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Die Amyloidfibrillen der Alzheimer-Krankheit werden
hauptséchlich von den Peptiden AB(1-40) und AP(1-42) ge-
bildet.!!l Wihrend monomeres AP(1-40) groBtenteils un-
strukturiert ist,” bedingt seine Aggregation zu Amyloidfi-
brillen die Bildung von [-Faltblattstrukturen. Ausgereifte
Amyloidfibrillen (MAFs) sind das Endprodukt des Fibrillie-
rungsprozesses. Diese Fibrillen haben eine lange, gerade und
hoch geordnete Gestalt (Abbildung 1A). Die [-Faltblatt-
struktur von MAFs konnte bereits mit Festkorper(FK)-

‘ ﬂge’reu’ﬂe Fibrillen
Abbildung 1. Elektronenmikroskopiebilder (Mafistabsbalken: 200 nm)
von APB(1-40) in 50 mm Hepes (pH 7.4) und 50 mm NaCl, 72 h inku-
biert bei 37°C A) ohne und B) mit BIOAP. Molares Verhiltnis 10:1
(AB/B10AP). Hepes = 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyllethansulfon-
sdure.
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NMR-Spektroskopie und anderen Methoden nachgewiesen
werden.”* Die Bildung dieses Endzustandes der Fibrillierung
verlduft iber mehrere Zwischenzustinde (Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen),’™ zu denen kaum detail-
lierte Strukturinformationen vorhanden sind. In der vorlie-
genden Studie haben wir mit FK-NMR-Spektroskopie die [3-
Faltblattstruktur eines solchen Zwischenprodukts der Fibril-
lierung — der Protofibrillen (PFs) — untersucht. Unsere Daten
zeigen Strukturdetails der Amyloidogenese von Af(1-40)
und veranschaulichen die mit diesem speziellen Schritt ver-
bundenen Konformationsidnderungen.

PFs sind eine zytotoxische Form von AP und damit ein
moglicher Verursacher von Alzheimer.® PFs wurden als
fritheste fibrillire Aggregate der Af-Amyloidogenese iden-
tifiziert.”] Thre gekriimmte ungleichmiBige Gestalt unter-
scheidet sie deutlich von den MAFs.>® PFs zeigen wenig
Wechselwirkung mit den Farbstoffen Kongorot und Thiofla-
vin T.®! Dennoch haben PFs signifikante Anteile an p-Falt-
blattstrukturen, wie mit Infrarotspektroskopie und Ront-
genbeugung gezeigt werden konnte."

Die hier vorgestellte Studie wurde durch die Stabilisie-
rung der normalerweise metastabilen PFs mit dem aus einem
Antikorper abgeleiteten Protein B10AP moglich (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen).”! TInsgesamt
wurden acht AP(1-40)-Peptide mit verschiedenen Isotopen-
markierungen chemisch synthetisiert. Dabei decken die °N-
und *C-Markierungen insgesamt 30 Aminosiuren (AS) aus
allen Strukturregionen des Peptids ab (Abbildung S2 in den
Hintergrundinformationen). Mit diesen Peptiden wurden
anschlieSend die jeweiligen Proben von B10AP-stabilisierten
AP(1-40)-PFs in vitro hergestellt. Die Morphologie der PFs
und die Probenhomogenitdt wurden mit Transmissions-
Elektronenmikroskopie (TEM) tiiberpriift; hierbei wurden
keine nichtfibrilliren Aggregate oder MAFs gefunden (Ab-
bildung 1B). In “C-CP-MAS-NMR-Spektren (CP =Kreuz-
polarisation, MAS =Rotation um den magischen Winkel)
und zweidimensionalen *C-"*C-Korrelationsexperimenten
wurden die NMR-Signale der markierten Aminosiuren in A
(Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen) aufge-
zeichnet. Die Linienbreite der NMR-Signale betrug typi-
scherweise zwischen 1.5 und 3.0 ppm. Alle “Ca- und “Cp-
Signale konnten eindeutig zugeordnet werden (Tabelle S1 in
den Hintergrundinformationen).

Abbildung 2 A zeigt die chemischen Verschiebungen von
BCa und ®CP, die besonders informativ beziiglich der Se-
kundirstruktur sind, als Differenz zu den Random-Coil-
Werten (,,Sekundirverschiebungen®).'”? In diesem Dia-
gramm weisen alle AS (auer Gly) fiir eine (3-Faltblattstruk-
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Abbildung 2. A) Sekundire isotrope chemische '>C-CP-MAS-NMR-spek-
troskopische Verschiebungen fiir Ca (schwarze Quadrate) und Cf3
(rote Kreise) der B10AP-stabilisierten Af3(1-40)-PFs, dargestellt als Dif-
ferenz zwischen den gemessenen chemischen Verschiebungen der je-
weiligen Aminosdure und den Random-Coil-Werten aus der Literatur.
Dominen mit B-Faltblattstruktur sind blau unterlegt. Die zugehdorigen
Linienbreiten sind in Abbildung S7 der Hintergrundinformationen dar-
gestellt. B) Ordnungsparameter S fiir BIOAP-stabilisierte PFs von Af-
(1-40), bestimmt aus der Messung der dipolaren "*Ca-"H-Kopplung.
Die in dieser Studie bestimmten Regionen mit B-Faltblattstruktur sind
blau unterlegt (Tabelle S2 in den Hintergrundinformationen).

tur negative Ca- und positive Cp-Sekundirverschiebungen
auf, wihrend Verschiebungen mit entgegengesetzten Vorzei-
chen typisch fiir a-Helices sind.!"! Werte nahe null lassen sich
einer Random-Coil-Struktur zuordnen. Zusétzlich wurde die
Sekundirstruktur des Peptidriickgrates mithilfe einer Da-
tenbank fiir chemische Verschiebung und Sequenzanalogie
(TALOS),™ die eine Vorhersage fiir die beiden Diederwin-
kel ¥ und @ macht, bestimmt. Basierend auf den Sekundiir-
verschiebungen und TALOS-Vorhersagen weisen die unter-
suchten AP-PFs fiir die AS 16-22 und 30-36 eine [3-Falt-
blattkonformation auf (Tabelle S2 in den Hintergrundinfor-
mationen). Die aus TALOS erhaltenen ¥-@-Paare dieser
beiden B-Faltblitter haben eine enge Verteilung und er-
scheinen im Ramachandran-Diagramm im Wesentlichen
etwas rechts der Diagonalen (Abbildung S4 in den Hinter-
grundinformationen). Dies lédsst auf eine hoch geordnete [3-
Faltblattstruktur mit geringer Verdrillung der p-Faltblitter
schlieen.
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Weitere Information tiber die $-Faltblattregion liefert die
Messung der dipolaren 'H-*C-Kopplungen, die durch Mole-
kiilbewegungen teilweise ausgemittelt werden. Dargestellt als
Ordnungsparameter S, geben diese Kopplungen Aufschluss
iiber die Dynamik des Peptidriickgrates. Rigide Strukturen
weisen einen Ordnungsparameter S nahe 1 auf, wihrend hohe
Mobilitdt zu einem S-Wert nahe 0 fithrt. Daher wurden
Ordnungsparameter von Fibrillen bereits zur Unterscheidung
des rigiden cross-B-Kerns und der hoch flexiblen Peptidre-
gionen auBerhalb des Kerns herangezogen.[

B10AP-stabilisierte PFs zeigen relativ hohe Werte ihrer
Ordnungsparameter (>0.8) innerhalb der f-Faltblattregio-
nen (Abbildung 2B), wihrend die gemessenen Werte fiir S
am N- und C-Terminus kleiner als 0.8 sind. Allerdings ent-
halten B10AP-stabilisierte PFs keine Domédnen hoher Mo-
bilitit (S <0.4), d.h., auch die AS 1-12 und 23-26 sind keine
thermisch fluktuierenden Ketten, obwohl ihre chemischen
Verschiebungen auf eine Random-Coil-Struktur schlieen
lassen (Abbildung 3A). Diese Regionen weisen also eine
stabile Konformation auf, die weder einer a-Helix noch
einem f3-Faltblatt entspricht. Die relativ hohe Strukturstabi-

A) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAI IGLMVGGVV
Protofibrillen XX x| | XXX X X
TANGO
Zyggregator M |
MAF1[x xxxx| x | |x XX
MAF2[X XXX XXX
MAF3[X XXXX X
MAF 4|X XX XX
10 20 30 40
B) PF gegen Oligomer MAF2 gegen Oligomer =
RS RARE LGS FEnD REEE men M Ma s R B WRE B
e . 1t ] >
g 6 ¥y=0.00+0.99x R=095 ] [ y=0.15+0.81x R=0.811¢ a
a 1% 4
§ ER
&'3 L =] a
¢ E 2[ 1, &
g8 '} 33
g of Jo &
g ; S
8 2 . B
L >
& T FEEE FT R WS W W ) s Wi S T E e E_
MAF3 gegen Oligomer MAF4 gegen Oligomer
~ T FTTTE] T T 0 1 T PR B LR B R =
(=] 4 4
g 6[ y=044+083x R=0.80 ] [ y=044+081x R=0.711s6 %
] 1t ] &
[T 1 o %
g8 °f 1°%¢
o 4
S of Jo @
2 g
E BE J-2 %
=
g 1 Liviliiyl 1 | IS P 1 1 1 ‘E_

2 0 2 4 6 2 0 2 4 6
Oligomer-Sekundérverschiebung / ppm

Abbildung 3. Vergleich von PFs mit MAFs, Oligomeren und theoreti-
schen Vorhersagen. A) AS in 3-Faltblittern (schattiert), bestimmt
durch FK-NMR-Spektroskopie fiir PFs (blau, diese Studie) und ver-
schiedenen Praparationen von MAFs (rot; 1,1 2,0 3 und 40" sowie
den Vorhersagen durch TANGO!'"! und Zyggregator (grau).'”" ' X:
diese Aminosiure wurde in der jeweilige Studie nicht untersucht.

B) Korrelation von Ca- und Cf3-Sekundirverschiebungen von AB(1-40)-
Oligomeren," mit B10AP-stabilisierten PFs sowie drei verschiedenen
Praparationen von MAFs."*'¥ Fiir Oligomere wurden nur 15 AS unter-
sucht. Wenn multiple chemische Verschiebungen auftraten, wurden die
naher liegenden Werte verwendet. Fiir die MAF4-Probe wurden die do-
minierenden chemischen Verschiebungen verwendet.
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litdt am N-Terminus (Abbildung 2B) kann von der Bindung
von B10AP herrithren, womit auch der ungewohnliche An-
stieg des Ordnungsparameters fiir Aspl und Ala2 gegeniiber
jenem fiir Glu3 erklidrt werden kann (Abbildung 2B).

Direkte Vergleiche mit bereits gemessenen chemischen
Verschiebungen anderer AB(1-40)-Proben sind wegen un-
terschiedlicher Markierungsmuster und multipler Werte fiir
die chemische Verschiebung ein und desselben "*C-Kerns
schwierig.* 1 Wihrend die multiplen Werte fiir die chemi-
schen Verschiebungen konsistent mit dem strukturellen Po-
lymorphismus von MAF-Proben sind,®"™ ist diese Hetero-
genitét fiir die hier untersuchten PFs weniger problematisch.
Nur Val24 zeigt zwei Werte fiir die chemische Verschiebung
(Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen).

Eine detaillierte Analyse der chemischen Verschiebungen
fiir BIOAP-stabilisierte A(1-40)-PFs und bereits veroffent-
lichten Werten fiir AB(1-40)-MAFs zeigt, dass die (3-Falt-
blattstrukturen an sehr &hnlichen Positionen der Aminosédu-
rensequenz auftreten (Abbildung S5 in den Hintergrundin-
formationen). Hierbei scheinen MAFs mehr AS in die f3-
Faltblitter einzubeziehen als PFs (Abbildung 3 A). Dies wird
fiir das erste [(-Faltblatt, das in verschiedenen MAFs bei
AS 10-12 beginnt, besonders deutlich. Im Unterschied dazu
weisen bei PFs die Aminosduren Glull und Vall2 keine f3-
Faltblatt-Konformation auf (Abbildungen 2 A und 3A), d.h.,
das erste p-Faltblatt beginnt hier nicht vor Aminosdure 13.

Die theoretischen Strukturvorhersagen durch die Pro-
gramme TANGO und Zyggregator stimmen mit den gemes-
senen, kurzen f-Faltblittern der PFs iiberein (Abbil-
dung 3A). TANGO prognostiziert ein (-Faltblatt fiir die
AS 17-21 und 31-36,1) Zyggregator fiir die AS 15-23 und 30—
40."81 Dieser Vergleich zeigt, dass PFs f-Faltblitter dort
bilden, wo diese energetisch am vorteilhaftesten sind, womit
sie durch theoretische Modelle vorhersagbar werden.

Weitere Strukturunterschiede zwischen PFs und MAFs
finden sich in der Verbindungsregion AS 23-26 zwischen den
beiden p-Faltblittern (Abbildung S5 in den Hintergrundin-
formationen). Friithere Studien schlugen fiir MAFs eine sta-
bile B-Bogenkonformation in dieser Region vor.”"! Allerdings
lassen aktuelle Kryo-TEM-Studien von ausgereiften AP(1-
40)-Fibrillen bei einer Auflosung von 8 bis 10 A Zweifel an
dieser Hypothese laut werden.”! Unsere Studie zeigt Unter-
schiede auch fiir Gly33 im C-terminalen (-Faltblatt, das Se-
kundirverschiebungen von +3 bis +5 ppm fiir MAFs und
—0.3 ppm fiir PFs aufweist (Abbildung S5 in den Hinter-
grundinformationen). Insgesamt lassen alle Daten auf eine
Umgestaltung der p-Faltblattstruktur bei der Umwandlung
von PFs in MAFs schlieen. Dieser Fakt wird durch die ver-
schiedenen Wechselwirkungen von PFs und MAFs mit Kon-
gorot oder Thioflavin T und gravierenden Unterschieden in
der Morphologie gestiitzt.">°

Die Auftragung der Co- und CB-Sekundérverschiebungen
von PFs gegen diejenigen von Oligomeren!'! liefert einen viel
hoheren Korrelationskoeffizienten (R =0.95) als die Auftra-
gung der Werte von MAFs (Abbildung 3B). Ahnliche Er-
gebnisse erzielt man bei der getrennten Darstellung der Ca-
und CB-Verschiebungen fiir Oligomere, PFs und MAFs. Be-
sonders an den Positionen, wo PFs und MAFs signifikante
Unterschiede aufweisen (Vall2, Gly25 und Gly33) entspre-
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chen Oligomere weit mehr den PFs als den MAFs (Abbil-
dung S6 in den Hintergrundinformationen). Diese Befunde
sind insofern bemerkenswert, als PFs und MAFs gemeinsame
generelle Eigenschaften, wie die lineare Gestalt und die
Wechselwirkung mit dem fibrillenspezifischen Antikdrper-
fragment B10, aufweisen.”®! Noch bleibt offen, ob alle PFs
(auch solcher, die in Abwesenheit eines stabilisierenden
Agens gewachsen sind) die hier beschriebenen Eigenschaften
haben. Unsere Daten zeigen, dass PFs als gestreckte Oligo-
mere betrachtet werden miissen. Dies ist auch in Einklang mit
aktuellen Rasterkraftmikroskopiedaten von AP-Protofibril-
len und -Oligomeren.*) Weiterhin zeigte eine Probe von Af-
Protofibrillen mit am aromatischen Ring “C-markierten
Phe19 und uniform markierten Leu34 sowie Gly38 nur eine
Wechselwirkung zwischen Phe19 und Leu34, nicht aber mit
Gly38 (Abbildung S8 in den Hintergrundinformationen).
Dies wurde ebenfalls fiir AB(1-42)-Oligomere und -Fibrillen
beobachtet.?!

Abbildung 4 fasst die Schlussfolgerungen fiir die Struktur
im Hinblick auf den Fibrillierungsmechanismus von Af3(1-40)
zusammen. Wihrend der Oligomerisierung bilden die ur-
spriinglich ungeordneten Af-Peptide in der Primérstruktur
vorgegebene [-Faltblattsegmente, wie durch Theorie und

00000500 Do 8;96‘% S
o ° o DU > é:’(B @@ e
Ne——————( Ne———mp—mp—C
Monomere Oligomere

Fibrillen

Protofibrillen

Abbildung 4. AB-Fibrillierung und B-Faltblattstruktur der verschiedenen
Stadien (schwarze Pfeile).

Experiment belegt werden konnte. Diese 3-Faltblattsegmente
ermoglichen das Wachstum der PFs, wie auch durch eine
Mutationsanalyse von AP(1-40)-PFs gezeigt werden
konnte.”! Wenn die Fibrillen ausreifen, wird die p-Faltblatt-
struktur so umgestaltet, dass weitere AS in die p-Faltblitter
inkorporiert werden (Abbildung 3A). Im Rahmen dieser
Umgestaltung verdndern sich die Konformation der AS 23-26
und Gly33 sowie die Werte der chemischen Verschiebungen
fiir diese AS (Abbildung 3B). Dabei werden MAF-spezifi-
sche Wechselwirkungen ermoglicht. Im Ergebnis konnen sich
die thermodynamisch stabileren MAFs durchsetzen.

Wegen der gemeinsamen Eigenschaften beider Peptide ist
die vorliegende Studie auch von Bedeutung fiir die Fibrillie-
rung von AP(1-42). Infrarotspektroskopie, Farbstoffbin-
dung®®! und FK-NMR-Spektroskopiel® zeigen, dass auch
AP(1-42)-Oligomere wihrend ihrer Konversion in MAFs
substanzielle Strukturdnderungen durchlaufen miissen. Al-
lerdings ist es nicht bekannt, ob diese Verédnderungen erst bei
Umwandlung von PFs in MAFs stattfinden. Weitere Studien
sind notwendig, um die Strukturen aller Stadien mit atomarer
Auflosung zu bestimmen und spezielle PF-Kontakte, die bei
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der Umwandlung in MAFs aufgebrochen werden miissen, zu
untersuchen.

Experimentelles

AP(1-40)-Peptide mit verschiedenen Isotopenmarkierungen wurden
iiber Standard-Festphasensynthese nach dem Fmoc-Verfahren her-
gestellt (Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen). B10AP-
stabilisierte PFs wurden in 1 mL Puffer (50 mm Hepes, pH 7.4, 50 mm
NaCl), der 4 mgmL™" markiertes AB(1-40) und BIOAP im molaren
Verhiltnis von 10:1 (AB/B10AP) enthielt, gelost. Nach 3 Tagen In-
kubation bei 37°C wurden die B10AP-stabilisierten PFs durch Ul-
trazentrifugation (100 krpm, 2 h, 4°C, TLA120.2-Rotor, Beckman
Optima TLX) abgetrennt. Das Pellet wurde lyophilisiert, mit
50 Gew.-% H,O resuspendiert und durch wiederholtes Einfrieren in
fliissigem Stickstoff und Auftauen bei 37°C homogenisiert. Die
Morphologie der PFs wurde mit TEM kontrolliert. Dazu wurden 5 uL
der Proben nach einer 1:10-Verdiinnung mit reinem Wasser auf einen
Kohlenstofffilm aufgetragen und nach einer Kontrastfarbung mit 2 %
(w/v) Uranylacetat mit einem Zeiss-900-Elektronenmikroskop bei
80 kV analysiert.
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