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1 Einleitung 

1.1 Proteinmissfaltungen 

Die native, dreidimensionale Struktur eines jeden Proteins vermittelt dessen Funktion und ist 

daher von essentieller Bedeutung für biologische Prozesse. Sie wird im Wesentlichen durch die 

Aminosäuresequenz bestimmt (Anfinsen, 1973). Aufbauend auf der Primärsequenz entstehen 

durch präferentielle Wechselwirkungen der Aminosäuren die typischen Sekundärstrukturele-

mente und eine für jedes Protein charakteristische, kompakte Tertiärstruktur. Die treibendende 

Kraft der Strukturbildung (Faltung) von Proteinen ist der Zustand geringster Energie, welcher 

durch Wasserstoffbrücken, ionische- und hydrophobe Wechselwirkungen und kovalente Bin-

dungen (Disulfidbrücken) erreicht wird. Die korrekte Faltung von Proteinen ist ein bis heute 

nicht vollständig verstandener Prozess. So kann es in Abhängigkeit äußerer Faktoren zu alterna-

tiven Konformationen oder auch Missfaltungen von Proteinen kommen. Abbildung 1.1 zeigt ein 

schematisches Energieprofil der Faltung und Missfaltung von Proteinen. 

 

Abbildung 1.1 Exemplarisches Energieprofil der Faltung und Missfaltung von Proteinen. In Ab-
hängigkeit von Energie und Entropie, sowie äußerer Faktoren durchlaufen die Proteine 
„Faltungstrichter“ zum Erreichen des jeweiligen Faltungs- oder Missfaltungszustands 
(Herczenik & Gebbink, 2008). 

Die von den Umgebungsbedingungen abhängige konformationelle Flexibilität wird mittlerweile 

als universelle Eigenschaft von Proteinen diskutiert und kann sowohl zu Missfaltungen als auch 
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zur Erweiterung der Funktionalität der jeweiligen Proteine führen (Dobson, 2004; Eisenmesser 

et al., 2005; Wang & Nogales, 2005; Dumoulin et al., 2006; Hoffmann et al., 2008). 

Aufgrund spontan auftretender lokaler Entfaltungen oder Missfaltungen von Proteinen in der 

Zelle weisen die Proteine exponierte hydrophobe Bereiche auf. Diese hydrophoben Segmente 

führen häufig zu intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Proteinen, ein Prozess, der 

im Allgemeinen als Aggregatbildung bezeichnet wird. Neben der Hydrophobizität der exponier-

ten, entfalteten Bereiche spielen eine geringe Ladung und die Tendenz zur Bildung von β-

Faltblättern eine entscheidende Rolle bei der Zusammenlagerung oder Aggregatbildung missge-

falteter Proteine (Calamai et al., 2003; Chiti et al., 2003). Die in vivo, in geringem Maße, stän-

dig auftretende Missfaltung von Proteinen wird durch zelluläre Mechanismen wie den moleku-

laren Chaperonen oder Degradation reguliert und beseitigt (Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Gold-

berg, 2003). Dieses Regulationssystem wird auch als PQC (Protein Quality Control) bezeichnet 

(Gregersen et al., 2006). Kommt es jedoch zur vermehrten Missfaltung von Proteinen, versagt 

das PQC und es kommt zur Anhäufung der missgefalteten, aggregierten Spezies. In Abbildung 

1.2 ist ein schematischer Überblick der zellulären Regulation zur Sicherstellung einer korrekten 

Proteinfaltung (PQC) gezeigt.  

 

Abbildung 1.2 Schematischer Überblick der zellulären Regulationsmechanismen zur Sicherstel-
lung einer korrekten Faltung und der Vermeidung von Missfaltungen von Protei-
nen (PQC). Der Pool ungefalteter und partiell gefalteter Polypeptide (Mitte) wird durch 
Chaperone und Degradationsmechanismen kontrolliert. Holding Chaperones steigern 
die Löslichkeit, Folding Chaperones unterstützen die Faltung und Unfolding Chapero-
nes fördern die Entfaltung aggregierter Spezies (Gregersen et al., 2006). 
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Die mit dem Auftreten aggregierter Proteine einhergehenden Krankheiten werden als Protein-

missfaltungs-Krankheiten bezeichnet. Die bekanntesten Proteinmissfaltungs-Krankheiten sind 

vermutlich die neurodegenerativen Erkrankungen der Alzheimerschen und Parkinsonschen 

Krankheit sowie die spongioformen Enzephalopathien. Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über 

die häufigsten Proteinmissfaltungs-Krankheiten. Einen Teil dieser Krankheiten bilden die so 

genannten Amyloidosen. 

Tabelle 1.1 Übersicht der Proteinmissfaltungs-Krankheiten (Chiti & Dobson, 2006; Herczenik & 
Gebbink, 2008) 

Art der Krankheit Krankheit Involvierte Proteine 

Neurodegenerative Krankheiten Alzheimersche Krankheit Aβ-Peptide, Tau 

 Spongioforme Encephalo-
pathien Prionprotein und Fragmente 

 Parkinsonsche Krankheit α-Synuclein 

 Demenz mit Lewy-bodies α-Synuclein 

 Huntingtonsche Krankheit Huntingtin 

 Familiäre amyloide Poly-
neuropathien TTR (Transthyretin) 

Nicht-neuropathische systemi-
sche Amyloidosen 

Primäre Sytemische Amy-
loidosis 

Leichte Ketten von Immun-
globulin 

 Sekundäre Systemische 
Amyloidosis 

Fragmente des SAA (Serum 
Amyloid A Proteins) 

 Senile Systemische Amy-
loidosis TTR (Transthyretin) 

 Dialyse-assoziierte Amy-
loidosis β2-Mikroglobulin 

 Lysozym-Amyloidosis Lysozym 

Nicht-neuropathische lokale 
Amyloidosen 

Injektions-assoziierte Amy-
loidosis Insulin 

 „Grauer Star“ (Katarakt) γ-Crystallin 

 Vererbte renale Amyloido-
sis Fibrinogen 

Andere Krankheiten Sichelzell-Anämie Hämoglobin 

 Arteriosklerose LDL (Low Density Lipopro-
teins) 

 Diabetes Mellitus (Typ II) Amylin oder IAPP (Islet 
Amyloid Polypeptide) 
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1.2 Amyloide Fibrillen 

1.2.1 Amyloidosen 

Amyloidosen sind Proteinmissfaltungs-Krankheiten, welche durch die Bildung hoch geordneter 

Aggregatstrukturen, den amyloiden Fibrillen, gekennzeichnet sind (siehe auch Tabelle 1.1). 

Gemäß der ursprünglichen Definition handelt es sich bei den amyloiden Fibrillen um extrazellu-

läre Proteinablagerungen (Buxbaum, 2003; Westermark et al., 2005). Mittlerweile bezeichnet 

der Begriff „amyloid“ jedoch eher einen strukturellen Zustand mit charakteristischen Eigen-

schaften (siehe 1.2.2), weshalb auch intrazelluläre oder in vitro erzeugte Fibrillen häufig als 

amyloid oder amyloidartig bezeichnet werden (Chiti & Dobson, 2006). Zur Vereinfachung wird 

im weiteren Verlauf dieser Arbeit nicht zwischen den Bezeichnungen amyloid und amyloidartig 

unterschieden. 

Amyloidosen können einen erblichen Ursprung haben oder auch spontan auftreten. Sie können 

lokal oder systemisch sein (siehe Tabelle 1.1). Die spontan auftretenden Amyloidosen beginnen 

meist in der zweiten Lebenshälfte. Aufgrund des relativ späten Krankheitsbeginns wird der Ein-

fluss von zellulären Alterungsprozessen bei den spontanen auftretenden Amyloidosen diskutiert 

(Geula et al., 1998; Soti & Csermely, 2003; Gregersen et al., 2006). Eine Folge der zellulären 

Alterung könnte ein überlastetes PQC sein, was den Beginn der Krankheiten begünstigen wür-

de. Da die amyloide Fibrillenbildung ein nukleationsabhängiger Prozess ist (Harper & Lansbu-

ry, 1997), kann der Faktor Zeit, im Sinne einer fortwährenden, systematischen Ansammlung 

missgefalteter Spezies bis zu einer kritischen Konzentration, als Ursache für die spät einsetzen-

den Amyloidosen nicht ausgeschlossen werden (siehe Review (Golde et al., 2006)). Die erb-

lichen oder familiären Amyloidosen hingegen zeigen meist einen frühen Krankheitsbeginn. 

Ursache dieser Krankheiten sind häufig Punktmutationen in den betroffenen Proteinen, was in 

vielen Fällen eine thermodynamische Destabilisierung der Proteine zur Folge hat und eine er-

höhte Missfaltungsrate nach sich zieht (siehe Review (Uversky & Fink, 2004)).  

Trotz des für die Amyloidosen charakteristischen Merkmals der Bildung amyloider Fibrillen 

wird die Rolle der Fibrillen als pathogenes Agens kontrovers diskutiert (siehe Review (Golde et 

al., 2006)). So wurde beispielsweise bei der Alzheimerschen Krankheit ursprünglich davon 

ausgegangen, dass die Fibrillen für die Cyto- und Neurotoxizität verantwortlich sind (Hardy & 

Allsop, 1991). Gestützt wurde diese Hypothese durch Erkentnisse, dass Fibrillen aus Aβ-

Peptiden in neuronalen Zellen (in vitro) toxisch wirken (Pike et al., 1991; Petkova et al., 2005) 

und zu einer Veränderung der elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellmembranen führen 

(Hartley et al., 1999). Außerdem konnte eine neurotoxische Wirkung von fibrillären Aβ-
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Peptiden nach Mikroinjektion in die Großhirnrinde von Rhesusaffen gezeigt werden (Geula et 

al., 1998). In den letzten Jahren setzte sich jedoch, basierend auf Zellkulturexperimenten, ver-

mehrt die Theorie der toxischen oligomeren Fibrillenvorläufer durch (Sousa et al., 2001; Bucci-

antini et al., 2002; Kayed et al., 2003). Gestützt wird diese Theorie durch Erkenntnisse, dass die 

missgefalteten Mono- und Oligomere vieler amyloider Proteine eine Tendenz zur Interaktion 

mit Membranen und einer Ionenkanalbildung zeigen, was eine Destabilisierung der Membranen 

zur Folge hat (siehe Review (Kourie & Henry, 2002; Lashuel, 2005)). Derartige Membranwech-

selwirkungen wurden beispielsweise für humanes Amylin (Mirzabekov et al., 1996; Janson et 

al., 1999; Quist et al., 2005), die Aβ-Peptide (Arispe et al., 1993, 1996; Kawahara et al., 1997; 

Lin et al., 2001; Demuro et al., 2005; Quist et al., 2005) oder auch α-Synuclein (Volles et al., 

2001; Volles & Lansbury, 2002; Quist et al., 2005) gezeigt. Als Folge der Ionenkanalbildung 

wird ein unkontrollierter Ionenstrom, vor allem von Ca2+, in die Zelle diskutiert (Kawahara et 

al., 2000; Lin et al., 2001; Bucciantini et al., 2004; Demuro et al., 2005). Eine dauerhafte Stö-

rung des intrazellulären Gleichgewichts an Ca2+-Ionen zwischen Cytoplasma, Mitochondrien 

und ER führt zu Funktionsstörungen der Zelle und letztlich zur Apoptose (siehe Review 

(Berridge et al., 1998; Mattson, 2000)). Ein gestörtes intrazelluläres Ca2+-Gleichgewicht wurde 

beispielsweise in Patientengeweben und Tiermodellen der Alzheimerschen Krankheit beobach-

tet (siehe Reviews (Mattson & Chan, 2001; Verkhratsky, 2005)). 

Trotz der intensiven experimentellen Analysen der letzten zwanzig Jahre ist bis heute die Pa-

thogenese der Amyloidosen auf Proteinebene unklar. So wurden neben der Missfaltung und 

Anreicherung der amyloidogenen Proteine und dem angesprochenen gestörten intrazellulären 

Ca2+-Gleichgewicht Prozesse wie ER-Stress (siehe Review (Verkhratsky, 2005; Lindholm et al., 

2006)), oxidativer Stress (siehe Reviews (Emerit et al., 2004; Zhu et al., 2007)), ein unzurei-

chendes PQC (Bence et al., 2001) (siehe Reviews (Gregersen et al., 2006; Rubinsztein, 2006)) 

und entzündliche Reaktionen (Manuelidis et al., 1997) (siehe Reviews (Wyss-Coray & Mucke, 

2002; Williams & Nadler, 2007)) beobachtet. Aus dem komplexen Zusammenspiel der einzel-

nen zellulären Vorgänge und einem sich meist über Jahre entwickelnden Krankheitsverlauf ist 

ein zeitlicher Ablauf bzw. ein Ursache-Wirkungsprinzip jedoch nur schwer nachzuvollziehen. 

Des Weiteren ist offen, wie weit Amyloidosen einem universellen zellulären Krankheitsverlauf 

folgen. 
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1.2.2 Eigenschaften und Struktur amyloider Fibrillen 

Unabhängig davon, ob es sich bei den amyloiden oder amyloidartigen Fibrillen um in vivo oder 

in vitro erzeugte, extra- oder intrazelluläre, krankheitsassoziierte oder nicht krankheitsassoziier-

te Fibrillen handelt, teilen alle amyloiden Fibrillen grundlegende charakteristische Eigenschaf-

ten. 

Die fadenförmigen, unverzeigten Makromoleküle, welche mittels AFM (Atomic Force Micros-

copy) oder der Transmissions-Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden können, besit-

zen einen Durchmesser von ca. 7-13 nm (siehe Reviews (Sunde & Blake, 1997; Chiti & Dobson, 

2006)). Es wird angenommen, dass eine Fibrille strukturell aus mehreren, helikal angeordneten 

Filamenten (Protofilamenten) aufgebaut ist (Serpell et al., 2000) (siehe Reviews (Sunde & Bla-

ke, 1997; Chiti & Dobson, 2006)). Die Zahl der Protofilamente in der Fibrille variiert zwischen 

den amyloidogenen Proteinen (Jimenez et al., 1999; Serpell et al., 2000). Die amyloiden Fibril-

len besitzen eine Affinität zu spezifischen Farbstoffen wie Kongo-Rot oder Thioflavin T (ThT) 

(Puchtler & Sweat, 1965; Scheibel & Serpell, 2005). Die Bindung von Kongo-Rot durch die 

Fibrillen erzeugt eine gelb-grüne Lichtdoppelbrechung unter kreuzpolarisiertem Licht (siehe 

Reviews (Sunde & Blake, 1997; Nilsson, 2004)). In der Regel besitzen die Fibrillen eine hohe 

Resistenz gegenüber SDS, Denaturierungsmitteln und proteolytischem Verdau (Brown et al., 

1990; Pepys et al., 1993; Busch et al., 2003; Scheibel et al., 2003; Bocharova et al., 2005). 

Trotz unterschiedlicher nativer Struktur und variierender Aminosäuresequenz der amyloidoge-

nen Proteine sind die amyloiden Fibrillen durch eine spezifische molekulare Grundstruktur, der 

β-Cross-Struktur, gekennzeichnet (siehe Review (Sunde & Blake, 1997)). Die β-Cross-Struktur 

ist vermutlich der Grundbaustein der Protofilamente und die maßgebliche Ursache für die cha-

rakteristischen Eigenschaften der Fibrillen. Wesentliches Merkmal der β-Cross-Struktur sind 

die im rechten Winkel zur Fibrillenachse verlaufenden β-Stränge, welche ein β-Faltblatt entlang 

der Fibrillenachse erzeugen (Geddes et al., 1968) (siehe Review (Sunde & Blake, 1997)). Meh-

rere helikale β-Faltblätter bilden ein Protofilament, wobei die Faltblätter vermutlich über die 

Aminosäureseitenketten miteinander interagieren (Blake & Serpell, 1996; Jimenez et al., 1999; 

Serpell et al., 2000). Die β-Cross-Struktur ist schematisch in Abbildung 1.3 (A) gezeigt. Erste 

Hinweise für die Existenz einer solchen β-Cross-Struktur in amyloiden Fibrillen lieferten die 

Röntgenbeugungsmuster amyloider Ablagerungen aus Patientenproben (Eanes & Glenner, 

1968; Bonar et al., 1969). Die typischen Röntgenbeugungssignale bei 4.7 Å und ca. 10 Å ent-

sprechen der Distanz der β-Stränge im Faltblatt bzw. dem Abstand der Faltblätter untereinander 

(siehe Abbildung 1.3 (B)). Die Existenz einer β-Faltblattstruktur und das charakteristische Rönt-

genbeugungsmuster gelten heute als ein wesentliches Charakteristikum amyloider Fibrillen. 
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Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der β-Cross-Struktur (A) und typisches Röntgenbeu-
gungsmuster einer amyloiden Fibrille (B). Die charakteristischen Abstände zwischen 
den β-Strängen und den β-Faltblättern (A) dominieren die Signale im Röntgenbeu-
gungsmuster (B). (A) (Herczenik & Gebbink, 2008) und (B) Röntgenbeugungsmuster 
der amyloiden Fibrillen der T7 Endonuclease I (Guo & Eisenberg, 2006). 

Da die amyloiden Fibrillen keine Kristalle bilden und aufgrund ihres unlöslichen Charakters für 

NMR-spektroskopische Analysen unzugänglich sind, entziehen sie sich den klassichen Metho-

den der Strukturaufklärung. Bis vor wenigen Jahren lieferten Techniken wie die Transmissions-

Elektronenmikroskopie, AFM oder hochauflösende Röntgenbeugung die wesentlichen Informa-

tionen für die supramolekularen Strukturmodelle amyloider Fibrillen (siehe oben). Ergänzt wur-

den diese Methoden durch indirekte Techniken wie proteolytischem Verdau (Kheterpal et al., 

2001), H/D-Austausch-Experimenten (Kheterpal et al., 2000) oder der Prolin-Mutagenese 

(Williams et al., 2004), welche alle der Identifizierung der Aminosäuresequenzen der β-Cross-

Struktur dienen. In den letzten Jahren jedoch stieg der Beitrag alternativer Methoden wie der 

Festkörper-NMR-Spektroskopie und der Röntgenbeugung an Mikrokristallen, welche aus amy-

loiden Peptiden aufgebaut sind und amyloide Eigenschaften besitzen, bei der Strukturaufklärung 

amyloider Fibrillen (siehe Reviews (Chiti & Dobson, 2006; Nelson & Eisenberg, 2006; Tycko, 

2006)).  

So entwickelte beispielsweise die Arbeitsgruppe von Tycko, schrittweise und im Wesentlichen 

auf Festkörper-NMR-Analysen basierend, ein Strukturmodell des Protofilaments von Aβ1-40 

(siehe Review (Tycko, 2006)). Das entsprechende Modell ist in Abbildung 1.4 (A, B) gezeigt 

(Petkova et al., 2006). Ein Aβ1-40–Peptid bildet zwei β-Stränge, die jeweils Bestandteil eines β-
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Faltblatts sind (Petkova et al., 2002; Antzutkin et al., 2003). Die β-Stränge sind parallel im 

Faltblatt angeordnet (Antzutkin et al., 2000; Balbach et al., 2002) und vier β-Faltblätter bilden 

ein Protofilament (Petkova et al., 2006). Die β-Faltblätter interagieren intra- und intermolekular 

hauptsächlich über hydrophopbe Wechselwirkungen und werden durch eine Salzbrücke, im 

Bereich zwischen den β-Strängen eines Aβ1-40–Peptids, stabilisiert (Petkova et al., 2002; Ant-

zutkin et al., 2003; Petkova et al., 2006). Das Strukturmodell bestätigt frühere Ergebnisse aus 

H/D-Austausch-Experimenten (Kheterpal et al., 2000) und proteolytischem Verdau (Kheterpal 

et al., 2001). 

Anhand der Röntgenbeugung an Mikrokristallen amyloidogener Peptide entwickelte die Ar-

beitsgruppe von Eisenberg Strukturmodelle für die β-Cross-Struktur amyloider Fibrillen 

(Sawaya et al., 2007). Die Grundlage der Analysen bildeten erste Experimente mit der amyloi-

dogenen Sequenz GNNQQNY aus dem Hefeprion Sup35p (Balbirnie et al., 2001; Diaz-Avalos 

et al., 2003; Nelson et al., 2005). Aus der Mikrokristallstruktur des Peptids wurde eine parallele 

Anordnung der β-Stränge postuliert (Diaz-Avalos et al., 2003). Die Seitenketten verbinden die 

β-Faltblätter durch eine dichte sterische Verknüpfung, ohne Wassermoleküle in der Kontaktflä-

che, vermittelt über van der Waals-Wechselwirkungen („Dry Steric Zipper“) (Nelson et al., 

2005) (Abbildung 1.4 (C)). Da das Peptid im Wesentlichen aus Asparagin- und Glutamin-

Resten aufgebaut ist, werden die β-Stränge innerhalb eines Faltblatts neben den Wasserstoffbrü-

cken des Peptidrückgrats durch zusätzliche Wasserstoffbrücken der übereinander angeordneten 

Seitenketten verknüpft (Nelson et al., 2005). Diese Form der Stabilisierung des Faltblatts wurde 

schon in früheren Arbeiten, im Besonderen für poly-glutamin-assoziierte amyloide Fibrillen, 

vorgeschlagen und als „Polar Zipper“ bezeichnet (Perutz et al., 1994). Aufbauend auf der Ana-

lyse des Peptids GNNQQNY wurden andere amyloidogene Peptide, entsprechender amyloider 

Proteine, identifiziert und analysiert (Sawaya et al., 2007). Aus den Untersuchungen wurden 

acht verschiedene Klassen eines „Dry Steric Zippers“ als Grundlage der β-Cross-Struktur amy-

loider Fibrillen postuliert. Die einzelnen Klassen unterscheiden sich in der Anordung der β-

Stränge im Faltblatt (parallel, antiparallel), der sich zwischen den Faltblättern gegenüberliegen-

den Seitenketten (gleich oder verschieden) und dem Verlauf der β-Stränge zwischen den Falt-

blättern (parallel oder antiparallel) (Sawaya et al., 2007). Trotz vergleichbarer Eigenschaften der 

Mikrokristalle und der Fibrillen der Peptide (β-Cross-Struktur, gleiche Wachstumsbedingun-

gen) basieren die Strukturmodelle jedoch lediglich auf der Struktur der Mikrokristalle und bein-

halten eine relativ kurze Peptidsequenz des amyloidogenen Proteins (Sawaya et al., 2007). 
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Abbildung 1.4 Strukturmodelle amyloider Fibrillen von Aβ1-40 (A) und (B) und des Peptids 
GNNQQNY (C). (A) Querschnitt und (B) Seitenansicht des Protofilaments von Aβ1-40. 
(C) Schematische Darstellung des „Dry Steric Zipper“ des amyloidogenen Peptids 
GNNQQNY aus Sup35p mit den Kohlenstoffatomen in grau oder lila, den Sauerstoff-
atomen in rot und den Stickstoffatomen in blau. (A) und (B) (Petkova et al., 2006) und 
(C) (Nelson et al., 2005). 

Nahezu alle bisher ermittelten Strukturmodelle amyloider Fibrillen basieren auf in vitro erzeug-

ten Fibrillen amyloidogener Peptidsequenzen. Bei diesen Modellen ist zu berücksichtigen, dass 

ein amyloidogenes Peptid oder Protein meist mehrere amyloide Strukturen ausbilden kann. Ein 

Phänomen, dass als Polymorphismus bezeichnet wird und auch in den oben beschriebenen Bei-

spielen der Strukturaufklärung der Fibrillen beobachtet wurde (Petkova et al., 2005; Sawaya et 

al., 2007). Des Weiteren sollte erwähnt werden, dass die ex vivo-Fibrillen aus Patientengeweben 

neben dem amyloiden Protein meist auch andere Bestandteile wie Glycosaminglycane, Proteo-

glycane, das Serum Amyloid Protein P (SAP), Metallionen und andere Substanzen beinhalten 

(siehe Reviews (Hirschfield & Hawkins, 2003; Alexandrescu, 2005)). 

1.2.3 Amyloide Fibrillen als alternativer, funktioneller Faltungszu-
stand 

Die Entdeckung, dass auch nicht krankheitsassoziierte Proteine in vitro amyloide Fibrillen bil-

den können (Damaschun et al., 2000; Fändrich et al., 2001), führte zur Hypothese der amyloi-

den Struktur als universellem alternativen Faltungszustand (Dobson, 2004). Gestützt wird diese 

Hypothese durch Beobachtungen, dass amyloide Fibrillen in Bakterien, Pilzen, Insekten und 

sogar im Menschen funktionell sein können (siehe Reviews (Chiti & Dobson, 2006; Fowler et 

al., 2007)). 
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Ein gut dokumentiertes Beispiel für funktionelle amyloide Strukturen sind die Curli-Fasern aus 

E. coli und verschiedenen Salmonella-Spezies (Chapman et al., 2002). In einem hoch geordne-

ten Prozess, der sechs verschiedene Proteine beinhaltet und von variierenden Umweltbedingun-

gen reguliert wird, findet eine extrazelluläre Fibrillierung des Hauptbestandteils der Curli-

Fasern, dem CsgA-Protein, statt (siehe Review (Barnhart & Chapman, 2006)). Die Curli-Fasern 

besitzen alle wesentlichen Eigenschaften amyloider Fibrillen (Chapman et al., 2002; Cherny et 

al., 2005) und bilden eine extrazelluläre Matrix, welche die Bindung an Wirtszellen und inerten 

Oberflächen sowie die Bildung von Biofilmen vermittelt (siehe Review (Barnhart & Chapman, 

2006)). 

Die Hydrophobine sind amyloidogene Proteine aus Pilzen und erlauben die Bildung von Sporen 

und Fruchtkörpern. Die Fibrillierung der amphipathischen Hydrophobine findet meist an Pha-

sengrenzflächen statt (Butko et al., 2001; Mackay et al., 2001). 

Die Fibrillen der Chorion-Proteine von Insekten und Fischen schützen aufgrund ihrer hohen 

Stabilität die Eischalen der Spezies vor physikalischen Einflüssen und proteolytischem Verdau 

(Iconomidou et al., 2000; Podrabsky et al., 2001). 

Gut untersucht sind auch die Hefe-Prionen Sup35p und Ure2p aus S. cerevisae. Beide Proteine 

fungieren als nicht chromosomale genetische Elemente und verschaffen den Organismen einen 

Wachstumsvorteil durch phänotypische Plastizität, bedingt durch die native und alternative  

amyloide Faltung der Proteine (siehe Review (Shorter & Lindquist, 2005; Chiti & Dobson, 

2006)). Sup35p beispielsweise ist ein Translations-Terminationsfaktor (Stansfield et al., 1995; 

Zhouravleva et al., 1995). Die Fibrillierung von Sup35p führt zu einem vermehrten „Überlesen“ 

von Stop-Kodons in den Zellen, was ein verändertes Proteom zur Folge hat (Paushkin et al., 

1996; Eaglestone et al., 1999; True & Lindquist, 2000). 

In den letzten Jahren konnte eine erste funktionelle amyloide Struktur auch in Säugerorganis-

men gezeigt werden (siehe Review (Fowler et al., 2007)). Die aus einer proteolytischen Spal-

tung des glykosylierten Transmembran-Proteins Pmel17 hervorgehende Mα-Untereinheit ist 

Hauptbestandteil der amyloiden Strukturen in den Melanosomen von Melanocyten und dem 

Retinal-Pigment-Epithelium der Organismen (Berson et al., 2001; Berson et al., 2003; Fowler et 

al., 2006). Die amyloiden Fibrillen fungieren als Matrix für die Polymerisierung der tyrosinba-

sierten Melaninvorläufer zu Melanin (Berson et al., 2003; Fowler et al., 2006). Die Verwen-

dung variierender amyloider Strukturen in vitro zeigte, dass der amyloide Charakter der Mα-

Polymere die Melaninsynthese reguliert (Fowler et al., 2006). 

Neben den hier aufgeführten Beispielen funktioneller amyloider Strukturen in der Natur ver-

sucht zunehmend auch der Mensch, sich die Eigenschaften amyloider Fibrillen für technische 

Anwendungen zu Nutze zu machen. Die Fibrillen fungieren dabei meist als Matrix, um mit leit-
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fähigen Materialien (Metall) dekoriert zu werden und dann als „Nanokabel“ zu fungieren 

(Reches & Gazit, 2003; Scheibel et al., 2003; Baldwin et al., 2006). 

1.3 Poly-alanin-induzierte Proteinmissfaltungen 

1.3.1 Poly-alanin-assoziierte Krankheiten 

Trinukleotidexpansionen bilden die Ursache verschiedener Krankheiten, welche entsprechend 

ihrer Lage im Genom unterschieden werden. So gibt es einerseits Erkrankungen, bei denen nicht 

translatierte Bereiche von der Trinukleotidexpansion betroffen sind und andererseits Erkran-

kungen, bei denen die Trinukleotidexpansion die Erweiterung nativer Poly-Aminosäure-

Sequenzen als Folge hat (siehe Review (Everett & Wood, 2004)). Die wohl bekannteste Gruppe 

der zweiten Form der Erkrankung sind die mit einer Expansion von Poly-Glutamin-Sequenzen 

assoziierten Erkrankungen. Die poly-glutamin-assoziierten Krankheiten sind neurodegenerative 

Erkrankungen, die den Proteinmissfaltungs-Krankheiten zuzuordnen sind und beispielsweise die 

Huntingtonsche Krankheit beinhalten (siehe Reviews unten). Die aus Poly-Glutamin-Sequenzen 

hervorgehenden Proteinablagerungen umfassen die wesentlichen Charakteristika amyloider 

Fibrillen, sind jedoch meist intranukleär lokalisiert (siehe Reviews (Kim et al., 2005; Orr & 

Zoghbi, 2007; Shao & Diamond, 2007)). 

Neben der Expansion von Poly-Glutamin-Sequenzen wurde auch die Erweiterung natürlicher 

Poly-Alanin-Sequenzen als Ursache für eine Reihe von Krankheiten beschrieben (siehe Reviews 

(Amiel et al., 2004; Albrecht & Mundlos, 2005)). So wurden bis zum heutigen Zeitpunkt neun 

verschiedene poly-alanin-assoziierte Krankheiten gefunden. Bei acht der neun Krankheiten sind 

Transkriptionsfaktoren von der Poly-Alanin-Expansion betroffenen. Das Krankheitsbild dieser 

Krankheiten ist durch Entwicklungsstörungen und Missbildungen geprägt (siehe Review 

(Albrecht & Mundlos, 2005)). 

Die Erweiterung einer N-terminalen Poly-Alanin-Sequenz im Transkriptionsfaktor HOXD13 

beispielsweise führt zur Synpolydaktylie, einer Missbildung und Verwachsung von Zehen und 

Fingern (Muragaki et al., 1996; Goodman et al., 1997). Ein anderes Beispiel betrifft den 

Transkriptionsfaktor SOX3. Dieser wird überwiegend im fötalen Hirn und Rückenmark expri-

miert. Eine Erweiterung der Poly-Alanin-Sequenz von SOX3 führt zu einer X-chromosomal 

rezessiv vererbten geistigen Fehlentwicklung und Kleinwüchsigkeit, welche auf einen Mangel 

an Wachstumshormonen zurückzuführen sind (Laumonnier et al., 2002).  

Die im Wesentlichen in Zellkultur durchgeführten Analysen der letzten Jahre ergaben, dass es 

sich bei den poly-alanin-assoziierten Krankheiten vermutlich, wie im Fall der poly-glutamin-
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assoziierten Krankheiten, um Proteinmissfaltungs-Krankheiten handelt und die Tendenz zur 

Missfaltung mit der Länge der Expansionen steigt (Albrecht et al., 2004; Caburet et al., 2004; 

Nasrallah et al., 2004; Wong et al., 2007). Über die Funktion der Poly-Alanin-Sequenzen ist 

bisher nichts bekannt. Erstaunlich ist jedoch, dass die Poly-Alanin-Sequenzen mit 10 bis maxi-

mal 20 Alaninen, im nicht krankheitsassoziierten Zustand, relativ kurz sind und eine Erweite-

rung von durchschnittlich nur 5 Alaninen genügt, um ein entsprechendes Krankheitsbild hervor-

zurufen. In Patienten wurden Poly-Alanin-Sequenzen mit maximal 33 Resten gefunden (siehe 

Reviews (Amiel et al., 2004; Albrecht & Mundlos, 2005)). Dies steht im Gegensatz zu den poly-

glutamin-assoziierten Krankheiten. Die Zahl an Glutaminen umfasst bei den krankheitsassozi-

ierten Proteinvarianten meist mehr als 40 Reste. Die in Patienten gefundenen Expansionen kön-

nen bis zu 300 Glutamine aufweisen (siehe Review (Shao & Diamond, 2007)). 

1.3.2 Die Krankheit OPMD und das assoziierte Protein PABPN1 

Die einzige der neun bekannten poly-alanin-assoziierten Krankheiten, bei denen das betroffene 

Protein keinen Transkriptionsfaktor darstellt, ist die Okulopharyngeale Muskeldystrophie 

(OPMD). OPMD ist eine autosomal dominant vererbte Krankheit, die meist in der sechsten 

Lebensdekade beginnt. Der progressive Verlauf der Krankheit beinhaltet charakteristische 

Symptome wie hängende Augenlider, proximale Gliederschwäche und Aspirations- und 

Schluckbeschwerden, die meist eine künstliche Ernährung der Patienten im fortgeschrittenen 

Krankheitsstadium erfordern (siehe Reviews (Brais, 2003; Abu-Baker & Rouleau, 2007)). Als 

pathologisches Merkmal der Krankheit wurden in den 80er Jahren erstmals intranukleäre fibril-

läre Ablagerungen in Muskelfasern gefunden (Tomé & Fardeau, 1980).  

Das mit der OPMD assoziierte Protein ist das nukleäre Poly(A)-bindende Protein 1 (PABPN1). 

Trinukleotidexpansionen eines GCG-Tripletts führen zu einer Expansion einer N-terminalen 

Poly-Alanin-Sequenz von PABPN1. Während das unmutierte PABPN1 zehn aufeinander fol-

gende Alanine besitzt, umfassen die krankheitsassoziierten Varianten 12 (homozygot auch 11) 

bis maximal 17 Alanine (Brais et al., 1998).  

Wildtyp-PABPN1 ist ein Multidomänen-Protein von 306 Aminosäuren. Die N-terminale Do-

mäne des Proteins umfasst 124 Aminosäuren, hat einen isoelektrischen Punkt im sauren pH-

Bereich und besitzt verhältnismäßig viele Prolin-Reste (20) (Nemeth et al., 1995; Scheuermann 

et al., 2003). Die Poly-Alanin-Sequenz befindet sich direkt hinter dem Start-Methionin. Die 

Reste 161-257 umfassen eine RNA-Binde-Domäne (RBD) (Nemeth et al., 1995). Die basische 

C-terminale Domäne ist reich an dimethylierten Arginin-Resten und beinhaltet ein Kernlokali-
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sations-Signal (NLS) (Nemeth et al., 1995; Smith et al., 1999; Calado et al., 2000a). Die Reste 

125-161 sind essentiell für die Stimulation der Poly(A)-Polymerase (Kerwitz et al., 2003). 

PABPN1 ist an der post-transkriptionellen Modifizierung der Prä-mRNA beteiligt (Wahle, 

1991). Nach der Bindung des CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor) an die 

RNA, vermittelt durch das Polyadenylierungssignal (AAUAAA), und einer endonukleolyti-

schen Spaltung der Prä-mRNA bindet PABPN1 an die ersten Nukleotide des wachsenden Po-

ly(A)-Schwanzes und rekrutiert, zusammen mit dem CPSF, die Poly(A)-Polymerase für eine 

effektive Synthese des Poly(A)-Schwanzes (Bienroth et al., 1993; Kerwitz et al., 2003). 

PABPN1 kontrolliert außerdem die Länge des Poly(A)-Schwanzes (ca. 250 Nukleotide) 

(Wahle, 1995) und bildet lineare und sphärische oligomere Strukturen an der mRNA (Keller et 

al., 2000). 

Analysen der intranukleären Ablagerungen von OPMD-Patienten ergaben, dass diese im We-

sentlichen PABPN1 neben anderen Zellbestandteilen wie RNA, Ubiquitin und Proteasom-

Untereinheiten beinhalten (Becher et al., 2000; Calado et al., 2000b; Uyama et al., 2000). Die 

Expression von humanem PABPN1 in transgenen Mäusen führte zu einer poly-alanin-

abhängigen Myopathie und intranukleären Ablagerungen des Proteins (Hino et al., 2004). In 

Analogie zu anderen poly-alanin-assoziierten Krankheiten und den entsprechenden Proteinen 

konnte in Zellkultur eine cytoplasmatische und intranukleäre Aggregation von PABPN1, in 

Abhängigkeit der Länge der Poly-Alanin-Sequenz, gezeigt werden (Shanmugam et al., 2000; 

Fan et al., 2001; Bao et al., 2002). In vitro-Analysen der N-terminalen Domäne von PABPN1 

zeigten, dass sich in Abhängigkeit von der Anwesenheit der Poly-Alanin-Sequenz extrem stabi-

le, fibrilläre Strukturen bilden, die alle wesentlichen Merkmale amyloider Fibrillen erfüllen 

(Scheuermann, 2003; Scheuermann et al., 2003; Lodderstedt et al., 2007). 

1.3.3 Eigenschaften von Poly-Alanin-Peptiden 

In vitro-Analysen von Poly-Alanin-Peptiden haben gezeigt, dass die löslichen Peptide eine Ten-

denz zur Ausbildung α-helikaler Strukturen besitzen (Blondelle et al., 1997; Miller et al., 2002). 

Jedoch ist aufgrund des aliphatischen Charakters der Alanine eine Analyse reiner Poly-Alanin-

Peptide in wässriger Lösung nur schwer möglich. Die in den Experimenten verwendeten, flan-

kierenden löslichkeitsvermittelnden Aminosäuren beeinflussen somit die Tendenz für die Aus-

bildung einer helikalen Struktur (Miller et al., 2001). 

Es konnte schon früh gezeigt werden, dass die Tendenz der Poly-Alanine, sich gegenüber einem 

wässrigen Lösungsmittel abzuschirmen und höher molekulare Strukturen zu bilden, zur Ausbil-

dung extrem stabiler makromolekularer β-Faltblattstrukturen führt (Forood et al., 1995; Perez-
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Paya et al., 1996). Weiterführende Analysen zeigten, dass die aus den Poly-Alanin-Peptiden 

gebildeten makromolekularen Strukturen alle wesentlichen Eigenschaften amyloider Fibrillen, 

also β-Cross-Strukturen, aufweisen (Blondelle et al., 1997; Shinchuk et al., 2005). Die Bildung 

der Fibrillen ist abhängig von der Anzahl der Alanine im Peptid, der Peptidkonzentration und 

der Temperatur (Blondelle et al., 1997; Shinchuk et al., 2005). Die in vitro-Analysen wurden 

durch eine Reihe von MD-Simulationen (molecular dynamics simulations) bestätigt (Nguyen & 

Hall, 2004, 2006).  

Entsprechend der Hypothese, dass es sich bei den poly-alanin-induzierten Krankheiten um Pro-

teinmissfaltungs-Krankheiten handelt (siehe 1.3.1) konnte gezeigt werden, dass die Fusion von 

Poly-Alaninen mit einem „Reporter“-Protein (GFP) in Zellkultur zur Aggregation der Fusionen 

und einem erhöhten Zelltod führt (Rankin et al., 2000; Bao et al., 2002; Wang & Monteiro, 

2007). 

1.4 Zielstellung der Arbeit 

1.4.1 Ausgangspunkt und Ziel der Arbeit 

Wie unter 1.3.3 bereits erwähnt, zeigen Poly-Alanin-Peptide eine Tendenz zur Bildung makro-

molekularer Strukturen mit amyloiden Eigenschaften. Ähnliche Ergebnisse wurden von 

T. Scheuermann bei der biophysikalischen Charakterisierung der N-terminalen Domäne von 

PABPN1 erhalten (Scheuermann et al., 2003). Die Analysen von Scheuermann basierten aus-

schließlich auf der N-terminalen Domäne von PABPN1 mit unterschiedlich langen Poly-

Alanin-Sequenzen, da das Voll-Längen-Protein, vermutlich aufgrund seiner unterschiedlich 

geladenen Termini, zur Bildung von amorphen Aggregaten tendiert. Da für die N-terminale 

Domäne jedoch keine Tertiärstruktur nachgewiesen werden konnte, konnte der Einfluss einer 

gefalteten Domäne auf die amyloiden Eigenschaften der N-terminalen Domäne von PABPN1 

nicht analysiert werden (Scheuermann, 2003; Lodderstedt et al., 2007). So waren zu Beginn 

dieser Arbeit keine Beispiele zu in vitro-Analysen einer poly-alanin-abhängigen Fibrillenbil-

dung eines stabil gefalteten Proteins verfügbar. 

Ziel der Arbeit war deshalb die Analyse einer poly-alanin-abhängigen amyloiden Fibrillenbil-

dung im Kontext eines stabil gefalteten Proteins. Da PABPN1, wie oben beschrieben, zur Bil-

dung amorpher Strukturen tendiert und weder der Faltungsmechanismus noch die Struktur des 

Proteins bekannt ist, wurde der Einfluss einer benachbarten, stabil gefalteten Domäne auf die 

poly-alanin-induzierte amyloide Fibrillenbildung der N-terminalen Domäne von PABPN1 an-
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hand einer Fusion mit einem gut charakterisierten Modellprotein untersucht. Als Modellprotein 

diente das Kälteschockprotein  B (CspB) aus Bacillus subtilis.  

1.4.2 CspB als Modellprotein 

Das Kälteschockprotein B (CspB) aus Bacillus subtilis ist ein Mitglied aus einer Familie von 

drei identifizierten Kälteschockproteinen (B, C, D) (Graumann et al., 1996) des Bakteriums. Die 

Kälteschockproteine aus B. subtilis besitzen eine hohe Sequenzidentität (> 70 %) (Graumann et 

al., 1996). Sie werden vermehrt bei niedrigen Temperaturen, aber auch bei optimalen Wachs-

tumstemperaturen synthetisiert und sind in der Lage, sich gegenseitig zu komplementieren. Ihre 

Fähigkeit, einzelsträngige Nukleinsäuren zu binden, bestimmt vermutlich ihre Funktion als 

„RNA-Chaperone“. Es wird angenommen, dass die Csps mRNA-Moleküle binden und dadurch 

die Bildung von mRNA-Sekundärstrukturen unterdrücken. Das Ergebnis wäre eine effektivere 

Translation, besonders bei niedrigen Temperaturen (Graumann et al., 1997). Analysen in einem 

zellfreien Expressionssystem ergaben jedoch, dass CspB sowohl die Transkription als auch die 

Translation blockiert (Hofweber et al., 2005). Die Csps besitzen eine hohe Sequenzidentität 

(ca. 40%) zu den Kälteschock-Domänen (CSD) eukaryotischer Y-Box-Proteine (Graumann & 

Marahiel, 1996). 

CspB ist ein Eindomänen-Protein bestehend aus 67 Aminosäuren. Das Protein ist mit 7.4 kDa 

vergleichsweise klein. Die Struktur des Proteins konnte sowohl über Kristallographie als auch 

über NMR-Spektroskopie bestimmt werden (Schindelin et al., 1993; Schnuchel et al., 1993). 

CspB ist aus einem fünfsträngigen, antiparallelen β-Barrel aufgebaut und besitzt einen OB-Fold 

(Oligonukleotid-Bindungs-Motiv). Der OB-Fold vermittelt die bereits angesprochene Bindung 

von einzelsträngigen Oligonukleotiden. Das Protein besitzt eine Präferenz für die Bindung von 

Polythymidin-Oligonukleotiden (Max et al., 2006; Zeeb et al., 2006). 

CspB ist aus verschiedenen Gründen ein ausgezeichnetes Modellprotein. Wie oben bereits er-

wähnt, ist es ein vergleichsweise kleines Eindomänen-Protein (ohne Disulfidbrücken) mit be-

kannter Struktur. Der Faltungsmechanismus des Proteins ist gut charakterisiert. Eine Reihe 

thermodynamischer und kinetischer Analysen sprechen für eine Faltung nach einem Zwei-

Zustands-Modell (Schindler et al., 1995; Schindler & Schmid, 1996; Zeeb & Balbach, 2005; 

Garcia-Mira & Schmid, 2006), obgleich eine Arbeit von Sanchez und Kiefhaber die Existenz 

eines obligatorischen Faltungsintermediates für CspB postuliert (Sanchez & Kiefhaber, 2003). 

CspB besitzt eine geringe thermodynamische Stabilitiät und eine schnelle Faltung und Rückfal-

tung (Millisekunden), was zu einem dynamischen thermodynamischen Gleichgewicht führt 

(siehe Zitate oben). In den letzten Jahren erfolgte eine ausführliche Charakterisierung thermo-
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dynamisch stabilisierter CspB-Varianten, welche mittels in vitro-Evolution identifiziert wurden 

(Martin et al., 2002; Wunderlich et al., 2005; Max et al., 2007). Die korrekte Faltung von CspB 

kann über dessen Bindung zu einzelsträngigen Oligonukleotiden leicht nachgewiesen werden 

(Lopez et al., 1999, 2001; Zeeb & Balbach, 2003; Zeeb et al., 2006). 

 

Abbildung 1.5 Strukturmodell von CspB aus B. subtilis. Das Protein besteht aus fünf antiparallelen 
β-Strängen, wobei die Stränge 1-3 und 4 und 5 ein Faltblatt bilden (Zeeb & Balbach, 
2003) gemäß der über Kristallographie bestimmten Struktur (Schindelin et al., 1993). 

1.4.3 Fusionskonstrukte 

Um den Einfluss einer gefalteten Domäne auf die poly-alanin-abhängige Fibrillenbildung der N-

terminalen Domäne von PABPN1 zu bestimmen, sollten drei verschiedene Fusionen aus N-

terminaler Domäne und CspB rekombinant hergestellt und analysiert werden. Die Fusionen 

enthielten eine N-terminale Domäne mit einem Poly-Alanin-Segment einer Länge von 

10 Alaninen, entsprechend dem Wildtyp von PABPN1, 17 Alaninen, entsprechend der krank-

heitsassoziierten Variante mit der extremsten Alaninzahl und ein deletiertes Poly-Alanin-

Segment als Negativ-Kontrolle (siehe Abbildung 1.6). Nach einer biophysikalischen Charakteri-

sierung der Fusionen sollten diese auf ihre amyloiden Eigenschaften untersucht werden.  

Um zu zeigen, dass Poly-Alanin-Sequenzen generell einen amyloidogenen Charakter besitzen 

und diese amyloidogenen Eigenschaften auf ein beliebiges stabil gefaltetes Protein übertragbar 

sind, sollten auch direkte Fusionen aus Poly-Alanin-Sequenzen und CspB auf ihre amyloiden 

Eigenschaften untersucht werden (siehe Abbildung 1.6). 



1 Einleitung 17 

 

Abbildung 1.6 Schematische Darstellung der verschiedenen, in dieser Arbeit analysierten Fusio-
nen. Ausgehend vom Voll-Längen-PABPN1 wurden drei verschiedene Varianten der 
N-terminalen Domänen (N-WT, N-(+7)Ala und N-ΔAla) mit CspB fusioniert. Außer-
dem wurden Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB (10Ala-, 17Ala-CspB) analysiert. 



2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Acetonitril ( Rotisolv® HPLC gradient grade) Roth (Karlsruhe) 

Acrylamidstammlösung Roth (Karlsruhe) 

(30 %ig mit 0.8 % Bisacrylamid) 

Agarose GERBU (Gaiberg) 

Ampicillin Sigma (St. Louis, USA) 

ANS Sigma (St. Louis, USA) 

APS Roth (Karlsruhe) 

Bacitracin Roche Diagnostics (Mannheim) 

Bromphenolblau Sigma (St. Louis, USA) 

Coomassie brillant blau Fluka (Buchs, CH) 

EDTA Applichem (Darmstadt) 

Ethidiumbromid Applichem (Darmstadt) 

GdmCl NiGU Chemie (Waldkraiburg) 

GdmCl (ultra pure) (für analytische Zwecke) MP Biomedicals (Eschwege) 

GdmSCN Merck (Darmstadt) 

Glycerin Sigma (St. Louis, USA) 

Harnstoff (ultra pure) Fluka (Buchs, CH) 

Hefeextrakt Roth (Karlsruhe) 

Imidazol Fluka (Buchs, CH) 

IPTG Applichem (Darmstadt) 

Kaliumdihydrogenphosphat Fluka (Buchs, CH) 

Kanamycin Fluka (Buchs, CH) 

Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt) 

2-Mercaptoethanol Fluka (Buchs, CH) 

Na-Azid Merck (Darmstadt) 

Na-Cacodylat Trihydrat Roth (Karlsruhe) 

NaDOC VEB Berlin Chemie (Berlin) 
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PEG 35 000 Fluka (Buchs, CH) 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Roti®) Roth (Karlsruhe) 

(25 : 24 : 1) 

Proteaseinhibitormix (complete, EDTA free) Roche Diagnostics (Mannheim) 

SDS Roth (Karlsruhe) 

Sucrose Roth (Karlsruhe) 

TCA Roth (Karlsruhe) 

TEMED Roth (Karlsruhe) 

Trifluoressigsäure Roth (Karlsruhe) 

Tris MP Biomedicals (Eschwege) 

Trypton/Pepton Roth (Karlsruhe) 

L-Tryptophan Fluka (Buchs, CH) 

Tween 20 Roth (Karlsruhe) 

Uranylacetat Plano (Wetzlar) 

 

Alle nicht aufgeführten Chemikalien stammen von den Firmen Applichem, Fluka und Sigma 

und hatten den Reinheitsgrad p.a. Zur Herstellung von Puffern und Lösungen wurde deionisier-

tes Wasser (Pure Lab Plus, USF Seral) verwendet. 

2.1.2 Säulenmaterialien 

Ni-NTA (His-Bond Resin) (50 ml) Novagen (Bad Soden) 

SuperdexTM 75 prep grade Hi LoadTM 16/60 (120 ml) Amersham Biosciences (Freiburg) 

EC125/4 Nucleosil 100-5 C18-Säule Macherey-Nagel (Düren) 

Nucleosil 5u C18 (125 x 4 mm 5 micron) Phenomenex (Aschaffenburg) 

2.1.3 Enzyme, Antikörper und Proteine 

Alkalische-Phosphatase aus Kälberdarm New England Biolabs (Schwal-

bach) 

Anti-His6-Peroxidase Roche Diagnostics (Mannheim) 

Benzonase Reinheitsgrad II Merck (Darmstadt) 

CspB aus Bacillus subtilis M. Wunderlich (Universität Bay-

reuth), R. Sachs (Universität Halle) 

Lysozym aus Hühnereiweiß Sigma (St. Louis, USA) 

Proteinase K aus Tritirachium album Sigma (St. Louis, USA) 
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Restriktionsenzyme NdeI und BamHI New England Biolabs (Schwal-

bach) 

T4-DNA-Ligase MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 

Thermolysin aus Bacillus thermoproteolyticus Sigma (St. Louis, USA) 

Thrombin-Agarose aus Rinderplasma Sigma (St. Louis, USA) 

2.1.4 Bakterienstämme und Plasmide 

Für die Genexpression wurde folgender Bakterienstamm verwendet. 

E. coli BL21 (DE3) Gold Stratagene (Heidelberg) 

Genotyp: B, F- dcm+ Hte ompT hsdS(rB- mB-) gal l (DE3) endA Tetr 

 

Folgende Plasmide wurden verwendet. 

pET15b Novagen (Bad Soden) 

pET11a Novagen (Bad Soden) 

pUBS520 Dr. Ulrich Brinkmann (Epidauros Biotechnology, Bernried) 

(Brinkmann et al., 1989) 

Für die Amplifizierung und Fusion der Fragmente der N-terminalen Domänen von PABPN1 

und CspB wurde der Vektor pET15b mit den kodierenden Sequenzen der N-terminalen Domä-

nen von PABPN1 (Scheuermann, 2003) und der Vektor pET11a mit der Gensequenz von CspB 

(Wunderlich et al., 2005) genutzt. Die kodierenden Sequenzen der Fusionen aus Poly-Alaninen 

und CspB befanden sich im Vektor pET15b (von Einem, 2006). 

2.1.5 Kulturmedien 

SOB-Medium: 2 g/l Trypton/Pepton; 0.5 g/l Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 

2.5 mM KCl 

SOC-Medium: SOB-Medium; 10 mM MgSO4; 0.4 g/l Glucose 

LB-Medium (modifiziert): 10 g/l Trypton/Pepton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl 

LB-Platten: LB-Medium (modifiziert); 2 g/l Agar Agar 

 

Antibiotika wurden in Endkonzentrationen von 0.1 mg/ml für Ampicillin und 0.05 mg/ml für 

Kanamycin eingesetzt. 
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2.1.6 Primer und Oligonukleotide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer und anderen Oligonukleotide sind in Tabelle 2.1 auf-

gelistet. Alle Oligonukleotide mit Ausnahme der Primer für die Sequenzierungen wurden von 

der Firma Thermo Electron (Ulm) in HPLC-gereinigter Form bezogen. Die Sequenzierungspri-

mer waren „IRD 800“-fluoreszenzmarkiert und wurden von MWG Biotech (Ebersberg), eben-

falls in HPLC-gereinigter Form, bezogen.  

Tabelle 2.1 Verwendete Primer und Oligonukleotide 

Primer Sequenz Anwendung 

PABPN1-N 5’-CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCA 
GCA-3’ 

Primer für das 5’-Ende der 
cDNA von N-(+7)Ala und N-
WT 

PABPN1-NΔ 5’-CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCA 
GGA-3’ 

Primer für das 5’-Ende der 
cDNA von N-ΔAla 

PAB-Csp R 
5’-CCA TTT TAC TTT ACC TTC TAA 
CAT TCG AGC TTT TAT TGC TTC 
TAA-3’ 

Primer für das 3’-Ende der 
cDNAs der N-terminalen Do-
mänen von PABPN1 

PAB-Csp F 
5’-TTA GAA GCA ATA AAA GCT CGA 
ATG TTA GAA GGT AAA GTA AAA 
TGG-3’ 

Primer für das 5’-Ende der 
Gensequenz von CspB 

Csp R 5’-CGG GAT CCT TAC GCT TCT TTA 
GTA ACG TT-3’ 

Primer für das 3’-Ende der 
Gensequenz von CspB 

T7-Promotor 5’-CGA AAT TAA TAC GAC TCA C-3‘ Primer für die Sequenzierung 

T7-Terminator 5‘-GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG 
G-3‘ Primer für die Sequenzierung 

dT 7 5’-TTT TTT T-3’ CspB-Aktivitätsassay 

 

Die Primer PAB-Csp R und PAB-Csp F sind revers-komplementär zueinander und dienten der 

Erweiterung der cDNA-Sequenzen der N-terminalen Domänen von PABPN1 um die 5’-Gen-

Sequenz von CspB und der 5’-Gen-Sequenz von CspB mit der 3’-cDNA-Sequenzen der N-

terminalen Domänen von PABPN1 (siehe Abbildung 2.1). Die resultierenden überlappenden 

Sequenzen der PCR-Produkte sollten eine Fusion der beiden ORFs in einer zweiten PCR er-

möglichen (siehe Abbildung 2.1). 



2 Materialien und Methoden 22 

 

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Fusion der kodierenden Sequenzen der N-termina-
len Domänen von PABPN1 und CspB. In der ersten PCR erfolgte eine Amplifizierung 
der einzelnen Fragmente, in der zweiten PCR die Fusion der kodierenden Sequenzen. 

2.1.7 Kits und Standards 

Folgende molekularbiologische Kits wurden verwendet. 

CycleReader™ Auto DNA Sequencing Kit MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 

ECL™ Western Blotting Detection Reagents Amersham Biosciences (Freiburg) 

Expand High Fidelity PCR System Roche Diagnostics (Mannheim) 

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I + II Peqlab (Erlangen) 

Kodak™ Processing Chemicals Sigma (St. Louis, USA) 

(Entwickler und Fixierer für Westernblots) 

Qiaquick® Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden) 

Qiaquick® PCR Purification Kit Qiagen (Hilden) 

Sequagel XR Acrylamidlösung Biozym Diagnostik (Hessisch Oldendorf) 

Sequagel XR Komplettpuffer Biozym Diagnostik (Hessisch Oldendorf) 

 

Folgende Standards wurden verwendet. 

GeneRuler™ 1kb DNA-Leiter MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 

PeqGold Protein-Marker Peqlab (Erlangen) 

PeqGold Protein-Marker II Peqlab (Erlangen) 

2.1.8 Geräte 

CD-Spektrapolarimeter J-810 Jasco Systems (Groß-Umstadt) 

Chromatographieeinheit ÄKTA Explorer Amersham Biosciences (Freiburg) 

Fluoreszenzspektrometer Jobin Yvon Fluoromax 2 SPEX Instruments (Edison, NJ,  

(mit temperierbarem Küvettenhalter) USA) 
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Gaulin Micron Lab 40 (Hochdruckhomogenisator) APV (Lübeck) 

Gene Pulser® II Bio Rad (München) 

HPLC-Anlage Gina 50 Gynkotek GmbH (Germering) 

LiCor 4000 DNA-Sequencer MWG Biotech (Ebersberg) 

Mastercycler Gradient Eppendorf (Hamburg) 

Optima™ TLX Ultracentrifuge Beckman-Coulter (Palo Alto, 

USA) 

Power Supply EPS 300, 600, 3500 Pharmacia Biotech (Freiburg) 

Semi-Phor Westernblotapparatur Pharmacia Biotech (Freiburg) 

Ultrospec 4000 Photometer Pharmacia Biotech (Freiburg) 

UP 200S Ultraschallprozessor mit Mikrospitze S2 Hielscher Ultrasonics (Teltow) 

V 560 Photometer Jasco Systems (Groß-Umstadt) 

2.1.9 Sonstige Materialien 

Dialyseschläuche MWCO 3 000 Spectrum Laboratories (Rancho 

Dominguez, USA) 

Kohlebeschichtete Kupfergrids Plano (Wetzlar) 

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film Roche Diagnostics (Mannheim) 

Nitrocellulosemembran (0.45 µM) Peqlab (Erlangen) 

Quarzküvetten für Absorption, CD und Fluoreszenz Hellma (Müllheim) 

SDS-Elektrophoresesystem Mighty Small II Pharmacia Biotech (Freiburg) 

ZipTipC4, ZipTipC18 Millipore (Billerica, USA) 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese 

Agarosegele: 0.8-2 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer 

TAE-Puffer (50 x): 2 M Tris/HCl; 1 M Eisessig; 100 mM EDTA; pH 8.5 

DNA-Probenpuffer (6 x): 50 % (w/v) Sucrose; 10 mM Tris/HCl; 5 mM EDTA; 

5 % (v/v) Glycerin; 0.25 % (w/v) Bromphenolblau 

Die Ladung von Nukleinsäuren ermöglicht eine elektrophoretische Trennung. Die horizontale 

Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Trennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Größe 

genutzt. Sie wurde sowohl für analytische als auch für präparative Zwecke eingesetzt. Je nach 

Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Agarosegele von 0.8 oder 2%igem Gehalt 

verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 20 % (v/v) DNA-Probenpuffer (6 x) versetzt, auf das 

Gel aufgetragen und in 1 x TAE-Puffer für 45 min bei 80 V elektrophoretisch getrennt. An-

schließend folgte eine Färbung in Ethidiumbromid (1 µg/ml) und eine Visualisierung der Ban-

den unter UV-Licht. 

2.2.2 Plasmid-Präparationen 

Alle Plasmidpräparationen wurden mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I oder II der Firma 

Peqlab durchgeführt. 

2.2.3 PCR 

Der Einsatz von thermostabilen DNA-Polymerasen und die Verwendung von einzelsträngigen 

flankierenden DNA-Fragmenten (Primern) ermöglicht die Vervielfältigung linearer DNA-

Fragmente in einem bestimmten Temperaturzyklus. Solche PCRs (Polymerasekettenreaktionen) 

wurden zur Amplifizierung der kodierenden Sequenzen der N-terminalen Domänen von 

PABPN1 und von CspB genutzt. Außerdem konnten beide DNA-Fragmente durch die Einfüh-

rung überlappender Bereiche mittels PCR und nach Präparation (siehe 2.2.4) in einer zweiten 

PCR miteinander fusioniert werden (siehe auch Abbildung 2.1). Alle verwendeten Primer sind 

in Tabelle 2.1 aufgelistet. Als Matrizes fungierten Plasmide oder präparierte lineare DNA-

Fragmente. Für alle Reaktionen wurde das Expand High Fidelity PCR System der Firma Roche 

genutzt. Vor Beginn der Reaktion erfolgte eine 5-minütige Denaturierung des Matrizen-DNA 
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und der zugegebenen Primer (Mix 1) bei 95 °C. Die Temperaturzyklen der Reaktionen sind in 

Tabelle 2.2 aufgeführt. 

Tabelle 2.2 Temperaturzyklen der verschiedenen PCRs 

Reaktion Wiederholung 
des Zyklus Denaturierung Anlagerung Elongation 

2 95 °C; 45 s 60 °C; 50 s 72 °C; 40 s Amplifikation der Se-
quenz von N-PABPN1 38 95 °C; 45 s 63 °C; 50 s 72 °C; 40 s 

2 95 °C; 45 s 56 °C; 50 s 72 °C; 40 s Amplifikation der Se-
quenz von CspB 38 95 °C; 45 s 60 °C; 50 s 72 °C; 40 s 

2 95 °C; 45 s 58 °C; 50 s 72 °C; 60 s 
Fusionsreaktion 

38 95 °C; 45 s 60 °C; 50 s 72 °C; 60 s 

 

2.2.4 Präparation der PCR-Produkte 

Um PCR-Produkte für Klonierungen oder neue PCRs nutzen zu können, mussten sie von Pri-

mern, Nukleotiden und Enzym gereinigt werden. Dafür wurde im ersten Schritt eine Chloro-

form/Phenol-Extraktion mit anschließender DNA-Fällung und im zweiten Schritt eine Gel-

extraktion durchgeführt. Für die Chloroform/Phenol-Extraktion wurde der Reaktionsansatz mit 

einem Volumen Chloroform/Phenol/Isoamylalkohol (25 : 24 : 1) versehen, gut vermischt und 

für 3 min bei 13 000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde abge-

nommen, mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat und 3 Volumen reinem, gekühltem Ethanol verse-

hen und für 2 h bei -80 °C gefällt. Anschließend wurde der Ansatz bei 4 °C für 30 min bei 

13 000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. 

Nach einer erneuten 15-minütigen Zentrifugation bei 4 °C und 13 000 rpm wurde das Pellet 

getrocknet. Anschließend wurde es in einem geringen Volumen sterilem, deionisierten Wasser 

gelöst und auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 2.2.1). Die Gelextraktion erfolgte mit dem 

Qiaquick Gelextraction Kit der Firma Qiagen. 

2.2.5 Klonierung der Fusionen der N-terminalen Domänen von 
PABPN1 und CspB 

Ein Restriktionsverdau der fusionierten Fragmente der N-terminalen Domänen von PABPN1 

und CspB mit zwei verschiedenen Endonukleasen sollte eine gerichtete Klonierung in den Ex-

pressionsvektor pET15b ermöglichen. Dafür wurden sowohl die gereinigten Fusionsfragmente 
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(siehe 2.2.4) als auch der Vektor mit NdeI und BamHI geschnitten. Der Restriktionsansatz hatte 

ein Volumen von 200 µl und enthielt von jedem Restriktionsenzym je 5 µl und außerdem 40 µl 

präpariertes PCR-Produkt (siehe 2.2.4), 20 µl Puffer BamHI (New England Biolabs) und 130 µl 

steriles, deionisiertes Wasser. Die Restriktion erfolgte bei 37 °C über Nacht. Anschließend wur-

de der Restriktionsansatz wie unter 2.2.4 beschrieben gereinigt. Um in der folgenden Ligie-

rungsreaktion eine Religierung des geschnittenen Vektors mit sich selbst zu unterdrücken, wur-

de der Vektor anschließend dephosphoryliert. Dafür wurde er 3 h bei 37 °C unter Zugabe von 

1 % (v/v) alkalischer Phosphatase im Puffer 3 (New England Biolabs) inkubiert. Der verdaute, 

dephosphorylierte Vektor wurde mit dem Qiaquick® PCR Purification Kit der Firma Qiagen 

gereinigt. Für die Abschätzung der Nukleinsäurekonzentrationen wurden alle DNA-Fragmente 

auf ein Agarosegel (siehe 2.2.1) aufgetragen. Für die Ligierung wurde ein molares Verhältnis 

von ungefähr 1:10 zwischen Vektor und Insert gewählt. Die Ligierung erfolgte in einem Volu-

men von 25 µl nach Zugabe von 1 µl Enzym und 2.5 µl T4-DNA-Ligase-Puffer der Firma MBI 

Fermentas. Sie wurde bei 22 °C für 3 h durchgeführt. Anschließend erfolgte eine Hitzeinaktivie-

rung der Ligase für 5 min bei 65 °C. Um Salze aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, erfolgte 

eine 30-minütige Mikrodialyse gegen 10 % (v/v) Glycerin. Der gesamte Reaktionsansatz wurde 

bei 2.5 kV in elektrokompetente E. coli BL21 (DE3) Gold-Zellen transformiert und auf LB-

Platten mit zugegebenem Ampicillin ausplattiert. Es erfolgte eine Inkubation bei 37 °C über 

Nacht. Aus den erhaltenen Klonen wurden die Plasmide präpariert (siehe 2.2.2). Es erfolgte eine 

analytische Restriktion der Plasmide mit NdeI und BamHI mit anschließender Agarose-

Gelelektrophorese (siehe 2.2.1). Plasmide, die ein Insertionsfragment einer Größe von ca. 

600 bp enthielten, wurden anschließend sequenziert. 

2.2.6 Klonierung der Fusionen von Poly-Alaninen und CspB 

Neben den Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB, wurden auch Fusio-

nen aus Poly-Alaninen und CspB analysiert (siehe Abbildung 2.2).  

 

Abbildung 2.2 Vereinfachte Darstellung der Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB (10-, 17Ala-
CspB). Das Poly-Alanin-Segment trägt 10 bzw. 17 aufeinander folgende Alanine und 
die Aminosäuresequenz GAA. CspB befindet sich C-terminal der Poly-Alanin-Sequenz. 

Die Klonierung der beiden Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB (10Ala- und 17Ala-CspB) in 

den Vektor pET15b wurde in der Diplomarbeit von S. von Einem unter meiner Anleitung 

durchgeführt (von Einem, 2006). Ausgangsprodukt waren die kodierenden Sequenzen der Fusi-
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onen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB im Vektor pET15b. Durch die Ver-

wendung des QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene (Heidelberg) 

konnten die cDNAs der N-terminalen Domänen von PABPN1 zwischen den für die Poly-

Alanine und CspB kodierenden Sequenzen deletiert werden. Zur Vereinfachnug werden die 

Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB im Folgenden auch als „direkte Fusionen“ bezeichnet. 

2.2.7 DNA-Sequenzierungen 

Polyacrylamidgel: 30 ml Sequagel XR Acrylamidlösung; 7.5 ml Sequagel XR Kom-

plettpuffer; 400 µl DMSO; 300 µl APS (10 % (w/v)) 

TBE-Puffer: 90 mM Tris/HCl; 90 mM Borsäure; 2 mM EDTA; pH 8 

Durch DNA-Sequenzierungen wurde die Korrektheit der DNA-Sequenzen der Klonierungspro-

dukte überprüft. Grundlage der Sequenzierungen war die Kettenabbruchmethode nach Sanger 

(Sanger et al., 1977). Bei dieser Methode werden pro Sequenzierung vier Reaktionsansätze 

präpariert. Alle Ansätze enthalten neben dem zu sequenzierenden DNA-Fragment eine thermo-

stabile DNA-Polymerase, einen Primer, einen dNTP-Mix und je ein Didesoxynukleotid 

(ddNTP). Zur Synthese der DNA-Einzelstränge wird, wie in einer PCR, ein bestimmter Tempe-

raturzyklus durchlaufen. Die Zugabe der ddNTPs kann statistisch einen Kettenabbruch der Po-

lymerisation nach jedem Einbau des entsprechenden Nukleotides erzeugen. Die Auftrennung 

der unterschiedlich langen DNA-Einzelstränge aller vier Reaktionsansätze mittels einer Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese gibt Aufschluss über die DNA-Sequenz. Alle Sequenzierungs-

reaktionen wurden mit dem CycleReader™ Auto DNA Sequencing Kit der Firma MBI Fermen-

tas präpariert. Die fluoreszenzmarkierten Primer sind in Tabelle 2.1 aufgeführt. Der Tempera-

turzyklus ist in Tabelle 2.3 gezeigt. Alle zu sequenzierenden Fragmente wurden in 5’- und 3’-

Richtung sequenziert. Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und die Detektion der Banden er-

folgte am LiCor 4000 DNA-Sequencer der Firma MWG Biotech. Die Auswertung wurde mit 

der Software Image Analysis 4200, ebenfalls von der Firma MWG Biotech, durchgeführt. Se-

quenzvergleiche erfolgten mit den Softwareprogrammen MACAW™ und GeneRunner™. 

Tabelle 2.3 Temperaturzyklus für Sequenzierungsreaktionen 

Wiederholung des Zyklus Denaturierung Anlagerung Elongation 

1 94 °C; 5 min - - 

30 94 °C; 30 s 55 °C; 30 s 72 °C; 1 min 

1 70 °C; 3 min - - 
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2.3 Genexpression und Proteinreinigung 

Sowohl die Fusionsproteine bestehend aus den N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 

als auch die direkten Fusionen der Alanine mit CspB (10Ala-, 17Ala-CspB) wurden nach iden-

tischen Protokollen rekombinant hergestellt und gereinigt. 

2.3.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) 

SDS-Trenngel (14 %): 7 ml Acrylamidstammlösung; 4 ml deionisiertes Wasser; 

4 ml Trenngelpuffer; 50 μl TEMED; 100 μl APS (10 % (w/v)) 

SDS-Sammelgel (6 %): 1.2 ml Acrylamidstammlösung; 3.3 ml  deionisiertes Wasser; 

1.5 ml Sammelgelpuffer; 30 μl TEMED; 60 μl APS 

(10 % (w/v)) 

SDS-Trenngelpuffer (4 x): 3 M Tris/HCl; 0.4 % (w/v) SDS; pH 8.85 

SDS-Sammelgelpuffer (4 x): 100 mM Tris/HCl; 0.4 % (w/v) SDS; pH 6.8 

SDS-Laufpuffer (10 x): 250 mM Tris/HCl; 1 % (w/v) SDS; 1.87 M Glycin; pH 8.3 

SDS-Probenpuffer (5 x): 100 mM Tris/HCl; 4.8 % (w/v) SDS; 16 % (v/v) Glycerin; 

0.1 % (w/v) Bromphenolblau; 2 % (v/v) 2-Mercaptoethanol; 

pH 8 

SDS-Gel-Färbelösung: 40 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsäure; 1 g/l Coomassie 

brillant blau 

SDS-Gel-Entfärbelösung: 40 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsäure 

Um die Reinheit von Proteinlösungen zu analysieren, wurde die diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewandt. SDS ist ein anionisches Detergenz, 

das Proteine denaturiert und sich gleichmäßig an deren Oberfläche anlagert. Aufgrund dieser 

Eigenschaften sind bei SDS-Protein-Komplexen die Eigenladung und die ursprüngliche Struktur 

der Proteine weitgehend vernachlässigbar. Die mit SDS behandelten Proteine können entspre-

chend ihrer molekularen Masse im Trenngel der SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt wer-

den. Im Sammelgel werden, aufgrund des vom Trenngel verschiedenen pH-Wertes und der grö-

ßeren Poren, die Proben in einem schmalen Bereich konzentriert. 

Die oben angegebenen Volumina der Komponenten für Sammel- und Trenngel waren ausrei-

chend für vier Gele. Nach dem Gießen des Sammelgels wurde dieses mit Ethanol überschichtet 

und mindestens 30 min polymerisiert. Anschließend wurde das Trenngel gegossen. Die zu ana-

lysierenden Proben wurden mit 20 % (v/v) des Probenpuffers (5 x) gemischt und für 2 min auf 

90 °C erhitzt. Nachdem die Proben aufgetragen worden waren, erfolgte die elektrophoretische 
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Trennung bei 175 V für ca. 1 h. Die Gele wurden nach kurzzeitigem Erhitzen in der Färbe-

lösung mindestens 2 h gefärbt und anschließend entfärbt. 

2.3.2 Westernblot und Immundetektion 

PBS-Tween: 8 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4; 140 mM NaCl; pH 7.6; 0.1 % 

Tween 20 (v/v) 

Westernblot-Puffer: 20 mM Tris/HCl; 150 mM Glycin; 0.05 % SDS (w/v); 

20 % MeOH (v/v) 

Mit Hilfe von Antikörpern können Proteine spezifisch detektiert werden. Dieses Prinzip der 

Immundetektion wird häufig mit einem Westernblot kombiniert. Die durch eine SDS-PAGE 

getrennten Proteine werden durch das Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Membran 

transferiert (Blot) und anschließend mittels spezifischer Antikörper detektiert. Die Verwendung 

eines markierten oder eines mit einem Enzym gekoppelten (Sekundär-) Antikörpers ermöglicht 

in der Folge die Visualisierung des Zielproteins bzw. des Antikörper-Protein-Komplexes. Ein 

enzymgekoppelter Antikörper kann durch die Umsetzung eines entsprechenden Substrates eine 

Chemilumineszenzreaktion hervorrufen. Der Westernblot wurde genutzt, um die rekombinante 

Expression der Fusionsproteine der N-terminalen Domänen und CspB nachzuweisen. Es wurde 

ein mit einer Peroxidase gekoppelter Anti-His6-Antikörper verwendet. Die Detektion des Anti-

körpers erfolgte durch die peroxidase-katalysierte Oxidationsreaktion eines auf Luminol basie-

renden Substrates mit Wasserstoffperoxid. 

Die Proben von Zellen vor und nach der Induktion wurden zunächst mittels SDS-PAGE ge-

trennt (siehe 2.3.1). Der Blot erfolgte bei 60 mA für 1 h. Die Membran wurde mit 2 % Ponceau-

Rot (w/v); 3 % TCA (w/v) gefärbt und anschließend in 5 % Milchpulver (w/v); PBS-Tween über 

Nacht bei 4 °C geblockt. Es folgte eine Inkubation mit dem Antikörper (1 : 500) in 

2.5 % Milchpulver (w/v); PBS-Tween für 2 h bei Raumtemperatur. Nach viermaligem Waschen 

der Membran in PBS-Tween erfolgte die Visualisierung der Immunkomplexe auf einem Rönt-

genfilm. 

2.3.3 Genexpression 

Alle Fusionsproteine wurden rekombinant in E. coli BL21 (DE3) Gold hergestellt. Da die für 

die N-terminalen Domänen von PABPN1 kodierenden Sequenzen Argininkodons enthalten, die 

in E. coli selten vorkommen, wurde zusätzlich das Plasmid pUBS 520 verwendet. Das Plasmid 

kodiert für die tRNAs dieser in E. coli seltenen Argininkodons und ermöglicht durch die zusätz-

lichen Kopien der tRNAs eine verbesserte rekombinante Expression eukaryotischer Gene in 
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E. coli (Brinkmann et al., 1989). Die Überexpression der Proteine erfolgte in 5 l großen Schüt-

telkolben in je 1.5 l LB-Medium (modifiziert) nach Zugabe von 0.15 mg/ml Ampicillin und 

0.05 mg/ml Kanamycin. Das Animpfen erfolgte aus einer Vorkultur, welche wiederum mit ei-

nem Klon einer frisch transformierten Kultur angeimpft worden war. Das Inokulum hatte ein 

Volumen von 10-15 ml. Die Vorkultur enthielt außer den Antibiotika zusätzlich 1 % Glucose. 

Sie wurde über Nacht bei 37 °C geschüttelt. Die Kultur wurde bei 100 rpm und 37°C inkubiert 

und bei einer OD600 von 0.5-0.8 mit 1 mM IPTG induziert. Danach wurden die Zellen unter den 

gleichen Bedingungen für weitere 4 h inkubiert und anschließend durch eine Zentrifugation bei 

5 000 rpm für 15 min geerntet. Die Lagerung der Zellen erfolgte bei -80 °C. 

2.3.4 Zellaufschluss 

Aufschlusspuffer: 50 mM Tris/HCl; pH 8; Proteaseinhibitormix (complete, EDTA 

free) (1 Tablette/50 ml) 

Die eingefrorenen Zellen wurden in einem Verhältnis von 0.25 g pro Milliliter Aufschlusspuffer 

resuspendiert, mit Lysozym in einer Endkonzentration von 0.1 mg/ml versetzt und für 20 min 

auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im Hochdruckhomogenisator aufgeschlos-

sen. Der Zellaufschluss wurde bei einem Druck von 800-1200 bar in 2-3 Durchläufen durchge-

führt. Die Zellsuspension wurde danach mit Benzonase in einer Endkonzentration von 0.4 µl/ml 

und MgCl2 von 3 mM versehen und 45 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 

20 000 rpm für 30 min wurde der Überstand, welcher das lösliche Fusionsprotein enthielt, wei-

terverarbeitet. 

2.3.5 Hitzefällung 

Da sowohl das Protokoll der Reinigung der N-terminalen Domänen von PABPN1 

(Scheuermann et al., 2003) als auch das der Reinigung von CspB (Wunderlich et al., 2005) als 

ersten Schritt eine Hitzefällung enthält, wurde der Überstand des Zellaufschlusses (siehe 2.3.4) 

einer Hitzefällung unterzogen. Dafür wurden die Fusionen der N-terminalen Domänen und 

CspB 30 min bei 55-60 °C und die Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB („direkte Fusionen“) 

30 min bei 45 °C inkubiert. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Zentrifugation bei 

20 000 rpm. Es wurde mit dem Überstand weitergearbeitet. 

 

 



2 Materialien und Methoden 31 

2.3.6 Ni-NTA-Affinitätschromatographie 

Denaturierungspuffer: 50 mM Tris/HCl; 6 M GdmCl; pH 8 

Waschpuffer: 50 mM Tris/HCl; 20 mM Imidazol; pH 8 

Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCl; 250 mM Imidazol; pH 8 

Durch die Genexpression mit dem Expressionsvektor pET15b enthielten die rekombinant her-

gestellten Fusionsproteine einen N-terminalen His-tag. Dies erlaubte eine Reinigung der Protei-

ne mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie. Um eine bessere Bindung der Proteine an das 

Säulenmaterial zu ermöglichen und mögliche an CspB gebundene Nukleinsäuren zu entfernen, 

wurde das Protein vor der Chromatographie denaturiert und anschließend unter denaturierenden 

Bedingungen aufgetragen. Dafür erfolgte zuerst eine vierstufige Dialyse der Proteinlösung (80-

120 ml) gegen insgesamt 6 l des Denaturierungspuffers. Dies geschah in einer Zeitspanne von 

mindestens 40 h. Anschließend wurde die Proteinlösung 30 min bei 25 000 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde auf die mit Denaturierungspuffer äquilibrierte Säule aufgetragen. Nach 

dem Erreichen eines stabilen UV-Absorptionssignals bei einer Wellenlänge von 280 nm (ca. 

2 Säulenvolumen) wurde die Säule mit Waschpuffer gewaschen. Die Verwendung geringer 

Konzentrationen Imidazol sollte unerwünschte, gebundene Proteine entfernen. Außerdem wurde 

CspB durch den Wechsel auf einen Puffer ohne Denaturierungsmittel an der Säule zurückgefal-

tet. Die Säule wurde wiederum bis zum Erreichen eines stabilen Absorptionssignals bei einer 

Wellenlänge von 280 nm gewaschen (2-3 Säulenvolumen). Die Fusionsproteine wurden mit 

einem kontinuierlichen Gradienten von 20-250 mM Imidazol innerhalb zweier Säulenvolumen 

eluiert. Um die Proteine vor proteolytischem Verdau zu schützen, wurde den Elutionsfraktionen 

EDTA in einer Endkonzentration von 5 mM zugesetzt. Alle Chromatographieschritte erfolgten, 

abhängig vom Druck, bei einer Flussrate von ca. 1 ml/min. 

2.3.7 Gelfiltration 
Laufpuffer: 50 mM Tris/HCl; 5 mM EDTA; pH 8 

Dialysepuffer: 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 

Im letzten Reinigungsschritt wurden die Fusionsproteine einer Gelfiltration, oder Größenaus-

schluss-Chromatographie, unterzogen. Da die Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Chromatographie 

mit rekombinantem Protein ein Gesamtvolumen von 40-70 ml umfassten und durch die Gel-

filtration eine weitere Verdünnung der Proteinlösung zu erwarten war, erfolgte vor der Gelfiltra-

tion eine Konzentrierung der Proteinlösungen. Dafür wurden die entsprechenden Elutionsfrakti-

onen aus 2.3.6 vereinigt und im Dialyseschlauch in PEG 35 000 gelegt. Das Endvolumen der 
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Konzentrierung betrug 10-20 ml. Die so aufkonzentrierte Proteinlösung wurde anschließend in 

maximal 6 ml großen Fraktionen auf einer SuperdexTM 75 (Amersham Biosciences) chroma-

tographisch getrennt. Es wurden Fraktionen mit einem Volumen von 5 ml gesammelt. Die 

Trennung erfolgte bei einem Fluss von 1 ml/min. Die Elutionsfraktionen mit rekombinantem 

Protein wurden vereinigt, gegen Dialysepuffer dialysiert und bei -80°C gelagert. 

2.4 Spektroskopische Methoden 

2.4.1 Konzentrationsbestimmung von Protein- und Nukleinsäure-
lösungen mittels UV-Absorption 

Aufgrund der Absorptionsmaxima der aromatischen Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und 

Tryptophan besitzen Proteine die Fähigkeit, Licht in einem Wellenlängenbereich von 250-

290 nm zu absorbieren. Diese Eigenschaft macht eine Konzentrationsbestimmung von Protein-

lösungen mittels Lichtabsorption möglich. Die Extinktion kann mit dem Lambert-Beerschen 

Gesetz (2.1) beschrieben werden. 

 dcA ⋅⋅= ε  (2.1)

 A  Absorption bei einer definierten Wellenlänge 
 ε  molarer Extinktionskoeffizient [M-1 cm-1] 
 c  Konzentration [M] 
 d  Schichtdicke [cm] 
 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurden Absorptionsspektren unter denaturieren-

den Bedingungen in einem Wellenlängenbereich von 240-500 nm aufgezeichnet und die Extink-

tion bei einer Wellenlänge von 280 nm untersucht. Die Extinktion oberhalb von 320 nm diente 

der Analyse der Lichtstreuung. Die Lichtstreuung gibt Hinweise auf mögliche höhermolekulare 

Spezies oder Aggregate. Bei einer Extinktion in diesem Wellenlängenbereich wurde das Signal 

doppelt-logarithmisch aufgetragen und die Lichtstreuung bei 280 nm über Extrapolation be-

stimmt. Die Extinktion bei 280 nm wurde dann um den Wert der Lichtstreuung korrigiert. Die 

molaren Extinktionskoeffizienten wurden nach Gill (Gill & von Hippel, 1989) mit Hilfe des 

Tools Protparam (http://expasy.ch/tools/protparam.html) bestimmt. Sie betrugen 6 990 M-1 cm-1 

für die Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB und 5 500 M-1 cm-1 für die 

Fusionen der Alanine und CspB. 

Die Konzentrationen des Oligonukleotids dT7 wurden über die Absorption bei einer Wellenlän-

ge von 260 nm bestimmt. Der molare Extinktionskoeffizient betrug für dT7 58 800 M-1 cm-1 

(Wallace & Miyada, 1987). 
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2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen mittels 
Tryptophanfluoreszenz 

Die delokalisierten π-Elektronensysteme der aromatischen Aminosäuren führen nicht nur zur 

Lichtabsorption von Proteinen im UV-Bereich, sondern auch zur Eigenfluoreszenz von Pro-

teinen. Diese intrinsische Fluoreszenz kann ebenfalls zur Konzentrationsbestimmung genutzt 

werden. Da die Quantenausbeute und das Emissionsmaximum jedoch stark von der Umgebung 

der aromatischen Aminosäuren und damit von der Faltung des Proteins abhängig sind, ist eine 

allgemeine Konzentrationsbestimmung nur im denaturierten Zustand möglich. Die hier ange-

wandte Methode basierte auf der von Pajot (Pajot, 1976). Die Proteine wurden in 2 ml 

5 mM KH2PO4; 6 M GdmCl; 100 mM NaCl; pH 7.5 verdünnt und die Fluoreszenz bestimmt. 

Anschließend wurde eine konzentrierte Tryptophanlösung (0.9-1 mM) bekannter Konzentration 

in acht Schritten von je 1 µl zugegeben. Nach jeder Zugabe wurde die Lösung 1 min in der Kü-

vette gerührt und wiederum die Fluoreszenz bestimmt. Die Werte wurden pufferkorrigiert und 

gegen die Tryptophankonzentration aufgetragen. Die Auftragung ergab eine Gerade. Aus dem 

Anstieg der Geraden und des Ausgangswertes der Fluoreszenz konnte die ursprüngliche Kon-

zentration an Tryptophan in der Lösung bestimmt werden. Da die analysierten Proteine nur ei-

nen einzigen Tryptophanrest enthielten, entsprach die anfängliche Tryptophankonzentration 

auch der ursprünglichen Proteinkonzentration. Alle Messungen wurden bei 20 °C durchgeführt. 

Die Anregungswellenlänge betrug 295 nm und die Spaltbreite 5 nm. Die Auswertung erfolgte 

am Emissionsmaximum von 361 nm. Die Spektren wurden dreifach akkumuliert. 

Da zwischen der Konzentrationsbestimmung mittels UV-Absorption und Tryptophanfluores-

zenz eine Diskrepanz bestand, die Ergebnisse der UV-Absorption jedoch durch Aminosäureana-

lytik (siehe 2.7) bestätigt werden konnten, mussten die hier bestimmten Konzentrationen noch 

mit einem Korrekturfaktor multipliziert werden. Dieser hatte einen Wert von 0.64 für die Fusio-

nen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB und von 0.77 für die Fusionen aus 

Poly-Alaninen und CspB. 

2.4.3 Fluoreszenzspektroskopie 

Wie unter 2.4.2 bereits erwähnt, besitzen Proteine eine intrinsische Fluoreszenz, die vom Fal-

tungszustand des Proteins abhängig ist. Dabei ist sowohl die Quantenausbeute als auch das  

Emissionsmaximum des nativen und denaturierten Zustands ein charakteristisches Merkmal 

jedes individuellen Proteins. 

Fluoreszenzspektren wurden bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und einer Temperatur 

von 20 °C gemessen. Es wurden Spektren unter nativen Bedingungen (5 mM KH2PO4; 
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100 mM NaCl; pH 7.5) und unter denaturierenden Bedingungen (5 mM KH2PO4; 6 M GdmCl; 

100 mM NaCl; pH 7.5) aufgenommen. Die Anregung erfolgte bei 280  und 295 nm. Die Spalt-

breite betrug 5 nm. Die Spektren wurden dreifach akkumuliert und pufferkorrigiert. 

2.4.4 Analyse der nativen Faltung von CspB durch Fluoreszenz-
titration 

CspB hat die Eigenschaft einzelsträngige DNA und RNA zu binden (Graumann & Marahiel, 

1994). Dabei besitzt es eine Präferenz für die Bindung von Oligonukelotiden mit Pyrimidinba-

sen und bindet bevorzugt Polythymidin-Oligonukleotide (Lopez et al., 1999, 2001). Die Wech-

selwirkung umfasst vermutlich sieben Nukleotide und hat zur Folge, dass das Oligonukleotid 

dT7 mit besonders hoher Affinität gebunden wird (Zeeb et al., 2006). Da der einzige Tryp-

tophan-Rest des Proteins (Trp 8) an der Bindung des Oligonukleotids beteiligt ist, wird die in-

trinsische Tryptophanfluoreszenz von CspB durch die Oligonukleotidbindung verringert (Lopez 

et al., 1999, 2001; Zeeb et al., 2006). Aus diesem Grund bietet sich eine Fluoreszenztitration 

mit dT7 zur Überprüfung der nativen Faltung von CspB an. 
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Alle Messungen wurden in einem Ausgangsvolumen von 2 ml in 5 mM KH2PO4; 

100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Temperatur von 20 °C durchgeführt. Die zu analysierenden 

Proteine wurden in einer Konzentration von 1-3 µM vorgelegt und dT7 aus einer konzentrierten 

Stammlösung (400 µM) in 1 µl-Schritten bis zu einer Endkonzentration von 7-8 µM zugegeben. 

Nach jedem Schritt wurde die Lösung 1 min in der Küvette gerührt und anschließend die Fluo-

reszenz bestimmt. Die Anregungswellenlänge betrug 295 nm und die Spaltbreite 5 nm. Alle 

Spektren wurden dreifach akkumuliert und pufferkorrigiert. Die Spektren wurden bei einer Wel-

lenlänge von 352 nm analysiert. Die sich ergebenden hyperbolen Bindungsisothermen wurden 

nach Gleichung (2.2) (Lohman & Bujalowski, 1991) ausgewertet. 
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2.4.5 ANS-Fluoreszenz-Messungen 

ANS (1-Anilino-8-naphthalensulfonsäure) ist ein fluoreszierender Farbstoff der an hydrophobe 

Oberflächen von Proteinen bindet (Semisotnov et al., 1991). Durch diese Wechselwirkung wer-

den die spektroskopischen Eigenschaften von ANS verändert. Das Emissionsmaximum ver-

schiebt sich zu niedrigeren Wellenlängen und die Fluoreszenzintensität wird erhöht. Da in gefal-

teten Proteinen hydrophobe Reste jedoch nur selten oberflächenexponiert sind, wird ANS meist 

zur Detektion von Proteinstrukturen mit exponierten hydrophoben Bereichen genutzt 

(Semisotnov et al., 1991). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass ANS zur Detektion fibrillä-

rer Strukturen (Kayed et al., 1999; Baskakov et al., 2002) und speziell zur Detektion poly-

alanin-induzierter amyloider Strukturen eingesetzt werden kann (Scheuermann et al., 2003; 

Shinchuk et al., 2005). 

ANS-Fluoreszenzspektren wurden bei einer ANS-Konzentration von 5 µM in 5 mM KH2PO4; 

100 mM NaCl; pH 7.5 und einer Temperatur von 20 °C aufgenommen. Es wurde zuerst das 

Spektrum ohne Protein und anschließend nach Zugabe von Protein mit einer Endkonzentration 

von 5 µM aufgezeichnet. Die Spektren wurden subtrahiert und die Fluoreszenz bei 480 nm ana-

lysiert. Die Anregung erfolgte bei einer Wellenlänge von 370 nm. Die Spaltbreite betrug 5 nm. 

Alle Spektren wurden dreifach akkumuliert. 

2.4.6 Circulardichroismus 

Da Proteine chirale Moleküle sind, können sie mittels Circulardichroismus (CD) analysiert wer-

den. Dabei absorbieren sie links- und rechts-zirkulär polarisiertes Licht von linear polarisiertem 

Licht unterschiedlich stark. Die resultierenden Absorptionsspektren geben Auskunft über struk-

turelle Eigenschaften des Proteins. Während im Fern-UV-Bereich (190-250 nm) das Peptid-

rückgrat für die Absorption verantwortlich ist, dominieren im Nah-UV-Bereich (250-300 nm) 

die aromatischen Aminosäuren das Spektrum. CD-Spektren des Fern-UV-Bereiches geben da-

her Einblicke in die Sekundärstruktur, während Spektren des Nah-UV-Bereiches tertiäre Kon-

takte widerspiegeln. 

Fern-UV-CD-Spektren wurden in einem Wellenlängenbereich von 195-250 nm bei einer 

Schichtdicke von 0.01 cm und Nah-UV-CD-Spektren in einem Wellenlängenbereich von 250-

300 nm bei einer Schichtdicke von 1 cm aufgenommen. Die Proteinkonzentrationen betrugen 

0.9-1.3 mg/ml. Die Spektren wurden bei einer Geschwindigkeit von 10 nm/min, einer Spaltbrei-

te von 1 nm und einer Glättung von 1 s gemessen. Alle Spektren wurden zehnfach akkumuliert 

und pufferkorrigiert. Die gemessene Elliptizität wurde nach Gleichung (2.3) und (2.4) in die 
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molare oder mittlere residuelle Elliptizität umgerechnet. Additions- oder Differenzspektren 

wurden nach Gleichung (2.5) berechnet. 
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cm2 dmol-1] 
 MW  molekulare Masse [Da] 
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2.4.7 Massenspektrometrie 

Die Bestimmung der Massen der Fusionsproteine und Peptide wurde von Frau Dr. A. Schier-

horn (Forschungsstelle „Enzymologie der Proteinfaltung“, Max-Planck-Gesellschaft, Halle) 

oder Herrn Dr. C. Ihling (Prof. A. Sinz, Fachbereich Pharmazie der Martin-Luther-Universität 

Halle-Wittenberg) durchgeführt. Die durch RP-HPLC oder Zip-Tips entsalzten Proben wurden 

durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie an einem REFLEX- oder Ultraflex 3-Spektrometer 

(Bruker-Franzen-Analytik, Bremen) analysiert. Für die Kokristallisation fungierten DHB, 

HCCA oder Sinapinsäure als Matrizes. Die Zuordnung der Peptidfragmente zu den ermittelten 

Massen erfolgte mit dem Programm FindPept (http://expasy.ch/tools/protparam.html). Es wurde 

eine Toleranz von 0.5 Da gewählt. Die so ermittelten Peptidfragmente wurden anschließend 

über eine MS/MS-Analyse (Tandem-Massenspektrometrie) bestätigt. 
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2.5 Analyse amyloider Strukturen und deren Bildung 

2.5.1 Fibrillenbildung 

Für die Verfolgung der Fibrillenbildung der verschiedenen Fusionen wurden die Proteine in 

5 mM KH2PO4; 100 (250) mM NaCl; 0.1 %Na-Azid; pH 7.5 in Konzentrationen von 0.2-1 mM 

bei unterschiedlichen Temperaturen von 15-37 °C inkubiert. Die Bildung der Fibrillen wurde 

mittels ANS-Fluoreszenz (siehe 2.4.5) verfolgt und durch elektronenmikroskopische Messun-

gen (siehe 2.5.3) bestätigt. Die Fibrillenbildung in Anwesenheit von dT7 wurde auf gleiche Art 

und Weise analysiert. 

2.5.2 Fibrillenbildung mit Seed-Zugabe 

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Bildung amyloider Strukturen ist die Bildung 

eines Nukleationskeims. Dies schlägt sich in der Lag-Phase einer Fibrillierungskinetik nieder. 

Durch die Zugabe fragmentierter Fibrillen, auch Seeds genannt, kann die Lag-Phase jedoch 

verkürzt oder sogar eliminiert werden. Die Nukleationskeimbildung wird auf diese Weise um-

gangen. 

Für die Gewinnung von Seeds wurden die Fibrillen bei 50 000 rpm für 45-60 min zentrifugiert. 

Das Pellet der N-(+7)Ala-CspB-Ansätze wurde mit 6 M GdmCl und das der 10Ala-CspB-

Ansätze mit 2 M GdmCl; 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 gewaschen. Der Überstand 

wurde für eine indirekte Konzentrationsbestimmung der Seeds zurückbehalten. Das gewaschene 

Pellet wurde wiederum zentrifugiert und in 600 µl Puffer ohne GdmCl aufgenommen. Die 

Fragmentierung der Fibrillen erfolgte mittels Ultraschall bei einer Amplitude von 70 % und 

einem Intervall von 0.5 für 5 x (3 x 10 s). Anschließend wurden die präparierten Seeds bei 

60 000 rpm 1 h zentrifugiert, in Puffer ohne GdmCl gewaschen, noch einmal zentrifugiert und 

letztlich in einem geringen Volumen (10-30 µl) Puffer ohne GdmCl aufgenommen. Die Seed-

Konzentrationsbestimmung erfolgte indirekt durch die verbliebene Menge Protein im Überstand 

oder direkt über die Seeds. Den Fibrillierungsansätzen wurden Seeds in Konzentrationen von 

0.05-0.1 % (w/v) zugesetzt. Die Fibrillenbildung erfolgte analog 2.5.1. 

2.5.3 Elektronenmikroskopie 

Das Vorhandensein amyloider Strukturen wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie über-

prüft. Dafür wurde ein Aliquot des Fibrillierungsansatzes auf eine Proteinkonzentration von     

2-3 mg/ml verdünnt und an einem kohlebeschichteten Kupfergrid für 3 min adsorbiert. Der Grid 
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war zuvor für 1 min mit Bacitracin (0.1 mg/ml) behandelt worden und wurde nach der Adsorp-

tion der Proteine mit Wasser gewaschen. Abschließend erfolgte eine Kontrastierung durch eine 

kurze Inkubation (15 s) in Uranylacetat (1 % (w/v)). Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten 

wurde der Grid getrocknet. Die Aufnahmen wurden an einem EM 600 (Zeiss, Jena) unter Hilfe-

stellung von Herrn Dr. Gerd Hause (Biozentrum, Halle) angefertigt. 

2.5.4 Proteolyse 

In früheren Experimenten konnte gezeigt werden, dass Fibrillen bestehend aus den N-

terminalen Domänen von PABPN1 eine hohe Resistenz gegenüber Proteasen und Denaturie-

rungsmitteln besitzen (Scheuermann, 2003; Lodderstedt et al., 2007). Diese Stabilität ist ver-

mutlich in der β-Cross-Struktur der Fibrille begründet. Daher ist anzunehmen, dass bei einer 

Proteasebehandlung lediglich dieser strukturelle Teil proteolysegeschützt ist. Unter dieser An-

nahme sollte die Fibrille durch eine Proteasebehandlung mit unspezifisch schneidenden Protea-

sen auf ihre β-Cross-Struktur reduziert werden. Eine anschließende Auflösung der Reststruktur 

und die Analyse der Peptide sollte Aufschluss über die in der β-Cross-Struktur lokalisierte   

Aminosäuresequenz geben. Vergleichbare Analysen wurden in der Literatur bereits beschrieben 

(Bocharova et al., 2005; Monti et al., 2005; Frare et al., 2006). 

Die Proteolyse wurde mit Thermolysin und Proteinase K durchgeführt. Dazu wurden die Fibril-

len wie für die Herstellung von Seeds präpariert (siehe 2.5.2). Anschließend wurden sie in 

50 mM Tris/HCl; 100 mM NaCl; 2 mM CaCl2; pH 8 in einer Endkonzentration von 1-5 mg/ml 

aufgenommen und mit der jeweiligen Protease in einem Massenkonzentrationsverhältnis von 

1 : 50 versetzt. Die Proteolyse erfolgte für 2 h bei 37 °C. Die Reaktionen wurden mit PMSF 

(Proteinase K) und EDTA (Thermolysin) in einer Endkonzentration von 13 mM abgestoppt. Es 

erfolgte eine Zentrifugation bei 70 000 rpm für 1 h. Das Pellet wurde einmal mit 6 M GdmCl 

(N-(+7)Ala-CspB) und 2 M GdmCl; 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 (10Ala-CspB) und 

zweimal mit Puffer ohne GdmCl gewaschen. Anschließend wurde das Pellet in 5 M GdmSCN; 

0.1 % TFA aufgenommen und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte eine er-

neute Zentrifugation bei 70 000 rpm für 1 h. Der Überstand wurde mittels RP-HPLC (siehe 2.6) 

aufgetrennt und massenspektrometrisch (siehe 2.4.7) untersucht. Zur Kontrolle wurde monome-

res Protein ebenfalls proteolytisch verdaut und analysiert. 

2.5.5 Stabilitätsmessungen 

Fibrillen der N-terminalen Domänen von PABPN1 können durch die Behandlung mit hohen 

Konzentrationen an GdmCl nicht aufgelöst werden. Erst die Verwendung hoher Konzentratio-
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nen GdmSCN führt zur partiellen Auflösung der Fibrillen (Lodderstedt et al., 2007). Um die 

Stabilität der aus N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB gebildeten Fibrillen zu testen, wurden diese 

einer Behandlung mit GdmCl unterzogen. 

Es wurden Fibrillierungsansätze mit einer Ausgangsproteinkonzentration von 0.3 mM für N-

(+7)Ala-CspB und 0.6 mM für 10Ala-CspB verwendet. Der Fibrillierungsansatz wurde in 40 µl 

große Ansätze aliquotiert und die Fibrillen 1 h bei 50 000 rpm pelletiert. Die Überstände wur-

den vereinigt und aufbewahrt. Anschließend wurden die Pellets mit 40 µl 5 mM KH2PO4; 

100 mM NaCl; pH 7.5 und variierenden Mengen an GdmCl (0-6 M), in 1.5 M-Schritten für N-

(+7)Ala-CspB und 1 M-Schritten für 10Ala-CspB, gewaschen und 1 h bei 25 °C inkubiert. Es 

folgte eine erneute Zentrifugation. Die Überstände wurden zurückbehalten und die verbliebenen 

Pellets in 25 µl 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl, pH 7.5 aufgenommen. Die Proteinkonzentration 

aller Überstände und Pellets wurde mittels Tryptophanfluoreszenz (siehe 2.4.2) bestimmt. Au-

ßerdem erfolgte eine elektronenmikroskopische Analyse (siehe 2.5.3). 

2.5.6 Analyse der Faltung von CspB durch Ultrazentrifugation 

Da Fluoreszenzmessungen höhermolekularer Strukturen, wie Fibrillen, durch Lichtstreueffekte 

beeinflusst werden können und der quantitative Anteil dieser Effekte nicht zu ermitteln ist, wur-

de ein zu 2.4.4 ergänzender dT7-Bindungstest genutzt, um die Faltung von CspB in den Fibril-

len zu analysieren. Dieser nutzt die Pelletierbarkeit der Fibrillen. Aliquots mit definierten Kon-

zentrationen an Fibrillen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an dT7 versetzt und inku-

biert. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert und die verbliebene Menge an ungebunde-

nem dT7 im Überstand photometrisch bestimmt. 

Es wurden 8 Ansätze mit einem Volumen von je 145 µl und einer Fibrillenkonzentration von 

7 µM mit dT7 in einem Konzentrationsbereich von 0-13.6 µM für 30 min bei 20 °C unter leich-

tem Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die Fibrillen bei 35 000 rpm für 30 min zentrifu-

giert und die Konzentration des im Überstand verbliebenen dT7 photometrisch bestimmt. 

2.6 RP-HPLC 

Die RP-HPLC (Reversed Phase–High Performance Liquid Chromatography) basiert auf der 

unterschiedlichen Hydrophobizität von Proteinen. Durch die hydrophoben Aminosäuren der 

Proteine kommt es zu einer Wechselwirkung mit der unpolaren Oberfläche einer Säulenmatrix. 

Je nach Struktur, Sequenz und Größe werden die Proteine unterschiedlich stark an der Säule 

zurückgehalten. Die Elution erfolgt mit einem steigenden Gradienten eines organischen Lö-



2 Materialien und Methoden 40 

sungsmittels. Die RP-HPLC kann sowohl für präparative als auch für analytische Zwecke ein-

gesetzt werden. 

Alle in dieser Arbeit gezeigten Experimente wurden mit C18-(n-Octadecyl-)Säulen durchgeführt. 

Als Laufmittel wurde H2O; 0.05 % TFA (v/v) verwendet. Es wurde mit einem linear steigenden 

Gradienten von ACN; 0.05 % TFA (v/v) eluiert. Der Fluss betrug 0.7 ml/min. Es wurde Protein 

in einem Bereich von 0.002-0.1 mg in einem Volumen von 40-80 µl aufgetragen. Nach der In-

jektion wurde 3 min mit Laufmittel gespült. Anschließend wurde die Konzentration des Eluti-

onsmittels innerhalb von 70 min auf 50 % (v/v) erhöht, entsprechend einem Gradienten von 

1 %/ml. Am Ende wurde die Konzentration des Elutionsmittels innerhalb von 17 min von 50 

auf 100 % erhöht. Die Chromatogramme wurden mithilfe der Lichtabsorption bei verschiedenen 

Wellenlängen von 205-280 nm aufgezeichnet. 

2.7 Aminosäureanalytik 

Die Aminosäureanalytik wurde als weitere Methode der Konzentrationsbestimmung von Protei-

nen verwendet. Sie diente als Eichmethode für die Konzentrationsbestimmung von N-(+7)Ala-

CspB. Bei der Aminosäureanalytik wird das zu analysierende Protein durch Hydrolyse in seine 

Aminosäuren gespalten. Anschließend erfolgt eine quantitative Analyse einzelner Aminosäuren 

mittels RP-HPLC. 

Die Aminosäureanalytik wurde durch das Labor von Herrn Prof. Dr. E. Reh (Zentrum für Prote-

inanalytik, Fachhochschule Bingen) durchgeführt. Es erfolgte eine saure Hydrolyse in 

6 MGdmCl bei 150 °C für 20 min mit anschließender chromatographischer Trennung an einer 

AA511-Säule (Interaction Chemicals). An die Säule wurde eine Nachsäulen-Derivatisierung der 

Aminosäuren mit OPA-Reagenz (ortho-Phthalaldehyd) geschaltet. Die Detektion der Amino-

säuren erfolgte durch Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 350 nm und einer Emis-

sionswellenlänge von 475 nm. Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde Phenylala-

nin gewählt. Es erfolgte ein Abgleich mit einem Standard. 

2.8 Chemisch-induzierte De- und Renaturierungen 

Durch die Denaturierung von Proteinen unter der Verwendung von Denaturierungsmitteln, me-

chanischer Kräfte oder Hitze können die thermodynamischen Parameter der Entfaltung bzw. die 

thermodynamische Stabilität des Proteins bestimmt werden. Die chemisch-induzierte Denaturie-

rung wird meist mit Denaturierungsmitteln wie Harnstoff oder Guanidiniumchlorid (GdmCl) 

erreicht. Bei definierten Denaturierungsmittelkonzentrationen wird im Gleichgewichtszustand 
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der Anteil nativer und denaturierter Spezies ermittelt. Aus der sich ergebenden Übergangskurve 

kann die thermodynamische Stabilität des entsprechenden Proteins unter den gegebenen Bedin-

gungen bestimmt werden. Voraussetzung für die Analyse ist die Reversibilität des Prozesses. 

Für die Analysen wurden die Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB in 0.1 M Na-

Cacodylat; pH 7 und die Fusionen aus Alaninen und CspB in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 

pH 7.5 bei variierenden Harnstoffkonzentrationen und einer Temperatur von 25 °C über Nacht 

inkubiert. Die Proteinkonzentration betrug 3 µM. Die Bestimmung des Anteils nativer bzw. 

denaturierter Spezies geschah durch Fluoreszenzmessungen bei einer Temperatur von 25 °C. 

Die Anregungswellenlänge betrug 295 nm und die Spaltbreite 5 nm. Der Wert der Emission bei 

345 nm wurde für 90 s aufgezeichnet und anschließend gemittelt. Die Denaturierungsmittelkon-

zentrationen wurden refraktrometrisch nach (2.6) (Pace, 1986) bestimmt. 

 32 )(56.185)(753.29)(66.117][ NNNHarnstoff Δ+Δ+Δ=  (2.6)

 ][Harnstoff  Harnstoffkonzentration [M] 
 NΔ  Änderung des Brechungsindexes 
 

Da die Entfaltung von CspB vermutlich einem Zwei-Zustands-Modell entspricht (Schindler et 

al., 1995), wurden die Daten nach diesem Modell ausgewertet. Dabei kann die thermodynami-

sche Stabilität des Proteins bei jeder Harnstoffkonzentration im Gleichgewicht nach Gleichung 

(2.7) beschrieben werden. 

 KTRG ln⋅⋅−=Δ  (2.7)

 GΔ  thermodynamische Stabilität [J/mol] 
 R  allgemeine Gaskonstante [J/K mol] 
 T  absolute Temperatur [K] 
 K  Gleichgewichtskonstante 
 

Im Übergangsbereich existiert eine lineare Abhängigkeit zwischen der thermodynamischen 

Stabilität und der Harnstoffkonzentration. Diese Abhängigkeit wird durch die Kooperativität 

charakterisiert und kann nach Gleichung (2.8) beschrieben werden. 

 ][
2

HarnstoffmGG OH ⋅−Δ=Δ  (2.8)

 OHG
2

Δ  thermodynamische Stabilität bei 0 M Harnstoff [J/mol] 
 m  Kooperativität [J/mol M] 
 ][Harnstoff  Harnstoffkonzentration [M] 
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Bei der Konzentration an Denaturierungsmittel, bei der der Anteil nativer und denaturierter 

Spezies gleich ist, hat die thermodynamische Stabilität nach Gleichung (2.7) einen Wert 

von 0 J/mol. Die entsprechende Harnstoffkonzentration wird als Übergangsmittelpunkt be-

zeichnet und kann durch Umformen von Gleichung (2.8) mit Gleichung (2.9) beschrieben wer-

den. 

 
m

G
Harnstoff OH2

2/1][
Δ

=  (2.9)

 2/1][Harnstoff  Übergangsmittelpunkt [M] 

 

Die relative Menge nativer Spezies bei variierenden Harnstoffkonzentrationen (α) wurde unter 

Berücksichtigung der Änderung der Fluoreszenz im vollständig nativen bzw. denaturierten Zu-

stand nach Gleichung (2.10) bestimmt und gegen die Harnstoffkonzentration aufgetragen. 

Durch Kombination von Gleichung (2.7) und (2.8) und der Berücksichtung von α erhält man 

Gleichung (2.11). Die Auswertung der Übergangskurve und die Bestimmung der thermodyna-

mischen Parameter erfolgte unter Anwendung von Gleichung (2.11). 
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=α  (2.10)

 )/])[((exp1
1

2
TRHarnstoffmG OH ⋅⋅−Δ−+

=α  (2.11)

 α  relativer Anteil nativer Spezies 
 F  Fluoreszenz 
 ][HarnstoffaF nn ⋅+  Geradengleichung zur Berechnung der Fluoreszenz im voll-

ständig nativen Zustand 
 ][HarnstoffaF dd ⋅+  Geradengleichung zur Berechnung der Fluoreszenz im voll-

ständig denaturierten Zustand 
 



3 Ergebnisse 

3.1 Rekombinante Herstellung der Fusionen der N-
terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 

3.1.1 Klonierung der Fusionen der N-terminalen Domänen von 
PABPN1 und CspB 

Um die kodierenden Sequenzen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB miteinan-

der verknüpfen zu können, erfolgte zuerst eine Amplifizierung der einzelnen Fragmente mittels 

PCR. In dieser Reaktion wurden die cDNAs der N-terminalen Domänen von PABPN1 am 3’-

Ende um 24 Nukleotide mit der für CspB kodierenden Sequenz erweitert. Umgekehrt wurde das 

5’-Ende der für CspB kodierenden Sequenz um 21 Nukleotide des 3’-Endes der für die N-

teminalen Domänen kodierenden Sequenzen verlängert (siehe auch Abbildung 2.1). Die durch 

PCR erzeugten und nach 2.2.4 präparierten Fragmente wurden in einer Agarose-

Gelelektrophorese getrennt und sind in Abbildung 3.1 gezeigt. 

 

Abbildung 3.1 Agarose-Gelelektrophorese der amplifizierten Fragmente der N-terminalen Do-
mänen von PABPN1 und CspB. M Marker; 1 + 2  CspB kodierende DNA; 3, 4, 5 
cDNA von N-WT-; 4 N-(+7)Ala-; 5 N-ΔAla. Die PCR-Produkte wurden in einem 
2%igen Agarosegel getrennt. 

Anschließend erfolgte mittels PCR eine Verknüpfung der beiden Amplifikationsprodukte. Die 

Analyse der Fusion erfolgte zunächst durch eine Agarose-Gelelektrophorese und ist in 

Abbildung 3.2 gezeigt. Die Existenz von Banden knapp oberhalb von 500 bp in allen drei Fusi-

onsansätzen ließ auf eine erfolgreiche Fusion schließen. Bei den Fusionen der für N-WT- und 
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N-(+7)Ala- mit der für CspB-kodierenden Sequenz, sind jedoch auch Banden bei ca. 250 bp zu 

sehen. Da für beide Fusionen die gleichen Primer benutzt wurden, ist davon auszugehen, dass 

eine unspezifische Primeranlagerung der PABPN1-N-Primer der Grund für diese PCR-Produkte 

war. Die Bildung dieser unspezifischen PCR-Produkte blieb unberücksichtigt, da die Präparati-

on der Fragmente für die spätere Ligation eine Isolierung der Fragmente durch Gelextraktion 

einschloss. 

 

Abbildung 3.2 Agarose-Gelelektrophorese der fusionierten Fragmente der N-terminalen Domä-
nen von PABPN1 und CspB. M Marker; 1, 2, 3 Fusionsfragmente der cDNAs von N-
WT; N-(+7)Ala und N-ΔAla mit der für CspB kodierenden DNA. Die PCR-Produkte 
wurden in einem 0.8%igen Agarosegel getrennt. 

Die Präparation der PCR-Produkte für die Ligation mit dem Expressionsvektor pET15b erfolgte 

wie unter 2.2.4 beschrieben. Durch die Klonierung wurden 4, 52 und 32 Klone mit potentiell 

fusionierter Gensequenz von N-WT, N-(+7)Ala und N-ΔAla mit CspB erhalten. Eine analy-

tische Restriktion der präparierten Plasmide mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und 

NdeI zeigte Klone, deren Plasmide ein Insert trugen. Die Plasmide dieser Klone wurden ab-

schließend sequenziert. Es konnten für alle drei Fusionen Klone mit korrekter Sequenz des In-

serts gefunden werden. Klone, deren Plasmide die korrekte Sequenz besaßen, wurden anschlie-

ßend für einen Test der Genexpression genutzt. Die Synthese der Fusionsproteine wurde mittels 

Westernblot und anschließender Immundetektion überprüft. 
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3.1.2 Genexpression der Fusionen der N-terminalen Domänen von 
PABPN1 und CspB 

Die Genexpression wurde mit einer Kultur im kleinen Maßstab (20 ml) getestet. Da die DNA-

Sequenzen der N-terminalen Domänen von PABPN1 eine Reihe in E. coli seltener Argininko-

dons enthalten, erfolgte die Expression in Anwesenheit des Plasmids pUBS 520. Dieses Plasmid 

kodiert für die tRNAs der in E. coli seltenen Argininkodons AGA und AGG und verbessert 

somit die rekombinante Genexpression eukaryotischer Gene in E. coli (Brinkmann et al., 1989). 

Eine SDS-PAGE des Gesamtzellextraktes, vor und nach der Induktion, konnte keine eindeutige 

Aussage über eine Expression der Fusionen geben. Aus diesem Grund wurde ein Westernblot 

mit anschließender Immundetektion zur Analyse der Expression herangezogen (siehe 

Abbildung 3.3). Während auf dem mit Ponceau-Rot gefärbten Blot noch keine eindeutigen Ex-

pressionsbanden sichtbar waren, zeigte die im Anschluss durchgeführte Immundetektion (Anti-

His6-Antikörper) einzelne Banden, die ausschließlich in den Extrakten nach Induktion zu finden 

waren. Die detektierten Proteine zeigten in der SDS-PAGE ein Laufverhalten mit einer Größe 

von ca. 35 kDa. Die molekulare Masse der Fusionen beträgt jedoch nur ca. 23 kDa. Diese Diffe-

renz war nicht unerwartet, da auch die N-terminalen Domänen von PABPN1, vermutlich auf 

Grund ihres niedrigen isoelektrischen Punktes von 4.6, ein abnormales Laufverhalten in der 

SDS-PAGE zeigten (Scheuermann, 2003). 

 

Abbildung 3.3 Westernblot der Zellextrakte vor und nach Induktion der Genexpression der Fu-
sionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB. M Marker; 1-4 N-WT-
CspB mit 1, 3 vor und 2, 4 nach Induktion; 5, 6 pET15b ohne Insert vor und nach In-
duktion; 7, 8 N-Δ-Ala-CspB vor und nach Induktion; 9 N-(+7)Ala-CspB nach Indukti-
on. Der Blot wurde zuerst mit Ponceau-Rot gefärbt und anschließend einer Immunde-
tektion unterzogen. Die Detektion der Fusionsproteine geschah mit einem Anti-His6 An-
tikörper. 

Alle Klone mit einem Plasmid mit korrekter DNA-Sequenz zeigten ähnlich starke Expressions-

banden. Daher wurde pro Fusionskonstrukt jeweils ein Klon ausgewählt, mit dem alle folgenden 

Expressionen durchgeführt wurden. Die Genexpression führte zu löslich exprimiertem Protein. 
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3.1.3 Reinigung der Fusionen der N-terminalen Domänen von 
PABPN1 und CspB 

Basierend auf den Reinigungsprotokollen der einzelnen Fusionspartner (Scheuermann et al., 

2003; Wunderlich et al., 2005) wurde ein Reinigungsverfahren für die Fusionsproteine der N-

terminalen Domänen von PABPN1 und CspB entwickelt. 

Beide Reinigungsprotokolle beinhalten als ersten Schritt eine Hitzefällung. Da die N-terminalen 

Domänen keine tertiären Kontakte besitzen und damit per Definition „nativ ungefaltete“ Protei-

ne sind (Scheuermann, 2003; Lodderstedt et al., 2008), können sie extremeren Bedingungen 

ausgesetzt werden als ein gefaltetes Protein wie CspB. Aus diesem Grund wurden für die Reini-

gung der Fusionen die Bedingungen der Hitzefällung des Protokolls für CspB verwendet. Eine 

Isopropanolfällung, wie sie bei der Reinigung der N-terminalen Domänen genutzt wird, konnte 

nicht angewandt werden. Sie hätte einen nahezu vollständigen Verlust der Fusionen zur Folge 

gehabt. Da eine erfolgreiche Expression der N-terminalen Domänen von PABPN1 nur in Anwe-

senheit eines His-tags möglich ist (Scheuermann, 2003), wurde auch hier eine Expression mit 

N-terminalem His-tag (pET15b) durchgeführt. Daher bot sich als weiterer Reinigungsschritt 

eine Ni-NTA-Affinitätschromatographie an. Es wurde beobachtet, dass der Reinigungsgrad der 

Affinitätschromatographie unter denaturierenden Bedingungen deutlich höher war als unter 

nativen Bedingungen. Außerdem hatte eine Reinigung unter denaturierenden Bedingungen den 

Vorteil, dass durch die Entfaltung von CspB dessen Bindung an Nukleinsäuren unterdrückt 

wurde. Störende, an CspB gebundene Nukleinsäuren konnten so beseitigt werden. CspB wurde 

während der Ni-NTA-Affinitätschromatographie an der Säule rückgefaltet und die Fusionen 

anschließend eluiert. Da eine Anionenaustauschchromatographie, wie sie sowohl bei der Reini-

gung der N-terminalen Domänen von PABPN1 als auch bei der Reinigung von CspB verwandt 

wird, im Vergleich zur Ni-NTA-Affinitätschromatographie keinen weiteren Reinigungseffekt 

zeigte, wurde hierauf verzichtet. Nach der Ni-NTA-Affinitätschromatographie waren nur noch 

wenige Verunreinigungen auf dem SDS-Gel sichtbar. Diese konnten nahezu vollständig durch 

eine abschließende Gelfiltration beseitigt werden. Die Ergebnisse der einzelnen Schritte der 

Reinigung sind in Abbildung 3.4 gezeigt. Es ist exemplarisch der Verlauf einer Reinigung von 

N-(+7)Ala-CspB abgebildet. Alle drei Fusionsproteine wurden nach einem identischen Proto-

koll gereinigt. 
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Abbildung 3.4 SDS-PAGE der Reinigungsschritte von N-(+7)Ala-CspB. M Marker; 
1, 2 Gesamtzellextrakt vor bzw. nach Induktion; 3 Überstand des Zellaufschlusses; 
4 Überstand der Hitzefällung; 5, 6 Durchlauf bzw. Elution der Ni-NTA-Affinitäts-
chromatographie; 7 Elution der Gelfiltration. 

Die Identität und Homogenität der gereinigten Fusionsproteine konnte mittels massen-

spektrometrischer Analyse und RP-HPLC bestätigt werden. 

3.2 Rekombinante Herstellung der „direkten Fusionen“  

Der Ausdruck „direkte Fusionen“ bezeichnet die Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB (10Ala-

CspB, 17Ala-CspB). Zur Vereinfachung wird er im weiteren Verlauf der Arbeit häufiger ver-

wendet werden. Die Klonierung der Fusionskonstrukte für die „direkten Fusionen“ wurde von 

S. von Einem in einer von mir betreuten Diplomarbeit durchgeführt (von Einem, 2006). 

3.2.1 Reinigung der „direkten Fusionen“ 

Die Reinigung der „direkten Fusionen“ erfolgte auf Grundlage des Protokolls von S. von Einem 

(von Einem, 2006). Da von Einem zeigte, dass die Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB eine 

im Vergleich zu CspB geringere thermodynamische Stabilität besitzen, wurde die Hitzefällung 

bei einer, im Vergleich zum Protokoll von S. von Einem, um 10 °C geringeren Temperatur 

durchgeführt. Auf die Anionenaustauschchromatographie wurde verzichtet, da kein verbesserter 

Reinigungseffekt beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse der Reinigung der „direkten Fusio-

nen“ sind in Abbildung 3.5 zusammenfassend dargestellt. 
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Abbildung 3.5 SDS-PAGE der gereinigten „direkten Fusionen“. M1 und M2 Marker; 1, 2 10-Ala-
CspB und 17Ala-CspB. 

Analog der Reinigung der Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB wurde 

die Identität und Homogenität der gereinigten Proteine mittels massenspektrometrischer Analy-

se und RP-HPLC bestätigt. 

3.3 Biophysikalische Charakterisierung der Fusionen der 
N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 

3.3.1 Geringe Sekundärstrukturanteile der Fusionen der N-
terminalen Domänen von PABPN1 und CspB  

Mit Hilfe der Fern-UV-CD-Spektroskopie wurden die Sekundärstrukturanteile der Fu-

sionsproteine der N-terminalen Domänen und CspB analysiert. Die Strukturanteile sollten mit 

denen der nicht fusionierten Proteine verglichen werden, um einen Einfluss der Fusion auf die 

Struktur beider Proteine zu analysieren. In Abbildung 3.6 sind die Fern-UV-CD-Spektren der 

drei Fusionen gezeigt. Trotz der Differenz von 10 Alaninen ist zwischen den Spektren von N-

WT-CspB und N-ΔAla-CspB faktisch kein Unterschied sichtbar. Beide Spektren zeigen signifi-

kante Merkmale einer random-coil-Struktur. Dies spiegelt sich in dem absoluten Minimum bei 

ca. 200 nm bzw. dem absoluten Maximum bei 220 nm wider. Das Spektrum von N-(+7)Ala-

CspB dagegen zeigt ein um mehrere Nanometer zu höheren Wellenlängen verschobenes absolu-

tes Minimum. Außerdem ist ein starker Anstieg des Signals zwischen 200 und 190 nm zu beo-

bachten. Beides lässt einen höheren Anteil an α-helikaler Struktur in diesem Protein vermuten. 

Diese Vermutung konnte durch die Bildung des Differenzspektrums von N-(+7)Ala- und N-

WT-CspB (siehe Abbildung 3.7) bestätigt werden. 
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Abbildung 3.6 Fern-UV-CD-Spektren der Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 
und CspB. N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in schwarz und N-(+7)Ala-CspB in o-
range. Die Spektren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Prote-
inkonzentration von 0.8-1.3 mg/ml und einer Temperatur von 25 °C gemessen. 

Ein erhöhter Anteil α-helikaler Struktur, hervorgerufen durch erweiterte Alaninsequenzen, war 

nicht unerwartet. So wurden bereits bei Sekundärstrukturanalysen von Poly-Alanin-Peptiden 

signifikante α-helikale-Strukturen nachgewiesen (Miller et al., 2001, 2002). Des Weiteren wur-

den ähnliche Beobachtungen bei der Analyse der N-terminalen Domänen von PABPN1 ge-

macht (Scheuermann et al., 2003). 
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Abbildung 3.7 CD-Differnzspektrum von N-(+7)Ala-CspB und N-WT-CspB. Es gelten die gleichen 
Bedingungen wie unter Abbildung 3.6. 

Die hier aufgezeichneten Spektren der Fusionen ähneln im Verlauf, jedoch nicht in der Intensi-

tät, sehr den Spektren der nicht fusionierten N-terminalen Domänen. Die Spektren zeigen keine 

offensichtlichen β-Faltblatt-Strukturanteile, die auf CspB schließen lassen könnten. Um die 

Existenz von Sekundärstrukturanteilen von CspB in den Fusionen nachzuweisen, wurde das 

Spektrum der nicht-fusionierten Partner, N-(+7)Ala und CspB, vermessen, ein Additionsspekt-
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rum gebildet und mit dem Spektrum der Fusion verglichen. Die N-terminale Domäne wurde 

von G. Lodderstedt und CspB von M. Wunderlich (Universität Bayreuth) zur Verfügung ge-

stellt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.8 gezeigt.  
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Abbildung 3.8 Gemesssenes und kalkuliertes CD-Spektrum von N-(+7)Ala-CspB und die CD-
Spektren der nicht-fusionierten Partner. N-(+7)Ala-CspB gemessen und berechnet in 
orange bzw. grün; CspB in rot und N-(+7)Ala in schwarz. Die Spektren wurden in 
5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 0.8-
1.3 mg/ml und einer Temperatur von 25 °C gemessen. 

Es ist deutlich erkennbar, dass das berechnete Spektrum der Fusion dem tatsächlichen Spektrum 

entspricht. Dies lässt den Schluss zu, dass beide Fusionspartner strukturell unabhängig vonein-

ander in der Fusion vorliegen. Trotz des offensichtlich geringen Sekundärstrukturanteils der 

Fusionen scheint die Sekundärstruktur des fusionierten CspB gleich der des nicht fusionierten 

CspB zu sein. 

3.3.2 Ähnliche spektroskopische Eigenschaften von CspB und den 
Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB  

Die Ergebnisse der Fern-UV-CD-Spektroskopie (siehe 3.3.1) lassen vermuten, dass die Partner 

der Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB strukturell unabhängig voneinander in den 

Fusionen vorliegen. Da die N-terminalen Domänen von PABPN1 keine tertiären Kontakte be-

sitzen und daher keinen kooperativen Entfaltungsübergang zeigten (Scheuermann, 2003; Lod-

derstedt et al., 2008), müsste allein CspB für die tertiären Kontakte in den Fusionen verantwort-

lich sein. So sollte ein direkter Vergleich der, durch die Tertiärstruktur geprägten, spektrosko-

pischen Eigenschaften von CspB mit denen der Fusionen Aufschluss über den Faltungszustand 

von CspB in den Fusionen geben. 
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Zur Bestimmung von tertiären Kontakten bieten sich Fluoreszenzmessungen an. Sowohl die 

Quantenausbeute als auch das Emissionsmaximum der intrinsischen Fluoreszenz sind charakte-

ristische Größen jedes Proteins. Beide werden durch die molekulare Umgebung der aromati-

schen Aminosäuren und damit dem Faltungszustand des Proteins bestimmt. Das einzige in den 

Fusionen vorhandene Tryptophan befindet sich im CspB. Daher konnte es durch eine spezifi-

sche Anregung als Sonde für den Faltungszustand von CspB genutzt werden. Es wurde die Flu-

oreszenz der Fusionen und von CspB unter nativen und denaturierenden Bedingungen be-

stimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 gezeigt. 
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Abbildung 3.9 Fluoreszenzspektren von CspB und den Fusionen der N-terminalen Domänen von 
PABPN1 und CspB unter nativen und denaturierenden Bedingungen. CspB in rot; 
N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in schwarz und N-(+7)Ala-CspB in orange; native 
Bedingungen durchgezogene und denaturierende Bedingungen gestrichelte Linien. Die 
Spektren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 (mit oder ohne 6 M GdmCl) 
bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und einer Temperatur von 20 °C gemessen. Es 
erfolgte eine Anregung bei 295 nm. 

Es ist klar erkennbar, dass CspB und die Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 

und CspB die gleichen optischen Eigenschaften bezüglich der intrinsischen Tryptophanfluores-

zenz besitzen. Unter nativen Bedingungen weisen die Proteine ein Emissionsmaximum von 

353 nm auf. Eine Denaturierung der Proteine führt zu einer Rotverschiebung des Emissionsma-

ximums zu ca. 359 nm. Dieses Emissionsmaximum entspricht ungefähr dem von Tryptophan in 

wässriger Umgebung. Außerdem wird durch die Denaturierung die Fluoreszenzintensität um ca. 

50 % verringert. 

Neben Fluoreszenzmessungen wurden auch Nah-UV-CD-Messungen zur Bestimmung von ter-

tiären Kontakten genutzt. Im Gegensatz zu Fern-UV-CD-Messungen werden die Absorptions-

spektren im Nah-UV-Bereich, ähnlich den Fluoreszenzspektren, durch die molekulare Umge-

bung der aromatischen Aminosäuren geprägt. Die resultierenden komplexen Nah-UV-CD-

Spektren gefalteter Proteine sind somit ein exaktes Kriterium für den korrekten Faltungszustand 
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jedes Proteins und fungieren quasi als „Fingerabdruck“ der Proteine (Greenfield, 1996; Kelly & 

Price, 2000). Die Ergebnisse der Bestimmung der Nah-UV-CD-Spektren sind in Abbildung 

3.10 gezeigt. 

λ [nm]
250 260 270 280 290 300

[ Θ
] [

de
g 

cm
2  d

m
ol

-1
]

-6000
-4000
-2000

0
2000
4000
6000
8000

10000
12000
14000

 

Abbildung 3.10 Nah-UV-CD-Spektren von CspB und den Fusionen der N-terminalen Domänen 
von PABPN1 und CspB. CspB in rot; N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in schwarz 
und N-(+7)Ala-CspB in orange. Die Spektren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM 
NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 1.0-1.3 mg/ml und einer Temperatur 
von 25 °C gemessen. 

Der Verlauf der Nah-UV-CD-Spektren von CspB und den Fusionen ist nahezu identisch. Dies 

lässt eine identische molekulare Umgebung des Tryptophans von CspB in CspB und den Fusio-

nen vermuten und bestätigt die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen. Es bleibt allerdings zu 

erwähnen, dass die Intensitäten der Spektren schwanken, was im Kontext der gesamten spektro-

skopischen Charakterisierung der Fusionen nicht erklärt werden kann und somit vermutlich auf 

Messungenauigkeiten zurückzuführen ist. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Ergebnisse der spektroskopischen Analysen 

(Fern-UV-, Nah-UV-CD-Spektroskopie und Fluoreszenz) der Fusionen der N-terminalen Do-

mänen und CspB strukturell unabhängige Fusionspartner zeigen. Daher ist anzunehmen, dass 

CspB in den Fusionen nativ vorliegt. 

3.3.3 Natives CspB in den Fusionen der N-terminalen Domänen 
von PABPN1 und CspB 

Die native Struktur von CspB in den Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und 

CspB wurde über die Bindung von Nukleinsäuren nachgewiesen. CspB ist in der Lage einzel-

strängige DNA oder RNA zu binden (Graumann & Marahiel, 1994). Es konnte eine präferen-

tielle Bindung von Poly-Thymidin-Oligonukleotiden nachgewiesen werden (Lopez et al., 1999, 

2001). Mit besonders hoher Affinität wird das Oligonukleotid dT7 gebunden (Zeeb et al., 2006). 
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Durch die Nukleinsäurebindung wird die Intensität der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz von 

CspB verringert. Daher wurden die Nukleinsäurebindungseigenschaften der Fusionen mittels 

Fluoreszenztitration untersucht. Die ermittelten Bindungsisothermen sind in Abbildung 3.11 

und die dazugehörigen KD-Werte in Tabelle 3.1 gezeigt. 
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Abbildung 3.11 dT7-Bindungsisothermen von CspB und den Fusionen der N-terminalen Domänen 
von PABPN1 und CspB. CspB in rot; N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in schwarz 
und N-(+7)Ala-CspB in orange. Die Messungen wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM 
NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und einer Temperatur von 20 °C 
durchgeführt. Die Anregung erfolgte bei 295 nm. Die Fluoreszenzabnahme wurde bei 
352 nm gemessen. 

Die Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB zeigen ein im Vergleich zum 

nicht fusionierten CspB identisches dT7-Bindungsverhalten. Dies wird an den übereinander 

liegenden Bindungsisothermen deutlich. Die Bindungsstöchiometrie beträgt etwa 0.86 

(dT7 : Protein) und die Affinitäten liegen zwischen 20 und 35 nm. 

Tabelle 3.1 KD-Werte der Bindung von dT7 durch CspB und den Fusionen der N-terminalen Domä-
nen von PABPN1 und CspB 

Protein DK  [nM] 

CspB 23.4 ± 5.2 

N-ΔAla-CspB 20.7 ± 5.2 

N-WT-CspB 34.0 ± 1.8 

N-(+7)Ala-CspB 35.0 ± 2.0 

 

Die Ergebnisse der Analyse der dT7-Bindung und die Resultate der spektroskopischen Analy-

sen (siehe 3.3.1 und 3.3.2) belegen zweifelsfrei, dass CspB in den Fusionen der N-terminalen 

Domänen von PABPN1 und CspB im korrekt gefalteten, nativen Zustand vorliegt. 
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3.3.4 Die thermodynamische Stabilität von CspB in den Fusionen 
der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 

Die bisher gezeigten Ergebnisse zur biophysikalischen Charakterisierung der Fusionen der N-

terminalen Domänen und CspB (siehe 3.3.1 bis 3.3.3) zeigen, dass die Bindungspartner struktu-

rell unabhängig im Fusionskonstrukt vorliegen. Die Fusionen enthalten nativ gefaltetes CspB. 

Unklar blieb jedoch, inwiefern die Fusion die thermodynamische Stabilität von CspB beein-

flusst. Aus diesem Grund wurden chemisch-induzierte De- und Renaturierungen der Fusionen 

gemessen und die thermodynamischen Parameter der Gleichgewichtsübergänge bestimmt. Als 

Denaturierungsmittel wurde Harnstoff verwendet. Die im Gleichgewicht vorhandenen Anteile 

an nativem und denaturiertem Protein wurden mittels Fluoreszenz bestimmt. Abbildung 3.12 

zeigt die kooperativen Entfaltungsübergänge der drei Fusionen der N-terminalen Domänen und 

CspB. In Tabelle 3.2 sind die thermodynamischen Parameter aufgelistet. Alle Denaturierungen 

waren reversibel. 
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Abbildung 3.12 Chemisch-induzierte Denaturierung der Fusionen der N-terminalen Domänen von 
PABPN1 und CspB. N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in schwarz und N-+(7)Ala-
CspB in orange. Die Messungen wurden in 0.1 M Na-Cacodylat/HCl; pH 7.0 bei einer 
Proteinkonzentration von 3 µM und einer Temperatur von 25 °C durchgeführt. Die An-
regung erfolgte bei 295 nm. Es wurde die Emission bei 345 nm bestimmt. 

Die Entfaltungsübergänge der einzelnen Fusionen sind nahezu identisch. Dies schlägt sich in 

vergleichbaren thermodynamischen Größen nieder. 
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Tabelle 3.2 Thermodynamische Parameter bestimmt aus den Entfaltungsübergängen der Fusionen der 
N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 

Protein OHG
2

Δ  [kJ mol-1] m  [kJ mol-1 M-1] 

N-ΔAla-CspB 11.0 ± 1.0 3.9 ± 0.3 

N-WT-CspB 10.1 ± 0.6 3.5 ± 0.2 

N-(+7)Ala-CspB 10.4 ± 0.6 3.4 ± 0.2 

 

Die Daten zeigen eine identische thermodynamische Stabilität von CspB in den Fusionen. Aus 

dem Vergleich zu den aus der Literatur bekannten Daten, in denen die thermodynamische Stabi-

lität mit einem Wert von 12.4 kJ/mol und die Kooperativität mit einem Wert von 3.2 kJ/(mol M) 

angegeben wird (Schindler et al., 1995), bleibt jedoch festzuhalten, dass die Fusion von CspB 

mit den N-terminalen Domänen von PABPN1 einen leicht destabilisierenden Effekt auf CspB 

ausübt. 

3.4 Biophysikalische Charakterisierung der „direkten 
Fusionen“  

Erste Untersuchungen zu den biophysikalischen Eigenschaften der „direkten Fusionen“ wurden 

bereits in der Diplomarbeit von S. von Einem durchgeführt (von Einem, 2006). Da jedoch nicht 

alle Ergebnisse im Rahmen der Diplomarbeit reproduziert werden konnten und aus diesem 

Grund einige offene Fragen nicht geklärt werden konnten, wurde eine umfassende biophysikali-

sche Charakterisierung der Fusionen durchgeführt. 

3.4.1 Sekundärstrukturanteile der „direkten Fusionen“  

Die Sekundärstrukturanteile der Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB wurden ebenfalls mit-

tels Fern-UV-CD-Spektroskopie untersucht. Die entsprechenden Spektren der Fusionen und die 

Differenzspektren zu CspB sind in Abbildung 3.13 gezeigt. 

Das für CspB bestimmte Fern-UV-CD-Spektrum entspricht den in der Literatur beschriebenen 

Daten (Schindler et al., 1995). Das Spektrum wird im Wesentlichen durch β-Faltblatt- und ran-

dom-coil-Strukturanteile, entsprechend der Struktur von CspB (Schindelin et al., 1993; Schnu-

chel et al., 1993), geprägt. Die Fusion von zehn Alaninen mit CspB führt zu einer Verringerung 

der Intensität des CD-Signals und zur Verschiebung der Minima und Maxima des Spektrums. 

Das Differenzspektrum von 10Ala-CspB und CspB deutet auf einen höheren Anteil an random-

coil-Struktur in der Fusion hin. Ein deutlicher Hinweis darauf ist das absolute Minimum unter-
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halb von 200 nm. Die Erweiterung des N-terminalen Alaninbereiches von 10Ala-CspB um zu-

sätzliche sieben Alanine führt zu einer weiteren deutlichen Veränderung des CD-Signals. Das 

Spektrum von 17Ala-CspB zeigt im Vergleich zu den Spektren von CspB und 10Ala-CspB eine 

signifikante Verschiebung des absoluten Maximums zu einer Wellenlänge unterhalb von 

200 nm. Außerdem ist ein neues absolutes Minimum bei ca. 205 nm und ein lokales Minimum 

bei ca. 222 nm zu beobachten. Aus dem Differenzspektrum von 17Ala-CspB und CspB ist klar 

zu erkennen, dass das veränderte Spektrum von 17Ala-CspB aus einer Zunahme an α-helikaler 

Struktur resultiert. Die in dem Spektrum von 17Ala-CspB auftretenden Minima sind im Diffe-

renzspektrum noch ausgeprägter. Außerdem ist in dem Differenzspektrum ein absolutes Maxi-

mum bei 190 nm sichtbar. All diese Merkmale sind Charakteristika α-helikaler Strukturanteile. 
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Abbildung 3.13 (A) Fern-UV CD-Spektren der „direkten Fusionen“ und von CspB. CspB in rot; 
10Ala-CspB in blau und 17Ala-CspB in grün. (B) Differenzspektren der „direkten 
Fusionen“ und CspB. Differenzspektrum von 10Ala-CspB und CspB in blau und Dif-
ferenzspektrum von 17Ala-CspB und CspB in grün. Die Spektren wurden in 5 mM 
KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 1.0-1.3 mg/ml und 
einer Temperatur von 25 °C gemessen. 
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Ähnlich der Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 nimmt auch bei den „direkten 

Fusionen“ der Anteil α-helikaler Struktur mit zunehmender Zahl an aufeinander folgenden Ala-

ninen zu. Diese Beobachtung wurde für Peptide aus Poly-Alaninen bereits beschrieben (Miller 

et al., 2001, 2002). Es bleibt jedoch festzuhalten, dass die Zunahme an α-helikaler Struktur erst 

in der Fusion aus 17 Alaninen und CspB signifikant ist. Die Erweiterung von CspB um 

10 Alanine führt eher zur Zunahme an random-coil-Strukturanteilen. Dies ist möglicherweise 

auf den N-terminalen His-tag der Fusionen zurückzuführen. 

3.4.2 Ähnliche spektroskopische Eigenschaften der „direkten Fusi-
onen“ und CspB 

Einen ersten Hinweis, ob CspB auch in den „direkten Fusionen“ korrekt gefaltet vorliegt, sollten 

wiederum Fluoreszenz- und Nah-UV-CD-Messungen liefern. 

In der Diplomarbeit von S. von Einem wurden für die „direkten Fusionen“ unter nativen und 

denaturierenden Bedingungen gleiche Fluoreszenzemissionsmaxima gezeigt. Die Fluoreszenz-

intensitäten der verschiedenen Proteine zeigten jedoch deutliche Schwankungen (von Einem, 

2006). Aus diesem Grund wurden die Fluoreszenzeigenschaften der „direkten Fusionen“ erneut 

bestimmt. In Abbildung 3.14 sind die Fluoreszenzspektren der Fusionen und von nicht fusio-

niertem CspB, gemessen unter nativen und denaturierenden Bedingungen, dargestellt. 
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Abbildung 3.14 Fluoreszenzspektren der „direkten Fusionen“ und CspB. CspB in rot; 10Ala-CspB 
in blau und 17Ala-CspB in grün; native Bedingungen durchgezogene und denaturieren-
de Bedingungen gestrichelte Linien. Die Spektren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM 
NaCl; pH 7.5 (mit oder ohne 6 M GdmCl) bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und 
einer Temperatur von 20 °C gemessen. Es erfolgte eine Anregung bei 295 nm. 

Die Fluoreszenzspektren der Fusionen und CspB zeigen sowohl unter nativen als auch unter 

denaturierenden Bedingungen einen ähnlichen Verlauf. Analog der Analyse der Fluoreszenzei-

genschaften der Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB (siehe 3.3.2) und der Analyse 
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von S. von Einem (von Einem, 2006) besitzen die Spektren der nativen Proteine ein Emissi-

onsmaximum bei ca. 353 nm, während die Denaturierung der Proteine zu einer Verschiebung 

des Emissionsmaximums zu 359 nm und einem Intensitätsverlust von ca. 50 % führt. Die Spekt-

ren der nativen Proteine zeigen nahezu identische Intensitäten. Um den Faltungszustand von 

CspB in den „direkten Fusionen“ näher zu charakterisieren, wurden Nah-UV-CD-Messungen 

durchgeführt (siehe Abbildung 3.15). 
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Abbildung 3.15 Nah-UV-CD-Spektren der „direkten Fusionen“ und CspB. CspB in rot; 10Ala-CspB 
in blau und 17Ala-CspB in grün. Die Spektren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM 
NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 1.0-1.3 mg/ml und einer Temperatur 
von 25 °C gemessen. 

Die Nah-UV-CD-Spektren der „direkten Fusionen“ und das Spektrum von CspB haben einen 

ähnlichen Verlauf und nahezu identische Intensitäten. Nur in einem geringen Wellenlängenbe-

reich (272-282 nm) besitzt das Spektrum von 17Ala-CspB einen leicht unterschiedlichen Ver-

lauf. Eine Abweichung in diesem Wellenlängenbereich könnte eine geringfügig veränderte mo-

lekulare Umgebung des Tryptophans von CspB als Ursache haben. Ob eine solche strukturelle 

Veränderung tatsächlich vorliegt bzw. für die native Struktur von CspB relevant ist, sollte durch 

die Nukleinsäurebindungseigenschaften der Fusionen nachweisbar sein. Die hier aus Fluores-

zenz- und Nah-UV-CD-Messungen gewonnenen Daten weisen jedoch eher auf korrekt gefalte-

tes, natives CspB in den „direkten Fusionen“ hin. 

3.4.3 Natives CspB in den „direkten Fusionen“ 

Der Nachweis der nativen Struktur von CspB in den „direkten Fusionen“ erfolgte auch hier über 

die Analyse der Nukleinsäurebindungseigenschaften von CspB. Zwar ließen die Fluoreszenz- 

und Nah-UV CD-Eigenschaften der direkten Fusionen natives CspB vermuten, dennoch wurde 

in der Arbeit von S. von Einem eine fünffach schlechtere Nukleinsäurebindung (KD) für 10Ala-
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CspB ermittelt (von Einem, 2006). Aus diesem Grund wurden die Analysen wiederholt. Analog 

3.3.3 wurde das Bindungsverhalten von fusioniertem und freiem CspB gegenüber dem ein-

zelsträngigen Poly-Thymidin-Oligonukleotid dT7 getestet. Die Bindungsisothermen sind in 

Abbildung 3.16 und die dazugehörigen KD-Werte in Tabelle 3.3 dargestellt. 
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Abbildung 3.16 dT7-Bindungsisothermen von CspB und den „direkten Fusionen“. CspB in rot; 
10Ala-CspB in blau und 17Ala-CspB in grün. Die Messungen wurden in 5 mM 
KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und einer 
Temperatur von 20 °C durchgeführt. Die Anregung erfolgte bei 295 nm. Die Fluores-
zenzabnahme wurde bei 352 nm gemessen. 

Der nahezu identische Verlauf der Bindungsisothermen von CspB und der Fusionen aus Poly-

Alaninen und CspB ist der Beweis für eine vergleichbare Bindung von dT7 durch die Proteine. 

Dies wird durch die ermittelten Affinitäten bestätigt. Lediglich die Stöchiometrie der Bindung 

von dT7 zeigt eine geringfügige Abweichung zwischen CspB und den Fusionen aus Poly-

Alaninen und CspB. CspB bindet dT7 mit einer Stöchiometrie von ca. 0.86 (dT7 : Protein). Die 

Fusionen, welche eine Bindungsstöchiometrie von ca. 0.75 besitzen, binden also marginal we-

niger dT7 pro Molekül. Der Unterschied ist jedoch so gering, dass er keinen Rückschluss auf 

eine veränderte Struktur im CspB-Molekül in den Fusionen zulässt. 

Tabelle 3.3 KD-Werte der dT7 Bindung von CspB und den „direkten Fusionen“  

Protein DK  [nM] 

CspB 23.4 ± 5.2 

10Ala-CspB 24.5 ± 2.3 

17Ala-CspB 16.5 ± 3.6 
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Die Analyse der Nukleinsäurebindung zusammen mit den Ergebnissen der Fluoreszenz und 

Nah-UV-CD-Messungen zeigen, dass CspB auch in den Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB 

korrekt gefaltet und nativ vorliegt. 

3.4.4 Reduzierte thermodynamische Stabilität von CspB in den 
„direkten Fusionen“ 

Aus den spektroskopischen Analysen der „direkten Fusionen“ (siehe 3.4.2 und 3.4.3) wird deut-

lich, dass CspB in den Fusionen nativ vorliegt. Die Untersuchungen erlauben jedoch keine 

Rückschlüsse auf die thermodynamische Stabilität des Moleküls. Aus diesem Grund wurden 

chemisch-induzierte Gleichgewichtsübergänge der De- und Renaturierung der Fusionen be-

stimmt. Als Denaturierungsmittel wurde Harnstoff verwendet. Die Messungen wurden analog 

3.3.4 durchgeführt. Die Gleichgewichtsübergänge wurden jedoch nicht in Na-Cacodylat, son-

dern in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 gemessen. Als Referenz wurden die Gleichge-

wichtsübergänge der De- und Renaturierung von nicht fusioniertem CspB unter identischen 

Bedingungen bestimmt. In Abbildung 3.17 sind die kooperativen Entfaltungsübergänge von 

CspB und den „direkten Fusionen“ abgebildet. Tabelle 3.4 zeigt die ermittelten thermodynami-

schen Parameter der Entfaltungen. Alle Denaturierungen waren reversibel. 
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Abbildung 3.17 Chemisch-induzierte Denaturierung von CspB und den „direkten Fusionen“. CspB 
in rot; 10Ala-CspB in blau und 17Ala-CspB in grün. Die Messungen wurden in 5 mM 
KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und einer 
Temperatur von 25 °C durchgeführt. Die Anregung erfolgte bei 295 nm. Es wurde die 
Emission bei 345 nm bestimmt. 

Aus den Entfaltungsübergängen ist leicht ersichtlich, dass die Fusion mit 10 bzw. 17 Alaninen 

einen großen Effekt auf die thermodynamische Stabilität von CspB hat. Die thermodynamische 

Stabilität von CspB wurde durch die Fusionierung um ungefähr 6 kJ/mol verringert. 
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Tabelle 3.4 Thermodynamische Parameter der Denaturierung von CspB und den „direkten Fusionen“ 

Protein OHG
2

Δ  [kJ mol-1] m  [kJ mol-1 M-1] 

CspB 12.8 ± 0.8 3.9 ± 0.2 

10Ala-CspB 6.2 ± 0.5 3.1 ± 0.2 

17Ala-CspB 6.2 ± 0.3 3.4 ± 0.1 

 

Aus den OHG
2

Δ -Werten geht hervor, dass im nativen Zustand von CspB acht von 

1000 Molekülen entfaltet vorliegen. Im Gegensatz dazu besitzen die Fusionen im nativen Zu-

stand neunzig entfaltete Moleküle pro 1000 Proteinen. Die Herabsetzung der thermodynami-

schen Stabilität in den Fusionen führt also zu einer 11fach höheren Konzentration denaturierter 

Spezies im nativen Zustand. Diese extreme Veränderung der Stabilität könnte möglicherweise 

auf das Fehlen einer „Linker-Sequenz“ zwischen CspB und den Poly-Alaninen zurückgeführt 

werden. Die Ergebnisse der Sekundärstrukturanalyse der „direkten Fusionen“ zeigen, dass eine 

steigende Zahl an Alaninen im Poly-Alanin-Bereich mit einer zunehmenden Tendenz zur Bil-

dung α-helikaler Strukturen einhergeht. Vermutlich werden die aliphatischen Methylgruppen 

der Alanine Wechselwirkungen miteinander eingehen, um sich gegenüber dem polaren wässri-

gen Lösungsmittel abzuschirmen. Eine solche Strukturbildung könnte, auf Grund der direkten 

Nachbarschaft von Poly-Alaninen und CspB, zur vermehrten Entfaltung (Destabilisierung) von 

CspB führen. Die für CspB ermittelten thermodynamischen Parameter entsprechen den aus der 

Literatur bekannten Daten (Schindler et al., 1995). 

3.5 Fibrillenbildung der Fusionen der N-terminalen Do-
mänen von PABPN1 und CspB 

3.5.1 Poly-alanin-abhängige Fibrillenbildung der Fusionen der N-
terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 

Die Inkubation der N-terminalen Domänen von PABPN1 im niedrigen millimolaren Konzentra-

tionsbereich und bei einer Temperatur von 37 °C führt innerhalb weniger Wochen zur Bildung 

amyloider Strukturen. Die Fibrillenbildung ist abhängig von der Anwesenheit des Poly-Alanin-

Segmentes. So konnte eine Fibrillenbildung für die Varianten N-(+7)Ala und N-WT, jedoch 

nicht für die Variante N-ΔAla, welche kein Poly-Alanin-Segment besitzt, beobachtet werden. 

Die Variante mit dem längeren Poly-Alanin-Segment (N-(+7)Ala) zeigte gegenüber der Wild-

typvariante (N-WT) eine beschleunigte Fibrillenbildung (Scheuermann, 2003; Scheuermann et 
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al., 2003; Lodderstedt et al., 2007). Da die N-terminalen Domänen von PABPN1 jedoch keine 

tertiären Kontakte besitzen (Scheuermann, 2003; Lodderstedt et al., 2008) und die Analyse und 

Handhabung des Voll-Längen-PABPN1, aufgrund seiner Tendenz zur Aggregatbildung, 

schwierig ist (Scheuermann, 2003), konnte der Einfluss einer gefalteten Domäne auf die Fibril-

lenbildung bisher nicht analysiert werden. Die Fusion der N-terminalen Domänen von PABPN1 

mit CspB sollte jedoch nun die Analyse des Einflusses eines gefalteten Proteins auf die Fibril-

lenbildung erlauben. 

Die Fusionen wurden bei einer Konzentration von 0.3 mM für mehrere Wochen bei 37 °C inku-

biert. Die Fibrillenbildung wurde mittels ANS-Fluoreszenz-Messungen verfolgt. Der Fluores-

zenzfarbstoff ANS ist in der Lage über seine Anilinonaphthalengruppe hydrophobe Bereiche 

von Proteinen zu binden. Die Bindung erzeugt eine Änderung der Fluoreszenzeigenschaften von 

ANS. Daher wird die ANS-Fluoreszenz bei der Detektion von Konformationsänderungen mit 

resultierenden exponierten hydrophoben Bereichen (Semisotnov et al., 1991), aber auch der 

Analyse amyloider Strukturen (Kayed et al., 1999; Baskakov et al., 2002) genutzt. Es konnte 

gezeigt werden, dass ANS besonders für die Detektion poly-alanin-induzierter amyloider Struk-

turen geeignet ist (Scheuermann et al., 2003; Shinchuk et al., 2005). Die Existenz fibrillärer 

Strukturen wurde durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bestätigt. In Abbildung 3.18 ist 

exemplarisch die Fibrillierungskinetik der drei Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB 

dargestellt. 
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Abbildung 3.18 Fibrillierungskinetik der Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und 
CspB, bestimmt über ANS-Fluoreszenz. N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in 
schwarz und N-(+7)Ala-CspB in orange. Die Proteine wurden bei einer Konzentration 
von 0.3 mM und einer Temperatur von 37 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 
0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. Die ANS-Fluoreszenz wurde wie unter 2.4.5 be-
schrieben bestimmt. Die Auswertung erfolgte bei einer Emissionswellenlänge von 
480 nm. Der Kurvenverlauf ist das Ergebnis einer sigmoiden Anpassung mit dem Pro-
gramm SigmaPlot 8.0. 
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Ähnlich dem Fibrillierungsverhalten der N-terminalen Domänen von PABPN1 konnte für die 

Fusionen mit CspB ein von der Anwesenheit des Poly-Alanin-Segmentes abhängiges Fibrillie-

rungsverhalten gezeigt werden. So konnte die Bildung von Fibrillen für die Varianten N-

(+7)Ala-CspB und N-WT-CspB, jedoch nicht für N-ΔAla-CspB nachgewiesen werden. Die 

Kinetik zeigt den für die Bildung amyloider Strukturen typischen sigmoiden Verlauf, der einen 

nukleationsabhängigen Prozess widerspiegelt (Harper & Lansbury, 1997). Besonderes Augen-

merk gilt der Lag-Phase der Kinetik. Sie repräsentiert den geschwindigkeitsbestimmenden 

Schritt der Fibrillierung, die Fibrillen- oder Nukleationskeimbildung. Analog der Fibrillenbil-

dung der N-terminalen Domänen von PABPN1 scheint die Länge der Lag-Phase, und damit die 

Geschwindigkeit der Fibrillenkeimbildung, auch hier abhängig von der Länge des Poly-Alanin-

Bereiches zu sein. So ist offensichtlich die Fibrillenbildung von N-(+7)Ala-CspB durch eine 

kürzere Lag-Phase gekennzeichnet als die von N-WT-CspB. Jedoch wurden auch Schwankun-

gen in den Fibrillierungskinetiken der Fusionen, genauer in der Länge der Lag-Phasen, in Ab-

hängigkeit von der Proteinpräparation beobachtet. Unter gleichen Bedingungen zeigten die Lag-

Phasen der Fibrillenbildung von N-(+7)Ala-CspB, in Abhängigkeit von der Proteinpräparation, 

erhebliche Variationen. Ein Beispiel für eine derartig variierende Fibrillierungskinetik ist in 

Abbildung 3.19 gezeigt. 
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Abbildung 3.19 Fibrillierungskinetik von N-(+7)Ala-CspB aus verschiedenen Proteinpräpa-
rationen bestimmt durch ANS-Fluoreszenz. N-(+7)Ala-CspB aus einer Präparation 
gekennzeichnet durch Kreise und aus einer anderen Präparation gekennzeichnet durch 
Dreiecke. Es gelten die gleichen Bedingungen wie unter Abbildung 3.18. Der Kurven-
verlauf ist das Ergebnis einer sigmoiden Anpassung mit dem Programm SigmaPlot 8.0. 

Für diese Schwankungen konnte keine Erklärung gefunden werden. Die Proteine der verschie-

denen Präparationen wiesen keine Unterschiede bezüglich ihrer spektroskopischen (CD, Fluo-

reszenz) oder strukturellen Eigenschaften (dT7-Bindung) auf. Auch eine Ultrazentrifugation vor 

der Inkubation der Proteine, zum Zweck der Eliminierung möglicher Fibrillierungskeime oder 
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deren Vorstufen, führte nicht zu einer verbesserten Reproduzierbarkeit der Fibrillierungs-

kinetik. Wie oben bereits erwähnt, ist die Fibrillenbildung ein stochastischer Prozess, deren 

Kinetik von der Bildung eines Nukleationskeims abhängt. Die Bildung eines solchen Keims 

wird vermutlich durch eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren wie bspw. Dauer der Präpara-

tion, Chemikalienreinheit, mechanische Einflüsse (Rühren) beeinflusst. So ist es vorstellbar, 

dass während der Präparationen in Abhängigkeit dieser Faktoren sehr geringe, aber offensicht-

lich effiziente Mengen „fibrillierungskompetenter“ Spezies gebildet werden. Diese Spezies 

konnten durch die angewandten Methoden nicht detektiert oder beseitigt werden. Die Abhän-

gigkeit der Geschwindigkeit der Fibrillenbildung von der jeweiligen Proteinpräparation wurde 

auch für andere amyloide Proteine beschrieben (Harper & Lansbury, 1997; Dong et al., 2007). 

Aus diesem Grund wurde auf eine nähere Analyse der Unterschiede zwischen den Kinetiken der 

Fibrillenbildung der Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB verzichtet. Die aus den 

Proteinen N-(+7)Ala-CspB und N-WT-CspB gebildeten Fibrillen wurden durch Elektronenmik-

roskopie nachgewiesen (siehe Abbildung 3.20). 

 

Abbildung 3.20 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von (A) N-(+7)Ala-CspB- und (B) N-WT-
CspB-Fibrillen. Die Proteine wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 0.1 % (w/v) 
NaN3; pH 7.5 bei einer Konzentration von 0.3 mM und einer Temperatur von 37 °C in-
kubiert. Die Präparation der Grids erfolgte nach 103 Tagen Inkubation bei einer Prote-
inkonzentration von 0.8 mg/ml (A) und 137 Tagen und einer Konzentration von 
1.3 mg/ml (B). Die Aufnahmen entstanden bei einer Vergrößerung von 5 x 104. 

Die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB und N-WT-CspB zeigen eine fadenförmige, unverzweigte 

Morphologie mit einem Fibrillendurchmesser von ungefähr 10-15 nm. 
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3.5.2 Beschleunigte Fibrillenbildung der Fusionen der N-termina-
len Domänen von PABPN1 nach Zugabe homologer Seeds 

Wie bereits erwähnt, ist die Fibrillenkeimbildung, repräsentiert durch die Lag-Phase der amy-

loidtypischen sigmoiden Fibrillierungskinetik, der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 

Fibrillenbildung. (Harper & Lansbury, 1997). Die Fibrillenkeimbildung kann durch die Zugabe 

fragmentierter Fibrillen umgangen werden. Dies äußert sich in einer Verkürzung bzw. Eliminie-

rung der Lag-Phase (Harper & Lansbury, 1997; Westermark, 2005). Eine Fibrillierung unter 

Zugabe von Fibrillenfragmenten wird auch als Seeding bezeichnet. Wird das lösliche Protein 

mit fragmentierten Fibrillen des gleichen Proteins versehen, spricht man von einem homologen 

Seeding. Werden Fibrillen eines anderen Proteins verwendet, so wird dies als heterologes- oder 

auch Cross-Seeding bezeichnet (O'Nuallain et al., 2004; Westermark, 2005). Seeds sollten je-

doch nicht mit den sich spontan bildenden Fibrillierungs- oder Nukleationskeimen verwechselt 

werden. Bisher ist nicht klar, inwieweit sich Nukleationskeim und Fibrille (Seed) strukturell 

ähneln. Abbildung 3.21 zeigt exemplarisch eine elektronenmikroskopische Aufnahme von 

Seeds der Fibrillen des N-(+7)Ala-CspB-Proteins. 

 

Abbildung 3.21 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Seeds aus Fibrillen von N-(+7)Ala-
CspB. Die Fibrillenbildung fand in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; 
pH 7.5 bei einer Konzentration von 0.8 mM und einer Temperatur von 37 °C statt. Die 
Seed-Präparation erfolgte nach 185 Tagen Inkubation gemäß 2.5.2. Die Aufnahmen ent-
standen bei einer Vergößerung von 5 x 104. 

Um den Einfluss homologer Seeds auf das Fibrillierungsverhalten von N-(+7)Ala-CspB zu un-

tersuchen, wurden Fibrillen mittels Ultraschall fragmentiert und präpariert (siehe 2.5.2). An-

schließend wurden die Seeds dem Fibrillierungsansatz zugesetzt. Es erfolgte eine mehrwöchige 

Inkubation. Die mittels ANS-Fluoreszenz aufgezeichnete Kinetik der Fibrillenbildungen ist in 

Abbildung 3.22 gezeigt. 

Auch bei N-(+7)Ala-CspB ist nach Zugabe homologer Seeds eine Abhängigkeit der Fibrillie-

rungskinetik von der Proteinpräparation erkennbar. So führte unter identischen Bedingungen die 

Zugabe von Seeds zum Protein einer Präparation zur kompletten Eliminierung der Lag-Phase 
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der Kinetik, während die Zugabe der gleichen Menge an Seeds zum Protein einer anderen Prä-

paration lediglich zur Verkürzung der Lag-Phase führte. Hierbei muss jedoch auch der Einfluss 

der Seed-Präparation berücksichtigt werden. Die gleiche Massenkonzentration an Seeds aus 

zwei unterschiedlichen Präparationen entspricht höchstwahrscheinlich nicht einer identischen 

Anzahl fragmentierter Fibrillen. Die Anzahl fragmentierter Fibrillen („aktiver Enden“) sollte 

beim Prozess des Seedings jedoch die entscheidende Größe sein. 
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Abbildung 3.22 Kinetik der Fibrillienbildung von N-(+7)Ala-CspB aus verschiedenen Proteinprä-
parationen nach Zugabe homologer Seeds. N-(+7)Ala-CspB aus einer Präparation 
gekennzeichnet durch Kreise und aus einer anderen Präparation gekennzeichnet durch 
Dreiecke. Die Proteine wurden bei einer Konzentration von 0.3 mM und einer Tempera-
tur von 37 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. 
Die Konzentration an Seeds betrug 0.03 % (w/v). Die ANS-Fluoreszenz wurde wie un-
ter 2.4.5 beschrieben bestimmt. Der Kurvenverlauf ist das Ergebnis einer sigmoiden 
Anpassung mit dem Programm SigmaPlot 8.0. 

Aufgrund der langen Fibrillierungszeiten und geringen Konzentration an Fibrillen von N-WT-

CspB wurde auf eine Analyse der Fibrillenbildung dieser Fusion nach Zugabe homologer Seeds 

verzichtet. 

3.5.3 Fibrillenbildung der Fusionen der N-terminalen Domänen 
von PABPN1 nach Zugabe heterologer Seeds 

Die Grundlage für ein funktionierendes heterologes Seeding liegt vermutlich in einer iden-

tischen oder sehr ähnlichen Struktur im Bereich des β-Faltblatts der Fibrillen beider Proteine 

(O'Nuallain et al., 2004). So konnte beispielsweise ein Cross-Seeding zwischen den N-

terminalen Domänen N-(+7)Ala und N-WT nachgewiesen werden (Lodderstedt et al., 2007). 

Eine Analyse der Fibrillenbildung der Varianten N-WT- und N-ΔAla-CspB nach Zugabe von 

Seeds von N-(+7)Ala-CspB könnte einen weiteren Beweis für eine poly-alanin-induzierte Fibril-

lenbildung der Fusionen liefern. Sollte ein heterologes Seeding zwischen N-(+7)Ala- und N-
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WT-CspB möglich und zwischen N-(+7)Ala-CspB und N-ΔAla-CspB jedoch unmöglich sein, 

würde dies die Annahme einer poly-alanin-induzierten Fibrillenbildung der Fusionen stützen. 

Um eine Fibrillenbildung der Varianten N-WT-CspB und N-ΔAla-CspB nach Zugabe heterolo-

ger Seeds von N-(+7)Ala-CspB nachzuweisen, wurden die Fusionen mit fragmentierten Fibril-

len des N-(+7)Ala-CspB-Proteins versehen und mehrere Wochen bei 37 °C inkubiert. Als Kon-

trolle wurde N-(+7)Ala-CspB mit homologen Seeds versetzt. In Abbildung 3.23 ist die mittels 

ANS-Fluoreszenz aufgezeichnete Kinetik der Fibrillenbildungen gezeigt. 
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Abbildung 3.23 Fibrillenbildung der Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB 
nach Zugabe von Seeds von N-(+7)Ala-CspB. N-ΔAla-CspB in blau; N-WT-CspB in 
schwarz und N-(+7)Ala-CspB in orange. Die Proteine wurden bei einer Konzentration 
von 0.3 mM und einer Temperatur von 37 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 
0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. Die Konzentration an Seeds betrug 0.04 % (w/v). 
Die ANS-Fluoreszenz wurde wie unter 2.4.5 beschrieben bestimmt. Die Auswertung er-
folgte bei einer Emissionswellenlänge von 480 nm. Der Kurvenverlauf ist das Ergebnis 
einer sigmoiden Anpassung mit dem Programm SigmaPlot 8.0. 

Nach Zugabe von Seeds von N-(+7)Ala-CspB konnte lediglich für N-(+7)Ala-CspB eine be-

schleunigte Fibrillenbildung nachgewiesen werden. Die Länge der Lag-Phase konnte von ca. 

60 Tagen auf ungefähr 25 Tage reduziert werden. Dies bestätigt die Ergebnisse aus 3.5.2 und 

beweist damit die Existenz von Seeds von N-(+7)Ala-CspB in den Reaktionsansätzen. Für die 

Variante N-WT-CspB konnte kein beschleunigtes Fibrillierungsverhalten gezeigt werden. N-

ΔAla-CspB konnte, wie erwartet, auch durch Zugabe von Seeds nicht zur Fibrillierung angeregt 

werden. Die Ergebnisse deuten an, dass ein Cross-Seeding zwischen den Varianten der Fusio-

nen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB nicht möglich ist. Diese Annahme 

konnte durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (siehe Abbildung 3.24) nicht voll-

ständig bestätigt werden. Nach ca. 200 Tagen Inkubation waren fibrilläre Strukturen für N-

(+7)Ala- und N-WT-CspB, jedoch nicht für N-ΔAla-CspB detektierbar. Die Aufnahmen von N-

ΔAla-CspB sind durch punktförmige Strukturen gekennzeichnet, welche vermutlich auf die 
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eingesetzten Seeds zurückzuführen sind. Die Tatsache, dass die Aufnahmen von N-WT-CspB 

derartige Strukturen nicht zeigen, Fibrillen jedoch sichtbar sind, bedeutet, dass die Seeds von N-

(+7)Ala-CspB möglicherweise doch an der Fibrillenbildung von N-WT-CspB beteiligt waren. 

Dies widerspräche der aus den Fibrillierungskinetiken gezogenen Schlussfolgerung eines nicht 

funktionierenden Cross-Seedings zwischen N-(+7)Ala- und N-WT-CspB. 

 

Abbildung 3.24 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Fibrillierungen von (A) N-(+7)Ala-, 
(B) N-WT- und (C) N-ΔAla-CspB nach Zugabe von Seeds von N-(+7)Ala-CspB. Die 
Proteine wurden bei einer Konzentration von 0.3 mM und einer Temperatur von 37 °C 
in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. Die Konzentra-
tion an Seeds betrug 0.04 % (w/v). Die Präparation der Grids erfolgte nach 198 Tagen 
Inkubation bei einer Proteinkonzentration von ca. 1.2 mg/ml. Die Aufnahmen entstan-
den bei einer Vergrößerung von 5 x104. 

Es konnte gezeigt werden, dass N-ΔAla-CspB auch durch die Zugabe von Fibrillen des N-

(+7)Ala-CspB-Proteins nicht zur Fibrillenbildung angeregt werden kann. Dies unterstreicht die 

Annahme einer poly-alanin-induzierten Fibrillenbildung für die Fusionen der N-terminalen 

Domänen von PABPN1 und CspB. 

3.6 Fibrillenbildung der „direkten Fusionen“ 

3.6.1 Fibrillenbildung der „direkten Fusionen“ ohne Zugabe von 
Seeds 

Die Fusionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB zeigen, ähnlich der unfusio-

nierten N-terminalen Domänen, eine von der Anwesenheit des Poly-Alanin-Segmentes abhän-

gige Fibrillenbildung (siehe 3.5). Die Ergebnisse belegen, dass durch die Verknüpfung des amy-

loidogenen Fragments der N-terminalen Domäne von PABPN1 mit dem stabil gefalteten Prote-

in CspB, die amyloidogenen Eigenschaften auf das gesamte Fusionskonstrukt übertragen wur-

den. Ähnliche Ergebnisse wurden bereits mit anderen amyloidogenen Proteinen nachgewiesen 
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(Baxa et al., 2003; Kim & Hecht, 2005; Ignatova et al., 2007). Die Ergebnisse zeigen jedoch 

nicht, ob die gesamte N-terminale Domäne von PABPN1 für die Fibrillenbildung der Fusion 

essentiell ist. Da die Fibrillenbildung von poly-alanin-basierten Peptiden bereits beschrieben 

wurde (Blondelle et al., 1997; Shinchuk et al., 2005), stellte sich die Frage, ob die direkte Ver-

knüpfung einer Poly-Alanin-Sequenz mit CspB ebenfalls zur Fibrillenbildung der Fusion führt. 

Die hier verwendeten „direkten Fusionen“ wurden, ausgehend von N-(+7)Ala- und N-WT-

CspB, mit 17Ala- bzw. 10Ala-CspB bezeichnet. 

Um das Fibrillierungsverhalten der Fusionen aus Poly-Alaninen und CspB zu analysieren, er-

folgte, analog der Behandlung der Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB, eine mehr-

wöchige Inkubation der Proteine bei geringen millimolaren Konzentrationen und einer Tempe-

ratur von 37 °C. In Abbildung 3.25 ist die entsprechende mittels ANS-Fluoreszenz aufgezeich-

nete Kinetik gezeigt. 

Die Inkubation der Fusionen unter den angegebenen Bedingungen führte sowohl für 17Ala- als 

auch für 10Ala-CspB zu einem sofortigen Anstieg der ANS-Fluoreszenz. Eine mehrwöchige 

Lag-Phase war für beide Proteine nicht zu beobachten. Bereits nach 2-3 Wochen erreichte die 

ANS-Fluoreszenz beider Proteine ein Plateau. Der Wert des ANS-Fluoreszenzsignals im Pla-

teaus war im Vergleich zur Kinetik der Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB um den 

Faktor 3-4 höher. Trotz der geringeren Proteinkonzentration führte die Inkubation des 17Ala-

CspB-Proteins zu einem schnelleren Anstieg der ANS-Fluoreszenz als die Inkubation von 

10Ala-CspB. 
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Abbildung 3.25 ANS-Fluoreszenz der „direkten Fusionen“. 10Ala-CspB in blau und 17Ala-CspB in 
grün. Die Proteine wurden bei einer Konzentration von 0.7 mM für 10Ala-CspB und 
0.2 mM für 17Ala-CspB und einer Temperatur von 37 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM 
NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. Die ANS-Fluoreszenz wurde wie unter 2.4.5 
beschrieben bestimmt. Die Auswertung erfolgte bei einer Emissionswellenlänge von 
480 nm. 
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Der schnelle Anstieg der ANS-Fluoreszenz lässt eine rasche, von der Zahl der Poly-Alanine 

abhängige Fibrillenbildung der „direkten Fusionen“ vermuten. Jedoch zeigten elektronenmikro-

skopische Aufnahmen der Proben, durchgeführt nach einer Inkubationszeit von 35 Tagen, ledig-

lich die Existenz von amorphen Strukturen (siehe Abbildung 3.26). 

 

Abbildung 3.26 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von (A) 10Ala- und (B) 17Ala-CspB nach 
35 Tagen Inkubation. Die Proteine wurden wie unter Abbildung 3.25 beschrieben in-
kubiert. Die Präparation der Grids erfolgte bei 1.8 mg/ml (10Ala-CspB) und 0.5 mg/ml 
(17Ala-CspB). Die Aufnahmen entstanden bei Vergrößerung von 5 x104. 

Offensichtlich wurde die ANS-Fluoreszenz durch die Bildung dieser Strukturen dominiert. Hier 

wird der Nachteil der Detektion poly-alanin-basierter amyloider Strukturen durch ANS deutlich. 

Vermittelt durch die Eigenschaft der Interaktion mit hydrophoben Proteinbereichen detektiert 

ANS nicht ausschließlich amyloide Strukturen, sondern verschiedene Faltungs- und Missfal-

tungszustände von Proteinen. Erst eine verlängerte Inkubation der Fusionen führte zur Ent-

stehung fibrillärer Strukturen von 10Ala-CspB. Der Verlauf der Entstehung der Fibrillen ist in 

Abbildung 3.27 gezeigt. Nach einer Inkubationszeit von ca. 50 Tagen waren erste fibrilläre 

Strukturen zwischen den amorphen Zusammenlagerungen von 10Ala-CspB zu beobachten. Im 

weiteren Verlauf nahm die Menge und Länge der amyloiden Strukturen zu. Jedoch waren wäh-

rend des gesamten Prozesses auch amorphe Strukturen sichtbar. Eine Quantifizierung dieser 

amorphen Strukturen war nicht möglich. Die Intensität des ANS-Fluoreszenzsignals änderte 

sich während der Entstehung der fibrillären Strukturen überraschenderweise nicht, sondern blieb 

konstant. Dies könnte implizieren, dass die Bildung der Fibrillen direkt aus den amorphen 

Strukturen erfolgte. Eindeutige Hinweise dafür konnten bisher jedoch nicht gefunden werden. 

Die gebildeten Fibrillen hatten eine fadenförmige Morphologie und einen Durchmesser von ca. 

8-12 nm. Sie scheinen damit einen geringfügig kleineren Durchmesser als die Fibrillen der Fu-

sionen der N-terminalen Domänen von PABPN1 und CspB zu besitzen. Die Fibrillen zeigten 

außerdem eine Tendenz zur Zusammenlagerung und fadenförmigen Verflechtung (siehe 

Abbildung 3.27 D, E). 
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Abbildung 3.27 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 10Ala-CspB nach (A) 16, (B) 35, (C) 
und (D) 50, (E) 77 und (F) 155 Tagen Inkubation. Die Inkubation erfolgte wie unter 
Abbildung 3.25 beschrieben. Die Präparation der Grids erfolgte bei einer Proteinkon-
zentration von 1.8 mg/ml. Die Aufnahmen (A), (B), (D) und (F) entstanden bei einer 
Vergrößerung von 5 x104 und die Aufnahmen (C) und (F) von 1.2 x104. 

Im Gegensatz zur Inkubation von 10Ala-CspB konnten für 17Ala-CspB unter variierenden Be-

dingungen (verschiedene Protein-, NaCl-Konzentrationen, Temperaturen) zu keinem Zeitpunkt 

eindeutige fibrilläre Strukturen detektiert werden. In einigen Fällen konnten allerdings am Rand 

der amorphen Zusammenlagerungen fibrillenartige, verdrillte Strukturen beobachtet werden 

(siehe Abbildung 3.28). Aufgrund der im Verhältnis zu den amorphen Strukturen vergleichs-

weise geringen Zahl an fibrillären Strukturen blieben sie jedoch unberücksichtigt. 

 

Abbildung 3.28 Elektronenmikroskopische Aufnahme von 17Ala-CspB nach 77 Tagen Inkubation. 
Das Protein wurde bei einer Konzentration von 0.5 mM und einer Temperatur von 30°C 
in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. Die Präparation 
der Grids erfolgte bei einer Proteinkonzentration von 2.7 mg/ml. Die Aufnahmen ent-
standen bei einer Vergrößerung von 5 x104. 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine Fibrillenbildung für 10Ala-, jedoch nicht 

zweifelsfrei für 17Ala-CspB gezeigt werden konnte. Der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB ging 

allerdings eine amorphe Zusammenlagerung des Proteins voraus. Inwieweit die amorphen 

Strukturen im Zusammenhang mit der Fibrillenbildung stehen oder lediglich eine unabhängige 

Begleiterscheinung sind, konnte in dieser Arbeit nicht geklärt werden. Die Bildung der amor-

phen Zusammenlagerung ist vermutlich auf die geringe thermodynamische Stabilität der Fusio-

nen aus Poly-Alaninen und CspB zurückzuführen (siehe 3.4.4). Unter den gegebenen Bedin-

gungen wird eine nicht unerhebliche Konzentration der Fusionen im entfalteten Zustand vorlie-

gen. Da Alanine einen aliphatischen Charakter besitzen, werden sie in einer Poly-Alanin-

Sequenz die Tendenz zur Zusammenlagerung und Abschirmung gegenüber einem wässrigen 

Lösungsmittel aufweisen. Je länger das Poly-Alanin-Segment ist, desto höher wird diese Ten-

denz sein. Dies würde erklären, warum bei 17Ala-CspB, bei gleicher thermodynamischer Stabi-

lität wie für 10Ala-CspB, früher amorphe Strukturen auftraten.  

Zur Kontrolle inkubiertes CspB zeigte bei einer Konzentration von 0.5 mM bis zu 130 Tagen 

Inkubation weder einen Anstieg in der ANS-Fluorezenz noch elektronenmikroskopisch nach-

weisbare Strukturen (hier nicht gezeigt). 

3.6.2 Vermeidung von Aggregaten bei der Fibrillienbildung von 
10Ala-CspB durch Zugabe homologer Seeds  

Die Induktion der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB durch die Zugabe homologer Seeds sollte 

den amyloiden Charakter der beobachteten fibrillären Strukturen bestätigen. Aus diesem Grund 

wurde ein für mehrere Monate inkubierter Ansatz von 10Ala-CspB mit nachweislich vorhande-

nen Fibrillen zur Präparation von Seeds genutzt. Die Seeds wurden dem monomeren Protein 

zugesetzt. Es erfolgte eine mehrwöchige Inkubation bei 37 °C. Um eine Überlagerung der 

Fibrillierung durch die Bildung amorpher Strukturen zu verhindern, wurde eine veränderte 

Konzentration an NaCl (250 mM) genutzt. Aus vorangegangenen Experimenten war bekannt, 

dass diese Salzkonzentration die Bildung amorpher Strukturen verzögert. In Abbildung 3.29 ist 

die ANS-Fluoreszenz von in An- und Abwesenheit homologer Seeds inkubierten 10Ala-CspB 

gezeigt. Es ist klar ersichtlich, dass die Zugabe von homologen Seeds in einem raschen Anstieg 

des Signals der ANS-Fluoreszenz resultiert. Ein derartiger Anstieg ist bei dem Ansatz ohne 

Seeds nicht zu erkennen. Die Zunahme der ANS-Fluoreszenz deutet eine Induktion der Fibril-

lenbildung von 10Ala-CspB durch die Zugabe homologer Seeds an. Elektronenmikroskopische 

Aufnahmen stützen die Annahme einer durch Seeds induzierten Fibrillenbildung von 10Ala-

CspB (siehe Abbildung 3.30). Die Abbildungen zeigen gleichmäßige fibrilläre Strukturen ohne 

sichtbare amorphe Zusammenlagerungen. 
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Abbildung 3.29 ANS-Fluoreszenz des inkubierten 10Ala-CspB-Proteins in An- und Abwesenheit 
homologer Seeds. Das Protein wurde bei einer Konzentration von 0.5 mM mit (offene 
Kreise) und ohne (geschlossene Kreise) Zugabe homologer Seeds in 5 mM KH2PO4; 
250 mM NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Die 
Konzentration an Seeds betrug 0.1 % (w/v). Die ANS-Fluoreszenz wurde wie unter 
2.4.5 beschrieben bestimmt. Die Auswertung erfolgte bei einer Emissionswellenlänge 
von 480 nm. 

Die Abwesenheit amorpher Strukturen in den Ansätzen zeigt, dass die Fibrillenbildung von 

10Ala-CspB nicht notwendigerweise mit der Bildung solcher Strukturen einhergehen muss. Die 

Zugabe fragmentierter, homologer Fibrillen reicht offensichtlich aus, um eine Fibrillenbildung 

von 10Ala-CspB zu induzieren. 

 

Abbildung 3.30 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 10Ala-CspB inkubiert nach Zugabe 
homologer Seeds in einer Vergrößerung von (A) 1.2 x 104, (B) 5 x104 und 
(C) 14 x10 4. Die Inkubation des Proteins erfolgte unter den unter Abbildung 3.29 ge-
nannten Bedingungen. Die Präparation der Grids erfolgte bei einer Proteinkonzentration 
von 2.6 mg/ml nach 68 Tagen Inkubation. 
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3.6.3 Induktion amorpher Aggregate von 17Ala-CspB durch hete-
rologe Seeds von 10Ala-CspB 

Für das Fusionsprotein 17Ala-CspB konnte unter variierenden Bedingungen ohne die Zugabe 

von Seeds keine eindeutige Fibrillenbildung gezeigt werden. Die Inkubation der Fusion führte 

lediglich zur Bildung amorpher Zusammenlagerungen mit teilweise angrenzenden fibrillären 

Strukturen (siehe 3.6.1). Da jedoch für 10Ala-CspB eine poly-alanin-induzierte Fibrillenbildung 

gezeigt werden konnte, wurde die Möglichkeit der Induktion der Fibrillenbildung von 17Ala-

CspB durch die Zugabe heterologer Seeds von 10Ala-CspB getestet. 

Die Durchführung des Experiments erfolgte analog der Analyse der Fibrillenbildung von 10Ala-

CspB nach Zugabe homologer Seeds (siehe 3.6.2). Allerdings wurde die Inkubation, zum 

Zweck der Unterdrückung amorpher Strukturen, bei einer Temperatur von 30 °C und einer ge-

ringeren Proteinkonzentration durchgeführt. In Abbildung 3.31 ist die zeitabhängige ANS-

Fluoreszenz von 17Ala-CspB in An- und Abwesenheit heterologer Seeds von 10Ala-CspB ge-

zeigt. 

t [d]
0 20 40 60 80

A
N

S-
Fl

uo
re

sz
en

z 
[A

U
]

0

2x106

4x106

6x106

8x106

10x106

 

Abbildung 3.31 ANS-Fluoreszenz des inkubierten 17Ala-CspB-Proteins in An- und Abwesenheit 
von 10Ala-CspB-Seeds. Das Protein wurde bei einer Konzentration von 0.4 mM mit 
(offene Kreise) und ohne (geschlossene Kreise) Zugabe von Seeds bei einer Temperatur 
von 30 °C inkubiert. Die Konzentration an Seeds betrug 0.1 % (w/v). Es gelten die Be-
dingungen von Abbildung 3.29. 

Ähnlich des homologen Seedings von 10Ala-CspB führte die Zugabe von fragmentierten Fibril-

len von 10Ala-CspB zum 17Ala-CspB-Protein, im Vergleich zum Ansatz ohne Seeds, zu einem 

raschen Anstieg der ANS-Fluoreszenz. Trotz des geringeren Anstieges der ANS-Fluoreszenz als 

im Fall des homologen Seedings, könnte eine Induktion der Fibrillenbildung von 17Ala-CspB 

durch die Zugabe heterologer Seeds vermutet werden. Jedoch zeigt die elektronenmikroskopi-

sche Analyse der resultierenden Strukturen ausschließlich amorphe Zusammenlagerungen und 

keine fibrillären Strukturen (siehe Abbildung 3.32). 
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Abbildung 3.32 Elektronenmikroskopische Aufnahme von 17Ala-CspB inkubiert nach Zugabe 
heterologer Seeds von 10Ala-CspB. Die Inkubation des Proteins erfolgte mit den unter 
Abbildung 3.31 genannten Bedingungen. Die Präparation der Grids erfolgte bei einer 
Proteinkonzentration von 2.1 mg/ml nach 68 Tagen Inkubation. Die Aufnahme entstand 
bei einer Vergrößerung von 5 x 104. 

Die Zugabe von Seeds des 10Ala-CspB-Proteins führte nicht zur Induktion einer Fibrillenbil-

dung von 17Ala-CspB. 

3.6.4 Fibrillenbildung der „direkten Fusionen“ nach Zugabe hete-
rologer Seeds von N-(+7)Ala-CspB 

Da sowohl für die Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB als auch für 10Ala-CspB 

eine von der Anwesenheit der Poly-Alanin-Sequenz abhängige Fibrillenbildung gezeigt werden 

konnte, stellte sich die Frage, ob ein Cross-Seeding zwischen den zwei Fusionstypen möglich 

ist. Zwar konnte kein Hinweis für ein Cross-Seeding innerhalb der Fusionstypen, also zwischen 

den Fusionen N-(+7)Ala- und N-WT-CspB einerseits und 10Ala- und 17Ala-CspB andererseits, 

gefunden werden, dennoch war ein Cross-Seeding zwischen den unterschiedlichen Fusionsty-

pen nicht grundsätzlich auszuschließen. 

Um ein potentielles Cross-Seeding zwischen den Fusionen zu testen, wurden Fibrillen eines für 

mehrere Monate bei 37 °C inkubierten Ansatzes von N-(+7)Ala-CspB genutzt. Die Seeds von 

N-(+7)Ala-CspB wurden den Fusionen 10Ala- und 17Ala-CspB zugesetzt und unter den Bedin-

gungen von 3.6.2 für 10Ala- und 3.6.3 für 17Ala-CspB, bei einer Konzentration von 0.45 mM, 

inkubiert. In Abbildung 3.33 ist die ANS-Fluoreszenz der Ansätze von 10- und 17Ala-CspB in 

An- und Abwesenheit heterologer Seeds von N-(+7)Ala-CspB gezeigt. 
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Abbildung 3.33 ANS-Fluoreszenz der inkubierten Fusionen 10Ala- und 17Ala-CspB mit und ohne 
Zugabe von N-(+7)Ala-CspB-Seeds. 10Ala-CspB in blau und 17Ala-CspB in grün. 
Ohne Zugabe von Seeds geschlossene und mit Zugabe von Seeds offene Kreise. Die 
Proteine wurden bei einer Konzentration von 0.45 mM und einer Temperatur von 37 °C 
(10Ala-CspB) und 30 °C (17Ala-CspB) in 5 mM KH2PO4; 250 mM NaCl; 
0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5 inkubiert. Die Seed-Konzentration betrug 0.02 % (w/v). Die 
ANS-Fluoreszenz wurde wie unter 2.4.5 beschrieben bestimmt. Die Auswertung erfolg-
te bei einer Emissionswellenlänge von 480 nm. 

Im Vergleich zu den Ansätzen ohne Seeds zeigten die mit Seeds versehenen Ansätze von 10Ala- 

und 17Ala-CspB ein über die Zeit gleichmäßig, linear ansteigendes ANS-Fluoreszenzsignal. 

Die Intensität und der Anstieg des Signals waren jedoch geringer als bei den Fibrillierungen der 

Fusionen der N-terminalen Domänen mit CspB und der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB nach 

Zugabe homologer Seeds.  

 

Abbildung 3.34 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von (A) und (B) 10Ala- und (C) 17Ala-
CspB inkubiert nach Zugabe heterologer Seeds von N-(+7)Ala-CspB. Die Inkubati-
on der Proteine erfolgte mit den unter Abbildung 3.33 genannten Bedingungen. Die 
Präparation der Grids erfolgte nach 87 Tagen Inkubation (A) und (B) und nach 
38 Tagen (C) bei einer Proteinkonzentration von ca. 4.7 mg/ml. Die Aufnahmen ent-
standen bei einer Vergrößerung von 5 x104 (A) und (C) und 2 x104 (B). 
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Die elektronenmikroskopische Analyse der Ansätze zeigte die Existenz fibrillärer Strukturen 

ausschließlich bei dem mit Seeds inkubierten Ansatz von 10Ala-CspB (siehe Abbildung 

3.34 A, B). Im Gegensatz zur Fibrillierung von 10Ala-CspB in Gegenwart homologer Seeds 

(siehe Abbildung 3.30) scheint die Fibrillenbildung jedoch von der Bildung amorpher Struktu-

ren begleitet zu sein. Da derartige Strukturen bei dem ohne Seeds inkubierten Ansatz nicht zu 

beobachten waren, ist anzunehmen, dass die Bildung der Strukturen durch die fragmentierten 

Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB hervorgerufen wurde. Die Zugabe von Seeds von N-(+7)Ala-

CspB zur Fusion 17Ala-CspB führte lediglich zur Bildung vereinzelter amorpher Strukturen 

(siehe Abbildung 3.34 C). Ein eindeutiger fibrillärer Charakter der Strukturen war nicht zu er-

kennen. 

Offensichtlich ist eine Induktion der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB durch die Zugabe hetero-

loger Seeds von N-(+7)Ala-CspB möglich. Die Bildung der Fibrillen wurde jedoch von der 

Bildung amorpher Zusammenlagerungen begleitet, welche bei dem homologen Seeding von 

10Ala-CspB (siehe Abbildung 3.30) nicht beobachtet wurden. Es ist daher unklar, in welchem 

Zusammenhang die Zugabe von Seeds mit der Fibrillenbildung und der Entwicklung amorpher 

Strukturen steht. Die Induktion der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB durch die Zugabe von 

Seeds von N-(+7)Ala-CspB ist umso erstaunlicher, da kein eindeutiger Beweis für ein Cross-

Seeding zwischen N-(+7)Ala-CspB und N-WT-CspB und zwischen N-(+7)Ala-CspB und 

17Ala-CspB zu finden war. Die Fusionen N-(+7)Ala- und 10Ala-CspB zeigen von den oben 

genannten Fusionen die geringste Übereinstimmung bezüglich ihrer Aminosäuresequenz. Daher 

scheint ein Cross-Seeding zwischen diesen beiden Fusionen, theoretisch, eher unwahrschein-

lich. Eine zusammenfassende Betrachtung aller durchgeführten „Seeding-Experimente“ erfolgt 

im Kapitel 4. 

3.6.5 Fibrillierung 10Ala-CspB nach Zugabe von dT7 

Wie später noch näher erläutert wird, besaßen die Fibrillen der Fusion 10Ala-CspB kein korrekt 

gefaltetes CspB (siehe 3.8.3). Es ist daher anzunehmen, dass die Entfaltung von CspB eine Vor-

aussetzung für die Fibrillenbildung von 10Ala-CspB ist und eine geringe thermodynamische 

Stabilität die Fibrillenbildung fördert. Das artifizielle Substrat dT7 wird von freiem und fusio-

nierten CspB mit hoher Affinität gebunden (siehe 3.4.3). Da CspB innerhalb von Millisekunden 

faltet und entfaltet (Schindler et al., 1995), dT7 jedoch durch korrekt gefaltetes CspB hoch affin 

gebunden wird, sollte dT7 eine stabilisierende Wirkung auf CspB ausüben. Daher ist anzuneh-

men, dass die Zugabe von dT7 zu 10Ala-CspB die Fibrillenbildung des Proteins unterdrückt. 

Aus diesem Grund wurde die Fibrillenbildung von 10Ala-CspB nach Zugabe von dT7 analy-
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siert. Die elektronenmikroskopische Analyse einer potentiellen Fibrillenbildung von 10Ala-

CspB nach Zugabe von dT7 könnte außerdem Aufschluss über die Rolle der amorphen Struktu-

ren bei der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB geben. Sollte eine Fibrillenbildung von 10Ala-

CspB in Gegenwart von dT7 möglich sein und gleichzeitig die Bildung amorpher Strukturen 

verhindert werden, wäre dies ein deutlicher Hinweis, dass die amorphen Strukturen keine not-

wendige Zwischenstufe für die Fibrillenbildung von 10Ala-CspB sind. 

Zur Analyse des Einflusses von dT7 auf die Fibrillenbildung von 10Ala-CspB wurde dT7 im 

molaren Unterschuss (Faktor 20 und 5) und im äquimolaren Verhältnis zum Protein zugegeben. 

In Abbildung 3.35 ist die zeitabhängige ANS-Fluoreszenz von 10Ala-CspB nach Zugabe ver-

schiedener Konzentrationen dT7 gezeigt. 

Die ANS-Fluoreszenz lässt vermuten, dass die Fibrillenbildung der Fusion 10Ala-CspB tatsäch-

lich durch die Zugabe von dT7 inhibiert bzw. verzögert wird. Während der Ansatz ohne dT7 

innerhalb von 50-60 Tagen ein deutliches ANS-Fluoreszenzsignal erreichte, führte die Anwe-

senheit eines fünffachen Unterschusses bzw. eines äquimolaren Verhältnisses an dT7 innerhalb 

von 150 Tagen zu keinem registrierbaren Anstieg der ANS-Fluoreszenz. Für diese Ansätze 

wurden weder Fibrillen noch Aggregate mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen. 

Selbst ein zwanzigfach molarer Unterschuss an dT7 genügte, um den Anstieg der ANS-

Fluoreszenz zu verzögern. Der nach 150 Tagen bestimmte Wert der ANS-Fluoreszenz dieses 

Ansatzes war um ein Vielfaches geringer als der entsprechende Wert des Ansatzes in Abwesen-

heit von dT7. 

t [d]
0 20 40 60 80 100 120 140 160

A
N

S-
Fl

uo
re

sz
en

z 
[A

U
]

0

5x106

10x106

15x106

20x106

25x106

 

Abbildung 3.35 ANS-Fluoreszenz des inkubierten 10Ala-CspB-Proteins nach Zugabe verschiede-
ner Konzentrationen dT7. 10Ala-CspB in Abwesenheit von dT7 (geschlossene Krei-
se), in einem 20fachen bzw. 5fachen molaren Unterschuss an dT7 (offene Kreise bzw. 
offene Dreiecke) und in einem äquimolaren Verhältnis mit dT7 (offene Vierecke). Die 
Inkubation erfolgte bei einer Proteinkonzentration von 0.5 mM und einer Temperatur 
von 37 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; 0.1 % (w/v) NaN3; pH 7.5. Die ANS-
Fluoreszenz wurde gemäß 2.4.5 bestimmt. 
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Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten für den Ansatz ohne dT7 hauptsächlich 

fibrilläre Strukturen, während der Ansatz mit einem zwanzigfach molaren Unterschuss an dT7 

vereinzelte fibrilläre Strukturen neben Aggregaten aufwies (siehe Abbildung 3.36). 

 

Abbildung 3.36 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von inkubiertem 10Ala-CspB (A) und (B) 
ohne Zugabe und (C) nach Zugabe eines 20fach molaren Unterschusses an dT7. 
Die Inkubation erfolgte unter den in Abbildung 3.35 genannten Bedingungen. Die Prä-
paration der Grids erfolgte nach 140 Tagen Inkubation bei einer Proteinkonzentration 
von ca. 1.7 mg/ml (A) und (B) und 5.1 mg/ml (C). Die Aufnahmen entstanden bei einer 
Vergrößerung von 2 x104 (A) und (C) und 5 x104 (B). 

Die vermutlich verzögerte Fibrillenbildung von 10Ala-CspB nach Zugabe eines zwanzigfach 

molaren Unterschusses von dT7 führte nicht grundsätzlich zur Unterdrückung amorpher Struk-

turen. Dies könnte bedeuten, dass die gebildeten amorphen Zusammenlagerungen in direktem 

Zusammenhang mit der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB stehen.  

Interessanterweise wurde der Anstieg der ANS-Fluoreszenz von 10Ala-CspB durch die Zugabe 

von dT7 nur geringfügig verzögert, wenn die Zugabe erst kurz vor dem Ansteigen des ANS-

Fluoreszenzsignals erfolgte (hier nicht gezeigt). Eine Beobachtung, die darauf schließen lässt, 

dass dT7 die Nukleationskeimbildung erschwert. Auch bei diesen Ansätzen konnte die Bildung 

von amorphen Zusammenlagerungen nicht verhindert werden. Die hier gezeigten Ergebnisse 

geben lediglich erste Hinweise für den Fibrillierungsmechanismus von 10Ala-CspB.  

Die Zugabe von dT7 zur Fusion 17Ala-CspB führte ebenfalls zur Unterdrückung des Anstieges 

der ANS-Fluoreszenz. Durch die Zugabe konnte keine Fibrillenbildung von 17Ala-CspB indu-

ziert werden.  
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3.7 Biophysikalische Charakterisierung der Fibrillen von 
N-(+7)Ala-CspB 

3.7.1 Amyloidtypische Sekundärstruktur der Fibrillen von N-
(+7)Ala-CspB 

Die Bildung amyloider Strukturen ist gekennzeichnet durch eine Konformationsänderung des 

Faltungszustandes des amyloidogenen Proteins. Ausgehend vom nativ gefalteten Zustand mit 

den verschiedenen Sekundärstrukturanteilen und einer Tertiärstruktur, oder auch von einem 

„nativ ungefalteten“ Zustand ohne Tertiärstruktur, durchlaufen die Proteine eine oder mehrere 

Konformationsänderungen, die in der für amyloide Strukturen allgemein anerkannten β-Cross-

Struktur resultieren (Geddes et al., 1968; Sunde & Blake, 1997). Das wesentliche Merkmal der 

β-Cross-Struktur ist die senkrecht zur Fibrillenachse verlaufende β-Faltblatt-Struktur (Sunde & 

Blake, 1997). Diese wird durch eine Sekundärstrukturanalyse der Fibrillen, durchgeführt mittels 

Circulardichroismus oder FT-IR-Spektroskopie (Fourier-Transformations-Infrarot-Spektrosko-

pie), und der Existenz des für amyloide Strukturen charakteristischen Röntgenbeugungsmusters 

nachgewiesen. Für die Fibrillen der N-terminalen Domänen von PABPN1 konnten die typi-

schen Merkmale einer β-Cross-Struktur gezeigt werden (Scheuermann, 2003). 

Um die Sekundärstruktur des fibrillären N-(+7)Ala-CspB zu ermitteln, wurden Fern-UV-CD-

Messungen durchgeführt. In Abbildung 3.37 ist dem Fern-UV-CD-Spektrum des monomeren 

N-(+7)Ala-CspB das des fibrillären Proteins gegenübergestellt. 

Es ist klar ersichtlich, dass das Spektrum des monomeren Proteins von einer anderen Sekundär-

struktur geprägt ist als das des fibrillären Proteins. So konnten für das monomere Protein ran-

dom-coil- und α-helikale Strukturanteile ermittelt werden (siehe 3.3.1). Das Spektrum des fibril-

lären N-(+7)Ala-CspB dagegen zeigt deutliche Charakteristika einer β-Faltblatt-Struktur. Dies 

wird in dem absoluten Minimum zwischen 214 und 215 nm und dem absoluten Maximum bei 

ca. 197 nm deutlich. Ein im Verlauf nahezu identisches Spektrum zeigte der fibrilläre Zustand 

von N-(+7)Ala (Scheuermann, 2003). Ähnliche Fern-UV-CD-Spektren konnten beispielsweise 

auch für amyloide Strukturen einer SH3-Domäne (Polverino de Laureto et al., 2003), der für 

den Prioncharakter verantwortlichen NM-Sequenz von Sup35p (Scheibel & Lindquist, 2001), 

des Islet amyloid polypeptide (IAPP) (Kayed et al., 1999) und auch für Fibrillen poly-alanin-

basierter Peptide (Shinchuk et al., 2005) gefunden werden. Eine quantitative Auswertung der 

Absorptionsintensität des Spektrums des fibrillären Proteins war schwierig, da Streulicht, her-

vorgerufen durch die makromolekularen Strukturen der Fibrillen, zu einer Intensitätsverringe-

rung der Spektren führt. 
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Abbildung 3.37 Fern-UV CD-Spektren von monomerem und fibrilliertem N-(+7)Ala-CspB. Mo-
nomeres N-(+7)Ala-CspB durchgezogene und fibrilliertes N-(+7)Ala-CspB gestrichelte 
Linie. Die Spektren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Protein-
konzentration von 1.2 mg/ml (Monomer) und 1.1 mg/ml (Fibrille) und einer Temperatur 
von 25 °C gemessen. 

Die unterschiedlichen Fern-UV CD-Spektren des monomeren und fibrillären Zustandes von N-

(+7)Ala-CspB beweisen eine Konformationsänderung von N-(+7)Ala-CspB, hervorgerufen 

durch den Prozess der Fibrillenbildung. Das Spektrum des fibrillären Proteins trägt die typi-

schen Merkmale einer β-Cross-Struktur. 

3.7.2 Hohe Stabilität der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB gegenüber 
chemischen Denaturierungsmitteln 

Amyloide Strukturen zeigen häufig eine hohe Resistenz gegenüber chemischen und physikali-

schen Einflüssen. So weisen die Fibrillen verschiedener Proteine hohe Stabilitäten gegenüber 

thermischen Einflüssen (Scheibel et al., 2003; Bocharova et al., 2005) oder der Behandlung mit 

SDS (Brown et al., 1990; Scherzinger et al., 1999; Busch et al., 2003) auf. Viele Fibrillen kön-

nen erst durch die Verwendung hoher Konzentrationen chemischer Denaturierungsmittel oder 

den Einsatz besonders starker chemischer Denaturierungsmittel wieder dissoziiert werden 

(Scheibel et al., 2003). Die Fibrillen von N-(+7)Ala beispielsweise konnten selbst durch die 

Verwendung hoher Konzentrationen von Guanidiniumthiocyanat, einem sehr starken Denaturie-

rungsmittel, nur unvollständig wieder gelöst werden (Lodderstedt et al., 2007). 

Für eine Analyse der Stabilität der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB gegenüber chemischen Dena-

turierungsmitteln wurde Guandiniumchlorid als Denaturierungsmittel verwendet. Die Fibrillen 

eines für mehrere Monate bei 37 °C inkubierten Ansatzes von N-(+7)Ala-CspB wurden aliquo-

tiert und mit steigenden Konzentrationen an GdmCl versehen. Die Aliquots wurden 1 h unter 

leichtem Schütteln bei 25 °C inkubiert. Nach einer Ultrazentrifugation wurde die Menge an 
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gelöstem und fibrillärem Protein mittels der Konzentrationsbestimmung über Tryptophanfluo-

reszenz (siehe 2.4.2) bestimmt. Die Existenz fibrillärer Strukturen wurde durch Elektronen-

mikroskopie nachgewiesen. In Abbildung 3.38 sind die Konzentrationen an fibrillärem und 

monomeren N-(+7)Ala-CspB gegen die Konzentration von GdmCl aufgetragen. 

Die Grafik zeigt, dass die Behandlung der Fibrillen mit verschiedenen Konzentrationen an 

GdmCl das Verhältnis von löslichem zu fibrillärem Protein nicht wesentlich verändert. So be-

trägt die Konzentration der löslichen Spezies konstant ca. 20 µM, während die Konzentration 

der fibrillären Spezies konstant ca. 70-80µM groß ist. Die Zugabe von GdmCl hatte keinen Ein-

fluss auf die Konzentrationsverteilung. Das Auftreten von löslichem Protein in den Ansätzen 

wird vermutlich seine Ursache in einer Ablösung von an den Fibrillen haftendem Monomer 

haben. Die Schwankungen der Konzentrationen, besonders bei der Analyse des fibrillären Zu-

stands, sind wahrscheinlich auf die schwierige Handhabung der Fibrillen zurückzuführen. 

[GdmCl] [M]
0 1 2 3 4 5 6 7

Fi
br

ill
en

 [µ
M

]

0

20

40

60

80

100

G
elöstes Protein [µM

]

0

20

40

60

80

100

 

Abbildung 3.38 Konzentrationen an fibrillärem und monomerem Protein von N-(+7)Ala-CspB 
nach der Behandlung mit variierenden Konzentrationen an GdmCl. Fibrillen von 
N-(+7)Ala-CspB dargestellt durch gefüllte, und monomeres Protein durch offene Krei-
se. Die Auflösung der Fibrillen wurde für 1 h bei 25 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM 
NaCl; pH 7.5 mit variierenden Konzentrationen an GdmCl durchgeführt. Die Konzent-
rationsbestimmung des fibrillären und monomeren Proteins erfolgte nach einer Zentri-
fugation (60 000 rpm; 1 h) gemäß 2.4.2. 

Nach der Behandlung mit GdmCl konnten für alle pelletierten Proben Fibrillen durch elektro-

nenmikroskopische Aufnahmen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.39). 

Die Daten zeigen, dass die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB durch die Verwendung von GdmCl 

nicht aufgelöst werden können. Trotz dieser Stabilität der Fibrillen gegenüber GdmCl kann 

offensichtlich die Proteinkonzentration mittels Tryptophanfluoreszenz, welche Tryptophan in 

einer denaturierten Umgebung voraussetzt (Pajot, 1976), bestimmt werden. Dies ist vermutlich 

darauf zurückzuführen, dass CspB in den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB offenbar nicht in die 

für die Fibrillenstruktur bestimmenden β-Faltblattstruktur eingebaut ist (siehe 3.7.3 und 3.7.4). 
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Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass sich die CspB-Moleküle an der Fibrillenoberfläche be-

finden und von der Fibrillenbildung unbeeinflusst in ihrem nativen Zustand verbleiben. Dem-

nach führt die Behandlung der Fibrillen mit GdmCl nicht zur Auflösung der Fibrillen, jedoch 

zur Entfaltung von CspB. 

 

Abbildung 3.39 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von (A) mit 0 M, (B) mit 1.5 M, (C) mit 
3 M, (D) mit 4.5 M, (E) mit 6 M GdmCl behandelten Fibrillen von N-(+7)Ala-
CspB. Für die Auflösung gelten die Bedingungen von Abbildung 3.38. Die Präparation 
der Grids erfolgte bei einer Proteinkonzentration von ca. 0.9 mg/ml. Die Aufnahmen 
entstanden bei einer Vergrößerung von 2 x 104 (A) und 5 x 104 (B)-(F). 

3.7.3 Natives CspB in den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB 

Im Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, dass die Partner der Fusionen der N-terminalen Domä-

nen von PABPN1 und CspB strukturell unabhängig voneinander in der Fusion vorliegen. Des 

Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Fibrillenbildung der Fusionen der N-terminalen Do-

mänen von PABPN1 und CspB durch das Poly-Alanin-Segment induziert wird (siehe 3.5). Dies 

impliziert eine direkte strukturelle Beteiligung der Poly-Alanin-Sequenz beim Aufbau der 

Fibrille. Da die Poly-Alanin-Sequenz und CspB in den Fusionen jedoch durch ca. 

100 Aminosäuren voneinander getrennt sind, ist eine Erhaltung der nativen Struktur von CspB 
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in den Fibrillen denkbar. Dies würde die Koexistenz einer fibrillären Struktur und korrekt gefal-

tetem CspB in den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB bedeuten. Zum Nachweis dieser Hypothese 

wurde CspB auf seine native Faltung in den Fibrillen getestet. 

Der Faltungszustand von CspB in den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB wurde über die Fähigkeit 

der Nukleinsäurebindung des Proteins analysiert. Die Fibrillen eines für mehrere Monate bei 

37 °C inkubierten Ansatzes von N-(+7)Ala-CspB wurden zentrifugiert (60 000 rpm; 1 h) und 

wie für die Herstellung von Seeds präpariert (siehe 2.5.2). Die Konzentrationsbestimmung des 

monomeren Proteins in den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB erfolgte durch die Konzentrationsbe-

stimmung mittels Tryptophanfluoreszenz (siehe 2.4.2). Anschließend wurden die präparierten 

Fibrillen für eine Fluoreszenztitration mit dT7, analog der Bestimmung des Faltungszustands 

des monomeren Proteins, eingesetzt (siehe 2.4.4). In Abbildung 3.40 ist der Bindungsisotherme 

des monomeren N-(+7)Ala-CspB die des fibrillären Proteins gegenübergestellt. 
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Abbildung 3.40 dT7-Bindungsisothermen von monomerem und fibrillärem N-(+7)Ala-CspB. Mo-
nomeres N-(+7)Ala-CspB dargestellt durch geschlossene Kreise mit durchgezogener 
Linie, und fibrilläres Protein durch offene Kreise mit gestrichelte Linie. Die Messungen 
wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 
3 µM und einer Temperatur von 20 °C durchgeführt. 

Die Bindungsisothermen machen deutlich, dass sowohl monomeres Protein als auch die Fibril-

len von N-(+7)Ala-CspB in der Lage sind dT7 zu binden. Jedoch ist die Abnahme der Fluores-

zenzintensität, hervorgerufen durch die dT7-Bindung, im Fall des fibrillären Proteins geringer. 

Dies impliziert, dass nicht jedes CspB-Molekül der Fibrillen in der Lage ist dT7 zu binden. Die 

Analyse der Bindungsstöchiometrie bestätigte diese Annahme. Statt ca. 0.85 Molekülen dT7 je 

Molekül CspB wie im Fall des Monomers, wurden in den Fibrillen nur noch ca. 0.55 Moleküle 

dT7 je Molekül CspB gebunden. Die Analyse der Bindungsisothermen weist daraufhin, dass die 

dT7-Bindung des fibrillären Proteins partiell verhindert wird. Vorstellbar wäre eine durch die 

Fibrillenstruktur hervorgerufene sterische Hinderung der Bindung von dT7. 
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In einem alternativen experimentellen Ansatz sollte die Fähigkeit der Bindung von dT7 durch 

die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB bestätigt werden. Die Grundlage der Analyse bildete die Pel-

letierbarkeit der Fibrillen. So wurden Ansätze von Fibrillen mit definierter Proteinkonzentration 

(7 µM) mit steigenden Konzentrationen an dT7 versetzt, 30 min bei 20 °C inkubiert und an-

schließend zentrifugiert. Eine Analyse der UV-Absorption der Probenüberstände sollte Auf-

schluss über die nicht gebundene Menge an dT7-Molekülen geben. Die Lichtabsorption wurde 

bei einer Wellenlänge von 260 nm analysiert. Das Experiment wurde gemäß 2.5.6 durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Bindung von dT7 durch die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB sind in 

Abbildung 3.41 gezeigt. 
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Abbildung 3.41 Analyse der Faltung von CspB in den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB mittels Ultra-
zentrifugation. Ansätze mit je 7 µM fibrillärem N-(+7)Ala-CspB wurden mit verschie-
denen Konzentrationen an dT7 versehen und für 30 min bei einer Temperatur von 20 °C 
in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentri-
fugation bei 35 000 rpm für 30 min. Die Überstände wurden auf ihre UV-Absorption 
bei einer Wellenlänge von 260 nm untersucht. Die Geraden geben den Anstieg vor und 
nach Sättigung mit dT7 wieder. 

Die Absorption ist bis zu einer dT7-Konzentration von 3.4 µM gering und nahezu konstant. Es 

kann davon ausgegangen werden, dass sich kein dT7 im Überstand der Proben befand, sondern 

alle dT7-Moleküle von den Fibrillen gebunden wurden. Ab einer dT7-Konzentration von 

5.1 µM stieg die Absorption linear an. Es stellte sich ein Gleichgewicht zwischen gebundenem 

und freiem dT7 ein. Die Bindung von dT7 durch die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB hatte somit 

seine Sättigung erreicht. Durch den Schnittpunkt der Anstiege der Geraden vor und nach Sätti-

gung mit dT7 konnte die Konzentration des im Gleichgewicht gebundenen dT7 berechnet wer-

den. Es ergab sich eine Bindungsstöchiometrie von 0.61 dT7-Molekülen pro N-(+7)Ala-CspB-

Molekül. Diese Stöchiometrie entspricht annähernd der durch Fluoreszenztitration bestimmten 

Bindungsstöchiometrie. 
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Die Ergebnisse belegen klar, dass die Fusion N-(+7)Ala-CspB auch im fibrillären Zustand dT7 

binden kann. Zwar ist die Bindungsstöchiometrie und die Höhe der beobachteten Intensitätsab-

nahme der intrinsischen Fluoreszenz, vermittelt durch die Bindung von dT7, um 20-30 % ver-

ringert, dennoch konnte für die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB eine dT7-Bindung gezeigt wer-

den. Anders ausgedrückt bedeutet dies, dass offensichtlich der überwiegende Teil der fibrillären 

Moleküle von N-(+7)Ala-CspB natives CspB besitzt. Weiterhin ist nicht auszuschließen, dass 

die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB generell korrekt gefaltetes CspB besitzen, jedoch nicht jedes 

CspB-Molekül einen räumlichen Zugang für eine Interaktion mit dT7 hat.  

3.7.4 Proteolysegeschützter Bereich der Fibrillen von N-(+7)Ala-
CspB 

Amyloide Strukturen besitzen, vermutlich aufgrund ihrer β-Cross-Struktur, eine hohe Resistenz 

gegenüber proteolytischem Abbau (Polverino de Laureto et al., 2003; Bocharova et al., 2005). 

Im letzten Abschnitt konnte außerdem gezeigt werden, dass nicht notwendigerweise das gesam-

te Protein am Aufbau der β-Faltblatt-Struktur beteiligt sein muss. Es ist zu vermuten, dass ein 

genügend großer Abstand zwischen amyloidogener Sequenz und gefaltetem Protein die Exis-

tenz unabhängiger Strukturen ermöglicht. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass vermutlich 

nicht das gesamte fibrillierte Protein proteolysegeschützt ist. Der proteolysegeschützte Bereich 

wird sich im Wesentlichen auf die β-Faltblatt-bildenden Aminosäuren, also die amyloidogene 

Peptidsequenz, beschränken. Die Existenz von solchen proteolysegeschützten fibrillären „Kern-

strukturen“ wurde bereits beschrieben (Bocharova et al., 2005; Monti et al., 2005; Frare et al., 

2006). Die Detektion des proteolysegeschützten Bereiches ermöglicht quasi eine Kartierung des 

amyloidogenen Proteins bzw. die Identifizierung der amyloidogenen Aminosäuresequenz 

(„Fibrillenkernsequenz“) innerhalb des Proteins. 

Die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB wurden mit Thermolysin und Proteinase K, zwei hochakti-

ven und relativ unspezifisch schneidenden Proteasen, behandelt. Das proteolyseresistente Mate-

rial wurde durch Zentrifugation von den Peptidbruchstücken getrennt und anschließend durch 

die Verwendung stark denaturierender Bedingungen (5 M GdmSCN; 0.1 %TFA) solubilisiert. 

Die so erhaltenen Peptide wurden mittels RP-HPLC und Massenspektrometrie analysiert. In 

Abbildung 3.42 sind die RP-HPLC-Chromatogramme der mit proteasebehandelten im Ver-

gleich mit den unbehandelten, solubilisierten Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB gezeigt. Die num-

merierten Peaks kennzeichnen die anschließend durch Massenspektrometrie untersuchten Frak-

tionen. 
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Abbildung 3.42 RP-HPLC-Chromatogramme der mit Proteasen behandelten und unbehandelten, 
solubilisierten Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB im Original (A) und als Aus-
schnitt (B). Unbehandelte Fibrillen in schwarz, mit Thermolysin oder Proteinase K be-
handelte Fibrillen in rot bzw. blau. Die Fibrillen wurden gemäß 2.5.4 verdaut und auf-
gelöst und gemäß 2.6 getrennt. Die Chromatogramme wurden durch UV-Absorption bei 
einer Wellenlänge von 205 nm aufgezeichnet. Die nummerierten Peaks wurden aufge-
fangen und anschließend massenspektrometrisch untersucht. 

Der in den Chromatogrammen markierte Peak mit der höchsten Retentionszeit (Peak 4) ent-

spricht dem monomeren Protein (hier nicht separat abgebildet). Dies wurde durch eine mas-

senspektrometrische Analyse bestätigt. Die chromatographische Trennung der aufgelösten und 

mit Thermolysin oder Proteinase K behandelten Fibrillen führte zu charakteristischen Peaks bei 

geringeren Retentionszeiten (Peak 2, 3), ein Hinweis für die Existenz von Peptidfragmenten. 

Jedoch führte die chromatographische Trennung der solubilisierten und nicht mit einer Protease 

behandelten Fibrillen ebenfalls zum Auftreten eines Peaks bei einer geringeren Retentionszeit 

(Peak 1). Ein Fakt, der Inhomogenität in der fibrillären Struktur von N-(+7)Ala-CspB vermuten 

lässt und die Existenz von Abbauprodukten in den Fibrillen andeutet. Die chromatographische 

Trennung des mit Thermolysin oder Proteinase K behandelten monomeren N-(+7)Ala-CspB 
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führte überwiegend zu Peaks mit einer Retentionszeit von weniger als 40 min (hier aus Über-

sichtlichkeitsgründen nicht gezeigt). Dies beweist ein variierendes Proteolyseschnittmuster und 

verschiedene Konformationen von Monomer und Fibrille. 

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse und die daraus ermittelten Peptidfrag-

mente sind in Tabelle 3.5 und Abbildung 3.43 zusammengefasst dargestellt. Die Zuordnung der 

Peptidfragmente zu den ermittelten Massen erfolgte mit dem Programm FindPept 

(http://expasy.ch/tools/protparam.html). Es wurden ausschließlich Peptidfragmente mit reprodu-

zierbaren Schnittstellen berücksichtigt. Die theoretischen Massen der ermittelten Fragmente 

zeigen zu den gemessenen Massen eine Abweichung von < 0.05 Da (< 15 ppm). 

Tabelle 3.5 Die aus der massenspektrometrischen Analyse resultierenden Massen der geschnittenen 
und solubilisierten Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB und die daraus ermittelten Peptidfrag-
mente. Die Massen waren monoisotopische mit [M+H]+. 

Protease Masse [Da] theoretische Masse [Da] resultierendes Fragment Peak 

3396.831 3396.800 14-52 2 
Thermolysin 

3533.887 3533.859 14-53 2 

3297.752 3297.720 13-51 3 

3453.856 3453.822 13-52 3 

3540.898 3540.854 12-52 3 
Proteinase K 

3627.923 3627.886 11-52 3 

Hervorgehobene Massen markieren die dominierenden Peaks der Spektren. 

 

 

Abbildung 3.43 Schematische Darstellung der proteolyseresistenten Aminosäuresequenz der 
Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB. Die rot gekennzeichneten Aminosäuren markieren den 
Anfang und das Ende der proteolysegeschützten Bereiche. 

Die aufgelisteten Massen und die daraus resultierenden Peptidfragmente zeigen, dass der pro-

teolysegeschützte Bereich der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB neben der Poly-Alanin-Sequenz 

nur wenige Aminosäuren vor und nach den Poly-Alaninen umfasst. Die Daten unterstreichen 

somit die Hypothese, einer direkten Beteiligung der Poly-Alanin-Sequenz am Aufbau der β-

Faltblattstruktur der Fibrille. Ähnliche Daten konnten aus der Analyse des proteolysegeschütz-

ten Bereiches der Fibrillen von N-(+7)Ala erhalten werden (Sackewitz et al., 2008a). Da kleine-

re Massen (<1000 Da), aufgrund eines geringeren Signal/Rausch-Verhältnisses, nur noch 

schwer zu detektieren sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass der proteolysegeschützte 

Bereich der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB eine noch kürzere Aminosäuresequenz umfasst. Ers-
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te Daten von Festkörper-NMR-Analysen der Fibrillen von N-(+7)Ala legen nahe, dass neben 

der Poly-Alanin-Sequenz mindestens noch Glycin-Reste am Aufbau der rigiden β-Faltblatt-

Struktur der Fibrille beteiligt sind (Sackewitz et al., 2008a). Überraschenderweise zeigte die 

massenspektrometrische Analyse des Peaks 1 (siehe Abbildung 3.42 B), hervorgegangen aus 

den unbehandelten, solubilisierten Fibrillen, keine signifikanten Signale in der massenspektro-

metrischen Analyse. 

3.8 Biophysikalische Charakterisierung der Fibrillen von 
10Ala-CspB 

3.8.1 Amyloidtypische Sekundärstruktur der Fibrillen von 10Ala-
CspB 

Für die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB konnte eine durch die Fibrillenbildung des Proteins her-

vorgerufene Konformationsänderung nachgewiesen werden. Hier sollte analysiert werden, ob 

die Fibrillenbildung von 10Ala-CspB ebenfalls mit einer Konformationsänderung einhergeht 

und die Fibrillen die amyloidtypische β-Faltblatt-Struktur besitzen. 

Grundlage der Sekundärstrukturanalyse war erneut die Fern-UV-CD-Spektroskopie. Abbildung 

3.44 zeigt sowohl das Spektrum des Monomers von 10Ala-CspB als auch das der Fibrillen. 
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Abbildung 3.44 Fern-UV CD-Spektren von monomerem und fibrilliertem 10Ala-CspB. Monomeres 
10Ala-CspB durchgezogene, und fibrilliertes 10Ala-CspB gestrichelte Linie. Die Spekt-
ren wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration 
von 1.3 mg/ml (Monomer) und 1.1 mg/ml (Fibrille) und einer Temperatur von 25 °C 
gemessen. 

Die Fern-UV CD-Spektren vor und nach der Fibrillenbildung von 10Ala-CspB zeigen deutliche 

Unterschiede. So wird das Spektrum der monomeren Form von 10Ala-CspB von random-coil- 
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und β-Faltblatt-Strukturanteilen dominiert (siehe 3.4.1). Das Spektrum nach der Fibrillierung 

zeigt jedoch Charakteristika einer reinen β-Faltblatt-Struktur. Dies wird anhand des absoluten 

Minimums bei ca. 217 nm und das des absoluten Maximums bei ca. 196 nm deutlich. Das Fern-

UV-CD-Spektrum des fibrillären 10Ala-CspB zeigt einen sehr ähnlichen Verlauf zu den Spekt-

ren der fibrillären Formen von N-(+7)Ala (Scheuermann, 2003) und N-(+7)Ala-CspB (siehe 

3.7.1). Die durch die Fibrillenbildung von 10Ala-CspB hervorgerufene Konformationsänderung 

resultiert vermutlich in der amyloid-typischen β-Cross-Struktur. 

3.8.2 Geringe Stabilität der Fibrillen von 10Ala-CspB gegenüber 
chemischen Denaturierungsmitteln 

Die Analyse der Sekundärstrukturen der fibrillären Zustände von N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-

CspB zeigte für beide Proteine charakteristische Merkmale einer β-Faltblatt-Struktur (siehe 

3.7.1 und 3.8.1). Da jedoch auch für die Fibrillen der N-terminalen Domänen N-(+7)Ala und N-

WT biophysikalische Unterschiede nachgewiesen werden konnten (Lodderstedt et al., 2007), ist 

anzunehmen, dass sich die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB ebenfalls unter-

scheiden. Für eine biophysikalische Analyse wurde unter anderem die Stabilität der Fibrillen 

von 10Ala-CspB gegenüber GdmCl untersucht. 

Die Stabilität der Fibrillen gegenüber GdmCl wurde analog den Stabilitätsmessungen der Fibril-

len von N-(+7)Ala-CspB (siehe 3.7.2) durchgeführt. In Abbildung 3.45 sind die Konzentratio-

nen an fibrillärem und monomerem 10Ala-CspB bei variierenden GdmCl-Konzentrationen ge-

zeigt.  
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Abbildung 3.45 Konzentrationen an fibrillärem und monomerem Protein von 10Ala-CspB nach 
der Behandlung der Fibrillen mit variierenden Konzentrationen an GdmCl. Fibril-
len von 10Ala-CspB dargestellt durch gefüllte, und monomeres Protein durch offene 
Kreise. Es gelten die Bedingungen aus Abbildung 3.38. 
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Das Experiment belegt eine deutlich geringere Stabilität der Fibrillen von 10Ala-CspB gegen-

über GdmCl als die der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB (siehe 3.7.2). So wurden hier bei ver-

gleichsweise geringen Konzentrationen an GdmCl von 1-2 M bereits 10 % der Fibrillen solubi-

lisiert. Bei einer GdmCl-Konzentration von 6 M waren quasi keine Fibrillen mehr nachweisbar. 

Die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB hingegen konnten unter diesen Bedingungen nicht solubili-

siert werden (siehe 3.7.2). In Abbildung 3.46 sind elektronenmikroskopische Aufnahmen der 

mit GdmCl behandelten Fibrillen von 10Ala-CspB gezeigt.  

 

Abbildung 3.46 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von (A) mit 0 M, (B) mit 1 M, (C) mit 2 M, 
(D) mit 3 M, (E) mit 4 M und (F) mit 5 M GdmCl behandelten Fibrillen von 10Ala-
CspB. Die Fibrillen wurden für 1 h bei 25 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 
mit variierenden Konzentrationen an GdmCl inkubiert. Die Präparation der Grids er-
folgte bei einer Proteinkonzentration von ca. 0.2-1.7 mg/ml. Die Aufnahmen entstanden 
bei einer Vergrößerung von 5x104. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der mit GdmCl behandelten Fibrillen von 10Ala-

CspB offenbaren zwei interessante Fakten. Zum einen konnten die parallel zu den Fibrillen auf-

tretenden amorphen Zusammenlagerungen nicht solubilisiert werden. Die amorphen Strukturen 

waren bis zu einer GdmCl-Konzentration von 4 M nachweisbar. Dies hat zur Konsequenz, dass 

alle mit den Fibrillen von 10Ala-CspB durchgeführten Messungen durch einen nicht quantifi-
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zierbaren Anteil amorpher Strukturen verfälscht wurden. Zum anderen konnten noch vereinzelte 

fibrilläre Strukturen nach der Behandlung mit 5 M GdmCl elektronenmikroskopisch nachge-

wiesen werden, welche durch die Konzentrationsbestimmung nicht mehr erfasst werden konn-

ten. Des Weiteren ist unklar, warum die Durchmesser der Fibrillen nach der Behandlung mit 

verschiedenen Konzentrationen an GdmCl variieren.  

Die Fibrillen von 10Ala-CspB zeigten eine, im Vergleich zu den Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB, 

verringerte Stabilität gegenüber GdmCl. Es ist jedoch unklar, ob die verminderte Stabilität auf 

die im Vergleich zu N-(+7)Ala-CspB verkürzte Alaninsequenz oder die veränderte Aminosäu-

resequenz nach dem Poly-Alanin-Bereich zurückzuführen ist. 

3.8.3 Nicht-natives CspB in den Fibrillen von 10Ala-CspB 

Die biophysikalische Analyse der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB zeigte die Existenz von akti-

vem CspB in den Fibrillen. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die proteolysegeschützte 

Peptidsequenz der Fibrillen ca. 7-10 Aminosäuren vor bzw. nach der Poly-Alanin-Sequenz be-

ginnt (siehe 3.7). Die Ergebnisse belegen, dass CspB, vermutlich aufgrund des relativ großen 

Abstandes zur Poly-Alanin-Sequenz, im nativen Zustand in der Fibrille verbleiben kann. Ein 

solcher „Peptid Linker“ zwischen Poly-Alaninen und CspB existiert in den Fusionen 10Ala- 

und 17Ala-CspB nicht. Es könnte daher angenommen werden, dass die Fibrillenbildung von 

10Ala-CspB von einer Entfaltung des CspB-Moleküls begleitet wird und CspB am Aufbau der 

fibrillären Struktur beteiligt ist. Aus diesem Grund wurden die Fibrillen von 10Ala-CspB auf 

ihre Fähigkeit zur dT7-Bindung getestet. 

Die Ergebnisse der Bindung von dT7 durch die Fibrillen von 10Ala-CspB sind in Abbildung 

3.47 gezeigt. Die Zugabe eines Überschusses an dT7 führte nicht zur Verminderung der intrinsi-

schen Fluoreszenz der Fibrillen. Vielmehr wurde ein zum monomeren Zustand verändertes Flu-

oreszenzspektrum der Fibrillen von 10Ala-CspB detektiert. Das Fluoreszenzspektrum der 

Fibrillen ist durch eine Blauverschiebung des Intensitätsmaximums, von 353 nm (Monomer) zu 

340 nm (Fibrille) gekennzeichnet. Die Fluorezenzintensität ist im Vergleich zum Monomer 

vermindert. Speziell die Verschiebung des Emissionsmaximums der Fibrillen von 10Ala-CspB 

lässt eine veränderte, hydrophobere Umgebung für den Tryptophanrest von CspB in der Fibrille 

vermuten. Um einen Verlust der nativen Struktur von CspB durch die mehrmonatige Inkubation 

von 10Ala-CspB auszuschließen, wurde die dT7-Bindung des im Überstand verbliebenen Prote-

ins der fibrillierten Ansätze analysiert (hier nicht gezeigt). Die Analyse ergab, dass trotz sie-

benmonatiger Inkubation mindestens 60-70 % der im Überstand verbliebenen Moleküle von 

10Ala-CspB nativ gefaltet waren. 
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Abbildung 3.47 Fluoreszenzspektren von monomerem und fibrillärem 10Ala-CspB vor und nach 
Zugabe von dT7. Monomeres 10Ala-CspB gepunktete Linie, fibrilläres 10Ala-CspB 
ohne dT7 durchgezogene und nach Zugabe von dT7 gestrichelte Linie. Die Messungen 
wurden in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 bei einer Proteinkonzentration von 
2 µM und einer Temperatur von 20 °C durchgeführt. Die Anregung erfolgte bei 295 nm. 
Es wurden 5 µM dT7 zugegeben. 

Das Ergebnis, dass die Fibrillen von 10Ala-CspB kein dT7 binden können, konnte durch die 

Analyse der Konformation von CspB mittels Ultrazentrifugation (siehe 2.5.6) bestätigt werden. 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.48 gezeigt.  

[dT7] [µM]
0 2 4 6 8

U
V-

A
bs

or
pt

io
n

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

 

Abbildung 3.48 Analyse der Konformation von CspB in den Fibrillen von 10Ala-CspB mittels 
Ultrazentrifugation. Ansätze mit je 7 µM fibrillärem 10Ala-CspB wurden mit variie-
renden Konzentrationen an dT7 versehen und für 30 min bei einer Temperatur von 
20 °C in 5 mM KH2PO4; 100 mM NaCl; pH 7.5 inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
Zentrifugation bei 35 000 rpm (30 min). Die Überstände wurden auf ihre UV-
Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm untersucht. 

Im Gegensatz zur Analyse des Faltungszustands von CspB in den Fibrillen von N-(+7)Ala-

CspB (siehe 3.7.3) wurden hier exakt die in den einzelnen Schritten eingesetzten Mengen an 

dT7 im Überstand wiedergefunden. Es konnte mithilfe der Fibrillen kein dT7 pelletiert werden.  
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3.8.4 Proteolysegeschützter Bereich der Fibrillen von 10Ala-CspB 

Die Ergebnisse der Bestimmung des Faltungszustands von CspB in den Fibrillen von 10Ala-

CspB zeigen, dass CspB durch die Fibrillenbildung des Proteins entfaltet wird (siehe 3.8.3). 

Außerdem lassen die spektroskopischen Eigenschaften der Fibrillen eine Beteiligung von CspB 

an der β-Faltblatt-Struktur der Fibrille vermuten. Eine Kartierung des amyloidogenen Segmen-

tes von 10Ala-CspB bzw. die Bestimmung der für die β-Faltblatt-Struktur verantwortlichen 

Sequenz über die Bestimmung des proteolysegeschützten Bereiches der Fibrillen sollte zeigen, 

ob und wie weit CspB an der Fibrillenstruktur beteiligt ist. 

Die Fibrillen von 10Ala-CspB wurden analog der von N-(+7)Ala-CspB mit Thermolysin bzw. 

Proteinase K behandelt (siehe2.5.4). Die Ergebnisse der chromatographischen Trennung der 

Fragmente mittels RP-HPLC sind in Abbildung 3.49 gezeigt. 
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Abbildung 3.49 RP-HPLC-Chromatogramme der mit Proteasen behandelten und unbehandelten, 
solubilisierten Fibrillen von 10Ala-CspB im Original (A) und als Ausschnitt (B). 
Unbehandelte Fibrillen in schwarz, mit Thermolysin und ProteinaseK behandelte Fibril-
len in rot bzw. blau. Die RP-HPLC erfolgte gemäß 2.6. Die Chromatogramme wurden 
durch UV-Absorption bei einer Wellenlänge von 210 nm aufgezeichnet. Die numme-
rierten Peaks wurden aufgefangen und anschließend massenspektrometrisch untersucht. 
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Das Chromatogramm der unbehandelten, solubilisierten Fibrillen von 10Ala-CspB zeigt einen 

Peak bei einer Retentionszeit von ca. 57 min. Unter den gegebenen Bedingungen entspricht dies 

dem Verhalten des monomeren 10Ala-CspB (hier nicht abgebildet). Trotz der Aufspaltung des 

Peaks ist davon auszugehen, dass die Fibrillen von 10Ala-CspB die komplette Aminosäurese-

quenz des Proteins enthielten. Die Behandlung der Fibrillen mit Proteinase K bzw. Thermolysin 

führte zu veränderten Chromatogrammen nach Solubilisierung. Es traten Peaks mit einer ver-

ringerten Retentionszeit auf (Peaks 1-3). Dies ließ die Existenz von Peptidfragmenten von 

10Ala-CspB in diesen Ansätzen vermuten. Hervorstechend ist das Auftreten eines signifikanten 

Peaks (Peak 1) der mit Proteinase K verdauten, solubilisierten Fibrillen. Es ist unklar, warum 

die Intensität dieses Peaks die Intensitäten der Peaks der unbehandelten und mit Thermolysin 

behandelten, solubilisierten Fibrillen um ein Vielfaches übersteigt. Die chromatographische 

Trennung des mit Thermolysin oder Proteinase K behandelten monomeren 10Ala-CspBs führte 

mehrheitlich zu Peaks mit einer Retentionszeit von weniger als 40 min (hier nicht gezeigt). Dies 

beweist ein variierendes Proteolyseschnittmuster und verschiedene Konformationen von Mo-

nomer und Fibrille. 

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse und die daraus ermittelten Peptidfrag-

mente sind in Tabelle 3.6 und Abbildung 3.50 zusammengefasst dargestellt. Die Zuordnung der 

Peptidfragmente zu den ermittelten Massen erfolgte analog der Vorgehensweise der Analyse 

des proteolysegeschützten Bereiches der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB (siehe 3.7.4). Es galten 

die dort aufgeführten Bedingungen. 

Alle ermittelten Peptidfragmente der geschnittenen und solubilisierten Fibrillen von 10Ala-

CspB beinhalteten die Poly-Alanin-Sequenz. Die Fraktion des dominierenden Peaks des Chro-

matogramms der mit Proteinase K behandelten Fibrillen (Peak 1) vereinte Peptidfragmente mit 

zwei charakteristischen Schnittmustern: zum einen Fragmente, die kurz vor der Poly-Alanin-

Sequenz beginnen und an Position 43 enden (X-43) und zum anderen Fragmente, die mehr als 

10 Aminosäuren vor der Poly-Alanin-Sequenz beginnen und an Position 40 enden (X-40). Da 

der Peak des Chromatogramms (Peak 1) bei einer Wellenlänge von 280 nm kaum Absorption 

zeigte (hier nicht gezeigt), ist davon auszugehen, dass die Mehrheit der Peptidfragmente kein 

Tryptophan besaß. Daher war vermutlich die zweite Gruppe der Fragmente (X-40) für Peak 1 

verantwortlich. Die Fraktion des zweiten Peaks des Chromatogramms der mit Proteinase K 

behandelten Fibrillen (Peak 2) beinhaltete geringfügig größere Peptidfragmente. Für die mit 

Thermolysin geschnittenen Fibrillen (Peak 3) konnten keine charakteristischen Schnittmuster 

gefunden werden. Alle ermittelten Peptidfragmente enthielten die Poly-Alanin-Sequenz. Es war 

auch hier, analog der Proteolyse der Fibillen von N-(+7)Ala-CspB (siehe 3.7.4), die Existenz 

von Peptidfragmenten unterhalb von 1000 Da nicht auszuschließen. 
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Tabelle 3.6 Die aus der massenspektrometrischen Analyse resultierenden Massen der geschnittenen 
und solubilisierten Fibrillen von 10Ala-CspB und die daraus ermittelten Peptidfragmente. 
Die Massen waren monoisotopisch mit [M+H]+. 

Protease Masse [Da] theoretische Masse [Da] resultierendes Fragment Peak 

Thermolysin - - - 3 

2794.415 2794.457 15-43 1 

2964.583 2964.562 13-43 1 

3051.599 3051.594 12-43 1 

3138.634 3138.626 11-43 1 

3513.843 3513.789 5-40 1 

3600.848 3600.812 4-40 1 

3687.898 3687.853 3-40 1 

3716.964 3716.912 13-50 2 

3803.977 3803.944 12-50 2 

ProteinaseK 

3891.025 3890.976 11-50 2 

Hervorgehobene Massen markieren die dominierenden Peaks der Spektren. 

 

 

Abbildung 3.50 Schematische Darstellung der proteolyseresistenten Aminosäuresequenz der Fi-
brillen von 10Ala-CspB. Die rot gekennzeichneten Aminosäuren markieren den An-
fang und das Ende der proteolysegeschützten Bereiche. 

Es bleibt festzuhalten, dass zwar alle ermittelten Peptidfragmente die Poly-Alanin-Sequenz 

besitzen, der proteasegeschützte Bereich des fibrillierten 10Ala-CspB jedoch mehr als nur die 

Poly-Alanin-Sequenz umfasst. Ähnlich der Proteolyse der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB be-

ginnt der geschützte Bereich wenige Aminosäuren vor und endet ca. 10 Aminosäuren nach der 

Poly-Alanin-Sequenz. Die Ergebnisse decken sich mit den Resultaten aus 3.8.3, welche eine 

partielle Involvierung von CspB in die Fibrillenstruktur von 10Ala-CspB vermuten ließen. Das 

Tryptophan von CspB befindet sich in dieser Fusion an Position 41 und ist daher im Grenzbe-

reich der proteolysegeschützten Sequenz. 

 

 



4 Diskussion 

4.1 Poly-alanin-abhängige Fibrillenbildung 

Expansionen von Poly-Alanin-Sequenzen führen zu einer Reihe von Krankheiten. Da nahezu 

alle betroffenen und krankheitsassoziierten Proteine Transkriptionsfaktoren darstellen, ist es 

nicht erstaunlich, dass das Krankheitsbild meist durch Entwicklungsstörungen und Missbildun-

gen geprägt ist (siehe Review (Albrecht & Mundlos, 2005)). Nähere Analysen bezüglich des 

Einflusses der Poly-Alanin-Expansionen auf die Transkriptionsfaktoren haben gezeigt, dass die 

Expansionen zu einer Aggregation der Proteine führen (Albrecht et al., 2004; Caburet et al., 

2004; Nasrallah et al., 2004). Die resultierenden Krankheiten beruhen daher vermutlich auf 

Proteinmissfaltungen. Intranukleäre fibrilläre Proteinablagerungen in Muskelfasern sind das 

pathologische Merkmal der einzigen bisher bekannten poly-alanin-assoziierten Krankheit, des-

sen betroffenes Protein kein Transkriptionsfaktor ist, OPMD (Okulopharyngeale Muskeldystro-

phie) (Tomé & Fardeau, 1980). Das von der Poly-Alanin-Expansion betroffene und für OPMD 

verantwortliche Protein PABPN1 war Ausgangspunkt dieser Arbeit. In früheren Analysen konn-

te gezeigt werden, dass die intranukleären Proteinablagerungen von OPMD-Patienten haupt-

sächlich PABPN1 enthielten (Becher et al., 2000; Calado et al., 2000b; Uyama et al., 2000). 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Expansion der Poly-Alanin-Sequenz die Aggrega-

tion von PABPN1 und eine erhöhte Zelltodrate zur Folge hat (Shanmugam et al., 2000; Fan et 

al., 2001; Bao et al., 2002). Für die isolierte N-terminale Domäne von PABPN1 wurde in Ab-

hängigkeit von der Anwesenheit der Poly-Alanin-Sequenz die Bildung fibrillärer Strukturen 

gezeigt, welche alle wesentlichen Kriterien amyloider Fibrillen erfüllten (Scheuermann et al., 

2003). Trotz der unklaren Rolle der Proteinablagerungen (Ursache, Folge oder Begleiterschei-

nung) bei der Krankheitsentstehung, wird OPMD ebenfalls als Protein-Missfaltungskrankheit 

betrachtet (siehe auch Review (Abu-Baker & Rouleau, 2007). 

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse bestätigen einen Zusammenhang von 

Poly-Alanin-Expansionen, als Bestandteil eines ursprünglich nativ, stabil gefalteten Proteins, 

und der Entstehung von Proteinmissfaltungen (siehe auch (Sackewitz et al., 2008b)). So wurde 

analog der Arbeiten von T. Scheuermann und G. Lodderstedt (Scheuermann et al., 2003; Lod-

derstedt et al., 2007) eine von der Anwesenheit der Poly-Alanin-Sequenz abhängige Fibrillen-

bildung der N-terminalen Domäne von PABPN1 beobachtet. Die Fusion der Domänen mit dem 

stabil gefalteten Protein CspB (Kälteschockprotein B aus B. subtilis) führte weder zum Verlust 
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der nativen Struktur von CspB noch verhinderte sie eine Fibrillierung. Überraschenderweise 

enthielten selbst die Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB natives CspB. Dies könnte im Umkehr-

schluss bedeuten, dass die Bildung intranukleärer PABPN1-Ablagerungen in den Muskelfasern 

von OPMD-Patienten nicht notwendigerweise zur Entfaltung des gesamten Proteins und einem 

daraus folgenden Funktionsverlust führt. Ein deutliches Indiz dafür ist die in den intranukleären 

Ablagerungen von Patienten gefundene polyadenylierte RNA (Calado et al., 2000b). So könnte 

vielmehr die Einlagerung von PABPN1 in eine makromolekulare Struktur und die damit ver-

bundene Verringerung der Konzentration an löslichem Protein zur Funktionsstörung führen.  

Die direkten Fusionen aus Poly-Alaninen (10 oder 17 Alanine) und CspB enthielten ebenfalls 

natives CspB und zeigten nach Inkubation eine Proteinmissfaltung. Kurz nach Beginn der Inku-

bation wurden bei beiden Proteinen amorphe Zusammenlagerungen beobachtet. Nach einer 

längeren Inkubation konnten eindeutige Fibrillen mit amyloiden Eigenschaften jedoch nur für 

10Ala-CspB nachgewiesen werden. Die Fibrillierung von 10Ala-CspB hatte den Verlust der 

nativen Struktur von CspB zur Folge. 

Trotz der auch bei den „direkten Fusionen“ nachgewiesenen Missfaltung der Proteine nach In-

kubation, zeigen sowohl die Missfaltungen (Fibrillierung) selbst als auch die resultierenden 

Fibrillen Unterschiede zu den Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB. Das Auftreten 

amorpher Strukturen, der Verlust der nativen Struktur von CspB in den Fibrillen und auch die 

geringere Stabilität der Fibrillen von 10Ala-CspB gegenüber GdmCl deuten einen veränderten 

Fibrillierungsmechanismus und eine veränderte Fibrillenstruktur beider Fusionstypen an. Eine 

Erklärung für diese Unterschiede könnte in der unterschiedlichen Stabilität von CspB in den 

löslichen Fusionen, aber auch der unterschiedlichen Primärsequenz beider Fusionstypen liegen. 

So wurden in ersten Festkörper-NMR-Analysen der Fibrillen von N-(+7)Ala neben der Poly-

Alanin-Sequenz mindestens auch Glycin-Reste in einer rigiden Struktur nachgewiesen 

(Sackewitz et al., 2008a). Die hier dargestellten Proteolyse-Experimente mit den fibrillierten 

Fusionen deuten außerdem an, dass N- und C-terminale Bereiche der Poly-Alanin-Sequenz  

ebenfalls an der β-Cross-Struktur beteiligt sein könnten. Der Einfluss der Stabilität der Proteine 

und der Aminosäuresequenz der die Poly-Alanine umgebenden Bereiche könnte erklären, wa-

rum manche Proteine im nativen Zustand 17 (RUNX2) bzw. 20 Alanine (PHOX2B) in einem 

Poly-Alanin-Segment besitzen, während eine solche Zahl aufeinander folgender Alanine bei 

anderen Proteinen bereits zur Ausbildung der Krankheit führt (HOXD13, PABPN1) (siehe auch 

Review (Albrecht & Mundlos, 2005)). 

Generell ist anzunehmen, dass Poly-Alanine, bei einer geringen thermodynamischen Stabilität 

des umgebenden Proteins, aufgrund ihres aliphatischen Charakters eine starke Tendenz zur Zu-

sammenlagerung und Abschirmung gegenüber einer wässrigen Umgebung besitzen. So konnte 
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bereits die Fibrillenbildung poly-alanin-basierter Peptide gezeigt werden (Blondelle et al., 1997; 

Shinchuk et al., 2005). Vermutlich bildet diese Tendenz zur Zusammenlagerung „nicht stabili-

sierter“ Poly-Alanin-Sequenzen die molekulare Grundlage der poly-alanin-induzierten Protein-

missfaltungs-Krankheiten. In Abhängigkeit von der Stabilität des umgebenden Proteins und der 

Anzahl an Alaninen im Poly-Alanin-Segment könnte eine Fibrillenbildung oder Missfaltung der 

entsprechenden Proteine induziert werden. 

4.2 Artifizielle Fusionen zur Analyse amyloider Struktu-
ren  

Die Analyse des Fibrillierungsverhaltens der Fusionen der N-terminalen Domänen von 

PABPN1 und CspB zeigte, dass die Verknüpfung einer amyloidogenen Proteinsequenz mit ei-

nem stabil gefalteten Protein zur in vitro-Fibrillenbildung des gesamten Konstruktes führt. Ver-

gleichbare Ergebnisse wurden bereits beschrieben (Baxa et al., 2003; Caine et al., 2007; Dong 

et al., 2007; Ignatova et al., 2007). In vielen Analysen wurden amyloidogene Proteine oder Pep-

tide C- oder N-terminal mit GFP (Green Fluorescent Protein) verknüpft. GFP fungierte in den 

Untersuchungen meist als Marker für eine Analyse der Fibrillenbildung in vivo (Patino et al., 

1996; Furlong et al., 2000; Kim et al., 2002; Caine et al., 2007). So wurden auch Fusionen aus 

GFP und C-terminal lokalisierten Poly-Alaninen in Zellkulturexperimenten genutzt, um poly-

alanin-abhängige Proteinablagerungen und eine daraus resultierende erhöhte Zelltodrate nach-

zuweisen (Rankin et al., 2000; Bao et al., 2002; Wang & Monteiro, 2007). Ähnliche Experi-

mente wurden mit PABPN1 und dessen krankheitsassoziierten, Poly-Alanin-Expansionen ent-

haltenden Varianten durchgeführt (Fan et al., 2001; Bao et al., 2002). Eine ex vivo biophysikali-

sche Charakterisierung der Fibrillen der Fusionen mit GFP wurde in keiner der erwähnten Ana-

lysen beschrieben. In einem von der Arbeitsgruppe von Hecht entwickelten Test wurden Fusio-

nen aus Aβ1-42 und GFP (C-terminal) zur Detektion von fibrillierungsinhibierenden Substanzen 

und Mutationen in Aβ1-42 genutzt (Wurth et al., 2002; Kim & Hecht, 2005; Kim et al., 2006). Im 

Gegensatz zu den oben beschriebenen Analysen bildete hier die gestörte Faltung von GFP, her-

vorgerufen durch die Fibrillierung, die Grundlage des Tests (Waldo et al., 1999; Wurth et al., 

2002). Baxa und Mitarbeiter konnten in vitro die Fibrillenbildung von Fusionen der fibrillenbil-

denden N-terminalen Domäne von Ure2p mit verschiedenen globulären Proteinen wie Barnase, 

GFP u.a. (C-terminal lokalisiert) nachweisen (Baxa et al., 2002; Baxa et al., 2003). Ure2p ist 

ein Prionprotein aus S. cerevisae, dessen fibrilläre Konformation vermutlich für den Phänotyp 

[URE3] der Hefe verantwortlich ist (Lacroute, 1971; Wickner, 1994; Masison & Wickner, 

1995; Taylor et al., 1999). Zwar wurde von der Arbeitsgruppe von Melki eine nicht amyloide 
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Assoziation von Ure2p vorgeschlagen (Bousset et al., 2002; Bousset et al., 2003; Bousset et al., 

2004; Fay et al., 2005; Redeker et al., 2007), dennoch konnten durch Baxa amyloidtypische 

Eigenschaften der Fibrillen von Ure2p und der Fibrillen der Fusionen der N-terminalen Domäne 

von Ure2p und der verschiedenen globulären Proteine nachgewiesen werden (Baxa et al., 2003). 

Weiterhin postulierten Baxa und Mitarbeiter für die analysierten Fusionen die Koexistenz einer 

β-Cross-Struktur und einer stabil gefalteten Domäne (Baxa et al., 2002; Baxa et al., 2003). Eine 

solche Koexistenz wurde auch für die Fibrillen der N-terminalen Domänen und CspB gezeigt 

(siehe 3.7.3). Der Nachweis nativ gefalteter Strukturen neben der β-Cross-Struktur in der Fibril-

le deckt sich mit den häufig gefundenen proteolysegeschützten Fibrillenkernstrukturen, welche 

meist ausschließlich die amyloidogene Peptidsequenz umfassen (siehe 4.3). 

Da für Poly-Alanin-Peptide eine Fibrillenbildung gezeigt werden konnte (Blondelle et al., 1997; 

Shinchuk et al., 2005), war zu vermuten, dass eine Fusionierung von Poly-Alaninen und CspB 

ebenfalls zur Fibrillenbildung des gesamten Konstruktes führen würde. Eine Fibrillenbildung 

konnte eindeutig jedoch nur für 10Ala-CspB gezeigt werden. Die Fibrillenbildung von 10Ala-

CspB war begleitet von der Bildung amorpher Strukturen. Außerdem scheint für die Fibrillie-

rung von 10Ala-CspB eine Entfaltung von CspB notwendig zu sein (siehe 3.8.3). Die direkte 

Fusion von amyloidogener Sequenz und gefaltetem Protein führte bei 10Ala- und 17Ala-CspB 

offensichtlich zu einer, im Vergleich zu den Fusionen der N-terminalen Domänen und CspB, 

veränderten Fibrillenbildung einerseits und zur Entfaltung von CspB durch die Fibrillierung 

andererseits. 

Die hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass eine Verknüpfung einer amyloidogenen Peptidse-

quenz mit einem stabil gefalteten Protein zur Fibrillenbildung der gesamten Fusion führen kann, 

jedoch nicht notwendigerweise die Entfaltung des globulären Proteins hervorrufen muss. 

4.3 Proteolyseresistenz und native Faltung innerhalb  
amyloider Fibrillen 

Wie unter 4.2 bereits angedeutet, muss die Fibrillenbildung eines amyloidogenen Proteins nicht 

notwendigerweise mit einer Konformationsänderung des gesamten Proteins einhergehen. Viel-

mehr scheint die Existenz amyloidogener Sequenzen innerhalb der Proteine die β-Cross-

Struktur zu determinieren. Liegen diese amyloidogenen Sequenzen strukturell unabhängig und 

sterisch ungehindert von anderen Bereichen (Domänen) des Proteins vor, durchlaufen vermut-

lich ausschließlich die amyloidogenen Peptidsequenzen eine Konformationsänderung, während 

die übrigen Peptidsequenzen in ihrer ursprünglichen Konformation verbleiben. Einen deutlichen 

Hinweis für diese Annahme bilden die in Proteolyse-Experimenten gefundenen „Fibrillenkern-
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sequenzen“ (Kheterpal et al., 2001; Miake et al., 2002; Balguerie et al., 2003; Baxa et al., 2003; 

Bocharova et al., 2005; Monti et al., 2005; Frare et al., 2006). So bezieht sich die für amyloide 

Strukturen häufig beschriebene Proteolyseresistenz (McKinley et al., 1983; Polverino de Laure-

to et al., 2003) nicht auf das gesamte Protein, sondern lediglich auf einen bestimmten Bereich, 

welcher die amyloidogene Peptidsequenz umfasst. Die Existenz vieler mittels Proteolyse be-

stimmter „Fibrillenkernsequenzen“ konnte durch H/D-Austausch-Experimente bestätigt werden 

(Kheterpal et al., 2000; Hoshino et al., 2002; Kheterpal et al., 2003; Nazabal et al., 2003). So 

wurde beispielsweise die C-terminale Domäne des HET-s-Proteins, einem Prion des filamentö-

sen Pilzes Podospora anserina (Coustou et al., 1997; Coustou-Linares et al., 2001; Dos Reis et 

al., 2002), sowohl durch Proteolyse (Balguerie et al., 2003) als auch über H/D-Austausch 

(Nazabal et al., 2003) als amyloidogene Sequenz des Proteins identifiziert. Die „Fibrillenkern-

sequenz“ des amyloiden Zustandes von β2-Mikroglobulin wurde ebenfalls mittels Proteolyse 

(Monti et al., 2005) und H/D-Austausch bestimmt (Hoshino et al., 2002). 

Die Behandlung der Fibrillen der Fusionsproteine N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB mit Ther-

molysin und Proteinase K führte zu von den Monomeren verschiedenen Schnittmustern. Analog 

der in der Literatur beschriebenen und oben diskutierten Ergebnisse konnten auch für die Fibril-

len von N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB proteolyseresistente „Fibrillenkernsequenzen“ ge-

funden werden. Die „Fibrillenkernsequenzen“ sind in Abbildung 4.1 dargestellt. 

 
Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der proteolyseresistenten „Fibrillenkernsequenzen“ der 

Fibrillen von (A) N-(+7)Ala- und (B) 10Ala-CspB. Die rot gekennzeichneten Amino-
säuren markieren den Anfang und das Ende der proteolysegeschützten Bereiche. Die 
experimentelle Durchführung ist in 2.5.4 und 2.4.7 beschrieben. 

Die „Fibrillenkernsequenzen“ beinhalten für beide Proteine die Poly-Alanin-Sequenz, erstre-

cken sich jedoch N- und C-terminal darüber hinaus. Dies könnte implizieren, dass nicht allein 

die Poly-Alanine die amyloidogene Sequenz bilden und könnte daher die unterschiedlichen 

Eigenschaften (Stabilität, Fibrillierungskinetik) der Fibrillen erklären. So wurden auch in ersten 

Festkörper-NMR-Analysen der Fibrillen von N-(+7)Ala neben der Poly-Alanin-Sequenz min-

destens noch Glycin-Reste in einer rigiden Umgebung lokalisiert sind (Sackewitz et al., 2008a). 
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Möglicherweise konnten bei den Proteolyse-Experimenten aber auch kleinere Fragmente 

(< 1000 Da) auf Grund experimenteller Limitierungen nicht nachgewiesen werden. 

Die proteolyseresistenten Segmente von N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB erklären auch die 

unterschiedliche Aktivität von CspB in den Fibrillen der Proteine. Da die „Fibrillenkernse-

quenz“ im Fall von N-(+7)Ala-CspB mindestens ca. 70 Aminosäuren vor dem CspB-Molekül 

endet, ist es nicht erstaunlich, dass der Hauptanteil der Moleküle auch im fibrillären Zustand 

nativ gefaltet vorliegt. Im Gegensatz dazu umfasst die proteolysegeschützte Sequenz in den 

Fibrillen von 10Ala-CspB auch den N-Terminus von CspB. Folglich liegt CspB in den Fibrillen 

nicht mehr im nativen Zustand vor. 

Der Nachweis nativer, globulärer Strukturen innerhalb der Fibrillen, wie im Fall von N-

(+7)Ala-CspB, stützt die These der Existenz von „Fibrillenkernsequenzen“. Wie unter 4.2 be-

reits beschrieben, konnten aktive oder zumindest partiell aktive, globuläre Proteine in den Fusi-

onen der amyloidogenen N-terminalen Sequenz von Ure2p mit verschiedenen globulären Prote-

inen gefunden werden (Baxa et al., 2002; Baxa et al., 2003). Ähnliche Ergebnisse, globulärer 

Strukturen innerhalb der Fibrille, wurden auch für die Fibrillen von Sup35p, einem Prion aus 

S. cerevisae, nachgewiesen (Krzewska et al., 2007) und für die Fibrillen von β2-Mikroglobulin 

zumindest postuliert (Ivanova et al., 2004). Der trotz der vorhandenen nativen Strukturen auftre-

tende Funktionsverlust der fibrillierten Proteine wird meist mit einer sterischen Blockade er-

klärt, welche beispielsweise eine funktionsvermittelnde Wechselwirkung mit anderen globulä-

ren Proteinen verhindert. Von der Arbeitsgruppe von Eisenberg wurde enzymatisch aktive RNa-

se A im fibrillären Zustand des mit einem amyloiden Peptid erweiterten Enzyms gefunden 

(Sambashivan et al., 2005). Diese Experimente stellen jedoch einen Sonderfall dar, da die 

Fibrillierung auf einem erweiterten „Domain Swapping“ und einer artifiziellen Verlängerung 

des domänenverbindenden Linkers mit einem amyloiden Peptid beruht. Die Bildung amyloider 

Fibrillen über den Mechanismus eines erweiterten „Domain Swappings“ konnten auch für die in 

vitro gebildeten Fibrillen der T7 Endonuklease I (Guo & Eisenberg, 2006) und des humanen 

Cystatin C (Wahlbom et al., 2007) nachgewiesen werden. 

Der Nachweis proteolyseresistenter „Fibrillenkernsequenzen“, betsehend aus den entsprechen-

den amyloidogenen Peptidsequenzen der amyloidogenen Proteine, deutet an, dass eine prinzi-

pielle Koexistenz von β-Cross-Struktur und parallelen Strukturen innerhalb amyloider Fibrillen 

möglich ist. Gestützt wird diese Hypothese durch erste Nachweise nativ gefalteter Domänen 

innerhalb amyloider Fibrillen. Limitierende Faktoren für die Koexistenz beider Strukturen in-

nerhalb der Fibrille werden vermutlich die strukturelle Abhängigkeit und die Distanz der Struk-

turen zueinander und die dadurch möglicherweise verursachte sterische Hinderung darstellen. 
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4.4 Einfluss der Thermodynamik auf die Bildung amy-
loider Fibrillen 

Der Bildung der charakteristischen β-Cross-Struktur eines amyloidogenen Proteins liegt eine 

Konformationsänderung der nativen Struktur des Proteins bzw. amyloidogenen Peptids zugrun-

de. Das Peptidgerüst des amyloidogenen Peptids fungiert hierbei als Matrix für die intermoleku-

laren Wechselwirkungen der resultierenden erweiterten β-Faltblattstrukturen der Fibrillen. Wei-

terhin wechselwirken die β-Faltblätter innerhalb der Protofilamente einer Fibrille miteinander. 

Betrifft die Konformationsänderung stabil gefaltete Bereiche des Proteins oder werden diese 

durch die Fibrillierung sterisch beeinträchtigt, kommt der thermodynamischen Stabilität eine 

wesentliche Bedeutung bei der Fibrillenbildung zu. Vermutlich müssen die stabil gefalteten 

Bereiche (partiell) entfaltet werden, bevor sie eine Konformationsänderung durchlaufen können. 

Da der native Zustand eines Proteins lediglich ein thermodynamisches Gleichgewicht abbildet, 

variiert das Verhältnis gefalteter und ungefalteter Spezies bei Proteinen mit unterschiedlichen 

thermodynamischen Stabilitäten. Die effektive Konzentration an „fibrillierungskompetenten“ 

ungefalteten oder partiell gefalteten Proteinen (Faltungsintermediaten) wird bei thermodyna-

misch weniger stabilen Proteinen höher sein und daher eine Fibrillenbildung fördern. 

Für Transthyretin (TTR) beispielsweise, dessen Wildtyp für die ab dem sechzigsten Lebensjahr 

auftretende SSA (Senile Systemic Amyloidosis) und dessen Mutanten für zahlreiche früh auftre-

tende familiäre Amyloidosen verantwortlich sind, konnte gezeigt werden, dass alle mit Amyloi-

dosen assoziierten Mutanten eine zum Wildtyp verringerte Stabilität aufweisen (McCutchen et 

al., 1993; McCutchen et al., 1995; Jiang et al., 2001; Hammarström et al., 2002; Sekijima et al., 

2003). Die native Struktur und die Aktivität der Varianten hingegen bleiben von den Mutatio-

nen weitgehend unbeeinflusst (Hornberg et al., 2000). Es scheint ein direkter Zusammenhang 

zwischen der Stabilität der Varianten von TTR und dem Alter der Patienten bei Einsetzen der 

Krankheit zu bestehen (McCutchen et al., 1995; Kelly, 1996; Hammarström et al., 2002). Eine 

erste ausführliche thermodynamische Analyse aller Stufen des komplexen Faltungsmechanis-

mus, bestehend aus mindestens drei Spezies (Tetramer, Monomer, entfaltetes Monomer), von 

TTR und verschiedener TTR-Mutanten, wurde erst kürzlich publiziert (Hurshman Babbes et al., 

2008). Weiterhin konnten Substanzen bzw. TTR-Varianten gefunden werden, die über eine 

spezifische Bindung bzw. den Einbau in die Tetramere der amyloidogenen TTRs zu einer ther-

modynamischen oder kinetischen Stabilisierung und einer Inhibierung der Fibrillenbildung führ-

ten (McCutchen et al., 1995; Hammarström et al., 2003; Sekijima et al., 2003; Sekijima et al., 

2006). 
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Ähnliche Ergebnisse wurden für Lysozym und dessen für vererbte systemische Amyloidosen 

verantwortlichen Mutanten (Pepys et al., 1993; Valleix et al., 2002; Yazaki et al., 2003) gefun-

den. Die krankheitsassozierten Lysozymvarianten weisen eine zum Wildtyp verringerte Ther-

mostabilität und eine verringerte Kooperativität auf, was die Populierung von partiell entfalteten 

Intermediaten unter physiologischen Bedingungen zur Folge hat. Die Intermediate bilden die 

Vorstufe der amyloiden Fibrillen von Lysozym in vitro (Booth et al., 1997; Canet et al., 1999; 

Morozova-Roche et al., 2000; Canet et al., 2002; Dumoulin et al., 2005; Kumita et al., 2006). 

Struktur und Aktivität der Lysozymvarianten bleiben im Vergleich zum Wildtyp weitgehend 

unbeeinflusst (Booth et al., 1997; Esposito et al., 2003; Johnson et al., 2005). Die Herabsetzung 

der Stabilität von Wildtyp-Lysozym (pH 2; T > 50 °C), welches mit keiner amyloidogenen 

Krankheit assoziiert ist, führte zur Fibrillenbildung des Proteins und bestätigt die Abhängigkeit 

der Fibrillenbildung von der Stabilität des Proteins (Morozova-Roche et al., 2000). Durch die 

Bindung der destabilisierten Varianten an ein gegen Lysozym gerichtetes Antikörperfragment 

konnte die Destabilisierung aufgehoben und die ursprüngliche Kooperativität wieder hergestellt 

werden. Auf diese Weise wurde die Fibrillenbildung der amyloidogenen Varianten inhibiert 

(Dumoulin et al., 2003). 

Die hier exemplarisch erwähnten Abhängigkeiten der Fibrillenbildung von der thermodynami-

schen Stabilität stabil gefalteter, amyloidogener Proteine können vermutlich als allgemein gültig 

betrachtet werden (siehe auch Reviews (Kelly, 1996, 1998; Uversky & Fink, 2004; Khare & 

Dokholyan, 2007)). Als Folge dessen wird die β-Cross-Struktur mittlerweile als allgemein an-

erkannter, alternativer Faltungszustand von Proteinen unter destabilisierenden Bedingungen 

diskutiert (Dobson, 1999, 2004; Dumoulin et al., 2006). So konnten auch nicht krankheitsasso-

ziierte Proteine wie Myoglobin (Fändrich et al., 2001) oder Phosphoglycerat-Kinase 

(Damaschun et al., 2000) in vitro fibrilliert werden. Die Behandlung des Peptids 1-22 von CspB 

mit Acetonitril führte ebenfalls zur Bildung amyloider Fibrillen (Gross et al., 1999; Wilkins et 

al., 2000). Die Tatsache, dass viele amyloidogene Proteine „nativ ungefaltet“ vorliegen (Aβ-

Peptide, α-Synuclein, Amylin, etc.) bzw. die amyloidogenen Peptide im nativen Zustand häufig 

unstrukturiert sind (HETs, Ure2p, Sup35p, etc.), stützt diese These. 

Die N-terminale Domäne von PABPN1 ist ebenfalls „nativ ungefaltet“ und besitzt einen gerin-

gen Sekundärstrukturanteil (Scheuermann, 2003; Lodderstedt et al., 2008). Da die Fibrillen der 

Fusion N-(+7)Ala-CspB vorwiegend natives CspB besaßen, ist eine Entfaltung von CspB als 

Ausgang für die Fibrillenbildung auszuschließen. Die thermodynamische Stabilität von CspB 

wird auf die Fibrillenbildung der Fusion kaum Einfluss haben. Im Gegensatz dazu besitzen die 

Fibrillen von 10Ala-CspB kein natives CspB. Der Fibrillenbildung geht vermutlich eine Entfal-

tung von CspB voraus. Daher ist anzunehmen, dass die stark verringerte Stabilität der „direkten 
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Fusionen“ im löslichen Zustand, im Vergleich zum nicht fusionierten CspB, eine Fibrillenbil-

dung der Varianten begünstigt. Tatsächlich wurde im Vergleich zu den entsprechenden Fusio-

nen der kompletten N-terminale Domäne und CspB ein früher auftretender ANS-Fluoreszenz-

Anstieg beobachtet. Die Existenz von präfibrillären Aggregaten, insofern diese im direkten Zu-

sammenhang mit der Fibrillenbildung stehen, deutet jedoch einen veränderten Fibrillie-

rungsprozess an. Die Tatsache, dass die Fibrillenbildung durch die Zugabe von dT7 inhibiert 

werden konnte, bestätigt den Einfluss der thermodynamischen Stabilität auf die Fibrillierung der 

Fusionen. Die Ergebnisse konnten in einer von R. Winter durchgeführten und von mir betreuten 

Diplomarbeit bestätigt werden (Winter, 2008). In der Arbeit wurde das Fibrillierungsverhalten 

„direkter Fusionen“, welche ein um ca. 10 kJ/mol (im Vergleich zum Wildtyp) stabileres CspB-

Molekül (A46K/S48R) (Wunderlich et al., 2005) enthielten, analysiert. Die stabilere CspB-

Variante verhinderte eine Fibrillenbildung der Fusionen (Winter, 2008). 

Trotz des Einflusses der Stabilität auf die Fibrillenbildung der Fusionen, scheint die Zahl der 

Alanine im Poly-Alanin-Segment ebenfalls entscheidend zu sein. So zeigte die Fusion 17Ala-

CspB, bei gleicher Stabilität, einen früheren Anstieg der ANS-Fluorezsenz als die Fusion 

10Ala-CspB. Dabei ist zu berücksichtigen, dass die Fibrillenbildung für 17Ala-CspB nicht 

zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte. 

4.5 Induktion der Fibrillenbildung durch Seeding und 
Cross-Seeding 

Eine durch Seeds (fragmentierte Fibrillen) induzierte, beschleunigte Fibrillenbildung konnte für 

die meisten amyloidogenen Proteine nachgewiesen werden und gilt daher als eines der wesent-

lichen Charakteristika amyloider Fibrillen (Jarrett & Lansbury, 1993; Harper & Lansbury, 1997; 

Westermark, 2005). Auch die Fibrillenbildung der N-terminalen Domänen von PABPN1 (N-

(+7)Ala und N-WT) konnte durch die Zugabe homologer Seeds induziert werden 

(Scheuermann, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde die durch Seeds induzierte Fibrillenbil-

dung für N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB nachgewiesen. Ein deutlicher Hinweis, dass es sich 

bei den fibrillären Strukturen der Fusionen tatsächlich um amyloide Strukturen handelt. Auf-

grund der langen Fibrillierungszeiten und der geringen Konzentration an Fibrillen wurde auf 

eine Analyse des Seedings von N-WT-CspB verzichtet. Es ist jedoch davon auszugehen, dass 

ein Seeding auch für diese Fusion möglich ist. Da für 17Ala-CspB keine eindeutigen fibrillären 

Strukturen nachgewiesen werden konnten, entfiel hier die Analyse eines Seedings. 

Die Induktion der Fibrillenbildung durch fragmentierte Fibrillen eines anderen Proteins (hetero-

loge Seeds) bezeichnet man als Cross-Seeding. Die Voraussetzungen, die die Aminosäurese-
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quenzen der amyloidogenen Proteine für ein erfolgreiches Cross-Seeding erfüllen müssen, wer-

den in der Literatur kontrovers diskutiert und erscheinen momentan unklar (siehe unten). Da die 

Faltblätter der amyloiden β-Cross-Struktur durch die Wasserstoffbrücken des Peptidrückgrats 

gebildet werden, sollte theoretisch die Länge, jedoch nicht die Aminosäuresequenz der amyloi-

dogenen Sequenzen, Einfluss auf die heterologe Assemblierung der β-Stränge haben. Die Sei-

tenketten der Aminosäuren können jedoch die β-Faltblätter durch zusätzliche Wasserstoffbrü-

cken stabilisieren, womit die Häufigkeit von Glutamin- und Asparagin-Resten in amyloidoge-

nen Peptiden erkärt wird (Perutz et al., 1994; Nelson et al., 2005). In der Regel sollten die Sei-

tenketten allerdings eher für die Interaktion der Faltblätter untereinander (Protofilament) wich-

tig sein. Die Arbeitsgruppe von Eisenberg zeigte kürzlich, dass die Seitenketten zwischen den 

Faltblättern sterisch genau passen müssen, um einen „Dry Steric Zipper“ zu bilden (Nelson et 

al., 2005; Sawaya et al., 2007). Ein ähnlicher biophysikalischer Charakter der Seitenketten, wie 

im Fall der Poly-Alanine (aliphatisch), könnte eine Wechselwirkung der Faltblätter untereinan-

der begünstigen.  

Die Notwendigkeit einer hohen Sequenzidentität für ein effizientes Cross-Seeding wurde bei-

spielsweise anhand der Fibrillierung von Hühner-Lysozym gezeigt (Krebs et al., 2004). Unab-

hängig von der Strukturähnlichkeit der nativen Proteine sank die Seeding-Effizienz mit Abnah-

me der Sequenzidentität der Proteine (Krebs et al., 2004). Ähnliche Ergebnisse wurden für die 

Fibrillierung von humanem Lysozym und dessen krankheitsassozierten Varianten (Morozova-

Roche et al., 2000), von CsgA, dem Hauptbestandteil der amyloiden Curli-Fasern aus E. coli, 

(Wang & Chapman, 2008) oder auch Huntingtin, dem für die Huntingtonsche Krankheit ver-

antwortlichen Protein (Busch et al., 2003), gefunden. Von der Gruppe von Wetzel dagegen 

wurde gezeigt, dass Cross-Seeding ein nicht vorhersagbarer Prozess ist (O'Nuallain et al., 

2004). In den Analysen wurde die Fibrillierung von IAPP (Islet Amyloid Polypeptide), auch als 

Amylin bekannt, einem mit Diabetes Mellitus (Typ II) assoziertem, amyloidogenen Peptid, 

durch Seeds von Aβ1-40 induziert. Das Cross-Seeding wurde mit der hohen Sequenzhomologie 

beider Peptide erklärt. Überraschenderweise war ein umgekehrtes Cross-Seeding nahezu un-

möglich. Außerdem konnte gezeigt werden, dass Punktmutationen in Aβ1-40 ausreichten, um ein 

Seeding von Aβ1-40 mit den Mutanten zu verhindern (O'Nuallain et al., 2004). Eine von der Se-

quenzidentität und von der für Prionproteine charakteristischen Spezies-Barriere unabhängige 

Cross-Seeding-Reaktion konnte auch für die Prionproteine aus Hamster und Maus gefunden 

werden (Makarava et al., 2007). 

Die kontroversen Daten bezüglich des Einflusses der Sequenzidentität der amyloidogenen Pro-

teine auf ein erfolgreiches Cross-Seeding lassen sich am Beispiel des Hefe-Prionproteins 
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Sup35p gut verfolgen. So wurde erst kürzlich gezeigt, dass die Fibrillierung, der für den amy-

loiden Zustand von Sup35p verantwortlichen Domäne (NM), eine spezifische Aminosäurese-

quenz erfordert (Tessier & Lindquist, 2007). Dies erklärt das nicht funktionierende Cross-

Seeding und die Spezies-Barriere des Prionzustands von Sup35p aus S. cerevisae und den ent-

sprechenden Homologen anderer Hefe-Spezies (Santoso et al., 2000; Chien et al., 2003). Ande-

rerseits wurde gezeigt, dass die Primärsequenz der NM-Domäne nicht entscheidend für die Bil-

dung des Prionzustands von Sup35p ist (Ross et al., 2005). Außerdem konnte ein Cross-Seeding 

zwischen der NM-Domäne von Sup35p und der für den Prionzustand verantwortlichen Domäne 

von Rnq1, eines weiteren Prions aus S. cerevisae, nachgewiesen werden (Vitrenko et al., 2007). 

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse aus Seeding- und Cross-Seeding-Experimenten sind 

in Tabelle 4.1 zusammengefasst. 

Tabelle 4.1 Übersicht über Seeding- und Cross-Seeding-Experimente 

 Seeds von N-(+7)Ala-CspB Seeds von 10Ala-CspB 

N-ΔAla-CspB - n.b. 

N-WT-CspB - n.b. 

N-(+7)Ala-CspB + n.b. 

10Ala-CspB + + 

17Ala-CspB - - 

n. b. nicht bestimmt,   + (Cross-) Seeding möglich,   - (Cross-) Seeding nicht möglich 

 

Ähnlich den aus der Literatur bekannten Analysen anderer Proteine ist auch hier kein eindeuti-

ger Trend erkennbar. So ist ein Cross-Seeding zwischen den, bezüglich der Primärsequenz, sehr 

ähnlichen Fusionen N-(+7)Ala-CspB und N-WT-CspB einerseits und den Fusionen 10Ala-CspB 

und 17Ala-CspB andererseits nicht möglich. Eine Tatsache, die mit der unterschiedlichen Zahl 

an Alaninen im Poly-Alanin-Segment erklärt werden könnte, jedoch im Gegensatz zu den Er-

gebnissen der Analysen der N-terminalen Domänen von PABPN1 (Lodderstedt et al., 2007) 

steht. Ein Cross-Seeding zwischen den unterschiedlichen Fusionstypen zeigte überraschender-

weise, dass Seeds der Variante N-(+7)Ala-CspB eine Fibrillierung der Fusion 10Ala-CspB, aber 

nicht der Fusion 17Ala-CspB induzieren können. Die Varianten N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-

CspB besitzen jedoch sehr unterschiedliche Eigenschaften. Sie teilen weder die Zahl an Alani-

nen im Poly-Alanin-Segment noch zeigen sie eine hohe Sequenzidentität. Die in dieser Arbeit 

durchgeführte Charakterisierung der Fibrillen von N-(+7)Ala-CspB und 10Ala-CspB zeigte 

außerdem, dass beide Fibrillentypen eine unterschiedliche Stabilität und ein unterschiedliches 

Fibrillierungsverhalten besitzen. Im Gegensatz zu N-(+7)Ala-CspB geht der Fibrillierung von 
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10Ala-CspB die Bildung amorpher Strukturen voraus und die Fibrillen besitzen kein natives 

CspB. Die Daten deuten an, dass die Fibrillen beider Fusionen eine unterschiedliche molekulare 

Struktur besitzen. Dementsprechend wäre eine Deutung der Ergebnisse der Cross-Seeding-

Experimente in Bezug auf die Fibrillenstruktur und dem Fibrillierungsmechanismus der Varian-

ten Spekulation. 

 

 



5 Abkürzungen 
10Ala-CspB N-terminal um 10 Alanine erweitertes CspB 

17Ala-CspB N-terminal um 17 Alanine erweitertes CspB 

Å Angström 

Aβ Amyloid-β-Peptid 

ACN Acetonitril 

AFM Atomic Force Microscopy 

AU Arbitrary Units 

(m)A (milli)Ampere 

ANS 1-Anilino-8-naphthalensulfonsäure 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

bp Basenpaare 

CD Circulardichroismus 

CspB Kälteschockprotein B aus Bacillus subtilis 

(k)Da (kilo)Dalton 

DHB 2, 5 Dihydroxybenzoesäure 

(c)DNA (Kopie-)Desoxyribonukleinsäure 

(d)dNTP (Di-) Desoxynukleosidtriphosphat 

dT7 Oligonukleotid mit der Sequenz 5’-TTT TTT T-3’ 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EM Elektronenmikroskop 

ER Endoplasmatisches Reticulum 

FT-IR Fourier-Transformation-Infrarot 

GdmCl Guanidiniumchlorid 

GdmSCN Guanidiniumthiocyanat 

GFP Green Fluorescent Protein 

h Stunde 

HCCA α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure 

His-tag Histidin-tag 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

J Joule 

K Kelvin 

kb Kilobasen 
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l Liter 

(m)M (milli)molar 

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation-Time Of Flight 

min Minute 

mRNA messenger RNA 

MW molekulare Masse 

N-ΔAla N-terminale Domäne von PABPN1-ΔAla 

N-WT N-terminale Domäne von Wildtyp-PABPN1 

N-(+7)Ala N-terminale Domäne von PABPN1-(+7)Ala 

N-ΔAla-CspB N-terminale Domäne von PABPN1-ΔAla fusioniert mit CspB 

N-WT-CspB N-terminale Domäne von Wildtyp-PABPN1 fusioniert mit CspB 

N-(+7)Ala-CspB N-terminale Domäne von PABPN1-(+7)Ala fusioniert mit CspB 

nm Nanometer 

NMR Nuclear Magnetic Resonance 

NTA Nitrilotri-Essigsäure 

OD600 Lichtabsorption bei einer Wellenlänge von 600 nm 

OPMD Okulopharyngeale Muskeldystrophie 

PABPN1 nukleäres Poly(A)-bindendes Protein 1 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PEG Polyethylenglykol 

PMSF Phenylmethylsulfonylflourid 

ppm Anteil pro Million 

RNA Ribonukleinsäure 

RNP Ribonukleoprotein 

RP-HPLC Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography 

rpm Umdrehungen pro Minute 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 

TFA Trifluoressigsäure 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

UV ultra-violett 

(k)V (Kilo-)Volt 

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Masse pro Volumen 
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Anhang 

Tabelle A  Theoretische biophysikalische Parameter der analysierten Proteine ermittelt anhand des 
Programms Protparam (http://expasy.ch/tools/protparam.html) 

Protein Aminosäure-
zahl 

MW (ohne Met) 
[kDa] 

Isoelektri-
scher Punkt 

Molarer Extinktions-
koeffizient [M-1 cm-1] 

CspB 67 7233.9 4.54 5500 

N-WT-CspB 212 21536.2 4.56 6990 

N-(+7)Ala-CspB 219 22033.7 4.56 6990 

N-ΔAla-CspB 200 20697.3 4.56 6990 

10Ala-CspB 100 10307.3 5.85 5500 

17Ala-CspB 107 10804.8 5.85 5500 
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