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Amyloidfibrillen sind fibrillire Polypeptidaggregate mit (3-
Kreuz-Struktur.!? Steifigkeit und Stabilitit dieser Fibrillen
sind Teil ihrer natiirlichen Pathogenitidt oder Funktionalitét
und inspirierten Anwendungen in der Bionanotechnolo-
gie.1 Amyloidfibrillen kénnen in unterschiedlichen Mor-
phologien mit jeweils spezifischen mechanischen und flexi-
blen Eigenschaften auftreten.”” Wir nutzten nun die Kryo-
elektronenmikroskopie (Kryo-EM), um diese nanoskaligen
Struktureigenschaften zu charakterisieren. Kryo-EM-Bilder
sind im Prinzip Momentaufnahmen von thermisch fluktuie-
renden Fibrillen in Losung, die keine Mikromanipulation
oder Immobilisierung auf fester Oberfliche erforderlich
machen. Die hier analysierten Amyloidfibrillen bestehen aus
dem Alzheimer-Ap(1-40)-Peptid. Sie sind in ihrer Breite sehr
homogen (w =20 nm), wihrend ihre Crossover-Abstinde d
signifikant variieren (Abbildung 1).

Doch nicht nur zwischen den Fibrillen, sondern auch in-
nerhalb einer einzelnen Fibrille variiert d. Dabei betrédgt die
intrafibrillire Standardabweichung meist 5-7 nm, wéihrend
die mittleren d-Werte verschiedener Fibrillen von 100 bis
160 nm variieren (Abbildung 2 A). Deshalb kénnen die be-
obachteten Unterschiede nicht durch rein thermisch verur-
sachte stochastische Fluktuationen erkldrt werden. Sie re-
prasentieren vielmehr die subtilen, aber systematischen
Strukturunterschiede der Fibrillen dieser Probe.

Zur Analyse dieser Strukturunterschiede definierten wir
zwei Gruppen: F120- und F140-Fibrillen. Die F140-Fibrillen
weisen einen mittleren d-Wert von (140 &+ 10) nm auf (Ab-
bildung 2B); ihre 3D-Struktur wurde bereits mit einer Auf-
16sung von etwa 8 A bestimmt.'%'!) Der mittlere d-Wert der
F120-Fibrillen ist (120 +10) nm (Abbildung 2B); ihre Struk-
tur wurde von uns mit einer Auflosung von etwa 10 A be-
stimmt (Abbildung 3 A,B, Abbildung 2 in den Hintergrund-
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Abbildung 1. Allgemeine Strukturkennzeichen von Fibrillen. Negativ-
kontrast- (A) und Kryomikrographien (B, C) zeigen die Definitionen der
Fibrillenlinge L, der Breite w, des Crossover-Abstands d und des Nor-
malabstands du.
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Abbildung 2. A) Mittlere Crossover-Abstinde reprisentativer Fibrillen.
B) Verteilung der mittleren Crossover-Abstinde der gesamten Fibrillen-
population. F120-Fibrillen: hellgrau; F140-Fibrillen: dunkelgrau.
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Abbildung 3. Querschnitt der F120- (A) und F140-Fibrillen (B). C) Dif-
ferenzkarte F140—F120. Negative Banden: orange =20, rot=30; posi-
tive Banden: hellblau =20, blau=30.

informationen). Obgleich die Aufteilung in F120- und F140-
Fibrillen willkiirlich geschah, sind die zwei Gruppen von
ausreichender GroBe, um die 3D-Struktur mit mittlerer
Auflosung zu bestimmen und die nanoskaligen elastischen
Eigenschaften zu messen. Rekonstruierte F120- und F140-
Fibrillen weisen denselben Querschnitt auf (Abbildung 3).
Das bedeutet, dass sich der Konformationsunterschied der
Peptide, welcher den F120- und F140-Fibrillen zugrundeliegt,
zu klein ist, um ihn mit der derzeitigen Auflosung sichtbar
machen zu konnen. Unsere Daten legen nahe, dass sich die
einzelnen Fibrillen einer Grundmorphologie systematisch in
ihren Crossover-Abstinden unterscheiden konnen (Abbil-
dung 2 A).

Die Berechnung der nanoskaligen elastischen Eigen-
schaften basiert auf der Messung der Variationen der Fibril-
lenverdrillung und -verbiegung. Unter der Annahme, dass die
Fibrillen aus einem isotropen, homogenen Medium bestehen,
konnen aus der Verdanderung der Fibrillenverdrillung d die
Torsionspersistenzldnge /. und die Verwindungssteife ¢ be-
rechnet werden. Variationen der Biegung ergeben die Per-
sistenzldnge [, und die Biegesteifigkeit x (siche Hinter-
grundinformationen). Nach unseren Messungen haben die
F120- und die F140-Fibrillen sehr dhnliche, wenn nicht iden-
tische Verdrillungseigenschaften (¢ und /. in Tabelle 2 der
Hintergrundinformationen). Beziiglich der Biegeeigenschaf-
ten hingegen unterscheiden sich die beiden Fibrillengruppen
signifikant (Tabelle 3 der Hintergrundinformationen): Bei
den F120-Fibrillen ist die Biegesteifigkeit « geringer (Tabel-
le 3 der Hintergrundinformationen) und die normalisierte
Biegefluktuation Au groBer als bei den F140-Fibrillen (Ab-
bildung 3B der Hintergrundinformationen). Zum Teil mdgen
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diese Unterschiede aber auch an den unterschiedlichen
Crossover-Abstianden der beiden Gruppen liegen (Abbil-
dung 3 der Hintergrundinformationen).

Die gemessenen /- und x-Werte liegen im Bereich der fiir
andere Amyloidfibrillen veroffentlichten Werte,'> und sie
sind mit der Basisbeziehung zwischen /, und der molekularen
Dichte (Masse pro Linge) in Einklang (Abbildung 4 A).

Die Abhéngigkeit von ¢ und x von form- und material-
spezifischen Faktoren wurde schon fiir mehrere Protein-
fibrillen analysiert."”>'7 In diesen Analysen wurde aber ein
physikalischer Formalismus verwendet, der urspriinglich fiir
makroskopische Objekte entwickelt worden war und dessen
allgemeine Anwendbarkeit auf nanoskalige Proteinfibrillen
daher noch abschlieBend etabliert werden muss. Diesem
Formalismus zufolge héngt die Verwindungssteife ¢ vom
formabhéngigen polaren Flachentrdagheitsmoment 7, und vom
materialspezifischen Schermodul G ab [Gl. (1)]. Fir die
Biegesteifigkeit x gilt die in Gleichung (2) formulierte Ab-
hingigkeit des materialspezifischen Young-Moduls Y vom
durchschnittlichen axialen Flachentrigheitsmoment L.
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Abbildung 4. Flexibilititsparameter der F120- und F140-Fibrillen im
Vergleich mit denen anderer filamentéser Proteinstrukturen. A) Die
Persistenzlinge nimmt mit der Masse pro Linge zu.'” B) Vergleich
der axialen Flachentrigheitsmomente mit dem polaren Flachentrag-
heitsmoment von Modellen flichennormalisierter Querschnitte ver-
schiedener Proteinfilamente. TMV: Tabakmosaikvirus; MT: Mikro-
tubuli; SZF: Sichelzell-Himoglobinfasern.
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Wihrend bei fritheren Ansdtzen die Form des Fibrillen-
querschnitts aus Modellen geschitzt werden musste, ermog-
licht die hier verwendete Kryo-EM eine direkte Berechnung
der beiden formabhiingigen Faktoren I, und Iz aus dem
Querschnitt der 3D-Fibrillenrekonstruktionen. Da F120- und
F140-Fibrillen einen nahezu gleichen Querschnitt aufweisen
(Abbildung 3), besitzen sie auch dhnliche formabhingige
Faktoren I, und I5; (Tabellen 2 und 3 in den Hintergrundin-
formationen). Ihre gemessenen Verwindungssteifen sind
ebenfalls sehr dhnlich und ergeben im Rahmen der Fehler-
grenzen denselben Schermodul G (Gl. (1), Tabelle 2 in den
Hintergrundinformationen).

Wir verglichen die berechneten Materialmoduli mit Li-
teraturwerten, wobei zu bedenken ist, dass die exakten nu-
merischen Werte wegen moglicher Einfliisse des Analysen-
verfahrens mit Bedacht interpretiert werden miissen.'¥ Die
Schermodule G der F120- und F140-Fibrillen (12.7 MPa) sind
nahe an denen anderer Proteinkomplexe wie F-Aktin
(9MPa)'®!  oder  Sichelzell-Himoglobinfasern  (SZF,
1 MPa)"® und liegen zwischen denen der makroskopischen
Materialien Kunststoff (100 MPa) und Gummi (0.6
MPa).["”) Die mittleren Young-Module Y der F120- und F140-
Fibrillen (90 bzw. 320 MPa) liegen nahe an den Werten fila-
mentoser Proteine wie SZF (50 MPa)," sind jedoch niedri-
ger als die von Mikrotubuli und Aktin (1 bzw. 3 GPa).["”

Die Materialkonstanten der F120- und F140-Fibrillen
unterscheiden sich jedoch deutlich von den fiir Insulin-
Amyloidfibrillen berichteten (Schermodul G =130 MPa,
Young-Modul Y =6 GPal'¥). Persistenzlinge (42 pm) und
Biegesteifigkeit (1.7 x 107 Nm?) der Insulinfibrillen waren
dagegen denen der AP(1-40)-Fibrillen bemerkenswert dhn-
lich. Da noch keine 3D-Rekonstruktion der analysierten In-
sulinfibrillen veroffentlicht wurde, ist es schwierig, ihre
Querschnittsstruktur mit der Struktur der hier verwendeten
Ap(1-40)-Fibrillen zu vergleichen.

Unsere Daten belegen demzufolge keine ungewohnlich
hohen nanoskaligen Materialkonstanten fiir die analysierten
ApP(1-40)-Fibrillen, zeigen aber zumindest, dass die formab-
hingigen Eigenschaften polares Flachentrdgheitsmoment I,
und Fldchentrdgheitsmoment I dieser Fibrillen groBer sind
als die von flichennormierten Querschnitten anderer Prote-
infilamente sind (Abbildung 4B). Die analysierten Af-Fi-
brillen bieten daher einen sehr materialeffizienten Weg, um
Proteinfilamente von hoher Stabilitdt und struktureller Fle-
xibilitdt zu erzeugen. Diese Beobachtungen sind fiir eine
verbesserte Abschitzung der Anwendungsméglichkeiten von
Amyloidfibrillen in den Materialwissenschaften wesentlich.

Dariiber hinaus tragen unsere Daten dazu bei, die Amy-
loidpathogenitét in vivo besser zu verstehen. Amyloidfibril-
len sind in ihrer Stabilitdt und Flexibilitdt den nativen Pro-
teinfilamenten wie F-Aktin oder Mikrotubuli &hnlich.
Wachstum und Abbau dieser nativen Proteinfilamente ge-
schehen jedoch als hochgradig dynamische und regulierte

Angewandte

Prozesse. Als solche sind sie aufferdem von spezifischen
Kontrollproteinen genau gesteuert. Ein unreguliertes Aus-
wachsen dhnlich stabiler Amyloidfibrillen ist daher in einer
biologischen Umgebung nicht unproblematisch. In der Tat
beruht die Amyloidpathogenitit zumindest teilweise auf der
Beeintrachtigung von normalerweise elastischen oder flexi-
blen Geweben wie Herzventrikel oder der Wand von Blut-
gefiBen.”! Weitere Arbeiten sind aber notwendig, um die
Wege zu beschreiben, iiber die solche Vorginge zum Ab-
sterben der betroffenen Zellen fiihren.
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