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Abstract: N-terminal verkîrzte, Pyroglutamat-modifizierte
Varianten des Ab-Peptids sind natîrlich vorkommende che-
mische Modifikationen bei der Alzheimerschen Krankheit.
Wir zeigen hier, dass die beiden Modifikationen die L�nge der
Fibrillen und den �bergangsmittelpunkt der thermischen
Entfaltung der Fibrillen signifikant herabsetzen. Die Peptid-
konformation in den Fibrillen bleibt jedoch weitestgehend
unbeeinflusst. Diese Beobachtung l�sst darauf schließen, dass
der unmodifizierte N-Terminus die Fibrillen vor mechani-
schem Stress und Fragmentierung schîtzt. Sie erkl�rt ebenfalls
die hohe Wahrscheinlichkeit von Pyroglutamat-modifiziertem
Peptid, kleinere, besonders toxische Aggregate zu bilden.

Die N-terminale Verkîrzung und Pyroglutamat(pE)-Mo-
difikation von Ab bestimmen die biochemische Entwicklung
und das Fortschreiten der Alzheimerschen Krankheit
(AK).[1–3] Abh�ngig von der Analysemethode sind 10–50%
des abgelagerten Ab Pyroglutamat-modifiziert.[4–6] Die phar-
makologische Inhibierung der Glutaminyl-Cyclase, also des
Enzyms, das die Bildung des Lactamrings katalysiert, ver-

ringert Amyloidablagerungen in vivo und verzçgert den Ge-
d�chtnisverlust bei M�usen.[1] Bisher wurden allerdings un-
terschiedliche Ergebnisse îber die zugrundeliegenden bio-
physikalischen Einflîsse dieser Modifikationen verçffent-
licht. In mehreren Studien wurde eine beschleunigte Fibril-
lierung beobachtet,[7–10] w�hrend in anderen eine
inhibitorische Wirkung,[11] eine verst�rkte Bildung kleiner,
zytotoxischer Oligomere[8, 10,12, 13] oder ein unterschiedlicher
Einfluss auf Ab40 und Ab42 angegeben wird.[14]

Um den kinetischen Einfluss der N-terminalen Modifi-
kation auf die Fibrillenbildung zu kl�ren, wurden Thioflavin-
T(ThT)-Fluoreszenzmessungen durchgefîhrt. Diese zeigen,
dass eine N-terminale Verkîrzung die Fibrillenbildung be-
schleunigt. Der Effekt ist bei Pyroglutamat-modifiziertem
Peptid noch ausgepr�gter (Abbildung 1). Es wurden immer
disaggregierte Peptide fîr die Messungen verwendet, und
aufgrund der bekannten Streuung von ThT-Kinetiken wurden
fîr jede Versuchsbedingung mindestens fînf Replikate un-
tersucht.[15] Der beschleunigende Effekt wurde unabh�ngig
davon beobachtet, ob die verwendeten Peptide bis Amino-
s�ure 40 oder 42 reichten (Abbildung 1B). Die Modifikatio-
nen bewirken eine verkîrzte Lag-Phase sowie eine erhçhte
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 dafîr ergibt, dass die Ergebnisse durch pE-Ringbildung
oder -çffnung beeinflusst werden. Die Bestimmung der kri-
tischen Konzentration ermçglichte eine Messung der ønde-
rung der Gibbs-Energie (DG) von Ab(1–40), Ab(3–40) und
pEAb(3–40) w�hrend der Aggregation zu (¢34.7�
0.2) kJ mol¢1, (¢36.3� 0.1) kJmol¢1 bzw. (¢35.9�
0.3) kJ mol¢1. Somit scheint die Aggregation der N-terminal
modifizierten Peptide thermodynamisch etwas begînstigt zu
sein. Die Modifikation beeinflusst also sowohl die Kinetik als
auch die Thermodynamik der Fibrillierung.

Eine Analyse der Sekund�rstruktur der disaggregierten
Peptide mithilfe von Fern-UV-Circulardichroismus(CD)-
Spektroskopie zeigt �hnliche spektrale Eigenschaften bei
Ab(1–40)-, Ab(3–40)- und pEAb(3–40)-Peptiden (Abbil-
dung S3). Deutliche Minima der Elliptizit�t bei 200 nm lassen
zusammen mit bereits publizierten Kernspinresonanz-Mes-
sungen[16] auf monomeres, entfaltetes Peptid schließen. Die
ATR-Fourier-Transform-Infrarot(FTIR)-Spektren der Fi-
brillen zeigen Maxima im Bereich der Amid-I-Bande bei ñ =
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1630 cm¢1 (Abbildung S4A, Tabelle S1). Die Rçntgenbeu-
gungsmessung (XRD) mit vollst�ndig hydrierten Fibrillen
weist Reflexe bei ca. 4.7 und ca. 10 è auf (Abbildung S4B,
Tabelle S1). Außerdem binden die Fibrillen aller Peptide an
Fibrillen-spezifische Farbstoffe wie Kongorot (Abbil-
dung S4C,D) und ThT (Abbildung S4E) sowie den Antikçr-
per B10AP (Abbildung S4 F).

Im Anschluss wurde ein rekombinantes Expressionssys-
tem fîr pEAb(3–40) entwickelt, wodurch gleichfçrmig 15N-
markiertes Pyroglutamat-modifiziertes Ab hergestellt
werden konnte. Dies war die Voraussetzung, um Amidpro-
tonenaustausch (HX) mittels NMR-Spektroskopie messen zu
kçnnen (Abbildung S5 A,B). Die an der Cross-b-Konforma-
tion beteiligten Aminos�uren zeichnen sich durch verlang-
samten Austausch der Amidprotonen durch Deuterium
aus.[17–19] Insbesondere die Aminos�uren 17–25, 31, 32, 35 und
36 der pEAb(3–40)-Fibrillen sind stark vor Austausch ge-
schîtzt (Abbildung 2A). Fîr die Aminos�uren 3–5 liegt

mangels eindeutiger Zuordnung der NMR-Signale keine
Aminos�ure-spezifische Information vor.

Die vor Austausch geschîtzten Bereiche sind den Refe-
renzmessungen mit Ab(1–40) sehr �hnlich (Abbildung 2B,C).
W�hrend die NMR-, XRD-, FTIR- und Ligandenbindungs-
experimente zeigen, dass die aus modifizierten und unmodi-
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 kîrzer als Ab(1–X)-Filamente.
Dies wurde sowohl mit verschiedenen Chargen der Peptide
als auch fîr Ab(1–40) und Ab(1–42) beobachtet (Abbildun-
gen 3A–F und S6).

Das Versetzen von Lçsungen der disaggregierten pEAb-
(3–40)- oder Ab(1–40)–Peptide mit 5% vorab gebildeten
pEAb(3–40)- oder Ab(1–40)-Peptiden fîhrt nicht zu einer
�bertragung der L�ngeneigenschaften auf die Tochterfila-
mente und beeinflusst die L�ngenverteilung nur geringfîgig
(Abbildung S7). Disaggregiertes Ab(1–40) bildet immer
lange Filamente, w�hrend disaggregiertes pEAb(3–40) ein-
heitlich kurze Fibrillen ergibt. Wir schlussfolgern, dass die
L�ngeneigenschaften der Fibrillen nicht die Gegenwart spe-
zifischer Konformationen erfordern, die durch Seeding auf
die Tochterfibrillen îbertragen werden kçnnen, sondern
vielmehr vom Einbau der chemisch modifizierten Peptide
abh�ngen. Diese Schlussfolgerung wird weiter durch Expe-
rimente gestîtzt, bei denen die beiden Peptide in disaggre-
giertem Zustand gemischt wurden und die L�nge der resul-
tierenden Filamente bestimmt wurde (Abbildung S8). W�h-
rend reine Ab(1–40)-Fibrillen eine mittlere L�nge von mehr
als 2.500 nm haben, sinkt dieser Wert auf ungef�hr 900 nm in
der Gegenwart von 10% pEAb(1–40), auf weniger als 500 nm
mit 50% pEAb und unter 200 nm mit 100% pEAb. Immu-
nogoldmarkierung und TEM best�tigen die Bildung ge-
mischter Fibrillen und zeigen die Bindung von Ab(1–40)- und
pEAb(3–40)-spezifischen Antikçrpern an dieselben Fila-
mente (Abbildung S9).

Abbildung 1. N-terminale Modifikation beschleunigt die Fibrillierung
von Ab. A) Aminos�uresequenzen der untersuchten Ab-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 Aminos�ure 40 enden.
Rechte Spalte: Peptide, die bei Aminos�ure 42 enden (n = 5,6). Die
Aggregationskinetiken wurden bei 37 88C, 50 mm Natriumphosphatpuf-
fer (pH 7.4) und 20 mm Ab aufgenommen. Farbkodierung: Ab(1–X):
schwarz, Ab(3–X): blau, pEAb(3–X): rot.

Abbildung 2. Protonierungsgrad nach HX-Austausch fír A) pEAb(3–
40) und B) Ab(1-40). Aminos�uren, die nicht quantifiziert werden
konnten, sind durch Sternchen gekennzeichnet. C) Korrelationsdia-
gramm der Protonierungsgrade. Eine lineare Regression und der R-
Wert wurden durch lineare Anpassung mithilfe der Methode der kleins-
ten Fehlerquadrate erhalten. Fehlerbalken zeigen die Standardabwei-
chung (n= 3).
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Fibrillen aus pEAb(3–40) sind anf�llig fîr Fragmentie-
rung w�hrend der TEM-Probenpr�paration, da wir h�ufig die
Zerstçrung ursprînglich viel l�ngerer Filamente auf dem
EM-Probengitter beobachten (Abbildung 3 G). Fîr unmodi-
fiziertes Ab gibt es keine vergleichbaren EM-Aufnahmen.
Darîber hinaus ist die Fibrillenl�nge stark abh�ngig von der
Agitationsst�rke. Die Zugabe von Teflonkugeln und eine
Erhçhung der Schîttelgeschwindigkeit verringern die Fibril-
lenl�ngen wirksam (Abbildung S10). Schrittweises Erhitzen
fîhrt zu sigmoidalem Verlust des fîr b-Faltbl�tter charakte-
ristischen Fern-UV-CD-Signals bei 217 nm. Der Mittelpunkte
der Temperaturîberg�nge liegen bei (56.6� 0.8) 88C fîr Ab(1–
40), (48.7� 0.5) 88C fîr Ab(3–40) und (51.0� 0.4) 88C fîr
pEAb(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.
Zun�chst zeigt sich, dass die pE-Modifikation die Fibrillie-
rung einer Serie von Peptiden, die bis Aminos�ure 40 oder 42
reichen, beschleunigt. Somit konnten frîhere Mutmaßungen
îber unterschiedliche Effekte der Pyroglutamatmodifizie-

rung bei Ab(X–40)- und Ab(X–42)-Peptiden[14] oder îber
eine mçgliche inhibitorische Wirkung der Modifikationen[11]

nicht best�tigt werden. Die inhibitorische Aktivit�t wurde
zun�chst aufgrund von TEM-Aufnahmen angenommen, die
zeigten, dass die Bildung langer Filamente durch die Modi-
fizierung verhindert wird.[11] Dieses Resultat ist konsistent mit
den hier gezeigten TEM-Aufnahmen, in denen kurze pEAb-
Fibrillen zu sehen sind (Abbildungen 3A–C und S6). �ber
die thermodynamischen Messungen konnte jedoch gezeigt
werden, dass die molekulare Basis dieses Effekts nicht in
verhinderter Aggregation/Fibrillenbildung begrîndet ist,
sondern in verst�rkter Fragmentierung der gebildeten Fila-
mente sowie in erhçhter Anf�lligkeit fîr mechanischen und
thermischen Stress.

Die Fragmentierung von Fibrillen spielt eine entschei-
dende Rolle bei Fibrillierungskinetiken[20] und der Toxizit�t
der Aggregate. Kleine Aggregate zeigen eine hçhere spezi-
fische Aktivit�t als große Aggregate,[21] und zahlreiche Pu-
blikationen belegen, dass die pathogen relevantesten Struk-
turen bei pEAb besonders klein sind.[8, 12,13] Der hier be-
schriebene Nachweis einer verst�rkten Fragmentierung der
Aggregate bietet eine Erkl�rung auf molekularer Ebene fîr
die Neigung dieser Peptide, zytotoxische Strukturen zu
bilden. Die geringere Stabilit�t der modifizierten Fibrillen
h�ngt weniger von der Gegenwart eines Lactamrings ab als
einfach vom Fehlen der beiden N-terminalen Aminos�uren,
denn sowohl Ab(3–X) als auch pEAb(3–X) bilden kurze Fi-
brillen (Abbildungen 3 und S6). Diese Beobachtung legt
zudem nahe, dass die beiden N-terminalen Reste eine Rolle
bei der Stabilisierung der Fibrillen spielen (Abbildung 3H).
Tats�chlich lassen frîhere NMR- und Kryo-EM-Studien auf
die N-terminale Stabilit�t in bestimmten Ab-Aggregaten
schließen,[22–24] und Festkçrper-NMR-Messungen ergaben
hçhere Ordnungsparameter fîr die ersten beiden Amino-
s�uren von Ab(1–40)-Fibrillen als fîr Aminos�ure drei.[25,26]

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 natîrlich auftretenden Varianten, die in
der Literatur beschrieben und biophysikalisch charakterisiert
wurden,[27] einen der mutagenen Hotspots von Ab-Peptiden
dar.

Dass chemische Modifikationen in der Lage sind, die Fi-
brillenl�nge zu beschr�nken, ist nicht nur relevant fîr das
Verst�ndnis der Effekte dieser natîrlich vorkommenden
Modifikation in der øtiologie von AK, sondern beweist zu-
gleich, dass die L�nge amyloider Strukturen durch chemische
Mittel beeinflussbar ist. Diese Beobachtung kçnnte fîr die
gezielte Entwicklung von Peptidaggregaten in aufstrebenden
biotechnologischen Anwendungen mit Amyloid-�hnlichen
Strukturen von Bedeutung sein.
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Abbildung 3. Morphologie und strukturelle Stabilit�t von chemisch
modifizierten Fibrillen. A–C) TEM-Abbildungen von A) Ab(1–40)-,
B) Ab(3–40)- und C) pEAb(3–40)-Aggregaten. Maßstabsskala 200 nm.
D–F) Histogramme der Fibrillenl�ngenmessung der jeweiligen TEM-
Abbildungen (Klassenbreite 100 nm, n = 200). G) EM-Bild von pEAb(3–
40)-Aggregaten. Maßstabsskala 100 nm. H) Thermische Stabilit�t von
Ab-Fibrillen; zu sehen ist die schrittweise Disaggregation (Abnahme
der molaren Elliptizit�t pro Aminos�ure bei 220 nm) der Fibrillen mit
zunehmender Temperatur (n = 3).
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