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Die Amyloid-Kongorot-Bindungsstelle in atomarer Auflosung™**

Anne K. Schiitz, Alice Soragni, Simone Hornemann, Adriano Aguzzi, Matthias Ernst,

Anja Bockmann* und Beat H. Meier*

Amyloide sind f-Faltblatt-reiche Proteinaggregate, die pa-
thologisches Kennzeichen einer Reihe menschlicher Krank-
heiten sind.!! Sie vervielfiltigen sich durch Animpfen mit
Fibrillensamen, verbreiten sich als Prionen, und konnen
moglicherweise wichtige physiologische Aufgaben iiberneh-
men.”) Amyloide sind universell dadurch definiert, dass sie
mit Kongorot farbbar sind und dann griine Doppelbrechung
zeigen.®’) Dennoch sind der Bindungsmechanismus, die Geo-
metrie und die Feinstruktur des Amyloid-Kongorot-Kom-
plexes erstaunlicherweise noch immer unbekannt. Mithilfe
der Festkorper-NMR-Spektroskopie haben wir die Bin-
dungsstelle zwischen Kongorot und Amyloidfibrillen der
Prionen-Domine des Pilzproteins HET-s/* charakterisiert.
Der Farbstoff bindet sehr spezifisch und wechselwirkt mit
Aminosiureresten, die eine Furche in der Nihe eines
-Bogens ausbilden. Die dreidimensionale Struktur der Fi-
brille bleibt erhalten. Erstaunlicherweise kann eine einzige
Punktmutation, die aufgrund der Information iiber den Bin-
dungsmodus erstellt wurde, ein kiinstliches Amyloid erzeu-
gen, welches strukturell identisch zum Wildtyp, aber nicht
durch Kongorot fiarbbar ist. Die benutzten Methoden erfor-
dern keine Isotopenmarkierung des Kleinmolekiils und
konnen generell angewendet werden, um die Wechselwir-
kung einer Vielzahl von Farbstoffen, Medikamenten und
Markierungsstoffen mit Amyloiden oder unloslichen Protei-
nen zu charakterisieren.

Kongorot (Abbildung S1 der Hintergrundinformationen)
ist ein Kleinmolekiil, das spezifisch mit Amyloiden reagiert
und seit den 1920er Jahren® als analytischer Goldstandard fiir
den Nachweis und die Charakterisierung von Amyloiden
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benutzt wird.”! Trotz seiner hohen Bindungsspezifitit und
seiner anti-amyloidogenen Eigenschaften haben die hohe
Toxizitdt und die schlechten pharmazeutischen Eigenschaften
von Kongorot seinen Gebrauch als molekularen Amyloid-
Indikator in vivol’l und als Medikament gegen Amyloidab-
lagerungen verhindert.®! Obwohl widerspriichliche Berichte
existieren iiber die Art der Wechselwirkung zwischen Kon-
gorot und Amyloidfibrillen, sind folgende Tatsachen allge-
mein anerkannt: Kongorot bindet in etwa stochiome-
trisch,®*’! und die gebundene Form zeigt eine charakteristi-
sche Rotverschiebung im Absorptionsmaximum sowie Di-
chroismus und Doppelbrechung.**!”l Es wird vermutet, dass
die negativ geladenen Sulfatgruppen entscheidend sind fiir
die Bindung an zwei Stellen am Protein, die etwa 20 A Ab-
stand voneinander aufweisen."'! Mangels Strukturinformati-
on auf atomarer Ebene ist die Bindungsweise aber noch
umstritten. Es wurde vermutet, dass die Lingsachse des
Molekiils parallel oder vertikal zur Fibrillenachse orientiert
sein konnte und dass Kongorot als Monomer, Oligomer oder
als Micelle!®™? bindet oder sich zwischen die B-Faltblitter
einlagern konnte.**'?) Hypothesen sind, dass Wasserstoff-
briicken, hydrophobe, aromatische und ionische Wechsel-
wirkungen zur Bindung von Kongorot an Amylopide beitra-
gen.™! Auch die Seitenketten anderer Aminosiuren wie
Histidin,!¥ Arginin™*®! und Lysin® kénnten Kongophilie zu
fordern.

Amyloidstrukturen mit atomarer Auflosung sind erst in
letzter Zeit zugidnglich geworden und erméglichen nun de-
taillierte Untersuchungen des Wechselspiels dieser Protein-
klasse mit ihren Bindungspartnern. HET-s(218-289), die
prionenbildende Doméne des HET-s-Proteins des Fadenpil-
zes Podospora anserina, ist zurzeit eines der strukturell am
besten definierten Amyloide.*"!

Um mittels NMR-Spektroskopie diejenigen Teile der
Proteinoberfliche zu identifizieren, die mit Bindungspart-
nern wechselwirken, haben wir zunichst kleine Anderungen
der chemischen Verschiebung (chemical-shift perturbations,
CSP)!' untersucht, indem wir zweidimensionale "*C-'*C-
Korrelationspektren  (protonengetriebene  Spindiffusion/
proton-driven spin diffusion, PDSD) von gefdrbten und un-
gefirbten uniform [“C,"’N]-markierten Fibrillen verglichen
haben. Da CSPs allosterisch sein konnen, haben wir auch
Polarisationstransfer(PT)-Experimente durchgefiihrt, die
direkt die rdumliche Nidhe zwischen Ligand und Protein
nachweisen, indem sie die ausgeprédgte Distanzabhéngigkeit
(r?) der Dipolwechselwirkung ausnutzen. Literaturbekannte
PT-Methoden™ waren fiir unser System nur schwer umzu-
setzen, da sie isotopenmarkiertes Kongorot erfordern. Wir
haben daher eine Methode entwickelt, die auf dem Transfer
zwischen 'H-Protonen des Liganden und "C-Kohlenstoff-
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atomen des Proteins basiert und standardméBig zugéngliches
[’H,"C,"*N]-isotopenmarkiertes Protein erfordert, jedoch
keine Isotopenmarkierung des Liganden. In solchen Proben
sind die Protonen des Kongorots die einzige Polarisations-
quelle in '"H-*C-PT-Experimenten. Die detektierten *C-Si-
gnale identifizieren Aminosdurereste in rdumlicher Néhe
zum Kongorot (<4 A). Zwecks besserer spektraler Aufl-
sung werden die Kohlenstoffatome in einem zweidimensio-
nalen Korrelationsspektrum detektiert (dipolare Wiederein-
kopplung unterstiitzt durch Amplitudenmodulation/dipolar
recoupling enhanced by amplitude modulation, DREAM).
Die zentralen Ergebnisse der NMR-Experimente sind in
Abbildung 1 zusammengefasst; Details sind auBerdem in den
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Abbildung 1. Die linke Spalte zeigt DREAM-PT-Spektren von perdeute-
rierten und an Kongorot gebundenen HET-s(218-289)-Fibrillen in
roten Konturlinien. Die PDSD-Spektren einer Referenzprobe aus uni-
form markierten unbehandelten Fibrillen sind schwarz gezeichnet. Die
griinen Konturlinien in der rechten Spalte gehéren zum entsprechen-
den PDSD-Spektrum der an Kongorot gebunden Fibrillen. Unterschie-
de zwischen den schwarzen und griinen Spektren stellen CSPs dar. Re-
levante Kreuzsignale, die auch im Text diskutiert werden, sind beschrif-
tet. Das PT-Spektrum ist ein Differenzspektrum, um Hintergrundsigna-
le aufgrund nicht perfekter Deuterierung zu kompensieren (vgl. Hinter-
grundinformationen). Die vollstindigen Spektren sind in den
Abbildungen S2 und S4 gegeben, experimentelle Parameter in Tabel-

le S2. Die Kreuzsignale auf der anderen Seite der Diagonalen sind in
Abbildung S6 gezeigt.
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Abbildungen S2-S4 der Hintergrundinformationen verfiig-
bar. Wichtige Bereiche der Differenzspektren des Polarisati-
onstransfers sind in Abbildung 1 in der linken Spalte als rote
Konturlinien gezeigt. Dort sind die wenigen, aber starken PT-
Kreuzsignale tiberlagert mit den PDSD-Referenzspektren
der ungefarbten Fibrillen (in Schwarz). Starker Polarisati-
onstransfer ist nachweisbar von Kongorot zu den Amino-
sdureresten S227, A228, K229, S263 und E265. Keine anderen
Reste erhalten Polarisationstransfer vom Kongorot, wie das
vollstindige Spektrum in Abbildung S4 in den Hintergrund-
informationen zeigt. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung
hochspezifisch ist.

Die CSPs fiir dieselben spektralen Bereiche sind auf der
rechten Spalte von Abbildung 1 gezeigt. Zundchst muss
betont werden, dass die meisten CSPs zwischen den gefiarbten
Fibrillen (grine Konturlinien) und der Kontrollprobe
(schwarze Konturlinien) klein sind,'®! was darauf hindeutet,
dass die Struktur des Amyloids sich bei Bindung des Ligan-
den nicht wesentlich verdndert. Trotzdem beobachten wir
einige bemerkenswerte CSPs und Linienverbreiterungen fiir
fast alle Aminosédurereste mit PT, d.h. fiir K229 C8-Ce (Ab-
bildung 1a, rechts), E265 CB-Ca (Abbildung 1b) und S227/
S263 Ca-Cp (Abbildung 1c¢) und auch fiir den benachbarten
Rest V264 (Abbildung 1e). Drei weitere CSPs auB3erhalb des
hydrophoben Kerns werden fiir A248, A249 und V245 be-
obachtet (Abbildung S2), welche wir auf weitere Bindungs-
stellen zuriickfiithren, die aber nicht relevant sind fiir die
Kongorot-Doppelbrechung (siche unten). Da andere Ser- und
Thr-Ca-Cp-Korrelationen in den Spektren von Kongorot-
gebundenen und freien Fibrillen identische Resonanzfre-
quenzen aufweisen, konnen Temperatur- und pH-Effekte
ausgeschlossen werden.

Die Kerne, die CSP oder PT nach Binden des Kongorot
zeigen, sind in Abbildung 2 auf der HET-s(218-289)-Struktur
hervorgehoben.** Die Aminosiurereste treten gehiuft in der
Néhe eines aus zwei Resten bestehenden Bogens auf, der
pB-Faltblitter fla/Blb und P3a/P3a verbindet.*® Die Reste
S227, K229, S263 und E265 sind an der Proteinoberfldche
exponiert. Wir konnen die Einlagerung von Kongorot zwi-
schen die Windungen des 3-Solenoiden ausschlieen, da solch
eine Geometrie zu kiirzeren Kontakten als 4 A zwischen
Protonen des Kongorots und fast allen Resten des hydro-
phoben Kerns fithren wiirde, die dann als Kreuzsignale im PT
Spektrum sichtbar sein miissten. Die experimentellen Be-
funde sind nur mit einer Geometrie vereinbar, in welcher das
Kongorot mit seiner Langsachse parallel zur Fibrillenachse
ausgerichtet ist. Der Abstand zwischen K229 der Protein-
monomere i and i + 2 ist im Durchschnitt 19 A, dhnlich dem
20 A Abstand der beiden Sulfatgruppen im Kongorot. Es ist
bemerkenswert, dass fiir andere Lysine im Protein (K218,
K270, K284, von denen sich K270 auch in einem f3-Faltblatt
befindet) weder CSP noch PT auftreten. Dieses deutet nicht
nur darauf hin, dass die Wechselwirkung sehr spezifisch ist,
sondern schlieft auch die geometrisch mogliche Verankerung
von Kongorot mit seiner Léngsachse senkrecht zur Fibril-
lenachse aus, z.B. durch Interaktion der zwei Sulfonatgrup-
pen mit K229 und K270 zweier benachbarter (3-Faltblitter.

Die Daten von CSP- und PT-Experimenten konnen in
Abstandsbeschriankungen (,,distance restraints®) ibersetzt
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Abbildung 2. Graphische Zusammenfassung der NMR-Daten zur Bin-
dung von Kongorot auf dem hydrophoben Kern des HET-s(218-289)-
Amyloids (PDB-Code 2RNM). Rote Kugeln kennzeichnen Kerne mit si-
gnifikanten CSP-Effekten und PT vom Liganden, orange Kugeln Kerne
nur mit PT, griine Kugeln Kerne nur mit CSP.

werden und als Grundlage fiir Andockrechnungen (,,do-
cking®) benutzt werden (Liste aller Abstdnde in Tabelle S1).
Unter Einsatz des Programms HADDOCK,"! mit halbfle-
xiblen Seitenketten und einem vollstdndig konformativ fle-
xiblen Liganden, fanden wir die Geometrie, die in Abbil-
dung 3 gegeben ist. (PDB-Code: 2LBU). Das Kongorotmo-
lekiil ist eingebettet in eine Furche, deren Unterseite durch
die Oberfldche der (3-Faltblitter 1a und 3a gebildet wird und
deren Flanken von K229/E265 auf der einen Seite und S227/
S263 auf der anderen Seite gebildet werden. Der Farbstoff ist
mit der Langsachse parallel zur Fibrillenachse orientiert, und
die Molekiilebene steht radial zum Fibrillenkern. Die nega-
tiven Ladungen der Sulfatgruppen des Liganden zeigen von
der Fibrillenoberfliche weg und sind in Kontakt (ca. 2.6 A)
mit zwei K229-e-Aminogruppen (Abbildung 3). Das Kongo-
rotmolekiil hat also einen zweifachen -elektrostatischen
Anker, jeweils zu den i- und (i +2)-HET-s(218-289)-Mono-
meren. Die Aminogruppen des Kongorot zeigen in Richtung
der HET-s(218-289)-Oberflidche und bilden Wasserstoffbrii-
cken mit zugédnglichen Carbonylgruppen des Proteinriick-
grats, darunter S227, A228, S263 und V264, fiir verschiedene
Strukturen des HADDOCK-Ensembles (Abbildung 3¢, Ta-
belle S3). Das Modell des gebundenen Komplexes, welches
man aus HADDOCK erhiilt, ist vorteilhaft in Bezug auf Van-
der-Waals-Wechselwirkungen (—44 42 kcalmol™), elektro-
statische Interaktion (—166+13 kcalmol™) und Wasser-
stoffbriicken zwischen den funktionellen Gruppen des Li-
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Abbildung 3. Struktur des Kongorot-HET-s(218-289)-Komplexes.

a) Seitenansicht von Kongorot, gebunden an das HET-s(218-289)-
Amyloid. Die entscheidende Aminosiure fur die Bindung, K229, ist
violett hervorgehoben. b) Ansicht von oben, die zeigt, wie Kongorot
die ausgepragte Furche besetzt, die von K229/E265 und S227/S263 ge-
bildet wird (als Oberflichendarstellung). Der Rest des Amyloid-Kerns
ist gemiR der fB-Faltblatt-Sekundirstruktur als Streifen dargestellt.

c) Wasserstoffbriicken vom Kongorot zum Proteinriickgrat und der
elektrostatische Anker zu K229.

ganden und der Fibrillenoberfliache. Der Torsionswinkel der
Biphenylbindung in Kongorot wird in der Literatur als ca. 40°
im Gaszustand und 20-30° in Losung angegeben.™ In unse-
rem Bindungsmodell wird dieser Winkel einheitlich als fast
planar bestimmt (5£3° in den zehn energetisch vorteilhaf-
testen HADDOCK-Strukturen), was die Rotverschiebung
des Absorptionsmaximums bei Bindung an die Fibrille er-
kliren kann.* Wenn jede Bindungsstelle in diesem Modell
besetzt wire, so wire die Stochiometrie des Komplexes ein
Kongorotmolekiil pro drei Fibrillenmonomere (vgl. Hinter-
grundinformationen).

Zusammenfassend zeigen unsere experimentellen Be-
funde, dass die Bindungsstelle von Kongorot an HET-s(218-
289)-Fibrillen sehr genau definiert und spezifisch ist, und zwar
entlang einer Furche, die parallel zur Fibrillenachse verlduft
(Abbildung 3). Die Bindungsstelle ist charakterisiert durch
die Wiederholung positiv geladener Aminosdurereste (hier
Lysin) mit einem Abstand von 9.5 A, der durch den Abstand
der p-Faltblitter gegeben ist. Die beobachtete Bindungsstelle
unterscheidet sich von anderen moglichen Bindungsstellen —
darunter einer weiteren Lysin-Leiter mit denselben Abstin-
den — durch die Existenz einer ausgeprégten Furche parallel
zur Fibrillenachse, welche die Ausbildung von Wasserstoff-
briicken zum Proteinriickgrat ermoglicht. (Abbildung 3¢).
Der andere Lysinrest, K270, weist ein wesentlich weniger
zugingliches Proteinriickgrat auf.

Diese Beobachtungen fiithren zu der verifizierbaren Hy-
pothese, dass eine Punktmutation bei K229 die Kongorot-
farbung deutlich beeintrachtigen sollte. Tatséchlich zeigt das
Wildtyp-Protein nach der Bindung von Kongorot ausgeprégte
Doppelbrechung, wihrend die Féarbung fiir die K229A-Mu-
tante schwach und die Doppelbrechung praktisch nicht fest-
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Abbildung 4. Vergleich der Kongorotfirbung fiir die verschiedenen Fi-
brillen. Wildtyp-HET-s(218-289) wird durch Kongorot gefirbt und zeigt
griine Doppelbrechung unter polarisiertem Licht. Die K229A-Mutante
wird nur schwach gefirbt und zeigt keine Doppelbrechung, im Unter-
schied zu den Mutanten L241A, R238A, Q240A und V267A. Alle Maf2-
stibe sind 100 um.

stellbar ist (Abbildung 4). Die NMR-Spektren (Abbil-
dung S5) zeigen deutlich, dass die Struktur der Fibrille
praktisch identisch ist fiir die Mutante, wie durch die nahezu
unverdnderten chemischen Verschiebungen bewiesen wird.
Es gibt hingegen keine CSPs mehr, was die Ergebnisse der
Lichtmikroskopie bestdtigt. Andere Mutanten, die im Elek-
tronenmikrograph  sichtbare = Amyloid-Fibrillen bilden,
wurden ebenfalls getestet, namlich Q240A, L241A, R238A
und V267A, und im Unterschied zu K229A ist bei ihnen die
Doppelbrechung nicht beeintrichtigt (Abbildung 4). Da die
K229A-Mutation die Struktur der Amyloid-Fibrillen nicht
verdndert hat, weist die Abwesenheit von Kongophilie in der
Fibrillen-bildenden HET-s(218-289)-Lysin-Punktmutante auf
ein bemerkenswertes falsch-negatives Ergebnis der Kongo-
rotfarbung hin: Die K229A-Mutante bildet ein Amyloid und
zeigt keine Doppelbrechung. Die schwicheren Bindungs-
stellen bei A248, A249 und V245, die auch in der Mutante
noch besetzt sind, sind nicht wichtig fiir die Doppelbrechung.

Kongophilie ist immer noch ein diagnostischer Gold-
standard fiir die Identifikation von Amyloidablagerungen bei
Sdugetieren, und viele Amyloide, die mit Krankheiten asso-
ziiert werden, testen positiv. Leitern von 16sungsmittelexpo-
nierten positiv geladenen Seitenketten, eine notwendige, aber
nicht hinreichende Bedingung fiir Kongophilie von HET-s-
(218-289), existieren z.B. auch in veréffentlichten Struktur-
modellen von ap.'! Die Gegenwart weiterer charakteristi-
scher Merkmale, die hier identifiziert wurden, namlich eine
Furche an der Oberfliche und die Moglichkeit zur Bildung
von Wasserstoffbriicken, ist fiir andere Amyloide unklar, da
keine Strukturmodelle mit atomarer Auflosung verfiigbar
sind. Interessanterweise zeigt bovine spongiforme Enzepha-
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lopathie (BSE) typischerweise keine kongophilen Aggregate
bei Kiihen, wiahrend die Aggregate kongophil werden bei der
Ubertragung auf Miuse™ und bei den Fillen von BSE die als
,bovine  amyloidotic  spongiforme  Enzephalopathie
(BASE)“?!) herausgestellt wurden. Diese Klassifikation ver-
langt eine kritische Uberpriifung angesichts unseres Befun-
des, dass die Kongophilie des Het-s(218-289)-Amyloids ohne
signifikanten Einfluss auf die Gesamtstruktur ausgeschaltet
werden kann. Daher werfen diese iiberraschenden Befunde
die Frage auf, ob unerkannte , kongophobe®“ Amyloidabla-
gerungen weiteren, bisher unbekannten durch Proteinfehl-
faltung ausgelosten Krankheiten zugrunde liegen.

Die hier eingefiihrte Methode ist auch auf andere Li-
ganden und Fibrillen sowie generell auf die Charakterisierung
der Bindung kleiner Molekiile an unlosliche Proteine an-
wendbar. Insbesondere funktioniert unser Protokoll mit
nicht-isotopenmarkierten Liganden, was die oft zeitaufwen-
dige Synthese markierter Liganden tiberfliissig macht und das
Sichten von Ligandenbibliotheken erleichtert. Letztendlich
wird die detaillierte Kenntnis der Interaktion kleiner Mole-
kiile mit dieser pharmakologisch wichtigen Klasse von Pro-
teinen die Entwicklung verbesserter Amyloid-Indikatoren
ermoglichen und auch die Forschung an Medikamenten for-
dern, welche die Bildung von Fibrillen und ihre Stabilitét
beeinflussen, sodass schlieBlich diese Klasse von Krankheiten
verhindert oder geheilt werden kann.

Experimentelles

Die gefdarbten NMR-Proben wurden prépariert, indem 15 mg fibril-
lisiertes, protoniertes Protein (hergestellt wie zuvor beschrieben) !
mit einem zehnfachen Uberschuss Kongorot als Dinatriumsalz (CR;
CALBIOCHEM, Katalognummer 234610) in entionisiertem Wasser
5 d bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln inkubiert wurde.
Ungebundenes CR wurde danach durch fiinf Zyklen Zentrifugation
(bei 4000 rpm, 3220 g) und Wiederauflosen des Pellets in 50 mL de-
ionisiertem Wasser abgewaschen. Der Uberstand nach der letzten
Zentrifugation war farblos. Alle Proben wurden in 50 mm Tris-HCI-
Puffer bei pH 7.4 aufgelost. Schlieflich wurden die Fibrillen in
2.5mm Varian-Rotoren hinein ultrazentrifugiert (1h bei
154000 g).”? Eine Vergleichsprobe ohne CR wurde parallel herge-
stellt und durch alle Schritte gleich behandelt bis auf die Zugabe von
CR.

Ein zweiter Satz Proben wurde mit dreifach isotopenmarkiertem
[*H,”C,""N]-Proteinmaterial hergestellt, um fiir PT-Messungen ein-
gesetzt zu werden. Nach dem Entsalzen wurde die Monomerlosung
lyophilisiert, wieder in D,O (99.85% D,O, EURISO-TOP) aufgelost
und sofort lyophilisiert. Nach einer weiteren Resuspension in D,0
wurde der pH-Wert der Losung mit 3m Tris in D,O auf pH 7.4 ein-
gestellt (nicht kompensiert fiir Effekte der Deuterierung auf die pH-
Messung). Die Fibrillisierung erfolgte iiber Nacht bei Raumtempe-
ratur unter leichtem Schiitteln. Die Probe wurde in zwei Hilften
geteilt; eine Hilfte wurde 5 d mit einem zehnfachen Uberschuss CR
ohne Isotopenmarkierung inkubiert. Danach wurden beide Proben
fiinfmal in D,0O gewaschen. Die Fibrillen wurden in 3.2 mm Bruker-
Rotoren ultrazentrifugiert (1 h bei 107000 g), diesmal ohne Stabili-
sierung des pH-Werts, um eine Verunreinigung durch Protonen zu
vermeiden. Die Vergleichsprobe wurde zu jedem Zeitpunkt gleich
behandelt (bis auf die Zugabe von CR).
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