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Polymorphismus von Amyloidfibrillen in vivo
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Abstract: Polymorphismus ist ein weit verbreitetes Merkmal
von in vitro gebildeten Amyloid-artigen Fibrillen, doch blieb
bislang unklar, ob Amyloidfibrillen in vivo ebenso von diesem
Phinomen betroffen sind. Hier zeigen wir, dass sich verschie-
dene innerhalb eines Patienten gebildete Amyloidfibrillen er-
heblich in ihrer Morphologie unterscheiden konnen. Wir er-
halten diesen Befund mit Amyloidfibrillen aus verschiedenen
Organen, bestehend aus nicht-homologen Polypeptidketten
sowie aus menschlichem und tierischem Gewebe. Unabhiingig
von Amyloidtyp und -herkunft finden wir, dass in vivo gebil-
dete Amyloidfibrillen signifikant polymorphe Eigenschaften
aufweisen. Diese Daten lassen darauf schlieflen, dass die che-
mischen Grundlagen jener Reaktionen, die in der Selbstorga-
nisation zu Fibrillen zu Polymorphismus fiihren, in vivo und
in vitro grundsitzlich konserviert sind.

Amyloidfibrillen sind lineare Aggregate aus selbstorgani-
sierten Polypeptidketten.!'! Sie haben eine spezifische, inter-
molekulare B-Faltblattstruktur, die cross-p? genannt wird
und die im Korper von Menschen und Tieren im Laufe von
Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder verschiedenen
Formen systemischer Amyloidose auftritt.'!! Wihrend die
Vorlauferproteine dieser pathogenen Aggregate in der Regel
auch im Reagenzglas Fibrillen bilden konnen, ist bis jetzt
unklar, ob in vitro gebildete Fibrillen in ihren Strukturei-
genschaften jenen Fibrillen, die in Patienten oder erkrankten
Tieren vorkommen, entsprechen. Diese Ungewissheit spie-
gelt sich auch in einer Empfehlung der International Society
of Amyloidosis wider, nach der in vitro geformte Fibrillen
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allgemein als ,,Amyloid-dhnlich“ bezeichnet und von in vivo
gebildeten,  Bona-Fide-Amyloidfibrillen  unterschieden
werden sollten.™

Ein wesentliches Merkmal von in vitro geformten Fibril-
len ist ihr Strukturpolymorphismus. Das heif3t, eine Fibril-
lenbildungsreaktion ruft ein mehr oder weniger diverses
Spektrum von Fibrillenmorphologien hervor.>®! Anderungen
der Bedingungen der Fibrillenbildung beeinflussen dieses
Spektrum, machen es schmaler oder breiter, oder induzieren
Fibrillenensembles, die auf Einzelpartikelebene in ihrer Zu-
sammensetzung variieren.

Polymorphismen innerhalb einer Probe konnen fiir
spektroskopische Techniken wie die NMR-Spektroskopie
unsichtbar sein, wenn die Protomere in den verschiedenen
Fibrillenmorphologien eine nahezu identische Konformation
aufweisen. In diesen Fillen werden Einzelpartikeltechniken
zu ihrer Darstellung benétigt. Wiahrend der Polymorphismus
von in vitro gebildeten Fibrillen klar belegt ist,**! blieb das
Vorhandensein von polymorphen Fibrillenmorphologien im
Fall von Patientenmaterial noch umstritten. So schlédgt eine
neue Veroffentlichung vor, dass AP-Fibrillen eines Alzhei-
mer-Patienten homogen sind, sich aber vom einen zum an-
deren Patienten unterscheiden konnen.”” Ein solches Szena-
rio konnte z.B. im Kontext personalisierter medizinischer
Ansiitze relevant sein.'”! Allerdings sind die Schlussfolge-
rungen in der besagten Studie nicht durch direkte Untersu-
chungen an Patientenfibrillen erhalten worden, sondern
durch NMR-spektroskopische Analysen von isotopenmar-
kierten Fibrillenin vitro, die in Gegenwart von Hirnhomoge-
naten und Fibrillationskeimen gebildet wurden.

Im Unterschied dazu haben wir die Struktur von Fibrillen
untersucht, die aus verschiedenen Amyloid-haltigen Gewe-
ben extrahiert wurden. Die Analyse erfolgt auf Einzelparti-
kelebene mit Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).
Das verwendete Verfahren zur Aufreinigung der Fibrillen
beruht auf der urspriinglichen Wasserextraktionsmethode,
welche die Wasserloslichkeit von Amyloidfibrillen nutzt."
Angewendet auf das Herzamyloid einer 51-jahrigen Frau, die
an Leichtketten(AL)-Amyloidose leidet, finden wir mittels
TEM und Negativ-Kontrastierung deutlich sichtbare Fibrillen
(Abbildung 1 A). Die denaturierende Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese zeigt die verhéltnisméfig hohe Reinheit der
Fibrillenproteine und das Vorhandensein einer dominieren-
den Proteinspezies bei 12 kDa (Abbildung 1B). Durch Ver-
wendung von Edman-Abbau und Massenspektrometrie
konnte die Aminosduresequenz des AL-Proteins bestimmt
werden (Abbildung 1 A der Hintergrundinformationen (SI)).
Sie entspricht einem N-terminalen Fragment einer Al-
Leichtkette, das durch Sequenzierung der cDNA des mali-
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gnen A-Plasmazellklons, welcher der Krankheit zugrunde
liegt, gewonnen wurde (Abbildung 1 A der SI). Mittels Mas-
senspektrometrie wurde die Masse des AL-Proteins bestimmt
[(12168 +4) Da; Abbildung 1B der SI], die gut mit der
theoretisch erwarteten Masse (12167 Da) iibereinstimmt.

Die extrahierten Fibrillen zeigen die klassischen Merk-
male einer Amyloidstruktur und werden von typischen
Amyloid-bindenden Farbstoffen wie Kongorot und Thiofla-
vin T gefarbt (Abbildung 2 A,B der SI). Sie fithren auch zu
griiner Doppelbrechung nach Kongorot-Farbung. Durch In-
frarotspektroskopie mit abgeschwéchter Totalreflexion lassen
sich ein hoher (3-Faltblattanteil (Abbildung 2 C der SI) sowie
ein Amid-I-Maximum bei # = 1636 cm ™' nachweisen.

Eine quantitative Erfassung der Fibrillenmorphologie
mittels TEM in Form von Messungen der helikalen Gang-
hohe, der Fibrillenbreite und der apparenten Breite der Fi-
brille an den Uberkreuzungspunkten (Abbildung 2) teilt die
Fibrillen dieses AL-Patienten in mindestens zwei verschie-
dene Gruppen, hier Morphologie I und II genannt, ein (Ab-
bildung 2B,C). Morphologie I ist deutlich diinner [durch-
schnittliche Breite (14 4 1.4) nm] als Morphologie II [durch-
schnittliche Breite (19 +0.8) nm] und zeigt weniger gut aus-
geprigte Uberkreuzungspunkte (Abbildung 2B). Sehr dhnli-
che Befunde wurden mit einem zweiten Fall einer
menschlichen kardialen AL-Amyloidose erzielt, in dem das
Untersuchungsgut aus dem explantierten Herzen einer
56 Jahre alten Frau gewonnen wurde (Abbildung 3 A der SI).
Diese Fibrillen enthalten ein anderes Leichtkettenfragment-
protein (Abbildung 3B der SI) als im Fall 1, zeigen aber auch
die typischen Amyloidmerkmale nach Farbstoffbindung oder
im Infrarot (Abbildung4 der SI). Mittels TEM konnten
mindestens zwei klar unterschiedliche Fibrillenmorphologien
nachgewiesen werden, die sich in ihren durchschnittlichen
Breiten [(11.6+0.6) gegeniiber (20.6 +1.3) nm] und Gang-
hohen [(163 +7) gegeniiber (212 +23) nm; Abbildung 2D,E]
unterscheiden. Das hei3t, Morphologie I ist diinner als Mor-
phologie II und weist deutlichere Uberkreuzungspunkte auf.

Nachdem wir den Polymorphismus in beiden AL-Amy-
loidosefillen nachgewiesen hatten, wendeten wir uns der mt-
ATTR-Amyloidose zu, die auf der Fehlfaltung von mutiertem
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Abbildung 2. A) Schematische Darstellung der Parameter Fibrillenbrei-
te, -ganghshe und -breite an einem Uberkreuzungspunkt basierend auf
Elektronenmikroskopie, Datenbankeintrag EMD-3132.1") Negativ-kon-
trastierte TEM-Aufnahmen von AL-Amyloidfibrillen [Fall 1, (B)] und ein
Graph der Strukturparameter (C). Negativ-kontrastierte TEM-Aufnah-
men von AL-Amyloidfibrillen [Fall 2, (D)] und ein Graph der Strukturpa-
rameter (E). Mafstabsbalken 100 nm.

Transthyretin beruht. Die untersuchten Fibrillen stammen
hier aus dem Herzgewebe eines 64 Jahre alten Mannes mit
einer Val40lle-Mutation. Wieder gibt es mehr als eine gut
aufgeloste Fibrillenmorphologie. Morphologie I ist diinner
und zeigt auBerdem auch keine klar erkennbaren Uberkreu-
zungspunkte, wihrend Morphologie II eine deutlichere Peri-
odizitdt entlang der Fibrillenhauptachse aufweist (Abbil-
dung 3 A).

Polymorphismus ist nicht nur mit menschlichen Fibrillen
assoziiert, er wurde von uns auch bei tierischen Amyloidfi-
brillen beobachtet, z. B. bei Fibrillen, die aus den Nieren von
AA-amyloiden Miusen (Mus musculus; Abbildung 3B)!'!

Abbildung 3. Negativ-kontrastierte mt-ATTR-Amyloidfibrillen aus
menschlichem Herz (A) und AA-Amyloidfibrillen aus Mausniere (B),
Fuchsniere (C) und Ziegenuterus (D). Maf3stabsbalken 100 nm.
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und Inselfiichsen (Urocyon littoralis; Abbildung 3 C)" sowie
aus dem Uterus von AA-amyloiden Ziegen (Capra aegagrus
hircus; Abbildung 3D) gewonnen wurden.!"”! Diese Fibrillen
bestehen aus SAA1- (Maus)™® oder SAA3-Protein (Ziege)!"!
oder aus Homologen von SAA1 oder SAA2 im Fuchs.' In
allen Fillen fanden wir mehrere Morphologien (Abbil-
dung 3B-D), wobei wir in unseren Abbildungen in der Regel
nur ausgewdhlte Fibrillenmorphologien darstellen und dar-
tiber hinaus nur eine kleine Anzahl aller Fibrillen eines er-
krankten Tieres oder Menschen extrahieren und analysieren
konnten.

Auf Grundlage dieser Befunde schlussfolgern wir, dass
der Korper eines jeden hier untersuchten Patienten oder
Tieres mehrere Fibrillenmorphologien enthielt und dass der
Polymorphismus von Amyloidfibrillen ein somit weit ver-
breitetes, wenn nicht ein konserviertes Merkmal von Am-
yloidfibrillen in vivo darstellt. Er betrifft Fibrillen, die von
nicht-homologen Proteinen gebildet und in verschiedenen
Organen abgelagert wurden und anschlieend Krankheiten in
Mensch oder Tier verursachen. Unsere Daten dhneln auBer-
dem fritheren Beobachtungen, die eine unterschiedliche
Farbstoffaffinitit von histologischen Schnitten berichten und
moglicherweise auf dem Polymorphismus von Fibrillen
in vivo beruhen."'" Mithilfe eines Kontrollversuchs konnten
wir des Weiteren zeigen, dass unsere Extraktionsprozedur die
Morphologie von vorgeformten Fibrillen nicht nennenswert
zerstort (Abbildung 5 der SI).

Die molekulare Grundlage des Fibrillenpolymorphismus
liegt in Variationen in der Zahl, Orientierung oder Sub-
struktur der Protofilamente.'® Unterschiedliche Anordnun-
gen der Protofilamente gehen mit gednderten Interaktions-
flichen zwischen benachbarten Protofilamenten einher,
wihrend Unterschiede in der Protofilament-Substruktur
verschiedene Konformationen und/oder Anordnungen der
Polypeptidketten innerhalb eines Protofilaments implizie-
ren.'” Diese Unterschiede entstehen letztlich im Rahmen
von Variationen wihrend der Fibrillenbildung und der Aus-
formung strukturell verschiedener Fibrillationskeime, die in
der Folge zu unterschiedlichen Fibrillenmorphologien aus-
wachsen konnen. In der Tat weisen frithere Studien auf
stochastische Variationen im Keimbildungsprozess hin,”” und
schlieBlich zeigen Molekiildynamik-Simulationen, dass bei
der Bildung von polymorphen Fibrillen auch kinetische Fak-
toren eine entscheidende Rolle spielen konnen.!

Dariiber hinaus ist der Prozess der Fibrillenbildung
selbstverstdndlich auch abhéingig von den Umweltbedingun-
gen, und Verdnderungen in der Temperatur oder Losungs-
zusammensetzung konnen die bevorzugten Interaktionen
zwischen den Polypeptidketten beeinflussen. Allerdings gibt
es derzeit nur unzureichende Vorstellungen dariiber, wie eine
bestimmte Losungszusammensetzung zu einem bestimmten
Fibrillenensemble fithren kann. Eine Studie zum Polymor-
phismus von Af-Fibrillen berichtet von einer Reduktion von
Fibrillenmorphologien mit exponierten hydrophoben Ober-
flichen in Gegenwart kosmotroper Salzionen.?? Innerhalb
einer Zelle wird die Fibrillenmorphologie allerdings zusétz-
lich von Faktoren wie makromolekularem Gedringe, mole-
kularen Chaperonen oder Lipiddoppelmembranen beein-
flusst.

Angew. Chem. 2016, 128, 4903-4906

Zuschriften

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Hinzu kommen Substanzen wie Glykosaminoglykane, die
in den Aggregationsmechanismus eingreifen konnen.” So
konnte die Interaktion mit den regelméfBigen Mustern der
Polysaccharide spezielle Fibrillenstrukturen induzieren. Ein
weiteres Beispiel bilden Prionenstimme, wo verschiedene
Prionenstrukturen ihre eigene Replikation induzieren und
spezifische Krankheitsphinotypen hervorrufen koénnen.?
Wihrend all diese Faktoren die Varianz der in vivo gebildeten
Fibrillen beeinflussen konnten, ist bislang unklar geblieben,
inwieweit diese ausreichen, die Homogenitédt der Fibrillen
innerhalb eines Patienten zu erkldren.

Unsere Beobachtungen von verschiedenen in vivo gebil-
deten Fibrillenmorphologien zeigen, dass solche Faktoren in
den untersuchten Fillen nicht die Bildung polymorpher Fi-
brillenstrukturen zu unterdriicken vermogen. Die Selbstor-
ganisation von Polypeptidketten folgt somit in vivo dhnlichen
chemischen Prinzipien wie die Fibrillenbildung in einem
Reaktionsgefil.

Experimentelles

Vorschrift zur Fibrillenextraktion: Fibrillen wurden von Amyloid-
haltigem Gewebe durch ein abgewandeltes Wasserextraktionsver-
fahren gewonnen.!'! 250 mg Gewebe wurden mit einem Skalpell ge-
schnitten und fiinfmal mit 0.5 mL Tris-Calcium-Puffer (20 mm Tris,
138 mM NaCl, 2 mm CaCl,, 0.1% NaN,, pH 8.0) gewaschen. Jeder
Waschschritt bestand aus schonendem Vortexen und Zentrifugieren
bei 3100 g fiir 1 min bei 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 1 mL frisch hergestellter 5mgmL~" Clostridium-histolyti-
cum-Kollagenase-Losung (Sigma) in Tris-Calcium-Puffer resuspen-
diert. Nach einer Inkubation bei 37°C tiber Nacht auf einem hori-
zontalen Kreisschiittler bei 750 rpm wurde das Gewebematerial bei
3100 g tiir 30 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand entfernt.
Das Pellet wurde in 0.5 mL Tris-Ethylendiamintetraessigsdure-
(EDTA)-Puffer (20 mm Tris, 140 mm NaCl, 10 mm EDTA, 0.1%
NaNj;, pH 8.0) resuspendiert und mit einem Kontes-Pellet-Morser
homogenisiert (5 Zyklen bestehend aus 1 s an und 1 s aus). Das Ho-
mogenat wurde 5 min bei 3100 g und 4°C zentrifugiert, und der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt. Dieser Schritt wurde neunmal
wiederholt. Nach dem zehnten Homogenisationsschritt mit Tris-
EDTA-Puffer wurde das Gewebepellet in 0.5 mL eiskaltem Wasser
mit einem Kontes-Pellet-Morser homogenisiert. Das Homogenat
wurde 5 min bei 3100 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
entfernt und als Wasserextrakt 1 gelagert. Dieser Schritt wurde
neunmal wiederholt.

TEM: Negativ-kontrastierte TEM-Proben wurden hergestellt,
indem 5 pl Probenlosung auf einem mit Formvar tiberzogenen und
kohlebedampften 200-Mesh-Kupfernetzchen (Plano) immobilisiert
wurden. Nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
iiberschiissige Losung vorsichtig mit einem Filterpapier abgesaugt.
AnschlieBend wurde das Kupernetzchen dreimal mit Wasser gewa-
schen und dreimal mit einer 2% (w/v) Uranylacetatlosung gefarbt.
Die Kupfernetzchen wurden mit einem JEM-1400-TEM (JEOL)
belichtet, das bei 120 kV betrieben wurde. Zur Messung der Fibril-
lenganghdhe und -breite sowie der Breite der Uberkreuzungspunkte
wurde die Software Image] verwendet. Die gesammelten Daten
wurden mithilfe der Origin-Software aufgetragen.
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