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Verstarkte Fibrillen-Fragmentierung N-terminal verkiirzter,
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Abstract: N-terminal verkiirzte, Pyroglutamat-modifizierte
Varianten des Ap-Peptids sind natiirlich vorkommende che-
mische Modifikationen bei der Alzheimerschen Krankheit.
Wir zeigen hier, dass die beiden Modifikationen die Linge der
Fibrillen und den Ubergangsmittelpunkt der thermischen
Entfaltung der Fibrillen signifikant herabsetzen. Die Peptid-
konformation in den Fibrillen bleibt jedoch weitestgehend
unbeeinflusst. Diese Beobachtung ldsst darauf schlieflen, dass
der unmodifizierte N-Terminus die Fibrillen vor mechani-
schem Stress und Fragmentierung schiitzt. Sie erklirt ebenfalls
die hohe Wahrscheinlichkeit von Pyroglutamat-modifiziertem
Peptid, kleinere, besonders toxische Aggregate zu bilden.

Die N-terminale Verkiirzung und Pyroglutamat(pE)-Mo-
difikation von Af bestimmen die biochemische Entwicklung
und das Fortschreiten der Alzheimerschen Krankheit
(AK).'* Abhingig von der Analysemethode sind 10-50 %
des abgelagerten AP Pyroglutamat-modifiziert."* Die phar-
makologische Inhibierung der Glutaminyl-Cyclase, also des
Enzyms, das die Bildung des Lactamrings katalysiert, ver-
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ringert Amyloidablagerungen in vivo und verzogert den Ge-
dichtnisverlust bei Mausen.['! Bisher wurden allerdings un-
terschiedliche Ergebnisse iiber die zugrundeliegenden bio-
physikalischen FEinfliisse dieser Modifikationen veroffent-
licht. In mehreren Studien wurde eine beschleunigte Fibril-
lierung beobachtet,”  wihrend in anderen eine
inhibitorische Wirkung,'!! eine verstirkte Bildung kleiner,
zytotoxischer Oligomere!®!*1213 oder ein unterschiedlicher
Einfluss auf AP40 und AP42 angegeben wird.['"]

Um den kinetischen Einfluss der N-terminalen Modifi-
kation auf die Fibrillenbildung zu kldren, wurden Thioflavin-
T(ThT)-Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Diese zeigen,
dass eine N-terminale Verkiirzung die Fibrillenbildung be-
schleunigt. Der Effekt ist bei Pyroglutamat-modifiziertem
Peptid noch ausgeprigter (Abbildung 1). Es wurden immer
disaggregierte Peptide fiir die Messungen verwendet, und
aufgrund der bekannten Streuung von ThT-Kinetiken wurden
fiir jede Versuchsbedingung mindestens fiinf Replikate un-
tersucht.'”) Der beschleunigende Effekt wurde unabhiingig
davon beobachtet, ob die verwendeten Peptide bis Amino-
sdure 40 oder 42 reichten (Abbildung 1B). Die Modifikatio-
nen bewirken eine verkiirzte Lag-Phase sowie eine erhohte
Wachstumsrate k& (Abbildung S1 der Hintergrundinforma-
tionen). Dies bedeutet, dass sowohl die Lag-Phase als auch
die Wachstumsphase der Fibrillenbildung durch die Modifi-
kation beschleunigt werden.

Massenspektrometrie vor und nach erfolgter Disaggre-
gation sowie der Fibrillenbildung ergaben identische Peptid-
massen (Abbildung S2), sodass sich zumindest kein Anhalts-
punkt dafiir ergibt, dass die Ergebnisse durch pE-Ringbildung
oder -6ffnung beeinflusst werden. Die Bestimmung der kri-
tischen Konzentration ermoglichte eine Messung der Ande-
rung der Gibbs-Energie (AG) von AB(1-40), AB(3-40) und
pEAB(3-40) wihrend der Aggregation zu (—34.7+
02)kJmol™,  (-36340.1)kJmol™"  bzw. (-359+
0.3) kJmol™". Somit scheint die Aggregation der N-terminal
modifizierten Peptide thermodynamisch etwas begiinstigt zu
sein. Die Modifikation beeinflusst also sowohl die Kinetik als
auch die Thermodynamik der Fibrillierung.

Eine Analyse der Sekundéirstruktur der disaggregierten
Peptide mithilfe von Fern-UV-Circulardichroismus(CD)-
Spektroskopie zeigt dhnliche spektrale Eigenschaften bei
APB(1-40)-, AB(3-40)- und pEAP(3-40)-Peptiden (Abbil-
dung S3). Deutliche Minima der Elliptizitit bei 200 nm lassen
zusammen mit bereits publizierten Kernspinresonanz-Mes-
sungen® auf monomeres, entfaltetes Peptid schlieBen. Die
ATR-Fourier-Transform-Infrarot(FTIR)-Spektren der Fi-
brillen zeigen Maxima im Bereich der Amid-I-Bande bei 7=
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Die vor Austausch geschiitzten Bereiche sind den Refe-
renzmessungen mit AB(1-40) sehr dhnlich (Abbildung 2B,C).
Wihrend die NMR-, XRD-, FTIR- und Ligandenbindungs-
experimente zeigen, dass die aus modifizierten und unmodi-

5166

0 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80
Zeit/h
Abbildung 1. N-terminale Modifikation beschleunigt die Fibrillierung
von AP. A) Aminosiuresequenzen der untersuchten Af3-Peptide. B—
D) ThT-basierte Messungen der Aggregationskinetik von B) AB(1-X),
C) AB(3-X) und D) pEAB(3-X) zeigen den Einfluss der N-terminalen
Modifikation. Linke Spalte: Peptide, die bei Aminosiure 40 enden.
Rechte Spalte: Peptide, die bei Aminoséure 42 enden (n=>5,6). Die
Aggregationskinetiken wurden bei 37°C, 50 mm Natriumphosphatpuf-
fer (pH 7.4) und 20 um AP aufgenommen. Farbkodierung: AR (1-X):
schwarz, A (3-X): blau, pEAB(3—X): rot.

1630 cm ™ (Abbildung S4 A, Tabelle S1). Die Rontgenbeu-
gungsmessung (XRD) mit vollstindig hydrierten Fibrillen
weist Reflexe bei ca. 4.7 und ca. 10 A auf (Abbildung S4B,
Tabelle S1). AuBerdem binden die Fibrillen aller Peptide an
Fibrillen-spezifische Farbstoffe wie Kongorot (Abbil-
dung S4C,D) und ThT (Abbildung S4E) sowie den Antikor-
per BIOAP (Abbildung S4F).

Im Anschluss wurde ein rekombinantes Expressionssys-
tem fiir pEAPB(3-40) entwickelt, wodurch gleichférmig °N-
markiertes Pyroglutamat-modifiziertes A  hergestellt
werden konnte. Dies war die Voraussetzung, um Amidpro-
tonenaustausch (HX) mittels NMR-Spektroskopie messen zu
konnen (Abbildung S5A,B). Die an der Cross-f-Konforma-
tion beteiligten Aminosduren zeichnen sich durch verlang-
samten Austausch der Amidprotonen durch Deuterium
aus.'”"! Insbesondere die Aminosiuren 17-25, 31, 32, 35 und
36 der pEAp(3-40)-Fibrillen sind stark vor Austausch ge-
schiitzt (Abbildung2A). Fir die Aminosduren 3-5 liegt
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fizierten Peptiden gebildeten Fibrillen @hnliche Peptidkon-
formationen aufweisen, ergeben sich bei Transmissionselek-
tronenmikroskopie(TEM)-Messungen deutliche Unterschie-
de in der Morphologie der Fibrillen. AB(3-X)- und pEAB(3-
X)-Fibrillen sind signifikant kiirzer als AB(1-X)-Filamente.
Dies wurde sowohl mit verschiedenen Chargen der Peptide
als auch fiir AB(1-40) und AP(1-42) beobachtet (Abbildun-
gen 3 A-F und S6).

Das Versetzen von Losungen der disaggregierten pEAR-
(3-40)- oder AP(1-40)-Peptide mit 5% vorab gebildeten
PEAB(3-40)- oder AP(1-40)-Peptiden fiihrt nicht zu einer
Ubertragung der Lingeneigenschaften auf die Tochterfila-
mente und beeinflusst die Langenverteilung nur geringfiigig
(Abbildung S7). Disaggregiertes AP(1-40) bildet immer
lange Filamente, wihrend disaggregiertes pEAP(3-40) ein-
heitlich kurze Fibrillen ergibt. Wir schlussfolgern, dass die
Lingeneigenschaften der Fibrillen nicht die Gegenwart spe-
zifischer Konformationen erfordern, die durch Seeding auf
die Tochterfibrillen iibertragen werden konnen, sondern
vielmehr vom Einbau der chemisch modifizierten Peptide
abhingen. Diese Schlussfolgerung wird weiter durch Expe-
rimente gestiitzt, bei denen die beiden Peptide in disaggre-
giertem Zustand gemischt wurden und die Linge der resul-
tierenden Filamente bestimmt wurde (Abbildung S8). Wih-
rend reine APB(1-40)-Fibrillen eine mittlere Linge von mehr
als 2.500 nm haben, sinkt dieser Wert auf ungefdahr 900 nm in
der Gegenwart von 10 % pEA(1-40), auf weniger als 500 nm
mit 50% pEAf und unter 200 nm mit 100 % pEAf. Immu-
nogoldmarkierung und TEM bestétigen die Bildung ge-
mischter Fibrillen und zeigen die Bindung von Af3(1-40)- und
pEAR(3-40)-spezifischen Antikorpern an dieselben Fila-
mente (Abbildung S9).
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Abbildung 3. Morphologie und strukturelle Stabilitat von chemisch
modifizierten Fibrillen. A-C) TEM-Abbildungen von A) AB(1-40)-,

B) AP (3—40)- und C) pEAf(3—-40)-Aggregaten. Mafdstabsskala 200 nm.
D-F) Histogramme der Fibrillenldangenmessung der jeweiligen TEM-
Abbildungen (Klassenbreite 100 nm, n=200). G) EM-Bild von pEAB(3—
40)-Aggregaten. Maf3stabsskala 100 nm. H) Thermische Stabilitit von
AB-Fibrillen; zu sehen ist die schrittweise Disaggregation (Abnahme
der molaren Elliptizitdt pro Aminosdure bei 220 nm) der Fibrillen mit
zunehmender Temperatur (n=3).

Fibrillen aus pEAP(3-40) sind anfillig fiir Fragmentie-
rung wihrend der TEM-Probenpriparation, da wir hiufig die
Zerstorung urspriinglich viel ldangerer Filamente auf dem
EM-Probengitter beobachten (Abbildung 3 G). Fiir unmodi-
fiziertes AP gibt es keine vergleichbaren EM-Aufnahmen.
Dariiber hinaus ist die Fibrillenlédnge stark abhingig von der
Agitationsstirke. Die Zugabe von Teflonkugeln und eine
Erhohung der Schiittelgeschwindigkeit verringern die Fibril-
lenldngen wirksam (Abbildung S10). Schrittweises Erhitzen
fiihrt zu sigmoidalem Verlust des fiir f-Faltblitter charakte-
ristischen Fern-UV-CD-Signals bei 217 nm. Der Mittelpunkte
der Temperaturiibergiange liegen bei (56.6 & 0.8) °C fiir AR(1-
40), (48.7+0.5)°C fir AB(3-40) und (51.0+0.4)°C fiir
pEAP(3-40). Diese Daten zeigen die geringere Resistenz der
modifizierten Fibrillen gegen Hitzedenaturierung oder phy-
sischen Stress im Vergleich zu unmodifizierten Fibrillen.

Aus unseren Daten ergeben sich mehrere Folgerungen.
Zunichst zeigt sich, dass die pE-Modifikation die Fibrillie-
rung einer Serie von Peptiden, die bis Aminosdure 40 oder 42
reichen, beschleunigt. Somit konnten frithere MutmaBBungen
iiber unterschiedliche Effekte der Pyroglutamatmodifizie-
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rung bei AP(X—40)- und AP(X—42)-Peptiden oder iiber
eine mogliche inhibitorische Wirkung der Modifikationen!!
nicht bestitigt werden. Die inhibitorische Aktivitdt wurde
zunidchst aufgrund von TEM-Aufnahmen angenommen, die
zeigten, dass die Bildung langer Filamente durch die Modi-
fizierung verhindert wird.!"! Dieses Resultat ist konsistent mit
den hier gezeigten TEM-Aufnahmen, in denen kurze pEA-
Fibrillen zu sehen sind (Abbildungen 3 A—C und S6). Uber
die thermodynamischen Messungen konnte jedoch gezeigt
werden, dass die molekulare Basis dieses Effekts nicht in
verhinderter Aggregation/Fibrillenbildung begriindet ist,
sondern in verstdarkter Fragmentierung der gebildeten Fila-
mente sowie in erhohter Anfilligkeit fiir mechanischen und
thermischen Stress.

Die Fragmentierung von Fibrillen spielt eine entschei-
dende Rolle bei Fibrillierungskinetiken® und der Toxizitit
der Aggregate. Kleine Aggregate zeigen eine hohere spezi-
fische Aktivitit als groBe Aggregate,?!) und zahlreiche Pu-
blikationen belegen, dass die pathogen relevantesten Struk-
turen bei pEAP besonders klein sind.®'>!l Der hier be-
schriebene Nachweis einer verstdrkten Fragmentierung der
Aggregate bietet eine Erkldrung auf molekularer Ebene fiir
die Neigung dieser Peptide, zytotoxische Strukturen zu
bilden. Die geringere Stabilitdt der modifizierten Fibrillen
hidngt weniger von der Gegenwart eines Lactamrings ab als
einfach vom Fehlen der beiden N-terminalen Aminosiduren,
denn sowohl AB(3-X) als auch pEAB(3-X) bilden kurze Fi-
brillen (Abbildungen3 und S6). Diese Beobachtung legt
zudem nahe, dass die beiden N-terminalen Reste eine Rolle
bei der Stabilisierung der Fibrillen spielen (Abbildung 3 H).
Tatséchlich lassen frithere NMR- und Kryo-EM-Studien auf
die N-terminale Stabilitdt in bestimmten Af-Aggregaten
schlieBen,”? und Festkorper-NMR-Messungen ergaben
hohere Ordnungsparameter fiir die ersten beiden Amino-
siduren von AP(1-40)-Fibrillen als fiir Aminosiure drei.”°!
Somit hat das Peptid keinen ausgefransten, strukturell flexi-
blen N-Terminus; vielmehr ist dieser stattdessen an der Bil-
dung einer stabilen Konformation beteiligt. Zudem stellt der
N-Terminus mit zwei natiirlich auftretenden Varianten, die in
der Literatur beschrieben und biophysikalisch charakterisiert
wurden, einen der mutagenen Hotspots von AB-Peptiden
dar.

Dass chemische Modifikationen in der Lage sind, die Fi-
brillenlédnge zu beschrianken, ist nicht nur relevant fiir das
Verstdandnis der Effekte dieser natiirlich vorkommenden
Modifikation in der Atiologie von AK, sondern beweist zu-
gleich, dass die Linge amyloider Strukturen durch chemische
Mittel beeinflussbar ist. Diese Beobachtung konnte fiir die
gezielte Entwicklung von Peptidaggregaten in aufstrebenden
biotechnologischen Anwendungen mit Amyloid-dhnlichen
Strukturen von Bedeutung sein.
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