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Die Toxizitiat amyloidbildender Proteine ist mit ihrer Wechselwir-
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kung mit Membranen korreliert. Bemerkenswerterweise fiihren

Bindungsereignisse zwischen amyloidogenen Proteinen und Mem-
branen beiderseits zu Strukturstorungen, die mit Toxizitdt assoziiert
sind. Membranoberflichen vermitteln die Umwandlung amyloid-
bildender Proteine in toxische Aggregate, amyloidbildende Proteine
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wiederum beeintrichtigen die strukturelle Integritit der Zellmem-

bran. Neuere Untersuchungen an kiinstlichen Modellmembranen
haben eine bemerkenswerte Ahnlichkeit im Mechanismus der
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Membranpermeabilisierung von amyloidbildenden Proteinen, po-

renbildenden Toxinen und antimikrobiellen Peptiden aufgezeigt. 4

1. Einleitung

Die Alzheimer-Krankheit (AD), die Parkinson-Krank-
heit (PD), Diabetes mellitus vom TypII und zahlreiche
andere altersbedingte neurodegenerative und systemische
Funktionsstorungen sind Krankheiten, die sich auf eine
Fehlfaltung von Proteinen zuriickfiihren lassen und durch die
Anreicherung unloslicher Proteinablagerungen gekenn-
zeichnet sind. Diese Proteinablagerungen setzen sich zusam-
men aus fibrilliren Aggregaten, oder Amyloiden, die reich
sind an pB-Faltblattstrukturen und aus einem einzigen Protein
bestehen. Das Amyloid-beta(Af)-Peptid ist der Hauptbe-
standteil seniler Plaques im Gehirn von Alzheimerpatien-
ten.!! In gleicher Weise sind Fibrillen aus a-Synuclein der
Hauptbestandteil neuronaler Einschliisse, oder Lewy-Korper,
die man im Gehirn von Parkinsonpatienten findet.”! Dariiber
hinaus ist die Pathologie des Diabetes mellitus Typ II ge-
kennzeichnet durch eine extrazelluldre Anreicherung von
Amyloidplaques, die hauptséchlich aus Amylin (auch Insel-
Amyloid-Polypeptid, IAPP) bestehen und sich nahe der Be-
tazellen des Pankreas ablagern.P!

Amyloidogene Proteine, darunter AP, IAPP und a-Sy-
nuclein, werden als 16sliche Proteine gebildet und dann in
16sliche Oligomere mit (3-Faltblattstruktur (z.B. Dimere, Tri-
mere) und niedrigerem Molekulargewicht tberfiihrt. Die
weitere Proteinanreicherung fithrt zu protofibrilliren Oligo-
meren mit hoherem Molekulargewicht und letztendlich zu
unloslichen Fibrillen, aus denen die Amyloidplaques beste-
hen (Schema 1). Oligomere mit niedrigem und hoherem
Molekulargewicht bezeichnet man als prifibrillire Aggrega-
te.

Immer mehr Hinweise stiitzen die Hypothese, dass diese
préfibrilliren Intermediate und nicht die voll entwickelten
Amyloidfibrillen die primédr toxische Spezies sind, die pa-
thologische Prozesse auslosen.! Bemerkenswerte Ergebnisse
zeigen, dass oligomere Formen von A fiir primire Neuronen
toxisch sind, die hippokampale Langzeitpotenzierung inhi-
bieren und Gedichtnisschwiche in Ratten- oder Maus-Mo-
dellsystemen verursachen.! Diese Ergebnisse fiihrten zur so
genannten ,,Hypothese toxischer Oligomere“."® Die #hnli-
chen morphologischen und toxikologischen Eigenschaften
protofibrillarer Aggregate, die sich von verschiedenen amy-
loidbildenden Proteinen ableiten, legen nahe, dass der Pa-
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thogenese amyloidbedingter Krankheiten gemeinsame Me-
chanismen der Aggregation und Toxizitit zugrunde liegen.”!
Dennoch ist wahrscheinlich nicht nur ein einziger Mechanis-
mus fiir den Beginn der Neurodegeneration verantwortlich,
sondern vielmehr das Zusammenspiel vieler. Nichtsdestotrotz
gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass die Zellmembran
der Angriffsort oligomerer Formen amyloidogener Proteine
ist.[7-#)

Biophysikalische Untersuchungen und mechanistische
Studien mit vereinfachten Membranmodellsystemen haben
wesentlich zu unserem elementaren Verstdndnis der Inter-
aktionen zwischen amyloidbildenden Proteinen und Mem-
branen beigetragen. Bemerkenswerterweise zeigten die Un-
tersuchungen, dass diese Interaktionen zwischen amyloidbil-
denden Proteinen und Membranen zu gegenseitigen Struk-
turstorungen sowohl des Proteins als auch der Membran
fiihren.”! Einerseits konnen Membranoberflichen je nach
ihrer chemischen Zusammensetzung als katalytische Stellen
dienen, an denen die fehlerhafte Faltung und Aggregation
amyloidogener Proteine begiinstigt wird (Schema 1).1') An-
dererseits storen amyloidogene Proteine die strukturelle In-
tegritdit der Membran, wodurch die ungeregelte Passage
kleiner Molekiile und Ionen durch die Membran moglich
wird (Schema 1).**" Extrapolation dieser Ergebnisse hin
zur Situation in vivo deutet auf einen Verlust kritischer Io-
nengradienten der Membran und eine Depolarisation der
Zellmembran als Reaktion auf die Wechselwirkung mit oli-
gomeren Strukturen amyloidogener Proteine hin. Der genaue
Mechanismus der Membranpermeabilisierung durch amyloi-
dogene Proteine ist noch nicht vollstindig verstanden, aber

[*] Dr.S. M. Butterfield, Prof. H. A. Lashuel
Laboratory of Molecular Neurobiology and Neuroproteomics
Swiss Federal Institute of Technology Lausanne (EPFL)
SV-BMI-LMNN-AI2351, 1015 Lausanne (Schweiz)
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Schema 1. Zusammenhinge zwischen Amyloidbildung und Membranstérung/-zersetzung. Oben: Die Bildung von Amyloidfibrillen geht einher mit
der Fehlfaltung I8slicher Proteine zu fB-Faltblatt-Oligomeren, die sich weiter zu Protofibrillen, darunter auch ringihnlichen (annularen) Protofibril-
len und entwickelten Amyloidfibrillen zusammenlagern. Unten: Die Rolle der Membranen bei der Amyloidbildung und deren Toxizitit. Lésliche
Proteine binden an die Membranoberfliche und wechseln in eine a-Helix-Struktur. Akkumulation der Proteine an der Membranoberfliache indu-
ziert die Oligomerisierung zu B-Faltblatt-Aggregaten. Wird eine kritische Grenzkonzentration erreicht, bildet sich eine transmembrane Pore (annu-
lare Protofibrille) in der Membran, wodurch ein Auslaufen des Membraninhalts méglich wird. Nach einem anderen méglichen oder koexistenten
Mechanismus kénnen sich in Lésung gebildete annulare Protofibrillen in die Membran einlagern, undefinierte prifibrillare Aggregate an die Mem-
branoberfliche binden und ein Ausdiinnen der Membran induzieren, und/oder Lipide kénnen von der Membran extrahiert und in die sich entwi-

ckelnden Fibrillen in einem detergensartigen Prozess eingelagert werden.

experimentelle Ergebnisse fithrten zu mehreren mechanisti-
schen Modellen. Hinweise auf transmembrane oligomere
Poren, die an porenbildende Toxine erinnern,”™'? die un-
spezifische Bindung amyloidogener Oligomere an die Mem-
branoberfliche® und eine Auflosung der Membranen
durch Amyloidfibrillen, die auf der Membranoberfliche
wachsen,™™ wurden jeweils experimentell untermauert
(Schema 1).

Trotz der steigenden Zahl von Berichten, die die Toxizitét
eines Amyloidproteins mit seiner Wirkung auf die Mem-
branintegritit in Verbindung bringen, besteht eine Wissens-
licke beziiglich der molekularen Details, wie amyloidbil-
dende Proteine auf die Membran wirken und dadurch die
Membranpermeabilisierung bewirken. Offen bleiben auch
andere Fragen dahingehend, wie der Permeabilisierungsme-
chanismus in Abhéngigkeit vom Oligomerisationszustand
und der Identitit des Proteins variiert und wie die Membran
selbst an der Bildung der oligomeren Spezies des Proteins
beteiligt ist und so ihren eigenen Strukturzusammenbruch
herbeifiihrt.
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in der Arbeitsgruppe von Prof. H. Lashuel.
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Ein Ziel dieses Aufsatzes ist, neuere Literatur zusam-
menzufassen und Ergebnisse hervorzuheben, die anhand von
Modellsystemen zum Verstdndnis der molekularen Prozesse
beigetragen haben, mittels derer: 1) Membranoberflichen
die Faltung, Oligomerisierung und Fibrillbildung amyloido-
gener Proteine beeinflussen und 2) diese oligomeren Proteine
die Membranstruktur storen. Weiterhin stellen wir die der-
zeitigen mechanistischen Modelle, die die Amyloid-indu-
zierte Membranpermeabilisierung erkldren, sowie die sie
stiitzenden oder ihnen widersprechenden experimentellen
Ergebnisse vor. Auch sollen die verschiedenen Membran-
modellsysteme und experimentellen Hilfsmittel vorgestellt
werden, die zur Verfiigung stehen, um die Wechselwirkungen
zwischen amyloidogenen Proteinen und Membranen zu un-
tersuchen und damit die wichtigsten mechanistischen As-
pekte weiter zu entschliisseln, die der Cytotoxizitit zugrunde
liegen.

In diesem Aufsatz werden hauptsédchlich Ergebnisse vor-
gestellt, die in den letzten Jahren (2006-2009) mit Af, a-
Synuclein und IAPP erhalten wurden. Diese Proteine wurden

Hilal A. Lashuel promovierte im Jahr 2000
an der Texas A&M University. 2001 wechsel-
te er an das Center for Neurologic Diseases
der Harvard Medical School, zuerst als Rese-
arch Fellow, spditer als ,, Instructor of Neuro-
logy“. 2005 wechselte er als Assistant Profes-
sor zum Brain Mind Institute am Swiss Fe-
deral Institute of Technology in Lausanne.
Seine Forschunginteressen gelten der Protein-
fibrillogenese und ihrer Rolle in neurodegera-
tiven Erkrankungen.
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aufgrund der Fiille an aktuellen Ergebnissen und wegen ihrer
essentiellen Rolle in den Krankheitsbildern von Alzheimer,
Parkinson und Diabetes mellitus Typ II ausgewihlt. In ge-
ringerem Detail stellen wir auch Ergebnisse iiber Prionpro-
teine vor, besonders wenn mechanistische Analogien zu
amyloidbildenen Proteinen bestehen. Die hier vorgestellten
Untersuchungen wurden vornehmlich mit vereinfachten
Membranmodellen durchgefiihrt, in denen das komplexe
Zusammenspiel der molekularen Mechanismen, das den
wechselseitigen Strukturstorungen zugrunde liegt, in einer
relativ kontrollierten und systematischen Weise aufgeklért
werden kann.

Wir hoffen, mit diesem Aufsatz einen umfangreichen
Uberblick iiber den derzeitigen Wissensstand zum Mecha-
nismus, iiber den amyloidogene Proteine auf Membranen
wirken, geben zu kénnen und so weitere Arbeiten auf diesem
Gebiet anzuregen, damit noch bestehende Wissensliicken
geschlossen werden konnen. Ein besseres Versténdnis der
Mechanismen der toxischen Aktivitit amyloidbildender
Proteine auf Membranen ist entscheidend fiir ein besseres
elementares Verstindnis Amyloid-bedingter Krankheiten
und der Entwicklung benotigter Praventions- und Therapie-
strategien.

2. Proteinfehlfaltung und Fibrillbildung an
Membranoberflichen

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass Lipidmem-
branen die Umwandlung amyloidogener Proteine in fehlge-
faltete toxische Aggregate beschleunigen oder sogar kataly-
sieren konnen.”” Wenn man bedenkt, dass Amyloidproteine
und Lipide amphipathische Strukturen haben, ist die Asso-
ziation von Amyloidproteinen an Membranoberflichen ein
konzeptionell naheliegendes Szenario. Fiir kationische Pro-
teine wie AP und IAPP und die N-terminale Membran-
bindungregion von a-Synuclein!'¥! wird der anfingliche Bin-
dungsvorgang vornehmlich angetrieben durch elektrostati-
sche Wechselwirkungen zwischen basischen Seitenketten und
anionischen Lipidkopfgruppen.!l” Weitere hydrophobe
Kontakte mit verdeckten Acylketten sowie die folgende
Proteinakkumulation an der Membranoberfliche erhohen
die lokale Proteinkonzentration und erleichtern so den Ag-
gregationsprozess.'" Deswegen konnen Membranen, je nach
ihrer Zusammensetzung und ihren chemischen Eigenschaf-
ten, als Templat fiir die Fehlfaltung amyloidogener Proteine
und ihre Anordnung zu Fibrillen dienen.' In diesem Ab-
schnitt geben wir einen Uberblick iiber die neuesten Unter-
suchungen mit Membran-Modellsystemen zur Rolle von Li-
pidmembranen als Templat bei der Bildung toxischer Ag-
gregate und Amyloidfibrillen.”!

2.1. Fibrillogenese durch Nukleation/Polymerisation und
mogliche Mechanismen Membran-unterstiitzter Aggregation
Ohne Katalyse folgen Amyloidproteine einem Nuklea-

tions-Polymerisations-Mechanismus, der durch eine anfing-

liche Latenzphase mit vornehmlich monomeren Bestandtei-
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len charakterisiert ist. Der Latenzphase folgt ein ungiinstiger
Konformationswechsel hin zu einer f-Faltblattstruktur und
die Zusammenlagerung von Monomeren zu einem oligome-
ren , Nukleus®, von dem sich wiederum mehrere zu Proto-
fibrillen hoherer Ordnung zusammenfiigen (Abbildung 1).1

\
" Amyloidfibrillen

Elongationsphase
(Fibrillenwachstum)

Latenzphase

l6sliches Oligomere Nukleus Protofibrillen
Protein o 2 2 /

prafibrillare Aggregate

Abbildung 1. Nukleations-/Polyerisations-Weg der Amyloid-Fibrillo-
genese (nach Wilson et al.).?!

Der Nukleus vergroflert sich dann kooperativ und schnell
durch Monomeraddition an das wachsende Proteinpolymer,
wobei der kinetische Verlauf dieses Prozesses durch eine
sigmoidale Kurve gekennzeichnet ist (Abbildung 1).'° In
vitro erfolgt die Nukleation von A oberhalb dessen kriti-
scher Micellenkonzentration (CMC), die je nach Lénge des
Peptids im Bereich von 17.5 bis 100 um liegt.!'"”! Tatsichlich
liegt die physiologische Konzentration von Af} GréBenord-
nungen unter diesem Level, so etwa in der Riickenmarks-
fliissigkeit im subnanomolekularen Bereich.®! Dies legt nahe,
dass die Fibrillogenese von Af, ebenso wie die von anderen
amyloidogenen Proteinen, in vivo einem anderen Mechanis-
mus folgt. Hierbei handelt es sich moglicherweise um einen
templatunterstiitzten Mechanismus, bei dem Bestandteile der
lokalen Umgebung die Aktivierungsbarriere fiir die Nuklea-
tion herabsetzen. Daten von Modellsystemen deuten darauf
hin, dass die Zellmembran ein wahrscheinlicher Kandidat fiir
die Katalyse der Fibrillbildung ist,'*!*) wobei die Bindung des
Proteins an die Membranoberfliche als Plattform fiir die
Nukleation und weitere Polymerisation dient.['"!

Es werden mehrere mogliche Mechanismen vorgeschla-
gen, nach denen die Bindung an die Membranoberfliche die
Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen erleichtern kann.
Die Adsorption der ungefalteten amphipathischen Peptide an
die Membranoberflache konnte die Konformation des Pep-
tids fixieren (dessen Entropie verringern) und so eine struk-
turelle Ordnung vermitteln, wodurch die Bildung der Se-
kundérstruktur induziert wiirde.”! Der Einfluss von Mem-
branen auf die Bildung von Regionen lokal konzentrierter
Proteine wird auch als ,molecular crowding“-Effekt be-
zeichnet.” Grobner und Mitarbeiter untersuchten vor
kurzem den Einfluss des ,,molecular crowding” auf Kon-
formationsdnderungen von AP in Gegenwart von Modell-
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membranoberflichen. Durch Einfithrung von Ficoll 70,
einem groBen neutralen ,,Crowding“-Polymer, konnte der
Ubergang der Konformation von Vesikel-gebundenem A in
eine p-Faltblattstruktur begiinstigt werden.*!

Neben der Erh6hung der lokalen Proteinkonzentrationen
wurden noch andere Faktoren vorgeschlagen, die in der
membranvermittelten Fibrillogenese eine Rolle spielen
konnten. Eine verringerte Dielektrizitdtskonstante des Me-
diums, die von der Mikroumgebung der Membranoberfliche
hervorgerufen wird, kann die Bildung von Peptid-Peptid-
Wasserstoffbriicken im [-Faltblatt-Aggregat erleichtern.”"
Die Verminderung der Dimensionalitdt von drei Dimensio-
nen in Losung zu ndherungsweise zwei Dimensionen an der
Membrangrenzfliche kann auch rdumliche Beschriankungen
einfiihren, die die Fibrillbildung begiinstigen kénnen.?”!

2.2. Membranbindungsregionen fiir Af, IAPP und a-Synuclein
sowie die Rolle a-helicaler Intermediate

Die membranvermittelte Proteinfehlfaltung und Fibrill-
bildung verléduft in vielen Fillen iiber a-helicale Intermediate
(Schema 1).”! In Abhizngigkeit vom relativen Peptid/Lipid-
Anteil™ wechseln sowohl AB,”! TAPP™" als auch a-Synuc-
lein®! zu einer a-helicalen Struktur nach Bindung an die
Membran. Dies erscheint als ein unproduktiver Weg hin-
sichtlich der Fibrillbildung.*!! Selbst in einem o-helicalen
Zustand wird jedoch das Verankern der aggregationsemp-
findlichen Peptide an die Membranoberflache nichtsdesto-
trotz die lokale Proteinkonzentration in der direkten Mikro-
umgebung erhohen und damit einen Konformationswechsel
zu einer f-Faltblattstruktur und Proteinaggregation begiins-
tigen.* Der Konformationswechsel von einem freien
Zufallsknduel in Losung zu einer membrangebundenen o-
Helix hin zu einem f-Faltblatt-Aggregat durch die Alterung
der Probe wurde fiir ARP*! und IAPP beschrieben.””>?) Dies
deutet darauf hin, dass ein Mechanismus der membranver-
mittelten Fibrillogenese zugrundeliegt. Die Existenz von a-
helicalen Zusténden, die vor der B-Faltblatt-Bildung durch-
laufen werden, wurde auch bei der Fibrillbildung von Af3 und
IAPP in Losung (also von nicht-membrangebundenen Pep-
tiden) gefunden.’>***! Im Folgenden prisentieren wir den
aktuellen Wissensstand beziiglich der Strukturen membran-
gebundener a-Helices von A, IAPP und a-Synuclein sowie
der Schliisselregionen, die bei der Vermittlung der Wechsel-
wirkungen dieser Peptide mit Membranen beteiligt sind.

2.2.1. Af

Das AP-Peptid ist ein aus 39 bis 42 Aminosduren beste-
hendes Peptid, das durch sequentielle Spaltung des trans-
membranen Amyloid-Vorlduferproteins (amyloid precursor
protein, APP) durch - und y-Secretasen gebildet wird (Ab-
bildung 2). Das Peptid enthilt je sechs negativ bzw. positiv
geladene Aminosduren und einen hydrophoben C-Terminus.
Frithere Untersuchungen mit Micellen oder membranimitie-
renden Losungsmitteln wie Trifluorethanol (TFE) oder He-
xafluorisopropylalkohol (HFIP) zeigten, dass AR40 und Ap42
in Gegenwart dieser Membranmimetika a-helicale Struktu-
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AB42:
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLM
VGGWIA

hIAPP:
KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY

a-Synuclein:

MDVFMKGLSKAKEGVVAAA EKTKQGVAEAA
GKTKEGVLYVG SKTKEGVVHGVATVAEKTKE
QVTNVG GAVVTGVTA VAQKTVEGAGSIAAAT
GFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNE
AYEMPSEEGYQDYEPEA

Abbildung 2. Sequenzen von AP42, der humanen Form von IAPP
(hIAPP), und a-Synuclein. Unterstrichen sind diejenigen Reste von
AP42 und IAPP, die an Membranen unter Induktion o-helicaler Struk-
turen binden. Bei a-Synuclein sind die an der Membranbindung betei-
ligten, 11-meren Wiederholungen unterstrichen; die NAC-Region ist
kursiv und die C-terminale saure Region ist fett dargestellt.

ren einnehmen. Welche Proteinregion die helicale Struktur
einnimmt, ist jedoch stark abhéngig von den experimentellen
Bedingungen.?® ¢3! Fletcher und Keire beobachteten eine
helicale Struktur im Bereich der Aminosduren 16-24 im
Fragment AP(12-28) in Gegenwart von SDS-Micellen
(3 mm).”*®! Andere Untersuchungen mit Micellmodellen aus
SDS und Dodecylphosphocholin (DPC) zeigten o-helicale
Strukturen in den zentralen Regionen (Aminosduren 12-36),
die flankiert sind von unstrukturierten N- und C-Termi-
ni,?*31 sowie Helix-Schlaufe-Helix-Regionen sowohl in
APB40 als auch in Ap42.7%4

2.2.2. IAPP

Humanes IAPP (hIAPP) ist ein aus 37 Aminosiduren be-
stehendes Peptidhormon mit einer Disulfidbriicke zwischen
Cys2 und Cys7, die die ersten vier Aminosduren in eine un-
geordnete Haarnadel-Struktur zwingt (Abbildung 2). Das
Peptid enthélt mehrere kationische Aminosiduren, die den
Kontakt mit anionischen Membranen vermitteln, sowie eine
hydrophobe C-terminale Region (Aminosduren 30-37). Die
Aminosduren 23-29 bilden ein hochgradig amyloidogenes
Fragment, das bei der Einleitung der Proteinaggregation be-
teiligt sein konnte. '

Die Aufkldrung der a-helicalen Konformation des an
SDS-Micellen gebundenen Peptids mittels NMR-Spektro-
skopie lieferte eine Kern-Helix, bestehend aus den Amino-
siuren 5-28, und einen ungeordneten C-Terminus.”? Das
verkiirzte Peptid hIAPP,_jy bindet ebenfalls an Membranen
und erfahrt dabei einen Wechsel zu einer a-helicalen Struk-
tur, bildet aber keine Fibrillen.?!

Durch die Anwendung paramagnetischer Collider auf
spinmarkierte IAPP-Derivate konnten Langen und Mitar-
beiter die Struktur von IAPP gebunden an POPS-haltige
Vesikel bestimmen.””” Die Aminosiduren 9-22 von mem-
brangebundenem IAPP bilden eine amphipathische a-Helix,
die parallel zur Membranoberfliche orientiert ist (Abbil-
dung 3). Die hydrophobe Fliche der Helix war fiir die polaren
paramagnetischen Collider am wenigsten zugéinglich, was
darauf hindeutet, dass hydrophobe Reste in die Membran
eindringen und die polare Fliche der Helix dem Losungs-
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Abbildung 3. Struktur von membrangebundenem hIAPP, abgeleitet aus
Messungen mit einer zielgerichtet spinmarkierten Probe.?’?

mittel exponiert ist. Die Helix ist flankiert von ungefalteten
Konformationen, und die amyloidogenen Aminosduren 23—
29 verblieben unstrukturiert und dem Losungsmittel expo-
niert. Die Autoren vermuteten, dass die Oberflichenakku-
mulation von IAPP, neben anderen Faktoren wie einer ver-
minderten Dielektrizitdtskonstanten des Mediums an der
Membranoberfldache, den Konformationsiibergang des Pep-
tids zu B-Faltblatt-Aggregaten erleichtert, eingeleitet durch
das amyloidogene Fragment 23-29.27%2% Durch Infrarot-
Reflexions-Absorptions-Spektroskopie wurde auch eine
membrangebundene o-helicale Konformation von IAPP, die
durch Wechselwirkung mit der kationischen N-terminalen
Region an anionische POPG-Monoschichten verankert ist,
nachgewiesen.”” Der Wechsel von membrangebundenem
IAPP von einer anfidnglich a-helicalen Konformation zu
vernetzten B-Faltblattstrukturen konnte beobachtet werden,
indem man iiber einen Zeitraum von 15 h die charakteristi-
schen Wellenzahlen fiir die a-Helices und f-Faltblattstruk-
turen verfolgte.*”!

2.2.3. @-Synuclein

Die Sequenz von o-Synuclein kann man in drei Haupt-
regionen unterteilen: 1) Der N-Terminus (Aminosiduren 1-
60), der an Membranoberflichen unter gleichzeitigem Kon-
formationswechsel zu einer a-helicalen Struktur bin-
det;'*2%24.34 2 die mittlere hydrophobe Region, oder nicht-
amyloide Komponente (non-amyloid component, NAC), die
aus den Aminosduren 60-95 besteht und eine hohe Tendenz
zur Aggregation in (3-Faltblatt-reiche Amyloidfibrillen zeigt;
und 3) die saure C-terminale Region (Aminosduren 95-140),
die stark negativ geladen und unstrukturiert ist (Abbil-
dung 2).

Die N-terminale Membranbindungsregion enthilt sieben
amphiphile unvollstindige Wiederholungen, die aus elf
Aminosduren bestehen, reich sind an Lys und Thr und sich in
die NAC-Region ausdehnen (bezeichnet als ,,Hot Spots“ des
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Proteins fiir die Membranbindung) (Abbildung 2).!') NMR-
Spektroskopie und Molekiildynamik(MD)-Simulationen
lieBen den Schluss zu, dass die N-terminalen Aminosiduren
eine geringfiigig ungewundene a-11/3-Helix (elf Aminosdu-
ren pro drei vollstindige Windungen) einnehmen — im Ge-
gensatz zu einer kanonischen o-18/5-Helix —, um die amphi-
philen Eigenschaften der membrangebundenen Helix zu op-
timieren.”® In MD-Simulationen steht die hydrophobe Seite
der a-11/3-Helix in Kontakt mit der Membran, die anionische
Seite zeigt zum Losungsmittel, und die Lys-Thr-Wiederho-
lungen liegen an der Polar/unpolar-Grenzfliche der Mem-
bran. Das Entfernen der N-terminalen Aminosduren fiihrte
zur Abschwichung der Toxizitédt von a-Synuclein gegeniiber
Hefepilzen, was die Annahme stiitzt, dass die Toxizitét von o-
Synuclein mit seiner Bindung an Membranen iiber N-termi-
nale Aminosiuren korreliert ist.”>*”

Abhingig von der Oberflichenkriimmung der Modell-
membran kann membrangebundenes a-Synuclein entweder
eine gestreckte a-Helix,™! eine gekriimmte a-Helix* oder
eine antiparallele Helix-Turn-Helix-Konformation einneh-
men.P®e3® - Ap  SDS-Micellen gebundenes a-Synuclein
nimmt eine antiparallele Helix-Turn-Helix-Konformation
ein, um der hohen Oberflichenkriimmung der Membran
Rechnung zu tragen (Abbildung 4a).”*! Gekriimmte a-he-
licale Strukturen von vesikelgebundenem a-Synuclein
wurden durch Messungen mit spinmarkierten Sonden be-
stimmt (Abbildung 4b).”%% Eine vollstindig gestreckte o-
Helix wurde fiir a-Synuclein gefunden, das an grof3e Vesi-

c)
N-Helix

Briicke

Abbildung 4. o-Helicale Konformationen von a-Synuclein, gebunden
an verschiedene Modellmembranen: a) Uberlagerung von 20 aus
NMR-Messungen abgeleiteten Strukturen von a-Synuclein, gebunden
an SDS-Micellen; man erkennt einen ,ausgefransten* C-Terminus
(nach Ulmer et al.);® b) gekrimmte a-Helix von vesikelgebundenem
a-Synuclein, abgeleitet aus Messungen mit spinmarkierten Sonden;?
c) gestreckte a-helicale Konformation von micellgebundenem a-Synuc-
lein (nach Georgieva et al.).*
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kel® oder Bicell-Modellmembranen mit einer flachge-
driickten Membranoberfliche gebunden war (Abbil-
dung 4¢).%4 In allen Fillen stand die C-terminale Region
jedoch nicht in Kontakt mit der Membran und verblieb un-
strukturiert. Gestreckte o-helicale Strukturen von mem-
brangebundenem a-Synuclein représentieren eher die Situa-
tion in vivo, in der Membranoberflichen eine nur relativ
kleine Kriimmung haben. Sogar gealterte Proben von a-
Synuclein, fiir die man eine oligomere {-Faltblatt-Konfor-
mation erwartet, banden unter Induktion einer o-helicalen
Struktur an Vesikel.’® Ein direkter Beweis fiir einen spéteren
Wechsel zu p-Faltblatt-Aggregaten fehlt bislang fiir a-Sy-
nuclein. Beschrieben wurde sowohl eine Inhibierung der
Fibrillbildung mit PG/PC-Vesikeln®™! als auch eine Verstir-
kung der Fibrillbildung mit Membranen aus dem Gehirn."!
Necula et al. berichteten iiber die beschleunigte Bildung der
a-Synuclein-Fibrillen in Gegenwart von Micellen,*! die
Existenz von helicalen Intermediaten wurde in diesem Fall
aber nicht gezeigt.

2.3. Faktoren, die die membranvermittelte Fibrillbildung
beeinflussen

In diesem Abschnitt untersuchen wir neueste Ergebnisse
zur Beschleunigung der Fibrillbildung von amyloidogenen
Proteinen, die bei bestimmten Membranzusammensetzungen
und unter bestimmten experimentellen Bedingungen beob-
achtet wurden. Der Fokus liegt hierbei auf: 1) anionischen
Lipiden, 2) Gangliosidclustern, Cholesterin und Lipid-Rafts,
3) dem Einfluss von Metallionen, und 4) der Rolle des Peptid/
Lipid-Verhéltnisses.

2.3.1. Anionische Lipide

Immer wieder beobachtet man, dass Af} bevorzugt an
Membranen mit anionischen Lipidkopfgruppen bin-
det.'*%41 Dyrch Rontgen- und Neutronenbeugungstechni-
ken konnten Lee und Mitarbeiter zeigen, dass sich AB40
bevorzugt in anionische DPPG- statt zwitterionische DPPC-
Lipidmonoschichten einlagert.'’” Nur die DPPG-Mono-
schichten konnten eine kristalline Ordnung von AP induzie-
ren, die sich in Beugungsmustern zeigt, die an -Faltblatt-
Aggregate erinnern."® Durch einen Anstieg des pH-Werts
auf 7.4, bei dem Af anionisch wird und daher die anionischen
Lipidkopfgruppen abstofit, wurde die Wechselwirkung zwi-
schen AB40 und DPPG jedoch aufgehoben. Die Autoren
bestétigten auch den Fibrill-Templateffekt der PG-Kopf-
gruppen durch Inkubation von Af} mit POPC-Vesikeln, die
wissriges 30-proz. POPG enthielten, wodurch eine Be-
schleunigung der Fibrillbildung erzielt wurde. Die Exposition
der anionischen Lipide an der dufleren Seite der Zellmem-
branen als Ergebnis von oxidativem Stress konnte ein Aus-
l6ser der Fibrillogenese in vivo sein.

In einem FRET-Assay (FRET=resonanter Forster-
Energietransfer) mit Tryptophan-markiertem AP40 wiesen
Wong und Mitarbeiter einen drastischen Anstieg der AB40-
Bindung an DPPC-Vesikel nach Einfithrung von 30% anio-
nischen DPPG-Kopfgruppen nach.!"® Eine deutliche Blau-
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verschiebung der Tryptophan-Markierung in Gegenwart der
anionischen Vesikel zeigte das Eindringen des Proteins in die
anionischen Liposomen an.'"® PG enthaltende Vesikel in-
duzierten eine B-Faltblatt-Konformation von AB40 sowie eine
Oligomerisierung des Peptids.'!"!

Die Induktion der Fibrillbildung an anionischen Mem-
branen wurde auch mit TAPP?™ und a-Synucleinl**3+]
beobachtet. Die Bindung von IAPP an anionische Membra-
nen, die PS oder PG enthalten, kann zu einer drastischen
Verstarkung der Fibrillbildung fiihren.'*222d Rontgen-
Reflektometrie offenbarte eine Lipid-induzierte Fibrill-
nukleation von IAPP in Gegenwart anionischer gemischter
DOPC/DOPG-Monoschichten, aber nicht mit reinen zwit-
terionischen DOPC-Monoschichten." Ein erhohter Anteil
anionischer Kopfgruppen in gemischten Vesikeln fordert die
Bindung von a-Synuclein-Monomeren®**! und -Oligome-
ren."! Dariiber hinaus erhoht sich die Tendenz von a-Sy-
nuclein zur Zusammenlagerung an der Membranoberfliche
mit zunehmendem Gehalt der Membran an anionischen Li-
piden. Diese Steigerung der Fibrillbildung von a-Synuclein
zeigt sich auch in Gegenwart anionischer Micellen.*!

2.3.2. Gangliosid-Cluster, Cholesterin und Lipid-Rafts

An der duBeren Membranseite aggregieren Gangliosid-
lipide mit Sphingomyelin und Cholesterin unter Bildung
steifer Mikrodominen (Lipid-Rafts), die durch eine langsame
seitliche Diffusion der Lipid-Acylketten und eine Resistenz
gegeniiber Detergentien charakterisiert sind.*”! Ganglio-
sidlipide sind eine Klasse von Glycolipiden, die eine anioni-
sche Sialylsdure-Kopfgruppe enthalten und in der Membran
neuronaler Zellen verbreitet vorkommen.*¥ Der Gehalt an
Gangliosid und Chlosterin und die gesamte Fluiditit (ge-
ordnet vs. ungeordnet) der Membranen sind wichtige Fakto-
ren, die zum einen der Verankerung amyloidogener Proteine
an Membranen dienen und zum anderen auch ihre Fibrillie-
rungsgeschwindigkeiten beeinflussen.’!

Uber eine verstirkte Bindung von AP sowie eine Be-
schleunigung der Fibrillbildung an Gangliosid enthaltenden
Membranen wurde vielfach berichtet.?****% Matsuzaki
schlug vor, dass Gangliosidcluster auf der Zellmembran
Stellen bilden, von denen A} nach Abspaltung von APP ab-
gesondert wird und die als Keim der AB-Fibrillbildung dienen
(Abbildung 5).%! Gestiitzt wird diese Hypothese durch den
Nachweis von Korrelationen zwischen dem Gangliosidgehalt
der Zellmembran und dem Auftreten von Alzheimer.[*?!]
Gangliosidcluster dienten in jiingerer Zeit als Target fiir
Verbindungen, die an die Membran binden und Ap-Aggre-

I6sliches Protein

Aggregate
F\Q N oHelix p-Faltblatt  (Fibrillen)
(Keim) Py

> o > AT
FERHEEU e G D Qb b S
zGangHosid : Sphingomyelin  § Cholesterin

Abbildung 5. Templateffekt bei der Bildung von AB-Fibrillen an Gan-
gliosidclustern in Lipid-Rafts.
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gation an ihrer Oberfldche und die damit verbundenen toxi-
schen Effekte auf PC12-Zellen hemmen.”?

Die Bindung von AP an Gangliosid enthaltende Mem-
branen induziert einen Ubergang von einer Random-Coil-
Struktur zu einer a-Helix bei niedrigen Peptid/Lipid-Ver-
hiltnissen (< 0.025) und begiinstigt bei hoheren Peptid/Lipid-
Verhiltnissen (>0.05) eine PB-Faltblatt-Konformation, die
dann die Fibrillbildung auslost (Abbildung 5).7%* Inkubation
von AfB40 mit Monogangliosid GM1 im molaren Verhéltnis
1:1 induziert die B-Faltblatt-Bildung und Aggregation des
Peptids nach 12 h.?®! Unter denselben Bedingungen, aber in
Abwesenheit von GM1 verbleibt A monomer und unstruk-
turiert. Interessanterweise zeigen die Fibrillen von A(40, die
in Gegenwart von GM1 gebildet wurden, eine hohere Cyto-
toxizitat auf PC12-Zellen als solche ohne GM1, und sie of-
fenbaren im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) aus-
geprigte morphologische Eigenschaften.”®! Dies legt nahe,
dass Ganglioside mit Af unter Bildung strukturell einzigar-
tiger fibrilldrer Strukturen mit erhohter Cytotoxizitdt wech-
selwirken. Auch bekannt ist die beschleunigte [-Faltblatt-
Bildung und Aggregation in Gegenwart von Raft-dhnlichen
Liposomen, die GM1, Cholesterin und Sphingomyelin ent-
halten.®" Die resultierenden Ap-Fasern haben eine einzigar-
tige strukturelle Morphologie und eine erhohte Cytotoxizi-
tit.’” Die Existenz von GMI in einer Raft-dhnlichen Mem-
branumgebung ist essentiell fiir die Bildung der Ap-Fibrillen,
da keine Induktion der p-Faltblatt-Aggregate mit Raft-dhn-
lichen Sphingomyelin/Cholesterin-Liposomen in Abwesen-
heit weder von GM1 noch gemischter GM1/PC-Liposomen
beobachtet werden konnte.

Die Akkumulation von IAPP-Amyloidablagerungen auf
Membranen, die Gangliosid-reiche Doménen enthalten,
wurde durch Fluoreszenzbildgebung gezeigt."™™ Eine direkte
Korrelation zwischen der Menge der IAPP-Fibrillen, die sich
auf der Membran ablagern, und dem Gangliosidgehalt in der
Membran legt nahe, dass ein hoher Gangliosidgehalt in vivo
die IAPP-Fibrillbildung stimuliert.’® Auch Prionproteine
zeigen eine klare Priaferenz dafiir, an GM1/Cholesterin/
Sphingomyelin enthaltende Vesikel als monomere a-Helices
zu binden, was nahelegt, dass Lipid-Rafts auch bei der Ver-
ankerung von Prionproteinen an Membranen eine Rolle
spielen.¥

Im Gegensatz zur Akkumulation von A, IAPP und
Prionproteinen auf geordneten Lipid-Raft-Doménen bevor-
zugt o-Synuclein eine Lokalisierung auf fliissig-ungeordneten
Phasen in anionischen Vesikeln.*>*! Es wurde vorgeschlagen,
dass die grofere Packungsdichte anionischer Kopfgruppen
auf der Oberfldche fliissig-ungeordneter Phasen in Lipid-
Rafts den negativ geladenen C-Terminus des o-Synucleins
abstoft. !

Widerspriichliche Ergebnisse haben gezeigt, dass Cho-
lesterin das Eindringen von Af40 in Modell-Liposomen
entweder inhibieren™ oder begiinstigen® kann, je nach
molarem Anteil des Cholesterins in der Membran. In Neu-
roblastomzellen unterdriickt die Anreicherung von Choles-
terin in Lipid-Raft-Doménen die Assoziation von Af42-Oli-
gomeren an der Zelloberfliche.’” Diese Befunde legen nahe,
dass ein spezifischer Anteil an Cholesterin in den Lipid-Rafts
notig ist, um die Oberflichenbindung von A} zu begiinsti-
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gen.”®! Weiterhin zeigten Rasterkraftmikroskopie(AFM)-
Aufnahmen eine merkliche Abnahme der Zahl und GroBe
der IAPP-Partikel, die nach Einbau von Cholesterin in die
Membran an der Oberfliche von planaren PC/PS-Lipid-
Doppelschichten akkumuliert waren. Dies deutet darauf hin,
dass der Cholesteringehalt der Membran auch die TAPP-
Fibrillogenese beeinflusst.®!

2.3.3. Der Einfluss von Metallionen

In der Substantia Nigra von Parkinsonpatienten hat man
erhohte Spiegel an Metallionen gefunden,” und in neuro-
nalen Plaques von Alzheimerpatienten waren Cu’'-, Fe*'-
und Zn**-Tonen angereichert.™” Dies deutet darauf hin, dass
Metallionen die Aggregation und Toxizitdt amyloidogener
Proteine beeinflussen konnen.™ In vitro haben bestimmte
Ionen einen Einfluss auf die Strukturen und die Geschwin-
digkeit der Fibrillbildung amyloidogener Proteine.” Zum
Beispiel induziert die Zugabe von Metallkationen wie Cu**,
Fe’™ oder Co™ die Sekundirstruktur von a-Synuclein und
beschleunigt signifikant die Fibrillbildung.'*

Untersuchungen in vitro haben gezeigt, dass Metallionen
ferner die Wechselwirkung zwischen Amyloidproteinen und
Membranen vermitteln konnen. Interessanterweise fiihrt die
Zugabe von Ca’'- und anderen Schwermetallionen zu mo-
nomerem d-Synuclein zur schnellen Produktion von annu-
laren Poren aus oligomerem oa-Synuclein mit unterschiedli-
chen Durchmessern.**) Am C-Terminus verkiirzte Varianten
von a-Synuclein nahmen jedoch keine annularen Strukturen
ein, was darauf hindeutet, dass die Bindung von Metall-
kationen durch Wechselwirkungen mit dem sauren C-Termi-
nus vermittelt wird. Da annulare Oligomere als mogliche
toxische Spezies mit Membranen als Angriffsort diskutiert
werden,[”'?%] kgnnten erhdhte Konzentrationen an Metall-
kationen toxische Wechselwirkungen zwischen o-Synuclein-
Oligomeren und Membranen stimulieren. Tatséchlich indu-
zierte Fe*" detergensresistente oligomere Strukturen von a-
Synuclein.”! Ebenso wurde die Zusammenlagerung von d-
Synuclein auf der Oberfldche anionischer POPG/PC-Dop-
pelschichten in Gegenwart zweiwertiger Metallkationen er-
leichtert.”] Moglicherweise vermitteln Metallkationen die
Wechselwirkung des anionischen C-Terminus von a-Synuc-
lein mit anionischen Membranen durch partielle Ladungs-
neutralisation der Membran oder durch die Bildung koordi-
nativer Briicken.

Frithere Studien zeigten, dass Zn?"- und Cu®"-Ionen die
Insertion von AP42 in POPC/POPS-Vesikel bei einem pH-
Wert von 5.5-7.5 induzieren, mit der entsprechenden Induk-
tion einer a-helicalen Struktur.” Ohne Metallkationen
konnte AB42 die Membran nur bei einem pH unterhalb 5.5
penetrieren, was darauf hinweist, dass eine erhohte positive
Ladung in AP42, entweder durch ein Absenken des pH-
Wertes oder die Komplexierung mit Metallkationen, die
Bindung von Af42 an Membranen verstdrkt. Vor kurzem
fand man durch *'P- und *H-Festphasen-NMR-Messungen
heraus, dass Cu®*-Ionen allein die Modellmembranen zer-
storen und die Bildung kleinerer Vesikel induzieren.’®”!
Zugabe von Af42 zum System schiitzte die Membran vor
einer Zerstérung durch Cu®", moglicherweise durch Ausspii-
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len der Kationen durch Koordination.["-* AB42-Cu**-Kom-
plexe konnten mit der Oberfliche anionischer Phos-
pholipidmembranen assoziieren, wie mittels *'P-NMR-Spek-
troskopie nachgewiesen wurde./*’?!

2.3.4. Der Einfluss des Lipid/Peptid-Verhidiltnisses

Eine gemeinsame Eigenschaft von  ApI®06
TAPP2L22% ynd g-Synuclein®3431 jst die Umwandlung
einer weitgehend ungefalteten Konformation in eine a-Helix
bei Bindung an die Membran, was einen allgemeinen Me-
chanismus der membranvermittelten Fehlfaltung und Ag-
gregation dieser und anderer amyloidbildender Proteine na-
helegt. Nach der anfidnglichen Bindung an die Membran
hiangt die Fehlfaltung amyloidbildender Proteine zu 3-Falt-
blatt-Aggregaten wesentlich von den relativen Konzentra-
tionen der Proteine und Lipide ab.'"*?"! Arbeiten von Wong
und Mitarbeitern zeigen, dass die Zugabe steigender Mengen
von POPC/PG- oder DPPC/PG-Vesikeln einen Wechsel der
Konformation von membrangebundenem Af40 von einer (3-
Faltblatt- zu einer a-helicalen Struktur bewirkt. Dies fiihrte
zu einem sehr reizvollen mechanistischen Modell, das die
relative Peptid/Lipid-Konzentration mit der membran-
gebundenen Struktur des Proteins in Beziehung setzt.'"* Bei
einem niedrigen Peptid/Lipid-Verhiltnis (hohem Lipid-
Gehalt) schirmt die Adsorption von Amyloidproteinen an die
Membranoberfliche Protein-Protein-Wechselwirkungen ef-
fektiv ab und erschwert somit die Fibrillogenese. In diesem
Fall dominiert die o-helicale Konformation des membran-
gebundenen Proteins (Abbildung 6). Durch Erhéhung der

hohes Peptid/Lipid-Verhaltnis:
Clusterbildung an der Membran
fahrt zu Oligomerisierung

niedriges Peptid/Lipid-Verhaltnis:
geringere effektive Peptidkonzen-
tration an der Membran verhindert
Oligomerisierung

B-Faltblatt-
Bildung/Poren-
bildung

beschleunigte
Fibrillbildung

verlangsamte
Fibrillbildung

Abbildung 6. Einfluss des Peptid/Lipid-Verhiltnisses auf die Ge-
schwindigkeit der Fibrillbildung (nach Wong et al.).""!

relativen Peptidkonzentration erreicht man schlieBlich ein
kritisches Peptid/Lipid-Verhiltnis, und ein ,,crowding®“ des
Proteins an der Membranoberfldche stimuliert Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen, einen Wechsel zur {-Faltblatt-
Struktur und das Fibrillwachstum (Abbildung 6). Die Mem-
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bran kann also je nach Peptid/Lipid-Verhiltnis bei hohen
relativen Konzentrationen die Fibrillogenese entweder
hemmen oder bei niedrigen oder mittleren Konzentrationen
die Fibrillogenese beschleunigen. Dieses mechanistische
Phinomen beobachtet man bei ARI*1122%50 ynd JAPPPY bei
Kontakt mit anionischen Membranen, und es entspricht frii-
heren Beschreibungen von Wechselwirkungen zwischen an-
timikrobiellen Peptiden und Membranen.” ! Zum Beispiel
hat AP bei einer konstanten Peptidkonzentration eine a-he-
licale Struktur in Gegenwart von DPC-Micellen (20 mm) und
eine (-Faltblatt-Struktur in Gegenwart von DPC-Micellen
(5.5 mm).[%6

2.4. Die Umkehr der Amyloidfibrillbildung mit Lipiden

Ein bemerkenswerter Befund von Rosseau und Mitar-
beitern war, dass DOPC-Liposomen reife und inerte Ap42-
Amyloidfibrillen in 16sliche toxische protofibrillire Spezies
zerlegen und somit den zur Fibrillogenese reversen Prozess
induzieren.’”? Die biophysikalischen und toxikologischen
Eigenschaften der Protofibrillen, die durch die reverse Re-
aktion erhalten wurden, waren identisch mit denen von Pro-
tofibrillen, die durch Alterung von monomerem AP42 er-
halten wurden. Dieser Befund wird bestétigt durch Widen-
brant und Mitarbeiter, die Ap-Fibrillen in Gegenwart von
DOPA-Membranen in kleine Nano-Verbiande fragmentier-
ten.”! Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den viel-
zahligen anderen Berichten, die eine Beschleunigung der
Fibrillbildung an Membranoberflachen belegen, allerdings ist
zu bedenken, dass diese Untersuchungen zum Einfluss der
Membranen auf den Vorwirts-Prozess der Fibrillbildung mit
16slichen, monomeren Protein-Zubereitungen durchgefiihrt
wurden. Rosseau et al. geben eines der wenigen Beispiele fiir
die Untersuchung des Einflusses von Lipiden auf den rever-
sen Prozess, indem sie entwickelte Fibrillen als Ausgangs-
punkt verwendeten. Beide Arten von Studien stimmen darin
iiberein, dass sie die Fahigkeit der Lipide demonstrieren,
amyloidogene Proteine in toxische, 10sliche Aggregate zu
iberfithren — egal ob anfidnglich 16sliche Monomere oder
unlosliche reife Amyloidfibrillen vorliegen —, und sie unter-
streichen die Bedeutung der Membranen fiir die Aggregation
und Toxizitdt amyloidogener Proteine.

3. Mechanismen der amyloidvermittelten
Membranpermeabilisierung

Die Toxizitdt amyloidbildender Proteine ist direkt kor-
reliert mit ihrer Fihigkeit, die Funktion der Membranbar-
riere zu unterbrechen. Die urspriingliche Entdeckung von
Arispe und Mitarbeitern, dass AP Ionenkanal-Aktivitédt in
planaren Lipid-Doppelschichten besitzt, fithrte zu der An-
nahme, dass die Toxizitdt von Af in einem Ionenkanal-Me-
chanismus begriindet ist, der eine Membrandepolarisation,
das Ausstromen von Ca*" und die Stérung der Ionenhoméo-
stase zur Folge hat.B1%#™ Kanal-Aktivitit wurde spiter
auch fiir andere amyloidogene Proteine, darunter IAPP,"* a-
Synuclein,''*7) Polyglutamin™® und von Prionen abgelei-
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tete Peptide!””! nachgewiesen. Dies legt nahe, dass die Toxi-
zitdt dieser Proteine mit ihrer Fahigkeit zur Bildung von
Kanélen oder Poren zusammenhéngt, wodurch ein unregu-
liertes Ausstromen von lonen analog zu den porenbildenden
Toxinen maglich ist (Schema 1).7122¢I Diese Hypothese ist
konsistent mit der Tatsache, dass eine Storung der Homoo-
stase der Ca®"-Ionen ein charakteristisches Merkmal ver-
schiedener neurodegenerativer Krankheiten ist, darunter
Alzheimer und Parkinson."® Gestirkt wurde die Amyloid-
poren-Hypothese durch die direkte Visualisierung annularer
oder ringdhnlicher Strukturen oligomerer Protofibrillen ver-
schiedener amyloidogener Proteine durch Elektronen- und
Rasterkraftmikroskopie (AFM).[-8120<.7]

Auch wenn der storende Einfluss amyloidogener Proteine
auf Membranen offensichtlich geworden ist, sind die exakten
Mechanismen, iiber die diese Proteine die Membranperme-
abilisierung induzieren, bisher noch nicht vollstiandig ver-
standen. Die Amyloidporen-Hypothese ist ein vorgeschlage-
ner Mechanismus, aber auch andere Theorien werden durch
experimentelle Daten untermauert. Zum Beispiel fithren
verschiedene Argumentationslinien experimentelle Beweise
gegen das Poren-Modell an und sprechen fiir die Theorie, dass
prafibrillire Aggregate die Membran nicht vollstindig
durchdringen, sondern eher mit der Membranoberfldche as-
soziieren und so eine Verdiinnung und Leckage der Membran
hervorrufen (Schema 1).4**%1 Dariiber hinaus ist nicht
gesagt, dass dem Poren-Modell eine statische Struktur zu-
grunde liegt. Vielmehr konnte es sich um einen Zwischen-
zustand handeln, auf den weitere Prozesse wie eine Tensid-
artige Auflosung der Membran folgen.'**<#1) Solche inter-
medidren Porenstrukturen charakterisieren den Wirkmecha-
nismus vieler antimikrobieller Peptide und koénnen auch mit
der Aktivitdt amyloidogener Proteine in Beziehung gebracht
werden.”*? In der Tat gibt es viele chemische Ahnlichkeiten
zwischen amyloidogenen Proteinen und antimikrobiellen
Peptiden, z.B. die amphipathische Struktur, die darauf hin-
weisen, dass man mechanistische Einblicke aus den fiir den
Permeabilierungsmechanismus antimikrobieller Peptide vor-
geschlagenen Modellen ableiten kann.

Neben der Reihe moglicher Wirkmechanismen wird der
Sachverhalt weiter verkompliziert durch das Auftreten
membranaktiver oligomerer Zustinde der amyloidogenen
Proteine. Demnach ist der Prozess der Fibrillbildung mit
mehreren Zwischenzustinden verbunden, die alle unter-
schiedliche Membranpermeabilisierungsaktivititen haben
konnten.™ Der Wirkmechanismus kann weiterhin auch vom
Proteintyp, der Membranzusammensetzung und den experi-
mentellen Bedingungen abhingen. Um auf molekularer
Ebene die Toxizitdt amyloidbedingter Krankheiten vollstdn-
dig verstehen zu konnen, miissen diese mechanistischen
Uberlegungen beschrieben werden. In diesem Abschnitt
wollen wir daher einen Uberblick geben iiber die verschie-
denen diskutierten Modelle der Membranpermeabilisierung
durch amyloidbildende Proteine und, falls vorhanden, die
neuesten experimentellen Absicherungen der vorgeschlage-
nen Mechanismen vorstellen.
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3.1. Porenbildung kontra unspezifische
Membranpermeabilisierung

Die derzeitige Debatte beziiglich des Mechanismus der
Membranpermeabilisierung durch amyloidbildende Proteine
rankt sich um deren Féhigkeit zur Bildung von Membranka-
ndlen oder -poren. Die vorliegenden experimentellen Be-
funde, z.B. von Ionenkanal-Aktivitit, stiitzen die Annahme
eines liber porenartige Strukturen verlaufenden Mechanis-
mus und der toxischen Eigenschaften amyloidbildender Pro-
teine (Schema 1). Alternativ dazu gibt es auch signifikante
experimentelle Daten, die belegen, dass oligomere Formen
dieser Proteine an die Membranoberfldche binden und eine
allgemeine Ausdiinnung der Membran und damit das Aus-
stromen von Ionen bewirken (Schema 1). Neueste Experi-
mente, die beide Modelle stiitzen, werden neben zentralen
dlteren Arbeiten vorgestellt.

3.1.1. Hinweise fiir eine Porenbildung

Experimentelle Beobachtungen, die sich mit dem Poren-
modell in Einklang bringen lassen, sind: 1) Die Induktion
einzelner Ionenkanalstrome, die charakteristisch sind fiir Io-
nenkanile oder porenbildende Proteine, durch eine Reihe
von amyloidogenen Proteinen in  Modellmembra-
nen ;78212665771 9 die verglichen mit 16slichen Monomeren
und reifen Fibrillen erhohte Membranpermeabilisierungsak-
tivitit amyloider Oligomere ;112386575841 3y dje Blockade
der Kanalaktivitdt amyloider Oligomere mittels Aggregati-
onsinhibitoren wie (—)-Epigallocatechingallat;©®>®! 4) eine
GroBenabhingigkeit des Ausstromens von Farbstoffen aus
Modellvesikelmembranen, was auf die Bildung von Poren
definierten Duchmessers hinweist;"*7>% 5) hochaufgeldste
Aufnahmen annularer porenartiger oligomerer Strukturen
mehrerer amyloidogener Proteine, sowohl in Gegenwart von
Membranen als auch ohne Membranen;”-*!%"! 6) die Bindung
des anti-amyloiden Oligomer-Antikérpers A1l an amyloide
Oligomere und an Oligomere porenbildender Toxine wie a-
Hémolysin mit daraus resultierender Unterdriickung der
Membranpermeabilisierungsaktivitit.*>%"! Die Details dieser
Beobachtungen werden in den folgenden Absédtzen behan-
delt.

Die Fihigkeit einer Reihe amyloidbildender Proteine wie
AR o_Synuclein,™ ¥ TAPP™!  Polyglutamin,’™
Serumamyloid A und der Prionenproteine,!**”*! Tonen-
kanalstrome mit definierten Leitfdhigkeitszustinden in pla-
naren Lipid-Doppelschichten zu induzieren, liefert den
stichhaltigen Beweis, dass diese Proteine eine Kanal- oder
Porenaktivitit in Membranen aufweisen.” In vielen Fillen
zeigen diese amyloidbildenden Proteine Spannungsabhén-
gigkeit und Kationenselektivitit, was charakteristische FEi-
genschaften echter Ionenkanile sind.® Bei AP fiihren ex-
perimentelle Bedingungen, die eine Peptidaggregation for-
dern, z.B. ein saurer pH-Wert, zu einer erhohten Kanalakti-
vitdt, wihrend die Zugabe von Stoffen, die die Aggregation
hemmen, z. B. Kongorot, die Kanalaktivitiit abschwzcht.[12¢74]
Dies weist darauf hin, dass die durch A gebildeten Kanal-
strukturen oligomer sind. Die Kanalaktivitit von AP konnte
durch externe Stoffe wie Tris (Tris(hydroxymethyl)amino-
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methan), AP 120 Zn> %] oder andere bestimmte Molekii-
1e®? blockiert werden, was Moglichkeiten fiir eine therapeu-
tische Intervention beziiglich der Porenaktivitdt aufzeigt.
Viele dieser fritheren Ionenkanalexperimente wurden jedoch
mit monomeren Préparaten oder rekonstituierten Proteinen
in schlecht definierten heterogenen oligomeren Zustdnden
durchgefiihrt.

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die Zugabe de-
finierter oligomerer Priaparate von o-Synuclein Ionenkanal-
aktivitit in PC-Monoschichten induziert (Abbildung 7a)."!

e
bbb A

o-Synuclein

n

Abbildung 7. a) Leitfihigkeit in planaren Lipid-Doppelschichten in Ge-
genwart ollgomerer Priparate von a-Synuclein (nach Kim et al.).1%!

b) AFM-Aufnahmen von oligomeren Strukturen von Af3(1-40) und a-
Synuclein nach Rekonstitution in planaren DOPC-Lipid-Doppelschich-
ten (nach Quist et al.).” ¢) EM-Aufnahmen der protofibrilliren patho-
genen Mutanten A53T und A30P von a-Synuclein und der ,,arktischen“
Mutante AB(1-40) (nach Lashuel et al.)."®! d) EM-Aufnahmen der o-
Synuclein-Poren, die durch Einwirkung von Detergentien auf Einschliis-
se aus atrophierten Gehirnproben freigesetzt wurden (nach Pountney
et al.).

Eine Ionenkanal-dhnliche Leitfdhigkeit ist spezifisch fiir das
oligomere Priparat und wurde mit monomeren und fibrilla-
ren Priparaten von a-Synuclein nicht beobachtet.*! Eine in
diesem System durch oligomeres a-Synuclein induzierte Ka-
nalaktivitit konnte mit dem Polyphenol (—)-Epigallocate-
chingallat (aus griinem Tee) effektiv inhibiert werden.®!
Neuere Untersuchungen zeigen, dass eine Membranperme-
abilisierung mit oligomeren Prédparationen von AP mit Di-
sacchariden und Trimethylamin-N-oxid — also Verbindungen,
die auch die Aggregation von Af abschwichen — effektiv
gehemmt werden kann !

Vesikelpermeabilisierungsassays mit prifibrilliren Ag-
gregaten aus a-Synuclein,”) TAPP®#3 ynd ABP! lieferten
weitere Hinweise darauf, dass Membranpermeabilisierung
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durch diese Proteine iiber einen porenartigen Mechanismus
erfolgt. Nur oligomeres protofibrillares a-Synuclein, und
nicht die monomeren oder fibrilliren Formen, band an und
permeabilisierte PG- und PC-Vesikel."? Die mit den
Krankheitsbildern in Verbindung gebrachten a-Synuclein-
Mutanten A30P und AS53T zeigten auBerdem hohere Per-
meabilisierungsaktivititen als der Wildtyp, was darauf hin-
deutet, dass die Permeabilisierungsaktivitdt mit der Toxizitét
des Proteins direkt korreliert.” Ebenso fiihrten toxische
oligomere und nicht-amyloide nativ-dhnliche Fibrillen des
Hefeprions Ure2p, aber nicht die nicht-toxischen Amy-
loidfibrillen des Proteins, zur Freisetzung von Farbstoffen aus
PS-Vesikeln.[*!

Fiir protofibrilldres a-Synuclein wurde auf der Grundlage
der GroBenabhingigkeit der Farbstoff-Leckage aus Farbstoft-
beladenen Vesikeln ein iiber porenartige Strukturen verlau-
fender Mechanismus vorgeschlagen. Kleinere Komponenten
wie Ca’" und Dopamin zeigten in Gegenwart des Proteins
weitaus hohere Leckage-Geschwindigkeiten als groe Poly-
mere wie FITC-Dextran und Cytochrom c.! In gleicher
Weise war die Leckage von Ca’" aus PG-Vesikeln, die durch
protofibrillires IAPP permeabilisiert waren, viel schneller als
die von FITC-Dextran, was ebenso fiir eine Leckage durch
definierte Poren begrenzten Durchmessers spricht.*

Die optische Beobachtung oligomerer Kanalstrukturen
von in Lipid-Doppelschichten rekonstituierten amyloidoge-
nen Proteinen mittels Rasterkraftmikroskopie ist einer der
bedeutendsten experimentellen Beweise fiir einen Porenme-
chanismus.”*! Die ersten AFM-Aufnahmen von in DOPC-
Lipid-Doppelschichten rekonstituierten tetrameren bis he-
xameren Oligomeren von Af(1-42) lieferten Lal und Mitar-
beiter.® Im Jahr 2005 berichtete dieselbe Gruppe iiber
dhnliche oligomere Kanile fiir eine Reihe in DOPC-Dop-
pelschichten rekonstituierter amyloidbildender Proteine,
darunter a-Synuclein, IAPP, AB(1-40) und Serumamyloid A.
Dies weist darauf hin, dass die Porenaktivitét ein allgemeines
Charakteristikum ist, das die Toxizitdt amyloidbildender
Proteine untermauert.” In ungefihr 15% der Aufnahmen ist
zu sehen, dass die rekonstituierten Proteine multimere su-
pramolekulare Komplexe aus vier bis sechs Untereinheiten
mit einem &duBeren Durchmesser von 8-10 nm und einem
inneren Porendurchmesser von 1-2nm bilden (Abbil-
dung 7b).™ Lashuel und Lansbury zeigten, dass isolierte
Protofibrillen mutierter amyloidbildender Proteine, die mit
familidrem Alzheimer oder Parkinson in Verbindung ge-
bracht werden, darunter die ,,arktische“ AB(1-40)-Mutante,
a-SynA30P und a-SynA53T sowie Wildtyp-a-Synuclein, auch
in Abwesenheit einer Lipid-Doppelschicht annulare Poren-
strukturen bilden.'”™¢! Die Porenabmessungen waren in ex-
zellenter Ubereinstimmung mit denen von Quist und Lal
publizierten; die d&ufleren Porendurchmesser lagen zwischen 7
und 10 nm und die inneren Durchmesser zwischen 1.5 und
2 nm (Abbildung 7c). AFM-Aufnahmen zeigten auch Poren,
die durch das amyloidogene Prionproteinfragment PrP106—
126 in gestiitzten Lipid-Doppelschichten hervorgerufen
wurden, hier wurde jedoch der innere Porendurchmesser
nicht publiziert.®

Annulare Strukturen wurden auch aus post mortem ent-
nommenen Proben isoliert; sie zeigen eine auffallende mor-
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phologische Ahnlichkeit zu Porenstrukturen, die in vitro bei
rekombinanten und synthetischen Amyloidproteinen beob-
achtet wurden, was nahelegt, dass diese Strukturen obligate
Intermediate sind, die in vivo auftreten. Sogar grofere an-
nulare Partikel aus o-Synuclein-Oligomeren mit einem
Durchmesser zwischen 30 und 50 nm wurden durch Einwir-
kung von Detergentien auf cytoplasmatische Einschliisse in
atrophierten Gehirnproben post mortem erhalten (Abbil-
dung 7d).**!! Tnoue beobachtete mittels TEM Porenstruktu-
ren von AP in neuronalen Zellmembranen und Mitochon-
drien-artigen Organellen aus dem Hirngewebe von Alzhei-
mer-Patienten. Diese Poren waren also grofler als die in vitro
beobachteten; sie hatten einen duBeren Durchmesser von
16 nm und Porenoffnungen von 10 nm.® Die iiberraschend
dhnlichen Morphologien oligomerer amyloidbildender Pro-
teine sowohl in Gegenwart einer Membran als auch ohne
Membran, sowie der Proteine, die aus In-vivo-Proben extra-
hiert wurden, gaben einen klaren Hinweis darauf, dass diese
Konformationen veranwortlich sind entweder fiir die direkte
Insertion in die Membranen oder die Bildung auf der Mem-
branoberfldche, um die zelluldre Toxizitdt in amyloidbeding-
ten Krankheiten zu induzieren (Schema 1). Seitdem es ak-
zeptiert ist, dass amyloidbildende Polypeptide beliebiger Se-
quenz durch ihre Tendenz zur Aggregation zu unloslichen
Fasern hoherer Ordnung mit gemeinsamen morphologischen
und strukturellen Eigenschaften miteinander in Verbindung
gebracht werden konnen, ist es auch begriindet anzunehmen,
dass sie eine dhnliche Tendenz zur Bildung verwandter in-
termedidrer Strukturen wie z.B. oligomerer Poren, die die
Zellmembranen angreifen, gemeinsam haben.

Neuere Arbeiten zeigen, dass gewohnliche oligomere
Strukturen, die die cytotoxischen Konformationen amyloid-
bildender Proteine darstellen kdnnten, auch von anderen
porenbildenden Toxinen (pore-forming toxins, PFTs) und
porenbildenden Proteinen (pore-forming proteins, PFPs)
eingenommen werden. Amyloidbildende Proteine und PFTs,
darunter a-Hamolysin und Anthraxtoxin, haben mehrere
auffallende strukturelle und funktionelle Eigenschaften ge-
meinsam, was einen &dhnlichen Mechanismus der Mem-
branpermeabilisierung impliziert.”**"! Die ringférmige Kon-
figuration amyloidbildender Proteine, die in der AFM und
EM beobachtet wird, dhnelt sehr der Konfiguration von PFPs
wie Perforin und Perfringolysin O.*”*! Zusitzlich haben po-
renbildende und amyloidbildende Proteine die Eigenschaft
gemeinsam, als 16sliche Proteine gebildet zu werden, die
spéter in zirkulédre toxische oligomere, oft 3-Faltblatt-reiche
transmembrane Poren iiberfiihrt werden.” Der Prozess der
Oligomerisierung, der die Kanalbildung begiinstigt, wird in
beiden Proteinklassen durch Lipid-Rafts beschleunigt, die als
Anreicherungsplattform fungieren (Abbildung 5)."1 Der
konformationsspezifische, gegen Amyloid-Oligomere ge-
richtete Antikérper Al1, der unabhéngig von ihrer Primér-
sequenz an Amyloid-Oligomere bindet, reagiert auch mit
Oligomeren — aber nicht Monomeren - von a-Hdmolysin und
humanem Perforin.*”! Dariiber hinaus unterdriickt eine Bin-
dung an All, von der man weil3, dass sie die Toxizitdt und
Membranpermeabilisierungsaktivitit von Amyloid-Oligo-
meren inhibiert, auch die hamolytische Aktivitdt von a-Ha-
molysin-Oligomeren.*”!
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Die Summe dieser allgemeinen Eigenschaften stiitzt fast
unbestreitbar die Annahme, dass Amyloid-Oligomere die
Membranpermeabilisierung iiber eine aktive Struktur und
einen Mechanismus induzieren, die den Strukturen und
Wirkungsweisen entsprechen, die man fiir PFTs und PFPs
annimmt. Mechanistische Fragestellungen beziiglich der
Aktivitdt amyloidogener Proteine auf Membranen konnen
mittels biophysikalischer Methoden und mechanistischer
Assays untersucht werden, die auch hilfreich waren bei der
Untersuchung der Wirkungsweise von PFPs und verwandten
antimikrobiellen Peptiden gegeniiber Modellmembranen
(siche Abschnitt 4).

3.1.2. Dreidimensionale Modelle oligomerer Poren

Die optische Beobachtung der topologischen Eigen-
schaften oligomerer Poren erbrachte wichtige Schlussfolge-
rungen beziiglich des Mechanismus der Membranpermeabi-
lisierung durch amyloidbildende Proteine — jedoch konnten
dreidimensionale Strukturen auf atomarer Ebene bisher ex-
perimentell nicht bestimmt werden. Die Forschung auf
diesem Gebiet wird behindert durch die inhédrente Loslichkeit
und Nicht-Kristallinitdt amyloider Proteine, Faktoren, die
beim Einbringen in Membranumgebungen noch verschérft
werden. Dariiber hinaus sind wohldefinierte Strukturen
amyloidbildender Proteine inhdrent kurzlebig und schwer zu
isolieren und charakterisieren.[” Nichtsdestotrotz wurden
dreidimensionale Porenmodelle rechnergestiitzt konstruiert
und lieferten Einblicke in mogliche Konformationen. Durch
computergestiitzte Modellierung des per NMR-Spektrosko-
pie erhaltenen f-Faltblatt-Turn-B-Faltblatt-Motivs von AB;;_s
zu annularen scheibendhnlichen Strukturen konnten Nussi-
nov und Mitarbeiter ein Modell fiir die AB-Pore entwickeln,
deren Abmessungen in auffallend guter Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen von AFM- und EM-Studien sind (Ab-
bildung 8).*! Nach Insertion dieser Scheiben aus APy;4, in
eine DOPC-Doppelschicht, bei der der hydrophobe C-ter-
minale Strang an die Doppelschicht ankoppelt, zeigten MD-
Simulationen eine Relaxation der Porenstrukturen zu Un-
tereinheiten analog zu den per AFM dargestellten Einheiten
(Abbildungen 7b und 8a).”® Die inneren Porenabmessungen
waren ein wenig grofer als die der AFM-Proben (2.2-
2.5 nm), dafiir waren die duleren Durchmesser in sehr guter
Ubereinstimmung, und die Hohe entsprach genau der Dicke
einer DOPC-Doppelschicht, was diese Modelle als annehm-
bare dreidimensionale Beschreibungen erscheinen lisst.”
Man sollte anmerken, dass der N-Terminus von Af} vermut-
lich nicht an der Kanalstruktur beteiligt ist und sich von der
Membran ,,wegstreckt”. In einem anderen Modell des Af-
Kanals, das auf Perutz’ Rontgenbeugungsmodell von Poly-
glutaminfasern beruht, werden tubuldre Anordnungen aus
zylindrisch gewundenen monomeren AfB-Untereinheiten, die
linear gestapelt sind und die Breite der Doppelschicht um-
spannen, angenommen.”” Dieses Modell sagt auch einen
wassergefiillten Kanal von 1.5 nm Durchmesser voraus.

Molecular Modeling der helicalen Struktur von a-Synuc-
lein offenbarte eine Kopf-Kopf-Anordnung von dimeren o-
Synuclein-Untereinheiten, die sich zu ringartigen Hexameren
und Pentameren anordnen und mit der per EM bestimmten
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b)

Abbildung 8. Computermodelle a) der oligomeren AB-Pore (nach Jang
et al.)® und b) des oligomeren a-Synuclein-Kanals, tiberlagert mit der
von Lashuel et al.'® bestimmten Porenstruktur (nach Tsigelny
etal.).l

Porenstruktur in Deckung gebracht werden kénnen (Abbil-
dung 8b).[12b’c’1001

3.1.3. Nachweis der unspezifischen Membranpermeabilisierung

Trotz zahlreicher Berichte tiber die Ionenkanal-Aktivitét
mit definierten offenen und geschlossenen Leitfdhigkeitszu-
standen,"™121% dje charakteristische Eigenschaften von Io-
nenkanilen und Porentoxinen sind,”"! sowie der Bestimmung
gut aufgeloster Porenstrukturen fiir Amyloid-Oligomere
(Abbildung 7) konnte ein Nachweis der Ionenkanal-Aktivitat
nicht in jedem Labor reproduziert werden.®! Wegweisende
Arbeiten von Glabe und Mitarbeitern zeigten, dass vorge-
bildete 16sliche Oligomere aus Af, IAPP, Polyglutamin oder
Prion 106-126 — aber keine Monomere oder ausgereifte Fi-
brillen — die allgemeine Leitfdhigkeit der Modell-Doppel-
schichten deutlich erh6hen, und das ohne das Auftreten dis-
kreter Leitfdahigkeitsinderungen oder offener und geschlos-
sener Zustinde, die charakteristisch sind fiir eine Ionenkanal-
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Aktivitit.* Wihrend dieser Befund klar die Annahme
stiitzt, dass oligomere Formen amyloidbildender Proteine die
membranpermeabilisierende Spezies sind, spricht er gegen
die Amyloidkanal-Hypothese. Vor kurzem zeigten Sokolov
et al., dass gereinigte Zubereitungen von ApB-Oligomeren, die
sich mit Antioligomer-Antikorpern positiv anfarben lieBen,
ebenfalls einen allgemeinen konzentrationsabhéngigen An-
stieg der Leitfdhigkeit von Modellmembranen hervorriefen,
wenn sie der Doppelschicht extern zugegeben wurden. !
Diese Berichte sichern ein Modell ab, wonach Amyloidoli-
gomere an die Membranoberfldche binden und die Lipidzu-
sammenlagerung storen und so eine Verdiinnung der Mem-
bran und erhohte Membran-Leckage verursachen, ohne dass
eine Bildung definierter Poren auftritt (Schema 1).1

3.1.4. HFIP bringt Klarheit: Das Porenmodell setzt sich durch

Der Grund fiir die Unstimmigkeiten beziiglich der Io-
nenkanal-Aktivitdt amyloidbildender Proteine war einige
Zeit Gegenstand der Debatte. Ionenkanal-Aktivitit wurde
beobachtet, wenn Proteine mit der Membran unter Bildung
von Proteoliposomen fusioniert wurden. In den Fillen, in
denen ein allgemeiner Anstieg der Membranleitfdhigkeit
beobachtet wurde, waren Zubereitungen des vorgebildeten
oligomeren Proteins extern der Doppelschicht zugegeben
worden.**8®! Eine Erklirung war, dass die Proteoliposo-
men, die durch Ultraschallbehandlung gebildet werden, die
Kanalbildung verstarken und dass die Insertion der extern
zugegebenen Oligomere in die Membran gehindert sein
konnte, sodass lediglich eine Bindung an die Oberfldche re-
sultiert.®™ Ein jiingster Bericht zeigt nun jedoch, dass das
Fehlen diskreter Ionenkanalleitfdhigkeitsmuster ein Artefakt
der Membranpermeabilisierung durch Reste von Hexafluor-
isopropylalkohol (HFIP) ist, der bei der Zubereitung der
vorgebildeten Oligomere verwendet wird und die eigentliche
Ionenkanal-Aktivitit amyloidbildender Proteine
kiert."! In dieser Arbeit zeigten Capone und Mitarbeiter,
dass HFIP-Proben sowohl mit als auch ohne Af identische
Stromspuren ohne definierte Leitfahigkeitszustdnde zeigen,
was darauf hinweist, dass der beobachtete Strom durch HFIP
allein induziert wurde. Bemerkenswerterweise konnte durch
sorgféltiges Entfernen von HFIP aus den Proben von oligo-
merem AP (durch Spiilen mit Stickstoff) der schrittweise Io-
nenfluss durch planere Lipid-Doppelschichten, der charak-
teristisch ist fiir Ionenkanal-Aktivitdt, vollstindig wieder-
hergestellt werden.™ Damit kann das Porenmodell fiir die
Stoérung der Membranintegritit durch Proteinoligomere als
experimentell belegt gelten.

mas-

3.2. Welche oligomeren Formen sind fiir die Membranzersetzung
zustdndig?

Wie in den voranstehenden Abschnitten beschrieben,
zeigen oligomere und protofibrilldre Formen amyloidbilden-
der Proteine in Untersuchungen mit Modellsystemen eine
hohere Membranpermeabilisierungsaktivitit als die enstpre-
chenden fibrilliren oder niedermolekularen Varianten, was
darauf hindeutet, dass diese erstgenannten Formen die primér
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toxischen Spezies sind.[**!*7>%I Bisher nur wenig verstanden
ist jedoch das unterschiedliche Ausmafl an Membranper-
meabilisierungsaktivitiat der verschiedenen oligomeren Spe-
zies, die vom Monomer bis hin zu den ausgebildeten Fibrillen
reichen.

Die Zahl moglicher oligomerer Zustinde fiir amyloidbil-
dende Proteine, die vom Dimer bis hin zu den vollstindig
ausgebildeten Fibrillen in der GréBenordnung von 10° Dalton
reichen, sowie die verschiedenen Morphologien der inter-
medisiren Aggregate®™ machen die Identifizierung einer
membranaktiven Spezies mit definiertem oligomerem Zu-
stand und Konformation zu einer gewaltigen Aufgabe. Es
wurden erhebliche Forschungsanstrengungen unternommen,
um die strukturellen Typen von Amyloid-Oligomeren auf der
Basis ihrer verschiedenen Immunaktivitdten mit konforma-
tionsspezifischen Antikdrpern zu klassifizieren.®™ Prifibril-
lare Oligomere (PFOs), die im Test gegen den oligomerge-
richteten Antikorper A1l positiv sind, sind sphérische Parti-
kel mit Durchmessern von 3 bis 10 nm, die sich zu einem
frithen Zeitpunkt der Inkubation bilden. Bei lingeren Inku-
bationszeiten oder unter Katalyse mit einer Hydrophob/hy-
drophil-Grenzfldche, lagern sich PFOs zu annularen Protofi-
brillen (APFs) um,"™ von denen man annimmt, dass sie zir-
kuldre Formen von PFO-Untereinheiten sind. Sie zeigen
unter dem Elektronenmikroskop porenartige Morphologien
(Abbildung 7).1%! APFs firben mit a APF-Antikorpern stark
und mit All-Antikdrpern schwach an, was fiir eine abwei-
chende Morphologie zu den PFOs spricht. Heptamere Poren
aus a-Héamolysin farben ebenso mit a APF an, was nahelegt,
dass APFs eine -Barrel-Konformation einnehmen. Fibrilldre
Oligomere sind eine andere Klasse oligomerer Intermediate,
die nicht an A11-Antikorper binden, aber eine positive Bin-
dung an OC-Antikorper zeigen und sich somit strukturell von
PFOs unterscheiden.® Da OC-Antikérper auch fiir ausge-
bildete Fibrillen spezifisch sind, nimmt man an, dass fibrilldre
Oligomere kleine Stiicke von Fibrillen darstellen oder wie
Fibrillkeime wirken, die das Fibrillwachstum einleiten.®!

Die morphologische Ahnlichkeit zwischen APFs und
PFTs legt instinktiv nahe, dass APFs die oligomere Form
amyloidogener Proteine sind, die die Membranpermeabili-
sierung verursachen. Weiterhin verstdarken familidr auftre-
tende Mutationen, die zur vererbten Form von Parkinson und
Alzheimer fithren, die Population von AFPs, weswegen man
vermuten sollte, dass diese oligomeren Formen die primir
toxische Spezies sind."*! Uberraschenderweise berichteten
jedoch Glabe und Mitarbeiter, dass PFOs von AB42 und a-
Synuclein eine viel groBere Membranpermeabilisierungsak-
tivitdt zeigen als ihre entsprechenden APFs in planaren Lipid-
Doppelschichten.™  Modellmembranen beschleunigten
jedoch den Konformationswechsel von PFOs zu APFs, was
durch Immunreaktion mit All und oAPF festgestellt
wurde.l'”” Die Autoren schlugen vor, dass PFOs an die
Membran binden und dass der Schliisselschritt das Zu-
sammenlagern von APFs aus PFOs auf der Membran ist.
Dieser Schliisselschritt ist mit der Membranpermeabilisie-
rung assoziiert, und es ist derjenige Prozess, der AFP er-
moglicht, eine in die Membran eingebettete Pore mit [3-
Barrel-Konformation zu bilden. Im Gegensatz dazu fehlt
vorgebildeten APFs in Losung eine ausreichende Fahigkeit
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zur Membraninsertion. Vorgebildete Poren aus a-Héamolysin
konnten ebenso kein Eindringen in die Membran induzie-
ren,'”! was einen dhnlichen Mechanismus nahelegt.

3.3. Mechanistische Einblicke durch Studien an antimikrobiellen
Peptiden

Die Mechanismen, die die Membranpermeabilisierungs-
aktivitidt antimikrobieller Peptide steuern und die iiber rein
auf Porenbildung beruhende Mechanismen hinausgehen,
konnen auch fiir die Aufklirung der membranaktiven
Strukturen amyloidogener Proteine relevant sein.”®”" Tat-
sdchlich teilen antimikrobielle Peptide und amyloidbildende
Proteine viele Charakteristika, was nahelegt, dass sie iiber
dhnliche Mechanismen auf die Membran wirken. Zum Bei-
spiel haben beide Klassen von Polypeptiden die Fahigkeit,
amphipathische Strukturen mit hydrophoben und kationisch
hydrophilen Enden anzunehmen und zeigen erhohte Affini-
titen fiir negativ geladene Membranoberflichen.”*” Dar-
tiber hinaus #ndern AP,12d JAPPR™323] ynd g-Synuc-
lein(®*2342%] jhre Struktur von einer Random-Coil-Struktur
zu einer o-Helix bei erstem Kontakt mit Membranoberfli-
chen, was die konformativen Wechsel antimikrobieller Pep-
tide in Gegenwart von Membranen widerspiegelt (Sche-
ma 1).7" Sowohl fiir antimikrobielle Peptide als auch fiir
amyloidogene Proteine wird fiir die Induktion der oligomeren
membranpermeabilisierenden Spezies eine Schwellenkon-
zentration an Peptid an der Membranoberfliche benétigt
(Schema 1).1"7"®1  Bemerkenswerterweise wandeln sich
membrangebundene oligomere Spezies bestimmter antimi-
krobieller Peptide, wie z.B. der Temporine B und L, sogar
weiter zu amyloidartigen Fibrillen um.*¥

Auch wenn iiber den Mechanismus, mit dem antimikro-
bielle Peptide auf Membranen einwirken, noch diskutiert
wird und viele Fragen offen sind, stehen doch relativ viele
experimentelle Daten zur Verfiigung, aus denen eine Reihe
klassischer Aktivitdtsmodelle abgeleitet wurden. In den fol-
genden Abschnitten werden wir diese mechanistischen Mo-
delle kurz vorstellen, die den Wirkmechanismus antimikro-
bieller Peptide, porenbildender Toxine und konstruierter
amphipathischer permeabilisierender Peptide auf Membra-
nen erkldren; dies geschieht in der Hoffnung, anhand dieser
Modelle ein wenig Licht auf die Membranaktivitdt amyloi-
dogener Proteine werfen zu konnen. 5!

Wenn die Anreicherung permeabilisierender Peptide auf
der Membran eine kritische lokale Grenzkonzentration er-
reicht, bilden sich oligomere Spezies, die eine transmembrane
Pore bilden, fiir die zwei strukturelle Anordnungen vorge-
schlagen wurden. In einer Barrel-Stave(,,Fassdauben*)-Pore
beriihren die hydrophoben Regionen des Peptid-Oligomers
das hydrophobe Membraninnere, und die hydrophilen Enden
kleiden eine wassergefiillte Pore aus. Bei diesem Porentyp
rithren Variationen in der Leitfdahigkeit von einem Mono-
meraustausch mit dem transmembranen Oligomer her (Ab-
bildung 9a)."" Barrel-Stave-Poren stéren die Membran-
architektur nur minimal, erzeugen aber Ortlich fixierte
Locher, durch die Molekiile in die oder aus der Membran
Jlecken“.”l Alternativ dazu gibt es eine toroidale Poren-
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struktur, bei der die hydrophilen Enden des Peptids mit den
Lipidkopfgruppen in Kontakt bleiben, wodurch eine Ver-
krimmung der Membran hervorgerufen wird und eine Pore
erzeugt wird, die mit Lipidkopfgruppen und Peptiden aus-
gekleidet ist, wodurch die Passage von Molekiilen durch die
Membran ermdglicht wird (Abbildung 9a). Von der toroida-
len Pore nimmt man an, dass sie eine metastabile Struktur ist
und nach einem von zwei denkbaren Mechanismen zerfallt.
Im ,,Sinking-Raft“-Modell zerféllt die Pore unter Bildung
einer wiederverschlossenen Doppelschicht mit Peptiden auf
der inneren und duBeren Membranseite (Abbildung 9b).[!
Alternativ dazu zerfillt die Membran im ,,Carpet“-Modell
unter Bildung von tensidischen Peptid-Lipid-Aggregaten
(Abbildung 9b).[*4

Neuere Daten zeigen, dass insbesondere IAPP iiber to-
roidale Porenintermediate wirkt. Dynamische Differenzka-
lorimetrie (DSC) und Festphasen-NMR-Experimente zeigen,
dass IAPP eine schwerwiegende Kriimmungsspannung bei
Modellmembranen hervorruft, was bezeichnend ist fiir to-
roidale Porenstrukturen.'”™ Der Einbau der membranzer-
storenden IAPP-Fragmente (hIAPP,;;, hIAPP,,, und
Ratten-IAPP, , (tIAPP,_,)) in DiPoPE-Lipid-Doppel-
schichten fiihrte gemiR DSC zu einer Abnahme der Uber-
gangstemperatur von der fliissig-kristallinen (L,) in die invers
hexagonale (Hj;) Phase, was dafiir spricht, dass die Peptide
eine negative Kriimmungsspannung in der Membran indu-
zieren.'"”) Das nicht-membranpermeabilisierende Peptid
rIAPP,_s; hatte einen schwachen Einfluss auf die Stabilitat
der Hy-Phase. Weiterhin offenbarten *'P-Verschiebungen die
bevorzugte Bindung der permeabilisierenden IAPP-Peptide
an stark gekriimmte Regionen von Modell-Bicellen, die sta-
tische Mimetika der in toroidalen Porenintermediaten er-
zeugten Membranperforationen darstellen.'” Wenn ein to-
roidales Porenmodell fiir IAPP giiltig ist, ist es wahrscheinlich
keine statische Struktur, und andere Mechanismen fiir
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Membranstorungen schlieBen sich wahrscheinlich an (Ab-
bildung 9b). Im folgenden Abschnitt stellen wir Daten ver-
schiedener Arbeitsgruppen vor, die belegen, dass auch fiir
IAPP und moglicherweise auch andere amyloidogene Pro-
teine ein Tensid-artiger Mechanismus giiltig ist.

3.4. Sind Fibrillbildung an Membranoberflichen und
Membranpermeabilisierung konzertierte Prozesse? Ein
Tensid-Modell zur Membranpermeabilisierung

In vielen Fillen, in denen Lipidmembranen die Fehlfal-
tung von Amyloidproteinen in [-Faltblatt-Aggregate be-
glinstigen, wird auch eine entsprechende Storung der Mem-
branstruktur beobachtet.!'®*!1>1%] " Derartige Ergebnisse
zeigen, dass diese scheinbar separat verlaufenden Prozesse
kooperativ und energetisch gekoppelt sind. Ein neueres und
tiberzeugendes Modell zur Amyloidprotein-bedingten Toxi-
zitdt verkniipft direkt die Amyloid-Aggregation auf Mem-
branoberfldchen unter Zerstérung der Zellmembran mit der
Entstehung von Toxizitit."*! Mit anderen Worten: Wenn
sich die Fibrille auf der Membranoberfliche entwickelt, wird
gleichzeitig die strukturelle Integritit der Membran beein-
trachtigt.

In einer eleganten Untersuchung konnten Engel und
Mitarbeiter zeigen, dass die kinetischen Profile fiir das
Wachstum von hIAPP-Fibrillen, das mittels Fluoreszenz von
Thioflavin T (ThT) verfolgt wurde, und fiir die Induktion
eines Farbstoff-Leckage aus co-inkubierten gemischten
DOPC/DOPS-Vesikeln iibereinstimmen (Abbil-
dung 10a).'* Beide Profile sind charakterisiert durch eine
Latenzphase von etwa 3h Dauer, der sich ein sigmoider
Verlauf entsprechend der Bildung von hIAPP-Fibrillen und
ein nahezu kompletter Farbstoff-Ausstrom aus dem Vesikel
anschliefit. Dieses Ergebnis belegt, dass es der Prozess der
Fibrillbildung auf den Membranoberflidchen ist, der die Bar-
rierefunktion der Membran beseitigt. Kryo-TEM-Aufnah-
men von groBen unilamellaren Vesikeln (large unilamellar
vesicles, LUVs) aus DOPC/DOPS, die mit humanem IAPP
(hIAPP) co-inkubiert wurden, zeigten eine Stérung und
,»Quetschung* von Membranregionen, die in Kontakt mit den
Fibrillen waren (Abbildung 10b), wohingegen Vesikel, die in
Gegenwart von nicht-amyloidogenem Maus-IAPP (mIAPP)
inkubiert wurden, intakt blieben.* Als mechanistisches
Modell schlugen die Autoren vor, dass das Wachstum von
IAPP-Fibrillen auf der Membran begleitend auftritt mit
einem erzwungenen Wechsel der Membrankriimmung und
geschwichter Lipidpackung, wodurch es zu einem Ausstro-
men des intravesikuldren Inhalts kommt (Abbildung 10b).
Interessanterweise ist diese Ansicht konsistent mit Toxizi-
tatsuntersuchungen, die gezeigt haben, dass es kein spezifi-
scher oligomerer Zustand ist, der Zelltod und Toxizitdt her-
vorruft, sondern vielmehr der dynamische Prozess der Fib-
rillbildung,[1%!

Neuere Ergebnisse liefern {iiberzeugende Hinweise
darauf, dass IAPP auf Membranoberflichen durch die Ex-
traktion und den Einbau von Lipiden in die sich entwi-
ckelnden Fasern die Membran zersetzt.*< Mit Rhodamin-
markierten Lipiden in riesigen unilamellaren Vesikeln (giant
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Abbildung 10. Fibrillwachstum an der Membranoberfliche induziert
Membranpermeabilisierung. a) Das kinetische Profil der hIAPP-Fibrill-
bildung, die mittels ThT-Fluoreszenz verfolgt wurde (oben), stimmt
mit dem Profil des hIAPP-induzierten Farbstoff-Ausflusses aus ge-
mischten DOPC/DOPS-Vesikeln (unten) tiberein; b) Kryo-EM-Aufnah-
men der hIAPP-Fibrillen im Kontakt mit gekriimmten Vesikeln (Nach
Engel et al.).l"

unilamellar vesicles, GUVs) aus DOPC konnte die Aufnahme
fluoreszierender Lipide in co-inkubierte wachsende IAPP-
Fibrillen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie visuali-
siert werden (Abbildung 11).1*! Nach nur 10 min Inkubation
war eine vollstindige Membranzerstorung sichtbar (Abbil-
dung 11c). In &hnlicher Weise konnte mit BODIPY-mar-
kiertem PC in einer gestiitzten, trigerfixierten Lipid-Dop-
pelschicht die Extraktion und Aufnahme fluoreszierender
Lipide in die wachsenden IAPP-Fasern mittels konfokaler
Mikroskopie nach 2-5h Inkubation visualisiert werden.!*!
Nach 20 h Inkubation waren die fluoreszierenden Lipide
vollstandig in die entwickelten IAPP-Fibrillen inkorporiert.
Ein FRET zwischen Faser-gebundenem ThT und BODIPY-
PC belegte eine enge Assoziation der extrahierten Lipide und
der fertigen Faser. Die Aufnahme von Rhodamin-markierten
Lipiden, die aus Modell-Lipid-Rafts durch BODIPY-mar-
kierte IAPP-Fasern gewonnen wurden, wurde ebenfalls mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet.'” Die extrahierten
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Abbildung 11. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie von GUVs, die mit
hIAPP co-inkubiert wurden. Zu sehen ist die Aufnahme von Rhodamin-
markierten Lipiden in die wachsenden Peptidfibrillen, die letztendlich
zur Zerstdrung des Vesikels fuhrt: a) GUVs vor der Zugabe von hIAPP
(Carboxyfluorescein wurde dem extravesikulidren Lésungsmittel zuge-
geben, um die intakte Barrierefunktion des Vesikels zu zeigen), b) 2—
3 min nach Zugabe von hIAPP und c) 10 min nach Zugabe von hIAPP
(nach Sparr et al.)."! Skalenbalken 25 pm.

Membranfraktionen verliehen der Faser thermodynamische
Stabilitat, moglicherweise durch elektrostatische Interaktio-
nen mit freiliegenden positiv geladenen IAPP-Seitenketten
oder durch die Bereitstellung einer physikalischen Barriere
fuir den proteolytischen Abbau der sich entwickelnden Fasern
in vivo.l*!

Die Ergebnisse widersprechen nicht dem beobachteten
Zusammenhang zwischen Fibrillbildung auf Membranober-
flichen und Membranzerstorung, und sie stiitzen die An-
nahme, dass die wachsende IAPP-Faser nach einem Tensid-
dhnlichen Mechanismus agiert, namlich durch Lipid-Extrak-
tion und Auflosung der Doppelschicht — im Gegensatz zu
bloBem ,,Quetschen“ der Membranoberfliche.?'! Membran-
verzerrungen konnen mechanistisch jedoch der Lipidauf-
nahme vorangehen. Kombiniert man die Beweise fiir eine
Tensid-artige Aktivitdt von IAPP mit denen fiir die Induktion
toroidaler Porenstrukturen, kann man annehmen, dass IAPP
dem Carpet-Modell der Membranpermeabilisierung folgt
(Abbildung 9b). Die Strukturanalogien zwischen IAPP und
APMY Jegen nahe, dass AP nach einem dhnlichen Mechanis-
mus auf Membranen wirkt. Tatsédchlich zeigen TEM-Auf-
nahmen gemischter POPC/POPG-Vesikel, die mit AP co-in-
kubiert wurden, den Einbau von Lipidvesikeln in das fertige
Fibrill-Netzwerk.[*

Im Widerspruch zu den oben erwidhnten Argumenten
berichteten Ramamoorthy und Mitarbeiter, dass das mem-
branbindende N-terminale Fragment 1-19 von humanem
IAPP, dem das amyloidogene Fragment 20-29 fehlt und das
keine Fibrillen bildet, einen Farbstoff-Ausfluss aus POPG-
Vesikeln im selben Ausmal} induziert wie die volle Se-
quenz.*® Zusitzlich konnte Ratten-IAPP, das keine Fibrillen
bildet, in signifikantem Ausmall Membranen permeabilisie-
ren.”” Die Autoren folgerten, dass die Fibrillbildung kein
notwendiger Faktor der Membranzerstorung ist und dass
diese zwei Prozesse nach unterschiedlichen Mechanismen
ablaufen.

4. Membranmodelle und experimentelle Methoden
zur Untersuchung der Mechanismen der Protein-
induzierten Membranpermeabilisierung

4.1. Biologische Membranen kontra Modellmembranen

Natiirliche Zellmembranen sind komplexe Strukturen,
die aus einer Lipid-Doppelschicht mit eingelagerten globu-
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Abbildung 12. Membranmodellsysteme als Derivate natiirlicher Zellmembranen: a) Darstellung einer Zellmembran; b) Vesikel oder Liposom;
c) Micelle; d) Bicelle; e) gestiitzte Lipid-Monoschicht; f) selbstorganisierte Lipid-Monoschicht an der Luft-Wasser-Grenzschicht; g) gebundene ge-

stiitzte Lipid-Doppelschicht; h) planare Lipid-Doppelschicht.

laren Proteinen, Rezeptoren, transmembranen Kanilen und
Glycoproteinen sowie variierenden fluiden Regionen beste-
hen (Abbildung 12).MY Thre strukturelle Komplexitit ist ein
Spiegelbild ihrer mannigfaltigen Funktionen, zu denen die
Kommunikation zwischen intra- und extrazelluliren Kom-
partimenten und der selektive Molekiiltransport in die und
aus der Zelle gehoren.

In Anbetracht der Komplexitit biologischer Membranen
sind viele Wissenschaftler auf die Verwendung strukturell und
beziiglich der Zusammensetzung vereinfachter Membran-
modellsysteme angewiesen. Diese Systeme bieten die Mog-
lichkeit, die chemische Zusammensetzung und Fluiditit der
Membran systematisch zu verdndern und die daraus resul-
tierenden Verdnderungen von Proteinbindung und Permea-
bilisierungsaktivitit zu verfolgen."'” Der Unterschied zwi-
schen Modellmembranen und biologischen Membranen liegt
im Wesentlichen in ihrer Komplexitit: Modellmembranen
fehlen Bestandteile wie integrale Membranproteine und Po-
lysaccharide, die die experimentellen Ergebnisse und deren
Interpretation stérend beeinflussen konnen.''? Modellmem-
branen sind daher die bevorzugten Systeme, um den Einfluss
von Proteinen speziell auf lipidische Membranbestandteile in
einer systematisch kontrollierten Weise zu untersuchen. Der
Hauptnachteil von Modellmembranen ist, dass das Gesamt-
bild der komplexen Ordnung biochemischer Prozesse, die die
Proteinaktivitit beeinflussen, bei der alleinigen Verwendung
von Modellsystemen nicht eingefangen werden kann. Mo-
dellsysteme bieten die Moglichkeit, sich auf ausgewihlte
Protein-Membran-Wechselwirkungen und Schliisselschritte
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im Mechanismus zu konzentrieren, die der biologischen Ak-
tivitdt zugrunde liegen. Indem man jedoch die Interpretation
experimenteller Beobachtungen und die Entwicklung me-
chanistischer Modelle vereinfacht, konnen neue Hypothesen
spater in komplexeren biologischen Umgebungen getestet
werden. Im folgenden Abschnitt stellen wir die verschiedenen
Typen verfiigbarer Membranmodellsysteme vor, die von
zentraler Bedeutung fiir ein mechanistisches Verstdndnis
amyloidogener Proteine und anderer membranpermeabili-
sierender Proteine wie antimikrobieller Peptide oder poren-
bildender Toxine waren. Beziiglich komplexerer Modelle
verweisen wir auf einen aktuellen Ubersichtsartikel von Chan
et al.l"?!

4.2. Klassen von Membranmodellsystemen
4.2.1. Vesikel, Micellen und Bicellen

Vesikel (Liposomen) sind wassergefiillte sphirische
Lipid-Doppelschichten, die verschiedene Durchmesser haben
konnen (Abbildung 12b). Man unterscheidet drei Arten von
Vesikeln: 1) kleine unilamellare Vesikel (SUVs) mit Durch-
messern von 20-50 nm, 2) groBe unilamellare Vesikel (LUVs)
mit Duchmessern von etwa 100 nm und 3) sehr groBe unila-
mellare Vesikel (GUVs) mit Durchmessern von 1-10 um
(Abbildung 12b).1?15] Der Begriff unilamellar bezeichnet
die Tatsache, dass die Vesikel aus einer einzigen Doppel-
schicht bestehen. Mit ihrer sphérischen Form und ihrem
wassergefiillten Inneren geht man davon aus, dass Vesikel die
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biologisch relevantesten Mimetika natiirlicher Zellmembra-
nen sind. Fiir Details zur Vesikelherstellung verweisen wir auf
einen aktuellen Ubersichtsartikel.!"'")

Die Maoglichkeit zur Einfiihrung von Farbstoffen in das
Vesikelinnere macht insbesondere LUVs zu einem beliebten
Instrument fiir die Untersuchung der peptidinduzierten
Membranpermeabilisierung mittels Farbstoffleckage-Assays,
die im folgenden Abschnitt beschrieben werden. SUVs gelten
als weniger attraktive Systeme, da ihre hohe Kriimmung
Strukturspannungen und hohe Hintergrund-Leckagen verur-
sacht. Zur Untersuchung von Peptid-Membran-Wechselwir-
kungen mit Fluoreszenzmethoden wie FRET konnen auch
eine Vielfalt fluoreszenzmarkierter Kopfgruppen eingefiihrt
werden.>!"l Die physikalische Beobachtung von SUVs und
LUVs erfordert Elektronenmikroskopie-Techniken wie
Kryo-EM, wohingegen GUVs bereits durch Lichtmikrosko-
pie charakterisiert werden konnen.“*!"! Der Nachweis der
Bindung von TAMRA-markiertem o-Synuclein speziell an
Oberflichen anionischer GUVs, die mit fluoreszierenden
NBD-Kopfgruppen markiert waren, gelang durch bildge-
bende Fluoreszenzverfahren. )

Micellen sind relativ kleine Tensid- oder Lipid-Aggregate
mit Durchmessern von etwa 5 nm, die sich oberhalb einer
kritischen Micellbildungskonzentration (CMC) des amphi-
philen Tensids bilden (Abbildung 12¢). Sie wurden verwen-
det als Modell fiir die Wechselwirkung von Af mit einer
Zellmembran in vitro!® und fiir die Bestimmung der Struktur
von micellgebundenem AR, g-Synuclein, 3]
IAPPP>11% ynd antimikrobiellen Peptiden'"”! mittels NMR-
Spektroskopie. Im Unterschied zum wéssrigen Milieu im In-
neren von Vesikeln befinden sich im Innenraum von Micellen
die Kohlenwasserstoff-Schwanzgruppen des Tensids (Abbil-
dung 12¢). Ein potentieller Nachteil ist, dass die hohe
Kriimmung der Micellen eine unnatiirlich gekriimmte Se-
kundéirstruktur der micellgebundenen Proteine und Peptide
bewirken kann. Zum Beispiel nimmt LUV-gebundenes a-
Synuclein eine gestreckte a-Helix-Konformation ein, %34
wihrend micellgebundenes o-Synuclein eine Helix-Turn-
Helix-Konformation hat, die wahrscheinlich an die stark ge-
kriimmte Membranoberfliche angepasst ist (Abbildung 4).%%!
Man geht davon aus, dass die gestreckte helicale Konformation
membrangebundenes a-Synuclein im Assoziat mit relativ fla-
chen synaptischen Vesikeln préziser repréisentiert.

Die hohe Kriimmung von Micellen kann reduziert
werden, indem Tenside und Phospholipide in einem be-
stimmten molaren Verhéltnis gemischt werden, sodass die
Bildung von Bicellen resultiert. Bicellen (Doppelschicht-
Micellen) sind scheibenformige Strukturen mit flachen la-
mellaren Oberflichen und Bereichen hoher Kriimmung
(Abbildung 12d), und sie sind daher eine genauere Nachah-
mung der Membranoberfliche in vivo. In der Tat nimmt
bicellgebundenes a-Synuclein eine gestreckte a-Helix-Kon-
formation ein, wie durch ESR-Abstandsmessungen bestimmt
wurde (Abbildung 4).*!l Dariiber hinaus richten sich Bicel-
len spontan in Gegenwart eines dufleren magnetischen Feldes
aus, was zu scharf aufgelosten Signalen in ihren NMR-Spek-
tren fiihrt."% Infolgedessen fanden Bicellen Anwendung in
NMR-Untersuchungen von membranbindenden und amy-
loidbildenden Proteinen,® darunter IAPP.['*]

Angew. Chem. 2010, 122, 5760 —5788

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

4.2.2. Lipid-Monoschichten

Eine Lipid-Monoschicht ist vielleicht die einfachste
Nachahmung der AuBenseite einer biologischen Membran.
Eine planare gestiitzte Lipid-Monoschicht wird hergestellt
durch die Verteilung kleiner, unilamellarer Vesikel auf einer
selbstorganisierten Monoschicht, die auf einem festen Trager
verankert ist, z. B. einer Goldoberfliche (Abbildung 12¢).M
Auf diese Weise stehen die hydrophoben Schwanzgruppen
der Lipidketten in Kontakt mit der Oberfldche und die po-
laren Lipid-Kopfgruppen zeigen in die wéssrige Phase hinein
(Abbildung 12¢e). Die Adsorption oder Insertion membran-
bindender Peptide an gestiitzte Lipid-Monoschichten kann
mit Techniken wie SPR (Oberflichenplasmonenresonanz;
surface plasmon resonance) oder AFM direkt verfolgt
werden."™ Durch AFM-Aufnahmen einer POPC/POPS-
Lipid-Monoschicht auf einer Goldoberfliche wurden z.B.
Anderungen oder Defekte in der Struktur der Monoschicht
nach Behandlung mit Wildtyp-a-Synuclein charakterisiert.!"

Eine Lipid-Monoschicht kann auch an der Luft-Wasser-
Phasengrenze in einem Langmuir-Blodgett-Trog konstruiert
werden. In diesem System ragen die hydrophilen Kopfgrup-
pen in die Wasserphase und die hydrophoben Gruppen in die
Luft (Abbildung 12 f)."! Messungen des Oberflichendrucks
von DOPC/DOPS-Lipid-Monoschichten an der Luft-Wasser-
Grenzfliche liefern einen GroBenwert fiir die Membran-
Lipid-Packung und wurden genutzt, um die bevorzugte
Membraninsertion von IAPP-Monomeren gegeniiber entwi-
ckelten Fibrillen zu untersuchen.'”! Zusitzlich wurden Mo-
noschichten aus Glycolipidlactosylceramid verwendet, um
das zur Glycolipid-Bindung benétigte minimale IAPP-Frag-
ment festzustellen.'”! Rontgenbeugungs- und Neutronen-
reflexionsexperimente mit Lipid-Monoschichten an der Luft-
Wasser-Grenzfliache ermoglichten vor kurzem die Charakte-
risierung von Anderungen in der Schichtdicke und der
Membranpenetration in Gegenwart von in die wissrige Phase
injiziertem Ap.[%!

4.2.3. Modell-Lipid-Doppelschichten

Gestiitzte Lipid-Doppelschichten werden durch Lang-
muir-Transfer oder Vesikel-Fusion auf einer geeigneten
Oberfliche hergestellt.'**!) Um zu vermeiden, dass die feste
Oberfliche mit den Membraneigenschaften interferiert,
werden héufig polymere Tridger oder chemische Abstand-
halter (,,tether*) zur Verankerung der Lipid-Doppelschicht
auf der festen Oberfliche verwendet (Abbildung 12 g). Die
Doppelschicht kann auch iiber ein markiertes Membranpro-
tein angebunden werden. Neue Ubersichtsartikel geben einen
Uberblick iiber Methoden sowie Vor- und Nachteile ver-
schiedener Strategien zur Herstellung gestiitzter Lipid-Dop-
pelschichten.*! Die Art der Oberfliche richtet sich nach
der technischen Anwendung. Goldoberflichen verwendet
man in SPR oder Tonenkanal-Aktivititsmessungen,'*® wih-
rend Glimmer, Silicium oder flaches Gold bei AFM-Mes-
sungen Anwendung finden.'”” In einer neueren Untersu-
chung wird iiber ein per AFM abgebildetes Wachstum von
APy s5-Fasern parallel zu Glimmer-gestiitzten POPC-Lipid-
Doppelschichten berichtet.'™  Gestiitzte ~Lipid-Doppel-
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schichten wurden auch als Modellsysteme zur Untersuchung
der IAPP-Fibrillbildung*! und a-Synuclein-Aggregation an
Membranoberflichen mittels Fluoreszenzmikroskopie ver-
wendet.[*!

Planare Lipid-Doppelschichten, die man auch als
schwarze Lipid-Membranen bezeichnet, sind eines der dltes-
ten Membranmodellsysteme!'®! und dienen als Standardsys-
teme zur Durchfiihrung von Einzel- oder Mehrkanal-Ionen-
leitfihigkeits- und Tonenselektivititsexperimenten.®! In
einem typischen experimentellen Aufbau fiir Leitfahigkeits-
messungen werden zwei Kammern mit elektrolythaltigem
Puffer befiillt und durch die Lipid-Doppelschicht getrennt,
die sich in einem mikrometerlangen Durchlass in einem hy-
drophoben Film z. B. aus Teflon befindet (Abbildung 12h).['?)
Eine Ionenkanal- oder porenbildende Probe wird typischer-
weise in die Membran iiber die cis-Kammer eingebracht, und
der durch den Kanal flieBende Strom wird als Funktion der
Zeit in Reaktion auf die angelegte Spannung aufgezeichnet.
Das Offnen und Schliefen eines einzelnen Kanals kann ty-
pischerweise in Echtzeit als ein An- bzw. Abschalten des
Stromes beobachtet werden. Ionenkanal-Messungen in pla-
naren Lipid-Doppelschichten wurden zur Bestimmung der
Tonenkanal-Aktivitit von a-Synuclein,/*>681 AR 70881 poly.
glutamin und von Prionen abgeleiteten Polypeptiden ver-
wendet.[™"8]

4.3- Mechanistische Fragen: experimentelle Ansditze

In diesem Abschnitt erldutern wir, wie die oben disku-
tierten Modellsysteme mit biophysikalischen Methoden un-
tersucht werden konnen, um die mechanistischen Schliissel-
fragen beziiglich der Aktivitdt amyloidogener Proteine auf
Membranen zu beantworten. Die biophysikalischen Metho-
den werden in einer logischen Reihenfolge vorgestellt, be-
ginnend mit Methoden zum Nachweis von Proteinaggregati-
on auf Membranoberflichen und von allgemeinen Mem-
branstorungen, gefolgt von Methoden, die auf strukturelle
Details des toxischen Protein-Membran-Komplexes abzielen
(z.B. Bildung transmembraner Poren, Porengrofe und
-struktur). Mit bestimmten Methoden lassen sich Membran-
integritit und strukturelle Eigenschaften untersuchen, andere
dienen der Beobachtung von Anderungen in der Protein-
struktur. Anhand ausgewéhlter Beispiele demonstrieren wir
den Nutzen der Methoden zur Kldrung mechanistischer As-
pekte von membranaktiven Proteinen und Peptiden. Durch
viele der vorgestellten Methoden wurden bereits grundle-
gende Informationen beziiglich der membranpermeabilisie-
renden Aktivitit amyloidogener Proteine gewonnen. Fiir
Techniken, die bisher noch nicht zur Untersuchung amyloi-
dogener Proteine angewendet wurden, werden wir aufzeigen,
wie diese Methoden zum Verstidndnis der molekularen Me-
chanismen beigetragen haben, nach denen antimikrobielle
Peptide, porenbildende Toxine und andere membrandurch-
dringende Peptide auf die Membranen einwirken. Angesichts
der strukturellen und mechanistischen Ahnlichkeiten, die
amyloidogene Proteine mit porenbildenden Toxinen und
antimikrobiellen Peptiden verbinden, wird die Anwendung
letzterer Techniken sicher unser Verstiandnis tiber die Wech-
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selwirkung zwischen amyloidogenen Proteinen und Mem-
branen verbessern.

4.3.1. Beschleunigt die Bindung eines Proteins/Peptids an die
Membranoberfliche seine Aggregation?

Eine Vielfalt an Techniken kann verwendet werden, um
die membranvermittelte Katalyse der Fibrillogenese nach-
zuweisen, darunter bildgebende Verfahren (AFM und TEM),
die Bindung an Amyloid-spezifische Farbstoffe oder Metho-
den zur Beobachtung von Anderungen der ProteingroBe
(z.B. Gelelektrophorese, Grofenausschlusschromatographie
und Lichtstreuung).

In-situ-AFM wurde kiirzlich genutzt, um das Wachstum
von Af,ess-Fibrillen auf gestiitzten POPC-Lipid-Doppel-
schichten parallel zur Membranoberfliche abzubilden.['*!
Die Visualisierung der Fibrillbildung nach Inkubation von
Amyloidproteinen in Gegenwart von Lipidmembranen ge-
lingt auch mittels TEM.!®! Mithilfe von TEM konnte auch die
beschleunigte Fibrillbildung von AB(1-40) in Gegenwart von
Gangliosid-Modellmembranen gezeigt werden.”®® Umge-
kehrt wurde in einer anderen Untersuchung die Spaltung von
AP(1-40)-Fibrillen in kleinere 16sliche Oligomere in Gegen-
wart einer Lipid-Monoschicht nachgewiesen.”!

Die beschleunigte Bildung von Proteinaggregaten oder
Fibrillen durch Membranen kann leicht durch Fluoreszenz-
verstarkung des amyloidspezifischen Farbstoffs Thioflavin-T
(ThT) detektiert werden.'™) Eine beschleunigte Aggregation
von AP(1-40) in Gegenwart von Gangliosiden*>1%! sowie
DPPG enthaltenden Vesikeln!"™ und SDS-Micellen!®!
konnte mit dieser Technik nachgewiesen werden.

Die membraninduzierte Oligomerisierung von Amyloid-
proteinen konnte auch durch Gelelektrophorese beobachtet
werden. Nach Inkubation der Amyloidproteine in Gegenwart
oder bei Fehlen einer Membran wurden die Amyloidproteine
mit Glutaraldehyd vernetzt, um die dominanten oligomeren
Zustinde zur Analyse durch denaturierende SDS-PAGE
kovalent zu fixieren. Amyloidproteine, darunter a-Synuclein
und AP, bilden Oligomere hoherer Ordnung nach Rekonsti-
tution und Extraktion aus DOPC-Liposomen mittels Gel-
elektrophorese.”"!

4.3.2. Detektion der Membranpermeabilisierung/-stérung

Die Storung der strukturellen Integritit von Modell-
Lipid-Doppelschichten in Gegenwart eines Proteins ist ein
erster Indikator einer toxischen Wirkung. Der Einbau spek-
troskopischer Sonden entweder in das Vesikelinnere oder in
die Lipidschichten selbst eroffnet eine Reihe an Wegen, die
Schwichung der Membranstruktur indirekt zu untersuchen.
Andere Methoden sind Kalorimetrie oder direkte Bildge-
bung der Membran durch Fluoreszenzmikroskopie und Kryo-
Elektronenmikroskopie. Auch wenn einige dieser Methoden
angepasst werden konnen, um detailliertere Informationen
zum Mechanismus zu erhalten (siche folgende Abschnitte),
eignen sich die hier vorgestellten nur zur Detektion allge-
meiner Membran-Destabilisierung, koénnen aber keine
strukturellen und mechanistischen Details des Prozesses lie-
fern.
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4.3.2.1. Farbstoffleckage-Assays

Farbstoffleckage-Assays werden normalerweise genutzt,
um Anderungen in der Membranpermeabilisierung und Sto-
rungen der Doppelschicht-Integritidt zu detektieren, die als
Folge einer Peptid- oder Proteinbindung auftreten.'™ In
diesen Experimenten werden zunichst LUVs mit fluoreszie-
renden oder farbigen Farbstoffen beladen. Als Folge der
Bindung des Peptids an die Membran kann die Lipidpackung
geschwicht werden, sodass der intravesikuldre Farbstoff in
das #duBere Puffermedium auslduft, was wiederum eine
Fluoreszenz- oder Farbinderung bewirkt (Abbildung 13).['*?

'»j, = fluoreszierendes/geldschtes CF

Abbildung 13. Farbstoffleckage-Assay mit Vesikeln am Beispiel des
Carboxyfluorescein(CF)-Dequenching. Die Farbstoffleckage kann durch
mehrere Mechanismen induziert werden, die auch fiir die Amyloidtoxi-
zitdt vorgeschlagen werden: a) Amyloidporenbildung; b) Tensid-artige
Membranauflésung durch wachsende Amyloidfibrillen oder -aggregate;
und c) unspezifische Leckage, die durch Bindung von Amyloidaggrega-
ten an die Vesikeloberflache verursacht wird.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber in Farbstoffleckage-
Assays gebrauchliche Fluorophore und Farbstoffe, zusammen
mit den jeweiligen Anderungen in Farbe oder Fluoreszenz,
die bei einer Membranpermeabilisierung auftreten.

Einer der gebréduchlichsten Farbstoffleckage-Assays zur
Beobachtung von Protein- oder Peptid-induzierter Mem-
branpermeabilisierung beruht auf Fluoreszenz-Dequenching.
Bei diesem Verfahren werden LUVs mit selbstloschenden
Fluorophoren wie Carboxyfluorescein®! oder Calcein!*-**!in

Tabelle 1: Farbstoffleckage-Assays zum Nachweis von Membranpermeabilisierungen.

Angewandte

hohen Konzentrationen im Versikelinneren beladen (Abbil-
dung 13). Farbstoff-Leckage aus dem Vesikelinneren als
Folge peptidinduzierter Membranpermeabilisierung fiihrt
dann zur Wiederherstellung der Fluoreszenz im extravesiku-
liren Puffer.'®! Die Komplexierung von Kationen durch
fluoreszierende Farbstoffe ist eine andere gidngige Methode
zur Detektion von protein- oder peptidvermittelter Vesi-
kelpermeabilisierung. Der Tb**/DPA-Assay beruht auf der
Bildung eines stark fluoreszierenden Ligand-Rezeptor-Kom-
plexes zwischen Terbiumkationen (Tb*") und Dipicolinsiure
(DPA).F1531 Das Vesikel wird entweder mit Tb™* oder DPA
beladen, und der entsprechende Partner wird an die Vesi-
keloberflidche gebunden, sodass die komplexierenden Spezies
durch die Doppelschicht vollstandig getrennt sind. Bei einer
peptidinduzierten Permeabilisierung wird dann Tb** und/
oder DPA die Membran passieren, und es kommt zur Bildung
eines stark fluoreszierenden Komplexes, der eine Vesikel-
permeabilisierung anzeigt. In dhnlicher Weise detektieren mit
Fura-2 beladene Vesikel Membranpermeabilisierungen durch
die Bildung eines stark fluoreszierenden Komplexes mit ex-
travesikulirem Ca’".['*7 Andere Farbstoffe wie Arsen-
azo III und Pyrocatechol-Violett reagieren auf eine Mem-
branpermeabilisierung nach Bindung extravesikuldrer Kat-
ionen wie Cu®" oder Ca®" mit einer Farbinderung der
Losung.* Diese Assays benotigen typischerweise jedoch
Kationenkonzentrationen im millimolaren Bereich, die
gewiss mit der Aggregation von Amyloidproteinen und ihren
Wechselwirkungen mit der Membran interferieren.>%6367]
Im ANTS/DPX-Assay (ANTS, 8-Amino-1,3,6-trisulfonsdure;
DPX, p-Xylolbispyridiniumbromid) werden anionische
Fluorophore gemeinsam mit kationischen DPX-Fluores-
zenzloschern in Lipidvesikel gebracht. Die Trennung des
ANTS-Akzeptors vom DPX-Donor, die durch peptidindu-
zierte Leckage verursacht wird, wird tiber die Verstirkung
der ANTS-Emission detektiert.®!

Der Hauptnachteil von Farbstoffleckage-Assays ist, dass
sie kein genaues mechanistisches Bild peptidinduzierter
Membranzerstérung liefern, da nahezu alle Mechanismen,
die Defekte in der Doppelschichtstruktur hervorrufen, die
Passage von Farbstoffen oder Ionen durch die Lipid-Dop-
pelschicht beférdern (Abbildung 13).

4.3.2.2. Lipophile Fluoreszenzsonden

Lipophile Fluoreszenzsonden wie 1,6-Diphenyl-1,3,5-he-
xatrien (DPH) und Laurdan reagieren auf Anderungen der
Membranfluiditdt und Lipidketten-
dynamik, als Folge der Bindung von
Peptiden oder Proteinen."** Die

Vesikel wurden so hergestellt, dass

Farbstoff Kation Aex/Aem Gegenwart von Poren Lit.

_la g _b] iy ca. 1 Mol-% der Fluoreszenzsonde
DPAH Tb** 270/545 - - aus an/griin 131] im  Mebraninneren emg?baut
CF - 492/517 orange gelb aus an/griin [85] w'urden. Im Fall von DPH spiegelt
ANTS/DPX[e] — 360/530 _ _ aus an/griin [81] die Abnahme der Fluoreszenzan-
Fura-2 Ca?" 340/510 - - aus an/griin [75] isotropie eine Abnahme der Mem-
Arsenazo IlI Ca’", Cu®* 560 rot blau - [132] branordnung wider.*¥ Laurdan ist
PV Cu* 450 gelb blau - [132] ein polarititssensitiver Farbstoff,

[a] Farbe. [b] Fluoreszenz. [c] DPA= Dipicolinsiure. [d] CF = Carboxyfluorescein. [e] ANTS =8&-Amino-

1,3,6-trisulfonsiure, DPX = p-Xylolbispyridiniumbromid.
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Lipid-Doppelschicht als Folge einer strukturellen Membran-
destabilisierung mit einem Anstieg der Fluoreszenz an-
spricht.''13 Interessanterweise fithrte die Zugabe von mo-
nomerem o-Synuclein zu LUVs zu einem Anstieg der struk-
turellen Ordnung der Doppelschichten bei Verwendung
dieser zwei Sonden.™ In einer spiteren Untersuchung
wurde die Abnahme der Membranfluiditidt mittels DPH in
Gegenwart von gealterten ThT-aktiven undefinierten a-Syn-
uclein-Aggregaten detektiert, was vermuten lédsst, dass die
membranstorende Struktur ein B-Faltblatt-Aggregat ist.”*!
Ein Anstieg in der strukturellen Lipidordnung von Choles-
terin enthaltenden POPC-Vesikeln wurde auch beobachtet
nach dem Einbau von Af(1-42) unter Verwendung von
Laurdan als spektroskopische Sonde.['*!

4.3.2.3. Fluoreszenz- und Kryo-Elektronenmikroskopie von
Membranen

Fluoreszenzmikroskopie (FM) kann verwendet werden,
um die Anderungen der Membranoberflichenmorphologie
als Folge einer Injektion von Peptiden oder Proteinen abzu-
bilden."" Hierfiir werden die Membranen so hergestellt, dass
sie etwa 1% an Kopfgruppen-markierten fluoreszierenden
Lipiden enthalten. Gebriuchliche Fluoreszenz-Markierun-
gen sind Texas-Rot, BODIPY und Rhodamin. Im Fall von
Lipid-Monoschichten erscheinen FM-Aufnahmen von ge-
ordneten, kondensierten Lipidphasen dunkel, wenn Farb-
stoffmarkierungen von diesen Regionen wegen sterischer
Hinderung ausgeschlossen wurden, wohingegen weniger ge-
ordnete Phasen (fliissig-expandierte Phasen), in denen sich
die Farbstoffmolekiile verteilt haben, hell erscheinen.”! Eine
Storung der Lipidpackung als Folge der Bindung von Pepti-
den ist charakterisiert durch eine Abnahme der dunklen und
eine Zunahme der hellen Regionen in FM-Aufnahmen.['% In
Gangliosid enthaltenden Membranen wurden Membrande-
fekte nach Zugabe von ABI'™ und in PG enthaltenden ge-
stiitzten Lipid-Doppelschichten nach Injektion von hIAPP!
mittels FM beobachtet. Anderungen in der GUV-Oberfli-
chenmorphologie in Gegenwart von hIAPP!® (Abbil-
dung 11) und a-Synuclein* konnten vor kurzem auch durch
FM abgebildet werden.

Die Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) bietet
ebenfalls einen attraktiven Weg, um Anderungen der Vesi-
kelmorphologie als Reaktion auf membranaktive Proteine
abzubilden. Der Vorteil der Kryo-EM gegeniiber anderen
bildgebenden Verfahren ist, dass keine Probenfixierung oder
Farbemittel benotigt werden und somit die Vesikelstruktur
im hydratisierten Zustand erhalten bleibt. Zum Beispiel
konnten Strukturstorungen von DOPC/DOPS-Vesikeln bei
Kontakt mit hIAPP-Fasern mittels Kryo-EM dargestellt
werden (Abbildung 10b).%!

4.3.3. Wirkt das permeabilisierende Peptid an der Oberfliche
oder dringt es in die Membran ein?

Peptide konnen an die Membran entweder iiber Ober-
flichenassoziation oder Insertion in den hydrophoben In-
nenraum binden. Methoden zur Unterscheidung oberfld-
chenaktiver von membranpenetrierenden Proteinen gehen
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gewohnlich mit einer Markierung der Peptid- oder Lipid-
alkylketten mit entweder paramagnetischen oder fluoreszie-
renden Reportermolekiilen einher, die auf die lokale Lo-
sungsmittelumgebung reagieren.

Peptid

P
S

Peptid ~ N /g.(
i 0]

Abbildung 14. Ortsgerichtete Spinmarkierung von Proteinen: Beispiel
eines Peptids mit einem Cysteinrest, der mit einer Nitroxid-Spinmar-
kierung modifiziert wurde.

4.3.3.1. Ortsgerichtete Spinmarkierung von Proteinen

Die ortsgerichtete Spinmarkierung (site-directed spin la-
beling, SDSL) von Proteinen und Peptiden ist eine EPR-
Methode zur strukturellen Aufklarung der Wechselwirkung
von Proteinen und Peptiden mit Membranen.®® Ausge-
wihlte Aminosduren werden zu Cystein mutiert, entweder
durch ortsgerichtete Mutagenese oder durch Festphasen-
peptidsynthese, und anschlieBend mit einem Nitroxid-Rea-
gens zur Einfilhrung einer Spinmarkierung zur Reaktion ge-
bracht (Abbildung 14). Das AusmaB, zu dem markierte
Aminosduren fiir polare (Nickelethylendiamindiacetat,
NiEDDA) oder unpolare (Sauerstoff) paramagnetische Col-
lider zugdnglich sind, wird zur Berechnung von seitenket-
tenspezifischen Losungsmittelzugédnglichkeitsparametern IT
genutzt, wodurch Informationen beziiglich der Umgebung
des membrangebundenen Proteins auf Aminosidureebene
erhalten werden. Die Aminosduren, die in die Membran
eindringen, sind fiir unpolare Fluoreszenzloscher besser zu-
ginglich, wogegen 16sungsmittelexponierte Aminosduren fiir
polare Reagentien besser zuginglich sind. Die I1-Werte fiir
eine bestimmte Aminoséure fiir polare vs. unpolare Fluores-
zenzloscher sind gegeneinander phasenverschoben. Zuging-
lichkeitsparameter konnen auch genutzt werden zur Berech-
nung der Tiefenparameter @ [@ = In{I1(O,)/ITI(NiEDDA)}],
die der Membraneindringtiefe einer einzelnen Aminosédure
direkt proportional sind. Mithilfe der SDSL-Methode konnte
die Membranpenetration von TAPP®™ und a-Synuclein®
nachgewiesen werden (Abbildungen 4b und 5b). Detaillierte
strukturelle Informationen, z.B. iiber die Proteinkonforma-
tion oder die Bildung wassergefiillter Kanéle, konnen aus
SDSL-Messungen abgeleitet werden, wie wir in den folgen-
den Abschnitten niher erldutern.

4.3.3.2. Tryptophanfluoreszenz

Tryptophane dienen als ortsgerichtete Fluoreszenzson-
den, um das Ausmafl der Membrandurchdringung eines
Proteins oder Peptids zu beobachten. Die Blauverschiebung

der Fluoreszenz von Tryptophanresten amyloidbildender
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Proteine oder Peptide zeigt ein Eindringen der Peptide in die
hydrophobe Umgebung der Doppelschicht an.*7 Hierbei
muss in vielen Fillen zur Einfiithrung des Tryptophan-Re-
porters die natiirliche Sequenz modifiziert werden. Bei mo-
difiziertem APB40[Y10W] wurde nach Zugabe von anioni-
schen DPPC/PG- und POPC/PG-SUVs, nicht aber von
elektrisch neutralen Vesikeln, eine Blauverschiebung um
15 nm beobachtet.!'"!

Zur Bestimmung der Eindringtiefe eines membranakti-
ven Peptids werden Spinmarkierungen oder Schweratome,
wie z.B. in Dibrom- oder Nitroxidderivaten, in unterschied-
licher Tiefe der Lipide der Modellmembran eingefiihrt (d.h.
an den Lipidkopfgruppen oder an einem bestimmten Koh-
lenstoffatom der Lipidalkylkette).'* Auch wenn diese Me-
thode bisher noch nicht bei amyloidogenen Proteinen ange-
wendet wurde, kann das Muster der Tryptophanfluoreszenz-
l6schung in Abhéngigkeit von der Tiefe des Fluoreszenzlo-
schers zur Bestimmung der Eindringtiefe (die im A-Bereich
liegt) eines bestimmten Tryptophans in die Membran genutzt
werden.1¥ Durch Spinmarkierung mit Phosphatidylcholin
an den Acylkohlenstoffatomen C5 und C15 des Bienengiftes
Mellitin wurde eine Eindringtiefe von 10.5-11.0 A fiir das
einzige Tryptophan der Seitenkette sowohl in neutralen als
auch anionischen Vesikeln ermittelt.'*”) Durch Beobachtung
verschiedener Tryptophansonden an verschiedenen Positio-
nen des Proteins kann eine Strukturkarte erhalten werden,
die die Findringtiefe von verschiedenen Regionen des
membrangebundenen Proteins beschreibt. Unter Verwen-
dung bromierter spinmarkierter Fettsduren in PC-Vesikeln
zeigten Raja und Mitarbeiter, dass sdmtliche natiirlichen
Tryptophane eines porenbildenden a-Toxins aus Staphylo-
coccus aureus an der Membran-Losungsmittel-Grenzfldche
positioniert sind."* Diese Methode wurde auch zur Bestim-
mung der pH-abhéngigen Membraninsertion der N-termina-
len Region des Diphterietoxins in LUVs mit selektiv bro-
mierten Kohlenstoffatomen in den Lipidsdureketten ge-
nutzt.

Ein weiteres MaB fiir die Eindringtiefe in die Membran ist
der Grad, zu dem Tryptophane vor Kollisionsléschern wie
Acrylamid™® oder Iodid (I")® geschiitzt sind. Wenn die
Seitenketten des lipidgebundenen Peptids in der Doppel-
schicht vergraben sind, so sind die Tryptophane vor den im
wissrigen Losungsmittel vorliegenden Kollisionsldschern
geschiitzt. So war der Zugang von Kollisionsloschern zum
Tryptophan in tryptophanmarkiertem AP40[Y10W] in Ge-
genwart von DPPC/PG-SUVs um 97 % reduziert.""!

4.3.3.3. Expansionsanalyse von Lipid-Monoschichten

Zum Nachweis, dass antimikrobielle Peptide, Toxine und
amyloidogene Proteine in die Membran eindringen, wurde
die Expansionsanalyse von Lipid-Monoschichten auf Lang-
muir-Lipidfilmen an der Luft-Wasser-Grenzfldche angewen-
det.1%131%2] Operflichendruck-Flichen-Isothermen wurden
bestimmt, indem die Lipide auf einer proteinfreien Subphase
aufgespreizt und anschlieBend der Lipidfilm unter konstant
gehaltenem Druck verdichtet wurde.? Nach Injektion des
Peptids in die wissrige Subphase wird die Anderung der
Fliche pro Lipidmolekiil (A4/A) bestimmt.'?!! Das Eindrin-
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gen des Peptids in die Membran dufert sich in einem Anstieg
der Monoschichtfliche infolge der Verringerung der Lipid-
packung. Umgekehrt wiirde eine Auflosung der Membran
durch das Peptid zu einer Verkleinerung der Monoschicht-
oberfldche fithren. Die bevorzugte Insertion von AP40 in
anionische Monoschichten'? und Gangliosidmembranen!'*!
konnte mit dieser Methode demonstriert werden. Die be-
vorzugte Insertion monomerer Strukturen von hIAPP ge-
geniiber fibrilliren Formen in DOPC/DOPS wurde iiber
Druck-Fldche-Isothermen auf Lipid-Monoschichten ge-
zeigt.'?!

4.3.3-4. Réntgen- und Neutronenreflexionsmessungen

Rontgen- und Neutronenreflexion sind analoge Metho-
den, die eine Bestimmung der Dicke- und Dichteédnderungen
von Lipid-Monoschichten infolge der Bindung von Peptiden
oder Proteinen im A-Bereich ermoglichen. Die Reflexions-
daten werden an ein Modell angepasst, und detaillierte
strukturelle Informationen des Protein-Membran-Komple-
xes, wie die Eindringtiefe des Proteins in die Membran, die
Abmessungen des in die wissrige Phase ausgedehnten Pro-
teins und die Orientierung des membrangebundenen Prote-
ins, werden extrapoliert. Die selektive Insertion von AB40 in
anionische Lipid-Monoschichten an der Luft-Wasser-Grenz-
fliche sowie der Templateffekt der Lipide bei der Am-
yloidfibrillbildung an anionischen Membranoberflichen
wurden auf der Grundlage dieser Techniken aufgezeigt.'"
Rontgenreflexionsdaten wurden kiirzlich zur Modellierung
der zeitabhéngigen Fibrillbildung von hIAPP auf der Ober-
fliche von DOPC/DOPG-Lipid-Monoschichten genutzt, be-
ginnend mit der Peptidinsertion gefolgt von der Dissoziation
der aggregierten Formen von hIAPP von der Membran-
oberfliche.['*]

4.3.3.5. Festphasen- und Fliissig-NMR-Spektroskopie sowie
Circulardichroismus

Festphasen-NMR-Spektroskopie von “N-, *C- oder 2H-
markierten Peptiden, die in makroskopisch orientierten
Lipid-Doppelschichten rekonstituiert wurden, wurden zur
Untersuchung der Orientierung von membranbindenden
Proteinen auf Membranen verwendet.'**! Unter anderem
wurde die transmembrane Anordnung der porenbildenden
antimikrobiellen Peptide Alamethicin*** und Melittin!**"!
bestimmt. NMR-Spektroskopie in fliissiger Phase mit para-
magnetischer Relaxationsverstirkung ermoglicht die Be-
stimmung der Membranimmersionstiefe von Schweratom-
markierten Proteinatomen. Mit dieser Methode wurde die
transmembrane Anordnung von Alamethicin bestitigt.'*! In
dhnlicher Weise wurde gerichteter Circulardichroismus unter
Verwendung rekonstituierter Proteine in gepackten Multi-
schichtmembranen adaptiert, um zu zeigen, dass das cytoly-
tische Peptid Mellitin sich parallel oder senkrecht zu der eine
transmembrane Pore bildenden Membran anordnen kann,[*
Diese Methoden wurden bisher jedoch nicht zur Untersu-
chung der Orientierung membrangebundener amyloidogener
Proteine verwendet.
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4.3.4. Welche Konformation hat das membrangebundene
Protein?

a-Helices an der Membranoberflache und in die Mem-
bran eindringende $-Barrel- oder a-helicale Oligomere sind
einige der moglichen Konformationen membranaktiver
amyloidogener Proteine, antimikrobieller Peptide und Pro-
teintoxine. Neben dem Circulardichroismus (CD) gibt es
Methoden wie SDSL oder NMR-Spektroskopie, die Infor-
mationen iiber die Konformation des membrangebundenen
Proteins in einer Auflosung auf der Ebene der Aminoséuren
liefern.

Aus der Periodizitit der Tiefenparameter &, die mittels
SDSL von jeder Aminosdure in der Sequenz eines mem-
brangebundenen Proteins bestimmt wurde, kann eine Karte
erzeugt werden, die die Konformation des membran-
gebundenen Proteins und seiner Orientierung zur Membran
beschreibt.'*! Fiir ein membranassoziiertes a-helicales
Peptid haben die Aminoséduren i und i+ 4, die auf derselben
Seite der Helix lokalisiert sind und eine dhnliche Losungs-
mittelumgebung haben, dhnliche @- und IT-Werte. Demge-
geniiber sind die Aminosduren i und i+ 2, die sich auf ent-
gegengesetzten Seiten der Helix befinden und von denen die
eine dem Losungsmittel exponiert ist und die andere im
Kontakt mit der Membran steht, gegenseitig phasenverscho-
ben. Mit dieser Methode konnten die membrangebundenen
a-helicalen Konformationen von hIAPP (Abbildung 3)?™!
und a-Synuclein (Abbildung 4b und 15)2% auf der Ebene der
einzelnen Aminosduren aufgelost werden.

Hochauflosende NMR-Techniken sind nicht in der Lage,
die Konformation von Peptiden im Kontakt mit ganzen
Zellen zu ermitteln. Modellmembranen haben sich daher als
geeignete Hilfsmittel zur Strukturbestimmung mittels NMR-
Spektroskopie erwiesen. Die a-helicale Konformation von
micellgebundenem AR,6ed-3al JAPPE23 16 ynd ¢-Synuc-
lein®®*1¥7 konnte mit NMR-Methoden in Losung aufgeklirt
werden (Abbildung 4a).”*'¥ Die Strukturaufklirung mem-
brangebundener 3-Faltblatt-Aggregate und/oder oligomerer
transmembraner Poren amyloidbildender Proteine, die sich
wahrscheinlich zu einem spéteren Zeitpunkt nach der Bin-
dung an die Membran bilden (Schema 1), kann mit NMR-
Methoden in Losung schwieriger sein, da die Proteinloslich-
keit abnimmt. Festphasen-NMR-Methoden, die bei der
Strukturaufkldrung von Amyloidfibrillen erfolgreich ange-
wendet wurden, konnen bei der Bestimmung membran-
gebundener Strukturen toxischer [(-Faltblatt-Aggregate
amyloidbildender Proteine ebenso niitzlich sein."*! Auch zur
Konformationsbestimmung anderer oligomerer porenbil-
dender Proteine wie der Pore aus a-helicalem Alamethin
wurden Festphasen-NMR-Methoden eingesetzt.'*) Dariiber
hinaus wurden auch Einblicke in die oligomere transmem-
brane (3-Barrel-Struktur des antimikrobiellen Peptids Prote-
grin-1 gewonnen.'™"! Fiir die Porenstruktur von Protegrin-1
werden strukturelle Analogien zur AP-Pore angenommen,
was ein Potential der NMR-Methoden fiir die Strukturauf-
klirung der Amyloidporen zu erkennen gibt.14151]

Ebenso wie beim SDSL ist ein Vorteil der Konforma-
tionsbestimmung von Proteinen mittels NMR-Spektroskopie
die hochaufgeloste Strukturinformation, die man im Ver-
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Abbildung 15. Periodizitit der @-Werte von spinmarkiertem a-Synuc-
lein in Gegenwart von Lipidvesikeln, verwendet zur Bestimmung der
membrangebundenen Konformation in Abbildung 4. Aminosduren mit
hohen @-Werten (rot) sind lipidexponierte Stellen. Aminosiuren mit
roten Markierungen befinden sich auf derselben membranexponierten
Seite der Helix (d.h. mit den Abstinden i, i+4); Aminoséduren mit
griinen Markierungen befinden sich auf der gegeniiberliegenden, 16-
sungsmittelexponierten Seite der Helix (nach Jao et al.).”*

gleich zu allgemeineren Methoden wie z.B. CD erhilt. Es
sollte angemerkt werden, dass die strukturelle Auflosung der
membrangebundenen Strukturen amyloidbildender Proteine,
die mit diesen Methoden erzielt werden kann, bis jetzt
hauptsichlich auf monomeren oder heterogenen Praparatio-
nen amyloidbildender Proteine beruhte. Auf atomarer Ebene
aufgeloste Strukturen wohldefinierter oligomerer Proben —
ob allein oder an Membranen gebunden — wurden bisher
nicht veroffentlicht. Das Fehlen von Strukturinformationen
zu wohldefinierten oligomeren Prdparationen im Aggregat
mit Membranen ist hauptsdchlich ihrer kurzlebigen Natur
und den Schwierigkeiten bei ihrer Isolierung geschuldet./®!

4.3.5. Unspezifische Leckage kontra Bildung diskreter lonen-
kandile oder Poren

Die Detektion einer Peptidpenetration durch die oben
erwiahnten Methoden zeigt nicht zwangslédufig auch die Bil-
dung einer transmembranen Pore an, da Regionen oder Sei-
tenketten des Proteins auch nur partiell in die Membran
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eindringen konnen. Der Nachweis eines wassergefiillten
Kanals gelingt iiber die Zuginglichkeitsparameter, die man
durch SDSL membranbindender Proteine erhalten kann.['**l
Die wohl direkteste Methode zum Nachweis einer echten
Ionenkanal- oder Porenaktivitit ist die Messung der Einzel-
ionenleitfihigkeit eines Kanals.”! Wurde eine echte Poren-
bildung erst einmal festgestellt, kann mittels der nachfolgend
beschriebenen Methoden die Porengrofe bestimmt werden.

Der Beweis einer wassergefiillten Pore gelingt iiber das
Muster der IT-Werte spinmarkierter Peptide. Die Groen der
IT-Werte entlang einer Sequenz sind normalerweise recht
einheitlich fiir ein oberflachenadsorbiertes Protein oder
Peptid, wobei die Aminosduren, die mit der Membran in
Kontakt sind — ebenso wie diejenigen, die nicht im Kontakt
sind —, ndherungsweise die gleichen IT-Werte haben (Abbil-
dung 16).1°%! Bei einer wassergefiillten Pore sind nun die

transmembrane wassergefiilite Pore oberflachenadsorbierte Helix

Sauerstoff

AVAVAVAV/

Position in der Sequenz

Sauerstoff

9 l\f\j\u

Position in der Sequenz

Abbildung 16. Auftragung der idealisierten I1-Werte gegen die Position
in der Sequenz fiir eine wassergefiillte Pore (links) und eine oberfli-
chenadsorbierte Helix (rechts). Die Zuginglichkeit der Aminosiduren
fiir unpolare und polare paramagnetische Collider ist durch die

schwarzen bzw. weiflen Kurven dargestellt (nach Hubbell et al.).l"*¢d

Aminosduren nahe der Porendffnung besser fiir das Lo-
sungsmittel zugédnglich, wihrend Aminosduren im Zentrum
der Doppelschicht eine unpolare Umgebung haben. Im Fall
einer wassergefiillten Pore sollten daher die I1-Werte im
Zentrum der Doppelschicht in Gegenwart unpolarer para-
magnetischer Collider grofler sein, wihrend die Werte an der
Porenoffnung in Gegenwart polarer paramagnetischer Colli-
der groBer sein sollten (Abbildung 16).°*) Die Methode
wurde zur Identifizierung oberflichenadsorbierter a-Helices
sowohl fiir hIAPP?™ als auch fiir a-Synuclein verwendet.?*?!

Einzelkanal-Leitfahigkeit: Die Leitfahigkeit von Einzel-
kanilen, die durch ein Protein oder Peptid in planaren Lipid-
Doppelschichten induziert wird (Abbildung 13h), liefert
starke Beweise fiir die Bildung diskreter Ionenkanéle oder
Poren.™" Typische Ionenkanile bleiben nur fiir den
Bruchteil einer Sekunde offen und erlauben so die Passage
von lonen durch die Pore. Die Messung des Stroms als
Funktion der Zeit zeigt Stromspriinge entsprechend dem
Offnen und SchlieBen der Kanile, wenn diskrete Ionenkanile
oder Poren existieren (Abbildung 7a).'"* Spannungssteue-
rung (d.h. Offnen oder SchlieBen des Kanals als Antwort auf
eine Anderung des elektrischen Feldes)”" und Ionenspezifi-
tit sind ebenso allgemeine Eigenschaften einer Ionenkanal-
oder Porenaktivitit."® Ein gradueller Anstieg der Doppel-
schicht-Leitfahigkeit ohne Hinweis auf offene oder ge-
schlossene Zusténde ist bezeichnend fiir eine Schwéchung der
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Doppelschichtbarriere ohne die Bildung diskreter Kanile
oder Poren. "]

4.3.6. Messung von Porengrifien

Zusitzlich zu den oben beschriebenen Methoden kénnen
die hier vorgestellten Techniken weitere Beweise fiir die Po-
renbildung eines membranpermeabilisierenden Proteins oder
Peptids liefern und die PorengroBe charakterisieren. Die
Porengrofle kann bestimmt werden durch GroBenselektivi-
tatsuntersuchungen mit farbstoffbeladenen Vesikeln oder
durch direkte bildgebende Messungen mit EM, AFM und
Kryo-EM.

4.3.6.1. Gréflenabhdingigkeit der Farbstoff-Leckage

FITC-Dextrane wurden in LUVs eingebracht und als
Sonden fiir die Porengrofle verwendet. Die GroBe des FITC-
Dextrans wird kontrolliert durch die GroBe des Dextranpo-
lymers. Durch Vergleich der Leckage-Geschwindigkeit klei-
ner Fluorophore wie Calcein oder Carboxyfluorescein mit
denen von FITC-Dextranen verschiedener Groflen kann die
ungefihre PorengroBe ermittelt werden.'™ Typischerweise
setzt man FITC-Dextrane mit Molekulargewichten MW =
4000-40000 ein. Kleine Poren von etwa 2-3 nm Durchmesser
lassen auch nur kleine Fluorophore passieren (z.B.
Carboxyfluorescein), Poren von 5-7 nm Durchmesser erlau-
ben die Passage von FITC-Dextranen mit MW = 4000-20000,
und grof3e Poren von 8 nm Durchmesser oder mehr erlauben
auch die Passage von FITC-Dextranen mit MW = 40000.*?
Es ist davon auszugehen, dass eine unspezifische oder Tensid-
artige Auflosung der Membran durch das Peptid keine Gro-
Bendifferenzierung der Farbstoff-Leckage ergibt. Typische
bakterielle Poren sind zu klein (d = 0.8-1.1 nm), um Molekiile
iiber 600 Da durchzulassen,” auch wenn Porendurchmesser
von bis zu 15-45nm fiir die PFTs Streptolysin O™ und
Perfingolysin O'*Y berichtet wurden. Der Grenzwert der
MolekiilgroBBe fiir die Membranpermeabilisierung durch
verschiedene amyloidogene Proteine muss erst noch ermittelt
werden. Die Passage von Ca*" und Dopamin, die durch pro-
tofibrillires IAPP und a-Synuclein induziert wurde, ist we-
sentlich schneller als die Passage groBerer FITC-Dextrane,
was eine GroBenselektivitdt vermuten lédsst. Der spezifische
Porendurchmesser wurde in dieser Untersuchung jedoch
nicht bestimmt.*"!

4.3.6.2. Elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie

Zur direkten Visualisierung und Bestimmung der Poren-
grofle sind EM und AFM die Methoden der Wahl. Sie fanden
verbreitet Einsatz zur Charakterisierung von Aggregations-
intermediaten, darunter auch Amyloidporen, die sich wéh-
rend der Fibrillbildung von Amyloidproteinen in vitro bilden
(Schema 1). EM wurde eingesetzt zur Bestimmung der in-
neren Porendurchmesser protofibrilldrer Spezies von a-Syn-
uclein und AB, die im Bereich von 1.5-2.5 nm liegen (Ab-
bildung 7 c)."**] Mittels AFM gelingt es, Porengréfen bis in
den Nanometerbereich aufzulosen. AFM-Aufnahmen liefer-
ten hochaufgeloste strukturelle Informationen iiber ver-
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schiedene amyloidogene Proteine, die in Lipid-Doppel-
schichten oder auf einem festen Glimmertréager rekonstituiert
waren (Abbildung 7b).[8

Neutronenstreuung wurde zur Bestimmung des inneren
Durchmessers einer Alamethicin-Pore eingesetzt.'*>! Mittels
Kryo-EM wurde die Porengrofle von Magainin, einem anti-
mikrobiellen Peptid, bestimmt.* Eine Vielzahl von Kryo-
EM-Spektren, die die pordsen Vesikel in Gegenwart des
Peptids zeigen, wurden gemittelt, um ein Pendant einer
Elektronenbeugungskurve zu erhalten, woraus eine durch-
schnittliche Porengrée von 8 nm fiir die Magainin-Pore ab-
geleitet wurde.™ Bis jetzt wurden Poren, die von amyloi-
dogenen Proteinen gebildet werden, mit diesen Methoden
noch nicht untersucht.

4.3.7. Barrel-Stave- kontra toroidale Poren

Die Klassifizierung einer Peptidpore als Barrel-Stave-
oder toroidale Struktur ist ein wichtiger Schritt zur struktu-
rellen Auflosung der membranaktiven Spezies (Abbil-
dung 9a). Das klassische Beispiel eines antimikrobiellen
Peptids, das eine Barell-Stave-Struktur bildet, ist Alamethi-
cin, fiir das wichtige Hinweise auf die Porenstruktur aus
Einzelkanal-Leitfihigkeitsmessungen erhalten wurden.!"**'"]
Insbesondere konnten diskrete Leitfahigkeitsniveaus beob-
achtet werden, was die Bildung eines durchgehenden Kanals
anzeigt. Weitere Hinweise auf ein Barrel-Stave-Modell fiir
Alamethicin lieferte eine Kombination von Festphasen-
NMR 1414419158 NMR in Losung und MD-Simulationen,
die samtlich darauf hindeuteten, dass dieses Protein eine
transmembrane o-helicale Pore bildet.'*) Weniger reprodu-
zierbare Muster der Ionenkanal-Leitfahigkeit wurden fiir a-
helicale Magainin-Peptide gefunden, von denen man an-
nimmt, dass sie toroidale Poren bilden. Der experimentelle
Befund spiegelt die Tatsache wider, dass toroidale Poren va-
riable statt diskrete Strukturen sind.'*! Mit derartigen Me-
thoden konnen also Informationen zur Struktur von Amy-
loidporen abgeleitet werden.

Andere Methoden wie dynamische Differenz-Kalorime-
trie (DSC) und Festphasen-NMR-Spektroskopie mit Bicell-
Modellen wurden verwendet, um die Induktion einer Mem-
brankriimmung zu detektieren, die charakteristisch ist fiir
toroidale Porenintermediate.'™ Mittels DSC wurde eine
Verschiebung des Phaseniibergangs von der fliissig-kristalli-
nen (L,) in die invers hexagonale (Hj;) Phase in DiPoPE-
Membranen in Gegenwart von IAPP-Peptiden beobachtet,
was die Induktion einer negativen Kriimmungsspannung an-
zeigt und auf eine mogliche toroidale Porenstrukturen hin-
weist.'™ Die bevorzugte Bindung von Peptiden an stark ge-
krimmte Regionen der Bicell-Modellmembranen stiitzt die
Annahme einer Membranpermeabilisierung durch die Bil-
dung toroidaler Poren. In Gegenwart von z.B. IAPP wurden
Verschiebungen fiir die *'P-Kopfgruppen an Perforationen
gekriimmter Bicellen beobachtet, was auf die Induktion to-
roidaler Porenstrukturen durch das Protein hinweist.*!

Ebenfalls verfiigbar sind spektroskopische Assays zum
Nachweis toroidaler Porenintermediate. Der Lipid-Flip-Flop-
Assay detektiert die Translokation von Lipiden von der du-
Beren zur inneren Membranseite, was durch toroidale Poren
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begiinstigt wird."""'%>1%! Durch Kopplung von Lipid-Flip-
Flop mit Farbstoff-Leckage aus farbstoffbeladenen Vesikeln
lasst sich die Bildung toroidaler Poren anzeigen. Die Methode
wurde bisher noch nicht bei mechanistischen Untersuchungen
mit amyloidbildenden Proteinen eingesetzt.

4.3.8. Detektion der Membranfusion

Eine Membranpermeabilisierung kann auch bei der durch
Peptide oder Proteine induzierten Membranfusion auftreten.
Es ist unwahrscheinlich, dass ein einzelner Fusionsmecha-
nismus allein fiir die Membrandestabilisierung im Fall amy-
loidogener Proteine verantwortlich ist, da sogar Fusions-
komplexe mit der Bildung von Poren assoziiert werden
konnen."™ Der Prozess der peptid-/proteininduzierten
Fusion geht einher mit: 1) der Anbindung von Membranen,
2) der Membrandestabilisierung, wéihrend der der Inhalt der
Doppelschicht auslaufen kann, und 3) der Fusion zu groBeren
Membranstrukturen,!®!

Membranfusionsaktivitdit =~ konnte = mehrfach  fiir
APNO21003621 ynd das amyloidogene Prionproteinfragment
PrP(106-126)""% nachgewiesen werden und wurde auch mit
der Membranaktivitidt von a-Synuclein in Zusammenhang
gebracht.* Vesikelfusionsassays verfolgen die Vesikelfusion
spektroskopisch und wurden zum Nachweis der Membran-
fusionsaktivitiat eines Ap-Fragments genutzt.'®®! Typische
Vesikelfusionsassays beruhen auf FRET mit fluorophormar-
kierten Lipidvesikeln'®*1%! oder Core-Mixing-Assays.['!
Dynamische Lichtstreuung bietet die Moglichkeit, die An-
derung des hydrodynamischen Radius des Vesikels als Folge
peptidinduzierter Fusion zu untersuchen; die Methode wurde
zum Nachweis des Anstiegs des Vesikelradius nach Inkuba-
tion mit AP verwendet.'®1%! Ferner kann die Bildung gro-
Berer Vesikel als Folge peptidinduzierter Vesikelfusion durch
Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung markierter
Lipide!'*” oder mittels Kryo-EM direkt abgebildet werden.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Umfangreiche experimentelle Beweise zeigen, dass die
Toxizitdt amyloidbildender Proteine mit ihrer Wechselwir-
kung mit Zellmembranen zusammenhingt. So wurde ein
Zusammenhang beobachtet zwischen der membraninduzier-
ten Fibrillbildung und einer durch amyloidogene Proteine
induzierten Membranstorung. Der Prozess der Amyloidfib-
rillbildung wird an der Oberfliche anionischer Membranen
verstarkt, moglicherweise durch Verkiirzung der Latenzphase
(d.h. 1osliches Protein — a-Helix — préfibrilldre B-Faltblatt-
Oligomere). Ein wahrscheinlicher Angriffsort fiir diese pra-
fibrilliren Aggregate ist die Zellmembran selbst, da die pra-
fibrilliren Aggregate eine hohere Membranpermeabilisie-
rungsaktivitit haben als die monomeren oder fibrilldren
Formen. Die direkte Visualisierung annularer porendhnlicher
protofibrillarer Oligomere mit auffallenden morphologischen
Ahnlichkeiten zu den membranaktiven Strukturen porenbil-
dender Toxine, sowie der Nachweis kanaldhnlicher Leitfi-
higkeitszustinde in mehreren amyloidbildenden Proteinen
stiitzen die Annahme, dass der Toxizitdt amyloidogener
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Proteine ein porendhnlicher Mechanismus zugrunde liegt.
Porenaktivitdt kann jedoch nur einen Bruchteil des Permea-
bilisierungsprozesses widerspiegeln. Neuere Untersuchungen
speziell mit IAPP zeigen einen vollstandigen Membranabbau
durch Lipidextraktion und Aufnahme in die wachsenden
IAPP-Fibrillen, in Analogie zum Tensid-dhnlichen Carpet-
Modell, das fiir bestimmte antimikrobielle Peptide diskutiert
wird.

Auch wenn weitere Untersuchungen nétig sind, kann man
beginnen, durch Einarbeitung der hier vorgestellten Ergeb-
nisse ein mechanistisches Modell des Permeabilisierungs-
prozesses zu konstruieren. Préfibrillaire Aggregate binden an
die Membran oder bilden sich auf ihr aus a-helicalen Vor-
laufern und bilden transmembrane annulare [-Faltblatt-
Strukturen, was den unregulierten Ausstrom des Zellinhalts
durch die Pore ermdglicht. In spiteren Stadien der Aggre-
gation beginnt die sich entwickelnde Faser, Lipidmolekiile
aus der Membran zu extrahieren, was letztendlich zu einem
vollstindigen Verlust der Barrierefunktion der Membran
fiihrt. Dies konnte erkldren, weshalb in manchen Berichten
nicht etwa einzelne Intermediate mit der Membranzersetzung
und Toxizitéit assoziiert werden, sondern vielmehr der Prozess
der Fibrillbildung.

Man sollte anmerken, dass viele der hier vorgestellten
Untersuchungen mit monomeren oder gealterten heteroge-
nen Proben mit unklarer Struktur oder in einem oligomeren
Zustand durchgefiithrt wurden. Angesichts der Komplexitat
der Amyloidfibrillbildung, der enormen Zahl intermediirer
oligomerer Zusténde, die sich im Austausch befinden, sowie
der fehlenden Kenntnis der 3D-Strukturen dieser verschie-
denen intermedidren Zustdnde kann ein vollstidndiger logi-
scher Zusammenhang der experimentellen Ergebnisse so-
lange nicht moglich sein, bis standardisierte Verfahren der
Proteinherstellung angewendet werden. Um einige dieser
Unstimmigkeiten zu kldren, sollten die ersten Schritte die
Optimierung der Isolierung der vorherrschenden oligomeren
Intermediate und, wenn moglich, die Aufkldarung ihrer 3D-
Strukturen sein. Mechanistische Untersuchungen und Assays
mit diesen Proben konnten dann zur Identifizierung der
Spezies mit der hochsten Membranpermeabilisierungsaktivi-
tit und der Aufklirung des molekularen Prozesses der
Membranzersetzung fithren. Allerdings kann es auch sein,
dass nicht nur ein einzelner oligomerer Zustand, sondern
vielmehr der dynamische Austausch zwischen mehreren Zu-
stinden wihrend der Fibrillbildung fiir die Membranzerset-
zung verantwortlich ist. Hierauf wurde in mehreren Berichten
hingewiesen.

Laufende Untersuchungen mit kiinstlichen Modellmem-
bransystemen erbrachten bereits erste wertvolle Einblicke in
den Mechanismus, iiber den amyloidogene Proteine mit
Membranen wechselwirken und Zelltoxizitiat induzieren, und
haben dem Forschungsgebiet neue Untersuchungsmoglich-
keiten eroffnet. In diesen Studien wurden mehrere Analogien
zwischen amyloidbildenden Proteinen, porenbildenden To-
xinen und antimikrobiellen Peptiden gefunden. Deshalb
konnen Methoden, mit denen bereits mechanistische Infor-
mationen iiber die Aktivitdten porenbildender Toxine und
antimikrobieller Peptide gewonnen wurden, auch verwendet
werden, um die Wissensliicken beziiglich der weniger gut
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charakterisierten amyloidbildenden Proteine zu schlief3en.
Wir hoffen, dass die in diesem Aufsatz vorgestellten Infor-
mationen weitere Forschungsbemiithungen auf diesem Gebiet
anregen.

Abkiirzungen

DiPoPE Dipalmitoleoylphosphatidylethanolamin

DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin

DMPG 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-
rac-glycerin)

DPC Dodecylphosphocholin

DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin

DPPG 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-
rac-glycerin)

DOPA 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphat

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

DOPG 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-
glycerin)

DOPS 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin

NBD (7-Nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)

POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin

POPG 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
pho-(1'-rac-glycerin)

POPS 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
pho-L-serin

PC Phosphatidylcholin

PG Phosphatidylglycerin

PS Phosphatidylserin

SDS Natriumdodecylsulfat
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