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3.26 Kapazitätskurven rekonstituierter planarer Membranen nach Inku-
bation mit SHaPrP90–232 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

4.1 Verlauf von Absorptionsbanden-Intensitäten bei einem temperierten
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2.3 Kinetik-Messprotokolle für die zeitaufgelösten Messungen . . . . . . 50
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5 Zusammenfassung

Das Prionprotein repräsentiert – der Nur-Protein-Hypothese folgend – den alleinigen

Erreger der sog. Prionkrankheiten, einer Gruppe von übertragbaren neurodegene-

rativen Erkrankungen beim Menschen und bei Tieren. Die krankheitsauslösende

Eigenschaft erhält das Prionprotein durch Umwandlung seiner apathogenen zellulä-

ren Form PrPC in die pathogene Scrapie-Form PrPSc. Diese Umwandlung geht u. a.

mit einer Änderung der vorwiegend durch α-Helices dominierten Sekundärstruk-

tur in eine überwiegend von β-Faltblättern beherrschte Struktur (α→β-Umfaltung)

sowie einer damit verbundenen Aggregation des Proteins einher.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese α→β-Umfaltung und diese Ag-

gregation am Modell des rekombinanten Prionproteins des Hamsters SHaPrP90–232

mit mehreren unabhängigen Methoden unter verschiedenen Bedingungen unter-

sucht. Der methodische Schwerpunkt lag dabei auf der zeitaufgelösten Fourier-

Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie).

Die monomere α-helikale Isoform des SHaPrP90–232 konnte unter geeigneten

Bedingungen in eine β-Faltblatt-reiche oligomere Isoform überführt werden. Die

während der α→β-Umfaltung abnehmenden α-helikalen Anteile der Sekundär-

struktur spiegelten sich in IR-Differenzbanden bei 1 653 cm−1 (Amid-I-Bereich)

und 1 551 cm−1 (Amid-II-Bereich) wider, während die entstehenden β-Faltblatt-

Strukturen Differenzbanden bei 1 691 und 1 621 cm−1 (Amid-I-Bereich) sowie bei

1 529 cm−1 (Amid-II-Bereich) hervorriefen. Die Lage der Amid-I-β-Faltblatt-Banden

ist charakteristisch für intermolekulare und antiparallele β-Faltblatt-Strukturen mit

starken Wasserstoffbrückenbindungen. Der Verlust an α-helikaler Sekundärstruktur

und die Bildung von β-Faltblatt-Struktur fanden gleichzeitig statt, ohne dass eine

ungefaltete intermediäre Isoform identifiziert werden konnte. Darüber hinaus konnte

gezeigt werden, dass innerhalb der experimentellen Totzeit von 250 ms kein β-Falt-

blatt gebildet wurde.

Der parallel zur α→β-Umfaltung erfolgte Aggregationsprozess des SHaPrP90–232

wurde mittels Lichtstreuung zeitaufgelöst untersucht. Dabei zeigte sich, dass das

139



5 Zusammenfassung

monomere Protein über ein transient stabiles Oligomer – das sog. kritische Oligo-

mer – zu Protofibrillen aggregierte. Die für die Bildung des kritischen Oligomers

benötigte Zeit war ebenso wie dessen Größe von der Proteinkonzentration abhängig.

Es wurde eine minimale Größe des kritischen Oligomers von 8 Monomereinheiten

bestimmt.

Mittels Elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie wurde das kritische

Oligomer morphologisch charakterisiert. Es konnten sowohl kompakte als auch ring-

förmige Oligomere mit einem Durchmesser von 10–15 nm identifiziert werden, deren

Höhe rund einem Viertel ihrer lateralen Ausdehnung entsprach.

Kritische Oligomere des SHaPrP90–232 wurden rein dargestellt und durch geeig-

nete Pufferbedingungen stabilisiert; ihre Stabilität wurde mittels MALDI-TOF-

Massenspektrometrie überprüft.

Die Wechselwirkungen zwischen dem SHaPrP90–232 in seiner monomeren und

seiner oligomeren Form mit Modellmembranen wurden mittels Fluoreszenz-Reso-

nanz-Energietransfer-Spektroskopie und Experimenten an rekonstituierten plana-

ren Membranen vergleichend untersucht. Es wurden deutliche Interaktionen bei-

der SHaPrP90–232-Isoformen mit Membranen, die aus dem negativ geladenen

Phosphatidylserin aufgebaut waren, beobachtet. Keine Interaktionen konnten hin-

gegen mit Membranen, die aus dem neutralen Phosphatidylcholin aufgebaut wa-

ren, festgestellt werden. Das kritische Oligomer zeigte dabei in Abhängigkeit des

pH-Werts im Vergleich zum Monomer ähnlich starke oder schwächere Wechselwir-

kungen mit den untersuchten Membranen. Weder das kritische Oligomer noch das

monomere SHaPrP90–232 konnten Poren in den untersuchten Membranen bilden.

Negativ geladene Membranen wurden jedoch durch beide Isoformen des Proteins

signifikant destabilisiert.

Um die Bildung der kritischen Oligomere von der Entstehung temperaturindu-

zierter Aggregate des SHaPrP90–232 abgrenzen zu können, wurde die thermische De-

naturierung des Proteins FTIR-spektroskopisch untersucht. Die durch Inkubation

oberhalb der Denaturierungstemperatur entstandenen β-Faltblatt-Strukturen riefen

Absorptionsbanden hervor, die von denen der kritischen Oligomere klar unterschie-

den werden konnten. So zeigten die bei der thermischen Denaturierung beobachte-

ten β-Faltblatt-spezifischen Amid-I-Differenzbanden bei 1 690 und 1 624 cm−1 zwar

auch eine antiparallele, intermolekulare β-Faltblatt-Struktur an, doch waren deren

Wasserstoffbrücken deutlich schwächer als die des β-Faltblatts in den kritischen

Oligomeren.
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Um hochaufgelöste Informationen zur Struktur der kritischen Oligomere zu ge-

winnen, wurde vollständig mit dem Kohlenstoffisotop 13C und dem Stickstoffisotop
15N markiertes 13C-15N-SHaPrP90–232 hergestellt, zu Oligomeren umgesetzt und ers-

ten NMR-spektroskopischen Experimenten unterzogen. In den NMR-Spektren der

kritischen Oligomere konnten nach vorläufiger Auswertung hauptsächlich Signale

von Aminosäuren aus dem flexiblen N-terminalen Bereich des Proteins detektiert

werden. Demgegenüber konnten praktisch keine Signale von Aminosäuren aus struk-

turell geordneten Abschnitten beobachtet werden. Durch weitergehende Auswertung

der bislang gewonnenen Daten sollten aber sequenzspezifische Strukturinformatio-

nen zugänglich sein, anhand deren sich in naher Zukunft – durch Kombination

mit den FTIR-Daten dieser Arbeit – erstmals ein Strukturmodell für die kritischen

Oligomere des Prionproteins entwickeln ließe.
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6 Abstract

According to the protein-only hypothesis, the prion protein represents the sole in-

fectious agent of so-called prion diseases, which are a group of transmissible neuro-

degenerative diseases in both humans and animals. The prion protein gains its

disease-causing function by conversion of its apathogenic cellular form PrPC into

the pathogenic scrapie form PrPSc. This conversion causes a change of the predom-

inantly α-helical secondary structure into a structure dominated by β-sheets (α→β

refolding) and thereby leads to an aggregation of the protein.

Within the scope of the work at hand, this α→β refolding and aggregation were

studied using several independent methods under a variety of conditions with re-

combinant Syrian hamster prion protein (SHaPrP90–232) as a model. Methodical em-

phasize was placed on time-resolved Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR

spectroscopy).

Under appropriate conditions, the monomeric α-helical isoform of SHaPrP90–232

was transformed into a β-sheet rich oligomeric isoform. The loss of α-helical parts

of the secondary structure during α→β refolding was represented by IR difference

bands at 1 653 cm−1 (amide I region) and 1 551 cm−1 (amide II region), whereas

the formation of β-sheets was indicated by difference bands at 1 691 and 1 621 cm−1

(amide I region) and at 1 529 cm−1 (amide II region). The position of the amide I

β-sheet difference band is characteristic for intermolecular and antiparallel β-sheet

structures with strong hydrogen bonds. The loss of α-helical secondary structure

and the formation of β-sheets occurred concomitantly; an unfolded intermediate

state has not been observed. Furthermore, it could be shown that no β-sheet was

formed within the experimental dead time of 250 ms.

The aggregation process of SHaPrP90–232, which paralleled the α→β refolding,

was investigated by time-resolved light scattering. Thereby, it was observed that

monomeric protein aggregated to protofibrils via a transient stable oligomer: the

so-called critical oligomer. Both the time required for formation of the critical
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oligomer and its size were dependent on protein concentration. The minimal size of

the critical oligomer was assigned to 8 monomer units.

By electron microscopy and atomic force microscopy the critical oligomer was

morphologically characterised. Both compact and annular shaped oligomers were

identified. Their diameter was 10–15 nm with their height being only a quarter of

their width.

Pure critical oligomers of SHaPrP90–232 were produced and stabilised by appropri-

ate buffer conditions; their stability was checked by MALDI-TOF mass spectrome-

try.

Interactions between SHaPrP90–232 in its monomeric and in its oligomeric form

with model membranes were comparatively investigated by fluorescence resonance

energy transfer spectroscopy and by experiments with reconstituted planar mem-

branes. Significant interactions of both isoforms with membranes constituted of

negatively charged phosphatidylserine could be observed. No interactions, however,

were detected with membranes constituted of neutral phophatidylcholine. Com-

pared to the monomer, the critical oligomer showed—depending on pH—equally

strong or weaker interactions with the examined membranes. Neither the criti-

cal oligomer nor the monomeric SHaPrP90–232 were able to form pores within the

examined membranes. However, negatively charged membranes were significantly

destabilised by both isoforms of the protein.

To distinguish between formation of critical oligomers and creation of tempera-

ture induced aggregates of SHaPrP90–232, thermal denaturation of the protein was

investigated by FTIR spectroscopy. The β-sheet structures formed by incubation

above the denaturation temperature evoked absorption bands that could be clearly

distinguished from those of the critical oligomers: Although also the β-sheet spe-

cific amide I difference bands at 1 690 and at 1 624 cm−1, observed during thermal

denaturation, were indicative for antiparallel intermolecular β-sheet structure, the

hydrogen bonds of this structure were clearly weaker than those of the β-sheets of

critical oligomers.

To gain high resolution information on the structure of critical oligomers, 13C-15N-

SHaPrP90–232 completely labelled with the carbon isotope 13C and the nitrogen

isotope 15N was produced, transformed into critical oligomers and used for initial

experiments by NMR spectroscopy. After primary evaluation of the data, mainly

signals from the flexible N-terminal region of the protein could be observed in the

NMR spectra of critical oligomers. Contrary, almost no signals from amino acids
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lying in structured parts of the protein could be observed. After further evaluation

of the data, more sequence specific structural information should be available, on

the basis of which it should soon be possible to develop—in combination with the

FTIR data of this work—a structural model of the critical oligomers of the prion

protein.
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Abkürzungen

Abkürzung Bedeutung

Aβ β-Amyloid

AFM Rasterkraftmikroskopie (für engl.: atomic force microscopy)

α→β α-Helix→β-Faltblatt

AU Absorptionseinheit (für engl.: absorbance unit)

BSE bovine spongiforme Enzephalopathie

CD Zirkulardichroismus (für engl.: circular dichroism)

D Deuteron (2H)

D2O
2H2O

DLS dynamische Lichtstreuung

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DTGS deuteriertes Triglycinsulfat

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EM Elektronenmikroskopie

FKS fötales Kälberserum

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer

FTIR Fourier-Transform-Infrarot

GPI Glykosylphosphatidylinositol

GuHCl Guanidinhydrochlorid

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (für engl.: high per-

formance liquid chromatography)

HSQC heteronukleare Einquantenkohärenz-Spektroskopie (für engl.:

heteronuclear single quantum coherence)

huPrPnnn–nnn Fragment vom Prionprotein des Menschen, die Aminosäuren

nnn–nnn umfassend

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactosid

159



Abkürzungen

IR Infrarot

LB Luria-Bertani

M mol · l−1

MALDI-TOF matrixunterstützte Laser-Desorptions-/Ionisations-Flugzeit-

analyse (für engl.: matrix assisted laser desorption ionisation

—time of flight)

MCT Quecksilber-Cadmium-Tellur (für engl.: mercury-cadmium-

telluride)

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure

muPrPnnn–nnn Fragment vom Prionprotein der Maus, die Aminosäuren nnn–

nnn umfassend

MUSIC multiplizitätselektiver In-Phasen-Kohärenztransfer (für engl.:

multiplicity selective in-phase coherence transfer)

MWCO Molekulargewichtsausschluss (für engl.: molecular weight cut

off )

NBD-PE N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-

glycero-3-phosphatidylethanolamin

NMR kernmagnetische Resonanz (für engl.: nuclear magnetic reso-

nance)

NOESY Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie (für engl.: nuclear

Overhauser and exchange spectroscopy)

NTA Nitrilotriessigsäure (für engl.: nitrilotriacetic acid)

ovPrPnnn–nnn Fragment vom Prionprotein des Schafs, die Aminosäuren nnn–

nnn umfassend

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlösung (für engl.: phosphate-buf-

fered saline)

PC Phosphatidylcholin

PK Proteinase K

PMCA zyklische Amplifikation von fehlgefaltetem Prionprotein (für

engl.: protein misfolding cyclic amplification)

POPG Palmitoyloleoylphosphatidylglycerin

PrP Prionprotein

PrPC zelluläres, apathogenes Prionprotein

PrPres gegen Proteinase K resistentes Fragment des PrPSc

PrPSc pathogenes Scrapie-Prionprotein
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PS Phosphatidylserin

Rh-PE N-(Rhodamin-B-sulfonyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-

phosphatidylethanolamin

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (für engl.: sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SHaPrPnnn–nnn Fragment vom Prionprotein des Syrischen Hamsters, die Ami-

nosäuren nnn–nnn umfassend

SLS statische Lichtstreuung

TBST trisgepufferte Kochsalzlösung mit Tween 20 (für engl.: Tris-

buffered saline with Tween 20 )

TBST-M trisgepufferte Kochsalzlösung mit Tween 20 und Milchpulver

TDC Übergangsdipolkopplung (für engl.: transition dipole coupling)

TFA Trifluoressigsäure (für engl.: trifluoroacetic acid)

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TROSY für die transversale Relaxation optimierte Spektroskopie (für

engl.: transverse relaxation-optimized spectroscopy)

vCJD variante Form der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (für engl.:

variant Creutzfeldt-Jakob disease)

Aminosäuren wurden mit den üblichen 1- und 3-Buchstaben-Codes abgekürzt, die

hier nicht aufgeführt sind.
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me Atmosphäre während meiner Promotion. Maren Stämmler danke ich außerdem
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