- und eADF-4(C16)-Fibrillen. Rontgenbeugungsmuster
von partiell ausgerichteten NM"“- (A) und eADF-4(C16)-Fibrillen (B) mit den fiir geordnete p-Faltblatt-
Strukturen charakteristischen Reflexionen.

Den Fibrillen des Spinnenseidenproteins eADF-4(C16) konnten somit durch Strukturanalysen
und Farbstoffbindung amyloide Eigenschaften nachgewiesen werden, die sich allerdings zum
Teil, vermutlich aufgrund unterschiedlicher Aminosdurezusammensetzung, von denen der

NM-Fibrillen unterscheiden.

3.2.3 Sup3Sp-NM-Filamente
Entdeckung

Die Tatsache, dass in Anwesenheit von Seeds mehr Fibrillen gebildet werden als in
ungeseedeten Reaktionen (s. 3.2.2), ist auch auf rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen zu
erkennen (Abbildung 3-15A, B). Die Aufnahmen von ungeseedeten Ansitzen zeigen dariiber
hinaus eine deutliche Proteinschicht im Hintergrund der Fibrillen (Abbildung 3-15B). Nach
Verdiinnung der Proben (Abbildung 3-15C) ist zu erkennen, dass auch diese Schicht aus
Proteinfasern besteht, welche sich jedoch morphologisch von den amyloiden NM-Fibrillen
unterscheiden: die Hohe dieser Fasern betrdgt nur ca. 0,8-1,3 nm. Diese diinnen NM-Fasern

werden im Folgenden als ,,Filamente* bezeichnet.
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Abbildung 3-15 Entdeckung der NM-Filamente mittels AFM. AFM-Aufnahmen (Tapping Mode, Hohe) von
NM™ (150 pg/ml) assembliert in CRBB in Anwesenheit von 5 % (w/w) Seeds (A) oder in Abwesenheit von
Seeds (B). (C) 100-fache Verdiinnung von (B). Maf3stab: 500 nm.

Durch einen Zentrifugationsschritt (130.000 x g, 30 min, 20 °C) konnen die Filamente von
den amyloiden Fibrillen getrennt werden. Wahrend die Fibrillen sedimentieren, befinden sich
die Filamente (und 16sliches NM) im Uberstand. Die weitere Separation von filamentirem
und loslichem NM durch chromatographische Methoden oder durch Filtration mit Hilfe einer
Membran mit einer Ausschlussgréfe von 100 kDa ist aufgrund unspezifischer Interaktionen
von NM mit Chromatographie-Matrices und Membranen nicht moglich. Allerdings kann
l16sliches NM von Filamenten mittels Ultrazentrifugation in einem kontinuierlichen
Saccharosegradienten (20-60 % Saccharose) getrennt werden. Die erhaltenen Fraktionen
wurden mittels Immunoblot und AFM analysiert (Abbildung 3-16). Durch Immunoblot kann
NM in den ersten sechs Fraktionen (20-38 % Saccharose) detektiert werden (Abbildung
3-16A). Die ersten vier Fraktionen (20-32 % Saccharose) enthalten ausschlieBlich 16sliches
NM (Abbildung 3-16B), wihrend in den Fraktionen fiinf und sechs (32-38 % Saccharose)
Filamente nachgewiesen werden (Abbildung 3-16C). Interessanterweise sind bei Fraktionen
mit 16slichem NM Protein Abbaubanden zu erkennen, nicht aber bei den Fraktionen, die die
Filamente enthalten (Abbildung 3-16A). Das Fehlen der Abbaubanden ist auch

charakteristisch fiir Proben, die ausschlie3lich Fibrillen enthalten.
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Abbildung 3-16 Separation von léslichem NM und Filamenten. (A) Immunoblot-Analyse der Fraktionen
nach Ultrazentrifugation des 16slichen nicht-fibrilliren Anteils von NM™ nach ungeseedeter Fibrillenbildung in
einem kontinuierlichen Saccharosegradienten (20-60 % Saccharose). Der Nachweis erfolgte mit einem
a-Sup35p-NM-Antikorper. (B, C) AFM-Aufnahmen (7apping Mode, Hohe) der 2. (B) und 5. Fraktion(C).
MafBstab: 250 nm.

Da mittels Saccharosegradienten nur eine qualitative Separation von l6slichem NM und
Filamenten moglich ist, wurden die folgenden Analysen mit der gesamten 16slichen Fraktion
durchgefiihrt. Um die Anwesenheit amyloider Fibrillen ausschlieen zu konnen, wurde der
nach Zentrifugation erhaltene Uberstand einem zusitzlichen Filtrationsschritt unterzogen.

Untersuchungen des Uberstands mit den amyloid-spezifischen Farbstoffen Kongo Rot (CR)
und ThT sollten Aufschluss dariiber geben, ob es sich bei den Filamenten um amyloide
Strukturen handelt. Die Filamente zeigen jedoch weder mit CR noch mit ThT eine

Wechselwirkung.

Analyse der Sekundérstruktur der Filamente

Neben den nicht detektierbaren Wechselwirkungen mit amyloid-spezifischen Farbstoffen
zeigen auch Sekundérstrukturuntersuchungen mittels CD-Spektroskopie, dass es sich bei
Filamenten um nicht-amyloide Strukturen handelt. Das Fern-UV CD-Spektrum der die
Filamente enthaltenden ldslichen Fraktion unterscheidet sich stark von dem der Fibrillen
(Abbildung 3-17A). Ahnlich dem von frisch geldstem NM, zeigt es unstrukturierte Anteile,
besitzt jedoch einen zusitzlichen B-Faltblatt-Anteil. Wihrend sich die Sekundérstruktur von
frisch gelostem bzw. fibrillirem NM bei hoheren Temperaturen nicht dndert, verliert die

Filamentprobe nach einer Inkubation bei 98 °C den p-Faltblatt-Anteil und zeigt nach
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Abkiihlen ein CD-Spektrum, das sich nicht von dem von frisch gelostem NM unterscheidet.
Nach der Hitzebehandlung kénnen auch mikroskopisch im AFM keine Filamente mehr
detektiert werden.

Mittels FTIR-Spektroskopie wurde die Sekundérstruktur der Filamente genauer bestimmt.
Das FTIR-Spektrum der Filamentprobe (Abbildung 3-17B) unterscheidet sich signifikant von
dem der Fibrillen (Abbildung 3-8B). Das Maximum des Spektrums befindet sich im Bereich
von 1640-1660 cm™, was auf einen erhdhten Anteil an unstrukturierten Regionen hinweist.
Die durch Dekonvolution berechneten Sekundirstrukturanteile betragen 7 % B-Turn, 49 %
B-Faltblatt und 44 % unstrukturierte Regionen. Sie unterscheiden sich somit, neben dem
verdnderten Anteil an unstrukturierten Regionen, vor allem im geringeren B-Turn-Anteil von
Fibrillen. Das Maximum der GaufBlschen Verteilungskurve befindet sich im B-Faltblattbereich
bei einer Wellenzahl grofer 1630 cm™, was charakteristisch fiir nicht-amyloide B-Faltblatt-
Strukturen ist (Zandomeneghi et al., 2004). Frisch gelostes NM zeigt, im Gegensatz zu
Fibrillen und Filamenten, einen hohen Anteil an unstrukturierten Regionen, 20 % B-Turn und

nur 9 % B-Faltblatt-Strukturen (Abbildung 3-17B).
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Abbildung 3-17 Sekundéirstrukturanalyse von NM-Filamenten. (A) Fern-UV CD-Spektren von frisch
renaturiertem 16slichem NM™, Fibrillen und Filamenten vor und nach Inkubation bei 98 °C (jeweils 150 pg/ml
in CRBB). (B) FTIR-Spektrum (Amidl Bande, durchgezogene Linie) von NM-Filamenten.
Sekundérstrukturanteile (B-Turn blau, unstrukturiert griin, B-Faltblatt rot) wurden durch Dekonvolution mit
Gaullscher Verteilung (gepunktete Linien) bestimmt. Zum Vergleich sind die Sekundarstrukturanteile der
Fibrillen und von frisch gelostem NM aufgefiihrt.
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Stabilitit der Filamente

Amyloide NM-Fibrillen zeichnen sich durch eine erhohte Resistenz gegeniiber dem Verdau
durch Proteasen aus (Serio ef al., 2000). Fiir die Analyse der Proteasestabilitdt der Filamente
wurden Fibrillen- und Filamentproben und frisch gelostes NM mit der Protease Chymotrypsin
(CHY) fiir bis zu 10 min bei 37 °C verdaut, die Proteolyse durch Erhitzen auf 95 °C in
1x Laemmli-Puffer gestoppt und die Proben mittels SDS-PAGE analysiert. Wihrend bei den
Fibrillen selbst nach 10-miniitigem Verdau noch Protein auf dem Gel detektiert werden kann,
sind Filamente und l6sliches NM schon nach zwei Minuten vollstindig degradiert (Abbildung
3-18 links).

Eine weitere Eigenschaft von NM-Fibrillen ist ihre Resistenz gegeniiber Denaturierung mit
SDS (Serio et al., 2000). Wéhrend Fibrillen in 2 % SDS erst durch 10-miniitige Inkubation
bei 95 °C denaturiert und somit mittels SDS-PAGE detektiert werden konnen, sind Filamente
und frisch gelostes NM auch ohne Hitzebehandlung in SDS 16slich und auf dem Gel zu
erkennen (Abbildung 3-18 rechts).

CHY sDs
02 5 10 — 95°C +
D G e Fibrille - :
— Filament [
— [sliches NV | W —

Abbildung 3-18 Stabilitit von NM-Filamenten. Stabilitit von Filamenten im Vergleich zu Fibrillen und
16slichem NM analysiert mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung. Links: Verdau mit Chymotrypsin
(1/50 w/w) bei 37 °C fiir 0-10 min. Rechts: SDS-16sliches Protein vor und nach Inkubation fiir 10 min bei 95 °C
in 1x Laemmli-Puffer.
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Assemblierungseigenschaften der Filamente

Die Assemblierung von NM-Filamenten ist im Vergleich zur Fibrillenbildung ein relativ
schneller Prozess. In frisch renaturiertem NM konnen nach 12-stiindiger Zentrifugation in
einem Saccharosegradienten bereits Filamente, jedoch keine Fibrillen detektiert werden. Um
zu untersuchen, ob dieser Prozess durch Keimbildung induziert wird, wurden frisch
renaturiertem NM vorgeformte Filamente als Seeds zugesetzt, fiir 1-5 Tage bei RT inkubiert
und zu verschiedenen Zeitpunkten rasterkraftmikroskopisch untersucht. Die Menge und
Morphologie der detektierten Filamente unterscheidet sich nicht von der im Ausgangsansatz.
Die Assemblierung von Filamenten ist wahrscheinlich ein keimbildungsunabhingiger
Prozess, da er im Vergleich zur Fibrillenbildung relativ schnell stattfindet und nicht durch die

Zugabe von filamentiren Seeds beschleunigt werden kann.

Da NM-Filamente sich in ihrer Morphologie, Sekundirstruktur und Stabilitdt von amyloiden
Fibrillen unterscheiden, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Filamenten um
nicht-amyloide Stukturen handelt. Thr Durchmesser ist mit 0,8-1,3 nm jedoch dem von
Protofibrillen dhnlich. Um zu bestimmen, ob es sich bei den NM-Filamenten um on-pathway
Intermediate mit protofibrillaren Eigenschaften handelt, wurden Filamentproben iiber mehrere
Wochen inkubiert und die Bildung amyloider Fibrillen mittels CR-Bindung (Abbildung 3-19
Amyloidbildung), CD-Spektroskopie und AFM beobachtet. Mit keiner dieser Methoden
konnen amyloide Fibrillen detektiert werden, was bedeutet, dass Filamente entweder nicht
on-pathway sind oder kinetisch stabile Intermediate darstellen. Durch die Zugabe von
fibrillaren Seeds zu Filamenten kann die Fibrillenbildung zwar induziert werden (Abbildung
3-19 Amyloidbildung), die Menge an gebildeten Fibrillen unterscheidet sich jedoch stark von
der unter gleichen Bedingungen durch Seeding von frisch gelostem NM assemblierten
Fibrillen. Nur etwa 20 % der in Anwesenheit von Seeds inkubierten Filamentprobe werden zu
Fibrillen umgewandelt. Wahrscheinlich liegt das konvertierte Protein zu Beginn der Reaktion
nicht filamentér sondern l6slich oder in einer anderen konvertierbaren Form vor, da sich die
Menge an gebildeten Fibrillen auch {iber mehrere Tage hinweg nicht dndert, d. h. vorhandene

Filamente nicht in fibrillierende Strukturen dissoziieren.
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j Amyloidbildung
Filamente ohne Seeds

[ Filamente + fibrillire Seeds

AT
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Abbildung 3-19 Amyloidbildungs- und Seeding-Fihigkeit von Filamenten. Menge an gebildeten amyloiden
Fibrillen nach 50 h detektiert mittels CR-Bindung. Oben: Amyloidbildungsfahigkeit von Filamenten zu
amyloiden Fibrillen. Filamente (150 pg/ml) wurden in An- bzw. Abwesenheit von fibrilliren Seeds (4 % w/w)
inkubiert. Unten: Seeding-Fihigkeit von Filamenten. Losliches NM™ (150 pg/ml) wurde in Anwesenheit von
fibrilliren oder filamentiren Seeds oder in Abwesenheit von Seeds inkubiert (um mogliche Einfliisse durch
Scherkrifte beim Pipettieren auszuschlieBen, wurde hier 4 % w/w 18sliches NM™ zugefiigt).

Zur Bestimmung der Fahigkeit der Filamente als Seed zu agieren, wurde 16sliches NM in
Anwesenheit von filamentdren oder fibrilliren Seeds inkubiert und die Fibrillenbildung
mittels CR-Bindung beobachtet (Abbildung 3-19 Seeding). Wihrend durch Zugabe von
vorgeformten fibrilldren Seeds die Fibrillenbildung stark induziert wird, kann in Anwesenheit
von filamentidren Seeds nur eine vergleichbare Menge an neu gebildeten Fibrillen detektiert
werden wie in ungeseedeten Reaktionen.

Da fiir die Filamente weder eine direkte Umwandlung zu amyloiden Fibrillen noch eine
Seeding-Féahigkeit beobachtet werden kann, ist anzunehmen, dass es sich nicht um
Protofibrillen handelt, sondern um eine kinetisch stabile off-pathway Form von NM, die unter

den gewdhlten Bedingungen nicht direkt zu Fibrillen assembliert.

Ein weiterer Hinweis dafiir, dass es sich bei den Filamenten um off-pathway Oligomere
handelt, ist die Tatsache, dass sich Filamente auch unter Bedingungen bilden, unter denen die
Fibrillenbildung inhibiert ist. In ungeseedeten Reaktionen mit vorheriger 72-stiindiger
Inkubation bei 60 °C (s. Abbildung 3-7) oder in Anwesenheit von Osmolyten (25 % Glyzerin
oder 20 % Polyethylenglykol 400) konnen mittels ThT-Fluoreszenz und AFM keine Fibrillen
detektiert werden, auf AFM-Aufnahmen sind jedoch Filamente zu erkennen.

Neben den experimentellen Bedingungen hédngt die Fibrillenbildung von NM auch von

intrinsischen  Faktoren, z.B. den aminoterminalen Oligopeptidwiederholungen ab
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(Scheibel & Lindquist, 2001). Die Mutante NM***?, der vier Peptidwiederholungen fehlen,
bildet selbst nach sechs Wochen keine Fibrillen (Scheibel & Lindquist, 2001; Abbildung
3-20A). Die Verldangerung der Oligopeptidregion um zwei zusitzliche Kopien des zweiten
Oligopeptids (NM"**?) fiihrt zu einer Beschleunigung der Fibrillenbildung. Wihrend bei
NM™ die Fibrillenbildung nach einer Lag-Phase von ca. 20 h beginnt, ist diese bei NM"*5
auf ca. 10 h verkiirzt. Die Menge der nach 50 h von NM***? gebildeten Fibrillen betrigt etwa
das Dreifache von der von NM™. Interessanterweise konnen mittels AFM in NM***2-Proben
nur Fibrillen (Abbildung 3-20B) und keine Filamente detektiert werden. Bei Proben der

AR2-5

Deletionsmutante NM sind rasterkraftmikroskopisch keine Fibrillen dafiir aber Filamente

zu erkennen (Abbildung 3-20C). Durch die Rotation von NM“**°-Proben kann die
Fibrillenbildung induziert werden. Allerdings verlduft die Assemblierung viel langsamer als

bei NM™ und NM®**2 und nicht quantitativ. Wahrend bei NM*** quch Filamente detektiert

R2E2

werden konnen, liegen NM™ und NM"*** nach Rotation nur in fibrillirer Form vor.
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Abbildung 3-20 Einfluss der Oligopeptidwiederholungen auf die Filamentassemblierung. (A) Ungeseedete
Fibrillenbildung von NM™, NM®£2 NM**** (jeweils 150 pg/ml in CRBB) detektiert mittels CR-Bindung. Nach
Abschluss der Fibrillenbildung wurden die Proben mittels AFM (Tapping Mode, Hohe) untersucht: (B) NM***,
(C) NM™*F2, MaBstab: 500 nm.

Da in geseedeten (und somit stark beschleunigten) Reaktionen ebenfalls keine Filamente
detektiert werden konnen, kann geschlossen werden, dass es sich bei den NM-Filamenten um
eine alternative nicht-amyloide Assemblierungsform handelt, die vor allem unter
Bedingungen gebildet wird, unter denen die Fibrillenbildung verlangsamt (ungeseedete

Reaktionen, Oligopeptiddeletion) oder inhibiert (Temperatur, Osmolyte) ist.
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3.2.4 Einfluss zweiwertiger Metallionen

Der Einfluss zweiwertiger Metallionen (M*") auf die Assemblierung amyloider Proteine ist
schon seit einiger Zeit Gegenstand intensiver Forschung. So konnte z.B. fiir die
krankheitsassoziierten Proteine und Peptide PrP, Amyloid B oder a-Synuclein eine Anderung
des Aggregationsverhaltens in Anwesenheit zweiwertiger Metallionen, v. a. Cu®", beobachtet
werden (Gaeta & Hider, 2005). Die Ergebnisse der einzelnen Forschergruppen unterscheiden
sich allerdings stark. Vor allem die Rolle, die M** bei der Ausbildung amyloider Krankheiten
spielen, wird duBlerst kontrovers diskutiert, wobei sowohl positive als auch negative Effekte
beschrieben wurden (Cerpa et al., 2005).

Um mehr iiber den Effekt von M*" auf amyloide Proteine zu erfahren, sollte NM, als gut
charakterisiertes amyloides Modellprotein, verwendet und die Bindung von M*" bzw. dessen

Einfluss auf das Aggregationsverhalten charakterisiert werden.

Nachweis der Bindung von Metallionen an Sup35p-NM

Elektronenspinresonanz,

Eine hiufig verwendete Methode zur Bestimmung der Bindung von Kupfer an Proteine ist die
Elektronenspinresonanz (electron paramegnatic resonance, EPR). Im Rahmen dieser Arbeit
sollte mittels EPR bestimmt werden, ob und von welchen NM-Assemblierungsformen Kupfer
komplexiert wird. Dazu wurde paramagnetisches *CuCl, verwendet, das 16slichem und
fibrillirem NM zugegeben wurde. Der dabei verwendete Puffer enthielt Glycin, das eine
unspezifische Bindung von Kupfer an NM verhindert. Die EPR-Spektren zeigen drei kleine
Maxima zwischen 2700 G und 3100 G (Abbildung 3-21), welche charakteristisch fiir %Cu in
gebundener Form sind (Aronoff-Spencer ef al., 2000). Diese Maxima sind in
Kontrollmessungen ohne NM nicht so ausgeprigt zu erkennen. Es kann die Bindung von
Kupfer sowohl an I6sliches als auch an fibrillires NM detektiert werden. Dabei fiihrt der
Zeitpunkt der Zugabe von ®CuCl,, entweder bei der Riickfaltung von NM oder nach

Assemblierung der Fibrillen, zu keinen erkennbaren Bindungsunterschieden.
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Abbildung 3-21 Untersuchung der Bindung von Cu®** an NM mittels EPR. EPR-Spektren (X-Band, -196 °C)
von 16slichem und fibrillirem NM™ (150 ug/ml) in 5 mM K,H,PO, pH 6,8, 40 mM NaCl, 2 mM Glycin in
Anwesenheit von 1 mM “CuCl,. ®CuCl, war dabei entweder schon im Riickfaltungspuffer enthalten (/ Cu*")
oder wurde erst nach Assemblierung der Fibrillen (+ Cu*") zugegeben.

Ultraschall-Resonator-Technologie

Zur genaueren Untersuchung der Bindung von Cu®" und weiterer M*" an NM wurde die
Ultraschall-Resonator-Technologie (URT) verwendet. Mit Hilfe dieser Methode kann die
Bindung von Liganden durch Strukturanderungen des Proteins beobachtet werden. Dabei wird
die Anderung der Proteinstruktur nicht direkt, sondern indirekt iiber die Anderung der
Struktur der Hydrathiille gemessen, was sich in einer Anderung der Geschwindigkeit des
durchgeleiteten Ultraschalls duBert.

Die Zugabe von MCI, (Metallchlorid)-Lésungen zu NM fiihrt zu einer Abnahme der
Ultraschallgeschwindigkeit. Fiir die Bestimmung der Bindekonstante wurde MCI, im Bereich
von 0-50 uM zutitriert. Da M*" unspezifisch mit dem Peptidriickgrat interagieren, kann im
analysierten Bereich keine absolute Sattigung beobachtet werden. Stattdessen werden mehrere
kleinere aufeinander folgende Sattigungskurven gemessen. Eine Bindekonstante wurde durch
die Auswertung der Werte der ersten Sittigungskurve (~0-20 uM MCl,) bestimmt. Um den
durch die Titration entstehenden Verdiinnungseffekt zu berticksichtigen, wurde das relative
molare Inkrement der Ultraschallgeschwindigkeit [U] berechnet, welches von der
Ultraschallgeschwindigkeit in der Proben- und Referenzzelle und der entsprechenden
Proteinkonzentration abhidngt (s.2.4.13; Chalikian et al., 1994). Zur Berechnung der
Bindekonstante wurde [U] gegen das Verhdltnis von MCl,- zu Proteinkonzentration
aufgetragen und durch einen sigmoidalen Fit ausgewertet. Abbildung 3-22A zeigt
exemplarisch das Ergebnis der Titration von Cu”’, fiir das eine Bindekonstante von 3 pM

berechnet wurde. Weitere Bindekonstanten fiir Mn®" (3 puM) und Zn*" (6 uM) wurden analog
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bestimmt.

Eine Sittigung von NM mit M*" kann erst bei MCl,-Konzentrationen von 5-8 mM beobachtet
werden. Mittels Titrationen von 0-12 mM MCI, (Abbildung 3-22B zeigt exemplarisch das
Ergebnis der Titration von Cu®") kann eine Bindekonstante von 860 pM fiir Cu®’, von
370 uM fir Mn*" und von 340 pM fiir Zn*" bestimmt werden, die die unspezifische
Wechselwirkung von M* mit dem Peptidriickgrat beschreibt.
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Abbildung 3-22 Untersuchung der Bindung von M?* an NM mittels URT. Anderung der
Ultraschallgeschwindgkeit [U] durch Zugabe von 0-20 uM (A) und 0-12 mM (B) CuCl, zu 0,95 mg/ml NM™ in
NEM-Puffer bei 25 °C. Bindekonstanten (Kp) wurden durch sigmoidale (A) bzw. hyperbolische (B) Fits
berechnet. Die Bindung von Mn** bzw. Zn** wurde entsprechend bestimmt.

Eine Anderungen der Quartirstruktur von NM, welche sich in der Anderung der Absorption
des Ultraschalls widerspiegeln sollte, kann durch die Zugabe von M?*" zwar beobachtet
werden, jedoch unterscheiden sich die einzelnen Absorptionsspektren voneinander. Daher
wurden die Daten der Ultraschallabsorption nicht zur weiteren Analyse der Metallbindung

herangezogen.

Isotherme Titrationskalorimetrie

Zur Bestitigung des Ergebnisses der Messungen der Ultraschallgeschwindigkeit wurde die
Bindung von Cu®’ zusitzlich mittels isotherme Titrationskalorimetrie (isothermal titration
calorimetry, ITC) untersucht. ITC ist, im Gegensatz zu URT, eine hdufig verwendete
Methode zur Analyse von Ligandenbindung. Dabei wird die Bindung nicht durch strukturelle
Anderungen sondern durch die Anderung der Enthalpie detektiert.

Bei der Zugabe von CuCl, zu NM entsteht Bindungswirme, welche mit zunehmender
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CuCl,-Konzentration abnimmt. Dadurch kann eine Bindestelle mit einer Bindekonstanten von
5 uM bestimmt werden (Abbildung 3-23). Diese Bindekonstante stimmt mit der in den URT-

Messungen bestimmten {iberein.
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Abbildung 3-23 Untersuchung der Bindung von Cu®*" an NM mittels ITC. Die Titration von CuCl, zu NM™
erfolgte in 25 mM NEM pH 7, 150 mM NaCl bei 30 °C. Die gemessene Anderung der Enthalpie (links) konnte
durch Integration (rechts) zur Bestimmung der Bindeeigenschaften genutzt werden. Die Bindekonstante wurde
durch Analyse mit der gerdtespezifischen Software mittels eines sigmoidalen Fits bestimmt.

Circulardichroismus-Spektroskopie

Eine weitere Moglichkeit die Interaktion von Metallen mit Proteinen zu untersuchen bietet die
CD-Spektroskopie. Im sichtbaren Bereich zwischen 300 und 800 nm (VIS-CD) liefern
gebundene Metallionen in chiraler Umgebung detektierbare Signale, wahrend ungebundene
CD-inaktiv sind (Klewpatinond & Viles, 2007). So konnen z. B. fiir verschiedene Fragmente
von PrP durch die Zunahme des Signals bei 480 bzw. 575 nm nach Zugabe von Cu®" deren
Bindekonstanten bestimmt werden. Die Signalsteigerung bei unterschiedlichen Wellenlédngen
kann dabei auf verschiedene Bindemotive zuriickgefiihrt werden (Garnett & Viles, 2003,
Klewpatinond & Viles, 2007). Mit Hilfe dieser Methode sollte auch die Bindung von Cu®" an
NM charakterisiert werden. Dazu wurden CD-Spektren von NM (25 uM) in Abwesenheit
bzw. Anwesenheit von 12,5uM oder 250 pM CuCl, im Bereich von 260-800 nm
aufgenommen. In Anwesenheit von Cu”” kann eine Erhdhung des Signals bei ca. 480 nm und
320 nm beobachtet werden (Abbildung 3-24). Im Gegensatz zu den Messungen von PrP
(Garnett & Viles, 2003) ist die Intensitit des Signals jedoch unabhédngig von der

2+ .
Cu” " -Konzentration.
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Das NM-Cu”-spezifische Signal ist allerdings nicht bei jeder Messung detektierbar, was
unterschiedlichen CD-aktiven und —inaktiven Kupferbindestellen mit unterschiedlichen

Affinitdten (je nach Oligomerisierungsgrad des Proteins) zuzuschreiben sein kdnnte.
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Abbildung 3-24 Untersuchung der Bindung von Cu** an NM mittels VIS-CD. CD-Spektren von NM™
(650 pg/ml) im sichtbaren Wellenldngenbereich gemessen in Ab- bzw. Anwesenheit von 12,5 uM oder 250 uM
CuCl, in MQ-H,O0 bei RT, Schichtdicke der Kiivette 5 mm.

Einfluss von Metallionen auf die Fibrillenbildung

Um den Einfluss von M*" auf die Amyloidbildung von NM zu untersuchen, wurden
ungeseedete und geseedete Fibrillenbildungsreaktionen durchgefiihrt. In Anwesenheit von
Cu”" kénnen fiir die Detektion der Fibrillenbildung nicht die herkémmlichen Methoden der
CR- und ThT-Bindung verwendet werden. Der fiir den CR-Assay benétigte Puffer (CRBB)
enthilt Phosphat, welches mit Cu*” Komplexe bildet und so zur Verfilschung des Ergebnisses
fihrt. Beim ThT-Assay wird das amyloid-spezifische Fluoreszenzsignal durch Cu®" stark
gequencht. Die Detektion der Fibrillenbildung von NM in Anwesenheit von M>" kann mit
dem ,,Acrylodan-Assay* (Scheibel et al., 2004) durchgefiihrt werden. Dazu wurde NM''3*¢
verwendet, an dessen Cystein der Fluoreszenzfarbstoff Acrylodan kovalent gekoppelt wurde.
NM"™¢ unterscheidet sich in seinem Assemblierungsverhalten nicht von NM™
(Scheibel et al., 2004). Auch die Bildung von Filamenten kann bei dieser Mutante beobachtet
werden. Acrylodan-gelabeltes 16sliches NM"™*¢ weist ein Emissionsmaximum bei 520 nm
auf. Die Assemblierung der Fibrillen duflert sich durch den Anstieg der Fluoreszenz bei
470 nm und der Abnahme bei 520 nm. Auch die Fluoreszenz von Acrylodan wird in
Anwesenheit von Cu®" leicht gequencht. Dieser Quenching-Effekt kann jedoch korrigiert

werden, indem das Verhiltnis von fibrillirem zu 16slichem NM, d. h. das Verhéltnis der
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Emission von 470 nm zu 520 nm, berechnet wird.

Die Messungen wurden in NEM-Puffer in Abwesenheit bzw. in Anwesenheit von CuCl,,
MnCl, oder ZnCl, durchgefiihrt. Die eingesetzten M>"-Konzentrationen betrugen 50 bzw.
500 uM, um den Einfluss von spezifischer (50 uM) und unspezifischer (500 uM) Bindung zu
untersuchen.

Zur Analyse des Einflusses von M*" auf die Keimbildung von NM wurden
Fibrillenbildungskinetiken in Abwesenheit von Seeds durchgefiihrt. Ohne den Zusatz von M
beginnt die Fibrillenbildung von NM nach einer Lag-Phase von 17 h und erreicht die
stationdre Phase nach 120 h (Abbildung 3-25). Die Anwesenheit von Cu®" verlingert die
Lag-Phase und verringert die Fluoreszenzintensitit in der stationdren Phase, wobei die
Keimbildung 23 h bei 50 uM CuCl, bzw. 26 h bei 500 uM CuCl, dauert. Die Fibrillenbildung
ist nmach 150 bzw. 146h beendet. Im Gegensatz zu Cu®" beschleunigt Zn** die
Fibrillenbildung. In Anwesenheit von 500 uM Zn>" kommt es nach einer Lag-Phase von 15 h
zur Assemblierung, die nach 96 h beendet ist. Dieser Effekt ist konzentrationsabhingig. Die
Geschwindigkeit der Reaktion steigt mit der Zn*"-Konzentration. Die Anwesenheit von Mn*"

zeigt keinen Einfluss auf die Fibrillenbildung.
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Abbildung 3-25 Einfluss von M*" auf die Keimbildung. Jeweils 5 uM Acrylodan-gelabeltes NM"**¢ wurde in
NEM-Puffer in An- bzw. Abwesenheit von 50 uM CuCl,, 500 pM CuCl,, 500 uM MnCl, oder 500 uM ZnCl,
bei 20 °C inkubiert und die Fibrillenbildung durch die Zunahme der Acrylodan-Fluoreszenz bei 470 nm und die
Abnahme bei 520 nm (Anregungswellenlénge: 392 nm) detektiert.
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Der Einfluss von M*" auf das Wachstum der NM-Fibrillen wurde in Reaktionen, in denen die
Keimbildungsphase durch die Zugabe von Seeds umgangen wurde, analysiert. Die
Geschwindigkeit des Wachstums der Fibrillen wird von zwei Reaktionen bestimmt: a) der
Bindung von 16slichem Protein an den Keim (Seed) und b) der Konformationsdnderung nach
Bindung an den Keim (Seed) (Scheibel et al., 2004). Abbildung 3-26A zeigt exemplarisch
eine geseedete Kinetik von Acrylodan-gelabeltem NM''**¢ in NEM-Puffer in Anwesenheit
von 5 % (w/w) Seeds. Durch das Fitten der Daten mit einer doppelt-exponentiellen Funktion
konnen zwei Wachstumsraten bestimmt werden. Weder die erste (k;) noch die zweite
Wachstumsrate (k») wird durch die Anwesenheit von M** signifikant beeinflusst (Abbildung
3-26B).
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Abbildung 3-26 Einfluss von M?* auf das Fibrillenwachstum. Jeweils 5 uM Acrylodan-gelabeltes NM"'*5¢
wurde in NEM-Puffer in An- bzw. Abwesenheit von 50 uM CuCl,, 500 uM CuCl,, 500 uM MnCl, oder 500 uM
ZnCl, bei 20 °C in Anwesenheit von 5 % (w/w) Seeds inkubiert und die Fibrillenbildung durch die Zunahme der
Acrylodan-Fluoreszenz bei 470 nm und die Abnahme bei 520 nm (Anregungswellenlidnge: 392 nm) beobachtet.
(A) Kinetik in Abwesenheit von M*" (exemplarisch). (B) Wachstumsraten k; und k,, bestimmt durch doppelt-
exponentielle Fits (diagonal gestreifte Balken zeigen die Abweichung vom Mittelwert an).

Einfluss von Metallionen auf die Fibrillenstruktur

Der Einfluss von M*" auf die Struktur der Fibrillen wurde mit Hilfe von CD-Spektroskopie,
FTIR-Spektroskopie und AFM untersucht. Es wurden Fibrillen, die in Anwesenheit von Seedss
gebildet wurden, verwendet. Mittels Fern-UV CD- und FTIR-Spektroskopie kann kein
signifikanter Einfluss sowohl von Cu®" als auch von Mn*" oder Zn*" auf die Sekundarstruktur
der Fibrillen detektiert werden. Die Spektren der in Anwesenheit von M>" assemblierten
Fibrillen gleichen denen der ohne M*" gebildeten Fibrillen (s. Abbildung 3-8). Ein Effekt von

M?" war auch auf die Sekundirstruktur des unstrukturierten l6slichen NM ist nicht zu
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erkennen.

Der Einfluss von M*" auf die Fibrillenmorphologie wurde mittels AFM untersucht. Die Linge
und Menge der durch Seeding in Abwesenheit von M>" gebildeten Fibrillen unterscheidet sich
nicht von denen in Anwesenheit von M”" assemblierten Fibrillen. Auch genauere
Untersuchungen der Oberflachenstruktur der Fibrillen zeigen keinen signifikanten Einfluss
von M*". Lediglich bei Fibrillen aus ungeseedeten Reaktionen kénnen Unterschiede detektiert
werden. Wihrend sich die Fibrillen, die in Abwesenheit von M?*" bzw. in Anwesenheit von
50 uM CuCly, 500 uM MnCl, oder ZnCl, gebildet wurden, nicht unterscheiden (Abbildung
3-27A zeigt exemplarisch Fibrillen ohne M*"), sind Fibrillen, die in Anwesenheit von 500 pM
CuCl, assembliert wurden, meist viel kiirzer (Abbildung 3-27B).
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Abbildung 3-27 Einfluss von M*" auf die Fibrillenmorphologie. (A, B) AFM-Aufnahmen (Tapping Mode,
Amplitude) von NM™ (150 pg/ml) assembliert in NEM-Puffer ohne den Zusatz von Seeds in (A) Abwesenheit
von M*" oder (B) Anwesenheit von 500 uM CuCl,. MaBstab: 1 um. (C) GauBverteilung der Hohen (jeweils 50,
bestimmt an AFM-Aufnahmen mit einer Seitenldnge von 5 um) von Fibrillen assembliert in NEM-Puffer in An-
bzw. Abwesenheit von M*".
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Die Analyse der Fibrillenhdhe zeigt, dass Fibrillen, die in Anwesenheit von Cu>" oder Zn*"
gebildet wurden, im Durchschnitt signifikant niedriger sind (durchschnittlich 4,0 nm bei
50 uM CuCl,, 4,2 nm bei 500 uM CuCl, und 4,5 nm bei 500 uM ZnCl,) als die, die ohne
Zusitze bzw. in Anwesenheit von 500 pM MnCl, assemblierten (durchschnittlich 4,9 nm bei
500 uM ZnCl, und 5,0 nm ohne M*"). Die Hohe der analysierten Fibrillen variiert dabei in

Anwesenheit von Zn>" nicht so stark wie unter den anderen Bedingungen (Abbildung 3-27C).

Einfluss von Metallionen auf die Fibrillenstabilitéit

Neben dem Effekt von M*" auf die Fibrillenbildung und -struktur wurde auch ihr Einfluss auf
die Stabilitét der Fibrillen untersucht. Wie bereits in Abschnitt 3.2.3 erwihnt, zeigen amyloide
NM-Fibrillen eine erhohte Resistenz gegeniiber Denaturierung mit SDS und Verdau mit
Proteasen (Serio et al., 2000). Diese Eigenschaft kann auf die kompakt gepackte -Faltblatt-
Struktur der amyloiden Fibrillen zurilickgefithrt werden (Manning & Colon, 2004;
Serio et al., 2000).

Zur Untersuchung des Einflusses von M*" auf die SDS-Stabilitit der Fibrillen, wurden
Fibrillen, die durch Seeding in An- bzw. Abwesenheit von M assemblierten, in 2 % SDS
enthaltenden Puffer (1x Laemmli-Puffer) verdiinnt, fiir 0-10 min bei 95 °C inkubiert und
mittels SDS-PAGE analysiert. Dabei kann kein signifikanter Einfluss von M*" auf die
SDS-Stabilitdt der Fibrillen beobachtet werden (Abbildung 3-28A).

A 1001 B ¢
53 _ 14 1 [—
= + |
£ 80 58 12] - CHY
D B E
2 E Q 1.0 =
| 1
80 ohne MC, o o m _
o 50 uMcucl, | S°E 08
S 401 00 i Cucl, | B2 e
= J0 i CuC 22 5
3 26
g2 1201 500 uM ZnCl, | 5 8 0.4
U) 45
0 02 J |
' - . . : 0,0’
0 2 4 6 8 10 O oc} Q\m oc’“ 0\¢ o (\O\q.
Inkubation bei 95°C [min] g \\\ ~é\ *é‘ @\ “\’lz
Fe¥ ¥ o
<5

Abbildung 3-28 Einfluss von M*" auf die SDS- und Proteasestabilitiit der Fibrillen. NM"'-Fibrillen
assembliert durch Seeding in An- bzw. Abwesenheit von M*" wurden (A) fiir 0-10 min bei 95 °C in 1x Laemmli-
Puffer bzw. (B) flir 1-10 min bei 37 °C mit CHY (1/50 w/w) bzw. V8 (1/10 w/w) inkubiert. SDS-16sliches (A)
bzw. proteaseresistentes (B) NM wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie-Féarbung detektiert und
densitometrisch quantifiziert.
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Die Analyse der Proteaseresistenz der Fibrillen sollte nicht nur Aufschluss iiber die Stabilitit
sondern auch iiber mogliche Metallbindestellen geben. Dazu wurden zwei verschiedene
Endoproteasen verwendet. Chymotrypsin (CHY) schneidet nur im aminoterminalen Bereich
(N) von NM, wihrend sich die Schnittstellen von Glu-C V8 (V8) nur in der Mittelregion (M)
befinden. Fibrillen, die durch Seeding in Anwesenheit von M>* assemblierten, wurden bei
37 °C verdaut und mittels SDS-PAGE analysiert. Die in Anwesenheit von Cu*" gebildeten
Fibrillen zeigen eine erhohte Resistenz gegeniiber dem Verdau mit CHY: nach 10-mintitiger
Inkubation bei 37 °C wird, abhingig von der Cu*"-Konzentration, ca. 20-40 % mehr
resistentes NM detektiert als bei Fibrillen, die in Ab- bzw. Anwesenheit von Mn?>" oder Zn*"
gebildet wurden (Abbildung 3-28B). Im Gegensatz dazu wird der Verdau mit V8 von allen
M?" in dhnlicher Weise beeinflusst. Nach 10-miniitiger Inkubation mit V8 ist nur ca. 20-50 %
resistentes NM, im Vergleich zu Proben ohne M?*, auf dem Gel zu erkennen. Da kein
Einfluss von M?" auf den Verdau eines nicht-fibrilliren und nicht-kupferbindenden
Kontrollproteins (mDHFR) beobachtet werden kann, wird ein direkter Effekt von M*" auf die

Aktivitit der verwendeten Proteasen ausgeschlossen.

Einfluss von Metallionen auf nicht-fibrilléire Assemblierungsformen

Bei der Assemblierung von Fibrillen in ungeseedeten Reaktionen wird ein starker Einfluss
von Cu®" beobachtet. Es wird die Fibrillenbildungsgeschwindigkeit, die Intensitit des
Acrylodansignals nach Fibrillenbildung und auch die Menge an mittels AFM detektierten
Fibrillen verringert (s. Abbildung 3-25 und Abbildung 3-27). Die Quantifizierung von
16slichem und unloslichem NM (erhalten nach einem Zentrifugationschritt) mittels SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung zeigt allerdings einen wesentlich hoheren Anteil an
unldslichem NM in Anwesenheit von 500 uM CuCl,.

Unlosliches NM kann neben der fibrilldr-aggregierten auch in amorph-aggregierter Form
vorliegen. Um den Anteil an amyloiden Fibrillen am gesamten aggregierten Protein zu
bestimmen, wurde l6sliches von unloslichem NM durch einen Zentrifugationsschritt getrennt,
Pellet und Uberstand mit SDS-haltigem Auftragspuffer versetzt und vor bzw. nach
10-miniitiger Inkubation bei 95 °C mittels SDS-PAGE analysiert. In nicht hitzebehandelten
Pelletproben konnen nur NM-Molekiille aus amorphen Aggregaten, nicht aber aus
SDS-resistenten Fibrillen auf dem Gel detektiert werden. Abbildung 3-29A zeigt den Anteil
an unldslichem NM in An- bzw. Abwesenheit von M*" 1 h nach Riickfaltung, nach 2 Tagen
und nach Fibrillenbildung durch Seeding. Nach einstiindiger Inkubation, also zu Beginn der

Keimbildungsphase und noch vor Beginn des Fibrillenwachstums, liegt NM in Anwesenheit
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von 500 uM CuCl; schon zu ca. 75 % in Form amorpher Aggregate vor, wihrend unter den
anderen Bedingungen nur 8 % (50 uM CuCl,) oder weniger amorph aggregiert sind.

Dass es sich bei diesem Effekt nicht um einen generellen Einfluss von Cu*" durch Bindung an
das Peptidriickgrat handelt, zeigen Messungen mit PrP,3.10M, einem Fusionsprotein aus dem
aminoterminalen Teil des Mausprionproteins (Aminosduren 23-120) und der Mitteldomédne M
von Sup35p. PrP»3.120M besitzt ein dhnliches Molekulargewicht wie NM und ebenfalls eine
nativ entfaltete Struktur, kann jedoch keine Fibrillen ausbilden, weder in ungeseedeten noch
in geseedeten Reaktionen (Krammer ef al., 2007; Suhre, 2006). Auch bei PrP;_1,0M fiihrt die
Anwesenheit von 500 uM CuCl, zu verstérkter amorpher Aggregation, im Vergleich zu NM
ist der Anteil an aggregiertem Protein jedoch geringer (30 %).
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Fibrillen 50 pM CuCl,y
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®
)

500 pM ZnCl,

unlésliches Protein [%)]
[*2]
o

A N N A N R NN
B A AR AR A MM AN AN A

1h 2 Tage Seeding 1h

NM PrPyg 100M

Abbildung 3-29 Einfluss von M** auf die Aggregation von NM. (A) NM™ bzw. PrP,;.,0M (jeweils 150 pg/ml
in NEM-Puffer) wurde in An- bzw. Abwesenheit von M** 1 h nach Riickfaltung, nach 2 Tagen und nach
Fibrillenbildung durch Seeding mittels Zentrifugation und SDS-PAGE analysiert. In nicht hitzebehandelten
Pelletproben konnten nur amorphe Aggregate nicht aber die SDS-resistenten Fibrillen auf dem Gel detektiert
werden. Die Proteinbanden wurden nach Coomassie-Farbung densitometrisch quantifiziert. (B) AFM-Aufnahme
(Tapping Mode, Amplitude) von nicht-fibrilliren NM-Aggregaten. Mal3stab: 1 pm.

Die fiir NM detektierten amorphen Aggregate zeigen keine hohe Stabilitdt. Nach 2-tdgiger
Inkubation, wéahrend der exponentiellen Phase der Fibrillenbildung, liegt in Anwesenheit von
500 uM CuCl, nur noch ca. 32 % des Proteins in amorphen Aggregaten vor, wihrend 8 % zu
Fibrillen assembliert ist. In Anwesenheit von 50 uM CuCl, kann nach 2 Tagen eine
vergleichbare Menge an Fibrillen, jedoch kaum amorphe Aggregate detektiert werden. In
Reaktionen ohne M** bzw. in Anwesenheit von Mn?" und Zn*" ist kaum bzw. kein amorph
aggregiertes NM zu erkennen. Nach Seeding mit 10 % (w/w) Seeds liegt tiber 90 % des

Proteins in fibrillirer Form vor, und nur in Anwesenheit von 500 uM CuCl, ist leichte
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amorphe Aggregation zu beobachten.

Obwohl mit dieser Methode in Anwesenheit von 500 pM CuCl, zu Beginn der
Fibrillenbildungsreaktion ein sehr hoher Anteil an amorph aggregiertem Protein detektiert
wird, sind nach Zentrifugation von vergleichbar behandelten Proben in einem
Saccharosegradienten keine Aggregate zu erkennen. Nur der Bereich von 20-38 % Saccharose
(vgl. Abbildung 3-16A) enthédlt NM, welches mittels Immunoblot nachweisbar ist. Diese
Beobachtung spricht fiir die hohe Instabilitit der amorphen Aggregate: durch die
Gradientenzentrifugation iiber Nacht scheinen diese vermutlich zu dissoziieren und kdnnen so
nicht wie erwartet bei hoheren Saccharosekonzentrationen detektiert werden.

Nicht-fibrilldre Aggregate werden auch mittels AFM beobachtet (Abbildung 3-29B). Diese
treten zwar vornehmlich in Anwesenheit von Cu®’, allerdings auch unter anderen

Bedingungen auf.

Um den Zustand des verbleibenden nicht-aggregierten NM zu untersuchen, wurde der 16sliche
Uberstand von NM-Proben in An- bzw. Abwesenheit von M*" unmittelbar nach Riickfaltung
bzw. nach 2-tdgiger Inkubation bei 20 °C durch Zentrifugation in einem Saccharosegradienten
untersucht. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und nach
Firbung mit SYPRO® Ruby quantifiziert. Abbildung 3-30 zeigt das Ergebnis der Proben, die
unmittelbar nach Riickfaltung der Gradientenzentrifugation unterzogen wurden. Die
Anwesenheit von M hat hierbei keinen Einfluss auf den Anteil von Islichem und

filamentdarem NM.
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Abbildung 3-30 Einfluss von M** auf den Anteil an léslichem NM und Filamenten. NM™ (jeweils
150 pg/ml in NEM-Puffer) wurde unmittelbar nach Riickfaltung in An- bzw. Abwesenheit von M*" in einem
kontinuierlichen Saccharosegradienten (20-60 % Saccharose) iiber Nacht zentrifugiert, die Fraktionen mittels
SDS-PAGE analysiert und nach Farbung mit SYPRO"™ Ruby quantifiziert.
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Nach 2-tdgiger Inkubation nimmt die Menge an NM in der ersten Fraktion ab. Jedoch sind
auch hier keine Einflisse von M?" detektierbar. Rasterkraftmikroskopisch konnen keine
signifikanten morphologischen Unterschiede zwischen den Fraktionen 1-5 erkannt werden.

Daher werden diese Fraktionen als ,,16sliches NM* definiert.

Obwohl NM keine bekannten Metallbindemotive besitzt, kann die spezifische Bindung
sowohl von Cu2+, als auch von Mn*" und Zn*" detektiert werden. Ein Einfluss von M*" auf die
Assemblierung von NM wird nur in ungeseedeten Reaktionen beobachtet. Anscheinend ist,
dhnlich wie bei der Filamentbildung, die Beeinflussung der Keimbildungsphase von NM

ausschlaggebend fiir ein gedndertes Aggregationsverhalten.
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4 Diskussion

4.1 Rasterkraftmikroskopische Charakterisierung amyloider PAPBN1-Fibrillen

Die Verldngerung der Polyalaninsequenz in PAPBNI1 von 10 auf 17 Alaninen ist assoziiert
mit der Krankheit OMPD und fiihrt in vitro zu einem gednderten Assemblierungsverhalten
des Proteins. Obwohl beide Proteine amyloide Fibrillen bilden konnen, zeigt N-(+7)Ala (mit
17 Alaninen) im Gegensatz zu N-WT (mit 10 Alaninen) sowohl eine kiirzere
Keimbildungsphase in ungeseedeten als auch hohere Fibrillenwachstumsraten in geseedeten
Reaktionen. N-(+7)Ala besitzt wahrscheinlich eine stirkere Tendenz eine Cross-f8 Struktur
auszubilden als N-WT. Die Assemblierung von N-(+7)Ala kann auch durch die Zugabe von
N-WT Seeds beschleunigt werden, jedoch mit einer um den Faktor 2 verringerten
Wachstumsrate im Vergleich zu N-(+7)Ala Seeds. N-(+7)Ala-Fibrillen haben eine hohere
Seedingaktivitit als N-WT und zeigen zudem eine hohere Resistenz gegeniiber der
Denaturierung mit Guanidiniumthiocyanat (Lodderstedt et al., 2007).

Die Anzahl der Alanine beeinflusst auch die Morphologie der Fibrillen: N-(+7)Ala-Fibrillen
zeigen im Gegensatz zu N-WT-Fibrillen keine ausgepridgt Oberflichenstruktur. Die
Unterschiede konnen nur rasterkraftmikroskopisch detektiert werden, nicht jedoch mittels
TEM. Die Oberflachenstruktur basiert auf einer unterschiedlichen Anordnung der B-Stringe
in Abhidngigkeit von der Anzahl der Alanine, was auch die unterschiedliche Stabilitdt der
Fibrillen erkldren konnte. Strukturelle Unterschiede in Abhédngigkeit von der Lénge der
Polyalaninsequenz kann auch mittels Rontgenbeugungsuntersuchungen an fibrilldren Peptiden
detektiert werden (Shinchuk et al., 2005). Eine Anderung der Struktur und der Stabilitit von
amyloiden Fibrillen kann nicht nur durch Variationen in der Aminoséuresequenz
hervorgerufen werden. Die Konformation und Stabilitdt von Fibrillen des Hefeprions Sup35p
wird sogar durch die Temperatur wihrend der Fibrillenassemblierung beeinflusst

(Krishnan & Lindquist, 2005; Tanaka et al., 2004; Tanaka et al., 2006).
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4.2 Struktureller Vergleich von amyloiden Sup35p-NM-Fibrillen mit Nano-

fibrillen synthetischer Spinnenseide

Die Priondomdne NM des Hefeprions Sup35p wurde in dieser Arbeit als amyloides
Modellprotein zum  strukturellen Vergleich mit Nanofibrillen des synthetischen
Spinnenseidenproteins eADF-4(C16) eingesetzt. Die amyloiden Eigenschaften beider
Proteine wurden durch ThT- und CR-Bindung, CD- und FTIR-Spektroskopie und
Rontgenbeugungsmessungen untersucht. eADF-4(C16)-Fibrillen konnen ebenso wie
NM-Fibrillen mittels ThT und CR detektiert werden. Auch die Sekundérstruktur der beiden
Proteine, sowohl in 16slicher als auch in fibrillirer Form, unterscheidet sich nicht. Lediglich
mittels FTIR und Rontgenbeugung werden strukturelle Unterschiede detektiert, die
vermutlich auf einer unterschiedlichen Aminosdurezusammensetzung basieren. eADF-4(C16)
kann in, fiir Spinnenseiden typsche (Gosline ef al., 1999; Vollrath & Knight, 2001), Glycin-
und Alanin-reiche Regionen unterteilt werden. Die Glycin-reichen Regionen sind
wahrscheinlich an der Ausbildung von 3;-Helices beteiligt, die mittels FTIR detektiert werden
konnen. Die Alanin-reichen Bereiche bilden B-Faltblatt-Strukturen aus. Dabei ist die Distanz
zwischen den einzelnen (-Faltblitter in der fir eADF-4(C16)-Fibrillen mittels
Rontgenbeugung bestimmten amyloiden Cross-f Struktur nur 5.3 A, im Gegensatz zu NM
mit 9,4 A, was durch die kurze Seitenkettenliinge der Aminosdure Alanin erklirt werden
kann. Fiir fibrillire Peptide aus Polyalaninmotiven von PAPBNI1 kann mittels
Rontgenbeugung ein dhnlicher Abstand bestimmt werden (Shinchuk ez al., 2005).

Zusammengefasst zeigen eADF-4(C16)-Fibrillen amyloide Eigenschaften, die sich aber
aufgrund der Spinnenseiden-spezifischen Aminosdurezusammensetzung zum Teil von denen

der NM-Fibrillen unterscheiden.
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4.3 Charakterisierung von Sup35p-NM-Filamenten

Die Hefepriondoméne NM kann nicht nur zu amyloiden Fibrillen assemblieren, sondern auch
alternative Formen annehmen. Die in dieser Arbeit zum ersten Mal beschriebenen
NM-Filamente besitzen zwar eine fibrillire Morphologie, haben aber ansonsten keine
gemeinsamen Eigenschaften mit amyloiden Fibrillen oder Protofibrillen.

Die Hohe der NM-Filamente betrdgt nur ca. 1 nm, und sie sind nicht mit den amyloid-
spezifischen Farbstoffen Kongo Rot und Thioflavin T detektierbar. Zudem zeigen sie weder
Resistenz gegeniiber Verdau mit Proteasen, Erhitzen oder gegeniiber Denaturierung mit SDS.
Filamente agieren nicht als Seed fiir die Amyloidbildung und assemblieren selbst nicht zu
amyloiden Fibrillen.

Die Sekundérstruktur von Filamenten und Fibrillen unterscheidet sich stark. FTIR-Messungen
zeigen, dass amyloide NM-Fibrillen zu ca. 30 %, NM-Filamente jedoch nur zu 7 % aus
B-Turn Strukturen bestehenden. Der Anteil an p-Faltblatt-Strukturen ist in beiden
NM-Formen in etwa gleich. Das amyloid-spezifische FTIR-Maximum bei einer Wellenzahl
kleiner 1630 cm™ (Zandomeneghi et al., 2004) kann nur fir NM-Fibrillen (bei 1624 cm™),
nicht aber bei Filamenten (bei 1640 cm™) detektiert werden.

In Modellen von monomerem Af (Mastrangelo et al., 2006) und den Fibrillen des Hefeprions
Ure2p (Chan et al., 2005) betragt die mittels AFM bestimmte Hohe von zwei B-Strdngen in
einem B-Faltblatt 1,5-2 nm. Dies stimmt in etwa mit der Hohe der NM-Filamente {iberein. Die
Filamente konnten daher eine Struktur aufweisen, in der jeweils zwei B-Stridnge parallel zur
Filamentachse verlaufen, im Gegensatz zur Cross- Struktur der amyloiden Fibrillen mit
senkrecht angeordneten B-Stringen (Abbildung 4-1A). Diese Struktur kdnnte auch die
geringere Stabilitdt der Filamente und die fehlende Bindung amyloid-spezifischer Farbstoffe

erklaren.
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Abbildung 4-1 NM-Filamente — Modell der Struktur und des Assemblierungsweges. (A) Modell der
Struktur nicht-amyloidogener Filamente und amyloider Fibrillen. Die Fibrillen weisen die charakteristische
Cross-f Struktur mit senkrecht zur Fibrillenachse verlaufenden -Stéingen auf und haben einen Durchmesser von
~ 6 nm. Die Filamente, mit einem Durchmesser von ~ 1 nm, bestehen aus einer Mischung unstrukturierter und
B-Strang-reicher Regionen, die parallel zur Filamentachse ausgerichtet sind. (B) Modell der
NM-Assemblierungswege. Die Fibrillenassemblierung ist ein keimbildungsabhéngiger zweistufiger Prozess. Die
Filamentassemblierung ist ein keimbildungs-unabhéngiger alternativer off-pathway Assemblierungsweg:
Filamente assemblieren nicht direkt zu Fibrillen und kénnen auch nicht als Seed fiir 16sliches NM agieren. Die
indirekte Bildung amyloider Fibrillen durch Dissoziation von Filamenten kann allerdings nicht ausgeschlossen
werden. NM®** neigt weniger zur Filamentbildung als NM™, formt dafiir schneller und mehr Fibrillen, wihrend
NM*"*> eine hohere Tendenz zur Filamentassemblierung aufweist. Auch #uBere Faktoren konnen die
Assemblierungswege beeinflussen: durch die Zugabe von Seeds wird die Fibrillenassemblierung, in
Anwesenheit von Osmolyten oder nach Inkubation bei 60 °C die Filamentassemblierung bevorzugt (grau).

Die nicht-amyloidogenen Filamente werden vermutlich auf einem alternativen
Assemblierungsweg neben amyloiden Fibrillen gebildet (Abbildung 4-1B). Die
Filamentassemblierung ist keimbildungsunabhingig: ihre Bildung kann nicht durch Zugabe
von vorgeformten Filamenten beschleunigt werden. Da die Filamente nicht direkt zu
amyloiden Fibrillen umgewandelt werden und auch nicht als Seed agieren, handelt es sich bei
den Filamenten um eine alternative off-pathway Form von NM. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass Filamente nach Dissoziation zu 18slichem Protein erneut an der
Fibrillenbildung beteiligt sein konnen.

Die Wahl des Assemblierungsweges hingt wahrscheinlich von kinetischen Parametern ab.
Durch Erweiterung der Oligopeptidregion bei der Mutante NM***? wird die Keimbildung,
und somit die Fibrillenassemblierung beschleunigt, und es koénnen, im Vergleich zu NM™,

AR2-5 .
, mit

mehr Fibrillen jedoch keine Filamente detektiert werden. Die Deletionsmutante NM
stark verlangsamter Keimbildungsrate, assembliert hauptsichlich zu Filamenten. Auch
experimentelle Bedingungen konnen die Assemblierungswege beeinflussen: die Zugabe von

Seeds fiihrt zur Beschleunigung der Fibrillen- und zur Verhinderung der Filamentbildung,
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wihrend in Anwesenheit von Osmolyten oder nach ldngerer Inkubation bei erhdhten
Temperaturen bevorzugt Filamente gebildet werden.

Oligomere on- und off-pathway Assemblierungsformen in unterschiedlichen Gréfen und
Morphologien werden flir verschiedene amyloidogene Proteine beschrieben. Die Fahigkeit
dieser Proteine verschiedene Assemblierungsformen anzunehmen, spiegelt die Komplexitit
ihrer Faltung und Assemblierung wider. Die nicht-amyloidogene filamentire Form von NM
ist vermutlich ein alternativer kinetisch stabiler Assemblierungszustand, der unter bestimmten
Bedingungen angenommen wird. Ob das Auftreten alternativer NM-Formen auch in vivo bei

der Ausbildung des Prionphénotyps eine Rolle spielt, bleibt zu klédren.

4.4 Untersuchung des Einflusses zweiwertiger Metallionen auf Sup35p-NM
4.4.1 Bindung von Metallionen an Sup35p-NM

Die Bindung von zweiwertigen Metallionen (M*") spielt fiir die Aktivitit und Stabilitit vieler
Proteine eine grofe Rolle. Die Komplexierung von M*" erfolgt meist durch die Aminoséuren
Histidin und Cystein. Negativ geladene Aminosduren oder kurzkettige Glycine in der
Umgebung konnen die Bindung erleichtern. Zudem sind Wassermolekiile oft an der
Metallkoordination beteiligt (Harding, 2004; Koch et al., 1997; Regan, 1995).

Histidin ist nicht nur bei PrP (Millhauser, 2007), sondern auch bei anderen amyloiden
Proteinen an der Komplexierung von M*" beteiligt. Das Alzheimer Peptid Af z. B. bindet
Cu*" und Zn*" iiber drei Histidine und die terminale Aminogruppe (Danielsson et al., 2007;
Syme et al., 2004). Auch eine Interpeptid-Komplexierung unter Beteiligung von zwei
APB-Molekiilen wird beschrieben (Stellato et al., 2006). Fiir a-Synuclein der Parkinson
Krankheit und das amyloide Modellprotein Acylphosphatase wird allerdings eine Histidin
unabhingige Cu”*’-Bindung beobachtet: Regionen mit negativ geladenen Aminosiuren
scheinen hier fiir die Komplexierung verantwortlich zu sein (Capanni et al., 2004; Sung et al.,

2006).

Obwohl fiir NM bisher keine Metallbindestellen bekannt sind, kann die Komplexierung der
zweiwertigen Metallionen Cu®, Mn®" und Zn*" mit verschiedenen Methoden festgestellt
werden.

Elektronenspinresonanz (EPR) ist eine hiufig verwendete Methode, um die Bindung von Cu®"
an Proteine zu charakterisieren. Mit ihr kann die Komplexierung von Cu®" sowohl von

16slichem als auch von fibrillirem NM detektiert werden. Mittels Ultraschall-Resonator-
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Technologie (URT) wurden die Bindungseigenschaften weiter untersucht. Fiir Cu®", Mn”" und
Zn*" koénnen Bindekonstanten im niederen mikromolaren Bereich bestimmt werden. Eine
Bindung von Cu’" mit #hnlichen Bindekonstanten wird auch fiir PrP beschrieben
(Hornshaw et al., 1995; Kramer et al., 2001; Walter et al., 2006). Jedoch kann zusétzlich eine
hoher affine Bindung im nanomolaren Bereich fiir PrP detektiert werden (Walter et al., 2006;
Whittal et al., 2000). Fiir die Messung der Bindekonstante stellt die Tatsache, dass M?** auch
unspezifisch an das Polypeptidriickgrat binden (Lowry et al., 1951), moglicherweise ein
Problem dar, da die spezifische Bindung vermutlich durch Signale der unspezifischen
iiberlagert wird. Auch durch die schnelle Oligomerisierung und Assemblierung von NM
wihrend der Messung, ist eine exakte Bestimmung der Bindekonstanten schwierig.

Die durch URT bestimmte spezifische Kupferbindekonstante kann durch Isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC), eine im Gegensatz zu URT gut etablierte Methode zur Messung
der Ligandenbindung, bestitigt werden.

Die Interaktion von Cu®" mit Proteinen kann auch mittels VIS-CD beobachtet werden. Die
Zugabe von Cu®" zu NM fiihrte zu einer Erhhung des Signals bei 480 nm. Durch die
Intensititsinderung des CD-Signals nach Cu’’-Zugabe kann fiir PrP die Bindekonstante
bestimmt werden (Garnett & Viles, 2003). Dies ist fiir NM nicht mdglich, da keine Anderung
der Signalintensitit detektiert werden kann. Die gewihlten Cu’’-Konzentrationen sind
wahrscheinlich zu hoch, so dass die CD-aktive Bindestelle schon bei der kleinsten
eingesetzten Konzentration gesittigt ist, und eine weitere Zugabe von Cu®" nur zu einer

unspezifischen und vermutlich CD-inaktiven Bindung fiihrt.

4.4.2 Einfluss von Metallionen auf die Assemblierungseigenschaften von Sup35p-NM

Der Einfluss von M*" auf die Bildung amyloider Fibrillen in vitro ist kaum untersucht. Die
Charakterisierung der Fibrillenassemblierung unter physiologischen Bedingungen ist bei den
meisten Amyloiden schwierig, da sie im Gegensatz zu NM nicht spontan Fibrillen bilden.
Capanni ef al. (2004) beschreiben eine Erhchung der Aggregationsrate der Acylphosphatase
in Anwesenheit von Cu®" (gemessen mit ThT), konnen aber mikroskopisch nur amorphe und
keine fibrilliren Aggregate detektieren. Bei PrP wird in Anwesenheit von Cu®*", AI’*, Mn*"
oder Zn*" durch ANS-Bindung eine Verzdgerung der Aggregation beobachtet. Aber erst
durch die zusitzliche Inkubation bei 37 °C sind auch mikroskopisch nicht nur amorphe

Aggregate, sondern auch Fibrillen zu erkennen (Ricchelli et al., 2006). Andererseits wird fiir

Cu®" auch eine Hemmung der Aggregation von PrP und stattdessen die Induktion der
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Aggregation durch Mn®" beobachtet (Levin et al., 2005).

Da die Fibrillenbildung von NM gut charakterisiert ist, kann es als Modellprotein verwendet
werden, um den Einfluss von M*" sowohl auf die Keimbildung als auch auf das Wachstum
amyloider Fibrillen zu untersuchen. Wihrend Mn>" das Assemblierungsverhalten von NM
nicht beeinflusst, fiihrt die Anwesenheit von Cu®” zu einer verlingerten Keimbildungsphase
und bei hohen Cu®" Konzentrationen zur Ausbildung amorpher Aggregate. Vermutlich wird
durch die Bindung von Cu®" die partielle Faltung von ldslichem NM gedndert, was die
Keimbildungsfahigkeit verringert oder durch amorphe Aggregation das Protein der
Keimbildungsreaktion entzieht. In Anwesenheit von Zn®" wird, #hnlich wie bei AP
(Dong et al., 2006), die Fibrillenbildung von NM beschleunigt. Durch die Bindung von Zn*"
konnte NM eine Konformation annehmen, die die Keimbildung beschleunigt und nicht zu
amorpher Aggregation neigt. Die Metallbindung an fiir die Assemblierung bendtigten Protein-
Protein-Kontaktstellen konnte dariiber hinaus die Fibrillenbildung beeinflussen.

Der Einfluss von M*" auf das Fibrillenwachstum amyloider Proteine, d. h. in Anwesenheit
von Seeds, wurde bisher noch nicht gezielt untersucht. Bet NM kann allerdings kein Effekt
von M*" auf das Fibrillenwachstum beobachtet werden.

In Anwesenheit von Cu”" bilden sich vermehrt amorphe Aggregate, die jedoch nicht stabil
sind. Liegt unmittelbar nach Riickfaltung das meiste NM amorph aggregiert vor, nimmt die
Menge dieser Aggregate wihrend der Fibrillenbildungsreaktion ab. Nach Fibrillenbildung
durch  Seeding sind kaum noch amorphe  Aggregate vorhanden.  Auch
rasterkraftmikroskopisch kdnnen amorphe Aggregate nicht reproduzierbar detektiert werden.
Das Auftreten von instabilen Aggregaten wird auch fiir AR, Lysozym und ,-Microglobulin
beschrieben (Huang et al., 2000; Kad et al., 2003; Meersman & Heremans, 2003).

Abbildung 4-2 stellt die beschriebenen Effekte von M>™ auf das Assemblierungsverhalten von
NM zusammenfassend dar. Wihrend in geseedeten Reaktionen kein Einfluss von M*"
beobachtet werden kann, kommt es in Abwesenheit von Seeds durch die Zugabe von Zn*" und

2+ . v .
Cu” zu einer gednderten Assemblierung.
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Abbildung 4-2 Einfluss von M?* auf das Assemblierungsverhalten von NM. In ungeseedeten Reaktionen
(durchgezogenen Linien) assembliert NM iiber die Ausbildung von Keimen zu thermodynamisch stabilen
amyloiden Fibrillen. Alternativ dazu bildet NM nicht-amyloide Filamente oder amorphe Aggregate, die relativ
instabil sind. Das amorph aggregierte NM kann (vermutlich nach Dissoziation) wieder zu Fibrillen assemblieren.
In geseedeten Reaktionen (gestrichelte Linie) werden nur amyloide Fibrillen gebildet. Der Einfluss von M*" ist
rechts dargestellt. Die Breite der Pfeile bezieht sich auf die Geschwindigkeit der Reaktionen: je diinner ein Pfeil,
desto langsamer die Reaktion.

Die unterschiedlichen Effekte von M*™ auf NM kénnten auf die verschiedenen Eigenschaften
der Metallionen zuriickzufiihren sein. Mn?*, Cu*" und Zn*' unterscheiden sich u. a. in der
IonengrdBe, der Elektronenaffinitit, den bevorzugten Liganden, der Bindungsgeometrie und

ihrer Redoxaktivitdt (Tabelle 4-1).

Radius Elektronen- Bevorzugte Liganden Bevorzugte Redox-
A) affinitit (eV) Bindungsgeometrie aktivitat
Mn** 0,78 16 Carboxylgruppen, Stickstoff oktaedrisch > andere +
enthaltende Gruppen

Ccu* 0,65 20 Aminogruppen, Thiolgruppen linear, trigonal, +
tetraedrisch

Zn** 0,65 18 Aminogruppen, Thiolgruppen, tetraedrisch > -

Carboxylgruppen octaedrisch > 5-fach

koordiniert

Tabelle 4-1 Eigenschaften von Mn**, Cu®* und Zn?** (nach Frausto da Silva & Williams, 2001).

Die Eigenschaften der Metallionen und die Position der Metallbindestelle im Protein sind
vermutlich mitverantwortlich fiir das Assemblierungsverhalten amyloider Proteine. Bei AP
fiihrt die Bindung von Cu®" oder Zn®" zur Aggregation, die Bindestellen befinden sich
allerdings auBerhalb der Region, welche die B-Faltblatt-Struktur bildet (Dong et al., 2006;
Huang et al., 2000; Mastrangelo et al., 2006; Syme et al., 2004). Bei PrP konnte die Bindung
von Cu”" an verschiedene Bindestellen im Protein (Oligopeptidregion, His 96, His 111), die
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unterschiedlich stark in die Amyloidbildung involviert sind (Jones et al., 2004), die
verschiedenen beschriebenen Effekte erkldren. Die Destabilisierung der nativen Form durch
Komplexierung von Cu*" wird fiir die de novo Fibrillenbildung bei By-Microglobulin
verantwortlich gemacht (Eakin et al., 2002).

Da bei NM der Einfluss von M*" auf die Assemblierung nur in ungeseedeten Reaktionen
beobachtet wird, ist hier scheinbar nur die Beeinflussung der Keimbildungsphase

ausschlaggebend fiir ein gedndertes Assemblierungsverhalten.

4.4.3 Mogliche Bindestellen fiir Metallionen an Sup35p-NM

Da die Oligopeptidwiederholungen von NM weder Histidine noch negativ geladene
Aminosduren enthalten, ist die detektierte Bindung von M?" in dieser Region
unwahrscheinlich (Box 4-1). Mdglicherweise findet die Bindung an das in der Mittelregion
enthaltene Histidin unter Beteiligung des stark negativ geladenen Bereichs am
carboxyterminalen Ende von NM statt. Eine Komplexierung in dieser unstrukturierten und
nicht an der Ausbildung der Fibrillen beteiligten Region von NM wiirde auch die detektierte

Bindung von Cu®" an bereits assemblierte Fibrillen erkliren.

MSDSNQGNNQ  QNYQQYSQNG  NQQQGNNRYQ  GYQAYNAQAQ  PAGGYYQNYQ
GYSGYQQGGY  QQYNPDAGYQ  QQYNPQGGYQ  QYNPQGGYQQ  QFNPQGGRGN
YKNFNYNNNL ~ QGYQAGFQPQ  SQGMSLNDFQ QQKQAAPKP TLKLVSSS
GIKLANAT VGTKPAESD EEEKSAET EPTKEPTKVE EPVKKEEKPV
QTEEKTEEKS ELPKVEDLKI SESTHNTNNA NVTSADALI EQEEEVDDEV
VND

Box 4-1 Aminosiduresequenz von NM. Positiv geladene Aminosduren sind griin, negativ geladene
Aminosduren blau und Histidin rot markiert. Die Oligopeptidwiederholungen sind unterstrichen und das den
aminoterminalen Bereich N von der Mittelregion M trennende Methionin fett dargestellt.

Dass die Fibrillenbildung von NM in Anwesenheit von M*" moglich ist und die
Geschwindigkeit des Fibrillenwachstums nicht beeinflusst wird, spricht zusitzlich fiir eine
Komplexierung von M*" in dem nicht direkt an der Assemblierung beteiligten Bereich der
Mittelregion M von NM. Auch die Stabilitit des dicht gepackten B-Faltblatt-reichen
Grundgeriists der Fibrillen ist durch M*" nicht gestort. Dies spiegelt sich in der unveréinderten

Resistenz der Fibrillen gegeniiber der Denaturierung mit SDS wider. Die charakteristische
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Proteaseresistenz der Fibrillen wird jedoch von M beeinflusst. Die sich nur in M
befindenden Schnittstellen der Protease V8 sind wahrscheinlich durch partielle
Konformationsinderungen nach Komplexierung von M*" besser zuginglich. Die
Zuginglichkeit der in N gelegenen Schnittstellen der Protease Chymotrypsin wird von Mn*"
und Zn** nicht beeinflusst. In Anwesenheit von Cu®" zeigen Fibrillen eine erhhte
Chymotrypsinresistenz. Moglicherweise sind die Schnittstellen durch eine nach Cu**-Bindung
kompaktere Faltung von M an der Aullenseite der Fibrillen schlechter zugénglich. Fiir eine
kompaktere Struktur in Anwesenheit von Cu”" spricht auch die mittels AFM detektierte Hohe
der Fibrillen. Fibrillen, die in Anwesenheit von Cu®" assemblierten, besitzen einen geringeren
Durchmesser als Fibrillen, die ohne M*" oder in Anwesenheit von Mn”>" bzw. Zn*" gebildet
wurden.

Eine Komplexierung von M durch intermolekulare Wechselwirkungen verschiedener
NM-Molekiile kann ausgeschlossen werden, da nach Zugabe von M*" keine Abnahme der
Konzentration von monomerem NM beobachtet wird. Auch auf die Bildung von nicht-
amyloiden Filamenten oder anderer Oligomere kann kein Einfluss von M** detektiert werden.
Fir die Filamentassemblierung oder Oligomerisierung ist wahrscheinlich nur N
verantwortlich, und wird nicht von in M komplexierten M*" beeintrichtigt. M wird dagegen
aufgrund seiner hohen Ladungsdichte fiir die Loslichkeit von NM bendtigt. Wird die
Ladungsverteilung gestort konnte dies zu vermehrter Aggregation fithren. Das Auftreten
amorpher Aggregate kann vor allem in Anwesenheit von 500 pM CuCl, detektiert werden.
Bei dieser hohen Cu®"-Konzentration handelt es sich vermutlich nicht nur um einen Effekt
durch spezifische Bindung in M, sondern auch durch unspezifische Bindung an das

Polypeptidriickgrat.

Die Bedeutung der im Rahmen dieser Arbeit detektierten Einfliisse zweiwertiger Metallionen
fiir andere amyloide Proteine bleibt zu kldren. Es scheint jedoch fiir den Effekt auf die
Amyloidbildung wichtig zu sein, welche intrinsischen Eigenschaften das untersuchte M*"

aufweist und in welchem Bereich des Proteins die Metallbindung stattfindet.
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Zusammenfassung

Prionen sind eine Klasse von Proteinen, die sowohl in einer 16slichen aktiven als auch in einer
aggregierten inaktiven Konformation vorliegen kdnnen. Die inaktive Form kann sich in einer
selbst-replizierenden Weise vermehren, indem sie ihre Struktur auf die des aktiven Proteins
tibertragt. Wahrend Prionen bei Sdugetieren fiir eine Reihe von Krankheiten verantwortlich
sind, werden nicht-pathogene Prionproteine von Hefen genutzt, um bestimmte Eigenschaften
epigenetisch auf nicht-Mendelschem Weg auf Tochterzellen zu {bertragen. Der
Translationsterminationsfaktor Sup35p von S. cerevisiae ist das wohl am besten
charakterisierte Hefeprion. Sup35p verliert in seiner Prionform seine Aktivitdt und ist fiir die
Ausbildung des Prionphénotyps [PSI'] in vivo verantwortlich. In vitro bildet Sup35p Fibrillen
mit amyloiden Eigenschaften. Durch Gemeinsamkeiten mit Sdugerprionen und anderen
amyloidogenen Proteinen und durch seine Nichtpathogenitit stellt Sup35p ein attraktives
Modellsystem, sowohl zur Erforschung der Prionbiologie in vivo, als auch zur
Charakterisierung von Amyloiden in vitro dar.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Priondoméne NM
von Sup35p in vitro nicht nur amyloide Fibrillen bildet, sondern alternativ dazu in einer
filamentdren Form vorliegt, die sich sowohl morphologisch, als auch beziiglich ihrer Stabilitat
und Sekundarstruktur von den Fibrillen unterscheidet. Diese ,,Filamente* konnen nicht direkt
zu amyloiden Fibrillen umgewandelt werden, und sie agieren nicht als Seed fiir die
Fibrillenassemblierung. Da sie zudem nicht durch Bindung der amyloid-spezifischen
Farbstoffe Kongo Rot und Thioflavin T nachgewiesen werden konnen, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den Filamenten nicht um Protofibrillen, sondern um
eine kinetisch stabile nicht-amyloidogene Form von NM handelt, die auf einem alternativen
Weg gebildet wird. Die Wahl des Assemblierungsweges héngt dabei von kinetischen
Parametern ab. Unter Bedingungen, die die Assemblierung von Fibrillen beschleunigen,
konnten keine, oder nur wenige Filamente detektiert werden.

Als gut charakterisiertes amyloides Modellprotein wurde NM dazu genutzt, den Einfluss
zweiwertiger Metallionen (M”") auf die Amyloidentstehung, der seit einiger Zeit fiir viele
amyloide Proteine kontrovers diskutiert wird, genauer zu untersuchen. Obwohl NM keine
bekannten Metallbindemotive besitzt, konnte die Bindung von Cu*", Mn®>" und Zn*" mit einer
Affinitdt im niederen mikromolaren Bereich detektiert werden. Die Komplexierung findet
vermutlich in der nicht direkt an der Fibrillenbildung beteiligten Mittelregion von NM statt.
Weder die Sekundirstruktur noch die chemische Stabilitit der Fibrillen wurde von M*"

beeinflusst. Auch die Geschwindigkeit des Fibrillenwachstums wurde in Anwesenheit von
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M*" nicht gedndert. Es wurde allerdings ein Effekt auf die Keimbildung zu Beginn der
Fibrillenassemblierung beobachtet. Der Zusatz von Zn>" beschleunigte diese Reaktion,
wihrend Cu®’ die Keimbildungsphase verlingerte, vermutlich durch vermehrtes Auftreten
amorpher, instabiler, Aggregate.

Dariiber hinaus wurden NM-Fibrillen als Modell-Amyloid strukturell mit morphologisch
dhnlichen Fibrillen des synthetischen Spinnenseidenproteins eADF-4(C16) verglichen.
Mittels Farbstoftbindung, CD- und FTIR-Spektroskopie und Rontgenbeugungsanalysen
wurde festgestellt, dass sich eADF-4(C16)-Fibrillen in ihren amyloiden Eigenschaften kaum
von NM-Fibrillen unterscheiden. Nur FTIR- und Rontgenbeugungsmessungen zeigten
minimale strukturelle Unterschiede, die auf die verschiedene Aminosdurenzusammensetzung
der beiden Proteine, vor allem auf die Spinnenseiden typischen Polyalaninmotive
zurlickgefiihrt werden koénnen.

Die Erweiterung einer natiirlich vorkommenden Polyalaninsequenz fiihrt auch bei PABPNI,
einem amyloidogenen Protein, das an der Entstehung der okulopharyngealen
Muskeldystrophie beteiligt ist, zu morphologischen Unterschieden zwischen Fibrillen des
Wildtyp-Proteins und der krankheitsassoziierten Polyalaninmutante, die im Rahmen dieser

Arbeit erstmals rasterkraftmikroskopisch beobachtet und charakterisiert wurden.
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Abkurzungen

Acrylodan 6-Acryloyl-2-dimethylaminonaphtalen

AF4 Asymmetrische Flussfeldflussfraktionierung
AFM Atomic force microscopy (Rasterkraftmikroskopie)
Amp Ampicillin

ANS 8-Anilino-naphthalen-1-sulfonat

APS Ammoniumperoxodisulfat

AU arbitrary units (willkiirliche Einheiten)

CD Circulardichroismus

CHY Chymotrypsin

CR Kongo Rot

CRBB Congo red bindig buffer (Kongo Rot Bindepuffer)
Da Dalton

€ Extinktionskoeffizient

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EPR Electron paramagnetic resonance (Elektronenspinresonanz)
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

FTIR fourier-transformiertes Infrarot

GdmCl Guanidiniumhydrochlorid

H,044 Quarzbidestilliertes Wasser

HST Harnstoff

IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-pB-D-Thiogalactosid

ITC Isothermal titration calorimetry (Isotherme Titrationskalorimetrie)
A Wellenliange

LMW low molecular weight (Molekulargewichtsstandard)
M Molar

M** Zweiwertige Metallkationen

MCl, Metallchlorid

MQ-H,0 Reinstwasser (Millipore-filtriertes Wasser)

MW relative Molekiilmasse

MWCO molecular weight cut off, Ausschlussgrofie

NEM N-Ethylmorpholin

NM Sup35p-NM

NMC Sup35p Volllangenprotein

OD optische Dichte

OMPD Okulopharyngeale Muskeldystrophie

p.a. pro analysis

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

pH pondus Hydrogenii

Phe Phenylalanin

POD Peroxidase

PVDF Polyvinylidenfluorid

RI Refractive Index (Brechungsindex)

RT Raumtemperatur

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumdodecylsulfat

TCEP
TEM
TEMED

Tris(2-carboxyethyl)phosphine
Transmissionselektronenmikroskopie
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
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ThT Thioflavin T

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

uN tiber Nacht

URT Ultraschall-Resonator-Technologie
uv ultraviolett

v/v Volumen pro Volumen

A\ Endoproteinase Glu-C (Staphylococcus aureus Stamm V8)
VIS visuell

w/v Gewicht pro Volumen

A Gewicht pro Gewicht
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