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Nachtrag vom 01.03.2013: Korrekturen

Folgende Korrekturen sind bitte Nachtréaglich zu beriicksichtigen. Sie gehen unter anderem

aus den Promotionsgutachten hervor:

) S. 33: der 10x Kathodenlaufpuffer enthalt lediglich Tris und nicht Tris/HCI

(2) Abbildung 12 B: die Beschriftung der Ordinatenachse ist durch
1/Gebundene Oligo-(A)-RNA (1/fmol) zu ersetzten

3) Abbildung 28: die Spektren der entfalteten Proteine sind in grin, die der fibrillaren
Proteine in rot dargestellt

(4) LAbsorption® ist durch ,Extinktion“ zu ersetzen

(5) .Proteinrtickgrat ist durch ,Proteinriickgrad“ zu ersetzten
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1  Einleitung

1.1 Proteinfaltung und -missfaltung

1.1.1 Grundlagen der Proteinfaltung

Neben Nukleinsauren und Lipiden stellen Proteine in der lebenden Zelle eines der
wichtigsten Biomoleklle dar. Proteine decken dabei ein schier unendliches
Funktionsspektrum ab: Angefangen von Enzymen, die die Replikation der Erbinformation in
jedem Organismus sicherstellen, der Funktion als Bewegungsapparat in Form eines
Flagellums in vielen Prokaryoten, der Schutzfunktion in héheren Lebewesen als Antikorper,
bis hin zur Fanghilfe von Nahrung in Form eines Netzes bei den Arachniden.

Um die zahlreichen Aufgaben bewaéltigen zu kdnnen, missen die Proteine, ausgehend von
der (unstrukturierten) Primarsequenz zu einer definierten Konformation falten, die fur die
unterschiedlichen Aufgaben essenziell ist. Bereits seit Uber 60 Jahren werden die
molekularen Prozesse und die Biophysik der Proteinfaltung intensiv untersucht. In den
1950er Jahren beschrieb WALTER J. KAUZMANN die thermodynamischen Kréfte, die fur die
Faltung eines Proteins zur nativen Konformation wichtig sind. Interaktionen, wie
elektrostatische oder van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und
besonders hydrophobe Effekte spielen dabei eine entscheidende Rolle und z&hlen zu den
strukturbildenden Kréften wahrend des Faltungsprozesses [1]. Dennoch ist heute immer
noch weitgehend unbekannt wie die native Konformation und der Faltungsprozess durch die
Primarsequenz bestimmt werden. Im Laufe der Zeit entwickelten sich unterschiedliche
Theorien, um das ,Problem der Proteinfaltung” zu klaren. Erste Ansatze das Phanomen der
Proteinfaltung zu beschreiben, gelangen CYRUS LEVINTHAL Ende der 60er Jahre des letzten
Jahrhunderts. Dem ,Levinthal-Paradoxon® zufolge scheint es unmdéglich, dass ein entfaltetes
Protein spontan und allein durch statistische Prozesse getrieben, in einem biologisch
relevanten Zeitfenster zur nativen Konformation falten kann [2]. Jedoch zeigten spétere
Untersuchungen von CHRISTIAN B. ANFINSEN, dass kleine Proteine vom denaturierten zum
nativen Zustand spontan renaturieren kbnnen. Demnach scheint die Tertiarstruktur in der
Primarsequenz codiert zu sein, wobei die treibende Kraft der Faltung die Minimierung des

Energiegehaltes des Molekilils ist [3-5].



Thermodynamic hypothesis

»The three-dimensional structure of a native protein in its normal physiological milieu [...] is the one
in which the Gibbs free energy of the whole system is lowest; that is that the native conformation is
determined by the totality of interatomic interactions and hence by the amino acid sequence, in a
given environment.”

CHRISTIAN B. ANFINSEN, 1972

In den darauffolgenden Jahren entwickelten sich weitere Hypothesen zur Klarung des
Mechanismus der Proteinfaltung. Zur Lésung des von LEVINTHAL postulierten Problems,
schlug in den 1970er Jahren PTITSYN das so genannte framework model vor. Dieses Modell
beschreibt eine schrittweise und hierarchische Faltung tber mehrere Stufen [6,7]. Ferner
wurde als initialer Faltungsschritt ein hydrophober Kollaps postuliert. Darunter versteht man
die Zusammenlagerung hydrophober Regionen (Seitenketten) der Polypeptidkette. Ein
solcher Prozess wurde beispielsweise bei Untersuchungen zur Faltung des Barnase
Inhibitors Barstar beschrieben [8]. Basierend auf dem Modell des hydrophoben Kollaps
wurde bei Untersuchungen von Cytochrom ¢ und a-Lactalbumin der Begriff molten globule
gepragt [9-13]. Dieser Zustand zeichnet sich durch eine kompakte Struktur (globule) aus,
die jedoch keine definierte Tertidrstruktur (molten) besitzt [14].

Beim Versuch die zahlreichen Befunde einzuordnen, wird noch heute die Vorstellung einer
.Energielandschaft* bevorzugt. In den 1980er Jahren entwickelte sich eine Sichtweise, die
die Proteinfaltung als einen Gesamtprozess betrachtet [15] und postuliert, dass die Faltung
entlang bestimmter ,Energiepfade” stattfindet, in der Literatur als funneling bezeichnet
[16,17]. Das Proteinmolekll ist dabei bestrebt zu einer moglichst energiearmen
Konformation zu falten oder, mit anderen Worten, eine hohe konformationelle Stabilitat
einzunehmen [4]. Unter Stabilitdt versteht man dabei die Differenz der Freien Enthalpie in
der reversiblen Faltung von der denaturierten zur nativen Konformation [18]. Das Protein
faltet, indem Entropie gegen Energie eingetauscht wird und sich die Energielandschaft
,bergab“ entlang bestimmter Wege in Richtung des nativen Zustands ,bewegt® (funneling)
[15,18]. Ausgehend von der ungefalteten Polypeptidkette konnen z.T. mehrere
.Faltungspfade“ und verschiedene Zwischenzustdnde zum nativen Zustand fihren
(Abbildung 1). Je nach Energieprofil kann das Protein in einer bestimmten Konformation,
also einem lokalen Energieminimum, ,gefangen“ werden. Je naher der
Konformationszustand dem der nativen Struktur kommt, desto geringer wird die Entropie

des Systems, gleichzeitig wird die Energie des Systems aber entscheidend minimiert.
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Abbildung 1. Verschiedene Darstellungsarten der Energielandschaft von Konformationszustanden
eines Proteins (A und B). Ausgehend vom ungefalteten Zustand gibt es zahlreiche Wege, um den
nativen Zustand zu erreichen. Das Protein kann dabei als Faltungsintermediat in lokalen Minima
~.gefangen“ werden. Die treibende Kraft ist die Energieminimierung des Molekils (Ordinate), wobei die
Entropie sinkt (Kreisbahnen). Modifiziert nach [19,20].

Obwohl sich ANFINSENs thermodynamic hypothesis zur Beschreibung der treibenden Kraft
der Proteinfaltung etabliert hat, verstand man in den letzten Jahren, dass zudem kinetische
Aspekte einen bestimmenden Einfluss auf die Energielandschaft haben [21]. Die Faltung
einer Polypeptidkette zum nativen Protein muss daher sowohl unter thermodynamischen als

auch kinetischen Gesichtspunkten betrachtet werden.

1.1.2 Alternative Faltungswege und Proteinmissfaltung

Waéahrend der Translation am Ribosomen wird aus einzelnen Aminoséuren die
Polypeptidkette synthetisiert. Kotranslational finden dabei erste Faltungsprozesse des
unvollsténdig gebildeten Proteins statt [22]. Ferner bendtigen bestimmte Prozesse in der
Zelle, wie beispielsweise der Proteintransport Gber Membranen, entfaltetes oder partiell
entfaltetes Protein. Unweigerlich werden dabei Seitenketten I6sungsmittelexponiert, die sich
im nativen Zustand im Proteininneren zu einem ,hydrophoben Kern“ zusammenlagern. So
treten zahlreiche nicht-native Interaktionen in dem Proteinmolekil auf, die durch die raue
Oberflache der Energielandschaft reprasentiert werden [23]. Durchlauft das Protein einen
komplexen Faltungsmechanismus, so steigt die Wahrscheinlichkeit der Anh&ufung solcher
missgefalteten Zustande. Unter einem komplexen Faltungsmechanismus versteht man die
Interaktion von Proteindomanen wéhrend des Faltungsprozesses, die in der nativen
Konformation separiert vorliegen [19,24]. Treten diese nicht-nativen Interaktionen auf, so
kénnen sich in vielen Fallen amorphe Aggregate bilden. Grund hierfir ist die
Zusammenlagerung exponierter hydrophober Regionen der missgefalteten Spezies, die im

nativen Zustand meist im Molekilinneren verborgen liegen. Das in Abbildung 1 gezeigte
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Modell der Proteinfaltung muss deshalb erweitert werden. In den Prozess der Proteinfaltung
missen, neben der Betrachtung von intramolekularen Interaktionen, intermolekulare
Wechselwirkungen miteinbezogen werden (Abbildung 2). Ein ,Spezialfall” der Aggregation
stellt die Bildung hochstrukturierter Aggregate dar. Dieser unldsliche Faltungszustand ist
durch eine Zusammenlagerung zu einer amyloiden Fibrille charakterisiert. Die Bildung dieser
Fibrillen stellt einen alternativen Faltungsweg dar, der womoglich wie die Faltung zur nativen

Konformation, Uber verschiedene intermediare Zustande verlaufen kann.

< ungefalteter Zustand . ~ -
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Abbildung 2. Darstellungsarten der Energielandschaft eines Proteins unter Bericksichtigung von
intra- (hellblau) und intermolekularen (dunkelblau) Wechselwirkungen. Beide Teilbereiche kdénnen im
Prozess der Proteinfaltung nicht separat voneinander betrachtet werden. Die Bildung von
hochgeordneten Aggregaten (amyloide Fibrillen) stellt einen alternativen Faltungsweg dar. Abbildung
modifiziert nach [19].

Verglichen mit dem nativen Zustand nehmen die amyloiden Fibrillen wahrscheinlich einen
energiedarmeren Zustand ein [25]. Ein direkter Vergleich der thermodynamischen Stabilitat
zwischen einem l6slichen und einem aggregierten Protein ist jedoch nur bedingt mdglich.
Zwangslaufig stellt sich die Frage, welche thermodynamischen Kréafte fir die Bildung des
weitaus geringeren Energiezustandes des amyloiden Zustandes verantwortlich sind. Wie
bereits erwéhnt, stellen hydrophobe Interaktionen eine Schllsselrolle bei der Proteinfaltung
dar. Wahrend bei der Faltung zur nativen Konformation hydrophobe Seitenketten im
Proteininneren verborgen werden, spielt bei der Fibrillenbildung die Abschirmung des
Peptidrickgrades vom Ldsungsmittel eine entscheidende Rolle [26]. Die Mdglichkeit der
Saureamidbindung bei der Bildung von Wasserstoffbricken sowohl als Donor als auch
Akzeptor zu fungieren stellt eine wichtige Fahigkeit bei dem alternativen Faltungsprozess
dar. Die Umfaltung zu einer geordneten B-Faltblattstruktur innerhalb der Fibrille fihrt zur

Ausbildung einer maximalen Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen und somit zur
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Energieminimierung der Proteinmolekiile. Heute ist bekannt, dass eine amyloide Fibrille
nahezu kein Kristallwasser besitzt, durch eine eng gepackte (-Faltblattstruktur
gekennzeichnet und durch zahlreiche Wasserstoffbrickenbindungen charakterisiert ist
[27,28].

Hat das Protein die native Konformation angenommen, so ist es unwahrscheinlich, dass es
in die amyloide Konformation umlagert. Baskakov et al. zeigten anhand der Umlagerung des
Prionenproteins (PrP), dass der Grund hierfir zum einen in einer groRen Energiebarriere
und zum anderen in einer um mehrere GroéRenordnungen  geringeren
Faltungsgeschwindigkeit hin zur fibrillaren Konformation liegt [29]. Der alternative
Faltungsweg setzt demnach eine partielle Entfaltung der nativen Struktur voraus [30].

Um die Wahrscheinlichkeit der Missfaltung von Proteinen zu minimieren, hat die Evolution
ein grof3es System hervorgebracht, das die Faltung von Proteinen ,liberwacht® bzw. einer
»Qualitatskontrolle unterzieht. Das Kapitel der Faltungshelfer bzw. des Ubiquitin-Proteasom-

Systems wird in den Publikationen [31-35] ausfihrlich beschrieben.
1.2  Proteinmissfaltungskrankheiten

In den letzten Jahren riickten Studien alternativer Faltungswege zunehmend in den Fokus
der Wissenschaft. Nicht zuletzt wegen den gesundheitlichen und gesellschaftlichen Folgen
der Proteinmissfaltung bzw. der daraus resultierenden Proteinmissfaltungskrankheiten: Etwa
1-2% der (ber 65-jahrigen weltweit leiden an Morbus Parkinson [36]. Von
Demenzerkrankungen wie Morbus Alzheimer sind global Gber 40 Millionen Menschen
betroffen [37].

Es ist naheliegend, dass die Fehlfaltung eines Proteins auf die Zelle bzw. den gesamten
Organismus verheerende Folgen hat. In den meisten Féllen wird daher falsch gefaltetes
Protein schnell abgebaut und metabolisiert. In Einzelfallen steht die Fehlfaltung mit der
Bildung schwer abbaubarer Aggregate in Verbindung. Das fehlgefaltete Protein lagert sich
dann intra- oder extrazellular ab. Einer zunehmenden Anzahl an Erkrankungen, den
sogenannten Amyloidosen, werden Proteinablagerungen als Krankheitsursache oder
Begleiterscheinung zugeordnet. Das wohl bekannteste Beispiel ist die Demenzkrankheit
Morbus Alzheimer. Diese neurodegenerative Krankheit ist durch Ablagerungen des Amyloid-
B-Peptides und des Proteins Tau charakterisiert [38]. Vornehmlich Menschen im hohen Alter
entwickeln ein zunehmendes Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken. Einhergehend mit
einer steigenden Lebenserwartung, stieg in den letzten Jahren die Anzahl an Alzheimer-
Patienten. Eine &hnliche Situation ist bei der Krankheit Morbus Parkinson festzustellen.
Patienten, die an Morbus Parkinson leiden, zeigen Ablagerungen des Proteins a-Synuclein

in sogenannten Lewy bodies in Nervenzellen, die zur Zerstérung dopaminproduzierender
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Zellen fuhren [39,40]. Diese Nervenschadigung ist der Grund fur das bei Parkinson-
Patienten typische unkontrollierte Muskelzittern. Ab einem bestimmten Alter sind bei jedem
Menschen amyloide Ablagerungen zu finden. So sind nahezu bei jeder Person, die alter als
50 Jahre ist, amyloide Aggregate in den Aortengefal3en nachweisbar und bei fast allen
Menschen tber 80 Jahren Transthyretin Ablagerungen festzustellen [41-43]. Die Liste der
Proteinmissfaltungskrankheiten lieRe sich beliebig fortsetzten, eine Ubersicht ist den
Referenzen [44,45] zu entnehmen.

Heftig umstritten ist noch immer die Frage, welche Prozesse das eigentliche Krankheitsbild
auslésen. Sind es die Ablagerungen selbst oder stellen diese womdglich einen
Schutzmechanismus des Koérpers vor mdglichen toxischen oligomeren Vorstufen dar [46]?
Im Falle von Morbus Alzheimer und -Parkinson konnte z.B. ein toxischer Effekt der
Oligomere auf die Zelle festgestellt werden [47,48].

Ein Sequenzvergleich der verschiedenen Polypeptide, die an der Bildung der Fibrillen
beteiligt sind, lasst kaum Homologien erkennen. Insgesamt wurden 25 nicht-homologe
Polypeptidsequenzen gefunden, die im Zusammenhang mit einer Amyloidose stehen [41]. In
den letzten Jahren hat sich deshalb die Erkenntnis entwickelt, dass theoretisch jede
Polypeptidkette in der Lage ist unter entsprechenden Bedingungen, zu einer amyloiden
Struktur umzulagern [49]. In der Literatur sind viele Beispiele fir nicht krankheitsassoziierte
Proteine zu finden, die amyloide Strukturen bilden kénnen.



1.3 Eigenschaften amyloider Aggregate

Von Ablagerungen in Patientenmaterial, die im Jahr 1854 von RUDOLPH VIRCHOW als
starkeahnlich beschrieben wurden, weil3 man spatestens seit FRIEDREICH und KEKULE, dass
es sich dabei um Proteine handelte [50]. Untersuchungen von COHEN und CALKINS flhrten
zur ersten strukturellen Vorstellung der Ablagerungen: 1959 beschrieben sie filamentdse,
bindelartige Fibrillen [51].

Eine geringe Sensitivitdt der Ablagerungen gegenuber der Entfaltung durch Detergenzien,
Temperatur oder Denaturierungsmittel [28] deutet indirekt auf eine hohere
thermodynamische Stabilitét verglichen mit dem nativen Zustand hin (Abbildung 2). Diese
erhohte Stabilitat kann auf die Struktur der amyloiden Fibrillen zuriickgefuhrt werden.
Charakteristisch fir den amyloiden Zustand ist ein ausgepragter B-Faltblattanteil [27]. Dabei
ordnen sich die einzelnen B-Strange parallel zur Fibrilenachse an und bilden die
sogenannte B-cross-Struktur aus (Abbildung 3) [52,53]. Diese Struktur bewirkt eine hohe
Resistenz gegenlber proteolytischem Abbau [54]. Die Bindung von Farbstoffen wie
Kongorot und Thioflavin T dient der Detektion von amyloiden Strukturen [55,56]. Amyloide
Fibrillen lassen sich mithilfe der Elektronenmikroskopie abbilden. Die Ablagerungen
zeichnen sich durch unverzweigte, langgestreckte filamentbse Strukturen mit einem

Durchmesser von ca. 6 bis maximal 25 nm aus.

s

i

Abbildung 3. (A) Modell einer Insulinfibrille auf Grundlage von elektronenmikroskopischen Daten
(blaue Oberflache). Die Fibrille setzt sich aus vier Protofilamenten zusammen [57]. (B) NMR-Struktur
far fibrillares ABy.4,. Einsicht in die Sekundéarstruktur innerhalb des dicht gepackten Fibrillenkerns [58].
Der graue Pfeil deutet die Fibrillenachse an (pdb: 2BEG).

Balbirnie et al. beschrieben im Jahr 2001 die amyloide [-cross-Struktur als eine eng
gepackte Konformation, die nahezu kein Kristallwasser besitzt [27,28]. Der hochgeordnete,
repetitive Zustand bewirkt eine charakteristische Ablenkung von Roéntgenstrahlen und fuhrt
zu einem typischen Réntgenbeugungsmuster, das von zwei Reflexionen bei ca. 5 und 10 A

dominiert wird [53]. Die Reflexionen spiegeln den Hauptketten- (10 A) und den



Seitenkettenabstand (5 A) wider. Die Abstinde sind dabei abhéngig von den van-der-Waals-
Radien der einzelnen Seitenketten. In den letzten Jahren wurden grof3e Anstrengungen
unternommen, die Struktur von Fibrillen auf molekularer Ebene aufzuklaren. Untersuchungen
mit Festkorper-NMR und Cryo-Elektronenmikroskopie lieferten Einblicke in die Fibrillenstruktur
[58-61]. Im Jahr 2008 veroffentlichten Wasmer et al. die 3-D-Struktur von Fibrillen des
Prionenproteins HET-s basierend auf Festkorper-NMR-Daten [62]. Die Ergebnisse erlauben
einen Einblick in die Anordnung der Peptide innerhalb der Fibrille. Das 2002 verdéffentlichte
Modell einer Insulinfibrille zeigte, dass sich eine Fibrille aus mehreren Protofilamenten
zusammensetzt (Abbildung 3) [57]. Die Anzahl der Protofilamente ist dabei je nach Protein
unterschiedlich [63]. Ferner wurde anhand ApB;.40-Fibrillen ein Polymorphismus beschrieben.
Das Polypeptid lagerte unter denselben Bedingungen zu 12 morphologisch unterscheidbaren
Fibrillensubtypen um [64]. Zudem zeigten verschiedene Studien unterschiedliche Interaktions-
mdglichkeiten der Protofilamente von fibrillarem AB44. [65]. Generell wird heutzutage davon
ausgegangen, dass die Morphologie der Fibrillenkernstruktur von Peptid zu Peptid
unterschiedlich ist. Fibrillares HET-s zeigt beispielsweise eine ungewodhnliche dreieckige
Anordnung von B-Faltblattern im Fibrillenkern [62].
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Abbildung 4. Darstellung des steric zipper fur vier unterschiedliche krankheitsassoziierte Proteine.
Dargestellt sind die identifizierten Peptide, die an der Ausbildung des steric zipper beteiligt sind. Jede
dieser Strukturen reprasentiert eine andere Klasse von steric zipper, die sich strukturell in der Bildung
des zipper unterscheiden. Maodifiziert nach [66].

In den letzten Jahren pragten Untersuchungen von DAVID EISENBERG und Mitarbeitern das
Verstandnis der amyloiden Struktur. Die Herstellung und Untersuchung von Mikrokristallen
von Hexa- bis Oktapeptiden aus amyloiden Sequenzen ermgglichten weitere Einblicke in die
Struktur amyloider Aggregate. Im Jahr 2005 postulierte die Gruppe EISENBERG, dass die
Fibrillenentstehung auf die Ausbildung eines sogenannten steric zipper zuriickzufiihren sein
konnte [66,67]. Darunter versteht man das reiverschlussartige Ineinandergreifen von nur
wenigen Aminoséaureresten unter Ausbildung des Fibrillenriickgrades (Abbildung 4). Dieses
Modell fand bei Untersuchungen verschiedener krankheitsassoziierter Proteine Bestatigung
[68].



1.4 Trinukleotidexpansionen als Ursache flr

amyloide Aggregate

Amyloide Aggregate, das Ergebnis eines alternativen Faltungsweges und Charakteristikum
fur viele Proteinmissfaltungskrankheiten, kénnen unterschiedliche Ursachen haben. Fir
Patienten, die beispielsweise unter der neurodegenerativen Krankheit Morbus Parkinson
leiden, wurde eine Uberproduktion von a-Synuclein als Ursache fiir die Ablagerung des
Proteins in Lewy bodies festgestellt. Die Uberproduktion des Proteins konnte auf Duplikate
oder Triplikate des a-Synuclein-Lokus zurickgefiihrt werden [69]. Die erhohte
Proteinkonzentration fuhrt zur Missfaltung und somit Aggregation von a-Synuclein. Patienten,
die an Morbus Alzheimer leiden, zeigen intrazellular fibrillare Ablagerungen von Tau. Die
Missfaltung des Proteins wird durch eine Hyperphosphorylierung von Tau ausgeldst [70].

Eine weitere Ursache der Proteinmissfaltung kann eine Tripletterweiterung im Gen des
betroffenen Proteins sein. Auf Proteinebene fuhrt diese Expansion zu Homopoly-
aminosauresequenzen. Zwei Typen von krankheitsverursachenden Expansionen werden in

den folgenden Abschnitten vorgestellt.
1.4.1 Polyglutaminexpansionen

Das bekannteste Beispiel ist die neurodegenerative Erkrankung Chorea Huntington, die
durch eine abnormale Trinukleotiderweiterung im Gen des Proteins Huntingtin verursacht
wird. Das Wildtypprotein besitzt eine Polyglutaminsequenz, bestehend aus 6-34
L-Glutaminresten, die bei Huntigton-Patienten auf bis zu 121 Reste expandiert vorliegt [71].
Auf DNA-Ebene zeichnen sich die Tripletterweiterungen durch eine geringe Stabilitat aus.
Die hohe Tendenz zur Mutation wird damit begriindet, dass Polyglutaminsequenzen nahezu
ausschlielich durch (CAG)-Trinukleotide codiert werden. Bei Replikation der Sequenz kann
es daher zu ,Springen“ der Polymerase kommen, die zu einer Verkirzung oder
Verlangerung solcher DNA-Bereiche und somit zu ungewoéhnlich grolien Expansionen von
bis zu 360 Basen fuhren konnen [72].

Insgesamt existieren neun Krankheiten, die diese Art der Expansion aufweisen und somit
als Polyglutaminerkrankungen Kklassifiziert werden. Neben Chorea Huntington sind
verschiedene Formen der spinozerebralen Ataxie bekannt. Hierbei handelt es sich ebenfalls
um neurodegenerative Erkrankungen, die im mittleren Lebensalter auftreten und durch
Bewegungsstérungen, abnehmenden Orientierungssinn und Demenz gekennzeichnet sind.

Allen Polyglutaminerkrankungen ist gemein, dass die expandierten Proteine in makro-



molekularen Ablagerungen aggregieren. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Aggregate
einen hohen Anteil an B-Faltblattstrukturen und Eigenschaften von amyloiden Fibrillen
besitzen [73,74]. Wie fur die meisten Proteine, die zu Fibrillen umfalten, werden alternative
Faltungswege angenommen, die das ldsliche Protein in die amyloide Konformation
umlagern. Eine durch die Sequenzerweiterung bedingte veré&nderte Konformation des
I8slichen Proteins kdnnte zur Selbstassemblierung zu oligomeren Spezies und folglich zur
Fibrillenbildung fuhren [75]. Zudem deuten Untersuchungen von Fiumara et al. auf
polyglutamininduzierte intermolekulare Wechselwirkungen hin, die in coiled coil-
Konformationen resultieren und somit mdglicherweise eine Zwischenstufe wahrend der

Umlagerung zur amyloiden Konformation darstellen [76].
1.4.2 Polyalaninexpansionen

Neben Amyloidosen, die durch Polyglutaminerweiterungen im betreffenden Protein
verursacht werden, sind neun Krankheiten bekannt, die durch eine Expansion von
Alaninsequenzen hervorgerufen werden. Auf DNA-Ebene sind diese
Trinukleotiderweiterungen weitaus stabiler als DNA-Abschnitte, die fir Polyglutamin-
sequenzen codieren, da die Alaninabschnitte durch heterogene Tripletts codiert werden
(GCG > GCC > GCA >GCT) [72].

Verglichen mit den Polyglutaminexpansionen sind die Sequenzerweiterungen von
Alaninsegmenten relativ gering: Die langste Alaninexpansion von 33 Resten wurde im
Transkriptionsfaktor PHOX2B gefunden [77]. Die Aggregatbildung der Proteine, die von
einer Alaninexpansion betroffen sind, scheint ein allgemeines Charakteristikum der
Sequenzerweiterung zu sein. Ob die Ablagerungen jedoch amyloider Natur sind, ist derzeit
nicht hinreichend geklart. Untersuchungen von Peptiden bestehend aus 13 Alaninen zeigten,
dass die Alaninsequenz in der Lage ist, ausgehend von einer a-helikalen Struktur, zu einer
B-Faltblattstruktur umzulagern. Lediglich eine Inkubation der Peptide bei 65 °C und 5 mg/ml
war fur die Konformationsdnderung ausreichend und resultierte in fibrillaren Aggregaten [78].
Ferner konnte eine Korrelation zwischen der Lange der Alaninsequenz und der Tendenz zur
Aggregatbildung festgestellt werden.

Bei acht der neun krankheitsassoziierten Proteinen, die von einer Alaninexpansion betroffen
sind, handelt es sich um Transkriptionsfaktoren. Eine Missfaltung dieser Proteine und der
meist damit verbundene  Funktionsverlust fihren zu frilhen  embryonalen
Entwicklungsstérungen. Eine Ausnahme bildet die Okulopharyngeale Muskeldystrophie
(OPMD), eine Krankheit, deren Symptome erst im Alter von > 50 Jahren auftreten und an
deren Pathogenese kein Transkriptionsfaktor, sondern das nukledre Polyadenylat-

Bindeprotein 1 (PABPN1) beteiligt ist. Die Entwicklungskrankheiten kdonnen neben der
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Alaninexpansion durch andere Faktoren ausgelost werden. Darunter fallen missense-
Mutationen [79], frame shifts, Deletionen [80] und Expansionen [81]. OPMD wird allein durch
eine Erweiterung des Alaninsegmentes ausgelost.

1.5 Die Okulopharyngeale Muskeldystrophie

Die Okulopharyngeale Muskeldystrophie (OPMD), eine Proteinmissfaltungskrankheit, die auf
eine Trinukleotidexpansion zurickzufuhren ist, wurde 1915 erstmalig von TAYLOR
beschrieben [82]. Eine Erweiterung von (GCN)-Tripletts auf bis zu sieben zuséatzliche
Codons wurde auf dem Chromosomenabschnitt 1411 in dem Gen identifiziert, welches das
nukleare Polyadenylat-Bindeprotein 1 (PABPN1) codiert [83]. Die Wildtypsequenz besitzt im
5'-Bereich zehn aufeinanderfolgende (GCN)-Trinukleotide, die direkt an das ,Start-ATG" im
Exon 1 anschlieRen. Eine Erweiterung dieser Sequenz um zwei bis sieben (GCN)-Codons
fuhrt zu den typischen Symptomen der Krankheit [84]. Ein ungleiches crossover zwischen
zwei fehlgepaarten Allelen wird heute als die Ursache von Triplettexpansionen
angenommen [85,86].

Bei OPMD-Patienten treten erste Symptome im Alter von 50—60 Jahren auf. Die Dystrophie
beschrankt sich auf die Rachen- und Augenlidmuskulatur sowie die Muskeln der proximalen
Extremitdten. Die Erschlaffung der Muskulatur fiihrt zu herabhangenden Augenlidern
(Ptosis) und Schluckbeschwerden (Dysphagie), die im Verlauf der Krankheit zu schwerer
Unterernahrung fuhren kénnen [87,88]. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Lange
der Expansion und dem Auftreten erster Symptome bzw. der Schwere des
Krankheitsverlaufes konnte nicht festgestellt werden [89].

1980 beschrieben TOME und FARDEAU tubulare Ablagerungen in den Zellkernen der
Muskelsynzytia von OPMD-Patienten (Abbildung 5) [90]. Heute ist bekannt, dass die
fibrillaren Aggregate vornehmlich aus expandiertem PABPN1 bestehen. Ferner wurden
Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-Systems, die Hitzeschockproteine HSP40 und
HSP70 sowie Polyadenylat-RNA in den Einschliissen identifiziert [91-94]. Ob die PABPN1-
Aggregate aus amyloiden Fibrillen bestehen, ist bis heute noch nicht geklart, ebenso wenig
wie der genaue Mechanismus der Pathogenese. Im Abschnitt 1.7 werden mdgliche
Ursachen der Symptome von OPMD, wie sie derzeit in der Literatur diskutiert werden,

vorgestellt.
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Abbildung 5. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von fibrillaren Ablagerungen im Zellkern eines
Muskelsynzytiums (71000-fach vergréf3ert) (A) und Immuno-Gold-markierte PABPN1-Ablagerungen
in Mausemuskelzellen (B). Balken entspricht 200 nm. Abbildungen entnommen aus Ref. [90] (A) bzw.
Ref. [95] (B).

1.6 Das nukleare Polyadenylat-Bindeprotein 1

Eine Triplettexpansion im Gen des nukledren Polyadenylat-Bindeproteins 1 (PABPN1) fuhrt
zur myopathischen Krankheit OPMD. Da PABPNL1 eine zentrale Rolle bei der Entstehung

der Muskeldystrophie spielt, wird das Protein im folgenden Abschnitt néher beschrieben.

Die biologische Funktion von PABPNL1 liegt in einer essenziellen Beteiligung bei der
Prozessierung von pre-mRNA im Zellkern. Zusammen mit dem cleavage and
polyadenylation specificity factor (CPSF) und der Polyadenylatpolymerase (PAP), stimuliert
das nukleare Protein die Synthese des Polyadenylat-Schwanzes an das 3'-Ende von pre-
MRNA [96,97]. Ferner ist PABPN1 an der Kontrolle des Polymerisierungsprozesses beteiligt.
Bei Menschen resultiert die Polyadenylierung in einer durchschnittlichen Lange des Poly(A)-
Schwanzes von 200-250 Basen [98-101]. Ferner wird PABPN1 eine Beteiligung am
nukledren Export von RNA zugeschrieben, da das Protein zwischen Nucleo- und
Zytoplasma transloziert [102,103]. Zytoplasmatische Funktionen von PABPN1 werden
kontrovers diskutiert [104]. PABPN1 wird in sogenannten speckles im Zellkern gefunden
[105]. Speckles sind Bereiche im Zellkern, die neben PABNPN1 unter anderem snRNPs und
splicing-Faktoren enthalten [106].
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N a RRM c
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Abbildung 6. Schematische Darstellung von PABPN1 mit der Kristallstruktur der RRM-Doméne. Der
hellgraue Balken stellt die N-terminale Oligoalaninsequenz, der darauf folgende weil3e Balken das
N-terminale Segment (N) von PABPN1 dar. Der schwarze Balken zeigt den a-helikalen Bereich (a),
gefolgt von der RNA-Erkennungsdomane (RNA recognition motif, RRM) und der C-terminalen Region
von PABPN1 (C) in gepunkteten dunkel-, bzw. hellgrauen Balken. Die Kristallstruktur zeigt die RRM-
Domaéane mit den Aminoséauren, die an der RNA-Bindung beteiligt sind (rot); der B-Strang 2 ist mit 3,
gekennzeichnet (pdb: 3B4D).

Das aus 306 Aminosauren bestehende Protein kann in unterschiedliche Regionen eingeteilt
werden, die folgende strukturelle Besonderheiten besitzen: Von Metl61 bis Thr257 erstreckt
sich eine zentrale RNA-Bindedomane (RNA recognition motif, RRM) [107]. Die Struktur und
Funktion dieser Domane sind gut charakterisiert. Die im Jahr 2008 von Ge et al.
verotffentlichte Kristallstruktur zeigte, dass die RNA-Bindedomane aus zwei a-Helices und
vier B-Strangen besteht (Abbildung 6) [108]. Zwei aromatische Aminosaurereste (Tyrl75
und Phe215), die an der Bindung von RNA beteiligt sind, bewirken die Substratspezifitat der
Domane. Ferner sind die sich C-terminal an die Doméane anschlieRenden 30 Aminoséuren
an der RNA-Bindung beteiligt und fihren zu einer Bindungsaffinitat von ca. 8 nM. PABPN1
bindet bevorzugt Poly(A)-RNA, kann aber auch Poly(G)-RNA binden, wenn auch mit einer
ca. zehnfach geringeren Affinitat [96]. Die Bindung von RNA durch die C-terminale Region
ist unspezifisch und erfolgt wahrscheinlich (ber elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen dem negativen RNA-Phosphatrickgrad und der basischen C-terminalen Region
von PABPN1 [107]. Der basische Charakter wird durch 13 Argininreste innerhalb der

C-terminalen 49 Aminosauren hervorgerufen. Die 13 Guanidiniumgruppen liegen
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asymmetrisch dimethyliert vor. Die posttranskriptionelle Modifikation hat keinen Einfluss auf
die RNA-Bindung, scheint aber eine Rolle bei der nuklearen Lokalisation von PABPN1 zu
spielen [109].

Die der RRM-Doméne vorausgehenden 160 Reste bilden die N-terminale Region von
PABPN1. Diese Region liegt intrinsisch ungefaltet vor [110]. Sie ist durch einen geringen
Anteil an Sekundéarstrukturelementen gekennzeichnet und besitzt keine Tertidrkontakte.
Strukturberechnungen ergaben fur die Aminosauren 119-147 eine a-helikale Konformation
[111]. Uber dieses a-helikale Segment der N-terminalen Region interagiert PABPN1 mit der
Poly(A)-Polymerase [111]. Direkt an das Startmethionin anschlie3end, befindet sich eine
natirliche Oligoalaninsequenz. Das Segment besteht aus zehn konsekutiven Alaninresten.
Wie in Abschnitt 1.5 beschrieben, fuhrt eine Erweiterung dieser Sequenz um lediglich zwei

zusatzliche Alanine zu OPMD.

1.7 Derzeitiger Stand der Forschung — die Rolle
von PABPN1 bei der Krankheit OPMD

Patienten, die an OPMD leiden, weisen eine Expansion der Alaninsequenz im Protein
PABPN1 auf. Die Verlangerung des Alaninsegmentes fuhrt intranukle&r zur fibrillaren
Aggregation des Proteins [91]. Die Aggregatbildung ist mit einer Muskelschwachung in
OPMD-Patienten verbunden. In den letzten Jahren wurden unterschiedliche Modellsysteme
(Tier- und Zellkulturmodelle) entwickelt, um die molekularen Prozesse, die der Myopathie
unterliegen, zu verstehen. Dennoch ist der Zusammenhang zwischen der Expansion der
Alaninsequenz in PABPNL1, der Proteinaggregation und der Symptomatik von OPMD nicht
aufgeklart. Im folgenden Abschnitt wird Literatur vorgestellt, die die Rolle von PABPNL1 in der
Muskeldystrophie nach heutigem Kenntnisstand beschreibt.

Allgemein kann eine Aggregation von PABPN1 bei Uberexpression in Zellmodellsystemen
beobachtet werden: Die transiente Expression von expandiertem PABPN1 in der
Fibroblastenzelllinie COS-7 fihrte zur Ablagerung des Proteins und zum Absterben der
Zellen [112]. Auch bei Expression der Deletionsvariante konnte eine Aggregation des
Proteins festgestellt werden [95,113]. Das Alaninsegment bzw. die Expansion der
Oligoalaninsequenz scheinen keinen Einfluss auf das Aggregationsverhalten von PABPN1
zu haben. Uber die Natur dieser Ablagerungen (amorph oder amyloid) ist nicht viel bekannt:
Untersuchungen von Fan et al. deuteten auf eine erhOhte Resistenz der Aggregate von
expandiertem PABPN1 gegeniber der Behandlung mit 1 M KCI an. Ablagerungen des

Wildtypproteins dagegen konnten durch KCI aus fixierten COS-7-Zellen gewaschen werden
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[114]. Dementgegen beobachteten Tavanez et al, dass ebenfalls Aggregate des
Wildtypproteins KCl-insensitive Ablagerungen in HeLa-Zellen bilden [95].

In einem Drosophila melanogaster-Modell wurden bei Expression von PABPN1-Varianten
Ablagerungen in den Zellkernen der Flugmuskulatur mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
detektiert. Die Bildung der nuklearen Einschlisse konnte ebenfalls fur AAla-PABPN1
festgestellt werden, auch wenn diese weniger ,dicht gepackt® erschienen als Aggregate, die
bei Expression von (+7)Ala-PABPN1 beobachtet wurden [115]. Die gleichen Beobachtungen
wurden in einem anderen Modellorganismus, dem Nematoden Caenorhabtitis elegans,
gemacht. Auch hier fihrte die Expression von PABPN1 zu einer Akkumulation des Proteins
in Muskelnuklei. Lediglich flr expandiertes PABPN1 konnte eine ,weniger diffuse” Verteilung
festgestellt werden [116]. Beiden Tiermodellen ist jedoch gemein, dass nur die Organismen,
die das expandierte Protein exprimierten, einen phanotypischen Defekt aufwiesen
(abnormale Flugelpositionen (D. melanogaster), bzw. einen Defekt in der motorischen
Fortbewegung (C. elegans)) [115,116]. Die Assemblierung des Proteins zu intranukledren
Aggregaten scheint demnach nicht auf die Expansion des Alaninsegmentes zuriickzufihren
zu sein, die Muskeldystrophie hingegen sehr wohl.

Bei Untersuchungen zum Assemblierungsverhalten von PABPN1-Fragmenten in der
Zervixkarzinomzelllinie HeLa konnte gezeigt werden, dass die C-terminale Region die
Aggregation von PABPN1 entscheidend beeinflusst [95]. Auch in vitro konnten amorphe
Aggregationsprozesse auf den C-terminalen Bereich des Proteins zurtckgefuhrt werden
[117]. PABPNL1 zeigt demnach von Natur aus eine hohe Tendenz zur Selbstassemblierung.
Diese Neigung wurde mithilfe des yeast two hybrid-Systems naher untersucht. Zwei
potenzielle Oligomerisierungsdomanen wurden in der C-terminalen Region des Proteins
identifiziert. Die Bereiche umfassen die Aminosduren 155-294 und 264—-306, zwei Regionen,
die essenziell fir die Bindung von RNA sind. Dass diese Regionen zu einer funktionellen
Assemblierung des Proteins zu spharischen Partikeln flhren, zeigten elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von PABPNL1 bei Bindung von Poly(A)-RNA [118]. Bereits die
Deletion der letzten sechs Aminosauren in einer der Regionen verhinderte die nukleére
Aggregation des Proteins in COS-7-Zellen [112]. In der Literatur wird eine zunachst
amorphe Zusammenlagerung (C-terminal vermittelt) und eine sich daran anschlieRende

Umlagerung zur amyloiden Fibrille (alaninabhangig) diskutiert [117].

Bis heute sind nur wenige biochemische und keine strukturellen Informationen zu den
Proteinablagerungen vorhanden. Erste Versuche, die PABPN1-Aggregate naher zu
charakterisieren, erfolgten durch Till Scheuermann und Grit Lodderstedt. Die
Untersuchungen fanden in vitro anhand der isolierten N-terminalen Region von PABPN1

(Aminosauren 1-125) statt. Die Untersuchungen bestétigten eine alaninabhangige
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Umlagerung. Die Fibrillenbildung war dabei von der Anwesenheit der Alaninsequenz
abhéngig. In Abwesenheit des Alaninsegmentes konnte keine Fibrillenbildung beobachtet
werden. Die Charakterisierung der Aggregate zeigte, dass es sich dabei um amyloide

Fibrillen handelte [110].
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1.8 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es einen Beitrag zum Verstandnis der molekularen
Prozesse wahrend der Aggregatbildung von PABPN1 in Muskelsynzytia von OPMD-
Patienten zu liefern. In Anlehnung an die Untersuchungen zur Fibrillenbildung der
N-terminalen Region von PABPN1, sollte das Gesamtlangen-Protein hinsichtlich des
Fibrillierungsverhaltens untersucht werden. Folgende Fragestellungen standen dabei im
Mittelpunkt der Arbeit:

1. Welchen Einfluss hat die Oligoalaninsequenz von PABPNL1 auf die Umlagerung

des Proteins zur Fibrille?

2. Zeigen die Fibrillen des Gesamtlangen-Proteins vergleichbare Eigenschaften

mit denen der N-terminalen Region?

Fur die Analysen sollten drei PABPN1-Varianten untersucht werden, die sich in der Lange
des Alaninsegmentes unterschieden (Abbildung 7): Das Wildtypprotein mit zehn
Alaninresten (WT-PABPNL1), eine krankheitsassoziierte, expandierte Variante mit sieben
zusatzlichen Alaninen ((+7)Ala-PABPN1) und eine Deletionsvariante ohne N-terminale
Alaninsequenz (AAla-PABPN1). Zunachst sollte das losliche Protein biophysikalisch
charakterisiert, anschlieend die Fibrillenbildung untersucht und der fibrillare Zustand
analysiert werden.
Sbla-

wT- PABPN1
(+7)Ala-

Adla-
wT- AC49
(+T)Ala-

SUMO-AN114

[Ala-
O — o N147

N a RRM c

1 M4 147 161 257 306

Abbildung 7. Schematische Darstellung von Gesamtlangen-PABPN1 und verschiedenen PABPN1-
Fragmenten. Der hellgraue Balken stellt die N-terminale Oligoalaninsequenz, der darauf folgende
weilRe Balken das N-terminale Segment (N) von PABPN1 dar. Der schwarze Balken zeigt den
a-helikalen Bereich (a), gefolgt von der RNA-Erkennungsdoméne (RNA recognition motif, RRM) und
dem C-terminalen Bereich von PABPNL1 (C) in gepunkteten dunkel-, bzw. hellgrauen Balken.
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Da sich das Fibrillierungsverhalten des Gesamtlangen-Proteins und das der N-terminalen
Region unerwarteterweise voneinander unterschieden, ergab sich eine weitere

Fragestellung:

3. Welche Regionen in PABPN1 sind fiur die Umlagerung des Gesamtlangen-

Proteins zur fibrillaren Struktur verantwortlich?

Hierfur sollten unterschiedliche N- und C-terminal-verkirzte PABPN1-Fragmente hinsichtlich
der Fahigkeit zur Fibrillenbildung analysiert werden. In Abbildung 7 sind die
Proteinfragmente schematisch dargestellt. Fur diese Varianten sollte sowohl der |6sliche als

auch der fibrillare Zustand analysiert werden.
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2  Materialien und Methoden

2.1 Materialien

In diesem Abschnitt sind nur die Materialien ausgewiesen, die nicht im Methodenteil benannt

wurden.

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen AppliChem GmbH (Darmstadt),
Carl Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe) sowie Sigma-Aldrich Chemie GmbH. Zur

Herstellung von Pufferldsungen wurde doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) verwendet.

2.1.2 Standards

Tabelle 1: Protein- und DNA-Standards.

Standards Hersteller

peqGOLD Proteinmarker | PeqLab
peqGOLD Proteinmarker Il PeglLab
peqGOLD Proteinmarker IV PeglLab
GeneRuler 1 kb DNA-ladder Fermentas
GeneRuler 100 bp Plus DNA-ladder Fermentas
Ferritin Boehringer Mannheim
Gel Filtration Calibration Kit LMW GE Healthcare

- Ovalbumin

- Ribonuklease A

- Dextranblau
Aldolase Boehringer Mannheim
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2.1.3 Saulen und Saulenmatrices

Tabelle 2: Saulen und Matrices zur Proteinanalyse und -reinigung.

Saulen und Matrices Hersteller
Jupiter 5U C18 300 A (250 x 4,6 mm) Phenomenex
Jupiter 5U C5 300 A (250 x 4,6 mm) Phenomenex
Acclaim PepMap C18 100 A (75 pm x 150 mm) Dionex
Blue Sepharose Fast Flow ! GE Healthcare
Macro-Prep High Q Support * Bio-Rad
Source 15S * GE Healthcare
Superdex S75 * und S200 * GE Healthcare
HisTrap HP 5 ml GE Healthcare
Hi Trap Q XL 5 ml GE Healthcare
! 250 ml gepackt in Leerséaule XK 50 GE Healthcare
220 ml gepackt in Leersaule XK 16/20 GE Healthcare
120 mlin XK 16 GE Healthcare
* 25 ml gepackt in Leersaule Tricorn 10/300 GL GE Healthcare

2.1.4 E. coli-Stamme

Fur die Amplifizierung von Plasmid-DNA wurden die E. coli-Stamme OneShot TOP10
(Invitrogen) bzw. XL1-Blue (Stratagene) verwendet. Die Zellen lagen sowohl elektro- als
auch chemokompetent vor. Die rekombinante Genexpression wurde mit dem E. coli-Stamm
BL21 (DE3) (Novagen) durchgefihrt. Dieser war zusatzlich mit dem Plasmid pUBS520
transformiert [119]. Die Expression von SUMO-Fusionskonstrukten erfolgte in dem Stamm
E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RP (Stratagene). Die zusatzlichen Plasmide in diesen
Stammen codieren fir seltene tRNAs, um Probleme des codon usage zu vermeiden. Die
genotypischen Merkmale der einzelnen Stamme sind den Produktbeschreibungen und

Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Kurzbeschreibung der verwendeten E. coli-Stamme.

E. coli-Stamm

Antibiotikumresistenz

zusatzliche tRNA-Gene

OneShot TOP10

XL1-Blue

BL21 (DE3), pUBS520
BL21 (DE3) CodonPlus-RP

Streptomycin
Tetrazyclin
Kanamycin

Chloramphenicol

dnaY (AGA, AGG)
argu (AGA, AGG); proL (CCC)

2.1.5 Gerate

Tabelle 4: Geréte, die in dieser Arbeit Anwendung fanden.

Gerat

Hersteller

Avanti J-20 und J-25 Zentrifuge

Centrifuge 5702R Greinerzentrifuge

Electroporator 2510

PCR-Mastercycler Gradient

HPLC Gina 50
pH-Meter pH 526

Elektrophoreseeinheit EPS

Elektrophoreselaufkammern

Fermentationsreaktor (15 I) Biostat C-DCU3

Beckman Coulter
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Gyncotek

WTW

Pharmacia Biotech
Hoefer und PeglLab

B. Braun Biotech International

2.1.6 Weitere Materialien

Tabelle 5. Weitere Materialien.

Material

Hersteller

Dialyseschlauche (MWCO 3500)
Heparin-Natriumsalz (8000-25000 g/mol)

tRNA

rRNA (16S-, 23S- rRNA aus E. coli)

L-Tryptophan

Spectrum-Laboratories
AppliChem

Roche

Roche

Fluka
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Minipréaparation nach BIRNBOIM und DoLy, 1979 [120]

Der Zellaufschluss beruhte auf der alkalischen Lyse in Gegenwart von SDS und diente der
Isolierung rekombinanter Plasmide zur anschlieBenden Untersuchung mittels Restriktions-
enzymen. Zunachst wurden die E. coli-Zellen einer 5 ml-Ubernachtkultur durch
Zentrifugation 10 min bei 4000 x g sedimentiert. Die Resuspendierung des Zellpellets
erfolgte in 200 yl Lésung l. Fir die Zelllyse wurden 400 pl Lésung Il zur Suspension
gegeben, vorsichtig invertiert und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das Zelllysat
durch Zugabe von 300 pl Lésung lll neutralisiert. Durch 15-minltige Zentrifugation bei
12000 x g wurden denaturierte Proteine und Zelltrimmer sedimentiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und im Anschluss die Plasmid-DNA durch Ethanolféallung isoliert
(siehe 2.2.1.3).

Tabelle 6: Pufferldsungen zur Plasmidpréparation nach BIRNBOIM und DoLY [120].

Losung | Losung I Losung Il
25 mM Tris/HCI pH 7,4 200 mM NaOH 3 M Na-Acetat pH 4,7
10 mM EDTA 1% (w/v) SDS

15% (w/v) Saccharose

100 pg/ml RNAse A

Minipraparation mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | (PegLab)

Das Kit wurde verwendet um qualitativ hochwertige Plasmid-DNA flr Sequenzierungs- oder
PCR-Reaktionen zu erhalten. Die Praparation erfolgte aus einer 10 ml-Ubernachtkultur und
wurde nach Herstellerangaben durchgeftihrt. Abweichend davon erfolgte die Elution der
Plasmid-DNA mit 50 pl ddH,0.
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2.2.1.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Diese = Methode diente der Entfernung von  Proteinkontaminationen  aus
Nukleinsaurelésungen. Hierflr wurde die Probe mit 1 Vol.
Rotiphenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1 (v/v)) versetzt. AnschlieBend wurde intensiv
gemischt und 5 min bei 12000 x g zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu beschleunigen.
Im Anschluss wurde die wassrige Phase abgenommen. Diese, die DNA enthaltende
Fraktion wurde nochmals mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 (v/v)) extrahiert. Nach

erneuter Zentrifugation wurde die DNA durch eine Ethanolfallung prazipitiert.

2.2.1.3 Fallung von Nukleinséauren durch Ethanol

Die Isolation von Nukleinsauren aus wassrigen Losungen erfolgte durch Ethanolfallung [121].
Hierfir wurde die Probenlésung mit 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. 96% (v/v)
eiskaltem Ethanol versetzt. Nach kurzer Durchmischung der Losung wurde diese fur 10 min
bei RT (Oligo-(A)-RNA) bzw. 2h bei -20°C (Plasmid-DNA) inkubiert. Die geféllten
Nukleinsduren wurden anschlieBend durch 30-minitige Zentrifugation bei 12000 x g
sedimentiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 200 pl eiskaltem 80% (v/v) Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet bei 50 °C

10 min getrocknet.

2.2.1.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen [122]

Die PCR wurde eingesetzt, um die unterschiedlichen DNA-Fragmente in den Vektor
PETSUMOadapt zu klonieren. Zur Amplifizierung der codierenden Sequenz aus den
Ausgangsvektoren wurden die in Tabelle 7 gezeigten Primer verwendet. Die Primer wiesen
zum einen eine zur Gensequenz komplementare Region (unterstrichen) und zum anderen
einen Uberhang zur Generierung einer Erkennungssequenz fir die Restriktionsnuklease
Bsal auf (blau). Fir die PCR wurde die Pwo-DNA-Polymerase (PeglLab) verwendet. Es
wurde ein Reaktionsmaf3stab von 100 pl gewdahlt und die Reaktion entsprechend der

Herstellerangaben durchgefiihrt. Die annealing-Temperaturen sind Tabelle 7 zu entnehmen.
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,Kolonie-PCR*

Eine ,Kolonie-PCR" wurde durchgefuhrt, um schnell eine grof3e Anzahl Kolonien auf das
Vorhandensein der relevanten Plasmid-DNA zu untersuchen. Die Kolonien wurden dabei
direkt von der Agarplatte in 60 pl steriles ddH,O Uberfahrt und 10 min bei 95 °C lysiert.
Anschlieend wurden 4 pl des Zelllysates in 16 pl vorgelegten Reaktionsansatz pipettiert. Es
wurden die gleichen Primer verwendet wie zur Gewinnung des entsprechenden PABPN1-
Fragmentes. Die Reaktion wurde durch die Pwo-DNA-Polymerase (PeqlLab) katalysiert, die

Reaktionsansatze nach Herstellerangaben pipettiert.

Ortsspezifische Mutagenese

Diese Methode diente der Einfuhrung von Punktmutationen (z.B. Stopp-Codon) oder der
Deletion kirzerer DNA-Sequenzen im Ausgangsplasmid. Zur Durchfihrung wurde das
QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) verwendet. Die
Methode beruht auf der Amplifizierung der gesamten Template-DNA unter Verwendung von
Mutagenese-Primern. Die Primer sind komplementar zum Mutterstrang, beinhalten jedoch
die gewlnschte Basenmutation. Die Sequenzen der eingesetzten Primer sind Tabelle 7 zu
entnehmen. Durch eine PCR wurde, unter Verwendung einer hochprozessiven
DNA-Polymerase (Pfu Ultra), die gesamte Plasmid-DNA amplifiziert. Die Durchfiihrung
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.

2.2.1.5 Zwischenklonierung in den Vektor pCR-Blunt II-TOPO

Zur Herstellung der AC49-Varianten wurden Primer verwendet, die mit neun der zehn
GCA-Tripletts der cDNA-Sequenz von PABPNL1 hybridisieren. Somit entstanden PCR-
Produkte, die sich in der Anzahl der GCA-Codons unterscheiden. Um das amplikon mit der
(GCA)0-Sequenz zu isolieren, wurde deshalb in den pCR-Blunt [I-TOPO-Vektor (Invitrogen)
kloniert. Die Klonierung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Die erhaltenen Klone
wurden auf das Vorhandensein der (GCA)1,-DNA-Sequenz mittels ,Kolonie-PCR* analysiert

(siehe 2.2.1.4) und konnten fir weitere Klonierungsschritte herangezogen werden.
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Tabelle 7: Primer-Sequenzen zur Herstellung der verschiedenen PABPN1-Fragmente. Hervorgehoben ist die zum Template komplementare Basensequenz
(unterstrichen), die eingefiihrte Restriktionssequenz fir die Nuklease Bsal zur Klonierung in den pETSUMOadapt-Vektor (blau); das inserierte Stopp-Codon
(rot) und die Position der im Template deletierten (GCA)10-Sequenz (*). Schmelztemperatur der Primer: Tp,.

. . Annealing- Zielkonstrukt in
Ausgangsplasmid Primer-Name und -Sequenzen Tm g
Temperatur pETSUMOadapt
AC49 Forward
AC49 in pUK 5’ -AGACGTGGTCTCATGGTATGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA-3 79,9 °C
65 °C WT-AC49
AC49 Reverse
5/ ~TTGTTAGGTCTCGGATCCTTATGTTGTGCTGATGCCTGGTCTGTTGGT -3’ 75,4 °C
AC49 Forward neu
(+7)Ala-PABPNZ in | 5" ~GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATGGTCTCATGGTATGGC-3 69,4 °C
e +7)Ala-AC49
peldle AC49 Reverse e *+7)
5/ ~-TTGTTAGGTCTCGGATCCTTATGTTGTGCTGATGCCTGGTCTGTTGGT -3’ 75,4 °C
Forward
WT-AC49 in 5/ -CAGATTGGTGGTAATGGGAGCAGCAGGAGGA-3’ 70,9 °C A ACHS
65 °C a-
pETSUMOadapt Reverse
5/ ~-TCCTCCTGCTGCTCCCATAACCACCAATCTG-3’ 70,9 °C
AAIa-ACA9 und | et 69,5 °C
a- un r_ —37 5 °
T g 5’ ~-CGAGGTAGAGAAGCAGTAGATGAATATGAGTCCAC-3 - AAIa-N147 und (+7)Ala-
pETSUMOadapt | N-147 R N147

5’ -GTGGACTCATATTCATCTACTGCTTCTCTACCTCG-3’

69,5 °C




2.2.1.6 Hydrolyse durch spezifische Restriktionsendonukleasen

Fur die Restriktionen von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten wurden FastDigest-
Restriktionsenzyme (Fermentas) verwendet. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze
folgte den Herstellerangaben. Um eine vollstidndige Restriktion zu gewahrleisten, wurde die

Inkubationszeit auf 30 min verlangert.

2.2.1.7 Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren

Um eine Re-ligation eines linearisierten Zielvektors zu vermeiden, wurden die 5’- und 3’-
Phosphatgruppen der DNA hydrolysiert. Die Reaktion wurde durch eine thermosensitive
alkalische Phosphatase katalysiert (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/pl),
Fermentas). Die Reaktion wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.1.8 Ligation

Fur die Insertion eines DNA-Fragmentes in einen linearisierten Vektor wurde die
T4-DNA-Ligase (5 U/ul) von Fermentas verwendet. Die Ligase katalysiert die Ausbildung
einer Phosphodiesterbindung zwischen einem 5’-Phosphatrest und einer 3’-Hydroxylgruppe
doppelstrangiger DNA. Der ligation-Ansatz wurde entsprechend den Herstellerangaben
pipettiert. Das zu inserierende DNA-Fragment wurde dabei im fiinffach molaren Uberschuss

gegeniuber dem linearisierten Vektor eingesetzt. Die ligation erfolgte bei 16 °C tber Nacht.

2.2.1.9 Agarosegel-Elektrophorese

Diese Methode diente der Auftrennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten. Die
Fragmente werden dabei entsprechend ihrer Ladung und damit Gréi3e in einem elektrischen
Feld aufgetrennt. Es wurden 1-2% (w/v) Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in
1x TAE-Puffer durch Erwarmen geldst und anschlieRend in die Gelkammer gegossen. Die
Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen Uberfiihrt. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte innerhalb 1 h in 1x TAE-Puffer durch Anlegen einer
Spannung von 90 V. Die DNA-Fragmente wurden durch eine 15-mindtige Inkubation des
Agarosegels in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) und anschlieRender Anregung mit
UV-Licht sichtbar gemacht.
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Tabelle 8: Zusammensetzung des TAE- und DNA-Probenpuffers.

TAE-Puffer (50x) DNA-Probenpuffer (5x)
2 M Tris/HCI pH 8.5 10 mM Tris/HCI

1 M Essigséaure 5 mM Na-EDTA

100 mM Na-EDTA 50 % (w/v) Sucrose

5 % (v/v) Glycerin
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

2.2.1.10 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon.
Hierfir wurde 1 pg gereinigte Plasmid-DNA versendet. Als Primer wurden T7 und T7term
zur Sequenzierung von pET-Vektoren und M13 uni (-21) zur Sequenzierung von pCR-Blunt
[I-TOPO-Vektoren eingesetzt. Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm Vector NTI

Advance 11 (Invitrogen).
2.2.1.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelésungen

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand der Absorption ultravioletten Lichtes der
Wellenlange 260 nm. Fir doppelstrangige DNA entspricht hierbei eine Absorption von 1
einer DNA-Konzentration von 50 ng/pl. Zudem kann die Nukleinsaurelésung auf
Kontaminationen mit Proteinen (Azso/Azs0) Und Phenol (Azso/Azz0) analysiert werden. Fir

reine Nukleinsdure-Lésungen betragen diese Quotienten 1,8-2.
2.2.1.12 5-Markierung von RNA mit [y-*2P]-ATP

Ausgangsmaterial war ein RNA-Oligonukleotid bestehend aus 14 Adenylatresten
(Oligo-(A)-RNA), das von Uwe Kiihn (AG Wahle, MLU Halle) zur Verfigung gestellt wurde.
Grundlage fir die Markierung der RNA war eine Polynukleotidkinase-(PNK)-Reaktion, bei
der das radioaktive y-Phosphat des [y-**P]-ATP auf die Hydroxylgruppe am 5-Ende des
Oligonukleotides tbertragen wurde. Die PNK-Reaktion erfolgte in einem 30 pl-Maf3stab bei
37 °C fur 1,5 h (Tabelle 9).

Im Anschluss wurde die RNA mithilfe einer Ethanolféallung prazipitiert, wobei Mononukleotide
in Losung blieben. Die RNA wurde in 50 pl 10 mM HEPES, 10 mM KCI, pH 7 resuspendiert.
Die Quantifizierung der markierten RNA erfolgte durch die DEAE-Methode (siehe 2.2.1.13).
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Tabelle 9: Zusammensetzung des PNK-Reaktionsansatzes.
PNK-Reaktionsansatz (30 pl)

30 pmol A14-RNA

3 pl 10x PNK-Puffer

5-20 pCi [y-**P]-ATP (5000 Ci/nmol)
10 U T4-PNK (Fermentas)

ad 30 pl nukleasefreies ddH,O

2.2.1.13 ,DEAE-Methode” zur Quantifizierung radioaktiver Markierungen

Grundlage dieser Methode ist die Wechselwirkung von Nukleinsauren mit dem auf Zellulose
gekoppelten basischen Anionentauscher Diethylaminoethyl (DEAE). Das DEAE-Papier
bindet Oligo- und Polynukleotide, Mononukleotide werden zurtickgehalten [123]. Zunachst
wurde das DEAE-Papier mit 10 mM Natriumdiphosphat equilibriert, anschlieend mit
Ethanol gewaschen und dann getrocknet. Zur Quantifizierung der markierten RNA wurden
jeweils 10 ul einer 1:50 verdinnten Probe nach der PNK-Reaktion und nach Ethanolfallung
auf das DEAE-Papier aufgetragen. Anschlieend wurde das Papier mehrmals mit DE 81-
Puffer gewaschen [124]. SchlieR3lich wurde der Streifen in Szintillationsréhrchen Uberfuhrt
und mit 2ml einer Szintillationsflissigkeit (LumasafePlus, Perkin EImer) versetzt. Die
Bestimmung der Radioaktivitéat erfolgte in einem Szintillationszéhler (TRI-CARB 2100TR,
Packard).

Tabelle 10: Bestandteile des DE 81-Puffers nach ROWEN und KORNBERG [124].
DE 81-Puffer
0,3 M Ammoniumformiat pH 7,8

10 mM Natriumdiphosphat
0,1% (w/v) SDS
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2.2.2 Mikrobiologische Methoden

Alle in diesem Abschnitt benannten Medien oder Puffer wurden sterilfiltriert (Porengréi3e
0,22 uym) oder im Autoklaven 20 min bei 121 °C autoklaviert. Des Weiteren wurden
Antibiotika verwendet, um eine Positivselektion auf die gewiinschten Zellklone zu erreichen.
Die Endkonzentration der Antibiotika Kanamycin und Chloramphenicol betrug 50 pg/ml und
fur Ampicillin und Karbenicillin 200 pg/ml. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in LB-Medium,
bei 120 rpm und 37 °C.

Tabelle 11: Zusammensetzung des LB-Mediums.
LB-Medium

1% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt

0,5% (w/v) NaCl

2.2.2.1 Transformation von Plasmid-DNA in Escherichia coli

Je nach Zielstellung erfolgte die Transformation in unterschiedliche E. coli-Stamme. Zur
Propagierung von Plasmid-DNA wurden die E. coli-Stamme XL1-Blue (Stratagene) und
OneShot TOP10 (Invitrogen) verwendet, fur die rekombinante Genexpression BL21(DE3)-
Stamme (Novagen und Stratagene).

Transformation durch Elektroporation

Bei dieser Methode wurden 40 pl elektrokompetente Zellen mit 20—-100 ng Plasmid-DNA
versetzt und in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette (PeglLab) Uuberfihrt. Die
Transformation erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 2,5 kV. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension in 1 ml auf 37 °C erwarmtes SOC-Medium dberfiihrt und 30 min bei 37 °C

kultiviert.

Transformation durch Hitzeschock

Hierfir wurden 40 pl chemokompetente Zellen mit 20-100 ng Plasmid-DNA versetzt und
30 min auf Eis inkubiert, anschlielend 45 s einem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt und
erneut 2 min auf Eis inkubiert. Nach erfolgter Transformation wurde zur Zellsuspension 1 ml

auf 37 °C vorgewarmtes SOC-Medium gegeben und 30 min bei 37 °C kultiviert.

29



Tabelle 12: Zusammensetzung von SOB- und SOC-Medium.

SOB-Medium SOC-Medium
2% (w/v) Trypton SOB-Medium
0,5% (w/v) Hefeextrakt 1/100 Vol. 1 M MgSO,
10 mM NacCl 1/100 Vol. 40% (w/v) D-Glucose
2,5 mM KCI

2.2.2.2 Rekombinante Genexpression

Die rekombinante Genexpression wurde fur die Geamtlangen-PABPN1-Varianten im E. coli-
Stamm BL21 (DE3) pUBS520 durchgefuhrt [119]. Die Expression der SUMO-
Fusionsproteine erfolgte in E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RP (Novagene). Um die Bildung
von inclusion bodies zu unterbinden, wurde die Temperatur wahrend der dreistiindigen
Expression auf 30 °C reduziert. Die Induktion der Genexpression erfolgte bei einer
Endkonzentration von 1 mM IPTG.

Expression im Schuttelkolben

Fur die Expression in Schuttelkolben wurde eine 200 ml-Ubernachtkultur mit einer
Einzelkolonie angeimpft und 14—16 h inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde die Hauptkultur im
Verhéltnis 1:100 (v/v) angeimpft. Fir die Hauptkultur wurden 5-Liter-Schiittelkolben
verwendet, die 1,51LB-Medium enthielten. Wahrend der Wachstumsphase wurde die
Zelldichte anhand der optischen Dichte bei 600 nm (ODggonm) am Photometer Uberprift. Bei
Erreichen einer ODggonm zwischen 0,5 und 0,8 erfolgte die Induktion der Genexpression
durch 1 mM IPTG.

Fed-Batch-Verfahren

Um hohere Zelldichten pro Medienvolumen zu erreichen, erfolgte die Kultivierung der Zellen
und die anschlieBende Expression im fed-batch-Verfahren. Zunachst wurde hierfir eine
20 ml-Ubernachtkultur mit einer Einzelkolonie versetzt und 14-16 h lang inkubiert. Mit der
Ubernachtkultur wurden zwei 200 mi-Vorkulturen im Verhaltnis 1:100 (v/v) angeimpft und 8 h
kultiviert. Nach Inkubation wurden die Zellen durch 15-mindtige Zentrifugation bei 4000 x g
sedimentiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 50 ml sterilem Wasser resuspendiert und
diente als Inokulum fir die Fermentation.

Fur die fed-batch-Kultivierung wurden 300 g Hefeextrakt, 3 g Ammoniumchlorid und 1 ml
antifoam in 51 ddH,O geldst und anschlieBend im Fermenter 20 min bei 121 °C sterilisiert.

Vor dem Start der Fermentation wurde dieses Medium steril mit 250 ml 12% (w/v)
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D-Glucose-LOsung, 250 ml 1,6% (w/v) MgSO,-7H,O-Losung und 500 ml 13,2% (w/v)
Ko,HPO,4-Lésung komplettiert. Separat wurden 2 | einer feeding-Losung hergestellt, die 600 g
Hefeextrakt und 250 g p-Glucose enthielt (beide Komponenten wurden getrennt autoklaviert
und im Anschluss steril vereinigt). Wahrend der Kultivierung wurde der pH-Wert mithilfe
20% (w/v) Phosphorséaure und 10% (w/v) KOH-L6sung reguliert.

Nach Inokulation des Fermenters wurden die Zellen 15 h bei 37 °C kultiviert und erreichten
so eine ODgyonm VON ca. 50. AnschlieRend erfolgte die Induktion der Genexpression. Das
verwendete feed-Profil ist in Abbildung 8 dargestellt.

400

350 1
300 1
250 1
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Abbildung 8. Feed-Profil fir die Fermentation von Gesamtlangen-PABPN1.
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2.2.3 Biochemische und biophysikalische Methoden

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die meisten Proteine binden SDS, wobei negativ geladene SDS-Protein-Komplexe
entstehen, die ein konstantes Ladung-Masse-Verhdltnis aufweisen. Daher diente diese
Methode der elektrophoretischen Trennung von Proteinen in einem SDS-Polyacrylamidgel
(SDS-PA-Gel) entsprechend ihrer Ladung und Gréf3e. Fur die Auftrennung von Proteinen im
Bereich von 100-25 kDa wurden 14% (v/v) SDS-PA-Gele nach LAMMLI [125], fur die
Trennung im Bereich unterhalb von 25kDa Tris/Tricin-Gele [126] verwendet. Die
Proteinlésung wurde mit SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 98 °C denaturiert.
AnschlieBend wurden die Proben in die Geltaschen Uberfiihrt und durch Anlegen einer
Stromstéarke von 50 mA innerhalb 1-2 h elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss erfolgte

die Farbung der Proteinbanden mit Coomassie Brilliant Blau [127].

Tabelle 13: Zusammensetzung der SDS-PA-Gele. Die Acrylamidlésung setzte sich aus 30%
Acrylamid und 0,8% Bisacrylamid zusammen; Sodiumdodecylsulfat (SDS), N, N, N', N'-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED); Ammoniumperoxodisulfat (APS): 10% (w/v).

Trenngel 14% (v/v) Sammelgel 6% (v/v)
7 ml Acrylamidlésung 1,2 ml Acrylamidlésung
4 ml ddH,0 3,3 ml ddH,0
4 ml Trenngelpuffer (4x) 1,5 ml Sammelgelpuffer (4x)
50 pl TEMED 30 pl TEMED
100 pl APS 60 pl APS
Sammelgelpuffer (4x) Trenngelpuffer (4x) Laufpuffer (10x)
500 mM Tris/HCI, pH 6,8 3 M Tris/HCI, pH 8,85 250 mM Tris/HCI, pH 8,3
0,4% (w/v) SDS 0,4% (w/v) SDS 1% (Wiv) SDS
1,87 M Glycin
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Tris/Tricin-SDS-PA-Gele und der Laufpuffer. Die Acrylamidlésung
setzte sich aus 30% Acrylamid und 0,8% Bisacrylamid zusammen; Sodiumdodecylsulfat (SDS),
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10% (w/v).

Trenngel 16%

Sammelgel 4%

8,8 ml Acrylamidlésung

430 i ddH,0

5,32 ml Gelpuffer (3x)

1,4 ml Acrylamidldsung
4,22 ml ddH,0
2 ml Gelpuffer (3x)

1,3 ml Glycerin (98%) 30 pl TEMED
50 pl TEMED 60 pl APS
100 pl APS
Gelpuffer (3x) Anodenpuffer (10x) Kathodenpuffer (10x)
3 M Tris/HCI, pH 8,45 2 M Tris/HCI, pH 8,9 1 M Tris/HCI
3% (w/v) SDS 1 M Tricin
1% (w/v) SDS

Tabelle 15: Bestandteile des SDS-Probenpuffers und der Coomassie-Farbe- und -entfarbelésung.

SDS-Probenpuffer (5 x)

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbelésung

100 mM Tris/HCI, pH 8
4,8% (w/v) SDS

16% (v/v) Glycerin

2% (v/v) B-Mercaptoethanol

0,1% (w/v) Bromphenolblau

10% (v/v) Essigsaure

1 g/l Brilliant Blau G250

10% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Essigséaure

2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand der Absorption ultravioletten Lichtes bei

einer Wellenlange von 280 nm. Die daraus resultierende Proteinkonzentration wurde nach

dem LAMBERT-BEER-Gesetz berechnet (Gleichung 1).
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Ajgy =€,g0- C - d Gleichung 1

Asgo Absorption bei 280 nm

€280 molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm (M*cm™)
c Proteinkonzentration (M)

d Schichtdicke der Kivette (cm)

Die Extinktionskoeffizienten der Proteine wurden nach GiLL und VON HIPPEL Uber die
Plattform Protparam (http://web.expasy.org/protparam) berechnet und sind Tabelle 16 zu
entnehmen [128]. Die Aufnahme des Proteinspektrums von 240-400 nm ermdglichte die
Uberprufung der Proteinlosung auf Kontaminationen mit DNA (Absorption bei 260 nm).
Ferner sollte keine Absorption oberhalb von 320 nm zu beobachten sein, da diese auf

Lichtstreueffekte durch Proteinaggregate hindeutet.

Tabelle 16: Molare Extinktionskoeffizienten bei 280 nm (g,50) der verschiedenen PABPN1-Konstrukte.

PABPN1-Variante €280 [M™ cm™]
Gesamtlangen-PABPN1 20400
AC49 5960
SUMO-AN114 20400
(+7)Ala-N147, AAla-N147 1490
N-(+7)Ala, N-AAla 1490

Konzentrationsbestimmung von fibrillarem Protein

Da es sich bei fibrillarem Protein um (geordnete) Aggregate handelt, ist eine
Konzentrationsbestimmung mittels UV-Absorptionsspektroskopie nicht méglich. Die
Proteinkonzentration kann jedoch indirekt bestimmt werden. Hierfir wurde fibrillares Protein
aus dem Fibrillierungsansatz bekannter Proteinkonzentration durch Ultrazentrifugation
(siehe 2.2.3.3) sedimentiert. AnschlieBend konnte die Konzentration an nicht fibrillierten,
also loslichem Protein im Uberstand bestimmt werden (siehe 2.2.3.3). Die Differenz aus
Proteingesamtmenge und léslichem Protein ergab ndherungsweise den Proteinanteil in der
sedimentierten Proteinfraktion, den Fibrillen.

Bei Sensitivitdt des fibrillaren Proteins gegenuber Guanidiniumchlorid, das heif3t, konnten
die Fibrillen durch Guanidiniumchlorid denaturiert und somit solubilisiert werden, wurde die

Proteinkonzentration nach Solubilisierung eines Aliquots an fibrillarem Protein bestimmt.
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2.2.3.3 Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation diente der Sedimentation von amorphen oder fibrillaren
Proteinaggregaten. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Zentrifugation bei
105000 x g fur 1 h an der Optima TLX CE Ultrazentrifuge (Beckman Coulter) in 1,5 ml

Zentrifugationsgefalien (Microfuge Tube, Beckman).

2.2.3.4 Limitierte Proteolyse

Die limitierte Proteolyse wurde mit zwei unterschiedlichen Proteasen durchgefiihrt: zum
einen mit Trypsin aus Rinderpankreas (3264,1 U/mg, AppliChem), zum anderen mit
Proteinase K (30 U/mg, Roche). Das Massenverhéltnis zwischen Trypsin zu Protein betrug
1:600, zwischen Proteinase K und Protein 1:1000. Die Hydrolyse fand in PF-Puffer
(Tabelle 18) bei 20 °C statt. Die Proteolyseanséatze wurden beginnend mit der Reaktion der
langsten Dauer nacheinander gestartet und nach erfolgter Hydrolyse alle zum gleichen
Zeitpunkt beendet. Das Abstoppen der Reaktion wurde im Falle von Trypsin mit der flnffach
molaren Menge an Aprotinin (AppliChem), im Falle von Proteinase K mit 10 mM PMSF
(AppliChem) erreicht. AnschlieRend wurden die Ansatze mit SDS-Probenpuffer versetzt und
mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese analysiert (siehe 2.2.3.1).

2.2.3.5 Filterbindungsassay, adaptiert nach SACHS und KORNBERG (1985) [129]

Diese Methode diente der Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (Kp)
zwischen einem RNA-Liganden und verschiedenen PABPN1-Varianten. Als Ligand wurde
¥p_markierte Oligo-(A)-RNA, bestehend aus 14 Adenylatresten verwendet (siehe 2.2.1.12).
Im Reaktionsansatz wurden zunachst die PABPN1-Varianten mit Filterbindungspuffer
(Tabelle 17) auf Endkonzentrationen im Bereich von 0-200 nM verdinnt. AnschlieRend
wurden die Verdinnungen mit einer konstanten Menge (8,8 fmol) an Oligo-(A)-RNA
komplettiert. Das Reaktionsvolumen betrug dabei 40 ul. Nach 30-minttiger Inkubation bei
RT wurden 35 pl des Ansatzes auf einen Nitrozellulosefilter pipettiert (NC 20, PorengréiRe
0,2 um, Whatman). Um unspezifische Bindungen der RNA auf dem Filter zu unterbinden,
wurden diese in Waschpuffer vorinkubiert, der zudem 5 pg/ml rRNA (Roche) enthielt.
AnschlielRend wurde die Nitrozellulosemembran mit 5 ml eiskaltem Waschpuffer gespult und
die Menge der auf dem Filter retardierten RNA mithilfe eines Szintillationszéhlers
(TRI-CARB 2100TR, Packard) quantifiziert. Hierfir wurden die Filter in Szintillationsgefalie

Uberfihrt und mit 3 ml Szintillationsflissigkeit (LumasafePlus, Perkin Elmer) versetzt.
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Zusatzlich wurde die Hintergrundstrahlung und die Strahlungsintensitat der eingesetzten
Konzentration an Oligo-(A)-RNA bestimmt. Die Auswertung erfolgte entsprechend Wahle et
al. 1993 [99].

2.2.3.6 Kompetition der RNA-Bindung

Mithilfe des Kompetitionsassays wurde die Spezifitdt der Bindung von Oligo-(A)-RNA durch
PABPN1 untersucht. Zundchst wurden 8,8 fmol des Liganden (Oligo-(A)-RNA) mit
aufsteigenden Mengen an Kompetitor (tRNA, rRNA) inkubiert. Im nachsten Schritt wurde der
Reaktionsansatz mit einer PABPN1-Proteinlésung versetzt. Die Kompetition erfolgte bei
einer PABPN1-Konzentration, die der zuvor bestimmten Dissoziationskonstante (Kp)
entsprach. Die Reaktion wurde in Filterbindungspuffer durchgefuhrt (Tabelle 17), das
Volumen betrug 40 pl. Nach Inkubation bei RT fur 30min wurden 35pl des
Reaktionsansatzes entnommen und der Anteil an PABPN1 gebundener Oligo-(A)-RNA
bestimmt (siehe 2.2.3.5). Der Ansatz ohne Kompetitor wurde dreimal pipettiert und diente
als Referenz (100% Bindung), auf die die anderen Messwerte normiert wurden.

Tabelle 17: Pufferzusammensetzungen fur den Filterbindungsassay.

Filterbindungspuffer Waschpuffer
50 mM Tris/HCI; pH 7,9 50 mM Tris/HCI; pH 8
100 mM KCI 100 mM NacCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA
1mMDTT (+ 5 pg/ml rRNA)
10% (v/v) Glycerin
0,01% (v/v) NP-40
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2.2.3.7 Circulardichroismus (CD)-Messung

Die CD-Spektren wurden an einem J-810 Spektropolarimeter (Jasco) aufgenommen. Das
Gerat wurde wahrend der Messungen kontinuierlich mit Stickstoff gespdlt (2,5 I/min). Bei
einer Spaltbreite von 1 nm und einer Messgeschwindigkeit von 50 nm/min wurde alle 0,5 nm
ein Datenpunkt gemessen (response 1 s). Die Spektren wurden 60-fach akkumuliert. Sofern
nicht anderes vermerkt, wurden alle Messungen bei 20 °C durchgefihrt. Die eingesetzten
Proteinkonzentrationen lagen im Bereich von 0,5-1 mg/ml. Es wurden Prézisionskivetten

aus Quarzglas (Suprasil, Hellma) verwendet.

Fern-UV-CD-Spektren

Um Aussagen Uber die Sekundarstrukturanteile treffen zu kénnen, wurden CD-Spektren im
Fern-UV-Bereich zwischen 250-190 nm aufgenommen. Die Kivettenschichtdicke betrug
0,01 cm. Um die CD-Spektren verschiedener Proteine miteinander vergleichen zu kdnnen,
wurden die pufferkorrigierten CD-Spektren mithilfe Gleichung 2 auf die mittlere residuelle

Elliptizitat ([®]urw) NOrmiert.

Nah-UV-CD-Spektren

Der charakteristische ,Fingerabdruck® eines Proteins kann durch Messung von CD-Spektren
im Nah-UV-Bereich erhalten werden. Hierfir wurden Spektren im Bereich 400-250 nm
aufgenommen. Es wurde eine Kivette der Schichtdicke von 1 cm verwendet. Der Vergleich
der pufferkorrigierten CD-Spektren erfolgte nach Normierung auf die molare Elliptizitat ([®])
(Gleichung 3).

6 - M

©) = Gleichung 2
[ ]MRW 10 - d -¢c - N

o= M Gleichung 3

= I n
10 - d - ¢ elchung

[Olwrw  mittlere residuelle Elliptizitat (deg cm? dmol"l) c Proteinkonzentration in mg/ml
[©] molare Elliptizitat (deg cm®’ dmol’l) N Anzahl der Aminoséuren
0 gemessene Elliptizitat (mdeg) d Kivettenschichtdicke (cm)

M molare Masse (g/mol)
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2.2.3.8 Intrinsische Fluoreszenz

Um Aussagen uber die Exposition aromatischer Aminosauren des gefalteten (oder
entfalteten) Proteins treffen zu kénnen, wurden Fluoreszenzspektren der intrinsischen
Fluorophore (Phe, Tyr, Trp) aufgenommen. Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren der
aromatischen Aminosauren erfolgte nach Anregung bei einer Wellenlange von 280 nm. Die
Tryptophan-Fluoreszenzspektren wurden nach Anregung der Probe mit Licht einer
Wellenlange von 295 nm aufgenommen. Im Bereich von 300—400 nm wurde die Intensitét
des emittierten Lichtes gemessen. Hierbei wurde die Signalstéarke 0,2 s detektiert, integriert
und als Messpunkt alle 1 nm aufgezeichnet. Die Spektren wurden 5-fach akkumuliert und
pufferkorrigiert. Alle Messungen erfolgten bei 20°C unter Verwendung einer
Fluoreszenzkiivette aus Quarzglas (Suprasil, Hellma) mit einer Schichtdicke von 1 cm. Die
Spaltbreiten betrugen fir die Anregung 5 nm, fir die Emission 8 nm. Es wurde ein
Fluoreszenzspektrometer der Reihe Horiba Jobin Yvon (Instruments S.A., Inc) verwendet.

2.2.3.9 Fouriertransformierte Infrarotspektroskopie (FTIR)

Die Probentechnik der abgeschwéchten Totalreflexion (attenuated total reflection, ATR)
erlaubt die Untersuchung von Proteinaggregaten hinsichtlich des Sekundarstrukturgehaltes
in wassrigen LOosungen [130,131]. Die Proteinkonzentration der loslichen und fibrillaren
Proteinspezies waren hoher als 3 mg/ml. Fibrillares Protein wurde zuvor durch
Ultrazentrifugation (siehe 2.2.3.3) sedimentiert und in PF-Puffer aufgenommen (Tabelle 18).
Monomeres Protein wurde gegen PF-Puffer dialysiert um einen exakten Pufferabgleich zu
gewahrleisten. Die Messung erfolgte im 30 pl Maf3stab an einem ATR-FTIR-Spektrometer
Tensor 27 (Bruker). Die Spektren wurden im Bereich 4000-1000 cm™ mit einer Auflésung
von 4 cm™ aufgenommen. Jeweils 64 Messungen wurden zu einem Spektrum akkumuliert

und pufferkorrigiert. Die Spektren wurden auf die Absorption bei 1550 cm™ normiert.

2.2.3.10 Fibrillierungsansatze

Zunachst wurden die Proteinldsungen ultrazentrifugiert um mogliche amorphe Aggregate
oder fibrillare Vorstufen zu entfernen, die die Kinetik beeinflussen kdnnten (siehe 2.2.3.3).
Die Fibrilierungen der PABPN1-Varianten fanden in PABPN1-Fibrillierungspuffer
(PF-Puffer) statt, die Fibrillenbildung der N-terminalen Domane von PABPN1 in
N-Fibrillierungspuffer (NF-Puffer) (Tabelle 18). Um den reduzierten Zustand der Cysteine im

Protein aufrechtzuerhalten, wurde alle zwei Tage DTT zu einer Endkonzentration von 1 mM
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dazugegeben. Die exakten Bedingungen, unter denen die Fibrillierungen getestet wurden,

werden in den entsprechenden Abschnitten angegeben.

Tabelle 18: Zusammensetzung der Fibrillierungspuffer fir die N-terminale Region von PABPN1
(NF-Puffer) und die anderen PABPN1-Varianten (PF-Puffer).

PABPN1-Fibrillierungspuffer (PF-Puffer) N-Fibrillierungspuffer (NF-Puffer)
50 mM Tris/HCI; pH 7,9 5 mM KH,POy; pH 7,9
1,5 M KCI 150 mM NacCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA
1mMDTT
10% (v/v) Glycerin

2.2.3.11 Detektion amyloider Fibrillen durch Thioflavin T- Bindung

Thioflavin T (ThT) ist ein kationisches Benzothiazolanilin, welches als klassischer Nachweis
amyloider Fibrillen eingesetzt wird [55]. In Anwesenheit von fibrillarem Protein veréndert sich
das Emissionsspektrum. Eine daraus resultierende Fluoreszenzintensitatserhéhung bei
482 nm kann derart fir kinetische Analysen der Fibrillenbildung herangezogen werden.

Fur den ThT-Assay wurde eine Quarzglas Kivette (Suprasil, Hellma) mit einer Schichtdicke
von 1 cm verwendet. Das Reaktionsvolumen betrug 200 pl und enthielt 50 uM ThT und 2 uM
des zu analysierenden Proteins. Der Assay fand in den entsprechenden Fibrillierungspuffern
der Proteinvarianten statt. Die Anderung der Fluoreszenzintensitit wurde an einem
Fluoreszenzspektrometer der Reihe Horiba Jobin Yvon (Instruments S.A., Inc) gemessen.
Hierbei erfolgte die Anregung des Farbstoffes bei einer Wellenlédnge von 450 nm (Spaltbreite
5nm). Es wurden Fluoreszenzspektren in einem Bereich von 465-550 nm (Spaltbreite
8 nm) aufgenommen. Die Signale wurden tber 0,2 s integriert und je 1 nm ein Messpunkt
aufgezeichnet. Die Messung erfolgte bei 20 °C. AnschlieBend wurden die Spektren
pufferkorrigiert und die Fluoreszenzintensitat bei 482 nm zur Darstellung der Kinetik

verwendet.

2.2.3.12 Solubilisierung von fibrillarem Protein

Um die Sensitivitat von fibrillarem Protein gegeniber dem Denaturierungsmittel
Guanidiniumchlorid (GdmCI) zu bestimmen, wurde ein Solubilisierungsassay etabliert.
Zunachst wurde die fibrillare Proteinspezies aus dem Fibrillierungsansatz durch
Ultrazentrifugation isoliert (siehe 2.2.3.3). Die Sedimentation der Fibrillen erfolgte im
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50 pl-MaRstab. Die Uberstande wurden vereinigt und dienten der Konzentrations-
bestimmung von noch Idslichem Proteinanteil. Naherungsweise konnte so die Proteinmenge
in der unléslichen Fraktion berechnet werden (siehe 2.2.3.2). Darauf folgend wurde das
fibrillare Protein mit 200 pl PF-Puffer mit steigender GdmCI-Konzentration fir 1 h bei 20 °C
inkubiert. Nach Inkubation wurde die unlgsliche Proteinfraktion erneut durch
Ultrazentrifugation isoliert. Die Uberstande dienten nun der Bestimmung der solubilisierten
Proteinmenge. Sofern die Fibrillen sensitiv gegentiber GAmCI waren, wurde die unlésliche
Fraktion nach dem zweiten Ultrazentrifugationsschritt in 6 M GdmCI vollstéandig gel6st und
konnte so zur Bestimmung des noch nicht solubilisierten Proteins herangezogen werden.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am UV-Photometer (siehe 2.2.3.2).

2.2.3.13 Seed-Praparation aus fibrillarem Protein

Die Praparation von seeds (fragmentierte Fibrillen) erfolgte ausschlief3lich aus Fibrillen der
expandierten N-terminalen Region von PABPN1 (N-(+7)Ala). Fibrillares Protein (500 pl
Fibrillierungsansatz mit 0,5 mM Protein) wurde durch Ultrazentrifugation sedimentiert (siehe
2.2.3.3). AnschlieBend wurden amorphe Proteinaggregate durch einstiindige Inkubation in
6 M GdmCI solubilisiert und das fibrillare, unlésliche Protein erneut durch Zentrifugation
isoliert. Uber den Proteinanteil in den Uberstanden konnte die Proteinmenge im Pellet
berechnet werden (siehe 2.2.3.2). Im Anschluss wurden die Fibrillen in PF-Puffer
(100-200 pl) resuspendiert und so eine Konzentration eingestellt, die fur die
seeding-Experimente notwendig war. Die Fragmentierung zu seeds erfolgte mithilfe der
Ultraschallsonde. Die Fibrillensuspension wurde dabei mit 10 x 10 Pulsen und einer
Amplitude von 70% behandelt. Zwischen den Pulsen wurden die Fibrillen auf Eis gekuhlt.
Die entstandenen seeds wurden in entsprechenden Volumina (5-10ul) den
Fibrillierungsansatzen zugesetzt. Zur optischen Kontrolle wurden elektronenmikroskopische

Aufnahmen der Praparationen angefertigt (siehe 2.2.3.14).
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2.2.3.14 Anfertigung von Grids fur die Elektronenmikroskopie

Um die Anwesenheit von fibrillaren Strukturen zu bestatigen, wurden Grids fur die
Elektronenmikroskopie angefertigt. Hierfur wurden kohlebeschichtete Kupfergrids (Plano)
verwendet. Einer Inkubation in Bacitracin (0,1 mg/ml) fir 1 min folgte eine dreiminitige
Inkubation mit der Proteinlésung (ca. 0,5 mg/ml). AnschlieBend wurde 3 x 1 min mit ddH,O
gewaschen. Im letzten Schritt wurden die Grids mit Uranylacetat (1% (w/v)) innerhalb von
15 s negativ kontrastiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Ldsungen mit
Filterpapier entfernt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten am EM 600

(Zeiss) in Kooperation mit Gerd Hause (Universitatsbiozentrum Halle).

2.2.3.15 Reversed Phase - High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)

Die RP-HPLC wurde eingesetzt, um gereinigtes Protein zu entsalzen oder um
Peptidfragmente aufzutrennen. Fir das Entsalzen wurde eine Jupiter 5u C5-Séaule
(Phenomenex), fur die Auftrennung der Peptidfragmente eine Jupiter 5u C18-Saule
(Phenomenex) verwendet. Die Proteine bzw. Proteinfragmente wurden durch einen
Gradienten steigender Hydrophobizitat eluiert. Als Laufmittel diente ddH,O mit 0,1% (v/v)
Trifluoressigsaure (TFA). Die Elution erfolgte durch Acetonitril (ACN) mit 0,1% (v/v) TFA. Die
Flussgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Nach Probeninjektion (100 ul, 200 ng Protein)
wurde die Saule 15 min mit 2% (v/v) ACN gespilt. Im Anschluss wurde im Zeitraum von
50 min auf 70% (v/v) ACN und nach weiteren 10 min auf 100% (v/v) ACN erhdht. Die
Identifizierung der Fraktionen, die Protein enthielten, erfolgte anhand der Absorption bei den

Wellenlangen 215 nm und 280 nm.

2.2.3.16 Test auf oligomere Spezies wahrend der Fibrillenbildung durch Gelfiltration

Die analytische Geffiltration diente der Detektion oligomerer Spezies wahrend der Fibrillenbildung.
FUr die Analyse wurde eine Superdex S200-Saule (GE Healthcare) mit einem Saulenvolumen von
25 ml verwendet. Als Laufmittel diente PF-Puffer (Tabelle 18). Zeitabhangig wurden 100 pl
Proteinldsung einer Proteinkonzentration von 60 uM aufgetragen. Die Injektion erfolgte durch
einen superloop der Grofie 100 pl. Vor der Probeninjektion wurde das Aliquot mit 5 pl einer
L-Tryptophan-Stammldsung (3,23 mM) versetzt. L-Tryptophan (Fluka), gel6st in PF-Puffer, diente
als interner Standard. Die Geffiltration wurde bei einem Fluss von 1 ml/min durchgefihrt. Eine
Normierung der erhaltenen Chromatogramme erfolgte auf die Absorptionsintensitat bei 280 nm

des L-Tryptophanstandards.
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2.2.3.17 Massenspektrometrie (MS)

Verifizierung der gereinigten Proteine

Die Massenbestimmung der monomeren Varianten von PABPN1 wurde von Angelika
Schierhorn durchgefiihrt (Max-Planck-Gesellschaft, Halle). Zunachst wurden die Proteine
mittels RP-HPLC entsalzt (siehe 2.2.3.15) und anschlieBend durch MALDI-TOF-MS an

einem Ultraflex 3- oder REFLEX-Massenspektrometer (Bruker-Franzen-Analytik) analysiert.

Identifizierung von Proteolyseprodukten

Die massenspektrometrische Analyse von Proteinfragmenten nach Proteolyse wurde von
Christian Ihling (AG Sinz, MLU Halle) durchgefuihrt. Hierfir wurden die Proteinfragmente
zunachst mittels SDS-PAGE getrennt. Die relevanten Gelbanden wurden ausgeschnitten.
Nach enzymatischer Proteolyse im Gel mit Chymotrypsin wurden die resultierenden Peptide
aus den Gelbanden extrahiert und mittels LC/MS/MS analysiert. Dabei wurden die
Peptidgemische zunéchst mittels nano-RP-HPLC getrennt (Ultimate Nano-HPLC-System,
Dionex). Die nano ESI/MS/MS-Analyse erfolgte mit einem LTQ Orbitrap XL - Hybrid
Massenspektrometer (Thermo  Fisher  Scientific). Hierfir wurden abwechselnd
Gesamtmassenspektren im Bereich m/z 300—-2000 (Orbitrapanalysator; Auflésung 60000 bei
m/z 400) und Fragmentmassenspektren der zu den funf intensivsten Signalen im
Gesamtmassenspektrum korrespondierenden lonen in der linearen lonenfalle aufgenommen.
Die Datenprozessierung erfolgte mit dem Proteome Discoverer 1.0 (Thermo Fisher
Scientific). Die MS/MS-Daten wurden mittels Mascot-Datenbanksuche (Mascotserver 2.2,
Matrixscience) gegen die Aminosauresequenz der Proteinvarianten abgeglichen.
Zugelassene Massentoleranzen waren * 3 ppm fir Vorlauferionen bzw. + 0,8 Da fir

Fragment-lonen.

2.2.3.18 Konzentrierung von Proteinlésungen

Fur die Konzentrierung von Proteinldsungen im Bereich von 200-10 ml wurde die Amicon
Ruhrzelle (Millipore) mit einer geeigneten Filtrationsmembran (MWCO 3000 oder 10000)

verwendet. Die Konzentrierung kleinerer Volumina erfolgte mithilfe der Amicon Ultra-15

Zentrifugationseinheiten (Millipore).
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2.2.4 Proteinreinigung

Alle verwendeten Puffer wurden sterilfiltriert (Zellulosenitrat-Filter, Porengrée 0,45 puM,
Sartorius Stedim Biotech) und entgast. Die Zugabe von DTT zu den entsprechenden Puffern
erfolgte erst unmittelbar vor deren Verwendung. Alle Arbeiten wurden bei 4 °C im Kuhlraum
oder auf Eis durchgefiihrt. Die chromatographischen Reinigungsschritte erfolgten am AKTA-
System (Explorer oder Purifier) von GE Healthcare. Die Proteinldsungen wurden mithilfe
eines superloops geeigneter Grof3e (GE Healthcare) auf die Chromatographiesaule
aufgetragen. Wenn nicht anders beschrieben, erfolgten die chromatographischen Schritte
bei einem Fluss von 1 ml/min. Die fraktionierten Proteinlésungen wurden mittels SDS-PAGE
analysiert (siehe 2.2.3.1). Nach dem finalen Chromatographieschritt wurden die
Elutionsfraktionen, die das Zielprotein enthielten, vereinigt und gegen PF-Puffer dialysiert
(Tabelle 18). Die Konzentrierung erfolgte wie unter 2.2.3.2 und 2.2.3.18 beschrieben. Die
Aliquots wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.4.1 Zellaufschluss

Zunachst wurde das Zellpellet (20-40g) in 5 ml Zellaufschlusspuffer pro Gramm
Zellfeuchtmasse resuspendiert. Anschlielend wurde zu der Zellsuspension Lysozym
(22770 U/mg, AppliChem) zu einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml gegeben und 30 min
inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Hochdruckdispersion (Gaulin Micron 40
Homogenisator, APV) bei einem durchschnittlichen Druck von 800 bar in drei Durchgéngen.
Zur Hydrolyse von Nukleinsduren wurde das Zelllysat anschlielend mit 60 U Benzonase
(Merck) und Magnesiumchlorid (Endkonzentration 2 mM) versetzt und 30 min inkubiert.
Unldsliche Proteine und Membranbestandteile wurden durch 20-minttige Zentrifugation bei
75000 x g pelletiert. Es wurde mit dem Uberstand weitergearbeitet.

Abweichungen von diesem Protokoll und die unterschiedlichen Zellaufschlusspuffer werden

in den entsprechenden Abschnitten beschrieben.
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2.2.4.2 Reinigung der Gesamtlangen-PABPN1-Varianten

Die Reinigung der Gesamtlangen-Proteine erfolgte modifiziert nach BIENROTH (1991) [97].

Blaue Sepharose

Da PABPN1 mit dem Farbstoff Cibacron Blue F3G-A in Wechselwirkung tritt, wurde diese
Affinitats-Chromatographie verwendet, um PABPN1 aus dem Zelllysat anzureichern. Die
Chromatographie wurde bei einem Matrixvolumen von 250 ml und einem Fluss von 3 ml/min
durchgefihrt. Zunachst wurde die Saule mit Puffer BS-A equilibriert, bevor das Zelllysat
(150-300 ml) auf die Saule aufgetragen wurde. AnschlieRend wurde mit Puffer BS-A, darauf
folgend mit Puffer BS-B und erneut mit Puffer BS-A gewaschen (Tabelle 19). Die Elution
erfolgte durch Puffer BS-C. Die Proteinldsungen der relevanten Elutionsfraktionen wurden
vereinigt und mit 1 Vol. Puffer Q-A verdinnt, um eine amorphe Aggregation wegen zu hoher
Proteinkonzentration zu unterbinden. AnschlieBend wurde das im Puffer enthaltene L-Arginin

durch Dialyse gegen Puffer Q-A entfernt.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Zellaufschlusspuffers und der Puffer fir den ersten
Chromatographieschritt zur Reinigung der Gesamtlangen-PABPN1-Varianten. Proteaseinhibitor:
Protease Inhibitor Cocktail EDTA free (Roche).

Zellaufschlusspuffer | Puffer BS-A
5 mM KH,POy; pH 7,9 50 mM Tris/HCI; pH 7,9
150 mM KCI 150 mM KCI
1 mM EDTA 1 mM EDTA
1mMDTT 1mMDTT
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin

Proteaseinhibitor (1 Tablette in 250 ml)

Puffer BS-B Puffer BS-C
50 mM Tris/HCI; pH 7,9 50 mM Tris/HCI; pH 7,9
150 mM KClI 150 mM KCI
1 mM EDTA 1 mM EDTA
1 mMDTT 1 mMDTT
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin
4 M NacCl 1 M L-Arginin
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Anionenaustausch-Chromatographie

Aufgrund der zahlreichen negativ geladenen Aminosduren im N-terminalen Bereich von
PABPN1 wurde das Protein im nachsten Schritt mithilfe der Anionenaustausch-
Chromatographie angereichert. Hierfur wurden 20 ml einer Matrix verwendet, die als
funktionalen Liganden ein quartdres Ammoniumion tragt (Macro-Prep High Q, BioRad). Vor
dem Auftragen der Proteinlosung (200—-300 ml) wurde die Saule mit Puffer Q-A equilibriert
(Tabelle 20). Die chromatographische Auftrennung erfolgte durch einen linearen Gradienten
Uber 14 SV mit Puffer Q-B. Fur die anschlielende Evaluierung wurde die Absorption bei
einer Wellenlange von 280 nm sowie die Leitfahigkeit aufgezeichnet. Nach Identifizierung

der relevanten Proteinlésungen wurden diese vereinigt und gegen Puffer S-A dialysiert.

Tabelle 20: Pufferzusammensetzung fur die Anionenaustausch-Chromatographie.

Puffer Q-A Puffer Q-B
50 mM Tris/HCI; pH 7,9 50 mM Tris/HCI; pH 7,9
150 mM KClI 500 mM KCI
1 mM EDTA 1 mM EDTA
I1mMDTT 1mMDTT
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin

Kationenaustausch-Chromatographie

Da der C-terminale Bereich von PABPN1 durch die vorhandenen 13 Argininreste bei
neutralem pH eine positive Nettoladung besitzt, wurden die Proteinvarianten im letzten
Reinigungsschritt mittels einer Kationenaustausch-Chromatographie gereinigt. Die
Saulenmatrix (20 ml) tragt hierbei eine Methylsulfonat-Gruppe (Source 15S, GE Healthcare).
Nach Equilibrierung des S&ulenmaterials mit Puffer S-A wurde die Proteinlésung
(100-150 ml) aufgetragen. Die anschlieRende Elution erfolgte durch einen linearen
Gradienten Uber 9 SV mit Puffer S-B.

Tabelle 21: Pufferbestandteile der Kationenaustausch-Chromatographie.

Puffer S-A Puffer S-B
20 mM K-HEPES; pH 7,9 20 mM K-HEPES; pH 7,9
150 mM KCI 500 mM KClI
1 mM EDTA 1 mM EDTA
I1mMDTT I1mMDTT
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin
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2.2.4.3 Reinigung von PABPN1-Fragmenten mit N-terminaler 6 x His-SUMO-

Fusion

Die PABPN1-Fragmente wurden im Rahmen dieser Arbeit mit N-terminaler 6 x His-SUMO-
Fusion exprimiert. Die Histidin-Fusion erméglichte die Reinigung tiber eine Ni**-Affinitats-
Chromatographie, die SUMO-Domane (small ubiquitin-related modifier) die spezifische
Spaltung der Fusion. Die Hydrolyse erfolgte dabei durch die SUMO1-Protease, eine
Cystein-Protease, die die Tertidrstruktur von SUMO erkennt und spaltet [132].

Ni**-Affinitats-Chromatographie |

Zunachst wurde das Fusionsprotein durch eine Ni**-Affinitits-Chromatographie (5 ml
HisTrap HP, GE Healthcare) aus dem Zelllysat angereichert. Hierfir wurde das
Saulenmaterial mit Zellaufschlusspuffer Il equilibriert und anschlielend die Zellsuspension
(100-150 ml) auf die Saule aufgetragen. Nicht oder nur schwach mit dem S&ulenmaterial
wechselwirkende Proteine wurden durch Waschen der Matrix mit Zellaufschlusspuffer Il und
Ni-Waschpuffer entfernt. Die Elution erfolgte durch einen linear ansteigenden
Imidazolgradienten (Ni-Elutionspuffer) tber 12 SV.

Tabelle 22: Zusammensetzung des Zellaufschlusspuffers fur die Reinigung von SUMO-Fusions-
Konstrukten und der Puffer des ersten Chromatographieschrittes.

Zellaufschlusspuffer Il Ni-Waschpuffer
5 mM KH,;POy; pH 7,9 50 mM Tris/HCI; pH 7,9
150 mM KClI 150 mM KCI
0,5 mMDTT 0,5 mMDTT
10% (v/v) Glycerin 10% (v/v) Glycerin
20 mM Imidazol

Ni-Elutionspuffer

50 mM Tris/HCI; pH 7,9
150 mM KCI

0,5 mMDTT

10% (v/v) Glycerin

250 mM Imidazol
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Hydrolyse der SUMO-Fusion und Ni**-Affinitats-Chromatographie ||

Fur die Abspaltung der 6 x Histidin-SUMO-Fusion wurde die Proteinldsung mit 0,05% (v/v)
SUMO1-Protease (0,5 mg/ml) versetzt und der Reaktionsansatz ber Nacht gegen Puffer-Q-
A dialysiert (Tabelle 20). Um anschliel3end die Hydrolyseprodukte und die Protease aus der
Proteinlésung zu entfernen, wurde erneut eine Ni**-Affinitats-Chromatographie durchgefiinrt.
Die PABPNI1-Variante konnte nun, ohne die Fusion, nicht mehr mit der Saulenmatrix
wechselwirken und fand sich im Durchfluss wieder; die SUMO1-Protease und 6 x His-SUMO
wurden jedoch an der Matrix komplexiert. Als mobile Phase wurde Puffer-Q-A verwendet.

Die sich anschlieienden Reinigungsschritte werden im folgenden Abschnitt erklart.

Sich anschlie3ende Reinigungsschritte der verschiedenen PABPN1-Fragmente

(1) AC49-Varianten: Anionenaustausch-Chromatographie

Die AC49-Varianten weisen einen pl von 4,5 auf, resultierend in einer negativen Nettoladung
bei pH 7,9. Dies ermdglichte eine anschlieRend Reinigung mithilfe der Anionenaustausch-
Chromatographie (5 ml HiTrap Q, GE Healthcare). Vor der Probenauftragung (100-150 ml)
wurde die Saulenmatrix zundchst mit Puffer-Q-A equilibriert. Die Trennung erfolgte durch
einen linearen Gradienten tber 14 SV mit Puffer-Q-B (Tabelle 20).

(2) N147-Varianten: GrofRenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration)

Im Anschluss an die Spaltung der SUMO-Fusion und der Ni**-Affinitats-Chromatographie |I
wurden die N114-Varianten mittels Gelffiltration (120 ml, Superdex 75-Saule, GE Healthcare)
gereinigt. Als Laufpuffer wurde Puffer-Q-A verwendet. Die Trennung fand in mehreren
Laufen statt, wobei 7 ml Proteinlésung je Durchgang auf die Séule aufgetragen wurden.

(3) Reinigung der SUMO-AN114-Variante

Die Reinigung der SUMO-AN114-Variante erfolgte analog 2.2.4.3. Da nach Spaltung der
SUMO-Fusion ein Grof3teil des Proteins amorph aggregierte, wurde auf die Hydrolyse der
Fusion verzichtet. Das Protein wurde im Kontext des SUMO-Fusionsproteins gereinigt. Der
Ni?*-Affinitas-Chromatographie | folgte als zweiter Reinigungsschritt die Anionenaustausch-

Chromatographie (siehe Reinigung der AC49-Varianten).
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2.2.4.4 Reinigung der SUMO1-Protease

Die SUMO1-Protease wurde benétigt, um die SUMO-Fusion von der relevanten
PABPN1-Variante abzuspalten [132]. Da die Protease eine N-terminale 6 x Histidin-Fusion
besitzt, wurde zunéchst eine Ni**-Affinitats-Chromatographie durchgefiihrt (5 ml HisTrap HP,
GE Healthcare). Nachdem das Zelllysat auf die Saule aufgetragen wurde, folgten ein
Waschschritt mit SUMO1-Waschpuffer und anschlieend die Elution durch einen linearen
Gradienten von 0% auf 100% Elutionspuffer Gber 20 SV (Tabelle 23). Alle relevanten
Elutionsfraktionen wurden direkt mit 1 Vol. Lagerpuffer verdiinnt, um die Bildung amorpher
Aggregate zu unterbinden. AnschlieBend wurde die Proteinldsung gegen Lagerpuffer

dialysiert.

2.2.4.5 Reinigung der N-terminalen Doméane von PABPN1

Die Reinigung der N-terminalen Region (Aminosauren 1-125) erfolgte, wie in der
Dissertation von Grit Lodderstedt beschrieben, siehe Ref. [133].

Tabelle 23: Bestandteile der Puffer fir die Reinigung der SUMO1-Protease.

Zellaufschlusspuffer Il SUMO1-Waschpuffer

50 mM Tris/HCI; pH 8,0

350 mM NacCl
1 mM B-Mercaptoethanol
0,2% (v/v) NP-40

50 mM Tris/HCI; pH 8,0

350 mM NacCl
1 mM B-Mercaptoethanol
0,2% (v/v) NP-40

20 mM Imidazol

SUMOL1-Elutionspuffer

Lagerpuffer

50 mM Tris/HCI; pH 8,0

350 mM NaCl
1 mM B-Mercaptoethanol
0,2% (v/iv) NP-40

250 mM Imidazol

50 mM Tris/HCI; pH 8,0
500 mM NacCl
I1mMDTT

0,2% (v/v) NP-40

50% (v/v) Glycerin




3 Ergebnisse

Die Grundlagen dieser Arbeit bilden die Dissertationen von Till Scheuermann und Grit
Lodderstedt, die im Rahmen ihrer Promotion die N-terminale Region (Aminosauren 1-125)
von PABPNL1 hinsichtlich der Fibrillenbildung untersucht hatten. Zusammenfassend wurde
eine Beteiligung der Oligoalaninsequenz an der Fibrillenbildung der N-terminalen Region
festgestellt: Nur in Anwesenheit des Alaninsegmentes lagerte sich das Iésliche Protein zu
fibrillaren Aggregaten um [134,135]. Die vorliegende Arbeit greift die urspringliche
Zielstellung wieder auf, namlich die Untersuchung des Einflusses der Alaninsequenz auf die
Fibrillenbildung des Gesamtlangen-Proteins. Im  Mittelpunkt stand dabei die
Charakterisierung der Fibrillenbildung bzw. der konformationellen Umlagerung des Proteins.
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Kapitel I:
Untersuchungen zur Fibrillenbildung von
Gesamtlangen-PABPN1 und PABPN1-

Deletionsvarianten

3.1 Analyse von Gesamtlangen-PABPN1

3.1.1 Rekombinante Genexpression und Proteinreinigung

Alle Varianten des Gesamtlangen-PABPN1 wurden im fed-batch-Verfahren rekombinant
hergestellt (siehe 2.2.2.2). Aus 81| Kulturmedium wurden durchschnittich 700 g
Zellfeuchtmasse erhalten. Die Reinigung der Proteinvarianten erfolgte wie unter 2.2.4.2
beschrieben. Die Elutionsprofile der drei Chromatographieschritte und ein SDS-PA-Gel der
gereinigten Proteinvarianten sind in Abbildung 9 dargestellt. Abweichend von BIENROTH et al.
[97] wurde bei der Blauen Sepharose-Chromatographie mit 1 M L-Arginin eluiert. Eine hohe
Absorption von 1400 AU bei 280 nm gab Hinweis auf zahlreiche Kontaminationen mit
Fremdproteinen (Abbildung 9A). Im Verlauf der weiteren Reinigungsschritte wurden sowohl
Fremdprotein-, als auch DNA-Kontaminationen entfernt. Das Chromatogramm der
Kationenaustausch-Chromatographie zeigte einen symmetrischen Peak bei einer
Leitfahigkeit von 50 mS/cm, entsprechend einer KCI Konzentration von 440 mM. Der
symmetrische Peak deutete auf eine einzige Proteinspezies hin. Das leichte Peak-tailing war
dabei auf eine zu dicht gepackte Saulenmatrix zurtickzufiihren, wie durch einen Aceton-
Testlauf bestatigt werden konnte. Die Analyse der Proteinfraktionen durch SDS-PAGE ist in
Abbildung 9D dargestellt. Aus dem mit Coomassie gefarbten SDS-PA-Gel wurde fir die drei
PABPN1-Varianten eine Reinheit von 98% n&herungsweise bestimmt. Aus
vorangegangenen Studien war bereits bekannt, dass Gesamtlangen-PABPN1 ein
ungewohnliches Laufverhalten in der SDS-PAGE zeigt und bei einer apparenten
Molekularmasse von ca. 50 kDa detektiert werden kann [99,136]. Durchschnittlich konnten
60—70 mg Protein aus 30 g Zellfeuchtmasse isoliert werden.

Die gereinigten Proteinvarianten wurden zudem mittels Gelfiltration auf héhermolekulare

PABPN1-Spezies untersucht. Ein Aliquot gereinigtes Protein wurde dafir auf eine Superdex
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S200-Saule (GE Healthcare) aufgetragen und analysiert. PABPN1 eluierte bei einem
Volumen von 14 ml in einem symmetrischen Peak (Vergleich mit Abbildung 18). Die
Berechnung des STOkEs-Radius (Rs) ergab einen Rg von 35,6 A. In der Literatur wird fir
monomeres PABPN1 ein Rg von 37,6 A angegeben. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass das gereinigte Protein als Monomer vorlag [99].
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Abbildung 9. Elutionsprofile der verschiedenen Chromatographieschritte zur Reinigung von PABPNL1.
Gezeigt sind die Absorption bei 280 nm (schwarze Linie) und die Leitféahigkeit (gepunktete Linie) der
eluierenden Losung. (A) Affinitdts-Chromatographie (Blaue Sepharose); (B) Anionenaustausch-
Chromatographie (HighQ); (C) Kationenaustausch-Chromatographie (Source 15S). (D) SDS-PA-Gel
der gereinigten Protein Varianten. ProteingroRenstandard (M).
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3.1.2 Charakterisierung der l6slichen Proteine

3.1.2.1 Massenspektrometrie

Nach der Reinigung wurden die Proteine mittels RP-HPLC entsalzt (siehe 2.2.3.15) und
konnten so massenspektrometrisch analysiert werden (siehe 3.1.2.1). Die PABPN1-
Varianten eluierten nach einer Retentionszeit von 59 min in einem symmetrischen Peak. Die
Ergebnisse der Massenspektrometrie verifizierten die verschiedenen PABPN1-Konstrukte

(Daten nicht gezeigt).
3.1.2.2 Biophysikalische Charakterisierung

PABPN1 zeichnet sich durch eine hohe Aggregationsneigung in vitro aus, die auf
Interaktionen zwischen dem sauren N-terminalen Bereich und dem basischen C-terminalen
Bereich des Proteins zurlickzufiihren sein kdnnte (pl der N-terminalen Reste 1-114: 4,0; pl
der C-terminalen Reste 257-306: 11,8). Till Scheuermann fand in seiner Dissertation
Bedingungen, unter denen PABPNL1 in einem Konzentrationsbereich l6slich ist, der fir
Untersuchungen zur Fibrillenbildung hinreichend war [134]. Der verwendete Puffer
beinhaltete 1,5M KCI, das elektrostatische Wechselwirkungen zwischen N- und
C-terminalem Bereich des Proteins reduzieren sollte. Zusatzlich ermdglichte die Zugabe von
10% (v/v) Glycerin l6sliches Protein im Konzentrationsbereich von 60 uM zu analysieren.
Die biophysikalische Charakterisierung erfolgte dementsprechend in einem Puffer folgender
Zusammensetzung: 50 mM Tris/HCI, pH 7,9, 1,5 M KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% (v/v)

Glycerin, nachfolgend als PF-Puffer bezeichnet.

CD-Spektroskopie

Zunachst erfolgte eine Charakterisierung des Faltungszustandes der |6slichen Proteine in
PF-Puffer. Dabei fanden unterschiedliche biophysikalische Methoden Anwendung. Der
Sekundarstrukturgehalt der Varianten wurde anhand des Circulardichroismus im Fern-UV-
Bereich bestimmt (siehe 2.2.3.7). Die CD-Spektren der Proteine in PF-Puffer unterschieden
sich dabei deutlich von den Spektren der Varianten in denaturierendem Puffer. Ein
absolutes Minimum bei 206 nm und ein lokales Minimum bei 220 nm sowie eine maximale
Amplitude bei < 200 nm deuteten auf einen dominierenden a-helikalen Strukturanteil in den
PABPN1-Varianten hin (Abbildung 10A). In Anwesenheit von 6 M GdmCl zeigten sich
dagegen Amplituden, die charakteristisch fur ein Spektrum eines unstrukturierten Proteins

sind. Innerhalb der Varianten konnte kein Unterschied zwischen den CD-Spektren
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festgestellt werden. Ein globaler Einfluss der Oligoalaninsequenz auf den
Gesamtstrukturanteil von PABPN1 wurde damit ausgeschlossen. Die Ergebnisse erganzten
und bestétigten vorangegangene strukturelle Untersuchungen des Proteins [134,137].
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Abbildung 10. CD-Spektren der Gesamtlangen-PABPN1-Varianten im (A) Fern-UV- und (B) Nah-UV-
Bereich. Die CD-Spektren der gefalteten Proteine wurden in PF-Puffer (schwarze Linien), die der
entfalteten Proteine in denaturierendem Puffer (grine Linien) aufgenommen. WT-PABPN1
(durchgezogene Linie), AAla-PABPN1 (gepunktete Linie), (+7)Ala-PABPNL1 (gestrichelte Linie). Die
Messungen erfolgten bei 20 °C in PF-Puffer; denaturierender Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M
GdmcCl.

Weitere Aussagen Uber den Faltungszustand lassen sich anhand der aromatischen
Aminosauren treffen. Hierfir wurde im Absorptionsbereich der aromatischen Aminoséauren
der Circulardichroismus bestimmt (Abbildung 10B). Die Nah-UV-CD-Spektren zeigen den
charakteristischen Fingerabdruck eines Proteins. Der Verlauf ist nur schwer vorhersagbar
und erlaubt nur bedingt Aussagen Uber den Faltungszustand eines Proteins. Eine breite
Amplitude im Wellenldngenbereich 265-285nm beschrieb die Tertiarkontakte der
aromatischen Aminosauren innerhalb des Proteins. Da sich 18 der 19 aromatischen
Aminosauren in der Sequenz der letzten 130 Aminosaurereste von PABPN1 befinden,
konnte lediglich die Aussage getroffen werden, dass in diesem Bereich Tertidrkontakte
vorhanden waren. Zudem war bereits bekannt, dass die isolierte N-terminale Region von
PABPNL1 nativ ungefaltet vorliegt, hier also keine Terti&rkontakte vorhanden sind [110]. Fur
die drei PABPN1-Varianten waren keine grof3en Unterschiede in den Nah-UV-CD-Spektren

festzustellen.
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Intrinsische Fluoreszenz aromatischer Aminosduren

Um weitere Informationen tber den Faltungszustand der Proteine in PF-Puffer zu erhalten,
wurden Fluoreszenzspektren aufgenommen (siehe 2.2.3.8). Die Spektren erlauben
Aussagen Uber die chemische Umgebung und somit die Exposition der aromatischen
Aminosauren. Die Fluoreszenzspektren in PF-Puffer unterschieden sich dabei deutlich von
den in denaturierendem Puffer aufgenommenen Spektren, eine Beobachtung, die ebenfalls
auf einen gefalteten Zustand der Proteine in PF-Puffer hindeutete.

In Abbildung 11A sind die Fluoreszenzspektren unter Verwendung einer Anregungs-
wellenléange von 280 nm dargestellt. Durch Entfaltung des Proteins verschob sich dabei das
Fluoreszenzmaximum bathochrom um 10 nm. Die Fluoreszenzspektren der entfalteten
Proteine zeigten ein Intensitatsmaximum bei 358 nm, die der gefalteten ein Maximum bei
348 nm. Die Verlagerung des Fluoreszenzmaximums zu gréReren Wellenlange ist mit einer
zunehmend polaren Umgebung der Chromophore zu erklaren. Zudem war eine ausgepragte
Schulter der Proteine im denaturierten Zustand unterhalb von 320 nm zu beobachten. Die
Schulter spiegelte das Maximum des Fluoreszenzspektrums der Tyrosinreste wider. In den
meisten Proteinen wird das Emissionsspektrum der Tyrosinreste von dem der
Tryptophanreste Uberlagert, da Tryptophan einen weitaus gréReren molaren Extinktions-
koeffizienten aufweist (€,50(Tyr) = 1280 (M-cm)™;  €560(Trp) = 5690 (M-cm)™) [128]. Da
PABPN1 zehn Tyrosinreste und einen Tryptophanrest besitzt, konnten die Maxima der
Fluoreszenzspektren getrennt voneinander detektiert werden. Im gefalteten Zustand von
PABPN1 war die Schulter unterhalb von 320 nm kaum noch zu beobachten. Der
Sachverhalt kénnte mit einer Energiekopplung zwischen den Tyrosinresten und dem
Tryptophanrest zu erklaren sein. Es liegt demnach nahe, dass sich im gefalteten Zustand
die Tyrosine in Nachbarschaft zu dem Tryptophanrest anordnen und so einen hydrophoben
cluster bilden. Somit ware ein Energietransfer von den Tyrosinen auf den Tryptophanrest
mdglich und wirde die Intensitatsabnahme bei 320 nm im gefalteten Zustand erklaren. Im
entfalteten Zustand fand eine Entkopplung statt, das heif3t, der Energietransfer zwischen
den Tyrosinen und dem Tryptophanrest ist nun weitaus geringer und es bildet sich ein
lokales Maximum bei 308 nm aus, welches die Tyrosinfluoreszenz reprasentiert.

Bei Anregung der Probe mit Licht einer Wellenlange von 295 nm wird Uberwiegend der
Tryptophanrest (Trp302) angeregt. In PF-Puffer resultierte die Anregung in einem
Emissionsmaximum von 352 nm, welches in denaturierendem Puffer zu 359 nm verschoben
wurde. Die bathochrome Verschiebung um 7 nm im denaturierten Zustand ist auf eine
starkere Losungsmittelexposition des Tryptophanrestes zurlickzufihren und deutet somit auf

ein gefaltetes Protein in PF-Puffer hin.
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Abbildung 11. Intrinsische Fluoreszenz der PABPN1-Varianten nach Anregung mit Licht einer
Wellenldnge von (A) 280 nm und (B) 295 nm. Spektren gemessen in PF-Puffer (schwarz) und
denaturierendem Puffer (griin) von WT-PABPN1 (durchgezogene Linie), AAla-PABPN1 (gepunktete
Linie) und (+7)Ala-PABPN1 (gestrichelte Linie). Die Messung der Spektren erfolgte bei 20 °C in
PF-Puffer; denaturierender Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmCI.

3.1.2.3 Untersuchung der RNA-Bindungsaffinitat

PABPNL1 interagiert mit der Polyadenylatsequenz von messenger RNA. Eine hochaffine
Interaktion im unteren nanomolaren Bereich ist hierbei nur dann gegeben, wenn sowohl die
RNA-Erkennungsdoméane (RNA recognition motif, RRM) als auch die daran C-terminal
angrenzenden 30 Aminosauren den richtigen Faltungszustand besitzen [107]. Mithilfe eines
Oligoadenylat-Bindungsassays konnte der Faltungszustand dieser an der RNA-Bindung
beteiligten Regionen untersucht werden. Die Bindungsstudien wurden in Form eines
Nitrozellulosefilter-Bindungsassays unter Verwendung von 5‘“markierter Oligo-(A)-RNA
(Oligoadenylat bestehend aus 14 Nukleotiden) durchgefiihrt (siehe 2.2.3.5).

Das Titrationsexperiment in Abbildung 12 zeigt eine Sattigungskurve, die anschlieRend
durch eine doppelt reziproke Auftragung nach LINEWEAVER-BURK ausgewertet wurde
[99,138]. Die berechneten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten (Kp) sind in Tabelle 24
aufgefuhrt. Fir alle drei PABPN1-Varianten konnten Kp-Werte von ca. 3-6 nM erhalten

werden, die sehr gut mit den in der Literatur beschriebenen Kp-Werten von 2-8 nM
Ubereinstimmten [99,107].
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Abbildung 12. Filterbindungsassay. WT-PABPN1 (e, durchgezogene Linie), AAla-PABPN1
(o, gepunktete Linie) und (+7)Ala-PABPNL1 (e, gestrichelte Linie) (A) Direkte Auftragung der Daten
des Titrationsexperimentes. (B) Doppelt-reziproke Auftragung nach LINEWEAVER-BURK zur Ermittlung
der Dissoziationsgleichgewichtskonstante (Kp). Als Oligo-(A)-RNA wurde eine RNA bestehend aus 14
Adenylat-Nukleotiden verwendet.

Tabelle 24: Dissoziationskonstanten (Kp) der PABPN1-Varianten bei Bindung von RNA bestehend
aus 14 Adenylat-Nukleotiden (A14-RNA). Die Kp-Werte wurden aus der linearen Regression der
doppelt-reziproken Auftragung nach LINEWEAVER-BURK berechnet. Das Bestimmtheitsmal (R2)
beschreibt die Varianz der Regression.

Protein Kp fur A14-RNA R2
WT-PABPN1 5,5nM 0,995
AAla-PABPN1 3,1 nM 0,989

(+7)Ala-PABPN1 5,5nM 0,962

3.1.3 Charakterisierung des fibrillaren Zustandes

3.1.3.1 Fibrillenbildung in Abwesenheit von Seeds

Die Analyse der Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 erfolgte durch den
Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T (ThT) (siehe 2.2.3.11). Der ThT-Bindungsassay stellt eine
Standardmethode zur Detektion amyloider Fibrillen dar [139]. Die Wechselwirkung von ThT
mit amyloiden  Strukturen resultiert in  einer erhdhten Lichtemission des
Fluoreszenzfarbstoffes nach Anregung mit Licht einer Wellenlange von 450 nm. Ein
Maximum des Fluoreszenzspektrums in Anwesenheit von Fibrillen ist bei ca. 482 nm zu
beobachten (Abbildung 13). Deshalb wurde die Fluoreszenzintensitat bei dieser Wellenlange

zur Analyse der Kinetik der Fibrillenbildung herangezogen.
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Abbildung 13. Anderung des Thioflavin T-Fluoreszenzspektrums bei Wechselwirkung mit amyloiden
Strukturen. Abgebildet ist das ThT-Fluoreszenzspektrum ohne Protein (gepunktete Linie), in
Anwesenheit von monomerem (+7)Ala-PABPN1 (gestrichelte Linie) und von fibrillarem
(+7)Ala-PABPN1 nach 20 d Inkubation. Die Spektren wurden bei 20 °C mit 50 pM ThT und 2 pM
Protein in PF-Puffer aufgenommen.

Die Fibrillenbildung der Gesamtlangen-Varianten erfolgte in PF-Puffer bei einer
Proteinkonzentration von 60 uM und 20 °C. Die aufgezeichneten Kinetiken sind in Abbildung
14 dargestellt und zeigten einen hyperbolen Verlauf. Einer exponentiellen Zunahme der
Fluoreszenzintensitat folgte ein Plateau ab ca. 15 Tagen. Eine Inkubation Uber diesen
Zeitraum hinaus fiihrte zu keiner weiteren Anderung der ThT-Fluoreszenzintensitat.
Unabhangig von der Oligoalaninsequenz wurde fur alle drei PABPN1-Varianten die gleiche
Kinetik aufgenommen. Die Variante ohne N-terminale Alaninsequenz (AAla-PABPN1) zeigte
die gleiche Kinetik wie WT-PABPN1 und die expandierte Variante (+7)Ala-PABPNL1. Ein
Einfluss der Oligo-alaninsequenz auf die Fibrillierungskinetik konnte damit unter den
gesetzten Bedingungen (Puffer, Temperatur, Proteinkonzentration) ausgeschlossen werden.
Um die Bildung von fibrillarem Protein zu bestatigen, wurden elektronenmikroskopische
Aufnahmen der Fibrillierungsansatze angefertigt (Abbildung 15). Fur alle drei PABPN1-
Varianten konnten fibrillare, unverzweigte Strukturen beobachtet werden. Die
unterschiedliche Kontrastierung der Proben in Abbildung 15 kann dabei auf die
unterschiedlich starke Anlagerung von Uranylacetat an das absorbierte Protein

zurlickgefihrt werden.
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Abbildung 14. Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1. WT-PABPN1 (e), AAla-PABPN1 (o) und
(+7)Ala-PABPNL1 (e). Die Fibrillenbildung erfolgte bei 20 °C und einer Proteinkonzentration von 60 pM
in PF-Puffer (Tabelle 18). In dem Graphen ist die Anderung der ThT-Fluoreszenzintensitét bei 482 nm
gegen die Inkubationszeit des Fibrillierungsansatzes aufgetragen.

Abbildung 15. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von fibrillarem Gesamtlangen-PABPN1 nach
einer Inkubationszeit von 21 d bei 20 °C. WT-PABPN1 (links), AAla-PABPN1 (mittig), (+7)Ala-
PABPNL1 (rechts).

3.1.3.2 Fibrillenbildung in Anwesenheit von Seeds

In den meisten Fallen kann die Bildung von amyloiden Fibrillen durch die Zugabe von seeds
(Fibrillenbruchstiicke) beschleunigt werden [23,24]. Um den Einfluss von seeds auf das
Fibrillierungsverhalten von Gesamtlangen-PABPN1 zu untersuchen, wurden unter-
schiedliche Mengen an seeds zu dem monomeren Protein gegeben und erneut die Kinetik
der Fibrillenbildung untersucht. Die seeds stammten dabei von Fibrillen der N-terminalen
Region (Aminosauren 1-125) von PABPNL1 [133].

Die Kinetiken in Abbildung 16 (A—C) lieRen keinen Einfluss der heterologen seeds auf die
Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 erkennen. Die initialen Anstiege der Kinetiken
waren nahezu gleich. Ein Plateau bildete sich ebenso bei allen Proben ab ca. 15 Tagen aus.
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Die leicht erh6hte ThT-Fluoreszenzintensitat bei seed-Zugabe wurde vermutlich durch die

seeds selbst verursacht, da diese ja stark verkiirzte fibrillare Strukturen darstellen.

Mittels Elektronenmikroskopie wurden die Proben auf Anwesenheit von Fibrillen untersucht.

In Abbildung 17 sind Aufnahmen von fibrillarem Protein gezeigt, welches sich in

Anwesenheit von 10% (w/w) seeds gebildet hatte. Beim Vergleich der Morphologie von

Fibrillen, die in An- oder Abwesenheit von seeds gebildet wurden, konnten nur geringfligige

Unterschiede festgestellt werden (Vergleich mit Abbildung 15): Unter beiden Bedingungen

bildeten sich lange, unverzweigte fibrillare Strukturen aus, die sich in Anwesenheit von

seeds scheinbar zu kompakteren Strukturen zusammenlagerten.
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Abbildung 16. Einfluss von seeds auf die
Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1.
(A) WT-PABPN1; (B) AAla-PABPN1; (C)
(+7)Ala-PABPN1; in Anwesenheit von N-
(+7)Ala-seeds [133]. Seed-Konzentrationen
(w/w): ohne seeds (®); 1% (e); 10% (e). Die
Fibrillenbildung erfolgte bei 20 °C und einer
Proteinkonzentration von 60 uM in PF-Puffer.



Abbildung 17. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von fibrillarem PABPN1 in Anwesenheit von
10% (w/w) seeds. WT-PABPN1 (links); AAla-PABPN1 (mittig), (+7)Ala-PABPN1 (rechts). Die seeds
stammten von Fibrillen der expandierten N-terminalen Region von PABPN1 (N-(+7)Ala). Aufnahmen
nach Inkubation fur 10 d bei 20 °C.

3.1.3.3 Untersuchung friher Phasen der Fibrillenbildung

Im Allgemeinen wird angenommen, dass die Entstehung von fibrillaren Strukturen tber
I6sliche oligomere Vorstufen verlauft [142—-144]. Um die Fibrillenbildung von Gesamtlangen-
PABPN1 hinsichtlich der Entstehung solcher Oligomere zu untersuchen, wurden die
Fibrillierungsanséatze mittels GrdRenausschluss-Chromatographie (SEC) untersucht. Ein
Aliguot von 100 pul wurde nach unterschiedlichen Inkubationszeiten auf eine
~SEC-Saule* (Superdex S200, GE Healthcare) aufgetragen und auf die Anwesenheit von
Oligomeren analysiert (siehe 2.2.3.16). Die Normierung der Chromatogramme auf den
internen L-Tryptophanstandard erlaubte eine Quantifizierung der Gelfiltrationslaufe
(Abbildung 18).

Nach 15 min (Zeit von Probenentnahme bis zur Injektion auf die Saule) war ein prominenter
Peak bei einem Elutionsvolumen von ca. 14 ml zu beobachten. Die Analyse durch SDS-
PAGE bestétigte, dass die Absorption durch PABPN1 hervorgerufen wurde (nicht gezeigt).
Ab einer Inkubationszeit von 12 h war deutlich ein weiteres Maximum der UV-Absorption
(280 nm) bei einem Retentionsvolumen von ca. 8,5 ml zu beobachten, das zeitabhangig
zunahm. Hierbei handelte es sich um hohermolekulare PABPN1-Spezies. Mit der
Entstehung dieser oligomeren Spezies korrelierte eine sinkende Absorption bei einem
Elutionsvolumen von 14 ml. Da das Retentionsvolumen im Ausschlussvolumen (Vo = 8,6 ml)
der Saule lag, konnte keine nahere Aussage Uber das Molekulargewicht der oligomeren
Spezies getroffen werden. Es kann lediglich gesagt werden, dass die molekulare Masse
> 600 kDa war. Fur alle drei PABPN1-Varianten wurde das gleiche Laufverhalten und eine

ahnliche Flachenzunahme der UV-Absorption bei 8,5 ml (oligomere Spezies) uber die Zeit
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beobachtet (Abbildung 18D). Ein Einfluss der Oligoalaninsequenz auf die Entstehung von

PABPN1-Oligomeren konnte somit ausgeschlossen werden. Die Absorption bei 25 ml

entsprach oxidiertem Dithiothreitol (DTT), das in den Fibrillierungsansatzen akkumulierte.

Das Signal bei einem Retentionsvolumen von 27 ml entsprach dem L-Tryptophanstandard.
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Abbildung 18. Zeitabhangige GroRenausschluss-Chromatographie der Fibrillierungsansatze. WT-
PABPN1 (A), AAla-PABPN1 (B) und (+7)Ala-PABPNL1 (C). Die Inkubation erfolgte in PF-Puffer und
bei 20 °C. Nach 15 min (schwarz), 12 h (blau), 24 h (griin) und 48 h (rot) wurde ein Aliquot der
Fibrillierungsansatze mit einer Superdex S200-Saule analysiert. Lésliches (monomeres) PABPN1
(PABPN1), oligomeres PABPN1 (Oligo), oxidiertes DTT (DTT), L-Tryptophanstandard (Trp). Die
Chromatogramme wurden auf die Absorption des internen Standards normiert. (D) Zeitabhéngige
Zunahme der Peakflachen der Oligomere.

Um zu Uberprifen, ob die zunehmende Absorptionsintensitat bei 8,6 ml mit der Entstehung

von Fibrillen korrelierte, wurde parallel ein Aliquot der Proteinldsung auf die Bindung von

Thioflavin T untersucht (nicht gezeigt). Ein Intensitdtsanstieg der ThT-Fluoreszenz bei

482 nm bestatigte dabei die Bildung von Fibrillen.
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Abbildung 19. Analyse friiher Phasen der Fibrillenbildung von WT-PABPN1 mittels Elektronen-
mikroskopie. Gezeigt sind Aufnahmen nach 15 min (A), 12 h (B), 24 h (C) und 48 h (D) im Vergleich
mit Abbildung 18.

Zudem wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt, um die Proben auf die
Anwesenheit ,friher” Oligomere zu untersuchen (Abbildung 19). Nach 15-minutiger Inkubation
konnten, mit Ausnahme kleiner langgestreckter Gebilde, kaum Strukturen im Elektronen-
mikroskop detektiert werden (Abbildung 19A). Ob es sich dabei wirklich um PABPN1-
Oligomere handelte, konnte nicht geklart werden. Nach 12 h wurden erste Fibrillen beobachtet
(Abbildung 19B). Die Lange der Fibrillen deutete dabei auf eine frihe Spezies hin, da die
Strukturen weitaus kurzer und weniger einheitlich waren als es fur Fibrillen im Plateau der
Kinetik beobachtet werden konnte (Vergleich mit Abbildung 15). Nach 24 und 48 h konnten
zahlreiche Strukturen detektiert werden, die zwar noch relativ kurz waren, jedoch schon eine
fibrillare Morphologie zeigten. Zudem wurden viele Bereiche gefunden, die auf eine
Zusammenlagerung von weniger strukturierten Aggregaten zu Fibrillen hindeuteten
(Abbildung 19D, Pfeile). Generell entstand der Eindruck, dass sich viele unterschiedliche
.Fibrillenarten” in den Praparationen befanden und konnte somit auf zahlreiche Umlagerungs-

und Zusammenlagerungsprozesse wahrend der Fibrillenbildung hindeuten.
62



3.1.3.4 Strukturelle Charakterisierung der Fibrillen durch Infrarotspektroskopie und

Circulardichroismus-Messungen

Circulardichroismus- (CD-) Spektroskopie

Nachdem eine Umlagerung von monomerem Protein zu Fibrillen anhand Thioflavin T-
Bindung und Elektronenmikroskopie festgestellt werden konnte, wurde im nachsten Schritt
die Konformationsanderung spektroskopisch untersucht. Zunachst wurden Fern-UV-CD-
Spektren der fibrillaren Proteine aufgenommen, um eine eventuelle Anderung des
Sekundarstrukturgehaltes zu bestimmen. Hierfir wurde ein Aliquot aus dem
Fibrillierungsansatz entnommen und mittels CD-Spektroskopie untersucht.

Bereits nach funf Tagen Inkubationszeit zeigte sich eine deutliche Amplitudenabnahme des
CD-Signals im Bereich 200—230 nm. Aus den Differenzspektren der monomeren und der
fibrillaren Proteine konnte der grofdte Unterschied bei einer Wellenlange von 205 nm
festgestellt werden.

Minima bei ca. 222 und 209 nm, sowie ein Maximum bei 192 nm sind fiir einen hohen Anteil
a-helikaler Strukturen im Protein typisch. Eine Abnahme der Amplituden im Bereich
unterhalb von 230 nm, verglichen mit dem Spektrum der monomeren Proteine, konnte auf
einen verminderten a-helikalen Strukturanteil im fibrillaren Protein hindeuten. In amyloiden
Fibrillen wird allgemein eine dominierende B-Faltblattstruktur angenommen [139]. In diesem
Fall miusste eine Amplitudenzunahme bei ca. 218 nm und bei 196 nm zu beobachten sein.
Eine derartige Anderung der CD-Spektren konnte jedoch nicht beobachtet werden
(Abbildung 20).

An dieser Stelle sollte berlcksichtigt werden, dass eine optische Methode wie die
CD-Spektroskopie nur bedingt geeignet ist, um Proteinaggregate (Fibrillen) zu untersuchen.
Es ware auch moglich, dass die verminderte Amplitude in den CD-Spektren der fibrillaren
Proteine auf zunehmende Lichtstreueffekte zurickzufihren ist. Zur n&heren
Charakterisierung der fibrillaren Strukturen wurden die Fibrillen mittels Infrarotspektroskopie

analysiert.
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Attenuated total reflectance fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR)

ATR, Ubersetzt abgeschwéchte Totalreflexion, ist eine Methode der Infrarotspektroskopie,
um lichtundurchléssige Proben wie beispielsweise Proteinaggregate (Fibrillen) zu
untersuchen. Die Analyse findet an der Probenoberflache statt. Dabei wird die Intensitat des
reflektierten Lichtes gemessen, welche Ruckschlisse auf die absorbierende Probe
ermdglicht.

Fibrillares Protein wurde durch Ultrazentrifugation vom l6slichen Protein isoliert.
AnschlieBend wurden die Fibrillen in PF-Puffer resuspendiert und an einem ATR-FTIR-
Spektrometer analysiert (siehe 2.2.3.9). Monomeres Protein wurde nach Dialyse gegen

PF-Puffer ultrazentrifugiert und das losliche Protein untersucht.
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Abbildung 21. Analyse der konformationellen Umlagerung von léslichem zu fibrillarem Protein durch
FTIR. (A) FTIR-Absorptionsspektren der Idslichen (schwarz) und der fibrillaren Proteine (rot) von WT-
(durchgezogen), AAla- (gepunktet) und (+7)Ala-PABPN1 (gestrichelt). (B) Zweite Ableitung der
Absorptionsspektren der Amid I-Bande von WT-PABPN1 (B), AAla- (C) und (+7)Ala-PABPNL1 (D). Die
Messungen erfolgten bei 20 °C in PF-Puffer. Die dominierende Absorption der l8slichen Proteine ist
mit * gekennzeichnet.

In Abbildung 21 sind die Amid I- und Amid lI-Bande der FTIR-Absorptionsspektren von
fibrilarem PABPN1 abgebildet. 1690-1600 cm™
(Amid I-Bande) wird die Absorption Uberwiegend durch C=0O-Valenzschwingungen der

|6slichem und Im Bereich von
Saureamidbindungen hervorgerufen. Dies erlaubt eine Analyse des Proteinriickgrades.
Somit konnten Informationen Uber Sekundarstrukturanteile im Protein erhalten werden.

Die Spektren der l6slichen Proteine unterschieden sich kaum voneinander, hindeutend auf
einen sehr ahnlichen Faltungszustand. Um kleinere Schultern in den Spektren sichtbar zu
machen, wurde die zweite Ableitung der FTIR-Spektren berechnet. Aus den erhaltenen
Spektren wurde die Wellenzahl der maximalen Absorption (vmax) der Proteine bestimmt. Fur
die Iéslichen Proteine konnte vy, bei 1653 cm™ (*) ermittelt werden. Absorption in diesem
Wellenzahlenbereich (1650-1658 cm™) deutete auf einen uUberwiegenden a-helikalen
Sekundarstrukturanteil im Protein hin [145]. Die FTIR-Absorptionsspektren der Fibrillen
waren dagegen zu kleineren Wellenzahlen verschoben. Hohe Absorptionswerte im Bereich

von 1640-1620 cm™ deuteten auf einen dominierenden B-Faltblatt-Strukturanteil hin.
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3.1.3.5 Sensitivitat der Fibrillen gegentiber Solubilisierung mit Guanidiniumchlorid

Eine Eigenschaft von amyloiden Fibrillen ist, im Vergleich zum I6slichen Protein, eine
erhdhte Resistenz gegeniber chemischen oder physikalischen Einflissen [146-149]. So
konnte beispielsweise fur Fibrilen der N-terminalen Region von PABPN1 eine
auBBergewdhnlich hohe Resistenz gegentber Denaturierungsmitteln, wie Guanidiniumchlorid
und -thiocyanat festgestellt werden [133]. Um die Sensitivitat von fibrillarem Gesamtlangen-
PABPN1 zu untersuchen, wurde die Disassemblierung der Fibrillen in Anwesenheit von
Guanidiniumchlorid (GdmCI) analysiert (siehe 2.2.3.12). Fibrillen des Gesamtlangen-
Proteins konnten durch Inkubation mit 6 M GdmCI vollstandig aufgelést werden. Eine
detaillierte Analyse ist in Abbildung 22 dargestellt. Hierfir wurde fibrillares Protein mit
steigender Konzentration an GdmCl versetzt. Nach einstindiger Inkubation wurde
unlésliches von ldslichem, also nicht fibrilliertem Protein durch Ultrazentrifugation getrennt.
AnschlieBend konnte die Proteinmenge im Uberstand und, nach vollstandiger Entfaltung mit
6 M GdmClI, die Proteinmenge in der unléslichen Fraktion bestimmt werden.

Bis zu einer Konzentration von 1 M GdmCI wurde kein Protein in der I6slichen Fraktion
festgestellt. Der gesamte Proteinanteil befand sich in der unlgslichen (fibrillaren) Fraktion.
Mit steigender GdmCI-Konzentration konnte ein zunehmender Proteinanteil im Uberstand
detektiert werden, wogegen der Anteil des fibrillaren Proteins abnahm. Eine einstiindige
Inkubation der Fibrillen mit 3 M GdmCI resultierte in einer nahezu vollstdndigen
Solubilisierung der Fibrillen. Die GdmCI-Konzentration, bei der die Halfte der Fibrillen

aufgeltst wurde, konnte bei ca. 2 M festgestellt werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Solubilisierung von fibrillarem Gesamtlangen-PABPN1. WT-PABPN1 (e), AAla- (o) und
(+7)Ala-PABPN1 (e). Gezeigt ist die relative Proteinmenge der unldslichen (fibrillaren) Proteinfraktion
nach einstundiger Inkubation mit Guanidiniumchlorid unterschiedlicher Konzentrationen.
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Parallel wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der unldslichen Fraktionen
angefertigt, um den Verlauf der Solubilisierung auf mikroskopischer Ebene sichtbar zu
machen (Abbildung 23). Nach Inkubation mit 0,5 M GdmCI waren noch Kklar definierte
fibrillare Strukturen sichtbar. Die starke Zusammenlagerung der Fibrillen kdnnte aus der
Sedimentation der unléslichen Fraktion (durch Ultrazentrifugation) resultieren. Bereits leicht
aufgeldste Strukturen waren nach Inkubation mit 1 M GdmCI und stark aufgeldste, nur noch

sehr schwach strukturierte Gebilde nach Inkubation mit 1,25 M GdmCI sichtbar.

Abbildung 23. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der unldslichen Fraktionen von WT-PABPN1
nach Solubilisierung mit Guanidiniumchlorid: 0,5 M GdmCI (links), 1 M GdmCI (mittig), 1,25 M GdmCl
(rechts).
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3.1.3.6 Analyse des fibrillaren Proteins hinsichtlich der RNA-Bindungsaffinitat

An der hochaffinen Bindung von RNA durch PABPN1 sind die RRM-Doméne (RNA
recognition motif) und die C-terminal folgenden 30 Aminosauren beteiligt [107]. Eine
veranderte Bindungsaffinitit zu Oligo-(A)-RNA sollte somit Rulckschlisse auf eine
konformationelle Umlagerung wéahrend der Fibrillenbildung in diesem Bereich ermoglichen.
Fur die RNA-Bindungsstudien wurde fibrillares Protein von ldslichem durch Ultra-
zentrifugation abgetrennt. Zunachst wurde untersucht, ob ein Gleichgewicht zwischen
[6slichem und fibrillarem Protein bestand, das zu einer Dissoziation der Fibrillen nach
Isolation fiihren konnte. Hierfir wurde die isolierte, fibrillare Fraktion 2 h in PF-Puffer
inkubiert und anschlieend erneut die unlésliche Fraktion durch Ultrazentrifugation isoliert
und der Proteinanteil bestimmt. Ann&hernd die gesamte Fibrilenmenge konnte nach
Inkubation wieder in der unléslichen Fraktion erhalten werden (Abbildung 24A). Die Fibrillen
dissoziierten demnach nicht tber den Zeitraum, der fur die RNA-Bindungsstudien notwendig
ist. Eine RNA-Bindung durch dissoziiertes, monomeres Protein kann damit ausgeschlossen
werden.

Um die exakte Proteinkonzentration fiir den Bindungsassay zu ermitteln, wurde ein Aliquot
der Fibrilen in 6 M GdmCI solubilisiert und die Proteinkonzentration bestimmt. Die
Bindungsaffinitat fir Oligo-(A)-RNA wurde anschlielend durch den Filterbindungsassay
untersucht (siehe 2.2.3.5).
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Abbildung 24. Filterbindungsassay der Fibrillen von Gesamtlangen-PABPN1. WT-PABPN1 (e,
schwarzer Balken), AAla- (o, weiler Balken) und (+7)Ala-PABPN1 (=, grauer Balken). (A) Analyse
der Bestandigkeit der Fibrillen. (B) RNA-Filterbindungsassay. Als Kontrolle wurde |6sliches WT-
PABPNL1 (m) analysiert.
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Aus dem Titrationsexperiment ging hervor, dass die fibrillaren PABPN1-Varianten
Oligo-(A)-RNA binden konnten (Abbildung 24B). Die Bestimmung der Kp-Werte resultierte
jedoch in Bindungskonstanten, die um eine Zehnerpotenz hoher lagen als die der I6slichen
Proteine. Die geringere Affinitat konnte auf eine Konformationsédnderung der RRM-Domaéne
oder der C-terminalen Region von PABPN1 hindeuten.

Ferner wurde die Spezifitat der RNA-Bindung getestet, um eine mogliche unspezifische
Assoziation der RNA mit positiv geladenen Bereichen auf der Proteinoberflache
auszuschlieBen. Hierfir wurde die Bindung der Oligoadenylat-RNA mit rRNA und tRNA
kompetiert. Die Bindungsspezifitdit der unl6slichen Proteine war mit ldslichem Protein

vergleichbar (siehe 5.2).

3.1.3.7 Limitierte Proteolyse zur Analyse der konformationellen Umlagerung

Um weitere Informationen zur konformationellen Umlagerung zu erhalten, wurden die
I6slichen und fibrillaren Proteine einer limitierten Proteolyse unterzogen (siehe 2.2.3.4).
Hierbei wurden zwei unterschiedliche Proteasen verwendet. Zum einen eine spezifische
Protease, Trypsin, die C-terminal nach den basischen Aminosauren L-Lysin und L-Arginin
spaltet und zum anderen Proteinase K, die substratunspezifisch ist. Die Proteasen wurden
im Unterschuss zu den PABPNL1-Varianten eingesetzt. Das Massenverhéaltnis zwischen
Protease zu Protein betrug bei Trypsin 1:600, bei Proteinase K 1:1000. Nach
unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die Hydrolyse abgestoppt und die Proben mithilfe
SDS-PAGE analysiert (Abbildung 25). Anhand der Proteolysemuster konnten Riickschliisse
auf die Substratzuganglichkeit und damit auf Konformationsunterschiede der PABPN1-
Varianten gezogen werden. Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, ergaben ldsliches und
fibrillares Protein unterschiedliche Proteolysemuster. Allgemein konnte festgestellt werden,
dass bei fibrillarem Protein hohermolekulare Hydrolyseprodukte entstanden als bei I6slichem
PABPNL1. Diese Aussage ist fir beide Proteasen und alle drei PABPN1-Varianten gultig.

Hydrolyse mit Trypsin

Bei der Hydrolyse des l6slichen Proteins mit Trypsin wurde ein rascher Abbau zu
niedermolekularen Proteinfragmenten beobachtet (Abbildung 25, linke Spalte). Dabei fiel auf,
dass proteolyseresistente Fragmente bei 18 und 14 kDa akkumulierten und nach
dreistiindiger Inkubation kaum noch hoéhermolekulare Fragmente zu beobachten waren
(Abbildung 25; linke Spalte, Spur 5). In vorangegangenen Untersuchungen der
Arbeitsgruppe konnte die 14 kDa-Bande der RRM-Domane von PABPN1, die 18 kDa-Bande

der RRM-Domane mit N-terminalem a-helikalen Segment zugeordnet werden [134].
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Unabhéangig von der Lange der N-terminalen Alaninsequenz zeigten die l6slichen PABPN1-
Varianten das gleiche Proteolysemuster. Die Alaninfusion hatte somit keinen Einfluss auf die
Substratzugénglichkeit von Trypsin.
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Abbildung 25. SDS-PA-Gele der limitierten Proteolyse von Gesamtlangen-PABPN1 mit Trypsin. Die
Ergebnisse der Hydrolyse der loslichen Proteine sind links, die der fibrillaren Proteine rechts
abgebildet. Die Proteolyse erfolgte im Massenverhéltnis 1:600 (Protease zu Protein) bei 20 °C in
PF-Puffer. Die Reaktionen wurden nach 10 min (1), 30 min (2), 1 h (3), 2 h (4) und 3 h (5) abgestoppt.
Als Kontrolle wurde ein Aliquot vor Zugabe der Protease (0) aufgetragen. Die durch
Massenspektrometrie analysierten Banden sind mit a-e gekennzeichnet (Vergleiche mit Abbildung 27).

Im Gegensatz dazu konnte bei der Hydrolyse der fibrillaren Proteine ein verandertes
Proteolysemuster festgestellt werden (Abbildung 25; rechte Spalte). Banden bei 14 und
18 kDa waren kaum erkennbar, wogegen hohermolekulare Banden bei ca. 25 und 30 kDa
vorhanden waren. Die Entstehung dieser Fragmente lasst den Schluss zu, dass
Aminosaurereste, die ein Substrat fur die Protease darstellten, in der fibrillaren Struktur in fur

Trypsin unzuganglichen, womdglich eng gepackten Bereichen lagen.
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Abbildung 26. SDS-PA-Gele der limitierten Proteolyse von Gesamtlangen-PABPN1 mit Proteinase K.
Die SDS-PA-Gele der Hydrolyse der monomeren Proteine sind links, die der fibrillaren Proteine rechts
dargestellt. Die Proteolyse erfolgte im Massenverhéltnis 1:1000 (Protease zu Protein) bei 20 °C in
PF-Puffer. Die Reaktionen wurden nach 10 min (1), 30 min (2), 1 h (3), 2 h (4) und 3 h (5) abgestoppt.
Als Referenz wurde ein Aliquot ohne Protease (0) aufgetragen.

Hydrolyse mit Proteinase K

Bei der Proteolyse mit der unspezifischen Protease, Proteinase K, zeigten die Ioslichen
Proteine ebenfalls vergleichbare Proteolysemuster: Bereits nach einer Inkubationszeit von
10 min konnte keine Proteinbande mehr bei 50 kDa (intaktes Protein) detektiert werden.
Nach zweistindiger Inkubation waren lediglich Proteinbanden < 14 kDa zu beobachten
(Abbildung 26; linke Spalte). Ein Einfluss der Oligoalaninsequenz auf eine veranderte
Zuganglichkeit der Protease konnte ausgeschlossen werden.

Bei fibrillarem Protein wurde dagegen erneut eine verdnderte Substratzuganglichkeit
festgestellt, die auf eine konformationelle Umlagerung zu einer kompakteren Struktur in der
Fibrille hindeutete (Abbildung 26; rechte Spalte). Sogar nach einstiindiger Inkubation mit

Proteinase K war noch eine schwache Bande bei 50 kDa erkennbar, die nicht-
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hydrolysiertem Protein entsprach. Wurden die Fibrillen 2 h mit der Protease inkubiert, konnte
eine proteolysebestédndige Bande bei 14 kDa beobachtet werden. Dieses Proteinfragment
wurde nach dreistindiger Inkubation nicht weiter abgebaut.

3.1.3.8 Identifizierung der Proteolysefragmente mittels Massenspektrometrie

Nachdem eine Umlagerung zu einer proteolysestabileren Konformation bestatigt werden
konnte, ergab sich die Fragestellung, welche Regionen im Protein entscheidend von der
Umlagerung beeinflusst bzw. an ihr beteiligt waren. Hierfir wurden die in Abbildung 25
gekennzeichneten Banden nach dreistiindiger Proteolyse von fibrillarem WT-PABPN1
analysiert (siehe 2.2.3.17). Sequenzen, die WT-PABPN1 zugeordnet werden konnten, sind
in Abbildung 27 dargestellt.

Zunachst war ein Abbau von fibrillarem WT-PABPN1 zu einer Bande von 40 kDa
festzustellen (Abbildung 25). Entsprechend identifizierte Peptide sind in Abbildung 27A
dargestellt. Eine Sequenzabdeckung konnte dabei nur fir den Bereich von Aminoséaure
146-306 erhalten werden. Fir die N-terminale Region und den Bereich von 178-145
wurden keine Fragmente gefunden. Im Verlauf der Hydrolyse konnte ein Abbau zu 30 kDa-
und 25 kDa-Fragmenten beobachtet werden. Fir diese Bereiche ermittelte Peptide sind in
den Sequenzen B und C dargestellt. Keine der Sequenzen konnte dem N-terminalen
Bereich von WT-PABPN1 zugeordnet werden, wogegen der C-terminale Bereich von
WT-PABPN1 nahezu vollstéandig identifiziert wurde (Abbildung 27C).

Die Analyse weiterer Proteinbanden deuteten auf einen Abbau der ersten ca. 100
Aminosauren hin, da fir diesen Bereich keine Peptide ermittelt werden konnten.
Bericksichtig werden sollte jedoch, dass nicht alle Peptidfragmente durch
Massenspektrometrie identifiziert werden kénnen, sofern sie nicht ionisieren. Im Verlauf der
Proteolyse wurde die Hydrolyse C-terminaler Bereiche beobachtet. Sequenzen konnten nur

noch dem Bereich von Aminosaure 146-266 zugeordnet werden (Abbildung 27D und E).
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Abbildung 27. Durch Massenspektrometrie identifizierte Aminosauresequenzen nach dreistindiger
Hydrolyse von fibrillarem WT-PABPN1. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Mascot. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass es sich bei der Identifizierung um ein Zufallsergebnis handelte, lag bei den
grun hinterlegten Bereichen bei 1% und bei den orange markierten Aminosauren bei 5%.
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Ein zusammenfassender Vergleich der Proteolysemuster von l6slichem und fibrillarem
WT-PABPN1 (Abbildung 25) deutete auf einen verminderten Abbau des C-terminalen
Bereiches hin: Bei Proteolyse des monomeren Proteins wurde eine Akkumulation von
Hydrolyseprodukten bei 18 kDa festgestellt. Den Abbauprodukten konnte durch
Massenspektrometrie die Sequenz D zugeordnet werden (Abbildung 27). Bei Hydrolyse des
fibrillaren Proteins dominierten Proteinbanden von 30 kDa und 25 kDa (Sequenzen B und D).
Die Hydrolyse C-terminaler Bereiche scheint demnach in der fibrillaren Konformation
erschwert gewesen zu sein. Die erhdhte proteolytische Resistenz dieses Bereiches kdonnte
auf eine enge Zusammenlagerung der Region hindeuten und gegebenenfalls die fibrillare
Kernstruktur darstellen.

3.1.3.9 Analyse der konformationellen Umlagerung des C-terminalen Bereiches

anhand der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz

Die Analyse der Proteinfragmente der limitierten Proteolyse von fibrillarem WT-PABPN1
deutete auf eine konformationelle Anderung im C-terminalen Bereich des Proteins hin. Um
diesen Sachverhalt zu bestéatigen, wurden Tryptophan-Fluoreszenzspektren der fibrillaren
Proteine aufgenommen (siehe 2.2.3.8). PABPNL1 besitzt einen Tryptophanrest an Position
302 (Trp302). Anhand der Anderungen der Fluoreszenzspektren konnten somit Aussagen

Uber eine Umlagerung in der Umgebung von Trp302 getroffen werden.

1.4

Intrinsische Fluoreszenz (AU)

320 340 360 380 400
Wellenlange (nm)

Abbildung 28. Intrinsische Tryptophan-Fluoreszenzspektren der Gesamtlangen-PABPN1-Varianten.
Gezeigt sind die Fluoreszenzspektren der monomeren Proteine (schwarz), der entfalteten (rot) und
der fibrillaren Proteine (grin) von WT-PABPN1 (durchgezogen), AAla- (gepunktete) und (+7)Ala-
PABPNL1 (gestrichelt). Die Spektren wurden in PF-Puffer bei 20 °C aufgenommen.
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Wie unter 3.1.2.2 beschrieben, zeigten die monomeren Proteine ein Trp-Fluoreszenz-
maximum bei 352 nm, das infolge der Entfaltung zu 359 nm verschoben war. Im fibrillaren
Zustand konnte ein Fluoreszenzmaximum von 345 nm festgestellt werden. Diese
hypsochrome Verschiebung um 6 nm deutete auf eine verminderte Losungsmittelexposition
von Trp302 hin. Es kann demnach angenommen werden, dass der Bereich um Trp302 bei
der Fibrillenbildung an der Umlagerung beteiligt oder unmittelbar davon betroffen war und
somit vermehrt vom L&sungsmittel abgeschirmt wurde. Die Blauverschiebung konnte fir alle
drei Gesamtlangen-PABPN1-Varianten beobachtet werden. Eine Beteiligung der

N-terminalen Oligoalaninsequenz bei der Fibrillenentstehung wurde daher ausgeschlossen.
3.2 Analyse von Deletionsvarianten von PABPN1

Die Untersuchungen des Gesamtlangen-Proteins deuteten auf eine Beteiligung der
C-terminalen Region von PABPN1 an der Fibrillenbildung hin. Zudem konnte ein Einfluss
der N-terminalen Oligoalaninsequenz ausgeschlossen werden. Um diese Annahme zu
Uberprifen, wurden C- und N-terminal-verkiirzte Varianten des Proteins untersucht.
Zunachst wurden drei Deletionsvarianten analysiert, bei denen die letzten 49 Aminosauren
deletiert waren (AC49). Analog zum Gesamtlangen-PABPN1 unterschieden sich die
Proteine in der Lange des Oligoalaninsegmentes: zehn Alanine (WT-AC49), 17 Alanine
((+7)Ala-AC49), keine Alanine (AAla-AC49). Des Weiteren wurde eine Variante hergestellt,
die um die ersten 114 Aminosauren verkirzt war (AN114), jedoch die a-helikale Region, die
RRM-Domane und die C-terminalen 49 Aminosauren besaf3 (Abbildung 29).
fAla-

wT- PABPN1
(+7)Ala-

Adla-
wT- AC49
(+7)Ala-

[T SUMO-AN114
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T T T 1
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Abbildung 29. Schematische Darstellung von Gesamtlangen-PABPN1 und Deletionsvarianten.
N-terminale Oligoalaninsequenz (hellgrau), N-terminales Segment (N), a-helikaler Bereich
(a, schwarz), RNA-Erkennungsdoméne (RNA recognition motif, RRM, dunkelgrau schraffiert),
C-terminaler Bereich (C, hellgrau schraffiert). Die Skalierung der Aminosaurereste bezieht sich auf
WT-PABPNL1.
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3.2.1 Untersuchung und Charakterisierung der Fibrillenbildung

von N- und C-terminalen Deletionsvarianten

Zunachst wurde die Fibrillenbildung von Deletionsvarianten von PABPN1 untersucht, die
sich im Vorhandensein des N-terminalen Alaninsegmentes bzw. der C-terminalen 49
Aminosauren unterschieden. Die Analyse erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie fur
das Gesamtlangen-Protein (PF-Puffer, 20°C, 60 puM Protein). Die N-terminale
Deletionsvariante (AN114) wurde aufgrund einer erhdhten Tendenz zur Aggregation nur im
Zusammenhang mit einer N-terminalen SUMO-Fusion analysiert. Als SUMO-AN114-Fusion

konnte eine Konzentration von 60 UM erreicht werden.
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Abbildung 30. Analyse der Fibrillenbildung von PABPN1-Deletionsvarianten. (A) Untersuchung der
Fibrillenentstehung anhand der ThT-Fluoreszenz. C-terminale Deletionsvariante WT-AC49 (e),
AAla-AC49 (o) und (+7)Ala-AC49 (e); N-terminal-verkurzte Variante SUMO-AN114 (e).
Proteinkonzentration: 60 uM (Kreise) und 100 uM (Vierecke) in PF-Puffer, bei 20 °C. (B) Elektronen-
mikroskopie von fibrillarem SUMO-AN114 nach 12 d. Der Balken entspricht 200 nm.

Fur die AC49-Varianten konnte kein Anstieg der ThT-Fluoreszenz lber einen Zeitraum von
40 Tagen beobachtet und damit eine Fibrillenbildung ausgeschlossen werden. Die
Inkubation bei einer héheren Proteinkonzentration von 100 uM induzierte ebenfalls keine
Fibrillierung (Abbildung 30). Bei der Analyse der SUMO-AN114-Variante konnte ein Anstieg
der ThT-Fluoreszenz bis Erreichen eines Plateaus bei ca. zehn Tagen festgestellt werden.
Die Untersuchung der Probe mittels Elektronenmikroskopie zeigte fibrillare Proteinstrukturen.
Zu bericksichtigen ist, dass das Plateau bei einer Fluoreszenzintensitdt von ca. 3 AU
erreicht war. Gesamtlangen-PABPN1 zeigte dagegen ein Plateau bei 5 AU. Das geringere
Plateau konnte darauf hindeuten, dass im gleichen Zeitraum weniger SUMO-AN114

umlagerte als Gesamtlangen-PABPN1. Eine Quantifizierung der Fibrillen anhand der
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ThT-Fluoreszenzintensitat ist aber nur bedingt moglich. Dartber hinaus ist Giber den Einfluss

des SUMO-Fusionspartners auf die Fibrillenbildung bisher nichts bekannt.

Um eine mdgliche Interaktion zwischen sich tberschneidenden Regionen von AC49 und
SUMO-AN114 festzustellen (also zwischen dem ao-helikalen Segmenten oder den
RRM-Doménen), wurden 30 uM SUMO-AN114 zusammen mit einer a&quimolaren Menge an
AC49-Varianten inkubiert und die Fibrillierungskinetik analysiert (Abbildung 31).

Zunachst konnte kein Einfluss der AC49-Varianten festgestellt werden: die Kinetiken der
verschiedenen Ko-Fibrillierungsansatze waren vergleichbar. Ein Plateau wurde ab ca. zehn
Tagen festgestellt, unabhangig von der Anwesenheit der AC49-Variante. Im Vergleich mit
60 uM  SUMO-AN114 Plateaus der
Ko-Fibrillierungsansatze (30 uM SUMO-AN114 mit 30 uM AC49) eine um die Halfte
reduzierte ThT-Fluoreszenzintensitdat von ca. 1,5 AU, hindeutend darauf,
SUMO-AN114 Fibrillen bildete, ohne AC49 mit zu integrieren.
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Abbildung 31. Analysen zur Fibrillenbildung von Deletionsvarianten. (A) Fibrillierungskinetiken von
60 pM SUMO-AN114 allein (m) und von 30 pM SUMO-AN114 mit 30 pM WT-AC49 (e), AAla-AC49
(0) und mit (+7)Ala-AC49 (e); Fibrillierung in PF-Puffer bei 20 °C. (B) MALDI-MS-Analyse der Fibrillen
am Beispiel der Fibrillierung von 30 pM SUMO-AN114 mit 30 uM WT-AC49. Theoretisches m/z von
SUMO-AN114 (roter Stern), theoretisches m/z von WT-AC49 (griiner Stern); HPLC-Chromatogramm
der Fibrillen (inset),gezeigt ist die Absorption bei 280 nm.

Um den Sachverhalt zu bestatigen, wurde versucht die Deletionsvariante(n) zu identifizieren,
die an der Fibrillenbildung beteiligt war(en). Hierfur wurden die Fibrilen aus dem
Fibrillierungsansatz durch Ultrazentrifugation isoliert. Einem Waschschritt, durch welchen
I6sliches Protein entfernt wurde, folgte die Solubilisierung der Fibrillen mit 6 M GdmCI. Diese
Proteinlésung wurde mittels HPLC aufgetrennt. Das Chromatogramm in Abbildung 31B zeigt
einen einzigen Peak bei einer Retentionszeit von 47 min (inset). Die anschlieende Analyse

mittels Massenspektrometrie identifizierte lediglich SUMO-AN114 (Abbildung 31B). Das
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Ergebnis bestatigte, dass nur SUMO-AN114 an der Fibrillenbildung beteiligt war. Ferner

bekraftigte es, dass die C-terminale Region entscheidend an der Fibrillenbildung beteiligt

war und eine Interaktion zwischen der RRM-Domane und/oder des a-helikalen Segmentes

verschiedener Proteinmolekiile ausgeschlossen werden kann.

Ferner wurde fibrillares SUMO-AN114 auf die Sensitivitdt gegeniiber GdmCl getestet

(Abbildung 32). Verglichen mit Fibrillen von Gesamtlangen PABPN1 wurde eine &hnliche

Sensitivitat festgestellt. Die Halfte der Fibrillen konnte nach einstiuindiger Inkubation bei ca.

2 M GdmClI solubilisiert werden. Eine vollstandige Solubilisierung wurde mit Konzentrationen

oberhalb 3 M GdmClI erreicht (Vergleich mit Abbildung 22).
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Abbildung 32. Solubilisierung von Fibrillen. Fibrillares SUMO-AN114 (m), Fibrillen von WT-PABPN1
(®). Aufgetragen ist die relative Proteinmenge der unléslichen (fibrillaren) Fraktion nach einstiindiger
Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen an GdmcCl.
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3.3 Zusammenfassung Kapitel |

Kapitel | befasste sich mit der Untersuchung von Gesamtlangen-PABPN1-Varianten, die
sich in der N-terminalen Oligoalaninsequenz unterschieden. Neben dem Wildtypprotein mit
zehn Alaninen wurde eine OPMD-relevante expandierte Form mit sieben zuséatzlichen
Alaninresten und eine Deletionsvariante, in der die Oligoalaninsequenz deletiert war,
analysiert. Ferner wurden N- und C-terminal-verkirzte PABPN1-Varianten untersucht.
Zusammenfassend konnten folgende Ergebnisse erhalten werden:

1. Die Lange bzw. die Anwesenheit der Oligoalaninsequenz hatte keinen Einfluss auf

die Proteingesamtstruktur.

Die untersuchten PABPN1-Varianten zeigten keine Unterschiede im Sekundar-
strukturanteil (siehe auch [134]), der Exposition der aromatischen Aminosauren
und der Bindungsaffinitat zu Oligo-(A)-RNA.

2. Die Kinetik der Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 wurde nicht von der

Alaninsequenz beeinflusst.

Alle untersuchten PABPN1-Varianten zeigten die gleiche Kinetik der
Fibrillenbildung. In Anwesenheit von heterologen seeds der expandierten
N-terminalen Doméane von PABPN1 konnte keine Beschleunigung der
Fibrillenbildung beobachtet werden. Die Analyse der Fibrillenbildung zu friihen
Zeitpunkten mittels Gelfiltration war zwischen den Varianten vergleichbar.
Morphologisch konnten keine Unterschiede durch Elektronenmikroskopie

festgestellt werden.

3. Die Fibrillen von Gesamtlangen-PABPN1 zeigten untereinander vergleichbare

biophysikalische Eigenschaften.

CD-Spektren und FTIR-Absorptionsspektren deuteten auf eine Abnahme
a-helikaler Strukturanteile und eine Zunahme an [B-Faltblattstruktur hin. Die

Fibrillen konnten durch Inkubation mit 3 M GdmClI vollstandig solubilisiert werden.
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4. Ein Einfluss der C-terminalen Region auf die Fibrillenbildung des Gesamtlangen-

Proteins konnte festgestellt werden.

Die Analyse der konformationellen Umlagerung mittels limitierter Proteolyse und
anschlieBender Massenspektrometrie, sowie Untersuchungen zur Exposition des
Trp302 im I@slichen und fibrillaren Zustand deuteten auf einen Einfluss der

C-terminalen Region auf die Fibrillenbildung hin.

Untersuchungen des Fibrillierungsverhaltens von N- und C-terminal-verkirzten
PABPN1-Varianten belegten die Beteiligung der C-terminalen Region an der
Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1. Ein Einfluss der N-terminalen 114

Aminosauren konnte ausgeschlossen werden.

Bei Ko-Fibrillierungsexperimenten von SUMO-AN114 mit AC49-Varianten wurde
in den gebildeten Fibrillen lediglich SUMO-AN114 identifiziert. Eine variantenuber-
greifende Interaktion der RRM-Domane oder des a-helikalen Segmentes war

somit auszuschlie3en.
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Kapitel II:
Kann eine alaninabhangige Fibrillenbildung im
Kontext des Gesamtlangen-PABPN1

wiederhergestellt werden?

In Kapitel | konnte eine Beteiligung der C-terminalen 49 Aminosauren von PABPN1 an der
Fibrillenbildung des Proteins festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde kein Einfluss
des N-terminalen Oligoalaninsegmentes auf die Fibrillierung des Gesamtlangen-Proteins
beobachtet. Die Ergebnisse stehen im Widerspruch zu bereits veréffentlichten Daten der
isolierten N-terminalen Region (Aminosauren 1-125) von PABPN1, die ein
alaninabhangiges Fibrillierungsverhalten zeigte [110]. Es sollte jedoch bertcksichtigt werden,
dass sich die gesetzten Bedingungen zur Untersuchung des Gesamtlangen-Proteins und
der N-terminalen Region stark voneinander unterschieden (Tabelle 25).

Tabelle 25. Vergleich der Bedingungen zur Untersuchung der Fibrillenbildung des Gesamtlangen-
Proteins und der N-terminalen Region von PABPN1 [135].

Gesamtlange-PABPN1 N-terminale Region
Puffer PF-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7,9, | NF-Puffer: 5 mM KH,PO,4, pH 7
15M KCI, 1 mM EDTA, 10% (v/v) | 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
Glycerin
Temperatur 20 °C 37 °C
Proteinkonzentration 60 uM 500-2000 pM

Um eine mdgliche Unterbindung der alanininduzierten Fibrillenbildung durch das
Puffersystem auszuschlie3en, wurde erneut die N-terminale Region von PABPNL1, in dem
fir das Gesamtlangen-Protein verwendeten System, analysiert. Zwei verkirzte
PABPN1-Varianten wurden hierflr untersucht: Zum einen die N-terminale Region, wie sie in
den Arbeiten von Till Scheuermann und Grit Lodderstedt untersucht wurde (N-terminalen
125 Aminosauren) [134,135]; zum anderen eine Variante, die aus den N-terminalen 147
Aminoséauren von PABPN1 bestand (N-terminale und a-helikale Region von PABPN1, N147).
Beide Konstrukte wurden mit expandierter Alaninsequenz (N-(+7)Ala bzw. (+7)Ala-N147)
und mit fehlendem Alaninsegment (N-AAla bzw. AAla-N147) analysiert (Abbildung 33).
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Abbildung 33. Schematische Darstellung von Gesamtlangen-PABPN1 und Deletionsvarianten.
N-terminales Segment (N) mit Oligoalaninsequenz (hellgrau), a-helikaler Bereich (a, schwarz),
RNA-Erkennungsdoméane (RRM, dunkelgrau schraffiert), C-terminaler Bereich (C, hellgrau schraffiert).
Die Skalierung der Aminosaurereste bezieht sich auf WT-PABPNL1.

3.4 Ist eine alaninabhangige Fibrillenbildung in
PF-Puffer moglich?

3.4.1 Fibrillenbildung N-terminaler Fragmente von PABPN1

Um zu Uberprifen, ob per se eine alaninabhangige Fibrillenbildung in PF-Puffer méglich ist,
wurden zwei N-terminale Fragmente von PABPN1 analysiert (Abbildung 33). Als
.Kontrollfibrillierung“ wurde die Fibrillenbildung von 0,5 mM N-(+7)Ala bei 37 °C untersucht.
Um die Bildung der Fibrillen zu beschleunigen, wurden die Proben mit homologen seeds
versetzt. Von N-(+7)Ala ist bekannt, dass sich das Protein in Anwesenheit von seeds rasch
zu Fibrillen umlagert [133,135]. In Abbildung 34A ist die Kinetik der Fibrillenbildung
dargestellt. Wie erwartet, konnte nur fir N-(+7)Ala ein Anstieg der ThT-Fluoreszenz
festgestellt werden. Dass die Intensitatszunahme auf der Entstehung von Fibrillen beruhte,
wurde mittels Elektronenmikroskopie bestatigt (Abbildung 35). Fir N-AAla konnte wie
erwartet keine veradnderte ThT-Fluoreszenz beobachtet werden. Eine Fibrillenbildung fand
nicht statt. Das gleiche Ergebnis konnte fiir die N147-Varianten erhalten werden
(Abbildung 34B): Fir (+7)Ala-N147 wurde eine Zunahme der ThT-Fluoreszenz beobachtet.
Die Kinetik zeigte dabei einen sigmoiden Verlauf, der mit der Entstehung eines
Nukleationskeimes erklart werden kann. Durch Zugabe von seeds wurde die Bildung des
Keimes vorweggenommen und die Kinetik war nun durch einen hyperbolen Verlauf
charakterisiert. Weder in Anwesenheit noch ohne Zugabe von seeds konnte fur AAla-N147
ein Anstieg in der ThT-Fluoreszenz beobachtet werden. Die erhdhte ThT-Grundfluoreszenz

bei Zugabe von seeds ist auf die Anwesenheit der seeds zurtickzuftihren.
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Mittels Elektronenmikroskopie wurde die Bildung von Fibrillen bestétigt (Abbildung 35).
Morphologisch konnte kein Unterschied zwischen den beiden Varianten festgestellt werden.
Die Fibrillen zeichneten sich durch klar abgegrenzte, unverzweigte Strukturen aus und
entsprachen in ihrer Morphologie friiheren Beobachtungen der Arbeitsgruppe [135].
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Abbildung 34. Analyse der Fibrillenbildung N-terminaler Fragmente von PABPN1. (A) N-AAla mit
1% (w/w) seeds (0); N-(+7)Ala, in Anwesenheit von 1% (w/w) (=) und 10% (w/w) (m) seeds. (B)
AAla-N147 ohne seeds (0) und mit 10% (w/w) seeds (O); (+7)Ala-N147 ohne seeds (®) und in
Anwesenheit von 10% (w/w) (=) seeds. Die seed-Préparation erfolgte aus fibrillarem N-(+7)Ala. Die
Fibrillenbildung wurde in PF-Puffer bei 37 °C und 0,5 mM Protein untersucht.

Abbildung 35. Elektronenmikroskopische Aufnahmen C-terminaler Deletionsvarianten in Anwesenheit
von 10% (w/w) N-(+7)Ala-seeds. Fibrillen von N-(+7)Ala (links); (+7)Ala-N147 (mittig); AAla-N147
(rechts). Der Pfeil deutet auf N-(+7)Ala-seeds.

Fur die N-terminalen Fragmente von PABPN1 konnte also eine alaninabhangige
Fibrillenbildung in PF-Puffer beobachtet werden. Damit kann ein Einfluss der
Pufferkomponenten auf die alanininduzierte Fibrillenbildung ausgeschlossen werden. Zudem
konnte kein Einfluss des a-helikalen Segmentes auf die Fibrillenbildung festgestellt werden.
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3.4.2 Biophysikalische Charakterisierung von fibrillarem
(+7)Ala-N147 und N-(+7)Ala

Da die Fibrillenbildung der N-terminalen PABPN1-Fragmente in PF-Puffer vergleichbar mit
der in Ref. [135] war, wurden die Fibrillen hinsichtlich ihrer biophysikalischen Eigenschaften
charakterisiert. Die Ergebnisse sollten dem Vergleich der biophysikalischen Eigenschaften
der Fibrillen aus zwei unterschiedlichen Puffersystemen dienen (siehe Tabelle 25).

3.4.2.1 Untersuchungen des Sekundarstrukturgehaltes mittels FTIR

Die Analyse des Sekundarstrukturgehaltes von monomerem und fibrillarem N-(+7)Ala und
(+7)Ala-N147 erfolgte mittel ATR-FTIR (siehe 2.2.3.9). Die Ergebnisse sind in Abbildung 36
zusammengefasst. Aus der zweiten Ableitung der FTIR-Absorptionsspektren wurde die
Wellenzahl der maximalen Absorption (via) in der Amid I-Region ermittelt (*). Fur fibrillares
Protein konnte ein vpn., bei 1623 cm™ beobachtet werden. Zudem war eine
Absorptionszunahme bei 1695 cm™ zu verzeichnen. Eine Absorption von Licht dieser
Wellenzahlen korreliert mit p-Faltblattstrukturen. Bei den monomeren Proteinen dagegen
war die Absorption in diesem Bereich weitaus geringer. Die Unterschiede in den FTIR-
Absorptionsspektren deuteten eine Zunahme an B-Faltblattstrukturanteil wahrend oder nach
der Umlagerung zur Fibrille an. Die vpn,-Werte der monomeren Proteine wiesen auf
a-helikale und B-Faltblatt-Strukturanteile, sowie unstrukturierte Bereiche hin. Eine detaillierte

Sekundarstrukturanalyse durch Dekonvolution der Spektren wurde nicht durchgefiihrt.

84



0,002
1,0 4 N A ~
,f \\\ 0,001 ;7\ -
c 08 !\ R -z / \\__ / //
8 %] " o\ e 0000 SNa—=q I s N
5 Z \ / \) 5 N o~ vy
2 081 ’;“w--.h,’l \ = 0,001 =7 % [
< /// \ 7/ \ & | |
2 04 .f/ / 2 -0,002 - | |
3 4 :’; 0,003 '
@ 02 4 & \
hel \ I
_ -0,004 1 .
00 ===Z= *
: : . . -0,005 . . . .
1750 1700 1650 1600 1550 1500 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Wellenzahl (cm™) Wellenzahl (cm™
C D
0,002
' 0,001 A
c \
S E 0,000
s il
2 < -0,001 1
: 5 *
_g § -0,002 4
© ]
= W
e 8 0,003 ;
2
T 0,004
| : : : . -0,005 : : : *
1750 1700 1650 1600 1550 1500 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Wellenzahl (cm™1) Wellenzahl (cm™)

Abbildung 36. ATR-FT-Infrarotabsorptionsspektren von monomerem und fibrillarem N-(+7)Ala (A, B)
und (+7)Ala-N147 (C, D). Monomeres Protein (schwarz), fibrillares Protein (rot). Gezeigt sind die
FTIR-Absorptionsspektren (A, C) und die zweite Ableitung der Spektren in der Amid I-Region (B, D).
N-(+7)Ala (gestrichelt), (+7)Ala-N147 (durchgezogen). Die Wellenzahl der maximalen Absorption ist
mit (*) gekennzeichnet. Die Spektren wurden in PF-Puffer bei 20 °C aufgenommen.

3.4.2.2 Analyse der Sensitivitat der Fibrillen gegentber Guanidiniumchlorid

Fibrillen von N-(+7)Ala, die sich in NF-Puffer gebildet hatten, zeichneten sich durch eine
aulRergewohnlich hohe Resistenz gegeniiber Solubilisierung mit GdmCI aus [133]. Ob die in
PF-Puffer gebildeten Fibrilen eine &hnlich geringe Sensitivitdit gegeniber dem
Denaturierungsmittel zeigen, wurde anschlieBend untersucht. In Abbildung 37 ist das

Ergebnis der Solubilisierung von fibrillarem N-(+7)Ala und (+7)Ala-147 dargestellt.
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Abbildung 37. Solubilisierung von fibrillarem Protein. N-(+7)Ala (schwarz), (+7)Ala-N147 (rot). Es
wurde der Proteinanteil der l6slichen Fraktion bestimmt (Kreise) und der Anteil der unloslichen
Fraktion aus der Differenz von eingesetzter und geléster Menge berechnet (Vierecke).

Sowohl fibrillares N-(+7)Ala als auch Fibrillen von (+7)Ala-N147 zeigten eine vergleichbar
geringe Sensitivitat gegeniber dem Denaturierungsmittel GdmCI. Die Untersuchung fand bis
zu einer Konzentration von 6 M GdmCI statt. Nach einstiindiger Inkubation konnten nur ca.
15% der Fibrillen solubilisiert werden.

Zusammenfassend zeigten die Fibrillen von N-(+7)Ala bzw. (+7)Ala-N147 in PF-Puffer die
gleichen biophysikalischen Eigenschaften, wie sie fur N-(+7)Ala-Fibrillen zuvor in NF-Puffer
ermittelt wurden [110,133]. Die Pufferbestandteile des PF-Puffers hatten verglichen mit
NF-Puffer weder einen Einfluss auf die alaninabhangige Fibrillenbildung noch auf die
Eigenschaften der Fibrillen.

3.5 Alanininduzierte Fibrillenbildung der
ACA49-Varianten

Im Abschnitt 2.4 konnte gezeigt werden, dass die N-terminalen Fragmente von PABPN1,
N-(+7)Ala und (+7)Ala-N147 die gleichen Fibrillierungseigenschaften und vergleichbare
biophysikalische Eigenschaften aufwiesen wie in Ref. [135] beschrieben. Es wurde nun der
Versuch unternommen zunachst die alanininduzierte Fibrillenbildung im Kontext der
AC49-Varianten wiederherzustellen, da sie prinzipiell in dem Puffersystem zu beobachten

sein muisste.
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3.5.1 Fibrillenbildung von AC49 bei erhdhter Temperatur und

Proteinkonzentration

Analysen der Fibrillenkernstruktur von N-(+7)Ala deuteten auf die Integration von ca. 40
Aminosauren in den Fibrillenkern hin [150]. Somit sollte die ca. 160 Aminosauren C-terminal
davon gelegene, gefaltete RRM-Doméne keinen oder lediglich einen geringfligigen Einfluss
auf die Fibrillenbildung haben und eine alaninabhangige Fibrillierung mdglich sein. Aus
diesem Grund wurden die AC49-Varianten nun in Analogie zu den Untersuchungen von
N-(+7)Ala analysiert: die Proteinkonzentration der AC49-Varianten wurde von 60 uM auf
0,5 mM erhoht. Zudem wurde das Protein bei 37 °C, anstatt bei 20 °C inkubiert. Ferner
wurden die Proben mit N-(+7)Ala-seeds versetzt, um den Prozess der Fibrillenbildung zu
beschleunigen (Abbildung 38). Es sollte berilicksichtigt werden, dass eine derartige Analyse
mit Gesamtlangen-PABPN1 nicht moéglich war, da das Protein weder bei einer Konzentration
von 0,5 mM noch bei einer Temperatur von 37 °C l6slich war und in kirzester Zeit amorph

aggregierte.
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Abbildung 38. Fibrillenbildung von AC49 bei erhthter Proteinkonzentration. (A) Anderung der ThT-
Fluoreszenzintensitat in Anwesenheit von 5% (w/w) N-(+7)Ala-seeds (Vierecke) und ohne seeds
(Kreise). WT-AC49 (schwarz), AAla-AC49 (weil), (+7)Ala-AC49 (grau). (B) VergréRerung der
Kinetiken ohne seeds. Die Untersuchungen fanden in PF-Puffer, bei 37 °C und 0,5 mM Protein statt.
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Abbildung 39. Elektronenmikroskopische Aufnahmen fibrillarer AC49-Varianten. Oben ohne seeds,
unten mit seeds, WT-ACA49 (links), AAla-AC49 (mittig), (+7)Ala-AC49 (rechts).

Die Kinetiken in Anwesenheit von 5% (w/w) seeds zeigten einen deutlichen Einfluss der
Alaninsequenz: Fur WT-AC49 und (+7)Ala-AC49 konnte ein hyperboler Verlauf festgestellt
werden. Bei AAla-AC49 wurde erst ab ca. zehn Tagen eine Erh6hung der ThT-Fluoreszenz
beobachtet. In Abwesenheit von seeds fibrillierte (+7)Ala-AC49 schneller als WT- und
AAla-AC49. Die geringe ThT-Fluoreszenzintensitat deutete an, dass nur ein geringer Anteil
des Proteins zur Fibrille umlagerte. Ein Grofdteil an Protein unterlag der amorphen
Aggregation wahrend der Inkubation.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestéatigten das hohe Aufkommen amorpher
Aggregate. Es konnte die Anwesenheit fibrillarer Strukturen fur WT-AC49 und (+7)Ala-AC49
bestatigt werden, die haufig auf den Grids detektiert wurden (Abbildung 39). Eine Tendenz
fur die Menge gefundener Fibrillen zwischen den Anséatzen mit und ohne seeds konnte nicht
festgestellt werden. Die Umlagerung von AAla-AC49 zeigte sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von seeds uUberwiegend amorphe Aggregate. Vereinzelt und somit nicht
reprasentativ konnten fibrillenartige Strukturen gefunden werden. In Anwesenheit von seeds
wurden fur AAla-AC49 in einem kleinen Bereich auf dem Grid klar abgegrenzte Fibrillen
gefunden. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass die Fibrillen aus der seed-Préaparation
stammen und somit Fibrillen von N-(+7)Ala darstellten.
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3.5.2 Biophysikalische Charakterisierung von fibrillarem AC49

Die unlésliche Fraktion der Fibrillierungsansatze ohne seeds von WT- und (+7)Ala-AC49
wurden mittels FTIR untersucht. Die Ergebnisse sollten mit dem Vorbehalt betrachtet
werden, dass keine homogene Prdparation vorlag, da die Proben sowohl amorph
aggregiertes als auch fibrillares Protein enthielten. An dieser Stelle wird deshalb nur auf die
Verschiebung der Wellenzahl der maximalen Absorption (vima) der Amid I-Region, von ca.
1638-1644 cm™ der monomeren Proteine zu etwa 1625-1627 cm™ der unléslichen Proteine
hingewiesen (Abbildung 40). Beide Absorptionsbereiche deuten auf B-Faltblattstrukturanteile

hin. Weitere Aussagen zur Sekundarstruktur waren aufgrund der Probenqualitat rein

spekulativ.
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Abbildung 40. FTIR-Absorptionsspektren von AC49. (A) losliche Proteine, (B) fibrillare Proteine;
WT-AC49 (durchgezogene Linien), (+7)Ala-AC49 (gestrichelte Linien). Die Messung erfolgte bei
20 °C in PF-Puffer.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die unléslichen Fraktionen auf ihre Sensitivitat
gegenuber GdmCl untersucht (Abbildung 41). Da sich eine Tendenz zu einer
alanininduzierten Fibrillenbildung in den Kinetiken andeutete, ware eine mit N-(+7)Ala und
(+7)Ala-N147 vergleichbar geringe Sensitivitdt zu erwarten gewesen. Die Resultate der

Solubilisierung waren jedoch mit denen des Gesamtlangen-PABPNL1 vergleichbar.
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Abbildung 41. Solubilisierung der unldslichen AC49-Varianten. WT- (@) und (+7)Ala-AC49 (e).
Gezeigt ist die relative Proteinmenge der unléslichen Fraktion nach einstlindiger Inkubation in
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an GdmcCl.

Eine vollstandige Solubilisierung wurde durch Inkubation mit GdmCI oberhalb von 3 M
festgestellt. Die Halfte der unldslichen Proteine war bei ca. 2 M GdmCI nach 1 h solubilisiert
(Abbildung 41). Aufgrund der Heterogenitat der Proben kann das Ergebnis der
Solubilisierung nicht allein auf das Verhalten des fibrillaren Proteins tbertragen werden, da
neben Fibrillen auch amorphe Aggregate in den Ansétzen vorlagen.

3.6 Fibrillenbildung unter leicht denaturierenden

Bedingungen

Nachdem fir die AC49-Varianten tendenziell eine alanininduzierte Fibrillierung beobachtet
werden konnte, wurde nun versucht im Gesamtlangen-Protein eine alaninabhéngige
Fibrillenbildung zu induzieren. Um einen mdglichen Einfluss der gefalteten RRM-Domaéane
und der C-terminalen Region auf die Umlagerung zur Fibrille zu unterdriicken, wurden
Bedingungen gewahlt, die zu einer partiellen Entfaltung des Proteins fuhrten. Die
Destabilisierung strukturierter Bereiche erfolgte durch 1 M Harnstoff, bzw. 1 M oder 2,5 M
GdmCI. Bei einer Konzentration von 2,5M GdmCl liegt n&herungsweise der
Ubergangsmittelpunkt der Entfaltung der RRM-Doméane [134]. Ferner konnte die Halfte der
Fibrilen von Gesamtlangen-PABPN1 bei dieser Konzentration solubilisiert werden
(Abbildung 22) und sollte somit die Bildung dieser fibrillaren Strukturen unterbinden. Da die
alanininduzierten Fibrillen eine weitaus geringere Sensitivitdt gegentiber GdmCI haben,

sollte deren Bildung jedoch mdglich sein.
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3.6.1 Einfluss der Denaturierungsmittel auf den

Faltungszustand des lI6slichen Proteins

Zunachst wurde der Einfluss der Denaturierungsmittel auf die Struktur der I6slichen Proteine
untersucht. Die Charakterisierung des Faltungszustandes erfolgte mittels CD- und
Fluoreszenzspektroskopie (siehe 2.2.3.7 und 2.2.3.8). Nach Dialyse der Proteine tiber Nacht
gegen Puffer mit der entsprechenden Konzentration an Harnstoff oder Guanidiniumchlorid
wurden die Proben spektroskopisch analysiert.

A om0 B 45
4000 | —
T 2000 A 2 40
5 <
4 N
s 0 g 351
o -2000 A N
E [
G -4000 A 2 30 -
=] =]
3 -6000 - 2
< 8000 4 3 2%
E <
- 4 Q
= 10000 8 20
o -12000 2
-14000 4 £ 1,5
-16000 . : - . .
200 210 220 230 240 250 1.0 = T T T T T
" 300 320 340 360 380 400
Wellenlange (nm)
Wellenlange (nm)
C

1,4 . ..
Abbildung  42.  Charakterisierung  des

?[ 1,2 1 |6slichen Proteins unter leicht
E 104 denaturierenden Bedingungen. Gezeigt sind
8 die Ergebnisse fiir WT-PABPN1. (A) Fern-
g 081 UV-CD-Spektren; (B) Fluoreszenz nach
% 0,6 1 Anregung bei 280 nm und (C) 295 nm. Die
5 Messungen erfolgten bei 20 °C in PF-Puffer
ﬁ 041 (schwarz), mit 1 M Harnstoff (grin), 1M
2 02 GdmcCl (blau), 2,5 M GdmCI (orange), und in

00 denaturierendem Puffer (rot; 50 mM Tris/HCI

300 320 340 360 3680 400 pH 7,9, 6 M GdmCI).
Wellenlange (nm)

In Abbildung 42 sind die Ergebnisse fiir WT-PABPN1 dargestellt. Mit steigender
Konzentration an Denaturierungsmittel wurde bei den Fern-UV-CD-Spektren eine
Amplitudenabnahme oberhalb von 210 nm festgestellt. Diese Signaldnderung entspricht
dem Verlust an Sekundarstruktur. Bei 2,5 M GdmCI waren die Proteine nahezu vollstandig
entfaltet.

Die Fluoreszenzspektren des Proteins deuteten auf eine verstarkte Losungsmittelexposition
der aromatischen Aminosauren mit steigender Konzentration an Denaturierungsmittel hin.
Die Entfaltung des Proteins korrelierte mit einer bathochromen Verschiebung der

Fluoreszenzmaxima und einer Intensitatsabnahme. Erneut zeigte sich, dass das Protein bei
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2,5 M GdmCI nahezu vollstandig entfaltet war. Die Spektren von AAla-PABPN1 und (+7)Ala-
PABPN1 sind mit denen von WT-PABPNL1 vergleichbar (siehe 5.3).

3.6.2 Analyse der Fibrillenbildung

Nachdem bestatigt wurde, dass das Protein unter den leicht denaturierenden Bedingungen
(1 M Harnstoff, bzw. GdmCI), teilweise bzw. mit 2,5 M GdmCI nahezu vollstéandig entfaltet
vorlag, konnte nun die Fibrillenbildung unter diesen Bedingungen analysiert werden.

Die Ergebnisse der Fibrillierungen unter denaturierenden Bedingungen konnten nicht
eindeutig reproduziert werden. Die Kinetiken der einzelnen Versuche unterschieden sich
zum Teil stark voneinander. Der Unterschied konnte primar auf die amorphen
Aggregationsprozesse wahrend der Inkubation zurtickzuflihren sein, sodass je nachdem wie
schnell das Protein aggregierte mehr oder weniger Protein fir die Umlagerung zur Fibrille
zur Verfiigung stand. Es kann aber festgehalten werden, dass in Anwesenheit von 1 M
Harnstoff oder 1 M GdmCI ein Anstieg der ThT-Fluoreszenzintensitat fir alle Proteine
beobachtet wurde. Die Kinetiken waren annahernd vergleichbar mit denen, die ohne
Denaturierungsmittel aufgenommen wurden (Abbildung 14). In Anwesenheit von 2,5 M
GdmCl konnte eine lag-Phase von mehreren Tagen beobachtet werden, bevor die
ThT-Fluoreszenzintensitat anstieg. Ein Einfluss des Alaninsegmentes wurde nicht
festgestellt.

Die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Proben nach Inkubation
in 1 M GdmCI sind in Abbildung 43 dargestellt. Die Grids zeigten Uberwiegend amorph
aggregiertes Protein. Lediglich bei (+7)Ala-PABPN1 konnten vereinzelt fibrillenartige
Strukturen beobachtet werden. Sowohl bei AAla- als auch WT-PABPN1 wurden
ausschlie3lich Aggregate gefunden. Der Anstieg der ThT-Fluoreszenz waéhrend der
Inkubation konnte in diesen Fallen nicht auf die Entstehung von Fibrillen zurlckgefihrt

werden.
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Abbildung 43. Elektronenmikroskopie der Fibrillierungsansatzen von Gesamtlangen-PABPN1 in
Anwesenheit von 1 M GdmCI. WT- (links), AAla- (mittig) und (+7)Ala-PABPN1 (rechts) nach 30 d
Inkubationszeit bei 20 °C.

Ferner wurde die Fibrillenbildung der ACA49-Varianten unter leicht denaturierenden
Bedingungen untersucht. Weder in Anwesenheit von 1 M GdmCI noch 2,5 M GdmCI konnte
eine Fibrillenbildung festgestellt werden. Vielmehr bildeten sich zahlreiche amorphe

Aggregate.

Abbildung 44. Amorphes Aggregat von
AAla-AC49 nach Inkubation in Anwesenheit
von 1 M GdmCI nach 50 d Inkubation bei
20 °C.
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3.7 Zusammenfassung Kapitel Il

In Kapitel Il wurden Ergebnisse vorgestellt, mit denen versucht wurde die Diskrepanz
zwischen der alanininduzierten Fibrillenbildung der N-terminalen Region von PABPN1 mit
der alaninunabhangigen Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 zu klaren. Folgende

Erkenntnisse konnten erhalten werden:

1. Eine alaninabhéngige Umlagerung von N-terminalen PABPN1-Fragmenten zu

Fibrillen war in PF-Puffer moglich.

Die N-terminalen Fragmente N-(+7)Ala und (+7)Ala-N147 bildeten in PF-Puffer
Fibrillen, wogegen N-AAla und AAla-N147 nicht zu Fibrillen umlagerten.

Die in PF-Puffer gebildete Fibrillen besaf3en die gleichen biophysikalischen
Eigenschaften wie die in NF-Puffer erzeugten: Fibrillares N-(+7)Ala und (+7)Ala-
N147 zeichneten sich durch eine geringe Sensitivitdit gegentber der
Solubilisierung mit GdmCI aus. Die FTIR-Absorptionsspektren deuteten auf eine

deutliche Zunahme an B-Faltblattstrukturanteilen hin.

2. Bei erhdhter Proteinkonzentration und Temperatur, sowie unter Anwesenheit von
heterologen seeds konnte tendenziell fiir die AC49-Varianten eine alaninabhéangige

Fibrillenbildung induziert werden.

Die Umlagerung von lgslichem AC49 zu Fibrillen bei einer Proteinkonzentration
von 0,5 mM und 37 °C lieR tendenziell eine Beteiligung der Oligoalaninsequenz
erkennen. Die Anwesenheit von seeds fiihrte zu einem schnelleren Anstieg der

ThT-Fluoreszenz.

3. Fur Gesamtlangen-PABPN1 konnte trotz partieller Entfaltung keine alanininduzierte

Fibrillenbildung erreicht werden.

Ein Einfluss des Alaninsegmentes auf die Fibrillenbildung von leicht denaturiertem
und damit destabilisiertem Gesamtlangen-PABPN1 konnte nicht beobachtet

werden.
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4  Diskussion

4.1 Einfluss der Alaninsequenz auf die Struktur

der monomeren Proteine

Da derzeit noch keine publizierten Daten vorliegen, die die Thermodynamik der Faltung des
Gesamtlangen-Proteins beschreiben, konnen die im Rahmen dieser Dissertation
erarbeiteten Ergebnisse nur bedingt in einen Literaturkontext gestellt werden. Erschwert
wurden die Untersuchungen zur Umlagerung von PABPN1 durch die hohe
Aggregationsneigung des Proteins in vitro, die vermutlich auf eine Interaktion zwischen dem
N- und C-terminalen Bereich zurtickzufiihren ist. Betrachtet man die ersten 150 Reste des
Proteins, so besteht die Sequenz zu Uber 20% aus L-Glutaminsaureresten. Der hohe Anteil
der sauren Aminosaure fuhrt zu einem pl von ca. 4. Die Sequenz der C-terminal letzten 90
Aminosauren besteht dagegen zu ca. 14% aus L-Argininresten und resultiert in einem pl von
11,5. Dieser zwitterionische Charakter von PABPN1 kénnte zu ionischen Wechselwirkungen
zwischen den terminalen Bereichen flhren und somit eine Zusammenlagerung des Proteins
bewirken, die in einer amorphen Aggregation resultiert. In vorangegangenen Arbeiten
wurden Bedingungen gefunden, die Untersuchungen des Proteins im Konzentrationsbereich
um 60 uM ermdglichen [134]. Die Verwendung von 1,5 M KCI diente der Unterdriickung
ionischer Wechselwirkungen zwischen den terminalen Regionen. Zudem wurden 10% (v/v)
Glycerin verwendet, welches der Abschwachung hydrophober Effekte diente.

Zunachst wurde das l6sliche Protein in dem verwendeten Puffersystem charakterisiert. Um
einen maglichen Einfluss der N-terminalen Alaninsequenz auf die Proteinstruktur und spater
auf die konformationelle Umlagerung zu untersuchen, wurden drei verschiedene PABPN1-
Varianten analysiert, die sich in der Lange des Alaninsegmentes unterschieden: das
Wildtypprotein mit zehn Alaninresten (WT-PABPN1), eine krankheitsassoziierte, expandierte
Variante mit 17 Alaninen, ((+7)Ala-PABPN1) und eine Deletionsvariante ohne
Alaninsequenz (AAla-PABPNL1).

Wie in der Dissertation von Till Scheuermann bereits angemerkt, konnte kein Einfluss der
N-terminalen Alaninsequenz auf die Proteingesamtstruktur festgestellt werden [134]. Bei den
biophysikalischen Untersuchungen zeigten alle Varianten vergleichbare spektroskopische
Eigenschaften. Es wurde vermutet, dass die Expansion des Alaninsegmentes in einem
zunehmenden a-helikalen Sekundarstrukturanteil resultiert, wie es bei Analysen der

N-terminalen Region von PABPN1 mittels CD-Spektroskopie festgestellt werden konnte
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[134]. Da sich die Strukturdénderung wahrscheinlich nur auf das Alaninsegment selbst
beschrankt, konnte die Anderung, die im Falle des Gesamtlangen-Proteins nur etwa 5% der
Aminosauresequenz umfasst, im CD-Spektrum von den Sekundarstruktursignalen des
Restproteins maskiert worden sein.

Ein Einfluss der Alaninexpansion auf die RNA-Bindung konnte ebenfalls nicht festgestellt
werden. Die unveranderte Bindungsaffinitat erklart sich damit, dass an der RNA-Bindung
lediglich die RRM-Doméane und Teile der C-terminalen Region beteiligt sind [107]. Eine
N-terminale Expansion bzw. Deletion des Alaninsegmentes wirkt sich somit nicht auf das
Bindungsverhalten von PABPN1 aus. Da das a-helikale Segment der N-terminalen Region
von PABPN1 mit der Poly(A)-Polymerase interagiert, hatte ein entsprechender Assay zur
Stimulierung der Polymerase Informationen zum Einfluss der Alaninsequenz auf die
Interaktion geben kénnen [111]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf den Assay verzichtet,
da bereits Analysen von expandierten PABPN1 aus Myoblasten belegten, dass die

Expansion keinen Einfluss auf die Polyadenylierung hat [91].

4.2 Der fibrillare Zustand von PABPN1

4.2.1 Untersuchung der Fibrillenbildung

Bei Untersuchungen zur Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 konnte festgestellt
werden, dass das Alaninsegment keinen Einfluss auf die Fibrillierung hat. (+7)Ala-PABPN1
zeigte keine beschleunigte Fibrillenbildung gegenliiber den anderen Varianten. Viel
Uberraschender war jedoch, dass auch die Variante ohne Alaninsegment, AAla-PABPN1 zu
fibrillarem Protein umlagerte. Das Ergebnis stand im scheinbaren Widerspruch zu
vorangegangenen Arbeiten der Gruppe, in der fir die N-terminale Region von PABPNL1 eine
alaninabhangige Fibrillierung beobachtet wurde [110,133]. Fir das Gesamtlangen-Protein
wurde in anderen Arbeitsgruppen ein vergleichbares Verhalten beschrieben: Bei transienter
Expression von PABPN1-GFP-Fusionen konnte auch in Abwesenheit des Alaninsegmentes in
HelLa- oder myogenen C2-Zellen eine intranukleédre Aggregation festgestellt werden [95,113].
Unabhangig von der Lange der Alaninsequenz aggregierte das Protein in nuklearen speckles
[95]. Im Gegensatz dazu zeigten andere Arbeitsgruppen, ebenfalls in HeLa-Zellen, dass sich
WT-PABPN1 im gesamten Zellkern verteilt, wogegen eine Akkumulation in speckles nur fir
die expandierte Variante beobachtet wurde [114]. Ein direkter Vergleich zwischen den in vivo-
Studien und den Ergebnissen der in vitro-Analysen dieser Arbeit ist jedoch nur bedingt

maoglich.
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Die Literatur hinsichtlich des Aggregationsverhaltens von PABPNL1 ist sehr widersprichlich.
Zudem wurde bei vielen Studien auf die Untersuchung der Deletionsvariante verzichtet,
sodass nur wenige Daten von AAla-PABPN1 zur Verfigung stehen.

Die Fibrillierungskinetiken der Gesamtlangen-Proteine zeigten einen hyperbolen Verlauf. Im
Allgemeinen wird jedoch fir die Umlagerung zu amyloiden Strukturen ein sigmoider Verlauf
angenommen, der einen nukleationsabhangigen Mechanismus widerspiegelt [151,152]. Die
initiale lag-Phase beschreibt dabei die Zusammenlagerung von schwer detektierbaren
Oligomeren, an denen in der darauffolgenden exponentiellen Phase das Fibrillenwachstum
stattfindet. Die Entstehung von Fibrillen geht in eine Plateauphase tber, wenn eine kritische
Konzentration an noch ldslichem Protein erreicht ist [151]. Grund fiir den hyperbolen Verlauf
der Fibrillierungskinetik von PABPN1 koénnte die Anwesenheit von bereits gebildeten
Nukleationskeimen zu Beginn der Kinetik sein. Um die Anwesenheit von Nukleationskeimen
auszuschlieRen, wurden alle Proben vor den Analysen ultrazentrifugiert. Zur Uberpriifung, ob
die Fibrillenbildung die Entstehung von Nukleationskeimen voraussetzt, wurden die Proben
mit seeds versetzt. Seeds sind Fibrillenbruchstiicke, die als heterologe Nukleationskeime in
die Fibrillierungsreaktion gegeben werden kénnen. Eine zuvor sigmoide Kinetik zeigt dabei in
Anwesenheit von seeds meist einen hyperbolen Verlauf [151]. Ein Einfluss von heterologen
seeds auf die Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 konnte nicht festgestellt werden.
Bericksichtigt werden muss aber, dass die seeds, die von Fibrillen der N-terminalen Region
von PABPN1 stammten [110] wahrscheinlich lediglich eine alaninabhangige Fibrillierung
beschleunigen. Wie aber bereits die Kinetiken der PABPN1-Varianten zeigten, fibrillierte
Gesamtlangen-PABPN1 alaninunabhéngig.

Die zeitabhéangige Analyse der Fibrillierungsansatze mittels Gelfiltration bestatigte, dass sich
wahrend der Umlagerung hohermolekulare Strukturen bildeten. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigten, dass diese Strukturen kurze Fibrillenstiicke darstellen. Oligomere
Vorstufen, wie Dimere, Tetramere,... wurden durch diese Methode nicht identifiziert. Auch
konnten keine oligomeren Strukturen in der Elektronenmikroskopie beobachtet werden, wie es
beispielsweise fiir das Morbus Alzheimer assoziierte AB;.4, gezeigt wurde. Die AB-Oligomere
wiesen eine kugelartige Morphologie auf und zeigten Durchmesser von ca. 5 nm [142,143].
Bei PABPN1 wurden jedoch nach 15-minitiger Inkubation bereits kurze fibrillare Strukturen
beobachtet. Kugelartige Strukturen konnten zu keinem Zeitpunkt identifiziert werden.

Wie der hyperbole Verlauf der Fibrillierungskinetik bereits andeutete, scheint die
Fibrillenbildung von PABPN1 ein linearer Prozess* zu sein, der durch Umlagerung und
Assemblierung von monomerem Protein zu fibrillaren Strukturen charakterisiert sein kénnte.
Die Oligomerbildung wiirde sich dann auf einen sehr friihen Zeitpunkt beschrénken und nach

15 min bereits in kurzen Fibrillen resultieren.
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4.2.2 Strukturelle Charakterisierung des fibrillaren Zustandes

des Gesamtlangen-Proteins

Um Hinweise zu erhalten, ob es sich bei den gebildeten Fibrillen um amyloide Aggregate
handelte, wurde der fibrillare Zustand der Proteine naher untersucht. Die Analyse der
Proben mittels Elektronenmikroskopie belegte die Existenz von klar abgegrenzten, fibrillaren
Strukturen. Die Fibrillen waren in ihrer Morphologie mit amyloiden Fibrillen vergleichbar
[110]. Ein Hinweis auf die amyloide Natur der Fibrillen wurde durch die Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin T erhalten. Dem gegenuiber wurde Kongorot eher schlecht
gebunden und fuhrte nur zu einer geringflgigen Erhéhung der Kongorotabsorption,
hinweisend auf einen nicht-amyloiden Charakter der Fibrillen (Daten nicht gezeigt). Dieses
Verhalten wurde bereits in vorherigen Arbeiten der Gruppe beschrieben [134]. Beide
Farbstoffe werden standardméanig zur Detektion amyloider Fibrillen eingesetzt [55,153-155].
Thioflavin T interkaliert dabei in Furchen, die in der B-cross-Struktur amyloider Fibrillen
durch die reildverschlussartige Zusammenlagerung der p-Faltblattstrukturen entstehen [156].
Kongorot wird bevorzugt zur Analyse von Aggregaten in Zellen oder Geweben eingesetzt.
Amyloide Aggregate filhren dabei zu einer griinen Lichtdoppelbrechung bei Bestrahlung mit
polarisiertem Licht bzw. zu einer Erhéhung der Lichtabsorption bei ca. 500 nm durch den
Farbstoff [157].

Die Analyse der Proteine mittels limitierter Proteolyse zeigte, dass PABPN1 einer
Konformationséanderung wahrend der Fibrillierung unterlag. Die Hydrolysemuster der
monomeren Proteine unterschieden sich deutlich von denen der Fibrillen. Fir fibrillares
Protein konnte eine erhOhte Resistenz gegeniber der Proteolyse festgestellt werden. Die
geringere Sensitivitdt von Fibrillen gegentliber Proteasen wird in der Literatur fur amyloide
Aggregate beschrieben [54,158,159].

Einen weiteren Hinweis auf eine mogliche amyloide Struktur lieferten die Untersuchungen
der Proteinaggregate mittels FTIR. Der Vergleich der Infrarotabsorptionsspekiren von
l6slichem und fibrillarem Protein deutete auf einen zunehmenden B-Faltblattstrukturanteil im
aggregierten Protein hin. Die Anderung des FTIR-Spektrums war dabei nicht so ausgepragt,
wie es beispielsweise bei der N-terminalen Region von PABPN1 beobachtet wurde [110].
Grund hierfir kénnte sein, dass die Umlagerung zur Fibrille nur auf einen kleinen Teil des
Proteins beschrankt ist. Solid state-NMR-Analysen von N-(+7)Ala zeigten, dass sich die
Fibrillenkernstruktur auf ca. 40 Reste beschrankt [150]. Da PABPN1 ein Multidomanen-
protein von 306 Aminosdureresten ist, kann davon ausgegangen werden, dass ein Groliteil
des Proteins von der Umlagerung nicht beeinflusst wird und somit die Strukturédnderung des

Bereiches, der an der Ausbildung der Fibrillen beteiligt ist, keinen dominanten Einfluss auf
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das Infrarotabsorptionsspektrum des Gesamtlangen-Proteins hat. Dass das fibrillare Protein
noch native Strukturanteile besitzt, bestatigten die RNA-Bindungsstudien. PABPN1-Fibrillen
waren in der Lage Oligoadenylat-RNA zu binden, wenn auch mit einem zehnfach hoheren
Kp-Wert, verglichen mit dem Iéslichen Protein.

Die CD-Spektren der monomeren Proteine deuteten auf einen ausgepragten a-helikalen
Strukturanteil hin, der auch im fibrillaren Protein beobachtet wurde, wenngleich auch mit
geringeren Amplituden. Bereiche mit a-helikaler Konformation scheinen demnach nicht von
der Umlagerung betroffen zu sein. Aus Strukturvorhersagen zu PABPNL1 [134] und der
Kristallstruktur der RRM-Doméne [108], kdnnten diese Bereiche die RRM-Domane selbst
oder die postulierte a-helikale Region sein. Es muss aber bertcksichtigt werden, dass die
CD-Spektroskopie eher wenig geeignet ist, um Proteinaggregate hinsichtlich ihrer Struktur
zu charakterisieren. Zudem dominieren allgemein a-helikale Strukturen das CD-Spektrum,
die FTIR-Absorptionsspektroskopie ist dagegen sensitiver gegenliber B-Faltblattstrukturen.
Um weitere Informationen hinsichtlich der Struktur der Fibrillen zu erhalten, wurde versucht
Rontgenbeugungsmuster von den Fibrillen aufzunehmen. Réntgenbeugungsmuster von
Peptiden mit ausgepragter B-cross-Struktur zeigen zwei dominante Reflektionen bei ca.
4und 10A, die den Abstanden zwischen den einzelnen B-Strangen (4 A) und den
B-Faltblattern (10 A) entsprechen [53,160]. Die Qualitat der Beugungsmuster war jedoch zu
schlecht, da die zuvor lyophilisierten Fibrillen noch zu viel Wasser beinhalteten. Aussagen
hinsichtlich der Struktur konnten so nicht getroffen werden (Daten nicht gezeigt).

Vergleicht man die biochemischen Eigenschaften der Fibrillen von PABPN1 mit denen von
N-(+7)Ala, so sind grof3e Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitdt gegenuber Proteasen und
der Solubilisierung mit Denaturierungsmitteln festzustellen. Nur die Hélfte der amyloiden
Fibrillen von N-(+7)Ala konnte durch Inkubation in 6 M GdAmSCN uber 6 h aufgeldst werden
[133]. Dagegen wurden die Aggregate des Gesamtlangen-PABPNL1 bereits mit 2 M GdmCl
innerhalb 1 h zu 50% solubilisiert. Allgemein sind die amyloiden Eigenschaften bei fibrillarem
PABPN1 schwacher ausgepragt als bei N-(+7)Ala-Fibrillen.

Die Ergebnisse und die biochemischen Eigenschaften der Fibrilen deuten zwei
unterschiedliche Prozesse der Umlagerung zur fibrillaren Konformation an: (1) eine
alaninabhangige Umlagerung der isolierten N-terminalen Region zu amyloiden Fibrillen und
(2) eine alaninunabhéngige Aggregation des Gesamtlangen-Proteins zu fibrillaren

Strukturen.
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Ein &hnliches Verhalten konnte bei Untersuchungen des Prionenproteins Ure2p aus
Saccharomyces cerevisiae beobachtet werden. Wahrend die isolierte N-terminale
Prionendomane zu amyloiden Fibrillen umlagerte, konnte im Kontext des Gesamtlangen-
Proteins eine Aggregation zu Fibrillen mit hohem a-helikalen Strukturanteil beobachtet
werden. Die konformationelle Anderung der N-terminalen Domane wurde demnach im
Gesamtlangen-Ure2p vollstandig unterdriickt. Ebenfalls konnte die Fibrillenbildung von

Ure2p nicht durch Zugabe von seeds der Prionendoméne beschleunigt werden [161].

4.2.3 Einfluss der C-terminalen Region auf die Fibrillenbildung

von Gesamtlangen-PABPN1

Es stellt sich die Frage, welche Bereiche im Gesamtlangen-PABPN1 an der Konformations-
anderung beteiligt sind. Um diese Regionen zu identifizieren, wurde mit I6slichem und
fibrillarem Protein eine limitierte Proteolyse durchgefihrt. Kombiniert wurden die
Hydrolyseexperimente mit einer anschlieBenden Analyse der Proteolysefragmente mittels
Massenspektrometrie. Fir amyloide Aggregate wird im Allgemeinen angenommen, dass die
Ausbildung der B-cross-Struktur zu proteolysegeschiitzten, rigiden Bereichen fiihrt. Somit
kann die limitierte Proteolyse zur Identifizierung der Fibrillenkernstruktur beitragen
[54,158,159]. Die Ergebnisse bestétigten, dass die N-terminale Alaninsequenz bei der
Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPNL1 in vitro eine untergeordnete Rolle spielte, da
ein rascher Abbau des Proteins vom N-Terminus her beobachtet werden konnte. Viel
interessanter war jedoch, dass die Analysen stark auf eine Beteiligung der C-terminalen
Region im Fibrillierungsprozess hindeuteten. Die Ergebnisse der Massenspektrometrie
wurden durch Untersuchungen der Fluoreszenzeigenschaften des in der C-terminalen
Region lokalisierten Tryptophanrestes (Trp302) bekraftigt. Im fibrillaren Protein konnte eine
hypsochrome Verschiebung des Fluoreszenzmaximums, verglichen mit dem I6slichen
Protein, festgestellt werden. Diese Verlagerung des Maximums korreliert mit einer
verminderten Ldsungsmittelexposition von Trp302 und koénnte ein Hinweis auf eine
kompaktere Struktur, und somit auf eine Umlagerung zur Fibrille sein.

Auch in der Literatur wurde der C-terminalen Region von PABPNL1 eine entscheidende Rolle
bei Aggregationsprozessen zugeschrieben. So konnte die Ablagerung von PABPNL1 in
nuklearen speckles vollstandig unterdriickt werden, wenn PABPN1 ohne die C-terminalen
49 Aminoséauren (AC49) in HeLa-Zellen exprimiert wurde [95]. Sogar lediglich die Deletion
der C-terminal letzten sechs Aminosduren unterdriickte die Aggregatbildung in COS-7-
Zellen [112]. Bericksichtigt werden sollte aber, dass in dieser Region das

Kernlokalisationssignal vorhanden ist und somit die Verteilung von PABPN1 in den Zellen
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gestort ist [103]. Auch in vitro zeigten PABPN1-Varianten ohne die C-terminale Region ein
weitaus geringeres Potenzial zur Aggregation [117]. Wéahrend der Reinigung der Proteine
konnte fir die AC49-Varianten kaum eine amorphe Aggregation festgestellt werden,
wogegen Gesamtlangen-PABPN1 eine hohe Tendenz zeigte. Der Versuch die C-terminalen
49 Aminosduren isoliert zu reinigen scheiterte, da selbst im Kontext mit der
[6slichkeitvermitteinden SUMO-Fusion das Protein nahezu vollstandig amorph aggregierte
(Daten nicht gezeigt).

Um den Einfluss der C-terminalen Region auf die Aggregation von PABPNL1 bestétigen zu
konnen, wurden Varianten untersucht, bei denen die letzten 49 Reste deletiert waren. Eine
Umlagerung zu Fibrillen, bei den selben Bedingungen unter denen das Gesamtlangen-
Protein analysiert wurde (60 uM Proteinkonzentration, 20 °C), konnte nicht beobachtet
werden. Demgegeniber wurde eine Fibrillenbildung einer N-terminalen Deletionsvariante, in
der die ersten 114 Aminosduren und damit ein Grof3teil der N-terminalen Region deletiert
waren (SUMO-AN114), beobachtet. Fibrillares SUMO-AN114 war in seinen Eigenschaften
vergleichbar mit den Fibrillen des Gesamtlangen-Proteins. Die Ergebnisse belegten die
Notwendigkeit der C-terminalen Region und die Redundanz der N-terminalen Region auf die
Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1. Unterstutzt wurde das Ergebnis durch die
Ko-Fibrillierungsexperimente der AC49-Varianten mit SUMO-AN114. Lediglich das Protein
fibrillierte, in welchem die letzten 49 Aminoséduren vorhanden waren. ,Gemischte
Fibrillen“ aus AC49 und SUMO-AN114 wurden nicht identifiziert. Indirekt deutet das Resultat
darauf hin, dass sich die Umlagerung auf die C-terminalen 49 Reste beschrénkt. Die
Ergebnisse der in vitro Experimente ergénzten und bekréftigten die zuvor publizierten in vivo
Daten [95,112].

An dieser Stelle sollte berlicksichtigt werden, dass unter veréanderten Bedingungen, also
erhodhter Proteinkonzentration (0,5 mM anstelle 60 uM) und Temperatur (37 °C statt 20 °C)
eine Fibrillenbildung der AC49-Varianten beobachtet wurde (siehe 4.4). Tendenziell konnte
dabei eine alaninabhéngige Umlagerung wiederhergestellt werden. Indirekt deuten somit die
Ergebnisse der Fibrillenbildung des Gesamtlangen-Proteins und der AC49 auf zwei
unterschiedliche Prozesse hin: einer alaninabhangigen Assemblierung und einer auf der

C-terminalen Region basierenden Umlagerung.
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4.2.4 Das ,EISENBERG-Postulat® — in silico-Analyse von
PABPN1

2007 veroffentlichte DAvID EISENBERG ein neues Modell zur Fibrillenstruktur und postulierte,
dass ein steric zipper bestehend aus 6-8 Aminosauren die Fibrillenkernstruktur bildet [67].
In den folgenden Jahren entwickelte die EISENBERG-Gruppe das Programm ZipperDB zur
Identifizierung von Peptidsequenzen, die in der Lage sind einen steric zipper zu bilden [162].
Das Programm basiert auf der Sequenz NNQQNY des Prionenproteins Sup35 aus
Saccharomyces cerevisiae und legt die Kiristallstruktur dieses Peptides den Berechnungen
zugrunde. Der Algorithmus passt konsekutiv Hexapeptide des zu analysierenden Proteins in
die Kristallstruktur ein und berechnet den energetic fit (,Energiegehalt des alignment®. Ein
Schwellenwert von -23 kcal/mol wird dabei zugrunde gelegt. Energien unterhalb des Wertes
deuten auf ein potenzielles Fibrillenbildungsvermégen hin [163]. Bisher wurden bereits tber
20000 Proteinsequenzen analysiert und in einer Datenbank zusammengefasst
(http://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/).

PABPN1 wurde ebenfalls mithilfe der Methode analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 45
dargestellt. Sequenzen, die in das steric zipper-Modell von Sup35 passen, sind rot, Peptide
die nicht in das Modell passen grin bzw. blau dargestellt. Basierend auf dem Programm
ZipperDB ist nur die Oligoalaninsequenz von PABPN1 in der Lage eine amyloide
Fibrillenstruktur aufzubauen. Die in silico-Analyse stimmt damit sehr gut mit den
Ergebnissen zur Fibrillenbildung der N-terminalen Region von PABPN1 Uberein. Ferner
zeigt die C-terminale Region ein sehr geringes Potenzial zur Fibrillenbildung nach dem steric
zipper-Modell. Eine Fibrillenbildung unter Beteiligung der C-terminalen Region sollte jedoch
nicht vollig ausgeschlossen werden, allerdings deutet die Sequenzanalyse indirekt auf einen
nicht-amyloiden Charakter der PABPN1-Fibrillen hin. Im folgenden Kapitel werden daher

andere Mdglichkeiten der Assemblierung von Proteinen zu fibrillaren Strukturen diskutiert.
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Abbildung 45. Ausschnitte aus der Sequenzanalyse von PABPN1 mit dem Programm ZipperDB
(http://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/). Die Balken reprasentieren den energetic fit (,Energiegehalt
des alignment®). Ein energetic fit oberhalb des gesetzten Schwellenwerts von -23 kcal/mol (rote
Balken) deutet auf eine hohe Wahrscheinlichkeit der Fibrillenbildung nach dem Sup35-Hexapeptid-
Modell hin. Blaue Balken markieren Regionen mit geringer Wahrscheinlichkeit zur Fibrillenbildung
nach dem Modell.

4.3 Mogliche Ursachen der Assemblierung von
PABPN1

In der Natur gibt es viele Proteine, die zu héhermolekularen Strukturen assemblieren, die nicht
zwangslaufig amyloiden Charakters sind. Das Strukturprotein Aktin ist eines der bekanntesten
Beispiele. Globulare Aktinmolekile assemblieren zu langen fibrillaren Strukturen. Die
Assemblierung von Aktin wurde 1990 mit dem Filamentmodell nach KENNETH HOLMES
beschrieben [164]. Die Ausbildung der Fibrille basiert dabei auf einer Interaktion grofRer
Oberflachenbereiche zwischen zwei Aktinmolekilen Uber eine sogenannte long pitch helix.
Ferner arrangieren sich loop-Regionen zu antiparallelen B-Faltblattstrukturen [165].

Bei Kollagen ordnen sich Polypeptidketten mit repetitiven Sequenzen (L-prolin- und
L-glycinreich) zu einer linksgangigen a-helikalen Kette an. Drei dieser Strdnge ordnen sich
wiederum zu einer rechtsgangigen Kollagentripelhelix an. Dabei kénnen sowohl lineare, als
auch verzweigte Strukturen ausgebildet werden [166,167].

Einer weiteren Gruppe von Faserproteinen, den Keratinen wurde bereits in den 1970er Jahren
ebenfalls eine filamentdse Struktur zugeschrieben [168,169]. Aus dem Rdntgenbeugungs-
muster der Keratine wurden vorwiegend a-helikale Strukturanteile in den Filamenten
identifiziert. Heute wird zwischen a- und B-Keratinen unterschieden, entsprechend ihres

charakteristischen Sekundarstrukturgehaltes. Die a-Keratine sind ahnlich hierarchisch
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aufgebaut wie Kollagene. Charakteristisch fur Keratine ist ein hoher Anteil an L-Glycinresten
und ein hoher Grad an disulfidverbriickten L-Cysteinen innerhalb der helikalen Filamente.

Eine weitere Moglichkeit der Oligomerisierung von Proteinen besteht im Austausch gleicher
Doménen innerhalb zweier Proteinmolekile. Der Tausch von einzelnen Sekundarstruktur-
elementen oder ganzen Doméanen wird domain swapping genannt. 2001 beschrieben
Janowski et al. eine Dimerisierung des amyloidogenen Proteins Cystatin C [170]. Das Protein
besteht aus funf antiparallelen B-Strangen und zwei a-Helices. Durch domain swapping
werden ein B-Strang und eine a-Helix zwischen zwei Cystatin C-Molekllen ausgetauscht und
das Protein dimerisiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass die amyloiden Fibrillen dieses
Proteins aus dem domain swapping mehrerer Proteinmonomere resultierte [171,172].

Domain swapping kann auch bei der bovinen Ribonuklease A zu amyloiden Strukturen fuhren,
wenn eine amyloide Sequenz in eine loop-Region des Proteins eingefihrt wird. Die Insertion
induziert dabei das domain swapping, wobei das inserierte amyloide Hexapeptid eine
Fibrillenbildung einleitet. Die Ribonuklease A liegt innerhalb der Fibrillen nativ gefaltet vor
[173,174]. In der Literatur finden sich weitere Beispiele (Prionenprotein [175], B.-Microglobulin
[176]) die belegen, dass ein domain swapping Ursache der amyloiden Fibrillenbildung sein

kann.

Welches der genannten Modelle die Fibrillenbildung von PABPN1 hervorruft, konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Das Modell, welches der Kollagen- und
Keratinassemblierung zugrunde liegt, kann aber weitgehend ausgeschlossen werden, da die
Grundvoraussetzungen, namlich repetitive a-Helix-induzierende Sequenzen in PABPN1 nicht
vorhanden sind.

Eine nicht-kovalente Interaktion, wie sie bei Aktinmonomeren beobachtet wird, konnte
demgegentber eine Alternative darstellen. lonische Wechselwirkungen, wie sie bei Aktin
beobachtet wurden, sind aber unwahrscheinlich, da die Fibrillenbildung von PABPN1 bei
hoher lonenstarke stattfand. Dennoch kénnten zwei Regionen im Protein miteinander
interagieren und somit zur Assemblierung zur Fibrille fihren. Beispielsweise wurde fir die
RRM-Domane von PABPN1 eine mdgliche Interaktion der 3,-Strange zweier Monomere und
somit eine Dimerisierung dieser Domane postuliert. Gestitzt wird die Vermutung durch die
NMR-Struktur der RRM-Doméne im homologen Protein des Krallenfrosches Xenopus laevi,
die eine Dimerisierung der Doméane beschreibt [108]. Dass die Oligomerisierung der RRM-
Doméne Grund fur die Fibrillenbildung von PABPNL1 ist, ist aber unwahrscheinlich, da in
diesem Fall bei den Ko-Fibrillierungsexperimenten von AC49 mit SUMO-AN114 ,gemischte
Fibrillen® zu erwarten waren. Es konnte in den Fibrillen jedoch lediglich SUMO-AN114

identifiziert werden. Eine Oligomerisierung tber die RRM-Domaéne fand somit nicht statt.
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Eine auf ionischen Wechselwirkungen basierende ,Kopf zu Schwanz‘-Assemblierung von
PABPNL1 [134], kann ebenfalls als Ursache der Fibrillenbildung ausgeschlossen werden, da
fur die Fibrillierung die N-terminale Region nicht notwendig war (SUMO-AN114 fibrilliert).
Zudem sollte eine Salzkonzentration von 1,5 M KCI eine ionische Interaktion ausschlief3en.

Eine Interpretation der Daten fallt schwer und die Ergebnisse erlauben keine Aussagen tber
die molekularen Hintergriinde der Umlagerung von PABPN1. Zudem hindert das Fehlen von
Strukturdaten der C-terminalen Region von PABPN1 das Verstandnis der Fibrillenbildung.
PABPNL1 zeigt per se ein hohes Potenzial zur Aggregation. Diese Fahigkeit kénnte auf die
Funktion des Proteins, namlich der Assemblierung auf der wachsenden Adenylatsequenz am
3-Ende von mRNA, zurtickzufthren sein. Bei Untersuchungen der Morphologie von PABPN1
in Anwesenheit von Oligoadenylat-RNA konnte eine Zusammenlagerung des Proteins zu
kleinen fibrillaren Strukturen und kompakten Oligomeren beobachtet werden [118]. Obwohl die
Fibrillenbildung in Abwesenheit von RNA analysiert wurde, kann ein Prozess basierend auf
der ,funktionellen Assemblierung® nicht ausgeschlossen werden. Zudem waren die Aggregate
in der Lage Oligoadenylat-RNA zu binden. Die Fibrillenbildung in Anwesenheit von RNA
wurde ebenfalls untersucht. Ein Effekt auf die Fibrillenbildung konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Grund hierfir war die hohe Salzkonzentration, die eine Wechselwirkung zwischen
RNA und PABPNL1 vollstandig unterdriickte.

Fir PABPN1 finden sich in der Literatur weitere Hinweise auf mdogliche Ursachen der
Fibrillenbildung. Zwei Oligomerisierungsregionen wurden fur das Protein postuliert. Diese
Bereiche wurden mithilfe des yeast two hybrid-Systems identifiziert und erstrecken sich tber
die Reste 155-294 und 264-306 [112]. Beide Regionen beinhalten Reste des C-terminalen
Bereiches von PABPN1. In den AC49-Varianten sind diese Oligomerisierungssequenzen
vollsténdig bzw. teilweise deletiert. Eine Assemblierung von PABPN1 basierend auf diesen
Bereichen ware damit nicht mdglich und kdnnte erklaren warum die AC49-Varianten, unter
den Bedingungen des Gesamtlangen-Proteins (60 uM Protein, 20 °C), nicht zur Fibrille
umlagerten. Fan et al. zeigten, dass bereits die Deletion von 6—8 Aminosauren in diesen
Regionen die Akkumulation von PABPN1 in speckles von COS-7-Nuclei vollstandig
unterdriickte [112]. Die Untersuchungen wurden mit einer um sieben Alanine expandierten
PABPN1-Variante durchgefiihrt. Fir die Aggregation in speckles war nicht die expandierte
Alaninsequenz entscheidend, sondern die intakten Oligomerisierungsregionen. Sind diese
Bereiche vollstandig im Protein vorhanden, wie es in der SUMO-AN114-Variante der Fall ist,
so kann eine alaninunabhangige Assemblierung von PABPNL1 stattfinden.

Ein Vergleich dieser Regionen mit dem Ergebnis des ZipperDB-Programmes zeigt, dass fur

beide Oligomerisierungsbereiche eine amyloide Fibrillenbildung basierend auf der 3D-Struktur
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des Hexapeptids NNQQNY aus Sup35 nicht wahrscheinlich ist. Es finden sich nur wenige
Reste, die in die Struktur des Hexapeptids passen (Abbildung 45). Wie jedoch bereits
angemerkt, sollte eine Assemblierung von PABPN1 auf Grundlage der
Oligomerisierungsregionen nicht ausgeschlossen werden, vielmehr sollte ein nicht-amyloider

Charakter der Fibrillen in Betracht gezogen werden.

4.4 Wiederherstellung der alaninabhangigen
Fibrillenbildung bei den AC49-Varianten

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, kann PABPNL bei einer Proteinkonzentration von
60 uM in Abwesenheit der C-terminalen 49 Aminosduren nicht zur Fibrille umlagern.
Uberraschend war zunachst, dass eine alaninabhangige Fibrillenbildung, wie sie bei der
isolierten N-terminalen Region beobachtet wurde, nicht festgestellt werden konnte. Grund
hierfur konnte die Proteinkonzentration sein: Fir die amyloide Fibrillenbildung ist eine kritische
Proteinkonzentration notwendig, unterhalb welcher keine Fibrillenbildung stattfindet [151].
N-(+7)Ala wurde bei Konzentrationen oberhalb von 0,5 mM fibrilliert [134,135]. Die Fibrillierung
der AC49-Varianten wurde deshalb bei erhdhter Proteinkonzentration und in Anwesenheit von
N-(+7)Ala-seeds untersucht. Eine alaninabhangige Fibrillenbildung konnte tendenziell
wiederhergestellt werden und stiitzt die Vorstellung von zwei endogenen Assemblierungs-
prozessen von PABPN1: eine alaninabhéngige Umlagerung der N-terminalen Region zu
amyloiden Fibrillen und eine alaninunabhangige Zusammenlagerung zu fibrillaren Strukturen.

Ferner wurde versucht, durch partielle Entfaltung des Gesamtlangen-Proteins mittels
Guanidiniumchlorid die alaninabhéangige Fibrillenbildung wiederherzustellen. Bei diesen
Untersuchungen Uberwog jedoch die amorphe Aggregation. Zudem ist es unwahrscheinlich,
dass bei 60 uM eine alaninabhéngige Umlagerung zu beobachten ist, da diese auch nicht bei
den AC49-Varianten (bei 60 uM) festgestellt werden konnte. Untersuchungen bei héheren
Proteinkonzentrationen waren bei dem Gesamtlangen-Protein nicht mdglich, da es unter

diesen Bedingungen amorph aggregierte.
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4.5 Die Rolle von PABPN1 bei der Pathogenese
von OPMD

AbschlieRend soll die Frage diskutiert werden, welche Rolle die Alaninexpansion in PABPN1
bei der Pathogenese von OPMD spielt. Festzuhalten ist, dass nur Menschen mit einer
Erweiterung des Alaninsegmentes die Muskeldystrophie ausbilden. Die Ursache fiir OPMD ist
damit die Alaninexpansion. Verschiedene Arbeitsgruppen postulierten jedoch, dass die
Erweiterung nur einen primaren Effekt darstellen kénnte und dass eher sekundare Effekte die
Krankheit hervorrufen. Chartier et al. stellten die Hypothese auf, dass die Alaninexpansion
nicht toxisch ist, jedoch das Protein stabilisieren und somit zu einer sukzessiven Anreicherung
des Proteins fuhren konnte [115]. Eine alaninunabh&angige Aggregation des Proteins kdnnte
sich anschlieen und toxisch auf die Zellen wirken. Ein stabilisierender Effekt im Sinne einer
Erhéhung der thermodynamischen Stabilitat ist jedoch unwahrscheinlich. So wurde
beispielsweise fur Fusionen des Hitzeschockproteins CspB aus Bacillus subtilis gezeigt, dass
die Alaninexpansion keinen Einfluss auf die thermodynamische Stabilitat des Proteins hat
[177].

Bei Untersuchungen von stabilen C2-Zelllinien, die WT-PABPN1 exprimierten, wurde gezeigt,
dass die N-terminale Region von PABPNL fur die Aktivierung muskelspezifischer Gene, durch
Regulierung myogener Faktoren, verantwortlich ist. Kim et al. postulierten eine potenziell
muskelspezifische Funktion von PABPN1 als Ko-Transkriptionsfaktor [178]. Eine
Alaninexpansion kdnnte zu Veranderungen in der Aktivierung myogener Gene und so zu den
charakteristischen OPMD-Symptomen fiihren.

2011 veroffentlichten Anvar et al. Daten einer umfangreichen Transkriptomanalyse von
OPMD-Patienten und -Tiermodellen. Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Deregulation
des Ubiquitin-Proteasom-Systems in allen betrachteten Spezien (Mensch, Maus, Drosophila).
Ferner wurde festgestellt, dass die Deregulation mit der Zeit zunahm und somit den
progressiven Verlauf der Krankheit widerspiegeln konnte. Unterhalb eines bestimmten
Transkriptionsniveaus von  Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-Systems  kann
expandiertes PABPN1 nicht mehr abgebaut werden und akkumuliert im Zellkern [179]. Wie

jedoch mutiertes PABPN1 zur Deregulation der Gene fuhren kénnte, wurde nicht diskutiert.
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die in vitro-Fibrillenbildung von Gesamtlangen-PABPN1 und
Fragmenten des Proteins untersucht. Die Ergebnisse deuten auf zwei Prozesse hin, die

eine Assemblierung von PABPNL1 hervorrufen kénnen:

(1) eine alanininduzierte Aggregation der isolierten N-terminalen Region
zu amyloiden Fibrillen [110,134]

(2) eine alaninunabhangige Zusammenlagerung des Gesamtlangen-
Proteins zu fibrillaren Strukturen unter Beteiligung der C-terminalen

Region.

Wie einleitend erwahnt, bzw. in der Diskussion angefihrt wurde, bestarken viele
Publikationen, dass PABPN1 nicht nur alaninabhangig, sondern auch -unabhangig
aggregieren kann. Es konnte nicht eindeutig geklart werden, ob:

(1) die in vitro erzeugten PABPN1-Fibrillen amyloider Natur sind.
Mehrere Daten deuten jedoch indirekt auf einen nicht-amyloiden
Charakter hin.

(2) eine alaninabh&ngige Fibrillenbildung im Kontext des Gesamtlangen-

Proteins moglich ist.

Um einen Fortschritt im Verstandnis der PABPN1-Aggregation in der Pathogenese von
OPMD zu machen sollte folgender Punkt geklart werden: Die in Patientenmaterial bzw.
Zellkultur erzeugten krankheitsassoziierten PABPN1-Aggregate sollten biophysikalisch
charakterisiert werden. Die Analyse wirde zeigen, ob die Ablagerungen vergleichbar mit
den Aggregaten der isolierten N-terminalen Region oder denen des Gesamtlangen-Proteins
sind. Die Ergebnisse wirden Aufschluss dartiber geben, welcher Prozess zur

krankheitsbedingten Aggregation des Proteins beitragt.
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5 Anhang

5.1 Fibrillenbildung in Anwesenheit von
Oligoadenylat-RNA

An der Bindung von RNA sind sowohl die RRM-Doméne als auch Aminoséuren der
C-terminalen Region von PABPN1 beteiligt [107]. Es wurde angenommen, dass in
Anwesenheit von Oligoadenylat-RNA eine Umfaltung dieser, an der Bindung beteiligten
Bereiche, hatte unterbunden und somit die C-terminale Fibrillenbildung unterdriickt werden
kénnen. Somit hatte ein weiterer Beleg fur die Beteiligung der C-terminalen Region an der
Fibrillenbildung erhalten werden kénnen. Wie aus der Literatur bereits bekannt war, ist die
Bindung von RNA an PABPNL stark von der lonenstarke des Puffersystems abhéngig [118].
Deshalb wurde zunachst die Bindung von Oligoadenylat-RNA durch PABPN1 in PF-Puffer
untersucht (Daten nicht gezeigt). Eine Interaktion zwischen Oligoadenylat-RNA und
PABPN1 konnte in PF-Puffer nicht beobachtet werden. Ein Einfluss von gebundener RNA
auf die Fibrillenbildung von PABPN1 konnte deshalb unter den gesetzten Bedingungen

(PF-Puffer) nicht analysiert werden.
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5.2 Spezifitat der RNA-Bindung durch fibrillares

Gesamtlangen-PABPN1

PABPNL1 interagiert nicht ausschliellich mit Oligoadenylat-RNA, sondern kann auch mit

anderen Basen wechselwirken [107]. Fur die Kompetition wurden deshalb verschiedene

RNAs genutzt.

Die Bindung von

radioaktivem Oligoadenylat, bestehend aus 14

Adenylatresten (A;4) wurde durch die Zugabe entsprechender Mengen an ribosomaler RNA
(rRNA) und transfer RNA (tRNA) kompetiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 46

Zusam mengefasst.
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Abbildung  46. Kompetition von 40 pg
Oligoadenylat-RNA (Ay4) mit tRNA (A und B) und
rRNA (C). (A) direkte Auftragung der Menge an
Kompetitor gegen den relativ gebundenen Anteil
an A4 bezogen auf die gebundene Menge ohne
Kompetitor. (B) logarithmische Auftragung des
Uberschusses an Kompetitor zu eingesetzter Aq,.
rRNA...16S-, 23S-rRNA aus E. coli.
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5.3 Erganzung zu Kapitel 3.6.1

Die in Abschnitt 3.6.1 nicht gezeigten Fluoreszenz- und CD-Spektren werden aufgefihrt.
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Abbildung 47. Fluoreszenzspektren von AAla-PABPN1. Anregung mit Licht einer Wellenlénge von
280 nm (A) und 295 nm (B). Die Messungen erfolgten bei 20 °C in PF-Puffer (schwarz), mit 1 M

Harnstoff (grin), 1 M GdmCI (blau), 2,5 M GdmCI (orange), vollstandig entfaltet (rot). Denaturierender
Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmCI.
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Abbildung 48. Fluoreszenzspektren von (+7)Ala-PABPN1. Anregung mit Licht einer Wellenlange von
280 nm (A) und 295 nm (B). Die Messungen erfolgten bei 20 °C in PF-Puffer (schwarz), mit 1 M

Harnstoff (griin), 1 M GdmCI (blau), 2,5 M GdmCI (orange), vollstandig entfaltet (rot). Denaturierender
Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmCI.
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Abbildung 49. CD-Spektren zur Charakterisierung des I6slichen Proteins unter leicht denaturierenden
Bedingungen. (A) AAla-PABPN1, (B) (+7)Ala-PABPN1. Die Messungen erfolgten bei 20 °C in
PF-Puffer (schwarz), mit 1 M Harnstoff (grin), 1 M GdmCI (blau), 2,5 M GdmCI (orange), vollstandig
entfaltet (rot). Denaturierender Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmCI.

5.4 Uberprifung der Seed-Praparationen

Die ,Qualitat® der seed-Praparation wurde anhand Kontrollfibrillierungen mit N-(+7)Ala
Uberprift. Von N-(+7)Ala ist bekannt, dass eine rasche Fibrillenbildung in Anwesenheit von
seeds erfolgt [110]. Ferner wurden die seeds elektronenmikroskopisch analysiert.

In Anwesenheit von seeds wurde fir N-(+7)Ala eine schnelle Fibrillenbildung beobachtet.
Dagegen befand sich N-(+7)Ala ohne seeds ca. 27 Tagen noch immer in der lag-Phase.
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Abbildung 50. Uberpriifung einer seed-Préaparation. (A) Kontrollfibrillierung mit N-(+7)Ala in
Anwesenheit von 1% (w/w) seeds (®) und ohne seeds (e). Die Fibrillenbildung fand bei 37 °C und
einer Proteinkonzentration von 0,5 mM in PF-Puffer statt. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme
von seeds.
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5.5 Reinigung und Charakterisierung der
ACA49-Varianten

Die AC49-Varianten wurden rekombinant als SUMO-Fusions-Konstrukt hergestellt (siehe
2.2.2.2) und gereinigt (siche 2.2.4.3). Die Analyse der Proteine erfolgte in Abwesenheit der

Affinitatsfusion.
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Abbildung 51. Zusammenfassung der Reinigung der AC49-Varianten. (A) Chromatogramm des
letzten Reinigungsschrittes (Anionenaustausch-Chromatographie) von (+7)Ala-AC49. Absorption bei
280 nm (durchgezogene Linie), Anteil an Puffer B (gepunktete Linie). (B) SDS-PA-Gel der gereinigten
Deletionsvarianten.

Die Deletionsvarianten eluierten als symmetrischer Peak wahren der Anionenaustausch-
Chromatographie, was ein Hinweis auf eine homogene Proteinpréparation war. Durch
SDS-PAGE-Analyse konnten nur geringe Kontaminationen mit Fremdprotein festgestellt werden.
Anschlieend wurden die C-terminalen Deletionsvarianten mittels CD-Spektroskopie
charakterisiert (Abbildung 52). Analog zum Gesamtlangen-Protein wurde ein Spektrum
gemessen, das auf einen dominierenden a-helikalen Strukturanteil hindeutete. Da die Analyse
der Fibrillenbildung sowohl bei 20 °C als auch 37 °C erfolgte, wurden die Varianten auch bei
diesen beiden Temperaturen strukturell charakterisiert. Der Vergleich der Fern-CD-Spektren
zeigte einen geringfiigigen Einfluss der Temperatur auf die Proteinsekundarstruktur. Kleine
Amplitudenabnahmen konnten bei 195 nm und im Bereich 205-230 nm festgestellt werden.
Diese Anderungen deuteten auf eine Abnahme von Sekundarstruktur durch die erhoéhte
Temperatur hin. Die Nah-UV-CD-Spektren der AC49-Varianten unterschieden sich, bedingt
durch die Deletion der letzten 49 Aminosauren (darunter ein Tryptophan- und sechs

Tyrosinreste) von den Spektren der Gesamtlangen-Proteine.
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Abbildung 52. Charakterisierung der AC49-Varianten. (A) Fern-UV-CD-Spektrum in PF-Puffer bei
20 °C (blau) und 37 °C (rot), in denaturierendem Puffer (grun). (B) Nah-UV-CD-Spektren in PF-Puffer.
WT- (durchgezogene Linie), AAla- (gepunktet) und (+7)Ala-AC49 (gestrichelte Linie). Die Analyse
erfolgte bei 20 °C. Denaturierender Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmClI.

5.6 Reinigung und Charakterisierung von
SUMO-AN114

AN114 wurde rekombinant als SUMO-Fusions-Konstrukt hergestellt (siehe 2.2.2.2) und
gereinigt (siehe 2.2.4.3). Die Abspaltung der SUMO-Fusion resultierte in einer amorphen
Aggregation von AN114. Um trotzdem die Fibrillenbildung des Proteins bei Konzentrationen
von 60 uM analysieren zu kdnnen, wurde auf die Abspaltung der I6slichkeitsvermittelnden
Fusion verzichtet. Alle Untersuchungen fanden deshalb in Anwesenheit des SUMO-Proteins
statt (SUMO-AN114). In Abbildung 53 sind der letzte Chromatographie-Schritt, ein
SDS-PA-Gel des gereinigten Proteins und die Charakterisierung von Sekundarstruktur-
anteilen und der RNA-Bindungsaffinitat dargestellt.

Die Analyse mittels SDS-PAGE zeigte keine Kontamination mit Fremdprotein. Das
CD-Spektrum deutete auf ein gefaltetes Protein hin. Aussagen zur Struktur von AN114
kénnen an dieser Stelle nicht gemacht werden, da Daten zum Sekundéarstrukturanteil
(CD-Spektrum) des SUMO-Proteins nicht zur Verfigung standen. Ein Einfluss der
SUMO-Fusion auf die Faltung der RRM-Doméane und der angrenzenden Aminosauren
konnte ausgeschlossen werden, da SUMO-AN114 Oligo-(A)-RNA mit der gleichen Affinitat
(Kp =7 nM), wie WT-PABPNL1 (Kp = 6,6 nM) gebunden hatte.
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Abbildung 53. Reinigung und Charakterisierung von SUMO-AN114. (A) Chromatogramm der
Kationenaustausch-Chromatographie; Absorption bei 280 nm (durchgezogene Linie), Leitfahigkeit
(gepunktete Linie). (B) SDS-PA-Gel des gereinigten Proteins. (C) Fern-UV-CD-Spektrum in PF-Puffer
(durchgezogene Linie), in denaturierendem Puffer (gepunktete Linie); bei 20 °C, denaturierender
Puffer. 50 mM Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmCI. (D) Filterbindungsassay; SUMO-AN114 (m) und

WT-PABPNL ().

115



[@IMRW (deg cm? dmol™1)

5.7 Reinigung und Charakterisierung der
N147-Varianten

(+7)Ala-N147 und AAla-N147 wurden ebenfalls rekombinant als SUMO-Fusionskonstrukt
hergestellt (siehe 2.2.2.2) und anschliel3end gereinigt (siehe 2.2.4.3). Die Charakterisierung

der loslichen Proteine und die Analyse der Fibrillenbildung fand nach Spaltung des

Fusionsproteins statt.
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Abbildung 54, Reinigung und

Charakterisierung der N147-Varianten. (A)
Chromatogramm der Gelfiltration; Absorption
bei 280 nm (durchgezogene Linie). (B) SDS-
PA-Gel der gereinigten Proteine. (C) Fern-
UV-CD-Spektrum in PF-Puffer (schwarz) und
in denaturierendem Puffer (griin); AAla-N147
(gepunktete Linie), (+7)Ala-N147 (gestrichelte
Linie); denaturierender Puffer: 50 mM
Tris/HCI pH 7,9, 6 M GdmCI.

Das Chromatogramm der Gelfiltration zeigte einen symmetrischen Peak mit leichten Schultern.

Lediglich die Fraktionen des Peaks wurden vereinigt und weiter charakterisiert. Das SDS-PA-

Gel zeigte eine saubere Proteinpraparation, mit nur wenigen Verunreinigungen. Die Analyse

der Sekundarstruktur

mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie deutet auf ein Uberwiegend

unstrukturiertes Protein hin mit nur geringen Anteilen an Sekundarstrukturelementen. Ein

Einfluss der expandierten Alaninsequenz auf den Sekundéarstrukturgehalt, &hnlich wie bei der

N-terminalen Region (Aminosauren 1-125), konnte nicht festgestellt werden [110].
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