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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Trinukleotidexpansionen als Ursache genetisch bedingter

Krankheten

Mit der vollstandigen Sequenzierung des humanen Genoms konnte in den letzten Jahren
eine Reihe von genetisch bedingten Krankheiten beschrieben werden, deren Gemeinsamkeit
eine Trinukleotidexpansion im betreffenden Gen ist. In den meisten Fallen besitzt das Wildtyp-
Allel eine relativ geringe Anzahl aufeinanderfolgender identischer Trinukleotide, wobel die
Anzahl individuell variieren kann. Bei erkrankten Menschen beobachtet man eine erhohte
Anzahl dieser repetitiven Trinukleotide. Als mogliche Ursache fur die Erweiterung der
Trinukleotidsequenzen werden Ungenauigkeiten bel der DNA-Replikation oder ein ungleiches
crossing-over diskutiert (Nakamoto et al., 2002; Warren, 1997; Wells, 1996).

Krankheiten in Verbindung mit einer Trinukleotidexpansion kénnen in zwei Kategorien
eingeteilt werden. Zur ersten Kategorie zdhlen Krankheiten mit Trinukleotidexpansionen im
nicht kodierenden Bereich (UTR). So weist z.B. beim Fragilen X Syndrom das FMR1-Gen
eine Expansion im 5'-UTR auf. Diese fuhrt zu einer Hypermethylierung und in der Folge zu
einer Reduktion der FMRI1-Transkription und letztlich zum Ausfall des Genprodukts
(Pimentel, 1999). Eine Trinukleotidexpansion im 3'-UTR wurde bel dem Kinase-Gen DMPK
bei der Myotonischen Dystrophie beobachtet (Brook et al., 1992). Als Folge der
Trinukleotidexpansion wird eine Schwankung der Protein-Kinase-Konzentration diskutiert, die
zu einer abnormen Phosphorylierung der Proteine in der Zelle fuhrt. Aulerdem koénnte
aufgrund der Trinukleotidexpansion des Transkripts durch einen trans-dominanten Effekt die
Prozessierung anderer RNAs beeintrachtigt werden (Amack et al., 1999).

In der zweiten Kategorie werden Krankheiten, die sich auf eine Trinukleotidexpansion
im kodierenden Bereich des Gens zurlickfuhren lassen, zusammengefasst. Sie resultieren in
einer Verlangerung einer Polyaminosauresequenz in dem entsprechendem Protein. Bel den
bisher bekannten Krankheiten sind die Tripletts der Aminosauren Leucin, Alanin und Glutamin
betroffen. Prominentestes Beispiel ist die Verlangerung einer Polyglutaminsequenz bei Chorea

Huntington. Inzwischen konnten weitere acht Krankheiten auf eine Glutaminexpansion
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zurlckgefuhrt werden. Allen Krankheiten gemeinsam ist eine progressive neuronale
Funktionsstérung, die im mittleren Alter auftritt und zu einer schweren Neurodegeneration
fuhrt. Je langer die Glutaminexpansion ist, desto friher und schwerwiegender treten die
Symptome auf. Die Krankheiten werden meist dominant vererbt. Eine Ubersicht Uber die
Lange der Glutaminexpansionen in gesunden und erkrankten Individuen ist in Tab 1.1
dargestellt.

Tab.1.1 Erkrankungen, bei denen eine expandierte Polyglutaminsequenz als Krankheitsursache

vermutet wird.

Anzahl der
Glutaminrestein
Krankheit Protein gesunden  erkrankten Referenz
Individuen Individuen
DRPLA Atrophin 6-35 49-88 Cummings & Zoghbi, 2000
HD Huntingtin 6-35 36-121 Cummings & Zoghbi, 2000
SBMA Androgen-Rezeptor 10-36 40-62 Gusella& MacDonald, 2000
SCAl Ataxin-1 6-44 39-82 Cummings & Zoghbi, 2000
SCA2 Ataxin-2 14-31 34-64 Cancel et al., 1997; Riesset al., 1997a
SCA3(MJD) Ataxin-3 12-40 55-84 Cummings & Zoghbi, 2000
SCA6 01a-Spannungsabhéngige 6-17 21-30 Matsuyamaet al., 1997; Riess et al.,
Calciumkanal-Untereinheit 1997b
SCA7 Ataxin-7 4-35 37-306 Cummings & Zoghbi, 2000
SCAl7 TATA-Bindungs-Protein 29-42 47-55 Nakamura, 2001

DRPLA = Dentatorubral Pallidolusyian Atrophy, HD = Huntington Disease, MJD = Machado-Joseph Disease, SBMA = Spinal Bulbar
Muscular Atrophy, SCA = Spinocerebellar Ataxia

Zahlreiche Untersuchungen beschéftigen sich mit der Frage, welche Rolle die
expandierten Polyglutaminsequenzen bei den beobachteten Erkrankung spielen. Viele
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die expandierten Polyglutaminsequenzen zur Bildung von
Proteinaggregaten flihren, wie sie auch bel Patienten der Alzheimer- und Parkinson-Krankheit
beobachtet werden. Synthetische Polyglutaminpeptide aggregieren z. B. in Lésung zu einer
ausgepragten [3-Faltblattstruktur (Perutz et al., 1994). Transgene Mause, die ein Huntingtin-
Protein mit einer expandierten Polyglutaminsequenz exprimierten, zeigten die gleichen
Symptome wie an Huntington erkrankte Patienten (Mangiarini et al., 1996). Die Neuronen
enthielten mikroskopisch sichtbare intranukledare Aggregate, die mit Antikdrpern gegen
Huntingtin und Ubiquitin reagierten (DiFiglia et al., 1997). Sogar die Fusion einer

Polyglutaminsequenz an ein Protein, welches in keinem Zusammenhang mit den oben
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genannten Krankheiten steht, fihrte in transgenen Méusen zu Symptomen, wie sie fir
Huntington bekannt sind (Ordway et al., 1997). Fur Ataxin-3 mit einer expandierten
Polyglutaminsequenz  wurden invitro Fibrillen beobachtet, welche die gleichen
charakteristischen Eigenschaften besal3en, wie sie bel den amyloiden AR-Fibrillen in der
Alzheimer Krankheit vorkommen (Bevivino & Loll, 2001). Bei Zelkulturexperimenten flhrte
die Expression eines Ataxin-3-Fragments mit expandierter Polyglutaminsequenz zum Zelltod
(Ikeda et al., 1996). Fibrilldre Aggregate wurden auch im Gewebe von Patienten mit Chorea
Huntington, Spinocerebellar Atxia Typ1l und Typ 3 beobachtet (DiFiglia et al., 1997,
Lieberman et al., 1999). Einige Befunde sprechen dafir, dass die nukledren Aggregate in den
Neuronen ein einheitlich pathologische Kennzeichen dieser Krankheiten sind (Ross, 1997).
Trotzdem ist noch unklar, ob die nukledren Aggregate Ausldser der Krankheit sind oder nur im
Verlauf der Krankheit gebildet werden.

Wahrend bisher nur ein Fall einer Leucinexpansion beschrieben wurde, sind inzwischen
sechs Krankheiten bekannt, die in Zusammenhang mit einer Alaninexpansion des Genprodukts
gebracht werden (Holmes et al., 2001; Utsch et al., 2002). Im Unterschied zu den
Glutaminexpansionen ist die Lange der Alaninexpansionen deutlich geringer. Eine Ubersicht
uber die bisher beobachteten Alaninexpansionenist in Tab 1.2 gezeigt.

Tab.1.2 Erkrankungen, bei denen eine expandierte Polyalaninsequenz als eine Krankheitsur sache

vermutet wird.

Anzahl der Alaninreste
in

Krankheit ~ Protein gesunden erkrankten  Referenz
Individuen Individuen

BPES FOXL2 14 10 Crisponi, et al., 2001

XLMR ARX 12,16 20,23 Bienvenu et al., 2002; Stromme et. al., 2002
HFGS HOXA13 18 24,26 aus Utsch et al., 2002

HPE Z1C2 15 25 aus Utsch et al., 2002

SPD HOXD13 15 22-29 aus Utsch et al., 2002

OPMD PABPN1 10 12-17 aus Utsch et al., 2002

BPSE = Blepharophimosis Ptosis Epicanthus Inversus Syndrome, FOXL2 = Forkhead Transcription Factor, HFGS = Hand Foot Genital
Syndrome, SPD = Synpolydactyly, HPE = Holoprosencephaly, OPMD = Okulopharyngeale Muskeldystrophie, XLMR = X-linked Mental
Retardation, ARX = Aristaless Related Homeobox Protein ZIC2 = Zinc Finger Protein

Bel funf der sechs aufgelisteten Krankheiten sind Gene von Transkriptionsfaktoren
betroffen. Die Ausnahme bildet die Okulopharyngeale Muskeldystrophie (OPMD). Bel dieser
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Krankheit ist das Gen von PABPN1, einem Protein, das bei der Prozessierung eukaryotischer
MRNA beteiligt ist, betroffen. Auch bel den Symptomen hebt sich die OPMD von den anderen
Krankheiten ab. Wahrend die Trinukleotidexpansionen bei den meisten Transkriptionsfaktoren
zu Missbildungen oder geistiger Behinderung fuhren, und die Patienten schon in der
Embryonalentwicklung bzw. in sehr frihem Alter von der Krankheit betroffen sind, erscheinen

die Symptome der OPMD erst im fortgeschrittenen Alter.

1.2 Okulopharyngeale Muskeldystrophy (OPM D)

OPMD ist eine progressive, autosomal dominant vererbte Krankheit, die meist erst ab
dem funfzigsten Lebengahr in Erscheinung tritt. Erste Symptome sind oftmals héngende
Augenlieder. Vid schwerwiegender sind jedoch die Schluckbeschwerden, die bel
fortschreitender Krankheit eine ausreichende Erndhrung gefahrden konnen. Eine Schwéachung
der Gesichtsmuskulatur und der Muskulatur der proximalen Extremitéten wird erst in den
spateren Krankheitsstadien beobachtet (Tome & Fardeau, 1994). Die Krankheit ist weltweit
verbreitet, besonders haufig tritt sie jedoch bei Kanadiern franzésischer Abstammung auf. Das
abstammungsspezifische Auftreten konnte bis zur Immigration einer Franzésin aus
Westfrankreich nach Quebec zurlickverfolgt werden (Scacheri et al., 1999). Genetische
Untersuchungen zeigten, dass die Krankheit durch kurze Trinukleotidexpansionen im
PABPN1-Gen hervorgerufen wird, die zu einer Verlangerung der natdrlichen Alaninsequenz
von zehn auf 12-17 Alaninreste fuhrt. Bei einem rezessiven Allel, welches in 2% der
franzosisch-kanadischen Bevolkerung auftritt, ist die Alaninsequenz auf elf Reste erhoht. Ein
Zusammenhang zwischen der Lange der Alaninexpansion und einem friheren bzw. schwereren
Krankheitsverlauf konnte bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden (Hill et al., 2001). Auch
eine Zunahme der Trinukleotidexpansion von einer Generation zur nachsten wird bei OPMD
nicht beobachtet (Brais et al., 1998).

" Das Protein wurde urspriinglich a's Poly(A)-Bindungsprotein Il (PAB I1) beschrieben (Wahle, 1991). Nach der Klonierung des
menschlichen Gens erfolgte die Benennung zu PABP2. Eine weitere Umbenennung wurde von der NCBI Datenbank und der human genome

organi zation nomenclature committee zum nuklegrem Poly(A)-Bindungsprotein (PABPN1) veranlasst.
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1.2.1 Dasnukleare Poly(A)-Bindungsprotein 1 (PABPN1)

PABPN1 wurde erstmals bei Untersuchungen zur Synthese des Poly(A)-Schwanzes an
pramRNA beschrieben (Wahle, 1991). Die Prozessierung der pr&mRNA erfolgt in zwei
Teilschritten, der endonukleolytischen Spaltung und der Addition eines Poly(A)-Schwanzes
(Ubersicht in Wahle & Ruegsegger, 1999). Fast ale Eukaryonten fiihren diese
posttranskriptionale Modifizierung am 3’ -Ende der priméaren Transkripte durch, die fir deren
Transport vom Zellkern in das Zytosol, fur die Initiation der Trandation und zur Regulation
des Abbaus der mRNA bendtigt wird (Mitchell & Tollervey, 2000; Nakielny & Dreyfuss,
1999; Sachs & Varani, 2000). Fur die endonukleolytische Spaltung der pr&mRNA wird ein
Komplex von funf Proteinen benttigt. Zwei davon, die Poly(A)-Polymerase und der cleavage
stimulation-Faktor, sind auch im zweiten Schritt der Prozessierungsreaktion beteiligt. Die
Poly(A)-Polymerase katalysiert die Polyadenylierung. Ihre Bindung an die mRNA ist jedoch
relativ schwach, und die Prozessivitat ist niedrig und ineffizient. Wahrend der cleavage
stimulation-Faktor eine hochaffine Bindung der Polymerase an die mRNA bewirkt, vermittelt
PABPN1 eine effiziente Polyadenylierung. Die Polyadenylierung unterliegt einer
Langenkontrolle; ab einer Lange von ca. 250 Adenylatresten verliert die Reaktion ihre
Prozessivitét. Der Mechanismus der Léangenkontrolle ist noch nicht eindeutig geklart.
Diskutiert wird eine sterisch bedingte Auflésung des terndren Komplexes zwischen dem
cleavage stimulation-Faktor, der Poly(A)-Polymerase und PABPN1. Moglicherweise wachst
der Polyadenylierungskomplex durch die Bindung von PABPN1-Molekilen an den
wachsenden Poly(A)-Schwanz bis zu einer kritischen Groflde, bel der die Wechselwirkung
zwischen der Poly(A)-Polymerase und dem cleavage stimulation-Faktor verloren geht
(Kerwitz, 2002). Unterstitzt wird diese Hypothese durch den Nachweis von sphérischen
Partikeln bestehend aus Poly(A)-PABPN1-Komplexen, die ihren maximalen Durchmesser von
ca. 21 nm bei 200-300 Adenylatresten erreichen (Keller et al., 2000).

Das PABPN1-Gen wird ubiquitir im Gewebe transkribiert, wobei in der
Skelettmuskulatur eine erhthte Expressionsrate gemessen wurde (Brais et al., 1998). Das
Protein bindet mit hoher Affinitdt und Spezifitdt an RNA und ist Uberwiegend im Zellkern
lokalisiert (Krause et al., 1994). Durch einen aktiven Transport kann PABPN1 aber auch
zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma hin und her wechseln - eine Eigenschaft, die eine
Beteiligung von PABPN1 am RNA-Transport in das Zytosol vermuten lasst (Calado et al.,
2000a).
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PABPN1 besteht aus 306 Aminosduren und weist eine Molekularmasse von 33 kDa auf.
Abb. 1.1 zeigt eine schematische Darstellung von PABPN1 mit Sekundéarstrukturelementen,
wie de durch Strukturvorhersage-Programme ermittelt wurden. Direkt nach dem
Startmethionin befindet sich eine Sequenz aus zehn aufeinanderfolgenden Alaninresten. Bei
der Krankheit OPMD fihrt eine Trinukleotidexpansion im PABPN1-Gen zu einer
Verlangerung dieser Alaninsequenz auf bis zu 17 Alaninreste. Der N-Terminus enthélt einen
hohen Anteil an sauren Aminosduren, insbesondere Glutamate. In Zellkulturexperimenten
wurde durch die Expression der ersten 145 N-terminalen Aminosduren eine erhdhte
Transkriptionsrate der muskelspezifischen Gene MyoD und Myogenin beobachtet; der
Mechanismus zur Regulation der Transkription dieser Gene ist bisher noch ungekléart (Kim et
al., 2001). In der Mitte der Aminosauresequenz von PABPNL1 ist ein RNA recognition motif
(RRM) lokalisiert. Dieses Motiv ist in RNA-bindenden Proteinen weit verbreitet. In der
Aminosauresequenz des RRM's befinden sich ein hochkonserviertes Oktapeptid (RNP-1) und
ein Hexapeptid (RNP-I1), deren Abfolge ebenfalls konserviert ist (Nagai, 1996).

MAAAAAAAAAAGAA...

M

RNP-11
RNP-I

AV PS.

( RRM )

Abb. 1.1: Schematische Dar stellung von PABPN1. Sekundérstrukturelemente wurden mit dem Programm
PredictProtein am EMBL-Server bestimmt (Rost, 1996). a-helikale Bereiche sind als rote Zylinder, 3-Strange a's
grune Pfeile dargestellt.

Die dreidimensionale Struktur einer RNA-Bindungsdoméne von U1A, einem RNA-
Bindungsprotein des Ribonukleoprotein-Komplexes, mit der Sequenz eines RRM, ist in Abb.
1.2 dargestellt. Die Sekundarstruktur faltet zu einem vierstréngigen antiparallelem 3-Faltblatt
mit zwel a-Helices in der Abfolge 3-a-3-3-a-13, wobei die zwei a-Helices eine Seite des
Faltblattes flankieren. Die RNP-I und RNP-II Motive sind in den mittleren R-Strangen
lokalisiert. Die RNA bindet an die Oberfléache des 3-Faltblatts. Durch die Stapelung der Basen
der RNA mit den aus dem R-Fatblatt herausragenden aromatischen Seitenketten der

konservierten RNP-I und RNP-II Mative, wird eine hochaffine Bindung erreicht.
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Abb. 1.2: Struktur der RNA-Bindungsdoméane von U1A. Die N- und C-Termini der Doméne sind mit N bzw.
C gekennzeichnet (Nagai et al., 1990).

Der C-Terminus enthdlt mehrere Arg-Xaa-Arg Motive, wobei Xaa fir eine beliebige
Aminosiure steht. Ahnlich wie die Arg-Gly-Gly Motive sollen diese im Zusammenhang mit
einem RRM die Affinitét des Proteins zur RNA steigern (Bagni & Lapeyre, 1998; Smith et al.,
1999). Auch fur PABPN1 wird eine Betelligung des C-Terminus an der RNA-Bindung
vermutet (Uwe Kihn, personliche Mitteilung). Der Argininrest von Arg-Gly-Gly Motiven ist
an der Guanidinogruppe zweifach methyliert, eine posttrandationale Modifizierung die
ebenfalls bei den Arg-Xaa-Arg Motiven von PABPN1 beobachtet wurde (Kim et al., 1997,
Smith et al., 1999). Den Arg-Gly-Gly Motiven wird auf3erdem eine Rolle bel der Vermittlung
von Protein-Protein-Wechselwirkung und der Lokaliserung des Proteins im Nukleus
zugeschrieben (Bouvet et al., 1998; Mears & Rice, 1996).

1.2.1.1 Polyalaninsequenzen in der Natur

Polyalaninsequenzen sind in der Natur welit verbreitet. So sind in der SWISS-PROT und
TrEMBL Protein-Datenbank Uber 700 Eintréage von Sequenzen mit einer Polyalaninsequenz
aus mindestens zehn Alaninresten zu finden. Bekannte Beispiele sind die wiederholten
Polyalaninsequenzen in den Proteinen der Spinnenseiden. Diese Alaninsequenzen bilden (3
Faltblatter, durch deren hochgeordnete Organisation die Spinnenseide ihre auf¥erordentlichen
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mechanischen Eigenschaften erhdlt (Simmons et al., 1996). Neben ihrer strukturgebenden
Rolle in den Spinnenseiden sind keine weiteren Funktionen von Polyal aninsequenzen bekannt.
Auffallend ist der Uberwiegende Anteil an RNA- und DNA-bindenden Proteinen. Von 99
humanen Sequenzen mit einer Polyalaninsequenz sind Uber 50 RNA- bzw. DNA-bindende
Proteine. Die langste bekannte humane Polyalaninsequenz besitzt das paired mesoderm
homeobox protein 2B mit 20 Alaninresten. Es wird vermutet, dass die Polyalaninsequenzen
dieser RNA- bzw. DNA-bindenden Proteine bel der Repression der Transkription beteiligt sind
(Galant & Carroll, 2002; Han & Manley, 1993). Experimente zur Bestétigung dieser
Vermutung stehen jedoch noch aus.

Die Polyalaninsequenz von PABPN1 ist demnach kein Sonderfall. Der beobachtete
Zusammenhang einer verlangerten Polyalaninsequenz von PABPN1 und die bei OPMD-
Patienten entdeckten filamenttsen Aggregate im Zellkern von Muskelfaserzellen stellt jedoch
unter den Proteinen mit einer Polyal aninsequenz eine Ausnahme dar.

1.2.2 Intranuklearefibrillare Strukturen im Fall der OPMD

Pathologisches Merkmal von OPMD sind filamentdse Aggregate in Zellkernen von
Muskelfaserzellen (Tome & Fardeau, 1980). Die unverzweigten Filamente besitzen einen
Durchmesser von ca. 8.5 nm und eine Lange von bis zu 0.25 um (Abb. 1.3). In den Aggregaten
konnte neben PABPN1 und Ubiquitin auch Poly(A)-RNA detektiert werden.

Abb. 1.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von intranukledren Filamenten einer Muskelfaserzelle.
Vergrofderung 71000fach (Abbildung aus Tomé & Fardeau, 1980).
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Fur die Degenerierung der Muskelzellen bei OPMD-Patienten werden verschiedene
Maoglichkeiten diskutiert. Die Fibrillen konnten einen direkten toxischen Effekt auf die Zelle
austiben oder durch den Einschluss der mRNA in den Aggregaten zu einem veranderten
Expressionsmuster bzw. zum Ausfall von Proteinen in der Zelle fuhren. Ausgeschlossen
werden kann, dass die Funktion von PABPN1 bei der Léangenkontrolle des Poly(A)-Schwanzes
beeintrachtigt ist. Eine Veranderung der Langenverteilung der Poly(A)-Schwénze in den
betroffenen Zellen wurde nicht beobachtet (Calado et al., 2000b).

1.3  Strukturelle Eigenschaften von amyloiden Fibrillen

Urspringlich wurde der Begriff “amyloid® (= stérkehaltig) von Virchow 1854 zur
Beschreibung von Ablagerungen in Gewebe oder Organen verwendet, die mit lodldsung blau
angefarbt werden konnten. Erst spater entdeckte man, dass das Material Uberwiegend aus
Proteinen bestand. Die Anférbung durch Kongorot, das spezifische Beugungsmuster von
Rontgenstrahlen  sowie die filamentése Struktur unter dem  Elektronenmikroskop
verdeutlichten, dass es sich um einen speziellen fibrillaren Proteinzustand handelte. Auch
invitro konnten denaturierte Proteine und synthetische Oligopeptide zur spontanen
Fibrillenbildung gebracht werden, wenn sie in wassrigem Lésungsmittel aufgenommen wurden
(Burke & Rougvie, 1972). Wachsende Bedeutung erlangten diese amyloiden
Proteinablagerungen as histologisch nachweisbare Veranderungen bel verschiedenen
Erkrankungen. Inzwischen sind ca. 20 Erkrankungen beim Menschen bekannt, einschliefdich
der Transmissible Spongiform Enzephal opathies, der Alzheimer- und der Parkinsonkrankheit,
bei denen Ablagerungen amyloider Fibrillen beobachtet wurden (Kelly, 1996). Obwohl bei den
|6slichen Proteinen bzw. Vorléauferproteinen, aus denen die Fibrillen gebildet werden, weder
Aminosaure-Homologien noch strukturelle Ahnlichkeiten oder gemeinsame Funktionen
beobachtet wurden, besitzen die Fibrillen untereinander eine erstaunlich &nliche Morphologie
und Sekundérstruktur. Unter dem Elektronenmikroskop wurde fiur die Fibrillen ein
Durchmesser von ca. 10 nm bestimmt. Alle Fibrillen sind aus mehreren Protofilamenten
aufgebaut. Lediglich die Anzahl, Groéfe und Anordnung der Protofilamente variiert zwischen
den einzelnen Typen von amyloiden Fibrillen. Rontgenographische Untersuchungen der
Fibrillen ergaben das charakteristische Beugungsmuster einer cross-3 Struktur. Dabei handelt

es sich um eine regelméldige Anordnung der Polypeptidketten, in der ein R-Faltblatt paralel
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und die einzelnen 3-Strénge senkrecht zur Fibrillenachse orientiert sind (Geddes et al., 1968).
Die charakteristischen Reflexe bei 4.7 und 10A entsprechen den Absténden der
wasserstoffverbrickten  3-Strange  im  Faltblatt bzw. dem Abstand  zwischen
Ubereinanderliegenden 3-Faltbléttern. Die Absténde der (3-Faltblétter variieren je nachdem
wel che Seitenketten aus dem R-Faltblatt herausragen (Fandrich & Dobson, 2002).

Ein mittels Festkorper-NMR bestimmtes Strukturmodell von Fibrillen des AR-Peptids —
dem Verursacher der Alzheimer-Krankheit ist in Abb. 1.4 gezeigt. Die (3-Strénge der
Aminosauren 12-24 und 30-40 bilden mit benachbarten Molekilen zwei Ubereinanderliegende
intermolekulare parallele [3-Faltblétter. Die Absténde der 3-Strénge und der (3-Faltblatter mit
4.8 und 9.5 A entsprechen den Reflexen aus dem Rontgenbeugungsmuster (Petkova et al.,
2002).

Ob die amyloiden Fibrillen selbst die toxische Substanz darstellen, die zum beobachteten
Absterben der Zellen fuhrt, oder eine Begleiterscheinung der Krankheit darstellen, ist noch

unklar.

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen cross-3 Struktur des AR-Peptids. Die ersten acht
Reste sind nicht aufgel6st. Die zwei 3-Strange (Reste 12-23 und 30-40) eines Molekils sind durch rote bzw. blaue
Pfeile dargestellt (Petkova et al., 2002).
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1.4  Problemstellung

Ziel der Arbeit war es, erste biophysikalische Informationen zur Struktur und Stabilitat
des Poly(A)-Bindungsproteins 1 (PABPN1) aufzunehmen. Fur die Studien wurde bovines
PABPN1 verwendet, welches sich von humanem PABPN1 nur in zwe Positionen
unterscheidet (S95N, P102S).

Zunéchst sollte PABPN1 gereinigt und ausfuhrlich biophysikalisch charakterisiert
werden. Anschlief3end sollten Varianten von PABPN1, die sich durch Expansion bzw. Deletion
der N-terminalen Alanine vom Wildtyp-Protein unterscheiden, kloniert und gereinigt werden.
Dabel sollte die Expansionsmutante die maximale Anzahl an N-terminalen Alaninresten, die
bisher bei OPM D-Patienten beschrieben wurde, aufweisen. Bel der Deletionsmutante sollte die
natirliche N-terminale Polyalaninsequenz von zehn Alaninresten entfernt werden. Durch
biophysikalische Charakterisierung der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein sollte
untersucht werden, ob eine Expansion oder Deletion der Polyalaninsequenz einen Einfluss auf
die Struktur oder Stabilitét von PABPN1 hat. Daraus kénnten sich mdglicherweise Hinweise
uber die molekularen Ursachen von OPMD ableiten lassen.

Ein weiteres Ziel bestand darin, in Analogie zu den im Zellkern von Muskelfaserzellen
bei OPMD-Patienten gefundenen filamentosen Aggregaten, in vitro mit PABPNL1 fibrillare
Strukturen zu erzeugen. Insbesondere sollte die Auswirkung der N-terminalen Alanine auf die
Bildung solcher Fibrillen untersucht werden. Hierbel konnte erstmals in vitro ein direkter
Zusammenhang zwischen der Alaninexpansion am N-Terminus von PABPN1 und der Bildung
von fibrillaren Strukturen gezeigt werden. Die strukturelle Charakterisierung solcher Fibrillen
und die Untersuchung der Bedingungen, die eine Fibrillierung beginstigen oder inhibieren,

konnten als Ausgangspunkt fir therapeutische Ansétze dienen.
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2 Materialien und M ethoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Agarose
Ampicillin
ANS

APS
Bacitracin
Bacto Trypton
Bromcyan
DO
Dextranblau
DMSO

DTT

EDTA
Ethidiumbromid
Guanidiniumthiocyanat
Harnstoff
Hefeextrakt
Imidazol

IPTG
Kanamycin
Kongorot
L-Arginin
Leupeptin
MOPS

PEG 400

PEG 6000
PMSF

SDS

Sequagel ™ XR
TEMED

TFE

ThT

Tris
Uranylacetat

ICN (Eschwege)

Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Difco (Detroit, USA)
Sigma (St. Louis, USA
Sigma (St. Louis, USA)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Sigma (St. Louis, USA)
ICN (Eschwege)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)

ICN (Eschwege)

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Buchs, CH)
Applichem (Darmstadt)
Fluka (Buchs, CH)

Sigma (St. Louis, USA)
Ajinomoto (Tokio, Japan)
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
Applichem (Darmstadt)
Fluka (Buchs, CH)

Fluka (Buchs, CH)

Sigma (St. Louis, USA)
ICN (Eschwege)

BIOzym (Hess. Oldendorf)
Roth (Karlsruhe)

Fluka (Buchs, CH)

Fluka (Buchs, CH)
Applichem (Darmstadt)
Plano (Wetzlar)

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien stammen von den Firmen ICN, Sigma und Fluka

und hatten den Reinheitsgrad p.a. Zur Herstellung von Puffern und Ldsungen wurde

deionisiertes Wasser verwendet.
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2.1.2 Standards

Tab 2.1 Verwendete Standards

Produkt

Hersteller

1 kb DNA-Leiter
100 bp DNA-Leiter
LMW Electrophoresis Calibration Kit

Gibco BRL (Paisley, UK)
Gibco BRL (Paisey, UK)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

2.1.3 Proteine, Enzyme und Peptide

Tab 2.2  Proteine, Enzyme und Peptide

Produkt Hersteller

BSA Sigma (St. Louis, USA)

Carboanhydrase Sigma (St. Louis, USA)

Chymotrypsin Roche Diagnostics (Mannheim)
Cytochrom C Sigma (St. Louis, USA)

DNase | Roche Diagnostics (Mannheim)
Leupeptin Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Ovalbumin A Sigma (St. Louis, USA)

Pepstatin Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Proteinase K Boehringer Mannheim (Mannheim)
Trypsin Boehringer Mannheim (Mannheim)

2.1.4 Saulenmaterialien

Tab 2.3 Indieser Arbeit verwendete Sdulenmaterialien

Saulenmaterial Hersteller

Fractogel® EMD Phenyl (S) Novagen (Bad Soden)

Fractogel® EMD SOj3 (S) Novagen (Bad Soden)

Ni-NTA Novagen (Bad Soden)

Q-Sepharose HP Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Q-Sepharose Fast Flow Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
SP-Sepharose HP Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Superdex™ 75 prep grade
YMC Protein-RP

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Y MC (Schermbeck/Westerwal d)
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2.15 Sonstige Materialien

Tab 24  SonstigeMaterialien

Produkt Hersteller

Dialyseschlauche MWCO 3000 Spectrum-Laboratories (Rancho Domingues, USA)
PVDF-Membran BioRad (M inchen)

Streptavidin-Sensorchip Biacore AB (Freiburg)

biotinylierte sSRNA (A1) IBA (Gottingen)

sSRNA (Ass) IBA (Gottingen)

216 Gerate

Tab 2.5 Gerate

Gerét Hersteller

AKTAExplorer 100 Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Avanti J-20, J-25 und J30I Zentrifugen Beckmann (M tinchen)

Gene Pulser® I Biorad (Miinchen)

HiLoad™ Pump P-50 Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Li-COR 4000 DNA Sequenzierer MWG Biotech (Ebersberg)
Rontgengenerator RU 2HC Rigaku (Kent, UK)

Image Plate MarResearch (Norderstedt)

Mastercycler gradient Eppendorf (Hamburg)

Aulerdem wurden Geréte der Standardlaborausstattung verwendet. Spezielle Geréte, die
hier nicht aufgelistet sind, werden im Methodenteil beschrieben.

2.1.7 E. coli-Stamme

Tab 2.6 In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Bezugsquelle
E. coli XLI-Blue F’, Tn10, proA'B", lacl?, A(lacZ)M15/recAl, endAl, Stratagene
gyrA96(Nal"), thi, hsdR17(r, ' m, "), SupE44, relA1, lac (Heidelberg)
E. coli BL21 (DEJ) B, F, ompT, gal, [dcm], [lon], hsdSB(rB'mB"), galA(DE3) Novagen
(Bad Soden)
E. coli TopTen F, mcrA, A(mrrhsdRM S merBBC), ®80lacZAM 15, AlacX 74 Invitrogen

recAl, deoR, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, (Strf)  (Carlsbad, USA)
endAl, nupG
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2.1.8 Primer und Plasmide

Die in dieser Arbeit zur Klonierung der Expressionskonstrukte verwendeten Plasmide
sind in Tab. 2.7 aufgelistet. Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) in HPSF-
gereinigter Form bezogen. Eine Ubersicht Uber eingesetzte Primer gibt Tab2.8.

Sequenzierprimer waren am 5’ -Ende mit dem Farbstoff IRD-41 markiert.

Tab 2.7 Verwendete Plasmide

Plasmid

Herkunft

pGM 10synPABPN1
pGM 10synPABPN1-(+7)Ala
pCR®-Blunt 1I-TOPO
pET1la

pET15b

pUBS520

Dr. Uwe Kilhn (Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg)
Dr. Uwe Kiihn (Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Novagen (Bad Soden)

Novagen (Bad Soden)

Dr. Ulrich Brinkmann (Epidauros Biotechnology, Bernried)

Tab 2.8 Verwendete Primer

Klonierungsprimer

a-RNP-C
o-RNP-N
AAla
N-Term
QC-riick
QC-vor
RNP-N
TLT7-rick
TLT7-vor

5-CCGGGATCCTTATCG TGG GAA GCCTCG-3
5-CAA TAA AACATA TGG TTA GGG AGA TGG AGG-3
5-CACATA TGG CAG GAG GAA GAG GAT CAG G-3
5-CCAGGATCCTTTATCGAGCTITTTATTIGCTT C-3
5-CTGCCGCCGCTGCTGCCG CCATATG-3

5-CAT ATG GCG GCA GCA GCG GCG GCA G-3

5-GGC CCA GTG CAT ATGTCCATT GAG GAG-3
5-GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG G-3

5-CGA AAT TAATACGACTCA C-3

Sequenzierprimer

M13-riick”
M13-vor”
TLT7-riick?
TLT7-vor?

5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3
5-TGT AAA ACG ACG GCCAGT-3
5-GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG G-3
5-CGA AAT TAATACGACTCA C-3

DSequenzierung von pCR®-Blunt 1I-TOPO-Derivaten
ASequenzierung von pET11a- und pET15b-Derivaten
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Amplifikation mit PCR

Zur Amplifikation von DNA mittels PCR wurde die thermostabile Pfu-DNA-Polymerase
(Tab 2.11) verwendet. Ein Reaktionsansatz von 100 ul enthielt je 0.2 mM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP, je 250 ng der beiden Primer, 10 ng Plasmid-DNA, 10 pl des 10fach konzentrierten
Reaktionspuffers und 5 U Pfu-DNA-Polymerase. Die Amplifizierung der DNA erfolgte unter
den in Tab 2.9 aufgefuhrten Reaktionsbedingungen.

Tab 29  Reaktionsbedingungen bei der DNA-Amplifikation

Segment Anzahl der Zyklen Resktionsschritt  Zeit Temperatur

I 1 Denaturierung 45 sec 95°C

I 30 Denaturierung 45 sec 95°C
Hybridiserung 45 sec 40 - 55°C
Synthese 2 min/kb 72°C

Il 1 Endsynthese 10 min 72°C

2.2.2 Ortsspezifische Mutagenese

Die Durchfuhrung der ortsspezifischen Mutagenese erfolgte mit Hilfe des
QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Tab 2.11). Dabel wurde nach der vom
Hersteller mitgelieferten Arbeitsvorschrift verfahren. Die verwendeten Primer (Tab 2.8)
wurden so entworfen, dass eine erfolgreiche Mutagenese durch Restriktionsanalyse
identifizierbar war. Zur Bestdtigung der korrekten Sequenz wurde das mutierte Gen
anschlief3end sequenziert.
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2.2.3 Konstruktion der Expressionsplasmide

Als Grundlage fur die Klonierung der verschiedenen Expressionskonstrukte wurden die
Plasmide pGM10synPABPN1 und pGM10synPABPN1-(+7)Ala verwendet. Eine Ubersicht
Uber die erstellten Expressionskonstrukte mit den jewells verwendeten Templates und Primern
ist in Tab 2.10 aufgelistet. Zur Durchfihrung der einzelnen Klonierungsschritte wurden die in

Tab 2.11 aufgefuhrten Enzyme und Kits entsprechend den Angaben der Hersteller eingesetzt.

Tab 2.10 Primer und Templates zur Herstellung der Expressionskonstrukte

Expressionskonstrukt Primer Ausgangsplasmid Arbeitsschritt(e)
pPET11a/PABPN1 - pGM10synPABPN1 Klonierung uber Ndel/BamHI
inpET1la
pPET11a/PABPN1-(+7)Ala - pGM10synPABPN1-(+7)Ala  Klonierung Uber Ndel/BamHI
inpET1la
pET11a/PABPN1-(+7)AlaQC QC-vor, PET11a/PABPN1-(+7)Ala ortsspezifische Mutagenese
QC-riick
PET11a/PABPN1-AAla TLT7- pPET11a/PABPN1 1) PCR
rick, AAla 2) Klonierung uiber
Ndel/BamHI in pET11a
PET11a/N-WT TLT7-vor, pET11la/PABPN1 1) PCR
N-Term 2) Klonierung tiber
Ndel/BamHI in pET11a
PET11a/N-(+7)Ala TLT7-vor, pET11a/PABPN1-(+7)AlaQC 1) PCR
N-Term 2) Klonierung Uber
Ndel/BamHI in pET11a
PET11a/N-AAla TLT7-vor, pET11a/PABPN1-AAla 1) PCR
N-Term . .
2) Klonierung Uber
Ndel/BamHI in pET11a
PET15b/N-WT - PET11a/N-WT Klonierung Uber Ndel/BamHI
in pET15b
PET15b/N-(+7)Ala - pPET11a/N-(+7)Ala Klonierung uber Ndel/BamHI
in pET15b
PET15b/N-AAla - pPET11a/N-AAla Klonierung tiber Ndel/BamH|I
in pET15b
pPET11la/a-RNP oRNP-N, PET11a/PABPN1 1) PCR
aRNP-C 2) Klonierung Uber
Ndel/BamHI in pET11a
pET11a/RNP RNP-N, pET11a/PABPN1 1) PCR
aRNP-C 2) Klonierung uiber

Ndel/BamHI in pET11a

Wurde fir die Klonierung des Expressionsplasmids ein PCR-Ansatz verwendet, so
wurde das PCR-Produkt zunéchst in den Vektor pCR®-Blunt [I-TOPO zwischenkloniert,
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sequenziert und korrekte Gensequenzen unter Verwendung von Ndel und BamHI umkloniert.
Hierbei wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 pl 1 pg Plasmid-DNA mit je 5U der
Restriktionsendonukleasen und 2 pl des 10fach konzentrierten Reaktionspuffers vermischt und
6 h bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurde nach einer Agarose-Gelelektrophorese mit dem
QIAquick Gel Extraktion Kit gereinigt. Fir die Ligationsreaktion wurden 90 fmol des
gereinigten DNA-Fragments, 30 fmol Plasmid-DNA, 5 pl 4fach konzentrierter Reaktionspuffer
und 1 U T4-DNA Ligase in einem Gesamtvolumen von 20 pl vermischt und 16 h bel 16°C
inkubiert. Die Transformation von E.coli XL1-Blue erfolgte mit 2 pl des Ligationsansatzes.

Tab 211 Verwendete Produkte zur Klonierung der Expresssionskonstrukte

Produkt Methode Hersteller

QlAprep Spin Miniprep Kit

Pfu-DNA-Polymerase
QIAquick PCR Purification Kit

Zero Blunt™ TOPO™ PCR Cloning
Kit

Ndel, BamHl|

QIAquick Gel Extraction Kit

T4-DNA-Ligase

QuickChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit

E. coli XL1-Blue

SequiTerm EXEL™ ||

Isolierung von Plasmid-DNA ausE.
coli

PCR
Reinigung von PCR-Produkten

Zwischenklonierung von PCR
Produkten

Restriktionsverdau von DNA
Isolierung von DNA aus
Agarosegelen

Ligation

ortsspezifische M utagenese

Transformation von Plasmid-DNA

DNA-Sequenzierung

QIAGEN (Hilden)

Stratagene (Heidel berg)
QIAGEN (Hilden)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
New England Biolabs (Beverly,
USA)

QIAGEN (Hilden)

Gibco BRL (Paidey, UK)

Stratagene (Heidelberg)

Stratagene (Heidelberg)

Biozym (Hessisch Oldendorf)

2.2.4 Anzucht von E. coli

Zur rekombinanten Uberexpression wurde der E. coli Stamm BL21(DE3) mit dem
jewelligen Expressionskonstrukt und dem Plasmid pUBS520 transformiert. Dieses Plasmid
enthdt das Gen fir eine tRNA der in E. coli seltenen Arginkodons AGG und AGA
(Brinkmann et al., 1989). Durch die Coexpression dieser tRNA konnte die Ausbeute des
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Zielproteins erhoht werden. Fur die Anzucht wurden generell Einzelkolonien einer

Transformation verwendet, die nicht alter als 16 h waren.

2.24.1 Schuttelkolbenanzucht

Fur die Anzucht im Schuttelkolben wurde zundchst eine Vorkultur hergestellt. Dazu
wurde eine Einzelkolonie von einer frischen Transformation in 25 ml LB-Medium (10 g/l
Bacto Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) tUber Nacht bei 37°C geschiittelt. Anschlief3end
wurde die Vorkultur 1:100 in frisches LB-Medium verdinnt und die Kulturen bei 37°C bis
zum Erreichen einer optischen Dichte von ODgy = 0.6-1.5 geschiittelt. Die Expression erfolgte
nach Induktion mit 1 mM IPTG fir 3 h bei 37°C unter stdndigem Schitteln bei 180 rpm.

2.2.4.2 Fed-Batch Fermentation

Die Fermentationen wurden in einem Biostat ED mit 10 | Arbeitsvolumen und einem
digitalen Mess- und Regelsystem durchgefuhrt (Braun, Melsungen). Es wurden 7.51 ener
Hefeextraktlosung (50 g/l) im Bioreaktor 60 min bei 121°C autoklaviert. Anschlief3end wurde
das Medium unter sterilen Bedingungen mit 5 g/l Glucose, 0.5 g/l MgSO4 x 7 H2O, 0.1 g/l
Thiamin sowie mit 0.1 g/ Ampicillin versetzt. Der pH-Wert wurde mit K,HPO, auf pH 7.6
eingestellt. Das Medium wurde mit einer 8 h alten VVorkultur in LB-Medium angeimpft, so dass
Zu Beginn der Fermentation eine optische Dichte von ODgy = 0.1 vorlag. Die Kultivierung
wurde bel 37°C durchgefuhrt. Die Regulierung des pH-Wertes erfolgte mit einer 15 %igen
Ammoniaklosung und 15 %iger Phosphorsdure, wobei der pH-Wert erst nach dem Abfallen
auf pH7.0 konstant gehalten wurde. Als Antischaummittel wurde eine 50 %ige
Polypropylenglykollésung (PLURIOL® P2000, BASF, Ludwigshafen) verwendet. Ab einer
optischen Dichte von ODegyp =10 wurde kontinuierlich mit 2g/min eine 50 %ige
Hefeextraktl 6sung zugefuhrt. Die Induktion erfolgte bei ODggo = 25-30 mit 1 mM IPTG fir 3 h
bei 37°C.

2.25 Reinigungder tberexprimierten Proteine

Die durch Zentrifugation bei 5000 x g erhaltene Zellfeuchtmasse wurde so resuspendiert,
dass auf 1g Zellen 10ml des jeweiligen Resuspensionspuffers eingesetzt wurden.
Anschliefiend wurden 0.3 mg/ml PMSF, 0.5 pg/ml Leupeptin und 0.5 pg/ml Pepstatin
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hinzugefugt. Der Zellaufschluss erfolgte durch Hochdruckdispersion bei 1000-1200 bar in
einem Micron LAB 40 Gaulin Homogenisator (APV, Libeck). Nach dem Aufschluss wurden
10 pg/ml DNase zugegeben und 10 min bel 10°C inkubiert. Unl6sliche Zellbestandteile
wurden durch Zentrifugation bei 48000 x g fur 15 min entfernt. Im Folgenden sind die
verschiedenen Reinigungsvorschriften detailliert beschrieben. Dabei wurde, falls nicht anders
erwdhnt, bei den Chromatographieschritten das Gelmaterial vor dem Probenauftrag mit dem
jeweiligen Auftragspuffer &quilibriert. Zum Auswaschen von ungebundenem Protein wurden
10 Saulenvolumen des angegebenen Puffers verwendet. Die Elution erfolgte durch lineare
Gradienten Uber 6 Saulenvolumen. Elutionsfraktionen wurden anhand von SDS-PAGE auf die
Anwesenheit des Zielproteins analysiert. Alle bei der Proteinreinigung verwendeten Puffer sind
in Tab 2.12 aufgelistet. Der pH-Wert wurde bel Tris-Puffern mit HCI, bei MOPS-Puffern mit
NaOH eingestellt. Alle Puffer wurden filtriert und entgast. DTT wurde den Puffern erst
unmittelbar vor ihrer Verwendung zugesetzt.

Tab 2.12 Verwendete Puffer zur Proteinreinigung

Puffer Zusammensetzung pH
Puffer A 50 MM MOPS, 50 mM Na,P,0;, 5mM EDTA, 1 mM DTT 6.5
Puffer B 50 mM MOPS, 50 mM Na,P,0;, 3M KCl, 5mM EDTA, 1 mM DTT 6.5
Puffer C 50 mM MOPS, 50 mM NayP,07, 1.5 M KCl, 1.75 M (NH4),SO4, 5 mM EDTA, 1 mM DTT 6.5
Puffer D 50 mM MOPS, 50 mM Na,P,0;, 1.5M KCl, 5mM EDTA, 1 mM DTT 6.5
Puffer E 50 mM MOPS, 50 mM Na,P,0O;, 1 M Arginin, 5mM EDTA, 1 mM DTT 6.5
Puffer F 50 MM MOPS, 5 mM EDTA, 1 mM DTT 6.5
Puffer G 50 mM Tris, 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl 8.0
Puffer H 50 mM Tris, 300 mM NaCl 8.0
Puffer | 50 mM Tris, 5mM EDTA 8.0
Puffer 3 50 mM Tris, 100 mM NaCl 8.0
Puffer K~ 50 mM Tris, 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 20 mM Imidazol 8.0
Puffer L 50 mM Tris, 5mM EDTA, 1 mM DTT 8.0
Puffer M 50 mM Tris, 4.375 M (NH4),SO4, 5 mM EDTA, 1 mM DTT 8.0
Puffer N 50 mM Tris, .75 M (NH,),SO,4, 5mM EDTA, 1 mM DTT 8.0
Puffer O 20 mM MOPS, 1 mM DTT 6.5

Puffer P 10 mM Tris, 1 mM DTT 8.0
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2.25.1 Reinigung von PABPN1, PABPN1-(+7)Alaund PABPN1-AAla

Je 200 ml der Zellrohextrakte in Puffer A wurden 1:1 mit Puffer B verdunnt, mit
(NH4)2SO;, bis zu einer Konzentration von 1.75 M (NH,),SO4 versetzt, 1 h bei 4°C inkubiert
und nach Zentrifugation bei 48000 x g fir 20 min auf eine Fractogel® EMD Phenyl (S) Saule
(V; = 30 ml) mit 12 cm/h aufgetragen. Die Fractogel® EMD Phenyl (S) Saule war zuvor mit
Puffer C &quilibriert worden. Nach Waschen mit Puffer D erfolgte die Elution durch einen
linearen Gradienten mit Puffer E bei einer Flussrate von 16 cm/h. Fraktionen mit dem
gewilnschten Zielprotein wurden vereinigt und in Anwesenheit von 10 ml des Gelmaterials
Fractogel® EMD SO* (S) gegen Puffer F diaysiert. AnschlieRend wurde das beladene
Gelmateria in eine Leersaule tberfuhrt, mit Puffer F gewaschen und gebundenes Protein durch
einen linearen Gradienten von 0-1.5 M KCI mit einer Flussrate von 16 cm/h eluiert. PABPN1
enthaltende Fraktionen wurden 1:1 mit Puffer B versetzt. Abschlielend wurde eine
Gelfiltration mittels Superdex 75 (Vi=120ml) bei 24cm/h in Puffer D durchgefhrt.
Aufgrund der starken Aggregationstendenz der gereinigten Proteine, konnten diese nicht fur
langere Zeit gelagert werden und wurden deshalb unmittelbar nach der Aufreinigung
charakterisiert.

2.2.5.2 Reinigungvon N-WT, N-AAla und N-(+7)Ala

Eine erfolgreiche Uberexpression der N-terminalen Doménen von PABPN1 (N-WT), der
Deletionsmutante (N-AAla) bzw. der Expansionsmutante (N-(+7)Ala) konnte nur durch die
Verwendung der Expressionplasmide pET15b/N-WT, pET15b/N-(+7)Ala und pET15b/N-AAla
erreicht werden. Dabel wurde das jeweilige Protein mit einem N-terminalen His-tag erhalten.
Die Reinigungen erfolgten sowohl unter nativen, als auch unter denaturierenden Bedingungen.

Fur die Reinigung unter nativen Bedingungen wurden die in Puffer G erhaltenen
Zellrohextrakte (je 200 ml) auf eine Ni-NTA Saule (10 ml) aufgetragen. Nach Waschen mit
Puffer G wurden die gebundenen Proteine in einem linearen Imidazolgradienten von 20-
250 mM Imidazol eluiert. Die Flussrate betrug 10 cm/h. Fraktionen mit dem gewinschten
Zielprotein wurden konzentriert und eine Gelfiltration mit 24 cm/h an einer Superdex 75-Saule
(Vi=120 ml) in Puffer H durchgefihrt.

Fur die Aufarbeitung der Biomasse aus Fermentationen wurde ein Reinigungsprotokoll
unter tellweise denaturierenden Bedingungen erstellt. Ziel war es, das Zielprotein in den

grofRen Aufschlussvolumina anzureichern und vorzureinigen. Hierzu wurde der Zellrohextrakt
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(1000 ml) in Puffer I 5min bei 80°C inkubiert und anschlieffend 15 min bei 48000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:1 mit Isopropanol verdinnt und 10 min bei 20°C
inkubiert. Nach Zentrifugation bei 48000 x g fur 20 min wurde der Uberstand 1:1 mit Puffer |
versetzt und auf eine zuvor mit Puffer | dquilibrierte Q-Sepharose Fast Flow (V= 150 ml)
aufgetragen. Nach Waschen mit Puffer J erfolgte die Elution durch einen Stufengradienten mit
Puffer H. Die Flussrate betrug jeweils 15cm/h. Zu den Fraktionen, die das Zielprotein
enthielten, wurde Guanidiniumhydrochlorid bis zu einer Endkonzentration von 6 M zugesetzt
und der pH Wert auf 8.0 eingestellt. Anschlief3end wurde die Proteinlésung auf eine mit Puffer
K aquilibrierte Ni-NTA Saule (V=80 ml) aufgetragen. Nach Waschen mit Puffer K erfolgte
die Elution in einem linearen Imidazolgradienten von 20-250 mM Imidazol bel einer Flussrate
von 20 cm/h. Als abschlief3enden Reinigungsschritt wurde nach Dialyse der Elutionsfraktionen
gegen Puffer | und Konzentrierung des Diadysats eine Gelfiltration in Puffer 1 an einer
Superdex 75-Saule(V; = 1200 ml) bel 15 cm/h durchgefiihrt. Die gereinigten Proteine wurde
gegen Wasser dialysiert, lyophilisiert und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

2.2.5.3 Reinigung der RNP-Doméne

Der Zellrohextrakt (200 ml) in Puffer L wurde mit 15 cm/h auf eine Q-Sepharose fast
flow (V=40 ml) aufgetragen. Die RNP-Doméane eluierte verzogert im Durchlauf und wurde
fraktioniert, um eine erste Vorreinigung des Proteins zu erhaten. RNP-haltige Fraktionen
wurden vereinigt, die (NH;).SOs—Konzentration mit Puffer M auf 1.75 M eingestellt, 10 min
inkubiert, 15 min bei 48000 x g zentrifugiert und auf eine mit Puffer N aquilibrierte Fractogel®
EMD Phenyl (S) Saule (V:=30 ml) mit 12 cm/h aufgetragen. Nach Waschen mit Puffer N
erfolgte die Elution in einem linearen Gradienten von 1.75-0 M (NH,).SO, bei einer Flussrate
von 16 cm/h. Die vereinigten Fraktionen wurden gegen Puffer O dialysiert und auf eine SP-
Sepharose HP (Vi=10ml) aufgetragen. Nach Waschen mit Puffer O wurde im linearen
Gradienten von 0-500 MM NaCl eluiert. Die Flussrate wahrend diesem Reinigungsschritt
betrug 10 cm/h. Abschlieffend wurden Fraktionen, welche die RNP-Doméne enthielten,
vereinigt, konzentriert und eine Gelfiltration mit einer Superdex 75-Saule (V=120 ml) in
Puffer O bei 24 cm/h durchgefiihrt. Das gereinigte Protein wurde gegen Wasser diaysiert,
lyophilisiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.5.4 Reinigung der RNP-Domane mit N-terminaler a-Helix (a-RNP)

Die Reinigung von a-RNP erfolgte im Wesentlichen nach dem Reinigungsverfahren der
RNP-Doméne. Anstelle der SP-Sepharose HP wurde jedoch eine Q-Sepharose HP (Vi = 10 ml)
verwendet, die zuvor in Puffer P aquilibriert worden war. Die Dialyse der von der Fractogel®
EMD Phenyl (S)Fractogel eluierten Fraktionen erfolgte entsprechend in Puffer P.

2.2.6 Konzentrierungvon Proteinlésungen

Verdinnte Proteinldsungen wurden zur Konzentrierung in einen Dialyseschlauch
(MWCO 3000) der Firma Spectrum-Laboratories (Rancho Domingues, USA) uberfuhrt. Der
Dialyseschlauch wurde bei 10°C in PEG 35000 eingebettet und bis zum gewlinschten VVolumen

eingeengt.

2.2.7 Lyophilisation von Proteinlosungen

Fur die Lagerung wurden die gereinigten Proteine bei —80°C engefroren und
anschlieffend in der Gefriertrocknungsanlage BETA 1-16 (Christ, Osterode am Harz) bel 25°C
lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde bis zu seiner weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

K onzentrationsbestimmungen gereinigter Proteine wurden spektroskopisch an einem
DU-7400 Spektrophotometer (Beckmann, Munchen) durchgefiihrt. Die Konzentrationen der
Proteinl 6sungen wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (Gl. 2.1) berechnet.

Az =g xcCxd Gl.2.1
mit
Asgo Absorption der Proteinlésung bei 280 nm
€280 molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bei 280 nmin M™* x cm*
c Proteinkonzentrationin M
d Schichtdicke der Kiivette in cm

Die Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine und Proteindoméanen wurden
nach Gill und von Hippel berechnet und sind in Tab 2.13 aufgelistet (Gill & von Hippel, 1989).
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Tab 2.13 Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine und Domanen

Protein bzw. Proteindomane €280 [M™ x cm]
PABPN1, PABPN1-AAla, PABPN1-(+7)Ala 18610
N-WT, N-AAla, N-(+7)Ala 1280
RNP-Doméne mit N-terminaler a-Helix (a-RNP) 3960
RNP-Doméane 3960

2.2.9 N-terminale Sequenzanalyse

Die zu analysierenden Proben wurden auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und
anschlieffend durch Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Banden wurden
ausgeschnitten und die ersten funf bis sieben Aminosauren an einem Applied Biosystems 476A
Gasphasen Sequenzer (Applied Biosystems, Foster City, U.SA) bestimmt. Die
Sequenzanalyse wurde freundlicherweise von Herrn Dr. K. P. Ricknagel (Forschungsstelle
»Enzymologie der Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschaft, Halle) durchgefhrt.

2.2.10 Massenspektrometrie

Die M ol ekulargewichtsbestimmung mittels M assenspektrometrie wurde
freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn (Forschungsstelle ,Enzymologie der
Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschaft, Halle) durchgefihrt. Hierflr wurden Spektren
von RP-HPLC entsalzten Proben durch MALDI-TOF Massenspektrometrie an einem REFLEX
Spektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen) oder durch ESI-Massenspektrometrie an

einem Esguire-L.C lonenfallen-M assenspektrometer aufgenommen.

2.2.11 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluoromax2 Spektrofluorimeter (SPEX
Instruments S. A., Inc.,, Edison, NJ, USA) in 1 cm Klvetten mit 5 nm Spaltbreiten des
Anregungs- und Emissionsstrahls durchgefihrt. Temperaturiibergange wurden an einem
Hitachi F-4500 Spektrofluorimeter (Hitachi, Tokyo, Japan) mit den gleichen Einstellungen
gemessen. Dabel wurde zur Steuerung der Temperatur der Klvetten-Halterung das Programm
FTLM.BAS verwendet (Wadmann, 1998). Proteinkonzentrationen, Anregungs- und
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Auswerte-Wellenlangen sind in den jeweiligen Abbildungslegenden angegeben. Alle Spektren

wurden pufferkorrigiert.

2.2.12 Chemisch induzierte Entfaltungs- und Ruckfaltungsiiber gange

Zur Messung von Entfatungs- bzw. Ruckfaltungstibergangen wurden native bzw.
denaturierte Proteinlosungen in Pufferldsungen mit unterschiedlichen Denaturierungsmittel-
konzentrationen verdinnt und 16h bei 20°C inkubiert. Anschliefend wurde ein
Emissionsspektrum der jeweiligen Proteinlésung aufgenommen. Die exakte Bestimmung der
Denaturierungsmittelkonzentration  erfolgte  refraktrometrisch  mittels  Gl. 2.2 flr
Guanidiniumthiocyanat und Gl. 2.3 fur Harnstoff (Pace, 1986; Takase et al., 1974). Die
Auswertung der gemessenen Ubergange erfolgte nach Pace unter der Annahme eines Zwei-
Zustands-Modells (Pace & Scholtz, 1997). Die freie Stabilisierungsenthalpie AG(H20) wurde
durch nichtlineare Regression mit Gl. 2.4 nach Santoro bestimmt (Santoro & Bolen, 1988). Die
Denaturierungsmittelkonzentration beim Ubergangsmittelpunkt Dy, wurde durch GI. 2.5
bestimmt.

[ Guanidiniumthiocyanat] = AN x 40.4 Gl.2.2
[Harnstoff] = 117.66 x AN + 29.753 x AN? + 185.56 x AN® Gl. 2.3
mit
[Guanidiniumthiocyanat] ~ Guanidiniumthiocyanatkonzentration
[Harnstoff] Harnstoffkonzentration
AN Differenz der Brechungsindices zwischen Proteinl ésung mit und ohne

Denaturierungsmittel

(mx D-AG)/(RxT)
ve (F,+m,x D)+ (F,+m,x D) x exp Gl.24

1 + eXp(m x D-AG)/(RxT)

D12 =AG/m Gl. 25
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mit

F gemessene Fluoreszenzintensitét

Fn spezifische Fluoreszenz des nativen Proteins bei 0 M Denaturierungsmittel

mp lineare Abhéngigkeit der Fluoreszenz des nativen Proteins von der
Denaturierungsmittel konzentration

D Denaturierungsmittelkonzentration

Fy spezifische Fluoreszenz des denaturierten Proteins bei 0 M Denaturierungsmittel

my lineare Abhangigkeit der Fluoreszenz des denaturierten Proteins von der
Denaturierungsmittelkonzentration

m lineare Abhangigkeit der freien Stabilisierungsenthalpie von der
Denaturierungsmittelkonzentration (K ooperativitét)

AG freie Stabilisierungsenthalpie bei 0 M Denaturierungsmittel (= AG(H,0))

Dy Denaturierungsmittelkonzentration am Ubergangsmittel punkt

2.2.13 Detektion amyloider Fibrillen durch ThT- und ANS-

Fluor eszenzmessungen

Zur Detektion von amyloiden Fibrillen wurden Fluoreszenzmessungen am Fluoromax?2
Spektrofluorimeter mit den Farbstoffen ThT und ANS durchgefuhrt. Fir ThT-
Fluoreszenzmessungen wurde die zu untersuchende Proteinlosung zu 5puM ThT in 5mM
KH,PO,4 und 150 mM NaCl pH 7.4 in einer 1 cm Kivette pipetiert, gut durchmischt, 1 min bei
20°C inkubiert und vor der Fluoreszenzmessung nochmals vorsichtig geschittelt. Das
Emissionsspektrum von ThT wurde von 460-550 nm bei einer Anregungswellenldnge von
450 nm aufgenommen. Emissionsspektren von ANS wurden von 400-600 nm bei einer
Anregungswellenldnge von 370 nm und einer Farbstoffkonzentration von 250 uM in 5 mM
KH,PO4 und 150 MM NaCl pH 7.4 aufgenommen. Die eingesetzten Proteinkonzentrationen
sind in den jeweiligen Abbildungslegenden angegeben.

2.2.14 Analytische Ultrazentrifugation

Sedimentations- und Gleichgewichtslaufe wurden in einer Optima XL-A analytischen
Ultrazentrifuge (Beckmann Instruments, Inc., Fullerton, USA) in einem ANG60TIi-Rotor bei
20°C durchgefiihrt. Sedimentationslaufe erfolgten bei 20000 rpm, Gleichgewichtdaufe bei
40000 rpm in Doppelsektorzellen. Die Auswertung der experimentellen Daten wurde mit Hilfe
eines von A. Minton entwickelten Programms von Dr. Hauke Lilie durchgefihrt (Rivas et al.,
1999). Die Berechnungen beruhten auf der Annahme, dass das spezifische Volumen der
Proteine 0.734 ml/g betrug (Harding, 1997).
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2.2.15 Circulardichroismus

Fern-UV-CD-Spektren wurden an einem Aviv 62A DS Spektrometer (Aviv Lakewood,
NJ, USA) und einem Jasco J710 Spektrometer (Jasco, Gross-Umstadt) in Quarzglaskivetten
mit Schichtdicken von 0.01 bis 0.1 cm aufgenommen. CD-Messungen von fibrilliertem
N-(+7)Ala wurde mit freundlicher Unterstitzung von Herrn Dr. Klaus Gast am Max
Dellbrtickzentrum in Berlin durchgefihrt.

Die Spektren wurden 10fach akkumuliert bei einer Zeitkonstante von 3s und 1 nm
Bandbreite. Alle Spektren wurden pufferkorrigiert und, falls nicht anders vermerkt, bei 20°C
aufgenommen. Die gemessene Elliptizitdt © wurde anhand Gl. 2.6 in die mittlere residuelle
Elliptizitét [®]wew Umgerechnet. Die Berechnung der Differenzspektren erfolgte Uber die
molare Elliptizitdt [©] (Gl. 2.7) nach GI. 2.8.

©® x 100 x M
©) = r Gl 26
[ ]MRW C X d X NA
[O] = ©x 100x M, Gl. 2.7
cxd
o], - [0
() — : ]PZNE lre Gl.238
mit
© gemessene Elliptizitét in Grad

[O]mrw mittlere residuelle Elliptizitét
[Olowrewrw  residuelle Elliptizitét des Differenzspektrums

(@] mittlere molare Elliptizitét

[Olpu mittlere molare Elliptizitét von Protein 1

[O]pe mittlere molare Elliptizitét von Protein 2

M, Molekularmasse in Dalton

C Proteinkonzentration in mg/ml

d Schichtdicke der Klvette in cm

Na Anzahl der Aminosauren im Proteinmol ekl

AN, Differenz der Aminoséurezahl von Protein 1 und Protein 2

2.2.16 Oberflachenplasmonresonanz

Zur Bestimmung der Wechselwirkung von RNP und ssRNA wurde das BlAcoreX
System (Biacore AB, Freiburg) verwendet. Die Herstellung der Sensorchips erfolgte durch
Kopplung von biotinylierter sSRNA (A1s) an einen Streptavidin-Sensorchip. Hierzu wurden auf
die Flusszelle 20 ul einer 0.1 pM Ajs-Lésung in 5mM MOPS und 100 mM NaCl, pH 6.5
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aufgetragen. Die Messungen wurden bel 20°C mit Flussraten von 15 pl/min durchgefihrt. Die
gemessenen Daten wurden mit dem Programm BlAevauation Version 3.1 (Biacore AB,
Freiburg) unter der vereinfachenden Annahme einer Bindungsstochiometrie von 1:1 nach Gl.
2.9 ausgewertet. Die Berechnung der Bindungskonstante aus dem Kompetitionsexperiment
erfolgte durch nichtlineare Regression. Nach dem Massenerhaltungsgesetz ergeben sich die
Konzentration von freilem Ajs [L] und freier RNP-Doméne [P] aus Gl. 2.10 und Gl. 2.11,
wobei [P]o und [L]o die eingesetzten Konzentrationen an Ais und der RNP-Domane sind. Fir
die Dissoziationskonstante gilt somit Gl. 2.12.

k
P+L = PL Gl.2.9
K,
[L]o=[L] +[PL] Gl. 2.10
[Plo=[P] +[PL] Gl.2.11
K. = ([Llo-[PL][)Pi]([P]o-[PL] Gl.2.12

Durch Auflésen der Gleichung nach der Konzentration des Komplexes [PL] erhalt man:

L], + [Pl + K, ([L], + [P, + Kp)* Gl. 2.13
(PL] = ([L], + [P] )_\/

2 2 - [P]ox [L]o

Das gemessene Resonanzsignal im Gleichgewicht ergibt sich aus der Differenz des
Resonanzsignals ohne freien Liganden und der partiellen Signaldnderung bei Zugabe von

frelem Liganden:

PL

R,=R.- AR x Lt Gl.2.14
[Pl

Setzt man Gl. 2.13in Gl. 2.14 ein so erhdlt man
([LLo + [Pl + Kp) ([L]o + [P, + Kp)* Gl. 2.15
— \/ ———— - [PlLxILl,

R,=R.-AR_, X

[Pl
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mit

Reg Resonanzsignal im Gleichgewicht

Reo Resonanzsignal im Gleichgewicht ohne Zugabe von freiem Liganden

AR, Differenz des Resonanzsignalsim Gleichgewicht bei vollstéandiger Séttigung mit freiem Liganden
[Plo Konzentration an eingesetztem Protein

[L1o Konzentration an eingesetztem freien Liganden

Kb Dissoziationskonstante

Durch einen Kurvenangleich der gemessenen Resonanzsignale im Gleichgewicht an Gl. 2.15in
Abhangigkeit der freilen Ligandenkonzentration [L]o erhdlt man die gesuchte

Dissoziationsskonstante K p.

2.2.17 Proteinkristallisation

Die Proteinkristallisation wurde nach der Hangetropfmethode nach McPherson in 24-
Loch-Zellkulturplatten der Firma ICN (Eschwege) durchgefuhrt (McPherson, 1990). Fiur die
Kristallisation wurde die Proteinlésung mit Kristallisationspuffer auf einem Deckglas
vermischt. Mit diesem Deckglas wurde ein Reservoir der Zelkulturplatte, welches 500 ul des
Kristallisationspuffers enthielt, luftdicht verschlossen. Die Kristallisation wurde mit Hilfe eines
Axiolab Mikroskop (Carl Zeiss, Gottingen) beobachtet und zur Dokumentation mit einer
Pentax Z20 Kamera (PENTAX Europe, Hamburg) photographiert. Um erste Kristallisations-
bedingungen zu erhalten, wurden die in Tab. 2.14 aufgelisteten Screens der Firma Hampton
Research (Laguna Niguel, USA) verwendet.

Tab 2.14 Kristallisations-Screens

Screen Anzahl unterschiedlicher Bedingungen
Crystal Screen™ | 50
Crystal Screen™ 1| 40
Grid Screen PEG 6000™ 24
Grid Screen Ammonium Sulfate™ 24

2.2.18 Bromcyanspaltung von N-(+7)Ala

Fur die Bromcyanspaltung wurde N-(+7)Ala gegen Wasser dialysiert und anschlief3end
lyophilisiert. Das Lyophilisst wurde in stickstoffbegaster 70 %iger Ameisensiure
aufgenommen und mit 50-100fachem molarem Uberschuss an Bromcyan, bezogen auf die
Methioninkonzentration versetzt. Der Ansatz wurde 24 h im Dunklen bei 20°C inkubiert und
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anschlieffend gegen Wasser dialysiert. Nach weiterer Dialyse gegen Puffer G wurde
gespaltenes N-(+7)Ala durch eine Metallaffinitétschromatographie an Ni-NTA in Puffer G von
ungespaltenem Protein abgetrennt. Das gereinigte Produkt wurde dabei im Durchlauf erhalten.

2.2.19 Elektronenmikroskopie

Fur den Nachweis fibrillarer Strukturen wurden Proteinproben auf einem
kohlebeschichteten Kupfergrid (Plano, Wetzlar) adsorbiert und anschlieffend mit einem
Elektronenmikroskop EM 900 (Zeiss, Jena) untersucht. Fir die Adsorption der Proteinproben
wurde die beschichtete Seite des Grids 1 min mit Bacitracin-Lésung (0.1 mg/ml) behandelt und
getrocknet. Anschliefiend wurde 3 min mit der zu untersuchenden Proteinldsung (0.5 mg/ml)
inkubiert, getrocknet, mit Wasser gewaschen und wieder getrocknet. Die Kontrastierung
erfolgte durch Inkubation mit einer 1 %igen Uranyl-Acetatlosung fir 15 sec. Die Aufnahmen

wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Hause (Biozentrum, Halle) angefertigt.

2.2.20 Préparation von seeds

Um eine Fibrillierung mit seeds zu induzieren, wurden Fibrillen bei 70000 rpm fir 1 h
bei 10°C abzentrifugiert. Das gelartige Pellet wurde 16 h lang mit Wasser gewaschen und
erneut zentrifugiert. Nach erneutem Waschen wurden die Fibrillen in dem urspringlichen
Volumen aufgenommen und 5 min mit einem UP200S Ultraschallprozessor (Dr. Hielscher,

Stuttgart) bei einer Amplitude und einem Pulsbereich von jeweils 50% behandelt.

2.2.21 Kongorotfarbung

Kongorot wird haufig zum Nachweis amyloider Strukturen in Gewebeproben und von
invitro erzeugten amyloiden Fibrillen verwendet. Vor Verwendung des Farbstoffes wurde
Kongorot zweimal in enem 1:10 Wasser-Ethanolgemisch umkristallisert. Die
K onzentrationsbestimmung erfolgte Gber UV-Spektroskopie in 5 mM KH,PO,4, 150 mM NaCl,
pH 7.4. Die hierfir verwendeten Extinktionskoeffizienten sind in Tab 2.15 angegeben.
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Tab 2.15 Extinktionskoeffizienten von K ongor ot

Wellenlange e[M*em?
349 nm 28299
406 nm 14677
477 nm 34722
540 nm 18955

Kongorot, das an amyloide Fibrillen gebunden ist, weist eine gelb-griine Doppel brechung
unter linear polarisiertem Licht auf. Die Bindung von Kongorot an amyloide Fibrillen wurde
mit einem Nikon Umkehrmikroskop Eclipse TE200 (Nikon, Disseldorf) unter Verwendung
eines NCB11 Filters beobachtet. Fir die Probenpraparation wurden 125 pl der Fibrillenlésung
15 min bei 14000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 500 pl 95 uM
Kongorot in 5mM KH,PO,4, 150 mM NaCl, pH 7.4 resuspendiert und 16 h unter sténdiger
Uberkopfbewegung inkubiert. AnschlieRend wurde 15 min bei 14000 x g zentrifugiert, das
Pellet zweima mit 5 mM KH2PO,4, 150 mM NaCl, pH 7.4 und einmal mit Wasser gewaschen.
Nach dem letzten Waschen wurde das Pellet in 100 pl Wasser aufgenommen und 20 pl davon
unter dem Mikroskop im Hellfeld- und Polarisationsmodus untersucht. Die Aufnahmen wurden
freundlicherweise mit Unterstitzung von Frau Dr. Gudrun Wildegger (Aventis Pharma)
durchgefihrt.

2.2.22 FT-IR-Spektroskopie

FT-IR-Spektren wurden im kontinuierlichen Stickstoffstrom an einem Bruker IFS 66 FT-
IR-Spektrometer (Bruker Optik, Ettlingen) aufgenommen. Die zu untersuchenden Proben
wurden bel einer Schichtdicke von 50 um zwischen zwei CaF, Fenstern vermessen. Vor der
Aufnahme der Spektren wurde der Probenraum 15 min mit Stickstoff gespilt. Fur die Fourier
Transformation wurden 256 Spektren von 4000-0 cm™ aufgenommen und gemittelt. Die
Auswertung der Spektren erfolgte (iber einen Frequenzbereich von 1720-1560 cm™. Die
Messungen wurden freundlicherweise von Frau Schaller und Herrn Dr. Wigand Hubner
(Institut fur Physikalische Chemie MLU Halle-Wittenberg) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteriserung von PABPN1

PABPN1 wurde erstmas bei Untersuchungen der Polyadenylierung eukaryotischer
MRNA beschrieben (Wahle, 1991). Fir die erste Charakteriserung wurde PABPN1 aus
Kabsthymus isoliert. Nach Klonierung einer cDNA-Bibliothek aus Kalbsthymus in en
prokaryotisches Expressionssystem gelang eine rekombinante Uberexpression von PABPN1 in
E. coli (Nemeth et al., 1995). Das rekombinant erhaltene Protein enth&lt zwar nicht die von
Smith gefundenen posttranglationalen Arginin-Methylierungen, dennoch besitzt es in vitro die
gleiche Aktivitat (Smith et al., 1999). Sowohl bei der Polyadenylierung als auch bei der
Poly(A)-Bindung verhdt sich rekombinantes PABPN1 wie das aus Kalbsthymus isolierte
PABPN1 (Meyer et al., 2002). Bel der heterologe Expression von PABPNL1 in E. coli werden
nur sehr geringe Ausbeute erhalten. Daher wurde ein synthetisches Gen von PABPN1
hergestellt, bei dem die ersten 122 Kodons an die optimierte Kodon-Auswahl in E. coli
angepasst wurden (Kihn et al., Manuskript eingereicht). Dieses synthetische Gen im Vektor
pGM10 war Ausgangspunkt dieser Arbeit (Martin & Keller, 1996).

3.1.1 Expression und Reinigung von PABPN1

Da bisherige strukturelle Informationen zu PABPN1 nur aus Strukturvorhersagen und
Sequenzvergleichen vorhanden waren, sollte zunéchst eine biophysikalische Charakterisierung
von PABPN1 durchgeftihrt werden. Um hierflr ausreichende Proteinmengen produzieren zu
konnen, musste die Expression deutlich optimiert werden. Dies gelang durch die Expression
des synthetischen Gens im Vektor pET11a bei gleichzeitiger Expression einer tRNA fir diein
E. coli seltenen Argininkodons AGG und AGA. Die tRNA war dabei auf dem Plasmid
pUBS520 kodiert (Brinkmann et al., 1989). Insgesamt enthdlt das synthetische Gen von
PABPN1 14 dieser seltenen Argininkodons. In Abb. 3.1 sind die Gesamtzellfraktionen vor und
nach dreistiindiger Expression dargestellt. Das ungewdhnliche Laufverhalten von PABPNL im
Gel bei ca. 50 kDa anstatt bei den erwarteten 32 kDa konnte bisher nicht geklart werden, wurde
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jedoch auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Chen et al., 1999; Kim et al., 2001,
Nemeth et al., 1995). Rekombinant exprimiertes PABPN1 wurde zunéchst nach Vorschrift
gereinigt (Wahle et al., 1993). Dabel wurde wie bereits beschrieben, eine Tendenz zur
Aggregation festgestellt, die anhand von Lichtstreuung beobachtet wurde (Nemeth et al.,
1995). Da fur eine exakte Charakterisierung eine Proteinprdparation ohne Aggregate
erforderlich war, musste zunéachst nach Bedingungen gesucht werden, unter denen PABPN1
nicht aggregierte. Frisch gereinigtes PABPN1 lag nach der Vorschrift von Wahle in 50 mM
Tris’HCI pH 7.9, 10 % (v/v) Glycerin, 100 mM KCI, 1 mM EDTA und 0.5 mM DTT vor. Zur
Ermittlung geeigneter Pufferbedingungen, die eine Aggregation unterdriicken bzw. deutlich
verzogern, wurden Proteinlésungen gegen verschiedene Puffer diaysiert und das
Aggregationsverhalten ale 24 h anhand der Lichtstreuung beobachtet. Unter Verwendung von
50 mM MOPS pH 6.5 und einer hohen lonenstérke von 1.5 M KCI konnte die Aggregation fir
3-4 Tage unterdriickt werden. Entscheidend scheint dabei die hohe Salzkonzentration zu sein.
Um auch wéhrend der Aufreinigung Hochsalzbedingungen zu gewahrleisten, wurde eine neue
Reinigungsstrategie entwickelt (vgl. 2.2.5). Direkt nach dem Zellaufschluss wurde der
Rohextrakt in Gegenwart von 1.5 M KCl auf eine Fractogel® EMD Phenyl (S) Saule geladen.
Um bel der Elution die Aggregation zu unterdricken, wurde anstatt mit einer niedrigen
Salzkonzentration mit 1 M L-Arginin €luiert. L-Arginin wird in vielen Fallen bei der invitro
Faltung von Proteinen verwendet, um eine Aggregation von Faltungsintermediaten zu
unterdricken (Buchner & Rudolph, 1991). Die anschliefende Bindung an den
K ationentauscher Fractogel® EMD SO* (S) gelang durch Dialyse gegen argininfreien Puffer in
Anwesenheit des Gelmaterials. Auf diese Weise wurde das Protein durch die Bindung an das
Gelmaterial wahrend der Dialyse auch bel niedrigen Salzkonzentration stabilisiert. Die
anschlief3ende Gédlfiltration wurde wieder unter Hochsal zbedingungen in 50 mM MOPS, 1.5 M
KCl pH 6.5 durchgefihrt. Aus 6 | Kulturmedium konnten auf diese Weise 2-3 mg gereinigtes
PABPNL1 erhalten werden. Eine Analyse des gereinigten PABPN1 mittels SDS-PAGE zeigte
eine Proteinbande bei ca. 50 kDa, wobei keine weiteren Verunreinigungen sichtbar waren
(Abb. 3.1).

Durch N-terminale Proteinsequenzierung wurde die Identitét des gereinigten Proteins
nachgewiesen. Auflerdem konnte in einem Aktivitétstest, bei dem die Bindung von PABPN1
an Poly(A) getestet wurde gezeigt werden, dass die Reinigung unter Hochsal zbedingungen
keinen Einfluss auf die Funktion des Proteins hat. Der Aktivitétstest wurde freundlicherweise
von Barbe Schulz (Institut fir Biochemie MLU Halle-Wittenberg) durchgefiihrt.
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Abb.3.1 SDSPAGE zur Kontrolle der Expression und Reinheit von PABPN1. Bahn 1. Gesamtzellfraktion
vor Induktion, Bahn 2: Gesamtzellfraktion nach dreistindiger Induktion, Bahn 3: gereinigtes PABPN1 nach
Gelfiltration, M = Molekularmassenstandard.

3.1.2 Spektrale Eigenschaften von PABPN1

Fur eine erste Charakteriserung von PABPN1 wurde ein Fern-UV-CD-Spektrum
aufgenommen (Abb. 3.2A). Aufgrund der hohen Salzkonzentration konnten im
Wellenldngenbereich unter 210 nm keine auswertbaren Datenpunkte erhalten werden. Das
Spektrum besitzt eine Schulter bei 215-225 nm. In Ubereinstimmung mit Strukturvorhersagen
mittels PredictProtein lésst die niedrige Signalamplitude auf einen geringen Antell an
Sekundérstrukturelementen im Protein schlief3en. Eine weitere Charakterisierung von PABPN1
wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie durchgefiihrt. Die Fluoreszenzemissions-Spektren von
PABPN1 werden durch die Fluoreszenz des einzigen Tryptophanrestes bestimmt (Abb. 3.2 B).
Natives PABPN1 besitzt ein Emissionsmaximum bei 344 nm. Unter denaturierenden
Bedingungen verschiebt sich das Emissionsmaximum zu 354 nm. Eine solche Rotverschiebung
des Emissionsmaximums kann durch die Veranderung der Umgebung der Tryptophanreste im
Proteinmolekil erkléart werden. Befinden sich die Tryptophane in einer wassrigen Umgebung,
so liegen dessen Emissionsmaxima bei ca. 350-353 nm (Burstein et al., 1973). Die Einbettung
der Seitenketten in eine hydrophobe Umgebung im Proteininneren fihrt zu Emissionsmaxima
bei kirzeren Wellenlangen zwischen 320-340 nm. PABPN1 besitzt nur einen Tryptophanrest,
welcher im C-terminalen Teil des Proteins an flnftletzter Position lokalisiert ist. Das
Emissionsmaximum des nativen Proteins bel 344 nm deutet auf eine partielle Exposition dieses
Tryptophanrestes hin.
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Abb.3.2 A) Fern-UV-CD-Spektrum von PABPN1. Das Spektrum wurde in 50 mM MOPS, 1.5M KClI,
pH 6.5 in einer 1 mm Kivette bei 20°C aufgenommen und pufferkorrigiert. Die Proteinkonzentration betrug
9 uM. B) Fluoreszenzemissions-Spektren von PABPN1. Das Spektrum des nativen Proteins ( ) wurde in
50mM MOPS, 1.5M KCI, pH 6.5, das Spektrum des denaturierten Proteins (- - -) mit zusétzlich 4 M
Guanidiniumthiocyanat bei einer Proteinkonzentration von 5 pM und einer Anregungswellenldnge von 295 nm
aufgenommen.

3.1.3 Thermische und chemische Stabilitat

Zur Untersuchung der Stabilitét von PABPN1 gegenuber dem Denaturierungsmittel
Guanidiniumthiocyanat wurden Fluoreszenzspektren bei unterschiedlichen
Guanidiniumthiocyanatkonzentrationen aufgenommen und deren Maxima bestimmt (Abb.
3.3A). Be niedrigen Guanidiniumthiocyanatkonzentrationen verschiebt sich das
Emissionsmaximum zunéchst zu niedrigeren Wellenlangen. Diese eher ungewohnliche
Blauverschiebung verlauft parallel zum Auftreten eines Lichtstreusignals und deutet auf die

Bildung von Aggregaten hin. Die Aggregate |6sen sich bel weiterer Erhéhung der
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Guanidiniumthiocyanatkonzentration wieder auf. Das Protein liegt dann denaturiert vor und

besitzt ein dafUr typisches Emissionsmaximum bei 356 nm.
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Abb. 3.3 A) Chemische Entfaltung von PABPN1. PABPN1 wurde bei einer Proteinkonzentration von 2 uM
in 50 mM MOPS, 1.5M KClI, pH 6.5 mit der jeweiligen Guanidiniumthiocyanatkonzentration verdinnt und 16 h
bei 20°C inkubiert. Die Fluoreszenzmaxima (e) wurden von den pufferkorrigierten Fluoreszenzspektren bei einer
Anregungswellenlénge von 295 nm bestimmt. Die Lichtstreuung (¢) wurde bei 360 nm (Anregungs-
wellenldnge: 360 nm) gemessen. B) Thermische Entfaltung von PABPNL1. Die Fluoreszenzemission (e) wurde
bei 345 nm (Anregungswellenlénge: 295 nm), die Lichtstreuung (o) bei 360 nm (Anregungswellenldnge: 360 nm)
bei einer Proteinkonzentration von 3.5 UM in Abhangigkeit von der Temperatur in 50 mM MOPS, 1.5 M KCl,
pH 6.5 unter Rihren vermessen.

Neben der Stabilitét gegentiber chaotrophen Chemikalien wurde die thermische Stabilitét
gemessen (Abb. 3.3B). Anaog der chemischen Entfaltung Kkorreliert hier eine
Intensitétszunahme des Fluoreszenzsignals mit dem Auftreten von Aggregaten, die erneut
durch Lichtstreuungsmessungen detektiert wurden. Erste Aggregatbildungen wurden ab ca.
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45°C beobachtet. Da sowohl die chemisch, as auch die thermisch induzierte Entfaltung von

PABPNL1 irreversibel sind, konnten keine thermodynamischen Parameter bestimmt werden.

3.1.4 Limitierte Proteolyse von PABPN1

PABPN1 besitzt selbst bei hoher Salzkonzentration, die eine ausfihrliche
biophysikalische Charakteriserung von PABPN1 nicht zulésst, eine deutliche
Aggregationstendenz. Ursache fir die Aggregation kénnte die entgegengesetzte Ladung der
beiden Termini sein. Einzelne Doménen von PABPN1, die keine solche zwitterionische
Struktur aufweisen, sollten ein besseres Ldslichkeitsverhaten besitzen. Mit Hilfe einer
limitierten Proteolyse sollten Doménen von PABPNL1 identifiziert werden. Hierfir wurde
PABPN1 mit Trypsin im Massenverhdtnis von 1:600 inkubiert, und die Proteolyse zu
verschiedenen Zeitpunkten anhand einer SDS-PAGE analysiert.

A M K. 1h 2h 4h 16h
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Abb.3.4 A) Tryptischer Verdau von PABPN1. Die Proteolyse von 330 pg/ml PABPN1 erfolgte in 50 mM
MOPS, 1.5M KCI, pH 6.5 bei 20°C mit 690 ng/ml Trypsin. 20 pl des Ansatzes wurden nach verschiedenen
Zeitpunkten auf eine SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Als Kontrolle (K) wurde ein Ansatz ohne Trypsin nach 16 h
Inkubationszeit aufgetragen. B) Chymotryptischer Verdau von a-RNP. Die Proteolyse erfolgte in 100 mM Tris,
10mM CaCl,, pH 7.8 bei 20°C und einer Proteinkonzentration von 500 pg/ml a-RNP und Chymotrypsin in
verschiedenen Massenverhdltnissen. Die Reaktion wurde nach 1 h abgestoppt und 10 pl auf ein SDS-PAGE-Gel
aufgetragen. Als Kontrolle (K) wurde ein Ansatz ohne Chymotrypsin nach 2 h aufgetragen.

Zunéchst wurde im SDS-PAGE-Gel ein stabiles Fragment bei ca. 18 kDa beobachtet
(Abb. 3.4 A). Dieses wurde bel langerer Inkubation zu einem kleineren Fragment von ca
13 kDa abgebaut. Fir eine Zuordnung im Protein wurden die Fragmente nach Auftrennung im
SDS-PAGE-Gel auf eine PVDF-Membran geblottet und N-terminal ansequenziert. Eine
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einheitliche Sequenz ergab sich nur bei dem groReren 18 kDa Fragment. Die ermittelte
Aminosauresequenz (VREME) konnte den Aminosauren 126-130 von PABPN1 zugeordnet
werden. Zur Ermittlung der C-terminalen Schnittstelle wurde das Fragment mittels RP-HPLC
gereinigt und anschlieffend durch Massenspektrometrie analysiert. Die Masse von 15443 Da
entspricht einer Domane von PABPN1, welche die Reste M 126-Rog3 umfasst. Dieses Fragment,
flankiert durch zwel tryptische Schnittstellen, enthélt das RNP-I- und RNP-II-Motiv und
besitzt N-terminal eine a-Helix. Diese Doméne wurde mit a-RNP bezeichnet.

Die N-terminale Sequenzanalyse des kleineren 13 kDa Fragments ergab keine
einheitliche Sequenz. Vielmehr wurden verschiedene N-Termini ab Aminosdure 145 von
PABPN1 ermittelt, wobel diese Fragmente auf eine chymotryptische Proteolyse hinwiesen.
Maoglicherweise sind leichte Verunreinigungen des Trypsins mit Chymotrypsin eine Ursache
fur diese Proteolyseprodukte. Um fir das 13 kDa Fragment eine eindeutige N-terminale
Sequenz bestimmen zu konnen, wurde die gereinigte a-RNP-Doméane einem Verdau mit
Chymotrypsin unterzogen (Abb. 3.4 B). Hierbel wurde, wie vermutet, ein Fragment mit einer
Grole von ca. 13 kDa im SDS-PAGE-Gel erhalten. Bei der N-terminalen Sequenzanalyse
konnte dieses Mal eine einheitliche Sequenz (SIEEK) bestimmt werden, welche den
Aminosauren 161-165 von PABPN1 entsprach.

Fur eine weitere biophysikalische Charakterisierung wurden nach Auswertung der
limitierten Proteolyse mit Trypsin bzw. Chymotrypsin folgende Doméanen kloniert: die N-
terminale Domane mit den Aminosauren 1-125 (N-WT), die RNP-Domane bestehend aus den
Aminosaureresten 161-263, sowie die a-RNP-Doméne von Aminosdure 126-263. Eine

schematische Darstellung der klonierten Domanen ist in Abb. 3.5 gezeigt.

1 125

@ b v
126 263

161 263
:‘:H:‘:.:‘: RNP

Abb.35 Schematische Darstellung der klonierten Konstrukte von PABPN1. Sekundérstrukturelemente,
die mittels PredictProtein vorhergesagt wurden, sind durch rote Zylinder (a-Helix) und griine Pfeile ([3-Strang)
dargestellt. Die Nummerierung der Aminosduren entspricht der von PABPN 1.
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3.2 Untersuchungen einzelner Domanen von PABPN1

3.2.1 Expression und Reinigung der N-terminalen Doméane (N-WT)

Eine Expression der N-terminalen Doméne von PABPN1 (N-WT) konnte nur im Kontext
mit einem N-terminalen His-tag erreicht werden. Fur die Reinigung von N-WT wurde deshalb
zunéchst eine Affinitétschromatographie mittels Ni-NTA und anschlief3end eine Gelfiltration
durchgefihrt. Das so erhaltene Protein lasst sich bel ca 25kDa ohne sichtbare
Verunreinigungen mit SDS-PAGE nachweisen (Abb. 3.6.).
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Abb.3.6 SDSPAGE zur Kontrolle der Expression und Reinheit der N-terminalen Doméane von PABPN1
(N-WT). Bahn 1. Gesamtzellfraktion vor Induktion, Bahn 2. Gesamtzellfraktion nach dreistiindiger Induktion,
Bahn 3: gereinigte N-terminale Doméne von PABPN1 nach Gelfiltration, M = Molekularmassenstandard.

Aus 61 Kulturmedium wurden 5 - 10mg gereinigtes N-WT erhalten. Laut
Strukturvorhersagen wurden fur N-WT keine ausgepragten Sekundarstrukturen erwartet,
dennoch wurde weder bei der Expression noch wahrend der Reinigung ein proteolytischer
Abbau beobachtet. Die Identitdt des gereinigten Proteins wurde durch N-terminae
Sequenzierung und Bestimmung der Masse bestédtigt. Eine Aggregationstendenz wie bei
PABPN1 wurde, selbst bei hohen Proteinkonzentrationen (2.2 mM) in einem pH-Wert Bereich
von 4.5-9.0, nicht beobachtet.
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3.2.2 Charakterisierung von gereinigtem N-WT

Zur Analyse des Sekundarstrukturgehaltes von N-WT wurden Fern-UV-CD-Spektren mit
und ohne Denaturierungsmittel aufgenommen (Abb. 3.7 A). Das Spektrum in Anwesenheit von
6 M Guanidiniumhydrochlorid zeigt den Verlauf einer vollstandig entfalteten Polypeptidkette.
Ohne Denaturierungsmittel verlauft das Spektrum mit einer breiten Schulter bei 215-223 nm
und einem tiefen Minimum bel 198 nm. Die geringe Intensitét der Schulter und das tiefe
Minimum bei 198 nm deuten auf eine Uberwiegend durch random coil geprégte Struktur hin,

die nur sehr geringe Anteile von Sekundérstrukturelementen aufweist.
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Abb. 3.7 A) Fern-UV-CD-Spektren der N-terminalen Doméne von PABPN1. CD-Spektren von N-WT
wurden in 5mM MOPS, pH65 (—) in ener 0.1mm Kivette und in 5mM MOPS, 6M
Guanidiniumhydrochlorid, pH 6.5 (- - -) in einer 1 mm Kivette gemessen. Beide Spektren wurden bei einer
Proteinkonzentration von 70 uM aufgenommen und pufferkorrigiert. B) Temperaturinduzierte Entfaltung von
N-WT. Die Fluoreszenzemission wurde bel 305 nm (Anregungswellenlénge: 277 nm) in einer rihrbaren 1 cm
Kivette in 5mM MOPS, pH 6.5 in Abhangigkeit von der Temperatur gemessen. Wéahrend der Aufheizphase (o)
wurden Datenpunkte in 1°C-Schritten, wéhrend der die Abkuhlphase (o) in 5°C-Schritten aufgenommen.
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Fur eine geringe Strukturierung von N-WT spricht auch der nicht-kooperative Verlauf
der thermischen Denaturierung (Abb. 3.7 B). Sowohl in der Aufheiz- as auch in der
Abkiihlphase wurde eine nahezu lineare Anderung des Fluoreszenzsignals beobachtet. Auch
die chemischen Entfaltungen mittels Guanidiniumthiocyanat und Harnstoff besal3en keinen
kooperativen Kurvenverlauf. Die isolierte N-terminde Doméane weist vermutlich keine

nennenswerte Tertidrstruktur auf.

3.2.3 Expression und Reinigung von RNP und a-RNP

Sowohl bei RNP als auch bei a-RNP konnte eine sehr starke Uberexpression mit dem
Expressionsplasmid pET11a/RNP bzw. pET1la/0-RNP ereicht werden (Abb. 3.8). Die
Aufreinigung von RNP und a-RNP erfolgte, wie in Kap. 2.2.5 beschrieben. Eine Stabilisierung
durch Hochsalzbedingungen wie bei PABPN1 wurde nicht benétigt. Beide Proteine konnten
ohne Aggregatbildung in hohen Konzentrationen (>1.5mM) erhalten werden. Aus 6|
Kulturmedium wurde in beiden Fdlen eine Ausbeute von 50-70 mg erzielt. Nach der
abschliefienden Gelfiltration waren mittels SDS-PAGE weder bei RNP noch bel a-RNP
Verunreinigungen detektierbar (Abb. 3.8).

A) M 1 2 3 B) M 4 5 6
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Abb.3.8 SDSPAGE zur Kontrolle der Expression und Reinheit von A) a-RNP und B) RNP. Bahn 1
und 4: Gesamtzellfraktion vor Induktion, Bahn 2 und 5: Gesamtzellfraktion nach dreistiindiger Induktion, Bahn 3
und 6: gereinigte Proteindoméanen nach Gelfiltration, M = Mol ekularmassenstandard.

Die Identitét der gereinigten Proteine wurde mittels Massenspektrometrie Uberprift (vgl.
Anhang). Wéahrend die RNP-Doméne als homogene Spezies ohne Startmethionin vorlag,

waren 20 % der Préparation der a-RNP-Doméane mit Startmethionin.
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3.2.3.1 Charakteriserung von RNP und a-RNP mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie

Zur Analyse des Sekundarstrukturgehalts wurden Fern-UV-CD-Spektren beider Proteine
aufgenommen (Abb. 3.9 A). Das Spektrum von RNP, mit einer kleinen Schulter bel ca. 221 nm
und zwei schwach ausgepragten Minima bei 212 und 207 nm, weist auf das Vorhandensein
von a- und 3-Strukturen hin. Bei a-RNP, das aminoterminal um 35 Aminosduren langer ist,
wird das Fern-UV-CD-Spektrum deutlich durch a-helikale Anteile bestimmt. Es wurden ein
Minimum bei 210 nm und zwel kleine Schultern bei 221 und 226 nm beobachtet. Fir eine
genauere Interpretation der Anderung der  Sekundérstrukturanteile  wurde ein
Differenzspektrum anhand von GlI. 2.8 berechnet (Abb. 3.9 B).
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Abb.3.9 A) Fern-UV-CD-Spektren von a-RNP und RNP. CD-Spektren von RNP (—) und a-RNP (- - -)
wurden in 5mM MOPS, pH 6.5 in 0.1 mm Kivetten bei einer Proteinkonzentration von 65 uM bzw. 75 uM
aufgenommen und pufferkorrigiert. B) Berechnetes Differ enzspektrum von a-RNP und RNP. Die Berechnung
des Differenzspektrums erfolgte nach Gl. 2.8 mit AN = 35 Aminosauren.
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Dabei werden zwei Minimabei 228 und 209 nm und ein Maximum bei 298 nm deutlich.
Das entspricht weitgehend einem Fern-UV-CD-Spektrum eines a-helikalen Proteins und
bestétigt die computergestiitzte Vorhersage einer a-helikalen Struktur fir den Bereich dieser

35 Aminosauren von o-RNP.

3.2.3.2 Untersuchungen zur Oligomerisierung von RNP und a-RNP

Berechnungen mit dem Programm COILS am EMBnet-Server ergaben eine sehr hohe
Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung einer coiled coil Struktur der N-terminalen a-Helix von
0o-RNP (Lupas, 1996). Solche Strukturen dienen bel Proteinen meist zur Ausbildung von
Dimeren oder htheren Oligomeren. Um eine Dimerisierung bzw. héhere Oligomerisierung von
o-RNP zu untersuchen, wurden analytische Gelfiltrationsdaufe an einer Superdex 75-Saule
durchgefuhrt. Zunéchst wurde die Saule mit BSA, Cytochrom C, OvabuminA und
Carboanhydrase geeicht und das Ausschlusss und Gesamtvolumen mit Dextranblau und
Aceton bestimmt. Die Quotienten der Elutionsvolumina (V) und dem Ausschlussvolumen (Vo)
wurden gegen die logarithmierten Molekularmassen der Eichproteine aufgetragen. Die
Eichgerade wurde durch lineare Regression erhaten (Abb. 3.10). Anschlief3end wurden
Gelfiltrationddufe mit unterschiedlichen Konzentrationen (10-60 uM) von a-RNP und RNP
durchgefuihrt. Eine konzentrationsabhangige Anderung des Elutionsvolumens wurde nicht
beobachtet. Anhand der Eichgerade wurde fir a-RNP eine Molekularmasse von ca. 24 kDa
und fur RNP von ca. 11 kDa ermittelt (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 Analytische Gelfitration von a-RNP und RNP. Die Gelfiltrationsldufe der Eichproteine wurden
bei einer Flussrate von 24 cm/h bei einer Konzentration von 0.5 mg/ml und einem Auftragsvolumen von 0.8 %
des Saulenvolumens durchgefiihrt. Das Ausschlussvolumen (Vo) wurde mittels Dextranblau unter gleichen
Bedingungen bestimmt. Die Gelfiltrationdéufe von a-RNP und RNP erfolgten bei Konzentrationen von 10-
60 UM unter ebenfalls identischen Bedingungen.
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Die durch Gelfiltration bestimmte Masse von RNP ist in sehr guter Ubereinstimmung mit
der eines Monomers (11.5 kDa). Da eine Massenbestimmung mittels Gelfiltration globuldre
Proteine voraussetzt, kann weiterhin davon ausgegangen werden, dass die RNP-Doméne in
einem globulédr gefalteten Zustand vorliegt. Bei a-RNP hingegen lag die mit 24 kDa bestimmte

Masse zwischen der eines Monomers (15.5 kDa) und eines Dimers (31 kDa).
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Abb. 3.11 Analytische Ultrazentrifugation von A) a-RNP und B) RNP. Dargestellt sind die jeweiligen
Gleichgewichtdaufe bei 20000 rpm Uber 16 h bei 20°C. Die Laufe wurden in 5mM MOPS, 100 mM NaCl,
pH 6.5 bei einer Proteinkonzentration von 25uM a-RNP bzw. 30 uM RNP durchgefihrt. Unterer Teil:
Abweichung des Kurvenangleichs von den experimentellen Daten
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Um zu unterscheiden, ob diese Abweichung auf ein Gleichgewicht zwischen Monomeren
und Dimeren hinweist, oder durch eine nicht-globuldre Molekilstruktur hervorgerufen wird,
wurde die a-RNP-Doméne mittels Ultrazentrifugation untersucht. Dabei wurden sowohl
Sedimentations- as auch Gleichgewichtdaufe mit der a-RNP-Doméane durchgefihrt (Abb.
3.11). Die RNP-Doméne wurde als Kontrolle mitgefuhrt. Fur a-RNP wurde eine
Molekularmasse von ca. 15 kDa und fur RNP eine Masse von ca. 11 kDa bestimmt. Beide
Proteine liegen somit eindeutig monomer vor. Wahrend die RNP-Doméane eine kompakte
globuldre Molekilform besitzt, scheint die RNP-Doméane mit der zusétzlichen a-Helix nicht

als globuléres Protein vorzuliegen.

3.2.3.3 Wechsdwirkung der RNP-Doméne mit ssRNA

Untersuchungen zur Wechselwirkung von PABPN1 mit Poly(A) ergaben, dass
durchschnittlich 11-15 Adenylatreste von einem Molekil PABPN1 gebunden werden (Meyer
et al.,, 2002; Nemeth et al., 1995). Mittels Filterbindungsexperimenten wurde eine
Dissoziationskonstante von Kp = 2 nM bestimmt (Wahle et al., 1993). Im Folgenden wurde die
Wechselwirkung der isolierten RNP-Doméane mit einer ssSRNA mit 15 Adenylatresten (Ais)
mittels Oberflachenplasmonresonanz untersucht. Die ssRNA wurde hierfir Uber Biotin an
einem Streptavidin-Chip immobilisiert. Zur Ermittlung der Bindungskonstante wurde die
Proteinlosung in einer Flusszelle Uber den Chip geleitet und die Massenzunahme
konzentrationsabhangig gemessen (Abb. 3.12 A). Nach Injektion stellte sich durch eine sehr
schnelle Assoziationsreaktion rasch ein Bindungsgleichgewicht ein. Die schnelle Abnahme des
Resonanzsignals nach Beendigung der Injektion weist auf eine sehr schnelle Dissoziation hin.
Die Ermittlung der Bindungskonstante erfolgte Uber die Resonanzintensitéten im
Gleichgewicht nach Gl. 2.9. Der Kurvenangleich durch nichtlineare Regression ist in Abb.
3.12 B gezeigt. Es wurde eine Dissoziationskonstante von Kp = 1.1 + 0.2 uM bestimmt. Die
Spezifitdt der Bindung zwischen der RNP-Doméane und immobilisierter RNA wurde durch
Kompetitionsversuche mit freiem Ajs gezeigt. Hierzu wurden unterschiedliche
Konzentrationen an freiem A5 mit einer konstanten Konzentration von RNP vorinkubiert und
anschlie?end die Bindung an immobilisiertes Ajs gemessen. Die hierbei erhaltenen
Sensogramme sind in Abb. 3.13 A dargestellt. Die Auswertung der Resonanzsignale im
Gleichgewicht (Abb. 3.13 B) ergab in guter Ubereinstimmung mit dem zuvor bestimmten Wert
eine Dissoziationskonstante von Kp = 0.7 £ 0.2 uM. Eine unspezifische Wechselwirkung der

RNP-Doméane mit dem Sensorchip kann somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.12 A) Sensogramme der Bindung von RNP an einen Sensorchip mit immobilisertem As. Die
Sensogramme wurden bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen mit einer Flussrate von 15 pl/min in 50 mM
MOPS, 100 mM NaCl, pH 6.5 bei 20°C gemessen. B) Resonanzintensitdten der Bindungsmessungen im
Gleichgewicht. Die ermittelten Resonanzintensitdten im Bindungsgleichgewicht wurden gegen die
Proteinkonzentration aufgetragen und mit Hilfe des Programms BlAevaluation 3.0 (Biacore AB, Freiburg) unter
der Annahme einer 1:1 Bindung die Dissoziationskonstante nach Gl. 2.15 bestimmt.

In unabhéngigen Filterbindungsexperimenten wurde fur die isolierte RNP-Domane eine
Bindungskonstante von 1.5puM bestimmt (Kdhn, personliche Mitteilung). Die ermittelte
Dissoziationskonstante der isolierten RNP-Domane ist um drei Zehnerpotenzen hoher als die
des Gesamtproteins. Die isoliete RNP-Doméne bindet zwar ssRNA, fir eine starke

Wechselwirkung scheinen jedoch weitere Bereiche von PABPN1 verantwortlich zu sein.
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Abb. 3.13 A) Sensogramme der Kompetitionsexperimente zur Wechselwirkung der RNP-Doméane mit As.
Unterschiedliche Konzentrationen an freiem A5 wurden mit 1.6 uM RNP in 5 mM MOPS, 100 mM NaCl, pH 6.5
fr 1 min inkubiert und anschlief3end die Bindung an einem Sensorchip mit immobilisiertem A5 gemessen. B)
Resonanzintensitdten der Kompetitionsmessungen im Gleichgewicht. Aufgetragen wurden die
Resonanzintensitdten im Gleichgewicht gegen die Konzentrationen an freiem Ajs. Die Bestimmung der
Dissoziationskonstante erfolgte durch nichtlineare Regression unter Verwendung von Gl. 2.15.

3.2.3.4 Stabilitat der RNP-Doméne gegentiber chemischen Denaturierungsmitteln

Nach Uberprifung der Funktionalitat der RNP-Domane wurde deren Stabilitét gegeniiber
chemischen Denaturierungsmitteln untersucht. Beobachtet wurde die Anderung der
Fluoreszenzintensitét in Abhangigkeit von der Guanidiniumthiocyanatkonzentration (Abb.
3.14 A). Der Ubergang vom nativen in den denaturierten Zustand verlief reversibel. Mit Gl. 2.4
und Gl. 2.5 wurde die freie Stabilisierungsenthalpie zu AG(H»0) = 15.2 + 0.8 kJ/mol und eine
Kooperativitd von 31.6 + 1.8 kJ/mol/M bestimmt. Der Ubergangsmittelpunkt liegt bei ca.



Ergebnisse 48

0.5M Guanidiniumthiocyanat. Da die Entfatung bereits bel relativ geringen
Guanidiniumthiocyanatkonzentrationen beginnt, stehen nur wenig Datenpunkte zur Ermittlung
der linearen Abhangigkeit der Fluoreszenz des nativen Proteins von der
Denaturierungsmittelkonzentration  zur  Verfugung.  Deshalb  wurde die  mit
Guanidiniumthiocyanat berechnete freie Stabilisierungsenthalpie durch Messungen mit dem
schwécheren Denaturierungsmittel Harnstoff Gberprift (Abb. 3.14 B).

rel. FHuoreszenzintensitét bei 304 nm
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Abb. 3.14 Chemisch induzierte Entfaltungs- und Rickfaltungsiibergange mit A) Guanidiniumthiocyanat
und B) Harnstoff, gemessen mit Fluoreszenzemissionsspektroskopie. Fur die Messungen der
Entfaltungsiibergange (o) wurde die native RNP-Doméne, fir die Ruckfaltungsiibergdnge (o) die denaturierte
RNP-Doméne in Pufferldsungen mit unterschiedlichen Denaturierungsmittelkonzentrationen verdiinnt. Nach 16 h
Inkubation bei 20°C wurden die Proben in einem Fluoreszenzspektrometer vermessen. Die
Denaturierungsmittelkonzentration wurde refraktrometrisch  bestimmt. Die Proteinkonzentration bei den
Ubergangsmessungen mit Guanidiniumthiocyanat betrug 35 pg/ml, mit Harnstoff 50 pg/ml. Die Auswertung
erfolgte nach Pufferkorrektur der einzelnen Fluoreszenzspektren bei 304 nm (Anregungswellenlange: 277 nm).
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Hierbei waren ausreichend Messpunkte vorhanden, um alle Parameter aus Gl. 2.4 sicher
bestimmen zu konnen. Die freie Stabilisierungsenthalpie wurde zu AG(H.0) = 15.1 +
0.8 kI/mol bestimmt. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit dem bestimmten Wert aus dem
Ubergang mit Guanidiniumthiocyanat. Die Kooperativitat wurde zu m = 4.5 + 0.3 kJ/mol/M
bestimmt. Der Ubergangsmittelpunkt lag bei 3.3 M Harnstoff. Eine thermische Entfaltung
verlief unter Aggregation.

3.2.35 Kristallisation einzelner Doménen zur Aufklarung der 3D-Struktur

Fur eine Aufklérung der 3D-Struktur von PABPN1 mittels rontgenographischen
Untersuchungen an Proteinkristallen, wurden Kristallisationsversuche mit den einzelnen
isolierten Domanen durchgefihrt. Die Kristallisation erfolgte nach der Hangetropfmethode.
Um erste Bedingungen fur ein Kristallwachstum zu ermitteln, wurden die Pufferbedingungen
aus den in Tab2.14 aufgelisteten Screens der Firma Hampton Research verwendet. Die
Proteinproben wurden vor Kristallisation gegen Wasser dialysiert und die Konzentration auf 8
mg/ml eingestellt. Um eine Oxidation der Cysteine von a-RNP und RNP auszuschlief3en,
wurde nach 21 Tagen die Anzahl freier Cysteine bestimmt. RNP und a-RNP besitzen jewells
zwei freie Cysteine, die durch einen Ellmans-Test nachgewiesen werden konnten (Ellman,
1959).

Bei der RNP-Doméne konnten zwei verschiedene Kristallformen beobachtet werden.
Unter den Bedingungen 100 mM HEPES, 20 % (w/v) PEG 6000, pH 7.0 und 100 mM Tris,
20 % (w/v) PEG 6000, pH 8.0 des Grid Screen PEG 600001 wurden nach 4-7 Tagen Kristalle
beobachtet. Da die Kristale klein und verwachsen waren, wurden die
Kristallisationsbedingungen verfeinert. Hierzu wurden zunéchst der pH-Wert und die
Féllungsmittelkonzentration variiert. Eine weitere Optimierung wurde im Rahmen eines
Forschungsgruppenpraktikums von Grit Lodderstedt durchgefiihrt. Die optimierten
Bedingungen, unter denen grofere Einkristalle erhalten wurden, sind in Tab. 3.1 aufgelistet
(Abb. 3.15). Die Kristalle wurden réntgenographisch von Prof. Dr. M. Stubbs untersucht. Sie
besalRen eine monokline Raumgruppe und beugten bis 2.1 A, wobei ein vollstandiger Datensatz
bis 2.6 A aufgenommen wurde.

Eine weitere Kristallform wurde nach ca. 90 Tagen in 100 mM NaAc, 100 mM CdCl,
und 30 % PEG 400, pH 4.6 des Crystal Screens™ Il beobachtet (Abb. 3.15 B). Die Kristalle
lagen zwar einzeln vor, waren jedoch sehr klein. Rontgenographische Untersuchungen
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ergaben, dass es sich hierbei um einen Kristallzwilling handelte, welcher fir eine
Strukturaufkldrung ungeeignet ist. Eine Auswertung erfolgte deshalb nur mit dem Datensatz
der  monoklinen Kristallform. Fir die Zuordnung der Elektronendichte der
rontgenographischen Daten wurde versucht, mit dem Programm MOLREP anhand bekannter
Strukturen dhnlicher RNP-Doménen die Phasenbestimmung durchzufthren. Obwohl diese
Doménen alle eine sehr dhnliche Faltung besitzen, konnten die Phasen bisher nicht bestimmt
werden. Deshalb sollen nun weitere Kristallisationsansdtze unter Verwendung von

Schweratomderivaten durchgefuhrt werden.

Tab.3.1 Optimierte Bedingungen firr die Kristallisation der RNP- Doméane

Bedingung optimale Werte
Puffer zur Dialyse vor Kristallisation 5mM TrispH 8.0
eingesetzte Proteinkonzentration 6-8 mg/ml
Tropfengroie 4-10 pl Proteinldsung + 10 pl Kristallisationspuffer
Kristallisationspuffer 100 mM Tris
pH-Wert 8.0
Falungsmittel PEG 6000
Féllungsmittelkonzentration 16-20 % (w/v)
Temperatur 20°C

Abb.3.15 A) Kristalle der RNP-Doméne unter optimierten Bedingungen. Der Kristallisationstropfen
enthielt 10 pl Proteinlésung (730 uM RNP in 5 mM Tris, pH 8.0) und 10 pl Kristallisationspuffer (100 mM Tris,
18 %, PEG 6000, pH 8.0) und wurden bei 20°C inkubiert. B) Kristalle der RNP-Doméne aus dem Crystal
Screen™ |1, Der Krigtalisationstropfen enthielt 2 pl Proteinlésung (730 uM RNP in H0) und 2 pl
Kristallisationspuffer (100 mM NaAc, 100 mM CdCl,, 30 % PEG 400, pH 4.6) und wurde ebenfalls bei 20°C
inkubiert.
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3.3 Untersuchungen zum Einfluss der Alaninexpansion und

Alanindeletion auf PABPN1

Als genetische Ursache fur OPMD wurden GCG-Expansionen am 5'-Ende des PABPN1-
Gens identifiziert. Uber den molekularen Zusammenhang zwischen der daraus resultierenden
verlangerten Alaninsequenz am N-Terminus von PABPN1 und den beobachteten nukledren
Aggregaten in Muskelgewebszellen von Patienten gab es bislang keine Erkenntnisse. In dieser
Arbeit wurden daher Mutanten mit der langsten bekannten Alaninexpansion (PABPN1-
(+7)Ala) und eine nicht natUrliche Mutante mit deletierter Alaninsequenz (PABPN1-AAIQ)

detailliert in vitro untersucht.

3.3.1 Expression und Reinigung von PABPN1-(+7)Ala und PABPN1-AAla

Eine Uberexpresson von PABPN1-(+7)Ala mit dem Expressionsplasmid
PET11a/PABPN1-(+7)Ala konnte durch Analyse mittels SDS-PAGE nicht detektiert werden.
Als Ursache wurde die Ausbildung eines sehr stabilen Hairpin Loops innerhalb der ersten 25
Nukleotide der kodierenden Sequenz vermutet. Durch eine ortsgerichtete Mutagenese wurde
diese Sequenz so verandert, dass die Bildung des Hairpin Loops unterdrtickt wurde, ohne die
kodierte Aminosauresequenz zu verdndern. Mit dem erhaltenen Expressionsplasmid
PET11a/PABPN1-(+7)AlaQC konnte nun eine Uberexpression mittels SDS-PAGE-Gel
nachgewiesen werden (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 SDSPAGE zur Kontrolle der Expression und Reinheit von PABPN1-(+7)Ala. Bahn 1:
Gesamtzellfraktion vor Induktion, Bahn 2. Gesamtzellfraktion nach dreistiindiger Induktion, Bahn 3: gereinigtes
PABPN1-(+7)Alanach Gelfiltration, M = Mol ekularmassenstandard.
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Die Reinigung von PABPN1-(+7)Ala erfolgte analog zu PABPN1, wobe aus 61
Kulturmedium 1-2 mg gereinigtes PABPN1-(+7)Ala erhaten wurden. PABPN1-AAla wurde
unter Verwendung des Plasmids pET11a/PABPN1-AAla tberexprimiert und ebenfalls nach der
Vorschrift von PABPN1 gereinigt. Die Ausbeute aus 61 Kulturmedium betrug 3-4 mg. Bei
Anadyse der gereinigten Proteinprdparation mittels SDS-PAGE wurden keine
Verunreinigungen festgestellt (Abb. 3.16 und Abb. 3.17). Die Identifizierung der Proteine
erfolgte durch N-terminale Sequenzierung. Aufgrund der hoheren e ektrophoretischen
Mobilitét der Alaninexpandierten Mutante im SDS-PAGE im Vergleich zum Wildtyp und der
Deletionsmutante wurde PABPN1-(+7)Ala zusétzlich mittels Massenspektrometrie untersucht.
Die experimentell bestimmte Masse von 33135,8 Daiist in sehr guter Ubereinstimmung mit der
theoretischen Masse von 33132,6 Da. Ein vorzeitiger Kettenabbruch bei der Proteinsynthese

kann somit ausgeschlossen werden.
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Abb.3.17 SDSPAGE zur Kontrolle der Expresson und Reinheit von PABPN1-AAla. Bahn 1
Gesamtzellfraktion vor Induktion, Bahn 2: Gesamtzellfraktion nach dreistiindiger Induktion, Bahn 3: gereinigtes
PABPN1-AAla nach Gelfiltration, M = Molekularmassenstandard.

3.3.2 Untersuchungen zur Struktur und Stabilitat von PABPN1-(+7)Ala

und PABPN1-AAla

Zunéchst wurden Fern-UV-CD-Spektren von PABPN1-(+7)Ala und PABPN1-AAla
aufgenommen und mit dem von PABPNL1 verglichen (Abb. 3.18 A). Weder die Mutante mit
der Alaninexpansion noch die Mutante mit der Deletion der N-terminalen Alanine zeigte dabel
eine markante Anderung des CD-Spektrums. Vielmehr besalRen alle drei Proteine ghnliche CD-
Spektren. Das lasst darauf schliefen, dass durch die N-terminalen Mutationen keine
signifikanten Strukturénderungen im Protein induziert werden.

Die Stabilitdt der Mutanten gegentber Guanidiniumthiocyanat wurde mittels

Fluoreszenzspektroskopie vermessen. Die Auswertung der Spektren erfolgte durch die
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Auftragung der Emissionsmaxima gegen die Guanidiniumthiocyanatkonzentration. Die
Emissionsmaxima der Proteine in nativem und denaturiertem Zustand entsprachen dem von
PABPN1. Analog zum Wildtyp-Protein verschiebt sich das Emissionsmaximum bei geringer
Guanidiniumthiocyanatkonzentration zu niedrigeren  Waellenldngen (Abb. 3.18 B).
Lichtstreuungsmessungen ergaben, dass die Mutanten &hnlich wie der Wildtyp bereits bei
geringer Guanidiniumthiocyanatkonzentration aggregierten. Bei htheren Denaturierungsmittel-
konzentrationen |6sen sich die Aggregate wieder auf, wobei sich die Emissionsmaxima zu

hoheren Wellenlangen verschieben.

A 0 T T T T T T
-2000+
-4000-

-6000+

[O]yaw [Mdeg cm’ dmol ™|

-8000- .

190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange [nm]

Emissionsmaximum [nm]
1
¢
1

00 05 10 15 20 25 30
Guanidiniumthiocyanat [M]

Abb.3.18 A) Fern-UV-CD-Spektren von PABPN1 (——), PABPN1-(+7)Ala (——) und PABPN1-AAla
( ). Die Spektren wurden in 50 MM MOPS, 1.5 M KCl, pH 6.5 in 1 mm Kivetten bei 20°C aufgenommen und
pufferkorrigiert. Die Proteinkonzentrationen betrugen 9 uM PABPN1, 10 uM PABPN1-(+7)Ala und 8 uM
PABPN1-AAla. B) Denaturierungsiberginge von PABPN1 (e), PABPN1-(+7)Ala (e¢) und PABPN1-AAla
(). Dargestellt sind die Emissionsmaxima in Abhangigkeit von der Guanidiniumthiocyanatkonzentration. Alle
Fluoreszenzspektren wurden in einer 1 cm Kivette bei einer Anregungswellenldnge von 295 nm und einer
Proteinkonzentration von 1 uM aufgenommen.



Ergebnisse 54

Untersuchungen des  Aggregationsverhaltens der  Mutanten anhand  von
Lichtstreuungsmessungen, in Abwesenheit von Denaturierungsmitteln, ergaben wie bei
PABPN1 eine Aggregatbildung nach drel bis vier Tagen. Eine Anayse der gebildeten
Aggregate auf die Anwesenheit von amyloiden Strukturen wurde mit dem Farbstoff Kongorot
durchgefiihrt. Eine gelblich-grine Doppelbrechung unter linear polarisiertem Licht, wie sie
nach Bindung von Kongorot an solche Strukturen fihrt, konnte weder bei den Aggregaten des

Wildtyp-Proteins noch bei den Mutanten beobachtet werden.

34 Untersuchungen zum Einfluss der Alaninexpansion und

Alanindéeletion auf die N-terminale Domane von PABPN1

PABPNL1 und die Alaninexpansions- bzw. Alanindeletionsmutante neigten in vitro stark
zur unspezifischen Aggregation. Selbst unter den stabilisierenden Hochsal zbedingungen
konnten die Proteine nicht fur langere Zeit in Losung gehaten werden. Um dennoch eine
Fibrillenbildung in Abhangigkeit von den Alaninresten am N-Terminus von PABPN1
analysieren zu konnen, wurden im Folgenden Experimente mit der N-terminalen Domane von
PABPN1 (Reste 1-125) durchgefiihrt. Dieser experimentelle Ansatz schien gerechtfertigt, da
die einzige molekulare Anderung in den OPMD verursachenden Varianten sich auf eine
Verlangerung des N-Terminus durch zusétzliche Alaninreste beschrankt. In Analogie zur
Alaninexpansionsmutante (PABPN1-(+7)Ala) und Alanindeletionsmutante (PABPN1-AAla)

wurde N-(+7)Alabzw. N-AAlakloniert, exprimiert und gereinigt.

3.4.1 Expression und Reinigung von N-(+7)Alaund N-AAla

Fir die Uberexpression der N-terminalen Domanen wurden die Expressionsplasmide
PET15b/N-(+7)Ala und pET15b/N-AAla verwendet. Die Gesamtzellextrakte vor und nach
dreistindiger Expression sind in Abb. 3.19 dargestellt. Zur Reinigung der Proteine wurde nach
der gleichen Reinigungsvorschrift wie fir N-WT verfahren, wobel aus 61 Kulturmedium
Ausbeuten von 3-5mg fur N-(+7)Ala und 6-10mg fur N-AAla erreicht wurden. Die
Herstellung grofRerer Proteinmengen erfolgte durch Fermentationen nach dem Fed-Batch
Verfahren. Aus einer Fermentation mit 8 | Kulturmedium konnten hierbel 80-90 mg N-WT und
50-60 mg N-(+7)Alaisoliert werden.
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N-(+7)Ala und N-AAla verhielten sich beziglich ihrer Loslichkeit, insbesondere bei
hohen Konzentration und erhohter Temperatur, dhnlich wie N-WT. Die Uberpriffung der
Reinheit der Proteinpréparationen erfolgte mittels SDS-PAGE. Auler einer Bande im
erwarteten Molekulargewicht wurden keine weiteren Banden im Gel beobachtet (Abb. 3.19).
Die ldentifizierung der gereinigten Proteine erfolgte durch die Massenbestimmung mittels ES|
und MALDI (Anhang).
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Abb.3.19 SDS-PAGE zur Kontrolle der Expression und Reinheit von A) N-(+7)Ala und B) N-AAla
Bahn 1: Gesamtzellfraktion vor Induktion, Bahn 2: Gesamtzellfraktion nach dreistiindiger Induktion, Bahn 3:
vereinigte Fraktionen nach Gelfiltration, M = Molekularmassenstandard.

3.4.2 Strukturelle Charakterisierung von N-(+7)Alaund N-AAla

Zunéchst wurden die CD-Spektren von N-(+7)Ala und N-AAla von 190-260 nm
aufgenommen und mit dem von N-WT verglichen (Abb. 3.20). Wahrend das Spektrum von
N-AAla bis auf geringe Unterschiede in der Signalintensitdt zwischen 210-230 nm und beim
Hauptminimum bei 198 nm dem Spektrum von N-WT sehr dhnelte, wies das Spektrum von N-
(+7)Ala deutliche Unterschiede auf. Es wurde eine deutliche Zunahme des CD-Signals im
Bereich zwischen 210-230 nm und eine Verschiebung des Hauptminimums von 198 nm nach
202nm beobachtet. Diese Anderungen deuten auf einen erhdhten Anteil an
Sekundérstrukturelementen hin. Fir eine bessere Interpretation der Signaldnderung bel
N-(+7)Ala wurde das Differenzspektrum zu N-WT nach Gl. 2.8 berechnet. Dieses besitzt zwei
Minima bei ca. 223 und 207 nm und ein Maximum bei 194 nm. Extrema in diesen Bereichen
sind charakteristisch fur eine dominante a-helikale Struktur. Untersuchungen hinsichtlich der
Stabilitét ergaben, wie auch bel N-WT beobachtet, weder fur N-(+7)Ala noch fir N-AAla

kooperative Ubergéange.
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Abb. 3.20 A) Fern-UV-CD-Spektrum von N-WT (——), N-(+7)Ala (——) und N-AAla ( ). Die Spektren
wurden in 5mM MOPS pH 6.5 in 0.1 mm Kulvetten bei 20°C aufgenommen und pufferkorrigiert. Die
Proteinkonzentrationen betrugen 77 pM N-WT, 88 uM N-(+7)Ala und 75 uM N-AAla. B) Differenzspektrum
von N-(+7)Ala und N-WT. Die Berechnung des Spektrums erfolgte nach Gl. 2.8 unter Verwendung der
Aminosaurezahldifferenz von AN, = 7.

3.4.3 Untersuchung zur Fibrillenbildung der N-terminalen Doméanen

Da die N-terminalen Doménen auch bei erhthter Temperatur eine auf¥erst gute
Lodlichkeit aufwiesen, wurden fir die ersten Versuche, eine Fibrillenbildung zu induzieren,
relativ. extreme Bedingungen gewdhlt. Die N-terminalen Doménen wurden bei einer
Proteinkonzentration von 2.2 mM in 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3 pH 7.4
bei 60°C inkubiert. Als Kontrolle wurde die RNP-Doméane unter den gleichen Bedingungen
mitgefihrt. Der Ansatz mit der RNP-Doméane wies schon nach einem Tag eine deutlich
erkennbare Trubung auf, wogegen die Ansétze mit den N-terminalen Domanen wéhrend des
gesamten Experiments klar blieben. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die einzelnen



Ergebnisse 57

Ansdtze durch Fluoreszenzmessungen mit ThT auf eine Fibrillenbildung getestet. ThT ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, welcher haufig zur Detektion von Fibrillen invitro verwendet wird
(Conway et al., 2000; Khurana et al., 2001; Souillac et al., 2002). Bindet der Farbstoff an
fibrilldre Strukturen, so erhtht sich bel einer Anregungswellenlénge von 450 nm dessen
Fluoreszenzemissionsintensitét bei 482 nm (LeVine, 111, 1993). Diese Methode ermdglicht eine
schnelle Detektion von Fibrillen. Im Vergleich zum Nachweis der Fibrillenbildung mit
Kongorot werden hierbei deutlich geringere Proteinmengen bendtigt. Fir die Messungen
wurden den Ansétzen zu verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen, mit ThT versetzt und
die Fluoreszenzspektren von ThT gemessen (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21 Fluoreszenzemissions-Spektren von ThT nach verschiedenen Inkubationszeiten von A) N-
(+7)Ala B) N-WT C) N-AAla D) RNP. Ansédtze mit einer Proteinkonzentration von 2.2 mM in 5 mM KH,PO,,
150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaNs pH 7.4 wurden bei 60°C inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten die
Bindung von ThT gemessen. Die Fluoreszenzspektren wurden bei einer Proteinkonzentration von 10 uM wie in
Kap. 2.2.13 beschrieben aufgenommen und pufferkorrigiert. Die Spektren entsprechen folgenden

Inkubationszeiten: e =0 Tage, m=1Tag, A =2Tage, ¥ =3 Tage, o =7 Tage, (1= 11 Tage, A = 30 Tage.

Bei N-(+7)Ala wurde schon nach einem Tag eine Zunahme der Fluoreszenzintensitét
beobachtet, welche innerhalb der folgenden Tage weiter anstieg. Bei N-WT wurde erst nach
einer Inkubationszeit von elf Tagen eine erhohte Fluoreszenz gemessen. Dagegen wurde bei N-

AAla selbst nach 30 Tagen kein Anstieg der Fluoreszenz beobachtet. Ein proteolytischer
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Abbau von N-AAla wurde durch Analyse mittels SDS-PAGE ausgeschlossen. Aufféllig war
der sehr starke Anstieg des Fluoreszenzsignals bei der als Kontrolle dienenden RNP-Domane.
Hier wurde schon nach einem Tag eine Signalintensitét gemessen, welche Uber ein Zehnfaches
hoher lag als bei Messungen mit N-(+7)Alanach drel Tagen Inkubationszeit.

Zum optischen Nachweis fibrillarer Strukturen wurden elektronenmikroskopische
Aufnahmen angefertigt. HierfUr wurde nach einem beobachteten Fluoreszenzanstieg dem
Ansatz eine Probe entnommen und wie in Kapitel 2.2.19 beschrieben prépariert. Représentative
Ausschnitte der elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind in Abb. 3.22 dargestel|t.
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Abb. 3.22 Elektronenmikroskopische Aufnahmen nach Inkubation bei 60°C von A) N-(+7)Ala nach 3
Tagen, B) N-WT nach 11 Tagen, C) N-AAla nach 30 Tagen, D) RNP nach 3 Tagen. Die Aufnahmen erfolgten
nach Kontrastierung mit Uranylacetat bei einer 85000-fachen VergrofRerung bel einer Kathodenspannung von 80
kV. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 2.2 mM. Der Balken entspricht einer Lange von 90 nm.

Sowohl bel N-(+7)Ala als auch bei N-WT wurden unverzeigte fibrillére Strukturen mit
einem Durchmesser von ca. 10-14 nm beobachtet. Die Fibrillen sind stark miteinander
verwunden und bis zu 1 uM lang. Bel den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der RNP-

Domaéne konnten nur unspezifische Aggregate, jedoch keine fibrilléaren Strukturen beobachtet
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werden. Die erhdhte ThT-Fluoreszenz in Anwesenheit der RNP-Doméne ist somit auf die
Bindung des Farbstoffs an unspezifische Aggregate der RNP-Domaéne zurtickzufihren. Bei N-
AAla konnten selbst nach ener Inkubationszeit von 30 Tagen weder Fibrillen noch
unspezifische Aggregate mit dem Elektronenmikroskop beobachtet werden.

Nachdem bel 60°C eine Fibrillenbildung nachgewiesen werden konnte, sollte im
Folgenden bei 37°C, einer Temperatur, die physiologischen Bedingungen entspricht, die
Fibrillenbildung untersucht werden. Proteinkonzentration und Pufferzusammensetzungen
blieben zun&chst unveréndert. Bis zum Auftreten einer erhdhten ThT-Fluoreszenz waren bei
37°C langere Inkubationszeiten als bei 60°C vonndten. Mit N-(+7)Ala wurde nach sieben
Tagen und bei N-WT erst nach finf Wochen ein Anstieg der ThT-Fluoreszenz beobachtet.

3.4.4 EinflussdesHis-tagsauf die Fibrillenbildung von N-(+7)Ala

3.4.4.1 Bromcyanspaltungvon N-(+7)Ala

Bel den Experimenten zur Fibrillenbildung enthielten alle verwendeten N-terminalen
Doménen der PABPN1-Varianten am N-Terminus einen Histag, da ohne den tag keine
Expression erfolgte. Um auszuschlief3en, dass die beobachtete Fibrillenbildung durch diesen
His-tag hervorgerufen wird, wurde die Fibrillenbildung von N-(+7)Ala mit abgespaltenem His-
tag untersucht. Die im Expressionskonstrukt enthaltene Thrombinspaltstelle zwischen His-tag
und N-Terminus konnte nicht genutzt werden, da innerhalb der N-terminalen Doméne eine
Spaltstelle fur Thrombin existiert. Deshalb wurde eine chemische Spaltung mit Bromcyan
durchgefuhrt. Bromcyan spaltet Peptidbindungen C-terminal von Methionin. Da die N-
terminadle Doméne aul3er dem Startmethionin keine weiteren Methionine besitzt, stellte die
Bromcyanspaltung eine geeignete Methode dar, den His-tag abzuspalten. Nach der Bromcyan-
Spaltung wurde der Resktionsansatz Uber eine Ni-NTA-Sdule gereinigt. Das gewlnschte
Produkt wurde im Durchlauf erhalten. Wie erwartet, besal? die N-terminale Doméne nach
Abspaltung des His-tags eine etwas hohere elektrophoretische Mobilitét in der SDS-PAGE
(Abb. 3.23). Die Masse des Spaltproduktes wurde mittels M assenspektrometrie mit 12524.3 Da
bestimmt, was in guter Ubereinstimmung mit der berechneten Masse von 12523.5 Da steht.
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Abb. 3.23 SDS-PAGE von N-(+7)Ala vor und nach der Bromcyanspaltung. Bahn 1. N-(+7)Ala vor der
Bromcyanspaltung, Bahn 2: N-(+7)Alanach der Bromcyanspaltung, M = Mol ekularmassenstandard

3.4.4.2 Fibrillenbildung von N-(+7)Ala ohne His-tag

Fur die Untersuchung der Fibrillenbildung wurde N-(+7)Ala mit abgespaltenem His-tag
bei einer Proteinkonzentration von 1.5mM in 5mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v)
NaN3; pH 7.4 fur zwei Wochen bel 37°C inkubiert und anschlief?end die Bindung von ThT
gemessen (Abb. 3.24 A). Wie bal N-(+7)Ala besitzt das Fluoreszenzspektrum nach der
Fibrillenbildung eine erhdhte Fluoreszenz im Bereich von 480 nm. Auf¥erdem konnte anhand
von elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden, dass sich Fibrillen von N-(+7)Ala
ohne His-tag morphologisch nicht von den bisher beobachteten Fibrillen von N-(+7)Ala
unterschieden (Abb. 3.24B). Eine Beeinflussung der Fibrillenbildung der N-terminalen
Domanen durch den Histag konnte somit ausgeschlossen werden. Fur die weiteren
Experimente wurde deshalb auf eine Abspaltung des His-tags verzichtet.
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Abb. 3.24 Nachweis der Fibrillenbildung von N-(+7) nach Abspaltung des Histags. N-(+7)Ala wurde bei
einer Proteinkonzentration von 1.5 mM in 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3z pH 7.4 zwei Wochen
bei 37°C inkubiert. A) ThT-Fluoreszenz. Fir den Nachweis von Fibrillen wurde die Fluoreszenzmessung wie in
Kap. 2.2.13 beschrieben bei einer Proteinkonzentration von 10 uM durchgefihrt. B) Elektronenmikroskopische
Aufnahme. Die Aufnahme erfolgte nach Kontrastierung mit Uranylacetat bei einer 85000-fachen VergrofRerung
und einer Kathodenspannung von 80 kV. Der Balken entspricht einer Lange von 90 nm.

345 Charakterisierung der Fibrillen der N-terminalen Doméne

3.4.5.1 Bindungvon Kongorot an Fibrillen der N-terminalen Doméane N-(+7)Ala

Eine klassische Methode zum Nachwels bzw. zur Detektion von amyloiden Strukturen ist
die Bindung von Kongorot. Schon 1922 zeigte Benhold die Bindung von Kongorot an
Aggregate in  Gewebeschnitten und beobachtete eine charakteristische gelb-grine
Doppelbrechung unter linear polarisiertem Licht (Benhold, 1922). Bis heute dient diese
Methode al's diagnostischer Nachweis von amyloiden Strukturen.

Fur den Nachwel's einer amyloiden Struktur bei fibrilliertem N-(+7)Alawurde eine 2 mM
Proteinlésung in 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3 pH 7.4 acht Wochen bei
37°C inkubiert und anschlieffend die Bindung von Kongorot nach der Methode von
Schlumpberger et al. getestet (Schlumpberger et al., 2000). Um eine gute Bindung von
Kongorot an die Fibrillen zu erreichen, wurde die Inkubationszeit von 1.5h auf 16h
ausgedehnt. Die mit Kongorot angeférbte Probe wurde unter einem Umkehrmikroskop sowohl
im Hellfeldmodus as auch unter linear polarisiertem Licht untersucht (Abb. 3.25). Die mit
Kongorot angeféarbten Bereiche der Probe besitzen unter linear polarisiertem Licht die
charakteristische gelb-griine Doppelbrechung. Somit ist davon auszugehen, dass die Fibrillen
von N-(+7)Alaeine typisch amyloide Struktur besitzen.
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Abb. 3.25 Aufnahmen von fibrilliertem N-(+7)Ala nach Anférbung mit Kongor ot (400fache Vergr6i3erung)
A) im Hellfeldmodus und B) unter linear polarisiertem Licht. N-(+7)Alawurde bei einer Proteinkonzentration
von 2mM in 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3 pH 7.4 acht Wochen bei 37°C inkubiert und wie
in Kap. 2.2.21 beschrieben mit Kongorot angeférbt. Die Aufnahme im Hellfeld erfolgte mit einem NCB11 Filter
bei einer Belichtungszeit von 1/500 s. Die Belichtungszeit mit linear polarisiertem Licht betrug 1/8 s.

3.4.5.2 Untersuchung der Fibrillen von N-(+7)Ala und N-WT mittels FT-IR-

Spektroskopie

Neben der CD-Spektroskopie stellt die FT-1R-Spektroskopie eine weitere Methode zur
Bestimmung von Sekundéarstrukturelementen in Proteinen dar (Byler & Susi, 1986). Bei der
FT-IR-Spektroskopie werden im Wellenzahlenbereich von 1600-1700 cm™ die Schwingungen
der Amid I-Bande gemessen. Anhand der Absorption der Amid [-Bande, die im Wesentlichen

die Carbonyl-Streckschwingung der Peptidbindung reprasentiert, kénnen Sekundarstruktur-
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elemente bestimmt werden. Die starke Absorption von H,O in diesem Wellenzahlenbereich
machte es erforderlich, die Messungen in D,O durchzufihren.

Lésungen von N-(+7)Ala bzw. N-WT wurden zunachst gegen Wasser dialysiert und
anschlief?end  lyophilisiert. Das Lyophilisst wurde in DO aufgenommen, die
Proteinkonzentration auf 2 mM eingestellt und ein FT-1R-Spektrum aufgenommen. Nach einer
Inkubationszeit von vier bzw. sechs Wochen bei 37°C, in der sich die Fibrillen bildeten,
wurden die Ansétze von N-(+7)Ala bzw. N-WT erneut vermessen. Die FT-IR-Spektren vor
und nach Inkubation sind in Abb. 3.26 dargestellt.
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Abb. 3.26 FT-IR-Spektren und deren zweite Ableitung von I6slichem und fibrilliertem A) N-(+7)Ala und
B) N-WT. Nach Dialyse gegen Wasser wurden die N-terminalen Doménen lyophilisiet und in DO
aufgenommen. Die Proben wurden auf eine Proteinkonzentration von 2 mM eingestellt und FT-1R-Spektren vor
(- - -) und nach einer Inkubation von vier bzw. sechs Wochen ( ) aufgenommen .

Um kleinere Banden bzw. Schultern im Spektrum deutlicher erkennbar zu machen,
wurde zusétzlich jewells die zweite Ableitung der Spektren berechnet. Das Spektrum von N-
(+7)Alavor Beginn der Fibrillenbildung bei 37°C besitzt eine breite Bande bei 1632 cm™. Bei
N-WT ist diese um 2 cm™ zu kiirzeren Wellenzahlen verschoben. Diese Banden entsprechen
einer Uberlagerung von unstrukturiertem und teilweise a-helikalen Bereichen, sowie den
Schwingungsbanden von Prolinresten, die mit 13.8% bzw. 13.2% in der N-terminalen
Domaéne einen relativ hohen Antell ausmachen (Goormaghtigh et al., 1994). Die Bande bei
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1580 cm™ kann den Schwingungen der Carboxylgruppen der sauren Aminosiurereste
zugeordnet werden. Nach Inkubation bel 37°C zeigen die FT-IR-Spektren der N-terminalen
Doménen eine deutliche Veranderung der Absorption der Amid |-Bande. Die Bande bei
1632 cm™ ist nach 1620 cm™ verschoben, wobei zusétzlich eine Verringerung der Bandenbreite
auftritt. Waeiterhin wurden zwei Schultern bel 1674cm™ und 1689 cm™ beobachtet.
Absorptionen zwischen 1690-1680 cm™ und 1613-1625 cm™ lassen auf eine antiparallde -
Struktur schlieen (Krimm & Bandekar, 1986). Die Bande bei 1674 cm™ weist auf einen -
turn hin, welcher durch ein intramolekulares, antiparalleles (3-Fatblatt erklért werden kann.
Auch bei N-WT wurden die charakteristischen Banden einer antiparallelen R-Struktur bei
1621 cm™ und 1690 cm™ beobachtet. Die zusitzliche Schulter bei 1630 cm™ ist sehr
wahrscheinlich auf Reste von 16slichem Protein in der Probe zurlickzufiihren. Eine Bande fir
einen [3-turn konnte bel N-WT nicht eindeutig identifiziert werden. Somit konnte sowohl bei
Fibrillen von N-(+7)Ala as auch bei Fibrillen von N-WT eine fur amyloide Proteine typische

[3-Struktur nachgewiesen werden.

3.4.5.3 Ermittlung der Sekundar strukturanteile mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie

Die in der FT-IR-Spektroskopie ermittelten Strukturelemente wurden auch in einem
Fern-UV-CD-Spektrum von fibrilliertem N-(+7)Ala beobachtet (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27 Fern-UV-CD-Spektrum von Fibrillen aus N-(+7)Ala. 1.5 mM N(+7)Alawurden in 5 mM KH,POy,,
150 mM NaCl, 0.1% (w/v) NaNs; pH 7.4 fir 6 Wochen bei 37°C inkubiert und das CD-Spektrum nach 1:10
Verdinnung mit 5mM KH,PO,, 150 mM NaCl, pH 7.4 in einer 0.102 mm Kuvette aufgenommen. Das Spektrum
wurde mit 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.01 % (w/v) NaN3 pH 7.4 pufferkorrigiert.
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Die Fibrillen wurden aus einem Ansatz mit 1.5mM N-(+7)Ala in 5mM KH,PO,,
150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3z pH 7.4 nach einer Inkubation von sechs Wochen bei 37°C
erhaten. Der Ansatiz wurde 1:10 mit 5mM KH,PO., 150 mM NaCl pH 7.4 verdinnt und
anschlief3end ein CD-Spektrum im Wellenldngenbereich von 195-260 nm aufgenommen. Das
Spektrum besitzt ein Minimum bei 216 nm und ein Maximum bei 197 nm, typische Merkmale
eines Proteins mit hohem Anteil an [3-Struktur.

3.4.5.4 Rontgenbeugung von Filamenten aus N-(+7)Ala

Fur eine Untersuchung der Fibrillen von N-(+7)Ala durch Rontgenbeugung wurden diese
mehrmals mit Wasser gewaschen, in das Ende einer Kapillare tberfuhrt, an der Luft getrocknet
und réntgenographisch vermessen (Abb. 3.28).

Abb. 3.28 Ro&ntgenbeugungsmuster von Fibrillen aus N-(+7)Ala. Fir die Rontgenbeugungsmessungen
wurden Fibrillen von N-(+7)Ala mit Wasser gewaschen, in eine Kapillare Uberfiihrt, an Luft getrocknet und
anschlieffend an einer Imageplate rontgenographisch vermessen. Die Aufnahme des Beugungsmusters wurde
freundlicherweise von Michael Claus (Albert-Ludwigs-Universitét, Freiburg) durchgefihrt.
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Bel Rontgenbeugungsexperimenten mit amyloiden Filamenten entdeckten Bonar und
Eanes Reflexe im Bereich von 4.6-48A und be ca 10A, die mit einer periodischen
Anordnung von Strukturelementen innerhalb der Fibrillen erklart wurden (Bonar et al., 1967,
Eanes & Glenner, 1968). Die Reflexe entsprechen einer 3-cross Struktur, bei der die
Polypeptidketten ein intermol ekulares [3-Faltblatt ausbilden, welches parallel zur Fibrillenachse
verlauft. Die einzelnen [3-Strange sind dabel senkrecht zur Achse orientiert (vgl. Abb. 1.4)
(Pauling & Corey, 1951). Diese charakteristische Struktur wurde bisher bei allen Filamenten
aus amyloiden Proteinen beobachtet.

Fur Fibrillen aus N-(+7)Ala wurden zwei intensive Reflexe bei 4.6 und 3.8 A und ein
Bereich mit leicht erhohter Intensitét bei 8.4-10.5 A detektiert. Der Reflex bei 4.6 A, welcher
bei allen bisher untersuchten amyloiden Fibrillen beobachtet wurde, wird durch den Abstand
der R-Strénge des Faltblatts bestimmt. Der Reflex bei 3.8 A konnte bisher nicht direkt einer
bestimmten Struktur zugeordnet werden, jedoch wurden Reflexe im Bereich von 3.3-3.9 A
auch bei Fibrillen von Transthyretin-, Lysozym-, Apolipoprotein-Mutanten und einem Peptid
des Idet Amyloid Polypeptids (IAPP) beobachtet (Sunde et al., 1997). Die Autoren
interpretierten diese Reflexe durch die Unterschiede in Anzahl, Anordnung bzw. Durchmesser
der Protofilamente in den Fibrillen. Weitere Reflexe im Bereich zwischen 8.8 — 12.6 A mit
einer deutlich geringeren Intensitdt werden den Abstéanden der R-Faltblé&tter in den amyloiden

Fibrillen zugeordnet.

3455 Resistenz der Fibrillen gegentiber chemischen Reagenzien und Proteinase K

Die Stabilitst der Fibrillen wurde sowohl mit chemischen Substanzen wie
Guanidiniumhydrochlorid und SDS als auch mit dem Enzym Proteinase K getestet. Weder in
6 M Guanidiniumhydrochlorid bei pH2 noch in 2% SDS konnten die Fibrillen nach
dreitadgiger Inkubation bel 60°C aufgel6st werden. Auch nach einer dreitagigen Behandlung
mit Proteinase K wurden noch Fibrillen unter dem Elektronenmikroskop beobachtet (Abb.
3.29). Die Fibrillen der N-terminalen Doméne weisen aso eine sehr hohe Stabilitét gegentber

chemischen Reagenzien und starken Proteasen wie Proteinase K auf.
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Abb. 3.29 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Fibrillen A) vor, B) nach Behandlung mit 1 mg/ml
Proteinase K. Fibrillen von N-(+7)Ala wurden mit 1 mg/ml Proteinase K in 5mM KH,PO,, 150 mM NaCl
pH 7.4 versetzt und drei Tage bei 20°C inkubiert. Es wurde sowohl vor, as auch nach der Behandlung eine
elektronenmikroskopische Aufnahme bel einer 85000-fachen VergrofRerung und einer Kathodenspannung von
80 kV angefertigt. Der Balken entspricht einer Lénge von 90 nm.

3.4.6 Kinetische Untersuchungen zur Fibrillenbildung

3.4.6.1 Nachweisvon Fibrillen der N-ter minalen Doméane mit ANS

Um ein ausreichendes Fluoreszenzsignal zum Nachweis der Fibrillen der N-terminalen
Doméane mit ThT zu erhalten, waren Proteinkonzentrationen von ca. 10 uM notwendig. Fur
eine kinetische Analyse der Fibrillenbildung wurde deshalb nach einer empfindlicheren
Methode gesucht. Als giinstig erwies sich hierbei der Fluoreszenzfarbstoff ANS. Dieser wird
gewohnlich zur Untersuchung des molten globule state bei der Proteinfaltung verwendet.
Bindet ANS an hydrophobe Oberfl&chenabschnitte von Proteinmolekilen, so verschiebt sich
das Fluoreszenzmaximum zu niedrigeren Wellenlangen unter gleichzeitiger Zunahme der
Fluoreszenzintensitét (Engelhard & Evans, 1995; Semisotnov et al., 1991).

Unter der Annahme, dass auch in Fibrillen hydrophobe Bereiche fur ANS zuganglich
sind, wurde die Bindung von ANS an N-(+7)Ala untersucht. Vor und nach der Fibrillenbildung
nach sechs Wochen bei 37°C wurden ANS-Fluoreszenzspektren zwischen 400-600 nm
verglichen (Abb. 3.30 A). Das Spektrum mit N-(+7)Ala vor der Fibrillenbildung besitzt ein
Emissionsmaximum bel 520 nm. Bel Messungen mit fibrilliertem N-(+7)Ala ist das
Emissionsmaximums nach 480 nm verschoben. AulRerdem wurde ein starker Anstieg der
Fluoreszenzintensitée beobachtet. Die Anwesenheit von Fibrillen wurde durch
el ektronenmikroskopische Aufnahmen bestétigt.
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Zum Vergleich der Nachweisempfindlichkeit wurden parale Fibrillen mit ThT
vermessen (Abb. 3.30 B). Bei Verwendung von ANS wurde nach der Fibrillenbildung eine fast

zehnfach hohere Fluoreszenzintensitat des Emissionsmaximums beobachtet als mit ThT.
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Abb. 3.30 Fluoreszenzspektren von A) ANS und B) ThT mit l6slichem und fibrilliertem N-(+7)Ala. Ein
Ansatz mit 2.2 mM N-(+7)Alain 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaNs pH 7.4 wurde zu Beginn (e)
und nach Inkubation von sechs Wochen bei 37°C (o) auf die Bindung von ThT und ANS getestet. Die
Fluoreszenzspektren wurden wie in Kap. 2.2.13 beschrieben bei einer Proteinkonzentration von 5 uM
aufgenommen und pufferkorrigiert.

In einem weiteren Experiment wurde die ANS-Fluoreszenz in Abhéangigkeit von der
zugegeben Menge an Fibrillen untersucht (Abb. 3.31). Es wurde eine lineare Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitét Uber einen Konzentrations-Bereich von 0-35 pM festgestellt.
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Abb. 3.31 ANS-Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Konzentration an fibrilliertem N-(+7)Ala Ein Ansatz
mit N-(+7)Ala wurde bei einer Proteinkonzentration von 2.2 mM in 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v)
NaN; pH 7.4 sechs Wochen bei 37°C inkubiert und anschlief3end unterschiedliche Proteinkonzentrationen auf die
Bindung von ANS untersucht. Die Fluoreszenzspektren wurden wie in Kap. 2.2.13 beschrieben aufgenommen und
die pufferkorrigierten Werte bei 480 nm gegen die eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen.

3.4.6.2 Konzentrationsabhangigkeit der Fibrillenbildung

Um enen Einfluss der Proteinkonzentration auf die Kinetik der Fibrillenbildung zu
untersuchen, wurden unterschiedliche Proteinkonzentrationen von N-(+7)Ala und N-WT bei
37°C inkubiert. Die Fibrillenbildung wurde durch Bindung von ANS anhand
Fluoreszenzspektroskopie verfolgt und durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bestétigt.
ADbb. 3.32 zeigt die Kinetik der Fibrillenbildung von N-(+7)Ala und N-WT bei verschiedenen
Proteinkonzentrationen. Wie schon in Kap. 3.4.3 beobachtet, erfolgte eine Fibrillenbildung erst
nach langerer Inkubation. Der Zeitraum, in dem noch keine Fibrillen nachweisbar waren, wird
hier als lagphase bezeichnet. N-(+7)Ala weist im Vergleich zu N-WT eine deutlich kirzere
lagphase auf. Bel einer Proteinkonzentration von jeweils 1.1 mM wurde eine Fibrillenbildung
bei N-(+7)Ala schon nach acht Tagen, bel N-WT hingegen erst nach ca. 35 Tagen beobachtet.
Sowohl bel N-(+7)Ala als auch bei N-WT flhrte eine Verringerung der Proteinkonzentration
zu einer Verlangerung der lagphase.

Die Kinetiken der Fibrillenbildung konnte durch einen sigmoiden Kurvenverlauf
beschrieben werden, wie er haufig bei der Fibrillenbildung in vitro beobachtet wird (Kim et al.,
2002; Nielsen et al., 2001; Souillac et al., 2002).
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Abb. 3.32 A) Kinetik der Fibrillenbildung von A) N-(+7)Ala und B) N-WT. Unterschiedliche Konzentrationen
der Proteine wurden in 5mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN; pH 7.4 bei 37°C inkubiert und eine
Fibrillenbildung durch ANS-Fluoreszenz bei 480 nm detektiert. Die Proteinkonzentrationen betrugen:
o=22mM,e=11mM, m=0.55mM, A =0.275mM und ¥ =0.11 mM. Die Fluoreszenzmessungen erfolgten
in 1 cm Klvetten mit den Einstellungen wie in Kap. 2.2.13 beschrieben bei einer Proteinkonzentration von 5 uM.
Die Linien entsprechen einer sigmoiden Kurvenanpassung mit dem Programm Microcal Origin.

3.4.7 Induktion der Fibrillierung durch die Zugabe von seeds

Als Modell fur die Fibrillenbildung des Al3-Peptids wurde von Harper und Lansbury ein
nukleationsabhéngiges Ereignis vorgeschlagen, wobei innerhalb der lagphase zundchst ein
Nukleationskeim gebildet werden muss (Harper & Lansbury, Jr., 1997). Durch die Zugabe von
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geeigneten seeds sollte sich die lagphase verkirzen lassen (Jarrett et al., 1993). Eine derartige
Reduktion der lagphase wurde schon z.B. bel kinetischen Untersuchungen der Fibrillierung des
AR-Peptids beobachtet (ESler et al., 1996). Das Fibrillenwachstum zeigte den Verlauf einer
Reaktion erster Ordnung. Im Folgenden sollte Uberpriift werden, ob sich auch die Fibrillierung
von N-(+7)Aladiesem Modell entsprechend verhélt.

3.4.7.1 InduzierteFibrillierung von N-(+7)Ala

Fur eine Induktion der Fibrillierung wurden Fibrillen von N-(+7)Ala mit Ultraschall
behandelt und als seeds verwendet. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass
hierdurch die Fibrillen in sehr kleine Bruchstticke fragmentiert wurden (Abb. 3.33).

Abb. 3.33 Elektronenmikroskopische Aufnahme von ultraschallbehandelten Fibrillen. Eine Lésung von
2.2mM N-(+7)Alain 5mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.4 wurde sechs Wochen bei 37°C
inkubiert und anschlieffend wie in 2.2.20 beschrieben mit Ultraschall behandelt. Die Aufnahme erfolgte bei einer
85000-fachen VergrofRerung und einer Kathodenspannung von 80 kV. Der Balken entspricht einer Lénge von
90 nm.

Fur kinetische Untersuchungen zur Induktion der Fibrillierung von N-(+7)Alawurde eine
Proteinkonzentration von 0.55mM gewahlt. Bei dieser Proteinkonzentration betrug die
lagphase bis zur messbaren Fibrillenbildung mindestens zehn Tage (vgl. Abb. 3.32 A). Fir die
Induktion der Fibrillierung wurde die Proteinlésung mit 1 % (w/v) der fragmentierten Fibrillen
versetzt und das Fibrillenwachstum bei 37°C mittels ANS-Fluoreszenz verfolgt (Abb. 3.34).

Tatsachlich konnte ein Anstieg der Fluoreszenz bereits nach einem Tag beobachtet

werden. AulRerdem konnte das Fibrillenwachstum einer Reaktion erster Ordnung angepasst
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werden (rote Kurve), wobei die Kinetik der ersten vier Tage besser durch eine lineare Funktion
(blaue Gerade) beschrieben wird. Eine anfanglich lineares Zunahme der Fibrillen wurde bereits
fruher bel Induktion der Fibrillierung des Af3-Peptids beschrieben (Lomakin et al., 1996). Noch
deutlicher lief3 sich das anfanglich lineare Fibrillenwachstum bei 20°C beobachten. Im
Folgenden werden die Steigungen der linearen Funktionen, welche das lineare Wachstum der

Fibrillen beschreiben, alsinitiale Wachstumsraten bezei chnet.
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Abb. 3.34 Fibrillenwachstum von N-(+7)Ala nach Zugabe von seeds. Eine Proteinlésung von 0.55 mM
N(+7)Ala in 5mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN; pH 7.4 wurde mit 1% (w/v) fragmentierten
Fibrillen versetzt und bei 37°C (e) und 20°C (o) inkubiert. Fir die Messungen wurden jeweils 4 ul des
Inkubationsansatzes mit 800 pl ANS-Losung vermischt, wie in Kap. 2.2.13 beschrieben vermessen und die
Spektren pufferkorrigiert. Die Fluoreszenzintensitdten bei 480 nm wurden gegen die Inkubationszeit aufgetragen.
Die blauen Geraden wurden durch lineare Regression, die roten Kurven durch Anpassung einer Reaktion erster
Ordnung mit dem Programm Microcal Origin berechnet.

3.4.7.2 Einflussder seed-Konzentration auf das Fibrillenwachstum mit N-(+7)Ala

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss der Menge an zugegebenen seeds auf
das Fibrillenwachstum mit N-(+7)Ala untersucht. Hierzu wurden Proteinldsungen von
0.55mM N-(+7)Ala mit 0.2% bzw. 0.1% (w/v) seeds versetzt und anschlief3end das
Wachstum der Fibrillen bei 37°C gemessen (Abb. 3.35). Die Kinetiken konnten, wie schon in
Kap 3.4.7.1 erwédhnt, durch eine Funktion fur eine Reaktion erster Ordnung beschrieben
werden, wobel sich die initiadlen Wachstumsraten wieder anndhernd linear verhielten. In dem
Ansatz mit einer seed-Konzentration von 0.2 % (w/v) war die initidle Wachstumsrate 2.3 mal
hoher als in dem Ansatz mit einer seed-Konzentration von 0.1 % (w/v). Normiert man auf die

Anzahl der Keime pro Ansatz, so erhdlt man anndhernd gleiche Wachstumsgeschwindigkeiten
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mit einem Verhdtnis von 1.15: 1. Die Geschwindigkeit des Fibrillenwachstums ist demnach

unabhéngig von der eingesetzten seed-K onzentration.
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Abb. 3.35 Fibrillenwachstum von N-(+7)Ala nach Zugabe von 0.1 % und 0.2 % (w/v) Wachstumskeimen.
Proteinlésungen von 0.55 mM N(+7)Alain 5 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3 pH 7.4 wurden mit
0.2% (o) bzw. 0.1% (o) (w/v) ultraschalbehandelten Fibrillen versetzt und bei 37°C inkubiert. Fir die
Fluoreszenzmessungen wurden jeweils 4 pl des Inkubationsansatzes mit 800 ul ANS-Lésung vermischt, wie in
Kap. 2.2.13 beschrieben, vermessen und pufferkorrigiert. Die Fluoreszenzintensitéten bei 480 nm wurden gegen
die Inkubationszeit aufgetragen. Die blauen Geraden wurden durch lineare Regression, die roten Kurven durch
Anpassung einer Reaktion erster Ordnung mit dem Programm Microcal Origin berechnet.

3.4.7.3 Einflussder Proteinkonzentration auf das Fibrillenwachstum

Zur Untersuchung des Einflusses der Proteinkonzentration auf das Fibrillenwachstum,
wurden verschiedene Proteinkonzentrationen von N-(+7)Ala mit jeweils 0.1% (w/v)
ultraschallbehandelten Fibrillen versetzt und das Wachstum der Fibrillen mittels ANS
Fluoreszenz verfolgt. Abb. 3.36 A zeigt die gemessenen Fluoreszenzintensitdten wahrend der
initialen Wachstumsphasen. Hierbei konnte eine deutliche Zunahme des Fibrillenwachstums
mit steigender Proteinkonzentration beobachtet werden. Die Berechnung der initialen
Wachstumsraten erfolgte mittels linearer Regression, die dabei bestimmten Steigungen wurden
gegen die jeweilige Proteinkonzentration aufgetragen (Abb. 3.36 B). Hierbei konnte eine
lineare Abhéangigkeit der initidlen Wachstumsrate von der Proteinkonzentration bestimmt
werden. Der Schnittpunkt mit der Abszisse bel 10 + 8 uM entspricht der minimaen
Proteinkonzentration, die flr ein Fibrillenwachstum bendtigt wird.
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Abb. 3.36 A) Fibrillenwachstum bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen. Verschiedene
Proteinkonzentrationen (o = 680 UM, [] = 340 uM, A = 140 uM, O = 70 pM, < = 0 uM) wurden mit 0.1 % (wiv)
seeds aus N-(+7)Ala-Fibrillen versetzt und bei 37°C inkubiert. Das Fibrillenwachstum wurde durch ANS-
Fluoreszenz bei 480 nm detektiert. FUr die Fluoreszenzmessungen wurden 4 pul des Reaktionsansatzes mit 800 il
ANS-Losung versetzt und, wie in Kap. 2.2.13 beschrieben, vermessen. Die initiadlen Wachstumsraten wurden
durch lineare Regression bestimmt. B) Konzentrationsabhangigkeit des Fibrillenwachstums. Die mittels
linearer Regression ermittelten Steigungen aus A) wurden gegen die eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen.
Nach linearer Regression wurde der Schnittpunkt mit der Abszisse zu 10 + 8 pM bestimmt.

3.4.74 Vergleich der initialen Wachstumsraten von N-WT, N-(+7)Ala und N-AAla

Wood und Mitarbeiter, die eine Fibrillierung von a-Synuclein untersuchten, gelang es,
mit seeds aus zwel a-Synuclein-Mutanten, die einen frihen Ausbruch der Parkinson-Krankheit
verursachen, eine Fibrillierung des Wildtyp-Proteins zu induzieren (Wood et al., 1999). Um
eine Fibrillierung der N-terminalen Doméane von PABPN1 mit der Wildtyp-Sequenz und der
Deletionsmutante mit seeds aus fibrilliertem N-(+7)Ala zu untersuchen, wurden 0.55 mM
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N-(+7)Ala bzw. N-WT und 1.1 mM N-AAla jeweils mit 0.1 % (w/v) ultraschallbehandelten
Fibrillen von N-(+7)Ala versetzt und anschlief}end das Fibrillenwachstum analysiert (Abb.
3.37).
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Abb. 3.37 Fibrillenwachstum von N-(+7)Ala, N-WT und N-AAla nach Zugabe von seeds aus Fibrillen von
N-(+7)Ala. Ansdtze mit 0.55 mM N-(+7)Ala(c), 0.55 mM N-WT () und 1.1 mM N-AAla () in5 mM KH,PO,,
150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) NaN3 pH 7.4 wurden mit 0.1 % (w/v) seeds aus Fibrillen von N-(+7)Ala bei 37°C
inkubiert. Das Wachstum der Fibrillen wurde durch ANS-Fuoreszenz bei 480 nm gemessen. Fir die
Fluoreszenzmessungen wurden jeweils 4 ul des Reaktionsansatzes mit 800 pl ANS-Ldsung vermischt, wie in
Kap. 2.2.13 beschrieben vermessen und die Spektren pufferkorrigiert. Die Geraden wurden durch lineare
Regression mit dem Programm Microcal Origin berechnet.
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Abb. 3.38 Fibrillenwachstum von N-(+7)Ala, N-WT und N-AAla nach Zugabe von seeds aus Fibrillen von
N-WT. Ansdtze mit 0.3 mM N-(+7)Ala (0), 0.3 mM N-WT () und 1.1 mM N-AAla (&) in 5mM KH,PO,,
150 mM NaCl, 0.1% (w/v) NaNs; pH 7.4 wurden mit 0.1 % (w/v) seeds aus Fibrillen von N-WT bei 37°C
inkubiert. Das Wachstum der Fibrillen wurde durch ANS-Fluoreszenz bei 480 nm gemessen. Fir die
Fluoreszenzmessungen wurden jeweils 4 ul des Reaktionsansatzes mit 800 pl ANS-L&sung vermischt, wie in
Kap. 2.2.13 beschrieben vermessen und die Spektren pufferkorrigiert. Die Geraden wurden durch lineare
Regression mit dem Programm Microcal Origin berechnet.
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Auf diese Weise konnte bei N-WT eine Fibrillierung ohne vorherige lagphase induziert
werden. Die initidle Wachstumsrate bei N-(+7)Ala war jedoch fast neunmal hoher als bel N-
WT. In dem Ansatz mit N-AAla wurde selbst bei einer Proteinkonzentration von 1.1 mM kein
Fibrillenwachstum detektiert.

In einem analogen Experiment wurde das Fibrillenwachstum unter Verwendung von
seeds aus fragmentierten Fibrillen von N-WT untersucht (Abb. 3.38). Erneut wurde bei
N-(+7)Ala und N-WT eine Induktion der Fibrillierung beobachtet. Die initiale Wachstumsrate
der Fibrillen war bel N-(+7)Ala in diesem Fall nur ca. 3.5 ma grof3er as bet N-WT. Bei

N-AAlawurde erneut kein Fibrillenwachstum beobachtet.

3.4.8 Unterdrickungder Fibrillierung durch Trifluorethanol

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass fur die Fibrillierung der N-terminaen
Doméne von PABPN1 die N-terminalen Alaninreste notwendig sind. Durch die
Alaninexpansion in N-(+7)Ala konnte sogar im Vergleich zum Wildtyp ein groferes Potential
zur Fibrillierung beobachtet werden. Aus den Fern-UV-CD-Spektren wurde fir die
N-terminalen Alanine eine a-helikale Struktur abgeleitet. Bei der strukturellen
Charakterisierung der gebildeten Fibrillen wurde jedoch ene [3-Struktur nachgewiesen.
Demnach muss fur eine Fibrillierung die a-helikale Struktur zunéchst aufgefaltet werden,
damit eine Umlagerung zur 3-Struktur erfolgen kann. a-Helices lassen sich in Anwesenheit
von Trifluorethanol stabilisieren (Arunkumar et al., 1997; Mukhopadhyay & Basak, 1998).
Stabilisert man die a-Helix von N-(+7)Ala z.B. durch die Zugabe von Trifluorethanol, so
sollte die Fibrillierung unterdrtickt bzw. deutlich verzogert werden.

Zunéchst wurde der Einfluss von Trifluorethanol auf die Sekundérstruktur von 10slichem
N-(+7)Ala mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie untersucht (Abb. 3.39). Hierbel wurde eine
Verschiebung des Hauptminimums von 208 nm in wassriger Umgebung auf 210 nm in
ethanolischer LOsung beobachtet. Weiterhin wurde in 80 % Trifluorethanol eine hohere
Signalamplitude im Bereich von 210-235 nm gemessen. Das berechnete Differenzspektrum in
Abb. 3.39 B zeigt den typischen Kurvenverlauf eines a-helikalen Proteins. Durch die Zugabe
von Trifluorethanol wurde demnach bel N-(+7)Ala der a-helikale Strukturantell verstérkt. Zur
Untersuchung der Wirkung von Trifluorethanol auf die Fibrillierung von N-(+7)Ala, wurden
280 UM N-(+7)Alain 5mM KH,PO,, 0.1 % NaNs, (w/v), 80 %(v/v) Trifluorethanol pH 7.4
mit 0.1 % (w/v) fragmentierten Fibrillen aus N-(+7)Ala versetzt und das Fibrillenwachstum

mittels ANS-Fluoreszenz gemessen (Abb. 3.40). Als Kontrolle diente ein weiterer Ansatz mit
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140 uyM N-(+7)Ala in 5mM KH;PO4, 0.1% (w/v) NaN3 pH 7.4 und mit 0.1% (w/v)
fragmentierten Fibrillen aus N-(+7)Ala. In Anwesenheit von Trifluorethanol wurde selbst nach
16 Tagen im Gegensatz zur Kontrolle keine Fibrillierung beobachtet. Somit konnte durch eine

Stabilisierung der a-helikalen Struktur in N-(+7)Ala eine Fibrillierung unterdriickt werden.

A

-8000+

[O]yrw [Mdeg cm’ dmol ]
A
o
8

-12000+

-16000+ .

190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange [nm]

B lzow T T T T T 1
' 80001 ]
g
©
§ 4000 ]
(o
©
E
z 01
o)
4000 ]

190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange [nm]

Abb.3.39 A) Fern-UV-CD-Spektren von N-(+7)Ala in wassrigem Losungsmittel und in
80 % Trifluorethanol. Die Spektren wurden in 5mM MOPS pH 6.5 in einer 1 mm Kivette bei 37°C mit
0 % Trifluorethanol (—) bei einer Proteinkonzentration von 17 uM und mit 80 % Trifluorethanol (- - -) bel
einer Proteinkonzentration von 14 uM aufgenommen. Beide Spektren wurden pufferkorrigiert. B)
Differenzspektrum von N-(+7)Ala in 80% und 0% Trifluorethanol. Das Differenzspektrum wurde durch
einfache Subtraktion der einzelnen Spektren berechnet.
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Abb. 3.40 A) Fibrillierung von N-(+7) mit seeds in wassrigem L6sungsmittel in 80 % Trifluorethanaol.
280 uM N-(+7)Alain 5 mM KH,PO,, 0.1 % (w/v) NaN3, pH 7.4 mit 0 % (e) und 80 % (o) (v/v) Trifluorethanol
wurden mit 0.1 % (w/v) seeds aus Fibrillen von N-(+7)Ala versetzt und bei 37°C inkubiert. Das Wachstum der
Fibrillen wurde durch ANS-Fluoreszenz bei 480 nm detektiert. Die Fluoreszenzmessungen erfolgten in 1.cm
Kivetten mit den Einstellungen wie in Kap. 2.2.13 beschrieben bei einer Proteinkonzentration von 3 uM. Die
Geraden wurden durch lineare Regression mit dem Programm Microcal Origin berechnet.
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4  Diskussion

In aktuellen Studien konnten Zusammenhange zwischen Trinukleotidexpansionen, die
zur Verlangerung einer nattrlichen Polyalaninsequenz im betroffenen Genprodukt fihren, und
bestimmten Krankheiten festgestellt werden. Bei der Krankheit OPMD, deren pathologisches
Kennzeichen filamentdse Aggregate im Zellkern von Muskelfaserzellen sind, wird die
natUrliche Polyalaninsequenz von zehn Resten in PABPN1 auf maximal 17 Reste verlangert. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Verlangerung der Polyalaninsequenz auf die
biophysikalischen Eigenschaften von PABPN1 anhand der Mutanten PABPN1-(+7)Ala, der
langsten bekannten Alaninexpansion, und einer nicht natirlichen Deletionsmutante PABPN1-
AAla, mit deletierter Polyalaninsequenz im Vergleich mit dem Wildtyp-Protein untersucht.
Weliterhin wurde untersucht, ob die Verlangerung der natirlichen Polyalaninsequenz einen

Einfluss auf eine Fibrillierung der isolierten N-terminalen Doméne von PABPN1 besitzt.

4.1  Strukturelle Charakterisierung von PABPN1

Die rekombinante Expression von PABPNL1 in E. coli konnte durch Verwendung des
Expressionsplasmids pET11a/PABPN1 bel gleichzeitiger Expression der tRNA fir die in E.
coli seltenen Argininkodons optimiert werden. Erste Reinigungsversuche von PABPN1 zeigten
eine starke Neigung des Proteins zur Bildung von Aggregaten. Eine Aggregation von PABPN1
invitro wurde schon friher beschrieben (Nemeth et al., 1995). Unter Verwendung eines
MOPS-Puffers mit 1.5 M KCI konnte die Aggregation fir ca. 3-4 Tage unterdriickt werden.
Moglicherweise spielen Ladungseffekte bei der Aggregatbildung eine Rolle. Aufgrund des
hohen Antells saurer Aminosauren im N-Terminus und basischer Aminosauren im C-Terminus
besitzen die beiden Termini von PABPN1 eine entgegengesetzte Ladung. Eine durch die
zwitterionische Struktur von PABPN1 ladungsvermittelte Kopf-Schwanz-Polymerisierung
konnte durch die hohe lonenstérke zuriickgedrangt werden. In vivo kompensiert wahrscheinlich
die RNA durch ihr negativ geladenes Phosphatriickgrat den stark positiv geladenen C-
Terminus von PABPN1. Auch in Zellkulturen wurde eine Aggregation von PABPN1 nach
Uberexpression beobachtet. Die Tatsache, dass in den Aggregaten keine RNA nachgewiesen
werden konnte, spricht fur einen 16sichkeitsvermittelnden Effekt der RNA (Bao et al., 2002).
In weiteren Zellkulturexperimenten gelang es durch die Deletion der letzten sechs



Diskussion 80

Aminosauren von PABPN1 die Aggregation zu unterdriicken (Fan et al., 2001). In diesem
Bereich sind drel aromatische Seitenketten lokalisiert, unter anderem auch der Tryptophanrest
an Position 302. Dieser besitzt im Fluoreszenzemissions-Spektrum ein Maximum bel 344 nm.
Dies l&asst auf eine Losungsmittelexposition des Aromaten schlief3en. Da fur den C-Terminus
keine Sekundarstrukturen vorhergesagt wurden, sind vermutlich auch die zwel anderen
Aromaten an Position 303 und 306 |6sungsmittelexponiert. Dieser 16sungsmittelexponierte
hydrophobe Bereich konnte eine weitere Ursache fir die Aggregationsanfélligkeit von
PABPNL1 sein. Auch hier konnte in vivo die RNA durch Bindung an PABPN1 die Aggregation
unterdrticken, indem die Basen der RNA mit den C-terminalen aromatischen Seitenketten in
Wechselwirkung treten.

Bel der strukturellen Charakterisierung von PABPN1 wurde in der Fern-UV-CD-
Spektroskopie das Spektrum einer gefateten Polypeptidkette beobachtet. Die geringe
Signdlintensitét im CD-Spektrum deutet jedoch auf einen sehr geringen Anteill an
Sekundarstrukturelementen  hin. Dies ist in Ubereinstimmung mit Sekundarstruktur-
vorhersagen, die hauptsachlich im Bereich der Aminosiuresequenz des RRM a-Helices und (3
Strange prognostizieren, wogegen nur geringe Sekundarstrukturelemente im N-Terminus und
keine Sekundérstrukturen im C-Terminus erwartet werden. Bei der limitierten Proteolyse
konnten weder N-terminale noch C-terminale Bereiche von PABPN1 isoliert werden, lediglich
die RNP-Doméne (Aminosauren 161-263) und eine Domane mit zusétzlich 35 N-terminalen
Aminosduren, der a-RNP-Doméne (Aminosduren 126-263) wurden as stabile Produkte der
limitierten Proteolyse identifiziert. Dies bestétigt die Vermutung, dass beide Termini
weitgehend unstrukturiert vorliegen. Dass PABPN1 bel diesen Experimenten in seiner nativen
Konformation vorlag, konnte durch einen funktionellen Assay, bel dem eine PABPN1-
abhangige Polyadenylierung gemessen wird, bestétigt werden.

Eine weitere biophysikalische Charakterisierung des Gesamtlangenproteins wurde durch
die hohe Salzkonzentration, die zur Unterdriickung der Aggregation notwendig war, erschwert.
Daher wurden einzelne Doméanen néher untersucht. Die Zuordnung der Doménen erfolgte
mittels limitierter Proteolyse. Fur eine biophysikalische Charakterisierung wurden daraufhin
die N-terminale Doméane (N-WT), die a-RNP- und die RNP-Domane kloniert. Bel keiner der
drei isolierten Doméanen wurde die extreme Aggregationsneigung des Gesamtlangenproteins
beobachtet. Selbst bei Konzentrationen von 2 mM wurde keine Aggregatbildung detektiert.

Bel der Analyse von N-WT mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie wurde ein sehr geringer
Antell an Sekundarstrukturelementen gemessen. Auf3erdem konnte weder durch thermische
noch durch chemische Denaturierung eine kooperative Entfaltung beobachtet werden. Dies
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l&sst vermuten, dass N-WT keine Tertidrkontakte besitzt. Die isolierte N-terminale Doméane
liegt in vitro hauptséchlich as eine ungefaltete Polypeptidkette vor. In Zellkulturexperimenten
wurde nach Expression der N-terminalen 145 Aminosauren von PABPN1 eine erhohte
Transkription der myogenen Faktoren MyoD und Myogenin beobachtet (Kim et al., 2001).
Vermutlich faltet die N-terminale Doméne erst nach Wechselwirkung mit anderen Faktoren
wie z.B. dem Ski-interacting protein zu einer Tertiarstruktur, die eine Regulation der
Genexpression ermdglicht (Kim et al., 2001).

Untersuchungen der RNP-Doméne von PABPN1 mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie
deuten auf die Anwesenheit von a- und -Strukturen hin. Ahnliche CD-Spektren sind von
isolierten RNA-Bindungsdoménen, deren Aminosduresequenzen ein RRM enthalten, bekannt
(Kurihara et al., 1997; Lu & Hall, 1995; Manival et al., 2001). Die typische Struktur eines
vierstrangigen antiparallelen (3-Faltblatts mit zwei flankierenden a-Helices auf einer Seite wie
sie in Abb. 1.2 dargestellt ist, liegt wahrscheinlich auch bei der isolierten RNP-Doméne von
PABPNL1 vor. Zur Losung der dreidimensionalen Struktur der RNP-Doméne wurden geeignete
Kristallisationsbedingungen ermittelt, unter denen rontgentaugliche Proteinkristalle erhaten
wurden. Es konnte ein nativer Datensatz mit einer Auflésung von 2.6 A aufgenommen werden,
wobei eine Phasenbestimmung zur Ermittlung der Elektronendichte noch aussteht.

Das CD-Spektrum der a-RNP-Doméne besitzt im Vergleich zum Spektrum der RNP-
Doméane eine zusétzliche a-helikale Struktur. Tatsachlich wird fur 21 der 35 zusétzlichen
Aminosduren in o-RNP eine a-Helix prognostiziert. Die Aminosduresequenz dieser Helix
enthdlt eine repetitive Sequenz eines Heptapeptids, bel dem an Position 1 und 4 hydrophobe
und an den restlichen Positionen Uberwiegend geladene Seitenketten lokalisiert sind. Diese
Aminosaureabfolgen werden oft in coiled-coil-Doméanen beobachtet, deren a-Helix ene
unpolare Flache ausbildet, die eine Dimerisierung bzw. hthere Oligomerisierung ermoglicht.
Eine Homo-Oligomerisierung von a-RNP konnte aufgrund der Ergebnisse der analytischen
Ultrazentrifugation ausgeschlossen werden. Die a-RNP-Doméne wurde ausschliefdlich als
Monomer detektiert. Anhand von Gefiltrationslaufen konnte zusétzlich ermittelt werden, dass
o-RNP keine globulér gefaltete Einheit bildet. Die RNP-Domane dagegen, verhielt sich sowohl
bei der analytischen Ultrazentrifugation als auch bei der Gelfiltration als eine monomere
globuldre Domane. Somit bildet die isolierte RNP-Doméane (Aminosduren 161-263) eine
strukturelle Einheit. Neueste Untersuchungen schreiben dem N-terminalen Bereich vor der
RNP-Doméne eine Funktion bei der Stimulierung der Poly(A)-Polymersase zu (Kerwitz,
2002). Die hydrophobe Flache der prognostizierten a-Helix wird als potentieller Bereich fir
eine Wechselwirkung und Stimulierung der Poly(A)-Polymerase diskutiert.
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Zur Charakteriserung der Wechselwirkung der RNP-Doméne mit RNA wurden
Bindungsstudien mit immobilisierter ssRNA (Ais) mittels Oberfl&chenplasmonresonanz
durchgefiihrt. Mit einem Wert von 1.1 uM liegt die Dissoziationskonstante der RNP-Doméne
von PABPN1 zwischen denen anderer isolierter RNA-bindender Doménen mit einem RRM,
deren Dissoziationskonstanten im Bereich von 1 mM-50 nM liegen (Dember et al., 1996; Park
et al., 2000). Verglichen mit dem Gesamtlangenprotein ist die Dissoziationskonstante jedoch
um ca 2000fach erhoht (Wahle et al.,, 1993). Bel RNA-Bindungsstudien mit einer
Deletionsmutante von PABPN1, deren N-terminalen 113 Aminosduren fehlten, wurde eine
ahnliche Affinitéat zur RNA beobachtet wie bei dem Wildtyp-Protein (Kerwitz, 2002). Fir eine
starke Bindung an die RNA scheint demnach hauptséchlich der C-Terminus von PABPN1

notwendig zu sein.

4.2 Einflussder Polyalaninsequenz auf PABPN1

Wie bei dem Wildtyp-Protein wurde auch bei PABPN1-(+7)Alaund PABPN1-AAlaeine
Aggregation detektiert, die durch Hochsalzbedingungen verzogert werden konnte. Eine fir
amyloide Aggregate charakteristische gelb-grine Doppelbrechung von linear polarisiertem
Licht nach Anfarbung mit Kongorot, wurde weder bel den Aggregaten von PABPN1-(+7)Ala
noch bei dem Wildtyp-Protein oder der Deletionsmutante beobachtet. Demnach handelte es
sich hierbei um eine ungeordnete Aggregatbildung. Messungen zur Stabilitét mittels
chemischer und thermischer induzierter Entfaltung verliefen wie beim Wildtyp bei beiden
Mutanten irreversibel. Eine Verzogerung der Aggregation zu héheren Denaturierungsmittel-
konzentrationen bzw. hoheren Temperaturen wurde nicht beobachtet. Die Polyalaninsequenz
scheint demnach nicht der Ausléser fur die unspezifische Aggregation des
Gesamtléngenproteins zu sein.

Aus Fern-UV-CD-Spektren ging hervor, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen
PABPN1 und der Alaninexpansions- bzw. Deletionsmutante vorliegen. Die veranderte
Alaninsequenz induziert demnach keine strukturelle Umfaltung oder Entfaltung von PABPN1.
Dies steht im Einklang mit den vorherigen Beobachtungen, dass PABPN1 aus einzelnen
strukturell und funktionell unabhangigen Doméanen aufgebaut ist. So wird z. B. die
Expressionsrate der myogenen Faktoren MyoD und Myogenin durch den isolierten N-
terminalen Bereich von PABPNL1 in gleicher Weise erhoht wie durch das Gesamtlangenprotein
(Kim et al., 2001). AuRerdem wurde bei einer N-termina deletierten Mutante eine dem
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Wildtyp vergleichbare Aktivitéat bei der Polyadenylierung beobachtet (Kerwitz, 2002). Eine
strukturelle Verénderung am N-Terminus hat demnach keine Auswirkung auf die Struktur und
Funktion der RNP-Doméne oder den C-Terminus. Unter dieser Annahme, dass die einzelnen
Doméanen von PABPN1 strukturell und funktionell voneinander unabhéngig sind, wurde fur
eine bessere Charakterisierung des Einflusses der Alaninsequenz auf PABPN1 nur die N-
terminalen Doménen der Expansions- und Deletionsmutante im Vergleich zur N-terminalen
Domaéne des Wildtyps analysiert. Die N-terminalen Doméanen neigten nicht zur unspezifischen
Aggregation und boten zudem den Vortell, dass die Untersuchungen nahezu unter
physiologischen Bedingungen, aso in Abwesenheit extrem hoher Salzkonzentrationen
durchgefihrt werden konnten.

In der Fern-UV-CD-Spektroskopie besalen N-WT und N-AAla ein sehr dhnliches
Spektrum. Dagegen zeigte die Mutante mit verlangerter Alaninsequenz einen deutlich hdheren
Anteil an o-helikaler Struktur. Wéhrend der N-Terminus von PABPN1 wahrscheinlich
Uberwiegend unstrukturiert vorliegt, scheinen die sieben zusétzlichen Alanine am N-Terminus
eine a-helikale Struktur zu induzieren. Eine stabilisierende Eigenschaft von Alaninresten auf
a-Helices wurde bei einer Vielzahl von Peptiden beobachtet (Park et al., 1993; Rohl et al.,
1996; Yang et al., 1997). Je langer die Alaninsequenzen waren, desto grof3er war der a-
helikale Anteil in den Peptiden (Miller et al., 2001; Rohl et al., 1999). Da weder bel der
thermisch noch chemisch induzierten Entfaltung ein kooperativer Ubergang beobachtet wurde,
Ist anzunehmen, dass keine tertidren Kontakte in der N-terminalen Doméne vorhanden sind, die

durch eine Veranderung der Polyalaninsequenz stabilisiert bzw. destabilisiert werden.

4.3  Fibrillenbildung der N-ter minalen Doméanen

Die bei OPMD-Patienten beobachteten intranukledren Fibrillen in Muskelfaserzellen
konnten mit Antikorpern gegen PABPN1 dekoriert werden (Calado et al., 2000b). Ob die
Fibrillenbildung auf die verlangerte Polyalaninsequenz von PABPN1 zurlckzufihren ist,
konnte bislang nicht bewiesen werden. Um den Einfluss der Polyalaninsequenz auf eine
Fibrillenbildung zu untersuchen, wurden die N-terminaen Doméanen N-(+7)Ala, N-WT und
N-AAla unter einer physiologischen Salzkonzentration bei 37° inkubiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten auf eine Fibrillenbildung untersucht. Tatséchlich wurde nach einer léngeren
Inkubationszeit mit N-(+7)Ala und N-WT eine Fibrillenbildung beobachtet. Der Zeitraum vor
einer messbaren Fibrillenbildung, die lagphase, war jedoch bei N-WT mit 5 Wochen im
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Vergleich zu N-(+7)Ala mit 1 Woche finfmal solang. Bei der Deletionsmutante wurden selbst
bei einer sehr langen Inkubationszeit von 100 Tagen keine Fibrillen detektiert. Demnach ist es
sehr wahrscheinlich, dass die Polyalaninsequenz der N-terminalen Doménen die Ursache der
Fibrillenbildung ist. Aulerdem wird das Potential zur Fibrillenbildung durch eine Expansion
der Alaninsequenz drastisch erhdht. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass der
AudOser der Fibrillenbildung in den Muskelfaserzellen von OPMD-Patienten die Expansion
der natUrlichen Polyalaninsequenz von PABPNL1 ist. Eine Fibrillenbildung von PABPN1 mit
der natirlichen Polyalaninsequenz wurde invivo jedoch noch nicht beobachtet. Gewdhnlich
tritt OPMD erst im hoheren Lebensalter von ca. 50-60 Jahren auf. Berticksichtigt man die
in vitro deutlich langere lagphase der Fibrillenbildung von N-WT gegentber N-(+7)Ala, so ist
moglicherweise die Lebenserwartung des Menschen viel kirzer, als die lagphase der
Fibrillenbildung von Wildtyp-PABPN1 im Organismus.

Die verwendeten Konzentrationen zur Untersuchung der Fibrillenbildung von N-(+7)Ala
und N-WT im Bereich von 0.11-1.1 mM sind weitaus héher als man fur eine zeluléare
Konzentration erwarten wirde. Jedoch liegen im Zellkern hohe lokale Konzentrationen von
PABPN1 durch die Bindung von PABPN1 an Poly(A)-Schwénze vor. Die 21 nm-Partikel von
Poly(A)-PABPN1-Komplexen, die vermutlich einen Einfluss auf die L&ngenkontrolle des
Poly(A)-Schwanzes bei der Polyadenylierung besitzen, enthalten ca. 15-20 PABPN1-Molekile
(Keller et al., 2000). Die PABPN1-Konzentration innerhalb dieser Partikel liegt somit bei ca
5-7mM. Da PABPN1 mit expandierter Alaninsequenz bei Filterbindungsexperimenten eine
dhnliche Bindung an Poly(A) wie das Wildtyp-Protein zeigte und auch keine veranderte
Langenverteilung der Poly(A)-Schwéanze der mRNA in Muskelfaserzellen von OPMD-
Patienten beobachtet wurde, kénnen fir PABPN1 mit expandierter Polyalaninsequenz dhnlich
hohe lokale Proteinkonzentrationen in der Zelle erwartet werden wie fur Wildtyp-PABPN1
(Cdado et al., 2000b). Es wére sogar moglich, dass durch die verlangerte Polyal aninsequenz
PABPN1 einem verdnderten turnover unterliegt und das mutierte Protein akkumuliert und
dadurch eine Fibrillierung beginstigt wird.

Die Kinetik der Fibrillenbildung von N(+7)Ala und N-WT konnte durch Funktionen, die
eine sigmoide Kurve beschreiben, angendhert werden. Eine Kinetik mit sigmoiden
Kurvenverlauf wurde von Harper und Lansbury durch einen stark vereinfachten
nukleationsabhangigen Mechanismus erkléart (Harper & Lansbury, Jr., 1997). Hierbei wird
zunachst in einer langsamen Nukleationsphase, die auch as lagphase bezeichnet wird, ein
Nukleationskeim Uber mehrere Assoziationsschritte gebildet. Die Anlagerung weiterer

Proteinmolekile an diesen Nukleationskeim fhrt in einer vergleichsweise schnellen Reaktion
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zur Fibrillenbildung. Sind die I6dichen Proteinmolekile verbraucht bzw. sinkt deren
Konzentration unter einem bestimmten Wert, so erfolgt keine weitere Verlangerung der
Fibrillen. Durch eine Induktion der Fibrillierung z. B. mit seeds, kann die lagphase unterdriickt
bzw. reduziert werden. Bel den Prionen-Krankheiten wie Kuru, eine Variante der Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit (vCJD), Rinderwahnsinn und Scrapie wird sogar vermutet, dass eine
Induktion der Fibrillierung durch seeds aus fibrilliertem Prion-Protein die Ubertragbarkeit
dieser Krankheiten bedingt (Prusiner, 1998).

Fur die Studien zur Induktion der Fibrillierung der N-terminaen Doménen wurden
fragmentierte Fibrillen als seeds verwendet. Durch die Zugabe von seeds aus Fibrillen von
N-(+7)Ala, wurde sowohl mit N-(+7)Ala als auch mit N-WT eine induzierte Fibrillierung, also
eine drastische Reduktion der lagphase beobachtet. Auch mit seeds aus Fibrillen von N-WT
wurde eine Fibrillieeung von N-(+7)Ala und N-WT induziert. Das beobachtete
Fibrillenwachstum bei der induzierten Fibrillierung war jedoch bei N-(+7)Ala um en
vielfaches grof3er als bei N-WT, unabhangig ob seeds aus Fibrillen von N-WT oder N-(+7)Ala
verwendet wurden. Bei N-AAla konnte durch die Zugabe von seeds keine Fibrillierung
induziert werden. Demnach erfolgt sowohl die Bildung von Nukleationskeimen, als auch das
Fibrillenwachstum nur aufgrund der Polyalaninsequenz der N-terminalen Doménen. Zudem ist
das Potential zur Fibrillierung bel der expandierten Alaninsequenz erheblich grofier, als bel der
Wildtyp-Sequenz. Die Mindestlange der Alaninsequenz, die eine Fibrillierung der
N-terminden Domane von PABPN1 hervorruft, ist bisher noch unbekannt. Bel
Untersuchungen von Alaninpeptiden mit unterschiedlichen Polyalaninsequenzen wurde ab
einer Lange von zehn Alaninresten eine Erhthung des 3-Strukturanteils und eine Fibrillierung
der Peptide beobachtet (Blondelle et al., 1997). Ob sich diese fir Peptide beobachtete
Mindestlénge der Polyalaninsequenz fir eine Fibrillierung pauschal auf Proteine Ubertragen
lasst, ist jedoch unklar. Selbst bei den polyaaninexpandierten Proteinen, die im
Zusammenhang mit den in Tabelle 1.2 aufgelisteten Krankheiten stehen, kann keine kritische
Lange der Polyalaninsequenz abgeleitet werden. Wahrend bel PABPN1 schon bei einer
Polyalaninsequenz mit 12-17 Resten das Krankheitsbild von OPMD beobachtet wurde, weist
HOXA13 bereits in der Wildtyp-Sequenz 18 aufeinanderfolgende Alanine auf, deren Anzahl
beim hand-foot-genital-syndrom auf 24-26 Alanine erhoht ist (Brais et al., 1998; Utsch et al.,
2002). Bei dieser Argumentation ist jedoch zu berlicksichtigen , dass auf}er bei OPMD bei
keiner weiteren Krankheit, deren Ausbruch in Verbindung mit einer Alaninexpansion gebracht

wird, bisher eine Diagnose auf Fibrillenbildung gestellt wurde.
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4.4  Strukturelle Charakterisierung der Fibrillen aus N-(+7)Ala

und N-WT

Die meisten der bisher untersuchten amyloiden Fibrillen besitzen eine sehr dhnliche
Morphologie und denselben strukturellen Aufbau. Die Fibrillen von N-(+7)Ala und N-WT
besal3en unter dem Elektronenmikroskop eine unverzweigte Struktur mit einem Durchmesser
von ca. 10-12 nm. Dieser Wert liegt in dem Bereich von 6-13nm, der bei den bisher
untersuchten Fibrillen aus Patientengeweben verschiedener Erkrankungen gemessen wurde
(Tab. 4.1). Ein direkter Grolenvergleich mit den hier invitro gebildeten Fibrillen und denen
aus Muskelfaserzellen von OPMD-Patienten lasst sich jedoch nicht anstellen, da in dieser
Arbeit nur die N-terminalen Doménen zur Fibrillierung verwendet wurden. Aul3erdem kénnten
zusétzliche Molekile wie mRNA oder andere nukledre Proteine eine Auswirkung auf die
Morphologie der Fibrillen in den Muskelfaserzellen haben. Fibrillen von Huntingtin-
Fragmenten mit gleicher Polyglutaminsequenz aber unterschiedlicher Proteingesamtlénge
unterschieden sich ebenfalls unter dem Elektronenmikroskop in ihrem Durchmesser
(Scherzinger et al., 1997). Auch bei der Fibrillierung eines Peptids des Al3-Peptids wurde eine
deutlich veranderte Morphologie der Fibrillen beobachtet, wenn zusétzlich weitere Proteine

dem Aggregationsansatz zugeflgt wurden (Konno, 2001).

Tab. 4.1 Durchmesser der Fibrillen aus unterschiedlichen krankheitsrelevanten Proteinen.

Fibrillen-
Protein Krankheit durchmesser  Referenz
AR-Peptid Alzheimer Krankheit 9nm Kirschner et al., 1987
Ataxin 3 SCA 3(MJD) 10 nm Bevivino & Loll, 2001
a-Synuclein Parkinson-Krankheit 12 nm Narhi et a., 1999
Leichte Ketten der Immunglobuline Light Chain Amyloidosis 8nm Khurana et al., 2001
PABPN1 OPMD 8.5n$m Tome & Fardeau., 1980
Prion Protein Prionen-Krankheiten 8-10 nm Inouye & Kirschner, 1997
Transthyretin SSA und FAP 130 nm Serpell et al., 1995

FAP = Familia Amyloid Polyneuropathy, MJD = Machado-Joseph Disease, SCA = Spinocerebellar Ataxia, SSA = Senile Systemic
Amyloidosis

Die Fibrillen von N-(+7)Ala zeigten nach Anféarbung mit Kongorot eine gelb-grine
Doppelbrechung unter linear polarisiertem Licht, wie sie charakteristisch fur amyloide
Strukturen ist. Weiterhin besal3en die Fibrillen die fur eine antiparallele [3-Struktur typischen
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spektroskopischen Eigenschaften. Das Rontgenbeugungsmuster wies die charakteristischen
Reflexe einer [3-cross Struktur auf, die bei einer Reihe von amyloiden Fibrillen beobachtet
wurde (Sunde & Blake, 1998). Ein intensiver Reflex bei 4.6 A ist typisch fiir R-Faltbltter und
kann dem Abstand der einzelnen 13-Strange zugeordnet werden. Dieser Abstand ist bei den
meisten [3-Faltbléttern einheitlich, da die Wechselwirkung der R-Strange durch das
Peptidrickgrat bestimmt wird. Die Wechselwirkung zwischen Ubereinandergelagerter (3
Faltblattern hangt dagegen von der GrofRe der einzelnen Seitenketten ab, die aus beiden
Richtungen der 3-Faltblatter herausragen. Bel bisher untersuchten amyloiden Fibrillen wurden
diese Abstande bei der Rontgenbeugung im Bereich von 8-12 A gemessen. Die Reflexe sind
oftmals breit und weisen eine sehr geringe Intensitét auf (Fraser et al., 1994; Serpell et al.,
2000; Sunde et al., 1997). Bestimmend fur die Reflexintensitét ist die Anzahl der Schichten
von [-Fatbléattern. Je mehr -Fatblatter Ubereinandergelagert sind, desto intensiver und
schérfer erscheint der resultierende Reflex. Der Bereich von 8.4-10.5 A mit einer diffusen und
sehr schwachen Reflexintensitét bei fibrilliertem N-(+7)Ala lasst demnach auf eine geringe
Anzahl von Ubereinandergel agerten R-Faltbl&ttern schliefzen.

Die Bildung von unldslichen amyloiden Fibrillen mit einer 3-Struktur aus |6slichen
Monomeren, die unstrukturiert bzw. teilweise a-helikal strukturiert sind, ist zunéchst
Uberraschend. Jedoch liegen die meisten |6slichen monomeren Einheiten der amyloiden
Fibrillen nicht in einer 3-Form vor. So ist das Prion-Protein in seiner nativen Konformation
zum grofden Teil a-helikal strukturiert, und a-Synuclein liegt Gberwiegend unstrukturiert vor
(Conway et al., 2000; Knaus et al., 2001).

Die Mechanismen, die zu einer strukturellen Umwandlung bel der Fibrillierung fihren
sind noch weitgehend unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass eine Fibrillierung im
Allgemeinen Uber ein Intermediat verlauft, welches teilweise gefaltet als molten globule bzw.
in einer nativ-ahnlichen Struktur vorliegt (Rochet & Lansbury, Jr., 2000). Uber die genauen
Strukturen dieser Intermediate gibt es bislang kaum Informationen. Globulére Proteine missen
demnach vor einer Fibrillierung teillweise entfatet werden. Durch die Verwendung von
organischen Losungsmitteln, chemischen Denaturierungsmitteln, pH-Wert-Anderungen oder
hohen Temperaturen wurden invitro Bedingungen erzeugt, die zu einer Fibrillierung
verschiedener Proteine fuhrten (Chiti et al., 1999; Khurana et al., 2001; La et al., 1996;
Souillac et al., 2002). In vivo kénnen beispielsweise Mutationen, lokale pH-Wert-Anderungen
oder oxidativer Stress Ursachen fUr eine Entfaltung der nativen Struktur sein. Bei der isolierten
N-terminalen Domane von PABPN1 missen fur eine Fibrillierung wahrscheinlich keine

Tertidrkontakte aufgebrochen werden. Es muss lediglich ene a-FUmfatung der
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Polyalaninsequenz erfolgen. Eine solche strukturelle Umfatung wurde schon bei
Polyalaninpeptiden beobachtet, bei denen sich aus anfanglich a-helikalen Monomeren (3
Faltblatt-Komplexe bildeten (Blondelle et al., 1997; Perez-Paya et al., 1996).
Interessanterweise konnte bei N-(+7)Ala in Anwesenheit von Trifluorethanol die Fibrillierung
unterdriickt werden. Durch die Zugabe von Trifluorethanol wurden a-helikale Strukturen von
N-(+7)Ala stabilisiert, was eine Umfaltung in eine 3-Struktur verhinderte oder zumindest
deutlich verzogerte und so einer Fibrillierung entgegen wirkte.

Anhand der kinetischen und strukturellen Informationen kann ein stark vereinfachtes
Modéll fur eine Fibrillierung von N-(+7)Ala bzw. N-WT aufgestellt werden (Abb. 4.1). Die N-
terminle  Doméne liegt als Monomer in enem strukturellen Gleichgewicht von
unstrukturierten und tellweise a-helikalen Molekilformen vor. Die Bildung eines
Nukleationskeims erfolgt durch die Assoziation mehrerer Monomere und einer Umfaltung zu
einer 3-Struktur, die sowohl aus inter- als auch aus intramolekularen 3-Faltbl&ttern bestehen
kann. Ist einmal ein Nukleationskeim gebildet, so kann die Reaktion durch die Anlagerung
weiterer Proteinmolekile zu einem Fibrillenwachstum fihren. Ob eine Oligomerisierung Uber
die a-helikale oder unstrukturierte Molekilform erfolgt und zu welchem Zeitpunkt die
Ausbildung einer [&-Struktur erfolgt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht néher untersucht.
Auch die Anzahl der Molekule, die fir die Bildung eines Nukleationskeims notwendig sind, ist
noch unklar. Modellrechnungen zur Stabilitdt von [-Faltblatt-Strukturen aus oligomeren
Alaninpeptiden mit acht Alaninresten zeigten, dass die 3-Faltblatter ab einem Oktamer eine
sehr hohe Stabilitét besal3en (Ma & Nussinov, 2002). Experimentell wurde dies bislang jedoch
nicht bestétigt.

-

x<<—_> IR — ¢
NS Nukl eationskeim <§2§

lagphase Fibrillenwachstum

Abb.4.1 Model zur Fibrillenbildung der N-terminalen Doméane von PABPN1. a-helikale Strukturen sind
asrote Zylinder, 3-Strénge a s griine Pfeile dargestellt. Siehe Text fir Erléuterungen.



Diskussion 89

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Expansion der Polyalaninsequenz das
Potential der Fibrillierung der N-terminalen Doméane drastisch erhéht. Die Funktion des N-
Terminus von PABPN1, die Stimulierung muskelspezifischer Gene, wird durch die restlichen
Aminosauren von PABPN1 nicht beeinflusst. Aul3erdem wird die Funktion von PABPN1 bei
der Polyadenylierung durch eine N-terminale Deletion nicht beeintrachtig. Demnach bildet der
N-Terminus von PABPN1 e ne unabhéngige funktionelle Einheit und vermutlich wird auch die
Fibrillierung von PABPN1 nicht von den restlichen Doménen beeinflusst. Die bei OPMD-
Patienten beobachteten intranukledren Fibrillen in den Musklefaserzellen kann somit sehr
wahrscheinlich auf die Expansion der Polyalaninsequenz von PABPN1 zuriickgefiihrt werden.
Bisher konnte jedoch nicht gekléart werden, ob die Fibrillen selbst al's toxische Substanz wirken
oder ob durch die Ko-Aggregation anderer Molekile im Zellkern spezifische Zellfunktionen
gestort werden.

Eine Fibrillierung invitro wurde bereits bei vielen Proteine beschrieben, deren
Fibrillenbildung in vivo bisher noch nicht entdeckt wurde (Fandrich et al., 2001; Guijarro et
al., 1998; Hamada & Dobson, 2002; Pertinhez et al., 2001; Srisailam et al., 2002; Zerovnik et
al., 2002). Ob durch eine erhthte Lebenserwartung eine Fibrillierung dieser Proteine im
Organismus auftritt und dadurch weitere Zivilisationskrankheiten wie die Alzheimer-,

Creutzfeldt-Jakob- und die Parkinson-Krankheit verursacht werden, ist noch ungewiss.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der N-terminalen Polyalaninsequenz des
Poly(A)-Bindungsproteins1 (PABPN1) auf die Bildung amyloider Fibrillen untersucht.
Hintergrund der Arbeit waren intranukleére fibrillére Aggregate in Muskelfaserzellen, die bei
OPMD-Patienten gefunden worden waren. Bei dieser genetisch bedingten Erkrankung ist die
naturliche Polyalaninsequenz von PABPN1 durch eine Trinukleotidexpansion im kodierenden
Gen um bis zu sieben Alaninreste verlangert. Der Zusammenhang zwischen der verlangerten
Alaninsequenz und den fibrilléren Aggregaten war bisher noch nicht untersucht worden. Fir
die Studien dieser Arbeit wurde das Wildtyp-Protein PABPN1, welches N-termina eine
natrliche Polyalaninsequenz aus zehn Alaninresten besitzt sowie eine um sieben Alanine
verlangerte und eine Mutante mit deletierter Alaninsequenz verwendet.

Die Untersuchungen ergaben, dass die Alaninexpansion bzw. Deletion keine
gravierenden strukturellen Veranderungen bewirkte. Auch ein Einfluss der Polyalaninsequenz
auf die Stabilitdt wurde nicht beobachtet. Der Wildtyp und die zwei Mutanten besal3en in vitro
eine starke Aggregationstendenz, die nur unter Hochsal zbedingungen verzogert werden konnte.
Diese Aggregate besal’en jedoch keine geordnete Struktur, wie sie fur amyloide Fibrillen
typisch sind. Durch die Verwendung der isolierten N-terminalen Doménen konnten
Untersuchungen unter physiologischen Salzkonzentrationen durchgefihrt werden. Wahrend N-
WT und N-AAla annghernd die gleichen CD-Spektren aufwiesen, wurde im CD-Spektrum von
N-(+7)Ala eine deutliche Zunahme an a-helikaler Struktur detektiert. Hinweise auf eine
Tertidrstruktur der N-terminalen Doméne wurden nicht erhalten.

In dieser Arbeit konnte erstmals in vitro eine Fibrillenbildung der N-terminalen Doméne
von PABPN1 beobachtet werden. Die Fibrillierung erfolgte jedoch nur bel N-(+7)Ala und N-
WT, wahrend von der Deletionsmutante N-AAla keine Fibrillen ausgebildet wurden. Die
Fibrillen besal3en nach der Bindung von Kongorot eine gelb-griine Doppelbrechung unter
linear polarisiertem Licht, wie sie charakteristisch fur die Kongorot geférbten Proteinaggregate
aus dem Gewebe von Alzheimer- und Parkinsonpatienten ist. Bel der Rontgenbeugung zeigten
die Fibrillen aus N-(+7)Ala ein Reflexmuster, welches typisch fur eine [3-cross Struktur ist.
Weltere strukturelle Analysen lassen auf einen Aufbau der Fibrillen aus sowohl inter- als auch
intramolekularen antiparallelen [3-Faltbl&ttern schlief3en.

Die Kinetik der Fibrillenbildung zeigte einen sigmoiden Kurvenverlauf, der durch einen
nukleationsabhéngigen Mechanismus erklart werden kann. In einer lagphase muissen sich
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zuerst geeignete Nukleationskeime bilden. Durch die Anlagerung weiterer Proteinmolekile
kann der Prozess in ein Fibrillenwachstum Ubergehen. Im Vergleich zum Wildtyp erfolgte die
Fibrillierung von N-(+7)Ala mit deutlich kirzerer lagphase. Die Dauer der lagphase war
abhangig von der Temperatur und der Proteinkonzentration. Durch die Zugabe von
Wachstumskeimen in Form von ultraschallbehandelten Fibrillen, konnte eine Fibrillierung von
N-(+7)Ala und N-WT induziert werden, wobei die lagphase deutlich verkirzt wurde. Eine
Induktion der Fibrillierung von N-WT gelang auch mit Wachstumskeimen, die aus fibrilliertem
N-(+7)Ala prépariert wurden. Das Fibrillenwachstum von N-WT war jedoch deutlich
langsamer als das von N-(+7)Ala, unabhéngig ob Wachstumskeime von Fibrillen aus N-WT
oder N-(+7)Ala verwendet wurden. Durch die Zugabe von Trifluorethanol, das stabilisierend
auf a-helikale Strukturen wirkt, konnte die Fibrillierung unterdriickt werden. Mit der Mutante
N-AAla, in der die Polyalaninsequenz deletiert wurde, konnte unter keiner der getesteten
Bedingungen eine Fibrillierung detektiert werden. In weiteren Experimenten ware zu ermitteln,
ab welcher Lange der Polyalaninsequenz eine Fibrillenbildung erfolgen kann. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen deutlich, dass die Expansion der natirlichen Polyalaninsequenz das
Potential von PABPN1 zur Fibrillenbildung erhdht und in direktem Zusammenhang mit dem
Auftreten der intranukledren Fibrillen in Muskelfaserzellen von OPMD-Patienten steht. Ob
diese Fibrillen jedoch als toxische Substanz wirken, oder ob durch den Einschluss von anderen
regulatorischen Molekile im Zellkern in die fibrill&ren Aggregate die Zellfunktionen gestort
werden, ist noch unklar.

Fur weitere Entwicklungen von Medikamenten fir verbesserte Therapie- und
Heilungsmoglichkeiten von amyloid bedingten Erkrankungen ist es von grof3em Interesse zu
wissen, ob fur die Bildung von Nukleationskeimen eine Oligomerisierung der Monomere oder
die Umfatung zur 3-Struktur der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. Weiterhin stehen
noch Experimente aus, die den Einfluss des Proteinkontexts auf die Fibrillierung untersuchen.
Ein geeignetes System fir solche Analysen wére z. B. eine Fusion der Polyalaninsequenz mit
dem bovinen pankreatischen Trypsininhibitor (BPTI), dessen Stabilitét gezielt durch
reduzierende Agenzien verandert werden kann.

Abgesehen von dem pathol ogischen Potential der amyloiden Fibrillen wére eine Nutzung
der Fibrillen durch Optimierung der Aminosduresequenz und Fibrillierungsbedingungen als
neue Biomaterialien analog dem Ziel zur Nutzung von synthetischen Spinnenseide denkbar,
deren physikalische und chemische Eigenschaften die bisher verwendeten Materiaien weit
Ubertreffen. Zuvor muss jedoch ausgeschlossen werden, dass von den verwendeten Fibrillen

eine Infektionsgefahr ausgeht.
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Anhang

Tab. A: Bestimme Molekularmassen der gereinigten Proteine bzw. Proteindomanen mittels
M assenspektrometrie

Protein bzw. Methode gemessene theoretische Masse Abweichung [%]

Proteindoméne Masse [Da] mit ohne Startmeth

N-WT ESI 14192.1 14320.2 14189.2 0.02

RNP ESI 11381.4 11510.9 11380.9 <0.01

o-RNP MALDI 15576.7 15576.6 15445.6 <0.01
15443.1 0.02

PABPN1-(+7)Ala  MALDI 33135,8 33132,6 33263.6 <0.01

N-(+7)Ala ESI 14686.6 14817.8 14686.8 <0.01

N-AAla MALDI 13348.1 13481.3 13350.3 0.02
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