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Dreidimensionale Struktur einer Doméine
des zelluliiren Prion-Proteins aufgeklkirt

Erstmals konnte jetzt die Raumstruktur eines Teils jenes Proteins
ermittelt werden, das als Erreger todlich verlaufender Hirnerkrankungen
wie des Rinderwahnsinns (BSE) oder der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

beim Menschen verdéchtigt wird.

Von Rudi Glockshuber, Simone Hornemann, Roland Riek,
Martin Billeter, Gerhard Wider und Kurt Wiithrich

Im 18. Jahrhundert beschrieb ein briti-
scher Tierarzt bei Schafen eine neue,
todliche Erkrankung, die sich in Erreg-
barkeit, Juckreiz, Desorientierung und
Lihmung #duBerte. In England ,,Scrapie*
(nach to scrape, sich kratzen) genannt,
unterscheidet sie sich von herkOGmmli-
chen Infektionskrankheiten dadurch, da
bisher keine Bakterien oder Viren als
Ubertriiger entdeckt werden konnten.
. Vielmehr scheint ein neuvartiger Erreger
vorzuliegen, der als ,,Prion* bezeichnet
wird und keinerlei Nucleinsduren als
Erbsubstanz enthilt.

Nach der sogenannten Nur-Eiweif-
Hypothese, die der englische Molekular-
biologe John S. Griffith erstmals 1967
umrissen und Stanley B. Prusiner von
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der Universitdt von Kalifornien in San
Francisco 20 Jahre spiter detailliert for-
muliert hat (siehe seinen Artikel in Spek-
trum der Wissenschaft, Mirz 1995, Seite
44), ist der physiologisch wirksame Be-
standteil des Prions chemisch identisch
mit einem bestimmten korpereigenen
Zelloberflichenprotein bisher unbekann-
ter Funktion, das alle Wirbeltiere vor al-
lem in den Neuronen des Gehirns produ-
zieren. Der einzige Unterschied zwi-
schen der zelluldren und der infektiosen

~ Form soll in der rdumlichen Struktur lie-

gen. Der ungewohnliche Erreger konnte
sich vermehren, indem er das zellulidre
Prion-Protein, auf das er trifft, an be-
stimmten Kontaktstellen festhdlt und
dazu veranlaBlt, ebenfalls die infektitse

Form anzunehmen. Dadurch wiirden in
einer Kettenreaktion immer weitere zel-
luldre Prion-Proteine in infektiose umge-
wandelt.

Ergebnisse von Experimenten in zahl-
reichen Laboratorien weltweit aus den
letzten Jahren stiitzen diese Nur-EiweiB3-
Hypothese. Den iiberzeugendsten Beleg
lieferte die Gruppe von Charles Weiss-
mann am Institut fiir Molekularbiologie
der Universitdt Ziirich. Sie konnte zei-
gen, da8 Miuse, die kein zelluldres Pri-
on-Protein herstellen, weil das Gen dafiir
ausgeschaltet wurde, gegeniiber dem Er-
reger resistent sind.

Auch beim Menschen kennt man tod-
lich verlaufende Erkrankungen, die al-
lem Anschein nach ebenfalls durch Prio-
nen hervorgerufen werden kénnen. Dar-
unter fallen das erbliche Gerstmann-
Striussler-Scheinker-Syndrom, die erbli-
che Schlaflosigkeit, die durch Kanni-
balismus iibertragene Kuru-Erkrankung
und die spontan, infektids oder auch erb-
lich auftretende Creutzfeldt-Jakob-Er-
krankung (CJD).

Vor etwa zehn Jahren breitete sich in
Grof3britannien bei Rindern die bovine
spongiforme Enzephalopathie (BSE),
populir als Rinderwahnsinn bezeichnet,
epidemieartig aus. Als wahrscheinlichste
Ursache stellten sich Futterzusitze her-
aus, die aus prion-infizierten Kadavern
hergestellt worden waren.

Wie Experimente ergaben, bei denen
Tieren infektioses Prion-Protein direkt
ins Gehirn injiziert wurde, ist die Krank-
heit nicht nur innerhalb einer Spezies
von Tier zu Tier, sondern — mit geringe-
rer Effizienz — auch von einer Tierart auf
eine andere Ubertragbar. Die Wahr-
scheinlichkeit dafiir scheint um so gerin-
ger zu sein, je weniger die Arten mitein-
ander verwandt sind, was als Artenbar-
riere bezeichnet wird.

Zu der Frage, ob eine Ubertragung
iiber die Nahrungskette moglich ist, lie-
gen nur sehr spérliche Daten vor. Anfang
dieses Jahres nihrte jedoch die Entdek-
kung einer neuen Variante der CJD-Er-
krankung (vCJD) den Verdacht, daB sich
Menschen durch den Verzehr von Rind-
fleisch anstecken konnten.

Das Prion-Protein besteht wie die un-
gefidhr 100 000 anderen EiweiBstoffe, die
in S#ugetieren vorkommen, aus einer
Kette von Aminosiuren, deren Anzahl
und Reihenfolge die Identitiit des Mo-
lekiils festlegen. In der Eiweiforschung
gibt es ein zentrales Dogma, wonach je-
des Protein eine einzigartige, definierte
Raumstruktur einnimmt, die fiir seine
natiirliche Funktion entscheidend ist. Im
Widerspruch dazu unterstellt die Nur-Ei-
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weil-Hypothese, daBl die Aminosiure-
kette des Prion-Proteins auf mindestens
zwei funktionell verschiedene Arten ge-
faltet sein kann.

Falls dies zutrifft, kommt der Kenntnis
der Raumstruktur beider Formen ent-
scheidende Bedeutung fiir das Verstind-
nis der molekularen Vorginge bei der
Krankheitsiibertragung zu. Mit dieser In-
formation liefen sich einerseits die Kon-
taktstellen zwischen dem zelluldren und
dem infektiosen Prion-Protein identi-
fizieren und andererseits mdogliche
Schwachstellen in der zelluliren Form
erkennen, von denen die Umwandlung in
die infektitose Variante ausgeht. Daraus
ergidben sich langfristig auch Ansatz-
punkte fiir die gezielte Entwicklung von
Medikamenten.

Wir haben deshalb vor etwa einem
Jahr am Institut fiir Molekularbiologie
und Biophysik der Eidgendssischen
Technischen Hochschule (ETH) Ziirich
damit begonnen, die Raumstruktur des
zelluldren Prion-Proteins aufzukléren.
Aus technischen Griinden wihlten wir
dasjenige der Maus, das sich in seiner
Aminosduresequenz nur sehr geringfii-
gig von dem des Menschen und des Rin-
des unterscheidet. ‘

Damit sich die dreidimensionale Ge-
stalt eines Proteins ermitteln 14Bt, muB
man es zunichst einmal in reiner, was-
serloslicher Form gewinnen. Daf} alle
Versuche dazu gescheitert waren, bildete
die Hauptschwierigkeit zu Beginn unse-
res Projekts. Durch systematische Unter-
suchungen fanden wir jedoch heraus,
daB der funktionell wahrscheinlich wich-
tigste Teil des Molekiils, der die letzten
111 der insgesamt 208 Aminosduren um-
faBt, eine in sich abgeschlossene Struk-
tureinheit bildet, die als Doméne be-
zeichnet wird.

Es gelang uns, diese Doméne in gen-
technisch verinderten Bakterien in gro-
Ben Mengen und in loslicher Form zu
produzieren. Nach Reinigung mit kon-
ventionellen Verfahren hielten wir so
schlieBlich fiir die Strukturbestimmung
ausreichende Mengen des reinen Prion-
Proteinfragments in Hinden.

Mit der vor etwas mehr als zehn Jah-
ren von einem von uns (Wiithrich) und
seinen Mitarbeitern entwickelten Me-
thode zur Ermittlung dreidimensionaler
Proteinstrukturen in Lésung mittels ma-
gnetischer  Kernresonanzspektroskopie
(NMR-Spektroskopie) konnten wir dann
tatsdchlich die genaue dreidimensionale

Gestalt dieses Fragments bestimmen.
Das Ergebnis war iiberraschend: Es zeig-
te ein bisher unbekanntes Faltungsmu-
ster (Bild). Danach besteht das Prion-
Protein aus drei spiralférmig angeordne-
ten a-Helices und einem zweistriingigen,
antiparallelen B-Faltblatt; die zweite und
die dritte a-Helix sind {iber eine Schwe-
felbriicke miteinander verbunden. Weite-
re Versuche ergaben, daB dieses Frag-
ment eine sich selbstindig faltende Do-
miine darstellt, welche die gleiche Struk-
tur haben diirfte wie der entsprechende
Abschnitt des kompletten zelluldren Pri-

“on-Proteins. i

Das ermittelte Faltungsmuster wider-
spricht in entscheidenden Punkten einem
von vielen Wissenschaftlern favorisier-
ten Modell von Prusiner und seinem Kol-
legen Fred E. Cohen, wonach der hintere
Teil des Prion-Proteins vier o-Helices -
und keine B-Faltblatt-Struktur enthalten
sollte. Gerade das Faltblatt konnte je-
doch von grofler Bedeutung fiir die Um-
wandlung der zellulédren in die infektidse
Form sein, in der dieses Strukturelement
nach spektroskopischen Untersuchungen
anscheinend vermehrt vorkommt. Eine
weitere Schwachstelle ist moglicherwei-
se die erste o-Helix, die eine ungewohn-

Dreidimensionale Struktur der aus den letzten 111 Aminosiiuren
bestehenden Doméine des zelluléiren Prion-Proteins der Maus. Im
linken Bild wurden die Seitenketten der Aminosiuren weggelas-
sen, um den Verlauf des Proteinriickgrats deutlich zu machen.
Uberraschenderweise enthilt die Struktur auBler drei o-Helices
(gelbe Spiralen), von denen zwei durch eine Schwefelbriicke
(weif}) verbunden sind, ein aus zwei Striingen gebildetes gegenliiu-
figes B-Faltblatt (blaue Pfeile). Im rechten Bild, in dem das Mole-
kiil um 180° um die senkrechte Achse gedreht ist, sind die Positio-
nen wichtiger Aminoséureseitenketten gezeigt. Ein erblich beding-
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ter Austausch einer der sechs rot dargestellten Aminosiuren wird
beim Menschen mit erhéhter Anfilligkeit fiir die Creutzfeldt-Ja-
kob-Erkrankung in Beziehung gebracht. Die blau eingezeichneten
Aminosiiuren scheinen dagegen mit der eingeschriinkten Uber-
tragbarkeit von Prionenerkrankungen zwischen unterschiedli-
chen Spezies (Artenbarriere) zusammenzuhiingen; sie konzentrie-
ren sich im Bereich der ersten, relativ isolierten o-Helix. Diese
Region bildet deshalb moglicherweise den Angriffspunkt fiir das
infektiose Prion-Protein. Die beiden griin gefiirbten Aminosiiuren
tragen Zuckereinheiten; die Schwefelbriicke ist gelb markiert.
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liche Aminosduresequenz aufweist und
vom Rest des Proteins relativ isoliert ist.

Als hochst aufschluBireich erweist sich
schon jetzt der Vergleich der Raumstruk-
tur mit genetischen Daten. Bei vererbba-
ren Prionen-Erkrankungen des Menschen
sind mehrere Substitutionen von Amino-
sduren identifiziert worden, die offenbar
mit einer erhohten Anfilligkeit fiir die
Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung einherge-
hen. Wie die genaue Analyse ihrer Posi-
tionen zeigt, destabilisieren die meisten
davon wahrscheinlich die Raumstruktur
des zelluldren Prion-Proteins und erleich-
tern damit moglicherweise seine Um-
wandlung in die infektitse Form.

Ferner stellten wir fest, daB diejenigen
Aminoséuren, die nach genetischen Ex-
perimenten wesentlich fiir die Artenbar-
riere zwischen Mensch und Maus zu sein
scheinen, sich im Bereich der relativ iso-
lierten ersten o-Helix konzentrieren
(rechts im Bild auf Seite 17). Da die Ar-
tenbarriere offenbar darauf beruht, daB
der Kontakt zwischen infektidser und zel-
lulérer Form des Prion-Proteins erschwert
ist, konnte dies bedeuten, daB die infekti6-
se Variante das zelluldre Prion-Protein im
Bereich dieser a-Helix angreift.

Auf der Grundlage der aufgeklirten
Raumstruktur sind nun neue, gezielte
Experimente zur Erforschung von Prio-
nen-Erkrankungen moglich. Insbesonde-
re steht, wie Weissmann betont, das ent-
scheidende Experiment fiir die Nur-Ei-
weiB-Hypothese noch aus: Man miifite im
Reagenzglas das natiirliche Prion-Protein
mit geringen (katalytischen) Mengen des
infektiosen Gegenstiicks versetzen und
nachweisen, daB3 die Infektiositéit mit der
Zeit zunimmt. DaB sich eine funktionell
wichtige Domi#ne mit bekannter dreidi-
mensionaler Struktur nunmehr in groBen
Mengen rein erzeugen liBt sollte die Pla-
nung und Durchfiihrung derartiger Versu-
che wesentlich erleichtern.
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