5 Zusammenfassung

Das Prionprotein reprasentiert — der Nur-Protein-Hypothese folgend — den alleinigen
Erreger der sog. Prionkrankheiten, einer Gruppe von iibertragbaren neurodegene-
rativen Erkrankungen beim Menschen und bei Tieren. Die krankheitsauslosende
Eigenschaft erhilt das Prionprotein durch Umwandlung seiner apathogenen zellulé-
ren Form PrP€ in die pathogene Scrapie-Form PrP5¢. Diese Umwandlung geht u. a.
mit einer Anderung der vorwiegend durch a-Helices dominierten Sekundérstruk-
tur in eine iiberwiegend von [-Faltbldttern beherrschte Struktur (a—(-Umfaltung)
sowie einer damit verbundenen Aggregation des Proteins einher.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese a— (3-Umfaltung und diese Ag-
gregation am Modell des rekombinanten Prionproteins des Hamsters SHaPrpP? 232
mit mehreren unabhéngigen Methoden unter verschiedenen Bedingungen unter-
sucht. Der methodische Schwerpunkt lag dabei auf der zeitaufgelosten Fourier-
Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie).

Die monomere a-helikale Isoform des SHaPrP% 232 konnte unter geeigneten
Bedingungen in eine [(-Faltblatt-reiche oligomere Isoform {iberfithrt werden. Die
wéhrend der a—(@-Umfaltung abnehmenden a-helikalen Anteile der Sekundér-
struktur spiegelten sich in IR-Differenzbanden bei 1653 cm™" (Amid-I-Bereich)
und 1551 cm™ (Amid-TI-Bereich) wider, wihrend die entstehenden B-Faltblatt-
Strukturen Differenzbanden bei 1691 und 1621 cm™! (Amid-I-Bereich) sowie bei
1529 cm™! (Amid-II-Bereich) hervorriefen. Die Lage der Amid-I-3-Faltblatt-Banden
ist charakteristisch fiir intermolekulare und antiparallele g-Faltblatt-Strukturen mit
starken Wasserstoffbriickenbindungen. Der Verlust an a-helikaler Sekundéarstruktur
und die Bildung von g-Faltblatt-Struktur fanden gleichzeitig statt, ohne dass eine
ungefaltete intermediére Isoform identifiziert werden konnte. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass innerhalb der experimentellen Totzeit von 250 ms kein (-Falt-
blatt gebildet wurde.

Der parallel zur a— S-Umfaltung erfolgte Aggregationsprozess des SHaPrP% 232

wurde mittels Lichtstreuung zeitaufgelost untersucht. Dabei zeigte sich, dass das
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monomere Protein iiber ein transient stabiles Oligomer — das sog. kritische Oligo-
mer — zu Protofibrillen aggregierte. Die fiir die Bildung des kritischen Oligomers
benotigte Zeit war ebenso wie dessen Grofle von der Proteinkonzentration abhéngig.
Es wurde eine minimale Grofle des kritischen Oligomers von 8 Monomereinheiten
bestimmt.

Mittels Elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie wurde das kritische
Oligomer morphologisch charakterisiert. Es konnten sowohl kompakte als auch ring-
formige Oligomere mit einem Durchmesser von 10-15 nm identifiziert werden, deren
Hohe rund einem Viertel ihrer lateralen Ausdehnung entsprach.

Kritische Oligomere des SHaPrP? 232 wurden rein dargestellt und durch geeig-
nete Pufferbedingungen stabilisiert; ihre Stabilitit wurde mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie iiberpriift.

Die Wechselwirkungen zwischen dem SHaPrP% 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 SHaPrP? 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 Abhéngigkeit des
pH-Werts im Vergleich zum Monomer #dhnlich starke oder schwéchere Wechselwir-
kungen mit den untersuchten Membranen. Weder das kritische Oligomer noch das
monomere SHaPrP% 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 SHaPrp?0 232

abgrenzen zu konnen, wurde die thermische De-
naturierung des Proteins FTIR-spektroskopisch untersucht. Die durch Inkubation
oberhalb der Denaturierungstemperatur entstandenen g-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 3-Faltblatt-spezifischen Amid-I-Differenzbanden bei 1690 und 1624 cm™! zwar
auch eine antiparallele, intermolekulare -Faltblatt-Struktur an, doch waren deren
Wasserstoftbriicken deutlich schwécher als die des (-Faltblatts in den kritischen

Oligomeren.
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Um hochaufgeltste Informationen zur Struktur der kritischen Oligomere zu ge-
winnen, wurde vollstéindig mit dem Kohlenstoffisotop *C und dem Stickstoffisotop
15N markiertes "*C-'"N-SHaPrP? 232 hergestellt, zu Oligomeren umgesetzt und ers-
ten NMR-spektroskopischen Experimenten unterzogen. In den NMR-Spektren der
kritischen Oligomere konnten nach vorlaufiger Auswertung hauptséchlich Signale
von Aminosduren aus dem flexiblen N-terminalen Bereich des Proteins detektiert
werden. Demgegeniiber konnten praktisch keine Signale von Aminoséuren aus struk-
turell geordneten Abschnitten beobachtet werden. Durch weitergehende Auswertung
der bislang gewonnenen Daten sollten aber sequenzspezifische Strukturinformatio-
nen zuginglich sein, anhand deren sich in naher Zukunft — durch Kombination
mit den FTIR-Daten dieser Arbeit — erstmals ein Strukturmodell fiir die kritischen

Oligomere des Prionproteins entwickeln liefe.
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