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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Amyloidosen zihlen zu den Protein-Konformationskrankheiten

Durch den Prozess der Proteinfaltung erhalten Polypeptidketten ihre native,
dreidimensionale und funktionelle Struktur. Aufgrund fehlerhafter Faltungsreaktionen oder
den Verlust der nativen Struktur kénnen jedoch fehlgefaltete Polypeptidketten entstehen,
die ihre Funktion nicht mehr ausiiben. Dadurch konnen sogenannte Protein-
Konformationskrankheiten hervorgerufen werden, wie Amyloidosen'>. Bei diesen
Krankheiten bilden die fehlgefalteten Polypeptidketten fibrillire Aggregate, die als
Amyloidfibrillen bezeichnet werden'*.

Der Begriff Amyloid (= stirkedhnlich) leitet sich von dem griechischen Wort
amylon (= Stirke) ab und wurde urspriinglich in einem botanischen Kontext benutzt’. Im
Jahr 1854 iibernahm Rudolf Virchow den Begriff in die medizinische Terminologie®.
Virchow beschrieb damit pathogene Ablagerungen im menschlichen Gehirn’ und anderen
Organen®, die eine stirkedhnliche oder zelluloseartige Reaktion mit Jod und Schwefelsdure
zeigten. Spétere Untersuchungen ergaben jedoch, dass diese Ablagerungen primér nicht
aus Polysacchariden bestehen, sondern proteindsen Ursprungs sind’.

Amyloidfibrillen sind schitzungsweise mit iiber 100 verschiedenen Krankheiten
assoziiert, so zum Beispiel mit der Alzheimer-Krankheit, Diabetes mellitus Typ II oder
Arteriosklerose (Tab. 1.1)**'°. Bei der Alzheimer-Krankheit werden Amyloidfibrillen aus
dem AB-Peptid oder dem Tau-Protein gebildet’, bei anderen Krankheiten beispielsweise
aus Transthyretin (TTR)"' oder dem Serum Amyloid A (SAA)-Protein'’. Amyloid-
ablagerungen konnen grundsitzlich bei Frauen und Ménnern jeden Alters und in allen
Geweben auftreten. Jedoch kommen sie sehr selten bei Kindern und jungen Erwachsenen
vor und sind hdufiger bei Minnern als bei Frauen zu beobachten''.
Amyloidablagerungen sind ab einem gewissen Alter, als Folge des Alterungsprozesses, im

14,17

Korper eines jeden Menschen nachweisbar ™ . Bei einigen Amyloidosen kann die massive

Ablagerung von Fibrillen (bis zu mehreren Kilogramm) zu einem Verlust der Elastizitit
von Geweben und mechanischer Zerstorung flihren, wodurch es zu einer funktionellen

Beeintrichtigung kommt'®'®*". In anderen Fillen, vor allem bei zerebralen Amyloidosen,

20-22 23-25

wird primdr eine durch Amyloidfibrillen oder intermedidre Aggregate induzierte



1. Einleitung

Zytotoxizitit diskutiert, beispielsweise durch eine Perforation von Membranen durch
Porenbildung®® oder eine mechanische Penetration®.

Neben den  proteindsen  Amyloidfibrillen  bestehen  extrazelluldre
Amyloidablagerungen aus sekundidren Komponenten. Diese konnen andere Proteine (z. B.
Serum Amyloid P (SAP), Kollagen oder Apolipoprotein E), Proteoglykane (z. B.
Heparansulfat oder Dermatansulfat) oder Lipide (z. B. Cholesterol oder Sphingomyelin)

4,14,27

sein . Zum Teil binden die sekunddren Komponenten mit hoher Affinitit an die

Amyloidfibrillen und beeinflussen vermutlich deren Bildung, Stabilitdt und

Pathogenitit'***%.

Tabelle 1.1. Auswahl an Polypeptidketten, die mit Amyloidosen assoziiert sind*'®.

Vorlaufer-Polypeptid Amyloid-Klassifikation — Krankheit

AB-Peptid AP Alzheimer-Krankheit
Immunglobulin leichte Kette AL Systemische AL-Amyloidose
B,-Mikroglobulin ABM Dialyse-assoziierte Amyloidose
Transthyretin ATTR Senile kardiovaskuldre Amyloidose
Serum Amyloid A Protein AA Rheumatoide Arthritis
Apolipoprotein Al AApoAl Arteriosklerose

Lysozym ALys Familidre viszerale Amyloidose
Prion Protein APrP Spongiforme Enzephalopathien
Prolaktin APro Prolaktinome

Insulin Alns Iatrogene Insulin-Amyloidose
Amylin (IAPP) AIAPP Diabetes mellitus Typ II

Tau ATau Alzheimer-Krankheit

Medin AMed Amyloid der Aortenmedia
Lactoferrin AlLac Amyloid der Kornea

Semenogilin I ASeml Amyloid der Samenblase

Cystatin C ACys Familidre Amyloidose (Islandischer Typ)
Calcitonin ACal Medullédres Schilddriisenkarzinom




1. Einleitung

1.2. Definitionen von Amyloidfibrillen

Fiir den Begriff Amyloidfibrille existieren in verschiedenen wissenschaftlichen

Fachgebieten unterschiedliche Definitionen**".

Im pathologischen Sinne werden
Amyloidfibrillen nach den Kriterien des Nomenclature Committee of the International
Society of Amyloidosis definiert’. Danach sind Amyloidfibrillen in vivo-Ablagerungen, die
eine charakteristische fadenférmige Erscheinung im Elektronenmikroskop (EM) und ein
typisches  Rontgenbeugungsmuster aufweisen. Des  Weiteren  zeichnen  sich
Amyloidfibrillen durch eine Affinitit fiir amyloidspezifische Farbstoffe, wie Kongorot
(KR) mit gleichzeitiger charakteristischer rot-grilner Doppelbrechung, aus’. Im
Unterschied dazu wurde vorgeschlagen, fiir alle nicht in vivo gebildeten Fibrillen, welche
die iibrigen Kriterien fiir Amyloidfibrillen erfiillen, den Begriff amyloidédhnliche Fibrillen
zu verwenden”.

Strukturbiologisch gesehen sind Amyloidfibrillen fadenférmige Polypeptid-

30,31

Aggregate mit einer gekreuzten B-Faltblatt (cross-f)-Struktur™". Bei dieser Definition

spielen die Bedingungen der Fibrillenbildung eine untergeordnete Rolle, da aus

struktureller Sicht keine fundamentalen Unterschiede zwischen in vitro und in vivo

30,32

gebildeten Fibrillen existieren™ . Ferner wird die Interaktion mit amyloidspezifischen

Farbstoffen nicht beriicksichtigt, da die charakteristischen optischen Eigenschaften von KR
oder Thioflavin-T (ThT) und deren spezifische Bindung sehr von den Ldsungs- und

16,30,33,34

Féarbungsbedingungen abhingen . Zusitzlich sind fiir diese Farbstoffe eine ganze

Reihe von Kreuzreaktionen mit nicht-fibrilliren Aggregaten, globuldr gefalteten
Polypeptidketten oder nicht-proteinsen Molekiilen dokumentiert®®~>*,
In Anlehnung an die strukturbiologische Definition werden alle Fibrillen in dieser

Arbeit, ohne Berticksichtigung ihres Bildungsortes, als Amyloidfibrillen bezeichnet.



1. Einleitung

1.3. Die Bildung von Amyloidfibrillen als generische Eigenschaft von
Polypeptidketten

Es ist eine steigende Anzahl von Polypeptidketten bekannt, die in vitro Fibrillen
bilden, jedoch bisher nicht mit Amyloidosen in Verbindung gebracht wurden. In ihren
strukturellen Eigenschaften unterscheiden sich diese Fibrillen nicht von in vivo
abgelagerten Fibrillen. Dazu gehdren intrinsisch ungefaltete Homopolymere, wie
Poly-L-Lysin und Poly-L-Threonin®, oder die globulir gefaltete, vollstindig o-helikale
Polypeptidkette Myoglobin®. Daraus resultierend wurde das Konzept formuliert, dass die
Bildung von Amyloidfibrillen eine generische Eigenschaft von Polypeptidketten
darstellt’****!. Demzufolge existiert neben der Proteinfaltung ein separater Weg, um eine
geordnete Struktur zu bilden. Daher konnen globuldr gefaltete Polypeptidketten zwei
geordnete konformationelle Zustidnde einnehmen: auf der einen Seite die native, globuldre
Struktur und auf der anderen Seite eine aggregierte, amyloide Struktur (Abb. 1.1).
Diesbeziiglich ist auch der kiirzlich eingefiihrte Begriff des ,,Amyloms* zu nennen**. Das
Amylom bezeichnet die Gesamtheit aller Polypeptidketten, die in der Lage sind
Amyloidfibrillen zu bilden**. Demzufolge sind in beinahe jeder komplexen Polypeptidkette

. . . . . . 42-4
kurze Aminoséuresequenzen vorhanden, die zur Amyloidbildung neigen** ™.

{ Aggregation Proteinfaltun
| < ggreg WM?_ 9)

|
u

ungefaltete nativ gefaltete
Amyloidfibrille Polypeptidkette Polypeptidkette

Abbildung 1.1. Konzept der Bildung von Amyloidfibrillen als generische Eigenschaft von Polypeptidketten.
Neben der Proteinfaltungsreaktion, die zur nativen, globuldren Struktur von Polypeptidketten fiihrt, tritt die Aggregation
auf, die in der Bildung einer strukturell hoch geordneten Amyloidfibrille resultiert. Bildquellen: Sachse et al. (2008)*,

www.icrm.cnr.it/COLOMBO/colombo_home.html.



1. Einleitung

Aus der rekombinanten Proteinexpression ist die Bildung von sogenannten
Einschlusskorpern (inclusion bodies) bekannt. Neuere strukturelle Untersuchungen zu
Einschlusskorpern deuten darauf hin, dass diese eine amyloiddhnliche Struktur aufweisen
koénnen*’**. Als molekulare Ursache fiir deren Bildung wird unter anderem ein Mangel an
molekularen Chaperonen diskutiert”. Aufgrund dieses Zusammenhangs wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die Aggregation mdglicherweise der ,primitive* und
»standardmaBige* Strukturierungsweg fiir Polypeptidketten ist, sofern diese nicht durch
spezifische schiitzende Mechanismen, wie molekulare Chaperone, verhindert wird*>**,

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass lebende Organismen Amyloidfibrillen
fiir funktionelle Zwecke nutzen®”'"?. So wird eine Amyloidstruktur bei mehreren humanen
Proteinhormonen (z. B. Somatostatin oder Oxytocin) als natiirliche Speicherform in
sekretorischen Granula vermutet’”. Zudem wird fiir Amyloidfibrillen des HET-s-Proteins
eine Beteiligung am programmierten Zelltod des Pilzes Podospora anserina diskutiert™.
Ein weiteres Beispiel ist die Amyloidstruktur des Proteins Curlin, welches E.coli
vermutlich zur Adhision an Oberflichen und fiir die Bindung von Wirtsproteinen dient™*.

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass allein das Vorhandensein einer

Amyloidstruktur nicht schadlich ist™.

1.4. Die gemeinsamen Eigenschaften von Amyloidfibrillen

Die verschiedenen Polypeptidketten, die mit Amyloidosen assoziiert sind, weisen
keine offensichtlichen Homologien in Bezug auf Sequenz, Struktur oder Funktion auf’.
Ungeachtet dessen, zeigen jedoch alle Amyloidfibrillen folgende gemeinsame
Charakteristika®™’: eine fibrillire Gesamtstruktur, die Anordnung der Polypeptidketten in
einer gekreuzten B-Faltblatt-Struktur, die Interaktion mit spezifischen heteroaromatischen

Farbstoffen und ein typisches Infrarot-Absorptionsverhalten.
1.4.1. Die fibrillire Gesamtstruktur von Amyloidfibrillen

Amyloidfibrillen zeichnen sich durch eine langgestreckte, unverzweigte und
fibrillire Gesamtstruktur aus (Abb. 1.2)°*>®. Sie kénnen bis zu einigen Mikrometern lang
sein und weisen typischerweise eine Dicke zwischen 5nm bis 25nm auf’.
Amyloidfibrillen sind aus einer oder mehreren filamentdsen Grundeinheiten, sogenannten

Protofilamenten, aufgebaut (Abb. 1.2b)**. Der Begriff Protofilament bezeichnet eine



1. Einleitung

lineare Abfolge von Proteinmolekiilen. Mehrere Protofilamente interagieren liber laterale
Kontaktflichen miteinander und lagern sich so zu einer Amyloidfibrille zusammen
(Abb. 1.2b).

Amyloidfibrillen sind oft helikal gewunden. Diese Helizitit duflert sich durch das
periodische Auftreten von scheinbaren Verjiingungen der Fibrillendicke, sogenannten
Uberkreuzungspunkten (cross-over) (Abb. 1.2a). Die meisten Amyloidfibrillen sind
linksdrehend gewunden (Abb. 1.2b)*063-66 1 diesem Kontext wird die intrinsische

Linksdrehung natiirlich vorkommender R-Faltblitter aus L-Aminosduren als vermutliche

60,67

molekulare Ursache diskutiert”’. In Ubereinstimmung damit kénnen rechtsdrehend

gewundene Amyloidfibrillen durch die entsprechenden Polypeptidketten aus

68,69

D-Aminosduren gebildet werden™”". Allerdings widersprechen neuere Daten dieser

Hypothese, da auch rechtsdrehend gewundene Amyloidfibrillen aus L-Aminosdure

70,71

Polypeptidketten gebildet werden konnen Die zugrunde liegenden molekularen

Mechanismen fiir diese Unterschiede sind bisher nicht geklért.

AR1-42) AB(1-40) a-Synuclein Insulin

Dicke

e ———
r——
. = Smi——

\
}_

Uberkreuzungspunkt

Abbildung 1.2. Die fibrillire Gesamtstruktur von Amyloidfibrillen.
(a) Definition der Begriffe Dicke und Uberkreuzungspunkt anhand einer schematischen Amyloidfibrille. (b)
Seitenansicht (oben) und Aufsicht (unten) der dreidimensionalen Rekonstruktion einer AP(1-42)%-, AB(1-40)%-,

72

o-Synuclein-"? und Insulin-Fibrille®. Die Protofilamente der Amyloidfibrillen werden durch ,*“ gekennzeichnet.

Bildquellen: Féndrich (2009), Schmidt et al. (2009)*, Jimenez et al. (2002)*, Vilar et al. (2008)"°.
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1.4.2. Die gekreuzte B-Faltblatt-Struktur

Alle Amyloidfibrillen erzeugen im Rontgen- oder Elektronenbeugungsexperiment

7476 Dieses Muster besteht bei der

ein  charakteristisches Reflexionsmuster
Rontgenbeugung aus einer intensiven meridionalen Reflexion bei 4,6 A bis 4,8 A und einer
schwicheren #quatorialen Reflexion bei 5A bis 12 A (Abb. 1.32)**™*. Sowohl die
Orientierung der Reflexionen als auch deren molekulare Abstinde werden als sogenannte
gekreuzte B-Faltblatt-Struktur interpretiert30’44’74’77. Diese spezifische Konformation bildet
das zentrale strukturelle Riickgrat von Amyloidfibrillen.

Das wesentliche Merkmal der gekreuzten p-Faltblatt-Struktur ist ein
intermolekulares B-Faltblatt, welches entlang der Fibrillenldngsachse verlduft (Abb. 1.3b).
Demzufolge sind die p-Stringe der einzelnen Polypeptidketten senkrecht zur
Fibrillenldngsachse und die intermolekularen ~Wasserstoftbriickenbindungen des
B-Faltblattes parallel zur Fibrillenlingsachse angeordnet (Abb. 1.3b). Als weitere
Konsequenz erstrecken sich die Seitenketten der Aminosduren senkrecht zur -Faltblatt-
Ebene (Abb. 1.3c). Die meridionale Reflexion, der sogenannte Hauptkettenabstand, wird
durch den Molekiilabstand zwischen benachbarten [-Stringen eines [-Faltblattes
verursacht und entspricht damit dem Standardabstand der Wasserstoffbriickenbindung.
Folglich ist diese Reflexion unabhiingig von der Aminosiuresequenz bei etwa 4,7 A fixiert
(Abb. 1.3b). Die &quatoriale Reflexion, der sogenannte Seitenkettenabstand, gibt die

Distanz zwischen benachbarten B-Faltblattern wieder und wird somit durch die Lénge der

[

‘ j{d }?ITA
}%}_4%&

4,7 A

}'{—ﬁw_{ 47 A

Abbildung 1.3. Die gekreuzte p-Faltblatt-Struktur von Amyloidfibrillen.

- ¢ <« [~10A

Fibrillenlangsachse

(a) Rontgenbeugungsmuster einer AB(1-40)-Amyloidfibrille. Eine intensive meridionale Reflexion erscheint bei 4,7 A;

#6_ Seitenansicht (b) und Aufsicht (c) einer gekreuzten

wiihrend eine diffuse dquatoriale Reflexion bei etwa 10 A erscheint
B-Faltblatt-Struktur eines Mikrokristalls des Sup35(7-13)-Fragments eines Hefeproteins (20MM.PDB)*. Bildquelle:

Sachse et al. (2006)*.
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Seitenketten bestimmt (Abb. 1.3c). Demzufolge ist diese Reflexion von der
Aminosduresequenz abhidngig und zeigt eine grofere Variabilitit zwischen verschiedenen

Amyloidfibrillen.

1.4.3. Amyloidfibrillen interagieren mit spezifischen heteroaromatischen Farbstoffen

Amyloidfibrillen besitzen generell ein starke Affinitit fiir heteroaromatische
Farbstoffe, wie KR oder ThT, und induzieren charakteristische Verdnderungen in deren

34,78 - _ )
8 Dieser Zusammenhang ermdglicht den Nachweis von

optischen Verhalten
Amyloidfibrillen mit Hilfe von histologischen und spektroskopischen Methoden.

Die Bindung des Farbstoffes KR an Amyloidfibrillen kann einerseits durch
Lichtmikroskopie, nach histologischer ~Farbung®*”, und andererseits durch
Absorptionsspektroskopie®™ nachgewiesen werden (Abb. 1.4). Die histologische Firbung
mit KR ist bis heute die iibliche Methode fiir den Nachweis von Amyloidfibrillen'®.
Diesbeziiglich ist eine charakteristische rot-griine Doppelbrechung im kreuzpolarisierten
Licht zu beobachten (Abb. 1.4a). Absorptionsspektroskopisch kann die Bindung von KR
an Amyloidfibrillen durch eine Verschiebung des Absorptionsmaximums zu hdheren
Wellenldngen nachgewiesen werden (Abb. 1.4b). Gleichzeitig erhoht sich die
Absorptionsintensitit im Maximum und eine zusétzliche Absorptionsschulter tritt bei etwa

540 nm auf (Abb. 1.4b).

T
|
s KR+
/ \  Fibrillen
y I
/o 1\ :
E | \.\ ]
L 1/ I \
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Absorption /
[willkiirliche Einheiten]

Abbildung 1.4. Die Interaktion von KR mit Amyloidfibrillen.

(a) Lichtmikroskopische Aufnahme von Amyloidfibrillen nach KR-Farbung ohne (links) und mit (rechts)
kreuzpolarisiertem Licht. Die Farbung wechselt dabei von rot (links) zu gelb-griin (rechts). (b) Absorptionsspektrum von
KR in An- und Abwesenheit von Amyloidfibrillen. Diese induzieren eine deutliche Erhéhung der Absorption und eine
Verschiebung des Maximums zu hoheren Wellenldngen (Kreis). Zusétzlich entsteht eine Schulter bei ungefdhr 540 nm

(gestrichelte Linie).
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Ein weiterer, oft verwendeter Indikator fiir die Bildung und Anwesenheit von
Amyloidfibrillen ist der Farbstoff ThT**?. Dessen Bindung an Amyloidfibrillen kann
durch Fluoreszenzspektroskopie verfolgt werden, da die Interaktion mit Amyloidfibrillen

zu einer deutlichen Erhohung der ThT-Fluoreszenz fiihrt (Abb. 1.5).

Fluoreszenz
(willkiirliche Einheiten)

460 500 550 600 650

Wellenlange (nm)

Abbildung 1.5. Die Interaktion von ThT mit Amyloidfibrillen.
(a) Darstellung eines Fluoreszenzspektrums von ThT in An- und Abwesenheit von Amyloidfibrillen. Die

Amyloidfibrillen erzeugen eine deutliche Erhdhung der Fluoreszenzintensitét von ThT.

1.4.4. Amyloidfibrillen zeigen ein typisches Infrarot-Absorptionsverhalten

Fourier-Transform-Infrarot (FTIR)-Spektroskopie ermdglicht die Unterscheidung
von nativen, globuldr gefalteten Polypeptidketten und Amyloidfibrillen im
Wellenzahlbereich zwischen 1600 cm™ und 1700 cm™ (Abb. 1.6)*™. Dieser Bereich, als
sogenannte Amid-I-Region (in H,O) oder Amid-I"-Region (in D,0O) bezeichnet, gibt
Auskunft liber den konformationellen Kontext des Polypeptidriickgrates und damit iiber
die Sekundarstruktur®™.

Amyloidfibrillen weisen ein Amid-I- oder Amid-I"-Maximum in der Region von
1611 cm™ bis 1630 cm™ auf, wihrend globulire p-Faltblatt-Proteine ein Maximum
zwischen 1630 cm™ bis 1643 cm™ aufweisen (Abb. 1.6)*. Dieser Unterschied wird mit
einer groBeren Anzahl an -Strangen und einer geringeren Verdrehung der pB-Faltblatter in

Amyloidfibrillen erklart®*®

. Daneben wird ein zusitzliches Maximum in der Region von
1675 cm™ bis 1690 cm™ als ein Indiz fir das Vorhandensein von antiparallelen
B-Faltblittern gewertet*™®. Jedoch gibt es Hinweise, dass ein solches Maximum keine
generelle Unterscheidung von parallelen und antiparallelen p-Faltblittern ermdglicht™™"!

und mit der Anwesenheit von nicht fibrilliren Aggregaten assoziiert ist’.
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a b
globulares Protein mit . .

hohem B-Faltblatt-Anteil Amyloidfibrillen
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Abbildung 1.6. FTIR-Spektren der globuliir gefalteten Polypeptidkette TTR oder TTR-Fibrillen.
Das Amid-I’-Maximum von nativem TTR bei etwa 1630 cm™ (a) unterscheidet sich deutlich von dem Amid-I'-
Maximum von TTR-Fibrillen bei etwas 1615 cm™ (b). Die eingefiigten Abbildungen zeigen eine Binderdarstellung von

nativem TTR (a, 1RLB.PDB)” und eine elektronenmikroskopische-Aufnahme von TTR-Fibrillen (b). Bildquelle:
Féndrich (2007)%.

1.5. Der strukturelle Aufbau von Amyloidfibrillen

Die Strukturaufkldrung von Amyloidfibrillen mittels etablierter Techniken, wie
Rontgenkristallographie oder Standard-Fliissigphasen-Kernspinresonanz (nuclear magnetic
resonance, NMR)-Spektroskopie, wird durch einige Eigenschaften von Amyloidfibrillen
betrichtlich erschwert. Dazu gehdren das hohe Molekulargewicht, die unldsliche, nicht-

kristallisierbare Beschaffenheit und eine grof3e strukturelle Heterogenitit. Daher stammen

wesentliche strukturelle Informationen iiber Amyloidfibrillen von verschiedenen

biophysikalischen ~Techniken®***"  wie

Rontgenbeugung 7, Festkorper-NMR-
98-101

, Fliissigphasen-NMR-Spektroskopie kombiniert
Wasserstoffaustausch®'*'% Elektronenmikroskopie™ "6

Spektroskopie mit
,  Zirkulardichroismus-
Spektroskopie83 oder FTIR—Spektroskopieg3’84. Ergénzende Informationen iiber die Struktur
von Amyloidfibrillen wurden beispielsweise durch limitierte Proteolyse'*%’

systematische Mutagenese-Studien'®®''! erhalten.

oder

Allerdings ist es bisher nur in Einzelfdllen gelungen eine atomare Struktur von
Fibrillen, wie beispielsweise fiir HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5)"2, aufzukliren. Somit

existieren fiir die meisten Amyloidfibrillen bislang keine atomaren Strukturen, jedoch eine

10
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Vielzahl an strukturell unterschiedlichen Modellen, zum Beispiel fir AP(1-40)-'",
APB(1-42)-'"* oder Amylin(20-29)-Fibrillen'".
Zusitzlich dienen sogenannte Mikrokristalle als wichtige Modellsysteme fiir das

434 Mikrokristalle konnen aus kurzen

Verstindnis der Struktur von Amyloidfibrillen
Fragmenten verschiedener Polypeptidketten gebildet werden. Sie weisen die typischen
Charakteristika von Amyloidfibrillen auf, kénnen im Gegensatz zu diesen jedoch mit
Rontgenkristallographie — strukturell — analysiert werden***. Dadurch erméglichen
Mikrokristalle einen Einblick in die vermutliche Struktur von Amyloidfibrillen.

Im Folgenden wird an einigen Beispielen ein Uberblick des aktuell diskutierten
strukturellen Aufbaus von Amyloidfibrillen und Mikrokristallen verschiedener
Polypeptidketten —gegeben. Neben den strukturellen Unterschieden zwischen
Amyloidfibrillen verschiedener Polypeptidketten treten auch strukturelle Unterschiede
zwischen Amyloidfibrillen auf, die aus einer Polypeptidkette entstehen kdnnen. Dieser

sogenannte Polymorphismus von Amyloidfibrillen wird in einem weiteren Abschnitt

beleuchtet.

1.5.1. Strukturen und Strukturmodelle von Amyloidfibrillen

Fiir langere Peptidfragmente oder Vollldngen-Polypeptidketten, wie beispielsweise
HET-s(218-289)'"2, AB(1-40)'" oder AB(1-42)'", wird aufgrund von Festkdrper-NMR-
Daten eine sogenannte S-arch-Struktur in Amyloidfibrillen diskutiert. Ein f-arch wird
durch zwei B-Striange gebildet, die in verschiedenen p-Faltblattern lokalisiert sind und {iber
eine Schleife, einen sogenannten fS-arc, verbunden sind (Abb. 1.8b, 1.9)'"*'"°  Als
Konsequenz interagieren die beiden B-Strénge iiber ihre Seitenketten miteinander und nicht
tiber Wasserstoftbriicken, wie es in einer f-Haarnadel-Struktur der Fall ist.

Die Grundstruktur von HET-s(218-289)-Amyloidfibrillen (pH 7,5) ist eine links
gewundene B-Helix, deren zentraler Kern aus drei gekreuzten [B-Faltblédttern besteht
(Abb. 1.8)'"2. Jeweils ein HET-s(218-289)-Molekiil bildet zwei Windungen der p-Helix
und ist somit an der Bildung von zwei B-Stringen eines jeden gekreuzten P-Faltblattes
beteiligt (Abb. 1.8a). Die p-Faltblitter werden aus deckungsgleichen und parallel
angeordneten B-Stringen gebildet, wobei deckungsgleich bedeutet, dass alle B-Stringe
entlang eines [-Faltblattes in einer Linie ausgerichtet sind (Abb. 1.8). In ihrer

Grundstruktur und Geometrie erinnert die HET-s(218-289)-Fibrille (pH 7,5) an globulére

11
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116,117

B-Helix-Proteine , wie zum Beispiel das P22 Tailspike-Protein''® oder die Pektat-

Lyase Pel-15'".

Abbildung 1.8. Struktur einer HET-s(218-289)-Amyloidfibrille (pH 7,5).

Seitenansicht (a) und Aufsicht (b) der Struktur einer HET-s(218-289)-Fibrille (pH 7,5)''%. In der Seitenansicht sind fiinf
HET-s(218-289)-Molekiile farbkodiert dargestellt. In der Aufsicht ist das zentrale HET-s(218-289)-Molekiil aus (a) zu
sehen. Die Pfeile zeigen die drei gekreuzten B-Faltblitter, die den zentralen Kern der Amyloidfibrille bilden. Bildquelle:
Wasmer et al. (2008)"'%.

Frithere Modelle von AB(1-40)- und AP(1-42)-Amyloidfibrillen basieren im
Wesentlichen auf Festkorper-NMR-Daten'*'**!'?°. Der  strukturelle Kern der
Protofilamente besteht aus vier (AB(1-40)-Fibrillen)'® oder zwei (AB(1-42)-Fibrillen)'®
gekreuzten [-Faltblittern (Abb. 1.9). Diese sind aus deckungsgleichen und parallel
angeordneten B-Strangen aufgebaut. Die Aufsicht der Protofilamente zeigt, dass jeweils ein
AB-Molekiil an der Bildung von zwei [-Faltblittern beteiligt ist, wodurch die
Polypeptidketten in einer S-arch-Struktur vorliegen (Abb. 1.9). In diesem Kontext werden
die externen B-Faltblitter des AP(1-40)-Protofilaments durch N-terminale Bereiche der
Polypeptidketten (Abb. 1.9a, rot) und die internen B-Faltblatter durch C-terminale Bereiche
der Polypeptidketten gebildet (Abb. 1.9a, blau). Der N-Terminus der Polypeptidketten liegt
in beiden Fibrillen vermutlich ungeordnet vor und fehlt daher in den Festkérper-NMR-

Strukturmodellen' %,

12
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AB(1-40) AB(1-42)

awe|yojoid
JUSWE|OJ0Id

Abbildung 1.9. Strukturmodelle von AB(1-40)- oder AB(1-42)-Amyloidfibrillen, abgeleitet von Festkorper-NMR.
Seitenansicht (links) und Aufsicht (rechts) der aus Festkdrper-NMR abgeleiteten Strukturmodelle von AB(1-40)-
Fibrillen'®” (a) oder AB(1-42)-Fibrillen'® (b). Die Seitenansicht der p-Faltblitter zeigt die parallele und deckungsgleiche
Orientierung der B-Strdnge. Ferner ldsst sich in der Aufsicht die f-arch-Struktur der Polypeptidketten erkennen. Die
Strukturmodelle sind ohne den flexiblen N-Terminus dargestellt. PDB-Zugangscode: AP(1-42): 2BEG.PDB'*™.
Bildquelle: Petkova et al. (2006)120.

Dagegen schlagen neuere Studien alternative Strukturen fiir die Polypeptidketten in
APB(1-40)- und AB(1-42)-Fibrillen vor. Diese wurden aus Kryo-EM-Rekonstruktionen mit
einer Auflosung von 8 A (AB(1-40)-Fibrille)®* und 15 A (AP(1-42)-Fibrille)*® abgeleitet
(Abb. 1.10). Im Gegensatz zu den Festkorper-NMR-Modellen wird fiir beide Fibrillen eine
dhnliche Protofilamentstruktur vorgeschlagen. Der zentrale Kern der Protofilamente
besteht aus zwei miteinander gepaarten -Faltblattern (Abb. 1.10). Im Unterschied zu den
Festkorper-NMR-Modellen ist ein AB-Molekiil an der Bildung von nur einem zentralen
B-Faltblatt beteiligt (Abb. 1.10). Diese werden aus C-terminalen Bereichen der
Polypeptidketten gebildet (Abb. 1.10). Damit &hnelt diese Struktur den beiden internen
B-Faltblattern des Festkorper-NMR-Strukturmodells von AP(1-40)-Fibrillen (Abb. 1.9a)
und erinnert ferner an die Anordnung des sogenannten Reillverschluss-Motivs
(steric zipper), welches in Mikrokristallen vorkommt (siche unten)”. Ein weiterer
Unterschied zu den Festkorper-NMR-Strukturmodellen ist die Anordnung der N-Termini
der Polypeptidketten. Diese liegen in der Peripherie des Protofilamentes und sind nicht an
der Bildung der =zentralen [-Faltblatt-Struktur beteiligt (Abb. 1.10). Um jedoch
detailliertere strukturelle Aussagen treffen zu kdnnen sind weitere Untersuchungen mit

hoherer Auflésung notwendig.

13
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AB(1-40) AB(1-42)

| Juswie|yojoid |

Abbildung 1.10. Strukturmodelle von Ap(1-40)- oder AP(1-42)-Amyloidfibrillen, abgeleitet von Kryo-EM.
Seitenansicht (links) und Aufsicht (Mitte) der Kryo-EM-Rekonstruktion, sowie den daraus abgeleiteten Strukturmodellen
(rechts) von AP(1-40)-Fibrillen® (a) oder AP(1-42)-Fibrillen® (b). Die durchgezogenen Linien im Strukturmodell zeigen
B-Striinge an, die gestrichelten Linien ungeordnete Bereiche. Bildquelle: Schmidt et al. (2009)%.

Rontgenkristallographische Untersuchungen an Mikrokristallen zeigten, dass deren
struktureller Kern aus zwei miteinander gepaarten gekreuzten B-Faltblédttern aufgebaut ist
(Abb. 1.11)**. Das besondere an dieser Anordnung ist die Bildung eines sogenannten
ReiBverschluss-Motivs™. Das ReiBverschluss-Motiv entsteht durch das komplementire
und reiBverschlussartige Ineinandergreifen der Seitenketten der beiden [-Faltblétter,
wodurch eine dicht gepackte Struktur entsteht (Abb. 1.11b). Die gekreuzten B-Faltblatter
von Mikrokristallen kénnen einerseits aus deckungsgleichen und parallel angeordneten
B-Stringen aufgebaut sein, wie beispielsweise bei Sup35(7-13)-Mikrokristallen, oder
andererseits aus deckungsgleichen und antiparallel angeordneten [B-Stringen, wie bei
Mikrokristallen von Insulin- oder Ap-Peptidfragmenten (Abb. 1.11a)*. Dariiber hinaus
wird eine antiparallele B-Faltblatt-Organisation ebenfalls fiir Amyloidfibrillen von kurzen
Peptidfragmenten, wie Amylin(20-29)“3, A[3(16-22)121 oder AB(11-25)98, diskutiert
(Abb. 1.11).

14
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Sup35(7-13) Insulin(12-17) Amylin(20-29)
(B-Kette)

Abbildung 1.11. Strukturen und Strukturmodelle von Mikrokristallen und Amyloidfibrillen.

Seitenansicht (a) und Aufsicht (b) der Mikrokristall-Struktur des Sup35(7-13)-Fragments und Insulin(12-17)-Fragments
der B-Kette, sowie des Strukturmodelles einer Amylin(20-29)-Fibrille. PDB-Zugangscode: Sup35(7-13): 20MM.PDB*,
Insulin(12-17): 20MQ.PDB*, Amylin(20-29): 2KIB.PDB' ",

1.5.2. Der strukturelle Polymorphismus von Amyloidfibrillen

Das zentrale strukturelle Riickgrat aller Amyloidfibrillen ist die gekreuzte
B-Faltblatt-Struktur. Trotzdem kommen Amyloidfibrillen, die aus der gleichen
Polypeptidkette gebildet werden, in strukturell verschiedenen Morphologien vor’’>'?,
Diese strukturelle Heterogenitit, der sogenannte Polymorphismus, tritt sowohl unter
verschiedenen, als auch unter identischen Fibrillierungsbedingungen auf®*-¢%:0465:68.83.123-131
Elektronenmikroskopisch duBlert sich der strukturelle Polymorphismus in unterschiedlichen
Fibrillendicken und Abstinden der Uberkreuzungspunkte. Aber auch andere
Figenschaften, wie die Interaktion mit amyloidspezifischen Farbstoffen oder die
thermische Stabilitdt, differieren zwischen verschiedenen Fibrillenmorphologienl32’133.
Polymorphismen konnen durch unterschiedliche Anzahlen an Protofilamenten,
verschiedene relative  Orientierungen der Protofilamente zueinander, sowie
unterschiedliche Strukturen der Protofilamente auftreten (Abb. 1.12)”. Daher beeinflusst
die Konformation der zugrunde liegenden Polypeptidkette die Struktur der

Amyloidfibrille” ' Des Weiteren sind, in Ubereinstimmung zu Amyloidfibrillen,
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auch bei Mikrokristallen strukturelle Polymorphismen zu beobachten**'**. Diese konnen

durch Unterschiede in der Konformation der Polypeptidketten oder der relativen

Orientierung der gekreuzten p-Faltblitter zueinander entstehen**'*

Anzahl relative Orientierung Struktur
der Protofilamente der Protofilamente der Protofilamente

W\

,,._._

Y

Abbildung 1.12. Polymorphismen von Amyloidfibrillen.

Schematische Darstellung der Seitenansicht (oben) und Aufsicht (unten) verschiedener Fibrillenmorphologien und der
zugrunde liegenden strukturellen Polymorphismen. Die strukturellen Unterschiede von Fibrillen kénnen durch
verschiedene Anzahlen (links), verschiedene relative Orientierungen (Mitte) oder verschiedene Strukturen der
Protofilamente (rechts) entstehen. Einzelne Protofilamente werden durch ,,** gekennzeichnet (links). Die Striche deuten
schematisch ein B-Faltblatt an (Mitte). Die abgebildeten Peptid-Konformationen stammen von Mikrokristallen des
Sup35(8-11)-Peptidfragmentes* (rechts). Bildquellen: Findrich (2009), Jimenez et al. (2002)®°, Meinhardt et
al.(2009)'%.

Der strukturelle Polymorphismus von Amyloidfibrillen spiegelt einen
grundlegenden Unterschied zur Struktur nativ gefalteter Polypeptidketten wider.
Entsprechend der Theorie der Proteinfaltung ist die native Konformation durch die

1,136,137

Abfolge der Aminosdure-Seitenketten kodiert Demzufolge faltet sich eine

Polypeptidkette immer in die gleiche native Konformation, die auf der Ausbildung von

stets identischen molekularen Kontakten beruht'®,

Dagegen fiihrt die Bildung von
Amyloidfibrillen zu mehreren stabilen Polypeptid-Konformationen, die sich in ihren
molekularen Kontakten unterscheiden. Somit kann aus einer Polypeptidkette ein ganzes

MBS I diesem

Spektrum an strukturell verschiedenen Amyloidfibrillen entstehen
Kontext wird vermutet, dass unterschiedliche Toxizititen von Amyloidfibrillen auf deren
strukturellen Polymorphismus beruhen'*"'*’. Dariiber hinaus kann die spezifische Struktur

unterschiedlicher Fibrillenmorphologien an sogenannte ,,Tochterfibrillen” weitergegeben
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werden'>"***2 Dieser Mechanismus der Selbstverbreitung einer spezifischen Struktur

wird als Grundlage der Existenz von verschiedenen Prion-Stimmen diskutiert'**"4,

1.6. Die Mechanismen der Bildung von Amyloidfibrillen

Obwohl bekannt ist, dass Amyloidfibrillen toxische Eigenschaften aufweisen, wird

3,1423,147,148 -
423,147,198 pine

ihre Rolle fiir die Pathogenese von Amyloidosen kontrovers diskutiert
zunehmende Anzahl an Untersuchungen deutet darauf hin, dass wihrend der Aggregation
gebildete Intermediate toxischer sind als die Amyloidfibrillen selbst**'*"'*2. Daher sind die
Kenntnisse iiber Struktur und Entstehung von intermedidren Aggregaten wichtig fiir das
Verstindnis der Bildung von Amyloidfibrillen und der Pathogenese von Amyloidosen.
Deswegen werden im Folgenden Mechanismen der Aggregationsreaktion dargestellt und

eine Zusammenfassung iiber die in der Literatur diskutierten Intermediate gegeben.

1.6.1. Die Aggregation ist eine nukleationsabhéngige Polymerisationsreaktion

Die Bildung von Amyloidfibrillen wird gewohnlich durch eine

nukleationsabhéngige Polymerisationsreaktion erklart’'>*'>*

. Dabei wird die Bildung von
Aggregationskeimen (nuclei), die sogenannte Nukleation, als der kritische Schritt der
Reaktion angesehen (Abb. 1.132)*'"*!1% Im zeitlichen Verlauf treten zwei deutlich
voneinander unterscheidbare Phasen auf: eine anfingliche Lag-Phase und eine
darauffolgende exponenticlle Wachstumsphase (Abb. 1.13a)>'"*'%. Wihrend der Lag-
Phase lagern sich Monomere in einem stochastischen Prozess zu Aggregationskeimen
zusammen (Abb. 1.13a)*'>. Diesbeziiglich wird angenommen, dass die gebildeten
Aggregationskeime strukturell sehr verschieden sind'>’. AnschlieBend erfolgt in der
Wachstumsphase in einem exponentiell verlaufenden Prozess die Polymerisation der
Aggregationskeime zu Amyloidfibrillen (Abb. 1.13a). Es wird vermutet, dass sich
anlagernde Polypeptidketten die in den Aggregationskeimen vorliegende spezifische
Struktur der Polypeptidketten annehmen'®. Dementsprechend liefert dieses Szenario eine
mogliche Erkldrung fiir den zu beobachtenden Polymorphismus von Amyloidfibrillen
(Kap. 1.5.2). Des Weiteren tritt wiahrend der Wachstumsphase eine Fragmentierung von
bereits gebildeten Fibrillen auf’’. In Folge dessen entstehen zusitzliche freie Enden, an

denen wiederum eine Polymerisation stattfinden kann. Dieser Vorgang beschleunigt die

17



1. Einleitung

Aggregationsreaktion und fithrt vermutlich zur exponentiellen Kinetik der
Wachstumsphase™".

Neben der stochastischen FEigenschaft der Keimbildung wird die
Aggregationsreaktion von weiteren Faktoren beeinflusst. So hidngen die Neigung zur
Aggregation und deren Kinetik zum einen von Parametern ab, die durch die
Aminoséduresequenz der Polypeptidkette bestimmt werden, wie die Hydrophobizitit oder
Ladung, und zum anderen von physikochemischen Parametern, wie pH-Wert oder

155,157-159
Temperatur ~ 19,

Eine weitere typische Eigenschaft von nukleationsabhingigen
Polymerisationsreaktionen ist die Abhédngigkeit der Lag-Phase von der Protein-
konzentration oder von der Gegenwart von Aggregationskeimen. So fiihren eine Erh6hung
der Proteinkonzentration oder die Zugabe von bereits gebildeten Aggregationskeimen
(Seeding) zu einer Verkiirzung der Lag-Phase (Abb. 1.13b)!310181 Perner kann bei
entsprechend hohen Proteinkonzentrationen die Lag-Phase so weit verkiirzt sein, dass diese
scheinbar nicht mehr auftritt (Abb. 1.13b). Diesbeziiglich wird vermutet, dass die Bildung

von  Aggregationskeimen  unter diesen  Bedingungen nicht ~mehr  der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist’.

a b

T T T II T T T I T ] T T T T T T T T T E

Lag- | Wachstums- ] L
= Phase | Phase | b b
(=1 E
s 3t | | a ] ]
=t | | Erhdhung 1
& [T L der Protein- ]
b 8 L I | b konzentration ]
! -
[ [ ]
3 [ [ -

T .Zeit Zeit

Nukleation

Abbildung 1.13. Eigenschaften einer nukleationsabhéngigen Aggregation.

(a) Die nukleationsabhingige Aggregation ist in zwei Phasen unterteilt, die anfingliche Lag-Phase und die
darauffolgende Wachstumsphase. Die Lag-Phase wird durch die stochastische Bildung von Aggregationskeimen
(Nukleation) dominiert. Nach der Nukleation findet in der exponentiellen Wachstumsphase eine Polymerisationsreaktion
statt, die in der Bildung von Amyloidfibrillen resultiert. (b) Durch Erhdhung der Proteinkonzentration oder Zugabe von

Aggregationskeimen kann die Lag-Phase verkiirzt werden. Bildquelle: Harper & Lansbury (1997)'%.
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1.6.2. Vor der Bildung von Amyloidfibrillen treten kurzlebige Intermediate auf

Im zeitlichen Verlauf der Aggregation lassen sich drei Aggregationsspezies

. . . . .. . . . 1.150.162-
klassifizieren, die sich in ihrer Gesamtstruktur deutlich voneinander unterscheiden®!>%!¢

165, Zu Beginn der Reaktion bilden sich aus den monomeren Polypeptidketten meist runde,
nicht-fibrilldre Intermediate, die als Oligomere bezeichnet werden (Abb. 1.14)71%154 1y
weiteren Verlauf treten intermedidr kurze, unregelmiBige, fibrillire Strukturen auf, die
urspriinglich als Protofibrillen definiert wurden (Abb. 1.14)'°*'*’. Als Endprodukte der
Aggregation entstehen schliefSlich Amyloidfibrillen, die sich durch eine lange und
geradlinige Struktur auszeichnen (Abb. 1.14). Im Gegensatz dazu weisen Protofibrillen

166,167
D

eine gebogene, fibrilldre Struktur auf und sind wesentlich kiirzer und schmaler er

Begriff Protofibrille wird in der Literatur fiir eine ganze Reihe weiterer Aggregate

verwendet, die eine runde, perlenkettenartige, oder ringformige Struktur aufweisen®>*'®,

Im Zusammenhang mit dieser Arbeit bezieht sich der Begriff Protofibrille auf die

. 1 166,167
urspriingliche Definition ™

. Dariiber hinaus werden die Begriffe Protofibrille und
Protofilament in der Literatur zum Teil miteinander wechselseitig oder synonym
verwendet. Wihrend Protofilamente die filamentdsen Grundstrukturen von Fibrillen
darstellen (Kap. 1.4.1.), sind Protofibrillen korrekterweise als kurzlebige Intermediate der

Aggregation definiert'**'¢".

Monomer —s=

Oligomere Protofibrillen Amyloidfibrillen

Abbildung 1.14. Auftreten verschiedener Aggregate im zeitlichen Verlauf der Aggregationsreaktion.
Im zeitlichenVerlauf der Aggregation entstehen aus anfdnglich monomeren Polypeptidketten nicht-fibrillire Aggregate,
sogenannte Oligomere, denen kurze, fibrillire Aggregate, sogenannte Protofibrillen, folgen. Abschlieend bilden sich mit

den reifen Amyloidfibrillen die Endprodukte der Aggregation. Bildquelle: Goldsbury et al. (2005)°.
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Dartiber hinaus wurde eine ganze Reihe an vermutlichen Aggregations-
Intermediaten, mit fibrilldrer und nicht-fibrillarer Struktur beschrieben. Diese wurden aus

Gehirnen extrahiert'®!7°

, wie beispiclsweise AP*56'®, oder in vitro nach spezifischen
Protokollen gebildet, wie Paranuclei'’’, 16sliche Oligomere'®”, AP-derived diffusible
ligands'™, Globulomere'” oder ringférmige Protofibrillen®*. Deren Nomenklatur erfolgt
oftmals nach ihrem Verhalten bei Zentrifugation oder ihrer strukturellen

23,169,173

Erscheinung . Fiir die meisten Aggregate ist weder deren Beziehung zueinander,

noch deren Rolle bei der Aggregation geklart'*"'"

. Ferner ist es aufgrund der variierenden
experimentellen Bedingungen und der strukturellen Heterogenitdt mdglich, dass
verschiedene Begriffe gleiche Strukturen beschreiben oder umgekehrt verschiedene
Strukturen durch einen Begriff beschrieben werden. In diesem Zusammenhang wurde
bereits liber die Notwendigkeit von alternativen Kriterien fiir die Klassifizierung und
Definition von Aggregaten diskutiert®"'"*.

Aufgrund der Heterogenitdt und Instabilitdt von intermedidren Aggregaten sind
diese strukturell kaum charakterisiert. In wenigen Féllen konnten strukturelle

175-178

Untersuchungen bei spezifischen Priparationen oder durch den Einsatz von

stabilisierenden Molekiilen durchgefiihrt werden'”"'™. In diesem Zusammenhang zeigte

sich, dass einige intermediire Aggregate eine p-Faltblatt-reiche Struktur aufweisen' "

'8 Dennoch unterscheiden sie sich von Amyloidfibrillen durch eine flexiblere und

175,177,179,184,185 - L . : .
PTG 1 Ubereinstimmung damit weisen Oligomere

weniger kompakte Struktur
und Protofibrillen generell eine relativ schwache Interaktion mit amyloidspezifischen

Farbstoffen, wie KR oder THT, auf'2*!#17-18¢

1.7. Die Rolle verschiedener Aggregate in der Pathogenese von

Amyloidosen

Die Pathogenitdt von Oligomeren, Protofibrillen und Amyloidfibrillen ist noch
nicht vollstindig gekldrt und wird intensiv diskutiert™'***"'"*'**  Urspriinglich wurde mit
der Entdeckung von Amyloidfibrillen im pathologischen Gewebe die Hypothese
aufgestellt, dass diese ursdchlich fiir die Auslosung von Amyloidosen verantwortlich sind.
Diese Annahme wird vor allem bei neurodegenerativen Erkrankungen dadurch unterstiitzt,
dass Fibrillen eine zytotoxische Wirkung aufweisen und zur Aktivierung von Mikroglia

fihren®*"'8"11 " Jedoch korreliert die Akkumulation von Amyloidablagerungen nicht
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direkt mit den Symptomen und der Auspragung von Erkrankungen, weder beim Menschen

3,23,147,192

noch in Maus-Modellen . Dariiber hinaus mehren sich in letzter Zeit die Hinweise,

dass primér die intermedidren Aggregate, wie Oligomere oder Protofibrillen, fiir die

24,147-152
d

Auslosung von Amyloidosen verantwortlich sin . In diesem Kontext zeigen auch

Intermediate von Polypeptidketten, die nicht in Zusammenhang mit Amyloidosen stehen

3,164,193

eine zytotoxische Wirkung . Ergebnisse neuerer Studien lassen gar vermuten, dass

Amyloidfibrillen in einigen Féllen eine protektive, detoxifizierende Rolle einnehmen, da

sie intermedidre Aggregate binden und dadurch die Menge an toxischen Spezies reduzieren

23,24,194

konnen . Moglicherweise ist auch die Pathogenese von Amyloidosen nicht generell

mit einer Spezies von Aggregaten verbunden und differiert von Fall zu Fall?*'23147-18%:193

Dartiiber hinaus kann vermutlich das Zusammenspiel mehrerer pathologischer Ereignisse,
die gleichzeitig durch verschiedene Aggregate hervorgerufen werden, die Ursache fiir die
massiven zelluldren Fehlfunktionen sein'*"+'7*'%".

Allgemein wird als pathogener Mechanismus eine Interaktion von Aggregaten mit
Membranen diskutiert. Diesbeziiglich wird fiir Amyloidfibrillen sowohl eine mechanische
Penetration (Abb. 1.15b)*, als auch eine lokale Destabilisierung der Zellmembran, durch
die Integration von Lipiden in auswachsende Fibrillen an der Membran (Abb. 1.15a)""*'"7,
vorgeschlagen. Intermedidre Aggregate verursachen vermutlich eine Penetration oder

24,25,164,168,198 .
22 E  In diesem Kontext werden

Permeabilisierung von Membranen (Abb. 1.15c¢)
sowohl die Exposition hydrophober Aminosduren auf der Oberfliche, als auch die
strukturelle Flexibilitdt von Intermediaten als entscheidende Ursache fiir deren pathogene
Wirkung angesehen*'*>. In Folge der Interaktion von Amyloidfibrillen oder Intermediaten
mit Membranen konnen verschiedene Stérungen der zelluliren Homdostase

. . . : : 193,200
, wie beispielsweise der Zusammenbruch des Calcium-Spiegels ™,

201,202

25.41,199
auftreten™"

Fehlfunktionen von Mitochondrien oder eine Fragmentierung des Golgi-Apparates™".

Als weiterer pathogener Mechanismus, vor allem bei zerebralen Amyloidosen, wird die

Interaktion von Aggregaten mit Membranproteinen diskutiert?*+-20

207-210

. Neben verschiedenen

Rezeptoren fiir intermedidre Aggregate sind wahrscheinlich Mustererkennungs-

211,212

Rezeptoren entscheidende Interaktionspartner fiir Amyloidfibrillen. Diese Rezeptoren

stellen eine urspriingliche Gruppe von spezialisierten Zelloberflichen-Rezeptoren des

211
angeborenen Immunsystems dar

. Zu den Mustererkennungsrezeptoren gehéren zum
Beispiel der Rezeptor fiir Endprodukte fortgeschrittener Glykosilierung (receptor for
advanced glycation end products, RAGE)*" oder die Gruppe der Scavenger-

Rezeptoren”'®. Im Zusammenhang mit Amyloidosen wird fiir diese Rezeptoren eine

21



1. Einleitung

Aktivierung von Mikroglia, Neuronen oder Makrophagen diskutiert, wodurch vermutlich

Entziindungsreaktionen und zellulire Fehlfunktionen induziert werden?'**'*2".

a
Q
|
N

Monomere Oligomere Fibrille

e —

c
Amylin AB(1-40)
SAA a-Synuciein

Abbildung 1.15. Aggregations-Spezies und ihr pathogener Mechanismus.

(a) Durch die Bildung von Amyloidfibrillen an Membranen werden Protein-Lipid-Komplexe in die Fibrille integriert und
dadurch die Membran destabilisiert. (b) Amyloidfibrillen (schwarze Pfeile) penetrieren die Membran von
multivesikuldren Koérpern (multivesicular bodies, MVB). (¢) Intermedidre Aggregate verschiedener Polypeptidketten

bilden Poren in Membranen. Bildquellen: Quist et al. (2005)'%, Khemtemourian et al. (2008)*'6, Friedrich et al.(2010)?.

1.8. Konformationssensitive Bindemolekiile ermoglichen die spezifische

Erkennung von Amyloidfibrillen

Aufgrund der konformationellen Unterschiede zwischen der nativen Struktur einer
Polypeptidkette und deren Struktur in Amyloidfibrillen ist es mdoglich, diese Zustinde
durch konformationssensitive Bindemolekiile zu unterscheiden. Diese Art der spezifischen
Erkennung ist potentiell interessant fiir die klinische Diagnostik und Therapie von
Amyloidosen. In  diesem Zusammenhang werden im  Folgenden einige

konformationssensitive Bindemolekiile und ihre Eigenschaften vorgestellt.
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1.8.1. Kongorot

Die Erkennung von Amyloidfibrillen durch KR ist seit mehr als 80 Jahren bekannt
und ist bis heute die iibliche Methode fiir die histologische Diagnostik von Amyloidosen
(Kap. 1.4.3)'7 KR ist eine aromatische Diazo-Verbindung, die hydrophobe Bereiche mit
aromatischen Ringen und geladene, hydrophile Bereiche mit Siure- und Aminogruppen
aufweist (Abb. 1.16a)’"?"". Die molekularen Grundlagen der Bindung von KR an
Amyloidfibrillen sind nicht vollstindig geklart. Es wird angenommen, dass KR mit den
regelmiBig angeordneten Polypeptidketten in Amyloidfibrillen interagiert™'*. In diesem
Zusammenhang wurde eine parallele oder senkrechte Ausrichtung von KR zur

80,219-221 . .
’ . Des Weiteren wird vermutet, dass

35,37,80,221

Fibrillenldngsachse vorgeschlagen (Abb. 1.16b)

die Bindung von KR auf ionischen und/oder hydrophoben Interaktionen basiert

NHz HzN

UaWal

HO;S SOsH

Abbildung 1.16. Der Mechanismus der Erkennung von Amyloeidfibrillen durch KR.

(a) Strukturformel von KR (b) Alternative Hypothesen der Orientierung von KR nach Bindung an Amyloidfibrillen.
Demzufolge ist KR entweder parallel (1) oder senkrecht (2) zur Fibrillenléngsachse ausgerichtet. Bildquelle: Carter &
Chou (1998)*%°.

Das diagnostische und therapeutische Potential von KR oder dessen Analoga, wie
Chrysamine-G oder Methoxy-X04, wird vor allem bei zerebralen Amyloidosen

diskutiert**>???

. In diesem Zusammenhang wird deren Potential fiir die diagnostische
Anwendung mittels nicht-invasiver Verfahren aufgrund von in vitro- und Tiermodell-
Versuchen als vielversprechend bewertet’>>??’. Allerdings ist deren zerebrale Aufnahme
aufgrund einer begrenzten Permeabilitit durch die Blut-Hirn-Schranke eingeschrinkt und
bislang nicht ausreichend, um eine Anwendung in klinischen Studien zu

217,222,228,229

rechtfertigen Im  Zusammenhang mit einigen neurodegenerativen

Erkrankungen zeigen KR oder dessen Analoga in vitro einen inhibitorischen Effekt auf die
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Bildung von Fibrillen?****!. Allerdings sind in diesem Fall weitere Arbeiten notwendig,

um das therapeutische Potential dieser Molekiile aufzuklaren.

1.8.2. Thioflavin T

Héufig wird der Farbstoff ThT als ein Indikator fiir Amyloidfibrillen genutzt
(Kap. 1.4.3)*"*. ThT ist eine Benzothiazol-Verbindung und weist hydrophobe Bereiche
aus aromatischen Ringen und einer Dimethylaminogruppe und einen zentralen positiv
geladenen Bereich auf (Abb. 1.17a)’**'. Der Mechanismus der Bindung von ThT an
Amyloidfibrillen ist bisher nicht geklart. Es wird angenommen, dass ThT parallel zur
Fibrillenldngsachse zwischen den exponierten Aminosdure-Seitenketten interkaliert
(Abb. 1.17b)*%#2%3 " Diesbeziiglich wird eine Interaktion mit aromatischen und

aliphatischen Seitenketten vermutet™.

Abbildung 1.17. Der Mechanismus der Erkennung von Amyloeidfibrillen durch ThT.
(a) Struktur von ThT. (b) ThT interkaliert parallel zur Fibrillenldngsachse in den Zwischenraum, der von den

Aminosiure-Seitenketten begrenzt wird. Bildquelle: Biancalana & Koide (2010)*,

Fir ThT wird analog zu KR ein Ansatz fiir die nicht-invasive Diagnostik von
zerebralen Amyloidosen verfolgt. Aufgrund der vermutlich eingeschrinkten zerebralen

Géngigkeit des geladenen ThT (Abb. 1.17a) existieren eine ganze Reihe von ungeladenen

229,234,235

Analoga, wie zum Beispiel Pittsburgh Compound-B . Dieses wurde erfolgreich an

Tier-Modellen und in klinischen Studien an Patienten der Alzheimer-Krankheit

229236 Weitere Studien deuten darauf hin, dass Pittsburgh Compound-B

getestet
quantitative Informationen iiber Amyloidablagerungen im Gehirn liefern kann, sowie bei
der Friihdiagnostik der Alzheimer-Erkrankung und deren Unterscheidung von anderen

neurodegenerativen Erkrankungen helfen kann®’***,
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1.8.3. Serum Amyloid P

SAP ist ein globuldres Plasmaprotein und tritt als sekundére Komponente von

Amyloidablagerungen auf'***

, wobei es in Abhingigkeit von Calcium an Amyloid-
fibrillen bindet*”’. SAP zdhlt zur Familie der Pentraxine, welche als 1osliche
Bindemolekiile eine Komponente des angeborenen Immunsystems darstellen und
verschiedene Liganden durch Mustererkennung binden®*'. Diesbeziiglich erkennt SAP
nicht nur Amyloidfibrillen, sondern eine ganze Reihe weiterer Liganden, wie zum Beispiel
die polyanionischen Molekiile DNS, Heparin, Heparansulfat oder Dermatansulfat™*' >+
Die molekulare Struktur von SAP ist im Detail bekannt’********  Es kommt in
Abhingigkeit der Calciumkonzentration entweder als Pentamer (Abb. 1.18) oder Dekamer
vor’*###2%  Jedes Monomer besitzt zwei potentielle Calcium-Bindungsstellen
(Abb. 1.18a) und weist in deren Umgebung mehrere positiv geladene Oberflichen auf
(Abb. 1.18b)******** Allerdings sind die molekularen Grundlagen der Bindung von SAP
an Amyloidfibrillen bisher nicht abschlieBend geklirt. Es wird angenommen, dass die
Bindung von Amyloidfibrillen, sowie von DNS und Polysacchariden, hauptséchlich auf
elektrostatischen  Interaktionen mit den komplexierten Calciumionen beruht
(Abb. 1.18)*****_ In diesem Zusammenhang wurde eine Bindung von negativ geladenen

45

Aminosduren in Amyloidfibrillen durch SAP vorgeschlagen®”. Des Weiteren sind

vermutlich einige stark positiv geladene Oberflaichenbereiche von SAP an der

Abbildung 1.18. Der strukturelle Aufbau von SAP.

Darstellung der Struktur eines SAP-Pentamers als Bidndermodell (a) oder als elektrostatische Oberfliche (b). Die
komplexierten Calciumionen sind in (a) blau dargestellt. Die elektrostatische Oberfliche von SAP zeigt eine auffallende
und regelméfige Anreicherung an positiven Ladungen um die Calcium-Bindestellen (zentrale rote Bereiche). PDB-

Zugangscode: 1GYK.PDB*®.
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Erkennung von Amyloidfibrillen, DNS wund Polysacchariden beteiligt, wobei
moglicherweise auch mehrere Monomere gleichzeitig an einen Liganden binden
(Abb. 1.18b)***#%

SAP wird aktuell bei der nicht-invasiven Diagnostik von einigen systemischen
Amyloidosen angewendet, um die Quantitit von Amyloidablagerungen und den Verlauf
von Therapien verfolgen zu kénnen'***". Allerdings wird diese Methode bisher nur lokal in
Grofbritannien angewendet'***’. Durch die Bindung an Amyloidfibrillen verhindert SAP
vermutlich deren Phagozytose und enzymatischen Abbau®***_ Als therapeutischer Ansatz
wird deshalb die Inhibition der Bindung von SAP an Fibrillen durch kleine Molekiile
verfolgt?**242%, Der  Inhibitor  (R)-1-[6-[(R)-2-Carboxy-pyrrolidin-1-yl]-6-oxo-
hexanoyl]pyrrolidin-2-carbonsdure konnte in Tier-Modellen und in klinischen Studien
systemischer und zerebraler Amyloidosen erfolgreich die Interaktion von SAP mit

24424 . . .
248 Ferner wurde eine deutliche Reduktion von

248

Amyloidfibrillen unterbinden
Amyloidablagerungen im Tier-Modell beobachtet™ . Ob diese Wirkung allerdings auch im

Menschen auftritt muss in Folgestudien noch untersucht werden.

1.8.4. Der Rezeptor fiir Endprodukte fortgeschrittener Glykosilierung

RAGE ist ein membranstiandiger Mustererkennungsrezeptor und besteht aus einer
extrazelluldren Liganden-Bindedoméne (SRAGE), einer Transmembrandoméne und einem
zytosolischen Anteil (Abb. 1.19a)*"’. Die Liganden-Bindedomine sRAGE ist aus drei
Immunglobulin-dhnlichen Doménen (V, C1, C2) aufgebaut (Abb. 1.19a)*" und kann durch
die Proteolyse von RAGE als losliches Bindemolekiil freigesetzt werden™’. Die
strukturelle Einheit aus V-und CI1-Domine (VC1) ist hauptsichlich fiir die Liganden-
bindung verantwortlich. Die beiden Domidnen weisen unterschiedliche Liganden-
spezifititen auf, wobei die V-Domine die Mehrzahl der Liganden bindet***'. RAGE
erkennt verschiedene Amyloidfibrillen und ist wahrscheinlich in die Pathogenese einiger
Amyloidosen involviert?**?*”. Neben Amyloidfibrillen erkennt RAGE auch eine ganze
Reihe glykosilierter Liganden, sogenannte Endprodukte fortgeschrittener Glykosilierung,
und die polyanionischen Molekiile Heparin und DNS**?%_ Die molekularen Grundlagen
der Bindung von RAGE an Amyloidfibrillen sind bisher nicht geklért. VC1 weist eine
signifikante Anreicherung an positiv geladenen Aminosduren auf, die besonders wichtig

fir die Interaktion mit seinen Liganden sind (Abb. 1.19b)*%*’  Diesbeziiglich wird
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vermutet, dass die positiv geladenen Bereiche von VCI1 eine Interaktionsfliche fiir die

spezifische Bindung der meist negativ geladenen Liganden bietet™***’.

a b
A"
o
Vv
= | c1
;]
C2
Membran (.‘-“m C1
Ll
Zytosol

Abbildung 1.19. Der strukturelle Aufbau von RAGE.

(a) Schema des strukturellen Aufbaus von RAGE. Die extrazelluldre Liganden-Bindedoméne sRAGE besteht aus den
drei Doménen V, C1 und C2. (b) Die elektrostatische Oberfliche der Rontgenkristallstruktur der beiden Doménen V und
C1 (VC1) zeigt eine signifikante Anreicherung an positiv geladenen Aminoséuren (blau), die besonders wichtig fiir die

Bindung von Liganden sind. Bildquelle: Leclerc et al. (2009)**°. PDB-Zugangscode der VC1-Struktur: 3CJJI.PDB*’.

Aufgrund der vermutlichen Beteiligung an der Pathogenese verschiedener
Amyloidosen ist RAGE ein potentielles Ziel fiir therapeutische Anwendungen. RAGE ist

in Phagozyten, Neuronen und Endothel-Zellen bei Patienten mit Alzheimer-Krankheit und

254255258259 1n diesem Kontext induziert

254

einigen systemischen Amyloidosen iiberexprimiert

4 oder aktiviert NF-xB

RAGE vermutlich oxidativen Stress® und die Expression des
Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktors®®’. Dies fiihrt unter anderem zur Aktivierung
von Makrophagen oder zur Induktion von Apoptose in Neuronen®>2'. Als therapeutischer
Ansatz wird deshalb die Inhibition von RAGE durch sRAGE als Kompetitor diskutiert.
Die Zugabe von sRAGE verhinderte in Zellkultur und einem Maus-Modell fiir systemische
Amyloidosen die Aktivierung von RAGE und die Bindung von Fibrillen an RAGE*". Des

Weiteren wurde eine Reduktion von Amyloidablagerungen beobachtet*"

. Allerdings sind
weitere Untersuchungen nétig, um das Potential von sSRAGE bewerten zu konnen. Ein
anderer Inhibitor von RAGE, PF-04494700, wird aktuell in einer klinischen Phase-II-

Studie zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit getestet (www.alzforum.org).
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1.8.5. Die kollagenihnliche Alzheimer amyloide Plaque-Komponente

Die kollagendhnliche Alzheimer amyloide Plaque-Komponente (collagen-like
Alzheimer amyloid plaque component, CLAC) bildet die extrazelluldre Liganden-
Bindedomédne des spezifisch in Neuronen exprimierten Transmembranproteins
CLAC-P/collagen type XXV (CLAC-P/Col XXV) (Abb. 1.20)*%. Durch enzymatische
Spaltung kann CLAC als 16sliches Bindemolekiil freigesetzt werden und bildet vermutlich
Trimere, die aus einer kollagendhnlichen Tripel-Helix bestehen®®***. CLAC kommt als

sekundire Komponente von Amyloidablagerungen im Gehirn von Alzheimer-Erkrankten

vor’®. Daneben belegen in vitro-Untersuchungen, dass CLAC verschiedene

262-264

Amyloidfibrillen erkennt . Dartiber hinaus bindet CLAC an Heparin, welches mit

APB-Amyloidfibrillen um die Bindung von CLAC kompetitiert*****>. Da diese Bindung

empfindlich gegeniiber NaCl ist, wird angenommen, dass CLAC seine Liganden iiber

263,265

ionische Interaktionen erkennt . Bei der Bindung von Amyloidfibrillen spielen

vermutlich Bereiche mit mehreren positiv geladenen Aminosduren in der K1- und NK2-

Domine eine entscheidende Rolle (Abb. 1.20)**%%, In diesen Bereichen ist ebenfalls ein

265

typisches Sequenzmotiv heparinbindender Proteine enthalten™. Daher wird angenommen,

dass diese positiv geladenen Regionen von CLAC mit negativ geladenen Bereichen in

Amyloidfibrillen und Heparin interagieren**%.

CLAC-P/COL XXV

N v e D nicht-kollagenése Domane (NK)
o F O P N
A R [ | [ JcooH [] kollagenose Domane (K)
! CLAC —mM8M8M8M8M8™— . Transmembran-Doméane
Spaltstelle

Abbildung 1.20. Der schematische Aufbau von CLAC.

CLAC bildet die extrazelluldre Liganden-Bindedoméne des Transmembran-Proteins CLAC-P/COL XXV. Es besteht aus

mehreren kollagendsen (K) und nicht-kollagendsen (NK) Dominen. Bildquelle: Osada et al. (2005)*%.

Die Rolle von CLAC in der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit ist bisher kaum
verstanden. In vitro stabilisiert CLAC AB-Amyloidfibrillen gegeniiber proteolytischen
Verdau®®. Ob diese Wirkung eine therapeutische Relevanz besitzt konnte bisher allerdings

nicht geklért werden.
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1.8.6. Konformationssensitive Antikorper

Eine Reihe von Antikorpern ist in der Lage, bevorzugt eine spezifische
Konformation statt der Sequenz einer Polypeptidkette zu erkennen. Diese sogenannten
konformationssensitiven Antikorper unterscheiden somit verschiedene konformationelle
Zustinde einer Polypeptidkette. Einige dieser Antikdrper binden spezifisch an

Amyloidablagerungen oder Amyloidfibrillen®****

, wihrend andere losliche Oligomere
erkennen konnen'*’. Bei einigen der Antikérper wurde beobachtet, dass diese Fibrillen
oder Oligomere unabhingig von der Sequenz der zugrunde liegenden Polypeptidkette
erkennen, wie WO1 (Abb. 1.21a) und WO2*®, LOC und OC**, 11-1F4*® oder A11'%.
Aufgrund dessen wurde die Hypothese aufgestellt, dass Amyloidfibrillen und 16sliche

. . . . 266,270
Oligomere eine generische Struktur aufweisen®***’

. Des Weiteren wird angenommen,
dass diese Antikdrper eine generische Konformation des Polypeptid-Riickgrates erkennen,
die ausschlieBlich bei Amyloidfibrillen oder Oligomeren und nicht bei globuldr gefalteten

oder denaturierten Polypeptidketten vorkommt (Abb. 1.21b)"#%266271,

Allerdings sind
bisher die molekularen Grundlagen der konformationssensitiven Bindung an

Amyloidfibrillen oder Oligomere kaum verstanden und nur unzureichend untersucht.

a ) ) b globulére und denaturierte
Amyloidfibrillen Polypeptidketten
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Abbildung 1.21. Die Bindungseigenschaften des fibrillenspezifischen Antikorpers WO1.

(a) Der konformationssensitive Antikdrper WO1 erkennt Amyloidfibrillen (weifl) unabhingig von der Sequenz der
zugrunde liegenden Polypeptidkette und kompetitiert nicht mit den monomeren Polypeptidketten (schwarz). Des
Weiteren zeigt WO1 keine signifikante Interaktion mit den monomeren Polypeptidketten (grau). (b) WO1 interagiert

nicht mit globulir gefalteten oder denaturierten Polypeptidketten. Bildquelle: O'Nuallain & Wetzel (2002)*.

29



1. Einleitung

Aufgrund ihrer Bindungsspezifitit sind konformationssensitive Antikorper
potentielle Kandidaten fiir die Diagnose und Therapie von Amyloidosen.
Fibrillenspezifische Antikorper, wie 11-1F4 oder OC, induzierten in Maus-Modellen
verschiedener Amyloidosen eine Auflosung existierender Amyloidablagerungen oder eine

269,272,273

Stimulation von Phagozyten . Des Weiteren zeigt 11-1F4 Potential fiir eine

274 Aktuell wird dieser

Anwendung in der nicht-invasiven Diagnostik von Amyloidosen
Antikorper in einer klinischen Versuchsreihe an Patienten mit AL-Amyloidose getestet
(www.clinicaltrials.gov), wobei erste Ergebnisse als vielversprechend bewertet wurden®”.
Der oligomerspezifische Antikorper A11 inhibierte in Zellkultur die zytotoxische Wirkung
von Oligomeren'*” und fiihrte in Maus-Modellen verschiedener Amyloidosen zu einer

Reduktion von Amyloidablagerungen®**"**”7. Ob diese Effekte auch im Menschen

auftreten, ist jedoch bislang nicht bekannt.

1.9. Die strukturellen Besonderheiten von kameliden Antikorpern

Klassische Antikorper von Sdugetieren bestehen aus jeweils zwei identischen
schweren und leichten Polypeptidketten (Abb. 1.22)*"**”°. Dadurch weisen sie divalente
Bindungseigenschaften auf und besitzen ein Molekulargewicht von etwa 150 kDa>"**".
Die einzelnen Polypeptidketten bestehen aus einer oder mehreren konstanten (constant, C)
und einer variablen (V) Doméne (Abb. 1.22). Die N-terminal gelegenen variablen
Dominen VL und VH sind gemeinsam an der Bindung von Antigenen beteiligt. Die CH2-
und CH3-Dominen der beiden schweren Ketten bilden zusammen den sogenannten
Fc-Teil (Abb. 1.22). Dieser ist unter anderem an der Induktion von inflammatorischen
Reaktionen beteiligt, indem er mit Komponenten des Komplementsystem oder mit
Fc-Rezeptoren auf der Oberflidche von Immunzellen interagiert™.

Eine Ausnahme unter den Sédugetieren bilden die Camelidae (Kamele, Dromedare,
Lamas). Zwischen 25 und 50 % aller Antikorper der Camelidae sind sogenannte Schwere-
Kette-Antikérperzgl. Diesen fehlen die leichten Polypeptidketten (Abb. 1.22)**. Dadurch
weisen sie ein reduziertes Molekulargewicht von etwa 90 kDa auf’®. Des Weiteren ist die
gesamte Antigenspezifitdt auf die variable Doméne der schweren Polypeptidkette, die
sogenannte VHH-Doméne, konzentriert (Abb. 1.22).

Generell bestehen die variablen Doménen aus vier konstanten Bereichen

(Rahmenregionen) und drei dazwischen liegenden hypervariablen Bereichen
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Abbildung 1.22. Vergleich konventioneller und Schwere-Kette-Antikorper.

Wihrend konventionelle Antikdrper aus zwei schweren und zwei leichten Polypeptidketten bestehen, sind
Schwere-Kette-Antikorper lediglich aus zwei schweren Polypeptidketten aufgebaut. Dadurch unterscheiden
sich ihre antigenbindenden Regionen signifikant voneinander. Das kleinste funktionelle Antikdrperfragment
von Schwere-Kette-Antikorpern ist die VHH-Doméne, welche signifikant kleiner als konventionelle Fab-
oder scFV-Fragmente ist. V: variable Domine der leichten (VL) oder schweren (VH, VHH) Polypeptidkette.
C: konstante Doméne der leichten (CL) oder schweren (CH1, 2, 3) Polypeptidkette. Bildquelle: Muyldermans
et al. (2001)*™®.

(complementarity determining region, CDR). Die CDRs sind im Wesentlichen fiir die
Spezifitit der Antigenbindung verantwortlich. In diesem Zusammenhang weisen die VHH-
Domaénen der Schwere-Kette-Antikorper einige strukturelle Besonderheiten im Vergleich
zu konventionellen VH-Dominen auf*’®. Die CDR 1 von VHH-Dominen ist in Richtung
des N-Terminus verldngert. Ebenso ist die CDR 3 von VHH-Doménen signifikant langer
(durchschnittlich 17 Aminosduren) als die der VH-Doménen (durchschnittlich 12 Amino-
sduren) und hat eine groBere exponierte Oberfliche™. Zwischen der CDR 1 und CDR 3 in
VHH-Doménen ist oftmals eine zusitzliche Disulfidbriicke ausgebildet, die die groBen

Schleifen stabilisiert®*

. Diese Besonderheiten vergrofern das strukturelle Repertoire der
VHH-Doménen und kompensieren dadurch das Fehlen der VL-Doméne. Dariiber hinaus
weisen VHH-Dominen eine erhohte Loslichkeit auf, da in den Rahmenregionen mehr

hydrophile Aminoséuren auftreten®®. Diese Eigenschaften von VHH-Doménen sind von
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entscheidendem Vorteil flir rekombinante Selektions- und Expressionssysteme, sowie flir

genetische Manipulation®®.

1.10. Die kamelide VHH-Domane B10

Wie bereits erwdhnt wurde, sind die molekularen Grundlagen der
konformationssensitiven Bindung von Amyloidfibrillen durch Antikdrper bislang nicht
genau bekannt (Kap. 1.8.6.). In diesem Zusammenhang ergab sich vor dieser Arbeit die
Moglichkeit, eine rekombinante VHH-Doménen-Bibliothek fiir den Versuch der
gerichteten Selektion eines fibrillenspezifischen Bindemolekiils zu nutzen. Diese Selektion
fiihrte zur Entdeckung der kameliden VHH-Doméne B10**®. Im Folgenden werden die

Selektion, sowie die vor dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu B10 zusammengefasst.

1.10.1. Die Selektion von B10

In Bezug auf die spezifische Selektion von Bindemolekiilen stellen rekombinante
Bibliotheken eine moderne und kosteneffektive Moglichkeit dar®™’. Durch genetische
Manipulationen ist die selektive Anpassung an die jeweiligen Bediirfnisse moglich, und
eine umfangreiche Expression erlaubt detaillierte funktionelle Analysen®”””**. Des
Weiteren kann die Selektion von Bindemolekiilen in der Gegenwart von miteinander
kompetitierenden Antigenen ausgefiihrt werden, wodurch beispielsweise Kreuzreaktionen
ausgeschlossen werden konnen.

Die Selektion von B10 erfolgte aus einer vollsynthetischen, rekombinanten
Bibliothek kamelider VHH-Doménen (G. Habicht, M. Siegemund, U. Horn, HKI, Jena).
Diese basiert auf einer Konsensus-Sequenz, die anhand publizierter Sequenzdaten von
kameliden Antikorpern definiert wurde. Die Generierung der Bibliothek erfolgte durch die
Synthese und Assemblierung von Oligonukleotiden mit jeweils vollstindig randomisierten
CDRs (Abb. 1.23a). In diesem Kontext ist die natiirliche Langenvariabilitdt der CDR 3 von
VHH-Doménen berticksichtigt worden (Abb. 1.23b). Nach der Generierung der Bibliothek
wurde diese auf Leserahmenverschiebung, Vollldngen-Expression und Loslichkeit der
VHH-Doménen selektiert. Daraus resultierend ergibt sich eine theoretische Diversitit der

Bibliothek von 10® funktionellen VHH-Domiinen.
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Abbildung 1.23. Synthese und Eigenschaft der kameliden VHH-Domiinen-Bibliothek.

Durch Assemblierung synthetischer Oligonukleotide erfolgte die Generierung der vollsynthetischen
Bibliothek aus VHH-Doménen (a). Dabei wurde die natiirlich auftretende Langenvariabilitit der CDR 3 von
kameliden VHH-Doménen beriicksichtigt (b). Die Zahlen geben die Aminosdureanzahl verschiedener VHH-
Doménen an, wie sie in der Bibliothek auftreten. Bildquelle: Diplomarbeit von G. Habicht & M. Siegemund

(HKI, Jena, 2002).

Die Selektion von B10 aus der VHH-Domaénen-Bibliothek erfolgte durch ein
sogenanntes Phagen-Display®®. Fiir diese Technik ist der rekombinante Charakter der
Bibliothek von Vorteil. Beim Phagen-Display werden replikationsfahige Phagen genutzt,
um ein gewiinschtes Protein auf deren Oberfliche zu prédsentieren. Die Selektion der
Phagen, die jeweils eine spezifische VHH-Doméne présentieren, erfolgte gegen in vitro
gebildete AP(1-40)-Fibrillen. Durch Zugabe eines zehnfachen Uberschusses an
disaggregiertem AP(1-40)-Peptid, welches vermutlich als Monomer vorliegt*”’, wurde
sichergestellt, dass sequenzspezifische VHH-Doménen zusammen mit ungebundenen
Phagen entfernt werden konnten. Nach drei Zyklen, die jeweils aus der Selektion der
Phagen und deren Amplifikation bestehen, reicherten sich vier VHH-Doménen an. Diese
VHH-Doménen wurden anschlieBend periplasmatisch in E.coli exprimiert, aufgereinigt

und mit Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie analysiert.
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1.10.2. B10 unterscheidet Ap(1-40)-Fibrillen von disaggregiertem Ap(1-40)-Peptid

Um die Bindungseigenschaften der selektierten VHH-Dominen zu testen, wurden
biotinyliertes, disaggregiertes AP(1-40)-Peptid und partiell biotinylierte AB(1-40)-Fibrillen
auf zwei von vier unterschiedlichen Flusszellen eines Streptavidin-beschichteten Biacore-
Chips immobilisiert. Als Referenz fiir die Messungen wurden die zwei librigen Flusszellen
des Sensor-Chips genutzt. Die Untersuchung der Bindung erfolgte durch die Injektion
verschiedener Konzentrationen der VHH-Doménen mit Oberfldchen-Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie. Die Analyse zeigte, dass drei der vier VHH-Doménen signifikante
Interaktionen mit Streptavidin aufweisen, wéhrend die vierte VHH-Domaine, als B10
bezeichnet, spezifisch AP(1-40)-Fibrillen erkannte (Abb. 1.24a). Im Gegensatz dazu zeigte
B10 keine signifikanten Interaktionen mit disaggregiertem AP(1-40)-Peptid (Abb. 1.24a).
Aus den Bindungsdaten verschiedener B10-Konzentrationen an AP(1-40)-Fibrillen im
FlieBgleichgewicht wurde die apparente Dissoziationskonstante Kp mit einem Steady State
Affinity-Modell ermittelt (Abb. 1.24d). Diese Analyse ergab einen Kp-Wert von
475+ 54nM (Abb. 1.24f). Um sowohl eine Verbesserung der monovalenten
Bindungseigenschaften, als auch eine Moglichkeit der direkten Nachweisbarkeit von B10
zu erreichen, wurde gentechnisch ein Fusionsprotein generiert. Das als BIOAP bezeichnete
Fusionsprotein besteht aus B10 und einer alkalischen Phosphatase aus FE.coli, welche

*! Die Analyse von BIOAP mit Oberflichen-Plasmon-

funktionelle Homodimere bildet
Resonanz-Spektroskopie zeigte ebenfalls eine konformationelle Spezifitit fiir AB(1-40)-
Fibrillen (Abb. 1.24b). Des Weiteren war eine signifikante Erniedrigung des Kp-Wertes
auf 7,22 + 0,97 nM nachweisbar, wodurch sich die divalenten Bindungseigenschaften von
B10AP widerspiegeln (Abb. 1.24e, f). Damit ist die Affinitit von B10AP zu AP(1-40)-
Fibrillen signifikant hoher als bei konventionellen Bindemolekiilen von Amyloidfibrillen,
wie ThT (0,9-10 pM)"*#*** KR (0,1-1,6 uM)***** oder SAP (~1 puM)'*. In einer
vergleichenden Analyse von einem als 22C4*” bezeichneten sequenzspezifischen Anti-
AB-Antikérper  mit  Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie ~ konnte  ein
grundlegender Unterschied zu der konformationssensitiven Bindung von B10 beobachtet
werden: 22C4 interagiert sowohl mit disaggregiertem AP(1-40)-Peptid, als auch mit
APB(1-40)-Fibrillen (Abb. 1.24c). Diese Resultate zeigten, dass B10 und BIOAP eine

konformationelle Spezifitit fiir AB(1-40)-Fibrillen aufweisen.
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Abbildung 1.24. Untersuchung der konformationellen Spezifitit von B10 mit Oberfliichen-Plasmon-Resonanz-

Spektroskopie.

(a-c) Sensorgramme der Interaktion von B10 (a), BIOAP (b) oder dem sequenzspezifischen Antikérper 22C4 (c) mit

disaggregiertem Ap(1-40)-Peptid (gepunktete Linie) oder AP(1-40)-Fibrillen (durchgezogene Linien). Die Farben

kennzeichnen die Proteinkonzentration der mobilen Phase in (a) von 25 nM (dunkelblau) bis 800 nM (dunkelgriin und

schwarz) und in (b, ¢) von 6,25 nM (hellblau) bis 100 nM (dunkelgriin und schwarz). Die gepunktete Bindungskurve in

(¢) wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf 1/10 des gemessen Wertes skaliert. (d, e) Basierend auf den Daten der
Bindung von B10 (d) oder BIOAP (e) an AB(1-40)-Fibrillen im FlieBgleichgewicht wurde der Kp-Wert mit einem Steady
State Affinity-Modell ermittelt. Die Farbkodierung ist entsprechend zu (a, b). (f) Vergleich der Struktur und der

Bindungseigenschaften von B10 und B10AP. Die Experimente wurden von G. Habicht und P. Hortschansky (HKI, Jena)
durchgefiihrt. Bildquelle: Habicht & Haupt et al. (2007)*.
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Um die Konformationssensitivitit von B10 aus den Messungen mit Oberfldchen-
Plasmon-Resonanz-Spektroskopie zu bestdtigen, wurde B10AP mittels Immunoblot
getestet. Dabei sollte die Detektion der Bindung mit Hilfe des alkalischen Phosphatase-
Anteils von B10AP sichtbar gemacht werden. Diesbeziiglich wurde ein Spot-Blot etabliert,
mit dem die Bindung von B10AP an Liganden nachgewiesen werden kann. Dafiir erfolgte
eine Immobilisierung &dquivalenter Mengen von disaggregiertem Af(1-40)-Peptid und
AP(1-40)-Fibrillen auf einer Nitrozellulosemembran. Diese Membran wurde nachfolgend
mit BIOAP inkubiert und dessen Bindung durch die Verwendung eines chromogenen
Substrats der alkalischen Phosphatase nachgewiesen. Die Analyse des Spot-Blots zeigte,
dass BIOAP an AB(1-40)-Fibrillen bindet, wiahrend mit disaggregiertem AP(1-40)-Peptid
keine signifikanten Interaktionen nachweisbar waren (Abb. 1.25). Dariiber hinaus konnten
AP(1-40)-Fibrillen unter diesen experimentellen Bedingungen bis zu einer Nachweisgrenze
von 50 ng Peptid durch B10AP detektiert werden (Abb. 1.25b). Im Zusammenhang mit
den Resultaten der Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie dokumentieren diese
Daten, dass B10 eine konformationelle Spezifitit fiir AP(1-40)-Fibrillen aufweist.
AuBerdem zeigten die Daten, dass das Fusionsprotein B10AP fiir Immunoblots verwendet

werden kann.
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Abbildung 1.25. Untersuchung der konformationellen Spezifitit von B10 mittels Spot-Blot.

Die Quantifizierung (a) einer Spot-Blot-Farbung (b) von disaggregiertem AB(1-40)-Peptid (gelb) und AP(1-40)-Fibrillen
(griin) mit BI0AP zeigt die Konformationssensitivitdit von B10. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
(n = 3). Dieses Experiment wurde durch G. Habicht (HKI, Jena) durchgefiihrt. Bildquelle: Habicht & Haupt et al.
(2007)*%.
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In einem nédchsten Schritt wurde getestet, ob B10 neben in vitro gebildeten
APB(1-40)-Fibrillen auch solche erkennt, die in lebenden Systemen entstanden sind. Dazu
wurden zundchst AB(1-40)-Amyloidablagerungen aus einem etablierten Zellkultursystem
untersucht®®. Die B10AP-Firbung der Amyloidablagerungen wurde anschlieBend mit
Immunfluoreszenz ausgewertet. Die Analyse der Farbung zeigte, dass B10AP grof3e
AP(1-40)-Amyloidablagerungen erkennt (Abb. 1.26a), wohingegen kleinere AP(1-40)-
Amyloidablagerungen eine eher heterogene Féarbung zeigten. Des Weiteren belegte eine
Immundoppelfarbung die klare Kolokalisation von BIOAP mit dem sequenzspezifischen
Anti-AB(1-16)-Antikorper (Abb. 1.26a). Diese Resultate lieferten erste Hinweise, dass B10
in vivo gebildete AP(1-40)-Amyloidfibrillen erkennt. Als nidchstes wurden post mortem-
Hippocampus-Schnitte von Alzheimer-Erkrankten und gleichaltrigen Kontrollen ohne
klinische Anzeichen der Alzheimer-Krankheit mit BIOAP untersucht. Dessen Bindung
wurde durch ein chromogenes Substrat der alkalischen Phosphatase sichtbar gemacht.
Neben der BI0AP-Farbung wurde der Nachweis von Amyloidablagerungen durch eine
KR-Férbung und eine Analyse der Infiltration mit Mikroglia verifiziert. In dieser
Untersuchung konnten durch die BIOAP-Farbung in elf der zwolf untersuchten Alzheimer-
Félle Amyloidablagerungen mit einem Durchmesser von >10 pm nachgewiesen werden
(Abb. 1.26b). Dagegen zeigte keine der zehn gleichaltrigen Kontrollen einen solchen
Effekt (Abb. 1.26c¢).

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass B10 ein konformationelles Epitop
erkennt, welches in AP(1-40)-Fibrillen, nicht aber in disaggregiertem Ap(1-40)-Peptid,
vorhanden ist. Des Weiteren zeigte die Bindung von in vitro und in vivo gebildeten
Fibrillen durch B10, dass AP(1-40)-Fibrillen unterschiedlichen Ursprungs die gleiche

grundlegende Konformation und Oberflachenstruktur aufweisen.
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Hoechst 33342
Anti-AB(1-16) Anti-AB(1-16) /

Abbildung 1.26. BI0AP erkennt in vivo gebildete AP(1-40)-Fibrillen.

(a) In Zellkultur gebildete Amyloidablagerungen®*® wurden mit einem Anti-Ap(1-16)-Antikorper, BIOAP und Hoechst
33342 (Darstellung von Zellnuklei) geférbt. (b, ¢) BI0AP-Farbung von Hippocampus-Schnitten eines diagnostizierten
Alzheimer-Falls (b) oder einer gleichaltrigen Kontrolle ohne klinische Anzeichen der Alzheimer-Krankheit (¢). Der
Nachweis von B10AP erfolgte mit permanent red chromogen. Im Falle des Alzheimer-Gehirns (b) ist eine deutliche
Anfarbung von Amyloidablagerungen (>10 um, Pfeile) zu erkennen. Die Experimente wurden von (a) R. P. Friedrich

(FLI, Jena) und (b, ¢) G. Gellermann (FLI, Jena) durchgefiihrt. Bildquelle: Habicht & Haupt et al. (2007)*%¢.

1.10.3. Das B10-Epitop ist gleichmiiflig und seitlich der Ap(1-40)-Fibrille lokalisiert

Um die Verteilung des B10-Epitops an der AP(1-40)-Fibrille zu untersuchen
wurden AP(1-40)-Fibrillen mit B10AP dekoriert und durch eine sogenannte
Ceriumphosphat-Farbung sichtbar gemacht. Diese Methode nutzt die alkalische
Phosphatase von B10AP, um die Bildung von Ceriumphosphat zu katalysieren.
Ceriumphosphat ist ein elektronendichtes Prézipitat, das sich in der Nédhe der katalytischen

Umsetzung akkumuliert und im Transmissions-EM (TEM) sichtbar ist?’

. Die Auswertung
mit TEM zeigte eine einheitliche Verteilung der Farbung entlang der AB(1-40)-Fibrillen
ohne auffillige ungefirbte Bereiche (Abb. 1.27b). Dagegen zeigten die Proben ohne
B10AP keine Ceriumphosphat-Farbung (Abb. 1.27a). Daraus ldsst sich schlieen, dass das

B10-Epitop gleichmdBig und seitlich der Fibrille verteilt ist und nicht ausschlieBlich an den
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Enden der Fibrille. Eine ndhere Analyse der verwendeten Probe mit TEM zeigte eine flir
AP(1-40)-Fibrillen typische morphologische Heterogenitit'**'*> (Abb. 1.27¢). Die meisten
Fibrillen weisen eine gebinderte und helikal gewundene Struktur auf, unterscheiden sich
allerdings in ihrer Dicke und der Lénge der helikalen Windung. Aufgrund der
gleichméfigen Farbung aller Fibrillen im TEM ldsst sich vermuten, dass B10AP
unabhingig von der strukturellen Heterogenitdt der untersuchten AB(1-40)-Fibrillen bindet.
AuBerdem lassen diese Daten schlieBen, dass B10 ein Epitop erkennt, welches einheitlich

und seitlich der AB(1-40)-Fibrille lokalisiert ist.

e )0 N

AB(1-40) Fibrillen AB(1-40) Fibrillen
+ B10AP

Abbildung 1.27. Lokalisierung des B10-Epitops entlang der Ap(1-40)-Fibrille.

(a, b) Ceriumphosphat-Fiarbung von AB(1-40)-Fibrillen in (a) Ab- und (b) Anwesenheit von BI0AP. Ceriumphosphat ist
als tiefschwarzes Prézipitat erkennbar. (¢) TEM-Analysen der in (a) und (b) verwendeten AB(1-40)-Fibrillen zeigten die
strukturelle Heterogenitét der Probe. Die Fibrillen unterscheiden sich deutlich in der Dicke und der Lange der helikalen
Windung (schwarze Dreiecke). Das Experiment wurde von C. Sachse (FLI, Jena) durchgefiihrt. Bildquelle: Habicht &
Haupt et al. (2007)*.
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1.10.4. B10 bindet AP(1-40)-Fibrillen mit einer molaren Stochiometrie von 1:10

Um herauszufinden, in welchem molaren Verhéltnis B10 an AB(1-40)-Fibrillen
bindet, wurden die mittels Oberfldchen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie gewonnenen
Bindungsdaten von B10 an AP(1-40)-Fibrillen unter Verwendung der Gleichung 1.1
analysiert. Unter Einbeziehung weiterer Parameter, wie dem Bindungssignal der
immobilisierten AB(1-40)-Fibrillen auf der Chipoberfliche und dem Molekulargewicht von
B10 und dem AP(1-40)-Peptid, ergab sich eine molare Stochiometrie der Bindung von
etwa 1:10 (B10:Ap).

o Rmax * MWL .
s A (Gleichung 1.1)

Rinax: Bindungssignal bei Absittigung der fibrillenbedeckten Sensor-Oberfliache mit B10 (115 RU)
MW,:  Molekulargewicht von B10 (15725,4 Da)

MW;:  Molekulargewicht vom AB(1-40)-Peptid (4229,8 Da)

R;: Bindungssignal der immobilisierten AB(1-40)-Fibrillen (345,7 RU)

s: molare Stochiometrie B10:AB(1-40)

Diese Daten weichen etwas vom theoretischen Wert ab, der aus den molekularen
Dimensionen der B10-Kristallstruktur (3LN9.PDB**, gelést von I. Morgado & C. Parthier,
Martin-Luther-Universitit (MLU), Halle (Saale)) und derzeitigen Daten von AP(1-40)-
Fibrillen berechnet wurde. Die drei CDRs von B10 iiberspannen eine Distanz von etwa
30 A (Abb. 1.27). Des Weiteren ergibt die Rontgenbeugung von AP(1-40)-Fibrillen einen
Abstand von etwa 4,7 A zwischen AP(1-40)-Peptiden innerhalb eines B-Faltblattes46.
Demzufolge deckt theoretisch ein Molekiil B10 etwa sieben Molekiile AB(1-40) entlang
der Fibrillenldngsachse ab (Abb. 1.27). Der Unterschied zwischen dem theoretischen Wert
und dem experimentellen Wert kann durch eine gegenseitige sterische Behinderung der
B10-Molekiile erklart werden, wodurch diese mdglicherweise entlang der Fibrille weniger

dicht gepackt sind, und somit nicht alle Bindungsstellen abgedeckt werden.
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Abbildung 1.27. Vergleich der molekularen Dimensionen von B10 und einer gekreuzten p-Faltblatt-Struktur.

Die B10-Kristallstruktur (links) zeigt die raumliche Verteilung der CDR 1 (rot), CDR 2 (blau) und CDR 3 (griin). Im
Vergleich mit der Struktur eines Mikrokristalls tiberdeckt ein Molekiil B10 etwa sieben Molekiile entlang der gekreuzten
B-Faltblatt-Struktur. Die gestrichelte Linie verdeutlicht die Dimension der CDRs entlang der Fibrillenldngsachse.
PDB-Zugangscode: B10 (3LN9.PDB)*® Ap(37-42)-Mikrokristall (PDB:20NV)*.
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1.11. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Verschiedene Antikorper mit konformationssensitiven Bindungseigenschaften fiir
Amyloidfibrillen wurden in der Vergangenheit generiert. Einige dieser Antikorper
erkennen ein Epitop, welches vermutlich generisch fiir Amyloidfibrillen ist. Die Analyse
eines konformationellen Epitops mit klassischen strukturaufkldrenden Methoden wird
durch einige spezifische Eigenschaften von Amyloidfibrillen betrdchtlich erschwert. Daher
sind die molekularen und strukturellen Grundlagen der konformationssensitiven Bindung
von Amyloidfibrillen durch Antikérper bislang kaum untersucht und verstanden.

Das Ziel dieser Arbeit war die funktionelle und strukturelle Untersuchung der
konformationssensitiven Bindung von Amyloidfibrillen durch Antikérper am Beispiel der
VHH-Doméne B10. Unter Verwendung einer Vielzahl an komplementéren biochemischen

und biophysikalischen Techniken wurden Beitrdge zu folgenden Komplexen geliefert:

1. Die Bindungsspezifitit von B10

e Interagiert B10 neben Ap(1-40)-Amyloidfibrillen auch mit anderen
AP(1-40)-Konformeren?
e Bindet B10 neben Amyloidfibrillen alternative konformationelle

Zustinde von Polypeptidketten?

2. Die Charakterisierung des B10-Epitops

o Auf welchen molekularen Interaktionen beruht die
konformationssensitive Bindung von B10 an Amyloidfibrillen?
e st das B10-Epitop eine generische Eigenschaft von Amyloidfibrillen?

e  Welche strukturellen Eigenschaften weist das von B10 erkannte Epitop
auf?
3. Die Untersuchung der funktionellen Aktivitit von B10

e Welche Auswirkung hat B10 auf die Bildung und Stabilitit von
Amyloidfibrillen?

In diesem Kontext lieferten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit neue Einsichten
fiir das Verstindnis der konformationssensitiven Bindung von Amyloidfibrillen durch

Antikorper.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Gerite

2.1.1. Chemikalien

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich und Fluka

bezogen. Als Reinheitsgrad wurde mindestens pro analysis verwendet. Soweit nicht anders

angegeben wurden alle Losungen mit Reinstwasser (Milli-Q) angesetzt und gegebenenfalls

autoklaviert oder sterilfiltriert.

Tabelle 2.1. Chemikalien.

Chemikalie Hersteller
Agar-Agar, Kobe | Roth
Agarose Invitrogen
30 % Ammoniumhydroxidlosung Roth
Ammoniumchlorid Roth
Ammoniummolybdat Tetrahydrat Fluka
Ampicillin Natriumsalz Roth
Borséure Fluka
Calciumchlorid Dihydrat Fluka
Chloramphenicol Roth
Chloroform Merck
Coomassie Brilliantblau R-250 Fluka
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat Dodecahydrat Roth
Dithiotreitol (DTT) Roth
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Roth
Eisen(I1)-chlorid Fluka
Eisen(III)-citrat Monohydrat Fluka
Formvar Resin 15/95 Ted Pella
a-Glukose Monohydrat Roth
Glycerin Roth
Glycin Roth
Guanidinhydrochlorid Roth
Harnstoff Roth
Hefeextrakt Roth
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Heparin (~ 18 kDa, Herstellerangabe)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure (HEPES)
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP)
Hexaminkobalt(III)-chlorid

Imidazol
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kobalt(I1I)-chlorid Hexahydrat

Kongorot

Kupfer(I)-chlorid Dihydrat

a-Laktose Monohydrat
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangan(II)-chlorid Tetrahydrat
B-Mercaptoethanol
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure (MES)
Natriumazid
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumhydroxid

Natriummolybdat Dihydrat
Natriumselenit

Nickel(II)-chlorid Hexahydrat
Nickel(II)-sulfat Hexahydrat

N-Z-Amin (Casein Hydrolysat)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polygalakturonséure

Ponceau S

Rubidiumchlorid

Thiamin-Hydrochlorid

Thioflavin T

Trichloressigsdure

Trifluoressigséure

Tris

Triton X-100

Trypton/Pepton (aus Casein)

Tween 20

Uranylacetat Dihydrat

Zinkacetat Dihydrat

Zinksulfat Monohydrat

Sigma-Aldrich
Roth

Fluka
Applichem
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Riedel de Haén
Sigma-Aldrich
Fluka

Roth

Roth

Roth

Fluka

Roth

Roth

Fluka

Roth

Roth

Riedel de Haén
Fluka

Fluka

Roth

Fluka

Roth

Fluka
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Plano

Roth

Fluka
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2.1.2. Kits, Standards und gebrauchsfertige Losungen

Tabelle 2.2. Kits, Standards und gebrauchsfertige Losungen.

Produkt Hersteller
Quickchange XL II Site directed mutagenesis-Kit Stratagene
Midiprep-Kit Nucleobond PC 100 Macherey-Nagel
Miniprep-Kit Genejet Plasmid Fermentas
Miniprep-Kit Qiaprep Spin Qiagen
Gelextraktions-Kit QiaEx I1 Qiagen
NBT/BCIP-1-Step-Substrat Pierce

Roti Histokitt Roth

Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay-Reagenz Pierce
Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System NuPAGE Invitrogen

NuPAGE Fertiggel Novex 4-12 % Bis-Tris (12, 15, 17 Taschen)
NuPAGE MES Laufpuffer (20x)
NuPAGE Probenpuffer (4x)

NuPAGE Antioxidans

NuPAGE Proben Reduktionsmittel
DNS-Léngenstandard GeneRuler (1 kb) Fermentas
Protein-Standard Mark12 Invitrogen

2.1.3. Chromatographiemedien

Tabelle 2.3. Chromatographiemedien und ihre Anwendung.

Material Methode Hersteller
Ni-NTA Superflow Ni-Chelat-Chromatographie Qiagen
Ni-Sepharose High Performance Ni-Chelat-Chromatographie GE Healthcare
Q-Sepharose Fast Flow Ionenaustausch-Chromatographie GE Healthcare
Mono-Q Ionenaustausch-Chromatographie GE Healthcare
Heparin-Sepharose CL-6B Affinitdts-Chromatographie GE Healthcare
Source 15RPC Umkehrphase-Chromatographie GE Healthcare
Jupiter C4 Umkehrphase-Chromatographie Phenomenex
Superdex 75 Gelfiltration GE Healthcare
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2.1.4. Sonstige Materialien

Tabelle 2.4. Sonstige verwendete Materialien.

Produkt

Hersteller

Dialyseschlauch Spectra/Por Float-A-Lyzer G2

Filterpapier (Zellulose, 3 mm Dicke)

Kiivette, Halb-Mikro (Absorption, Acryl)
(Schichtdicke: 10mm)

Kiivette, Halb-Mikro (Absorption, Quarzglas)
(Schichtdicke: 10 mm)

Kiivette, Mikro (Fluoreszenz, Quarzglas)
(Schichtdicke: 5 x 5 mm)

Kiivette, Ultra-Mikro (Absorption, Quarzglas)
(Schichtdicke: 10 mm)

Kiivette, Ultra-Mikro (Fluoreszenz, Quarzglas)
(Schichtdicke: 10 x 2 mm)

Mikrotiterplatte, 96 Loch, Flachboden, schwarz, Polystyrol

Netzchen (Kupfer, 200 Stege / Zoll)

Nitrozellulose-Membran Hybond ECL (0,45 pm)

Nitrozellulose -Membran Protran (0,1 pm; 0,45 um)

Objekttriager SuperFrost

Pinzette Dumont N5SAC

Rotilabo Abdeckfolie

Spritzenvorsatzfilter Minisart (0,2 pm)

Sterilfilter MicronSep (0,22 um; 1,2 pm)

Sterilfilter Magna-Nylon (0,45 pm)

Zentrifugationsfilter Amicon (Ultra-4, Ultra-15)
(GroBenausschluss 3 kDa)

Zentrifugationsfilter Nanosep
(GroBenausschluss 10 kDa)

Spectrum Laboratories
Whatman
Sarstedt

Hellma

Hellma

Hellma

Hellma

Greiner Bio-One
Agar Scientific
GE Healthcare
Whatman

Roth

Electron Microscopy Sciences
Roth

Sartorius

Roth

Roth

Millipore

Pall
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2.1.5. Geriite

Im Folgenden werden nur Geridte aufgefiihrt, die nicht der Standardlaborausstattung

entsprechen.

Tabelle 2.5. Verwendete Geriite.

Gerit Hersteller
Begasungseinheit Multiplex Ventil Depot Liebisch Labortechnik
Chromatographie-System AKTAexplorer 100 GE Healthcare
Chromatographie-System AKTApurifier 100 GE Healthcare
Chromatographie-System AKTAfplc GE Healthcare
Drehanoden-Rontgengenerator FR591 Enraf Nonius

CCD Flachenzahler MAR300 MAR Research
Fermenter Sixfors (0,4 1) Infors

Fermenter Biostat ED (15 1)
Fluoreszenz-Spektrometer LS 55
Fluoreszenz-Spektrometer RF-5301PC
FT-IR-Spektrometer Tensor 27
Gefriertrocknungsanlage
Geltrockner GelAir Drying System
Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie-System
Inkubationsschiittler Multitron HAT
Isothermales Titrationskalorimeter VP-ITC
Kathodenzerstduber Desk V TSC mit Kohlegarnverdampfer
Laboport Vakuumpumpe N86KN.18
Mastercycler personal
Mikroskop Eclipse 80i mit Polarisator
Digitalkamera DS2Myv
Mikrotiterplatten-Lesegerdt POLARstar galaxy
Mikrotiterplatten-Lesegerdt FLUOstar Omega
NMR-Spektrometer DRX 500 MHz
Tripelresonanzkopf TXI mit Gradientenkanal
Reinstwasser-Anlage Milli-Q Advantage A10
Scanner Epson perfection V700 Photo
Sicherheitswerkbank HS12
Spot-Blot-Apparatur Minifold I System
Standzentrifuge RC5B Plus
Thermomixer compact

Tischkiihlzentrifuge 5415 R

Braun Biotech International
PerkinElmer
Shimadzu
Bruker Optik
Christ

Biorad
Shimadzu
Infors

MicroCal LCC
Denton Vacuum
KNF Neuberger
Eppendorf
Nikon

Nikon

BMG Labtech
BMG Labtech
Bruker

Bruker
Millipore

Epson

Heraeus Instruments
Whatman
Sorvall
Eppendorf
Eppendorf
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Tischkiihlzentrifuge Rotina 38R
Ausschwingrotor 1760, 1798
Festwinkelrotor SLA 3000
Festwinkelrotor SS 34

Transmissions-Elektronenmikroskop EM 900

Ultraschallsystem Vibracell 72442

Ultrazentrifuge Optima TLX
Festwinkelrotor TLA 100
Festwinkelrotor TLA 120.1

UV-Kabinett HP-UVIS (254 nm, 366 nm)

UV-Transilluminator Darkroom Evo III
UV-VIS-Spektrometer Helios Gamma
UV-VIS-Spektrometer Cary 1E
UV-VIS-Spektrometer HP8453
Vakuumkonzentrator 5301
Wirmeschrank APT.line BD (E2)
Zellhomogenisator Emulsiflex-C50
Zellhomogenisator NS1001-L2K

Zellhomogenisator TS Series Benchtop

Hettich

Hettich

Sorvall

Sorvall

Carl Zeiss SMT
Bioblock Scientific
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Desaga

Raytest [sotopenmessgerite
Thermo Electron
Varian

Agilent Technologies
Eppendorf

Binder

Avestin

GEA Niro Soavi

Constant Systems

2.1.6. Programme

Tabelle 2.6. Verwendete Programme.

Name Hersteller

NIS Elements F Laboratory Imaging

TotalLab 100 Nonlinear Dynamics

iTEM ResAlta Research Technologies
Pymol DeLano Scientific

Origin 7 OriginLab
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2.1.7. Plasmide

Soweit nicht anders angegeben kodieren die Plasmide fiir eine Ampicillin-Resistenz.

Tabelle 2.7. Ubersicht der genutzten Plasmide.

Plasmid Verwendung Herkunft
pMalc2TEVhAPB(1-40'*° - Expression AP(1-40)-Peptid M. Findrich

- ortsgerichtete Mutagenese (MPF, Halle (Saale))
p41B10mut_6H**¢ - Expression der VHH-Doméne B10 U. Horn

- ortsgerichtete Mutagenese (HKI, Jena)
ptetB10mutpA_6H** - Expression des Fusionsproteins BI0AP U. Horn

- Resistenz: Chloramphenicol (HKI, Jena)
pET-20b(+) - Insertion von Pektat-Lyase Pel-15-Varianten Novagen

uiber eine Ndel- und HindIII-Schnittstelle

- Expression der Pel-15-Varianten

pMA-Pell5-Wildtyp - Vektor fiir ein synthetisches Pektat-Lyase-Gen Geneart
pMA-Pell5 L6+ - Vektor fiir ein synthetisches Pektat-Lyase-Gen Geneart
pMA-Pell5 M6+ - Vektor fiir ein synthetisches Pektat-Lyase-Gen Geneart
pMA-Pell5 R6+ - Vektor fiir ein synthetisches Pektat-Lyase-Gen Geneart
pMA-Pell5 M4+ - Vektor fiir ein synthetisches Pektat-Lyase-Gen Geneart
2.1.8. Primer

Alle Primer wurden von MWG Biotech synthetisiert und in HPSF-Qualitét geliefert.

Tabelle 2.8. Ubersicht der genutzten Primer fiir die ortsspezifische Mutagenese.

Bezeichnung des Proteins Primer-Sequenz

Plasmid: pMalc2TEVhAp(1-40)
AB(1-40) D1G "—AACCTGTACTTCCAGGGCGCTGAATTCCGTCAC-3"
"—~GTGACGGAATTCAGCGCCCTGGAAGTACAGGTT-3"
APB(1-40) E3A "~TACTTCCAGGACGCTGCATTCCGTCACGACTCT-3"
AB(1-40) D7A  ~GCTGAATTCCGTCACGCCTCTGGTTACGAAGTT-3"
"~AACTTCGTAACCAGAGGCGTGACGGAATTCAGC-3"

"~CACGACTCTGGTTACGCAGTTCATCACCAGAAA-3"

5
5
5
5 -AGAGTCGTGACGGAATGCAGCGTCCTGGAAGTA-3"
5
5

APB(1-40) E11A 5

5

"-TTTCTGGTGATGAACTGCGTAACCAGAGTCGTG-3"
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AB(1-40) E22A

AB(1-40) D23A

Plasmid: p41B10mut_6H

B10_6H H35A

B10_6H R36A

B10_6H Y37A

B10_6H H38A

B10_6H R39A

B10_6H S56A

B10_6H Q57A

B10_6H S58A

B10_6H G59A

B10_6H M60A

B10_6H R61A

B10 6H RI05A

B10_6H K106A

B10_6H N107A

B10_6H V108A

B10_6H W109A

B10_6H T110A

50
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"~CTGGTATTCTTCGCAGCAGACGTGGGTTCTAAC-3"
"~GTTAGAACCCACGTCTGCTGCGAAGAATACCAG-3"
"~GTATTCTTCGCAGAAGCCGTGGGTTCTAACAAA-3’
"—-TTTGTTAGAACCCACGGCTTCTGCGAAGAATAC-3"

"~GGCTATACCTTTAGCGCTCGGTATCATCGTTGG-3"

" ~CCAACGATGATACCGAGCGCTAAAGGTATAGCC-3"
"~TATACCTTTAGCCATGCGTATCATCGTTGGTTTCGC-3"

" -GCGAAACCAACGATGATACGCATGGCTAAAGGTATA-3"
"~ACCTTTAGCCATCGGGCTCATCGTTGGTTTCGCCAG-3"

" -CTGGCGAAACCAACGATGAGCCCGATGGCTAAAGGT-3"
"~TTTAGCCATCGGTATGCTCGTTGGTTTCGCCAG-3"

" ~CTGGCGAAACCAACGAGCATACCGATGGCTAAA-3"

" ~AGCCATCGGTATCATGCTTGGTTTCGCCAGGCGCCG-3"

" -CGGCGCCTGGCGAAACCAAGCATGATACCGATGGCT-3"

" ~ATTGTGGCGGTGATTGCTCAGAGTGGGATGCGG-3"
"~CCGCATCCCACTCTGAGCAATCACCGCCACAAT-3"

" ~GTGGCGGTGATTTCTGCGAGTGGGATGCGGACC-3"
"~GGTCCGCATCCCACTCGCAGAAATCACCGCCAC-3"

" ~GCGGTGATTTCTCAGGCTGGGATGCGGACCTAT-3"
"-ATAGGTCCGCATCCCAGCCTGAGAAATCACCGC-3"
"~CGGTGATTTCTCAGAGTGCGATGCGGACCTATTATGCGG-3"
"-CCGCATAATAGGTCCGCATCGCACTCTGAGAAATCACCG-3"
"-ATTTCTCAGAGTGGGGCGCGGACCTATTATGCGG-3"
"-CCGCATAATAGGTCCGCGCCCCACTCTGAGAAAT-3"
"-TCTCAGAGTGGGATGGCGACCTATTATGCGGATAGCGTG-3"
"=CACGCTATCCGCATAATAGGTCGCCATCCCACTCTGAGA-3"
" -TGCGCGGCGGGTACGGCGAAGAATGTTTGGACG-3"
"~CGTCCAAACATTCTTCGCCGTACCCGCCGCGCA-3"

" -GCGGCGGGTACGAGGGCGAATGTTTGGACGCGT-3"
"~ACGCGTCCAAACATTCGCCCTCGTACCCGCCGC-3"

" ~GCGGGTACGAGGAAGGCTGTTTGGACGCGTCAG-3"
"-CTGACGCGTCCAAACAGCCTTCCTCGTACCCGC-3"

" ~GGTACGAGGAAGAATGCTTGGACGCGTCAGCATCC-3"

" -GGATGCTGACGCGTCCAAGCATTCTTCCTCGTACC-3"

" -GGTACGAGGAAGAATGTTGCGACGCGTCAGCATCCT-3"

" ~AGGATGCTGACGCGTCGCAACATTCTTCCTCGTACC-3"

" -GGTACGAGGAAGAATGTTTGGGCGCGTCAGCATCCTTTTG-3"
" ~CAAAAGGATGCTGACGCGCCCAAACATTCTTCCTCGTACC-3"
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B10 6H RI111A "~TGTTTGGACGGCTCAGCATCCTTTTGATTATTGGGGCCAG-3"
"~CTGGCCCCAATAATCAAAAGGATGCTGAGCCGTCCAAACA-3"
B10 6H Q112A " ~AGAATGTTTGGACGCGTGCGCATGCTTTTGATTATTGGGG-3"
"-CCCCAATAATCAAAAGGATGCGCACGCGTCCAAACATTCT-3"
B10 6H H113A "~GTTTGGACGCGTCAGGCTCCTTTTGATTATTGGGGCC-3"
" -GGCCCCAATAATCAAAAGGAGCCTGACGCGTCCAAAC-3"
B10_6H P114A "-GTTTGGACGCGTCAGGCTCCTTTTGATTATTGGGGCC-3"

"~GGCCCCAATAATCAAAAGGAGCCTGACGCGTCCAAAC-3’

2.1.9. Restriktionsenzyme

Tabelle 2.9. Liste der verwendeten Restriktionsenzyme.

Enzym Erkennungssequenz Schnittstelle Hersteller
HindIII 5"-AAGCTT-3" 5"-A--:+-AGCTT-3" Fermentas
3" -TTCGAA-5" 3" -TTCGA---+A-5"7
Ndel 57-CATATG-3" 5" =CA--++-TATG-3" Fermentas
3"=GTATAC-5" 3"=GTAT:----AC-5"

2.1.10. E. coli-Stimme

Tabelle 2.10. Zusammenfassung der verwendeten E. coli-Stimme.

Stamm Genotyp Herkunft
XL10-Gold Tet', A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1, Stratagene
recAl, gyrA96, relAl, lac Hte, [F’, proAB, laclqZAM15, Tnl0 (Tet")
Amy Cam']
RV308 (Adlac)y74 galPO-308::1S2 rpsL) Maurer et al.>”
BL21(DE3)pLysS  F-, dem, ompT, hsdSB(rB— mB—), gal A(DE3), [pLysS Camr] Novagen
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2.1.11. Kulturmedien

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Losungen autoklaviert. Die Antibiotika wurden

in folgenden Endkonzentrationen eingesetzt: Ampicillin (100 pg/ml), Chloramphenicol

(30 pg/ml).

Tabelle 2.11. Verwendete Kulturmedien und ihre Bestandteile.

Medium

Zusammensetzung

LB-Medium (1 1)
LB-Agar (11)
ZYP-5052 (11)

ZY (1))

20x NPS (11)

50x 5052 (11)

1000 x Spurenelemente

(100 ml, nicht autoklaviert)

M 9-Medium (1 1)

SOB-Medium (1 1)
SOC-Medium (101 ml)
Ampicillin (10 ml)
Chloramphenicol (10 ml)

10 g Trypton/Pepton, 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl, pH 7,0

1,5 g Agar (in LB-Medium)

928 ml ZY, 1 ml 1000 x Spurenelemente, 1 ml MgSO, (1M),

20ml 50 x 5052, 50 ml 20 x NPS

10 g N-Z-Amin, 5 g Hefeextrakt

66 g (NHy4),SO4, 136 g KH,PO,, 142 g Na,HPO,

250 g Glycerin, 25 g Glukose x H,O, 100 g a-Laktose x H,O

50 ml FeCl; x 6 H,O (0,1 M; in 0,1 M HCI; nicht autoklaviert),

2 ml CaCl, (1 M), 1 ml MnCl, x 4 H,O (1 M); 1 ml ZnSO, x 7 H,O
(1 M); 1 ml CoCl,x 6 H,O (0,2 M); 2 ml CuCl, x 4 H,0O (0,1 M);

1 ml NiCl, (0,2 M); 2 ml Na,MoO, x 2 H,O (0,1 M);

2 ml Na,SeO; (0,1 M); 2 ml H;BO; (0,1 M)

8,6 g Na,HPO, x 12 H,0; 0,5 g NaCl; 3 g KH,PO4; 1 g NH,CL;

10 ml Eisen(III)-citrat (0,023 M); 0,1 ml EDTA (0,2 M);

0,1 ml CoCl, x 6 H,O (0,1 M); 0,1 ml MnCl, x 4 H,O (0,75 M);

0,1 ml CuCl, x 4 H,O (0,1 M); 0,1 ml H;BO; (0,5 M);

0,1 ml Na,MoOy x 2 H,0 (0,1 M); 2 ml Zn(CH;COO), x 2 H,0
(0,018 M)

Zugabe nach dem Autoklavieren: 5 ml MgSO, (1 M), 20 ml Glukose
2,5M)

20 g Trypton/Pepton; 5 g Hefeextrakt; 0,6 g NaCl, 10 ml MgSO, (1 M)
100 ml SOB Medium, 1 ml Glukose (2 M)

500 mg

300 mg (in 100 % unvergélltem Ethanol)
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2.1.12. Native globuliir gefaltete Polypeptidketten

Die Klassifizierung der Polypeptidketten basiert auf der SCOP-Datenbank”’. Die Angaben

zu der Sekundér- und B-Faltblatt-Struktur entstammen der PDBsum-Datenbank (basierend

301

auf dem Promotif-Algorithmus)™ .

Tabelle 2.12. Eigenschaften der getesteten globuléiir gefalteten Polypeptidketten.

Protein

Charakteristika

Maltose-Bindeprotein

PDB: 1JW4.PDB>*

Lysozym
PDB: 4LZT.PDB**

Trypsin
PDB: 1S81.PDB**

Insulin

PDB: IMSO.PDB*%

TTR
PDB: IRLB.PDB*

Pektat-Lyase Pel-15
PDB: 1EE6.PDB'"

P22 Tailspike-Protein
(109-666)
PDB: 1TSP.PDB'®

Organismus: E. coli

Klasse: a/B-Protein

Quelle: rekombinant'*

Sekundérstruktur: 42 % a/16 % B

B-Faltblatt-Struktur: gemischt und antiparallel

Organismus: Huhn
Klasse: o+B-Protein

B-Faltblatt-Struktur: antiparallel

Organismus: Schwein
Klasse: vollstdndiges B-Protein

B-Faltblatt-Struktur: antiparallel

Organismus: Mensch
Klasse: kleine Proteine

B-Faltblatt-Struktur: antiparallel

Organismus: Mensch

Klasse: vollstindiges -Protein

Quelle: Boehringer Mannheim

Sekundérstruktur: 31 % a/6 % B

Quelle: Roth
Sekundérstruktur: 8 % o/32 % B

Quelle: Sigma-Aldrich
Sekundérstruktur: 55 % a/6 % B

Quelle: rekombinant*

Sekundérstruktur: 5 % o/53 % B

[B-Faltblatt-Struktur: gemischt und antiparallel

Organismus: Bacillus sp. (KSM P15)

Klasse: vollstindiges B-Protein

Quelle: rekombinant”

Sekundérstruktur: 0 % o/57 % B

B-Faltblatt-Struktur: parallel, rechtsgewundene B-Helix

Organismus: Bakteriophage P22

Klasse: vollstindiges B-Protein

Quelle: rekombinant”

Sekundérstruktur: 5 % o/41 % B

B-Faltblatt-Struktur: antiparallel und parallel, rechtsgewundene B-Helix

* Zur Verfiigung gestellt von J. Kelly (Scripps Research Institut, LaJolla). * Zur Verfiigung gestellt von

R. Seckler (Universitét Potsdam).
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2.1.13. Intrinsisch ungefaltete Polypeptidketten

Die intrinsisch ungefalteten Polypeptidketten wurden frisch aufgelost und unmittelbar

verwendet.

Tabelle 2.13. Liste der getesteten intrinsisch ungefalteten Polypeptide.

Protein Herkunft

Poly-L-Lysin Organismus: synthetisch

(Molekulargewicht: 70-130 kDa) Quelle: chemische Synthese (Sigma-Aldrich)
disaggregiertes Ap(1-40) Organismus: Mensch

Quelle: rekombinant'*

G-Helix, Myoglobin(101-118) Organismus: Pottwal
Quelle: chemische Synthese (Jerini AG)

Glucagon Organismus: Mensch

Quelle: Vega

hSAA(2-21), Isoform 1.1 Organismus: Mensch
Quelle: chemische Synthese (Jerini AG)

hSAA, Isoform 1.1 Organismus: Mensch

Quelle: rekombinant®®

mSAA, Isoform 1.1 Organismus : Maus

Quelle: rekombinant®’

2.1.14. Ex vivo-Amyloidfibrillen

Tabelle 2.14. Ubersicht der verwendeten ex vivo-Amyloidfibrillen.

Name Amyloid L

Sequenz variable Fragmente der leichten Kette von Immunglobulinen®”’
Organismus Mensch
Quelle diagnostizierte AL-Amyloidose (C. Rocken; Charité Berlin)

Extraktion nach Skinner’®
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2.1.15. In vitro-Amyloidfibrillen

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten in vitro-Amyloidfibrillen und ihrer

Eigenschaften befindet sich im Anhang (Kap. 8.2).

2.1.16. Antikorper

Tabelle 2.15. Verwendete Antikorper.

Name Antigen

Einsatz Herkunft

Anti-RAGE-C1-Domine®”  RAGE (158-179)

Anti-Kaninchen-AP Kaninchen IgG

Kaninchen 1:2500

G. Fritz (Universitatsklinikum
Freiburg)
1:15000 Sigma

2.1.17. Weitere Proteine

Tabelle 2.16. Liste weiterer Proteine.

Name

Herkunft

Proteinase K
RAGE(23-243) (= VC1-Domine)*'

Tabak-Atzvirus-Protease

Fermentas

G. Fritz (Universititsklinikum Freiburg)

rekombinante Expression (hauseigen)'*
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2.2. Methoden

2.2.1. Proteinexpression in E.coli

Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Fermentation aller Proteine nach
folgendem Ablauf. Die Proteine wurden im E.coli-Stamm RV308 durch IPTG-Induktion,
die bei einer ODssp = 0,5 erfolgte, exprimiert3 1 Die Fermentation wurde bei 26 °C, in
M 9-Medium, im Hochzelldichte-Fermenter durchgefiihrt. Vier Stunden nach der
Induktion wurden die Zellen zentrifugiert (20 min, 15.000 g, 4 °C) und bei -80 °C

eingefroren.

2.2.2. Aufreinigung von Af(1-40)

Das Plasmid pMalC2TevhAp(1-40) kodiert fiir die zytoplasmatische Expression
eines Fusionsproteins aus Maltose-Bindeprotein und humanem AB(1-40). Bestandteil des
Fusionsproteins ist ein C-terminal vom Maltose-Bindeprotein gelegener His-tag, gefolgt

von einer Spaltstelle fiir eine Tabak-Atzvirus-Protease (Abb. 2.1).

TEV-Protease
His—tag] Spaltstelle

NH; 4 MBP AB(1-40) | COOH

Abbildung 2.1. Organisation des exprimierten Ap(1-40) Fusionsproteins.
MBP: Maltose-Bindeprotein, TEV-Protease: Tabak-Atzvirus-Protease.

Zur Aufreinigung von AP(1-40) wurden 30 g gefrorenes Zellpellet in 300 ml
eiskaltem Aufschlusspuffer (Tab.2.17) gelost, zweimalig in einem Zellhomogenisator
(Druck: 1.000 bar) aufgeschlossen und anschlieBend zentrifugiert (90 min, 35.800 g, 4 °C).
Der Uberstand wurde durch eine 1,2 um Membran in 500 ml eiskalten Aufschlusspuffer
filtriert. Die Isolierung des Fusionsproteins erfolgte iiber eine Ni-NTA-Saule (Elution iiber
Stufengradient: 0 % — 50 % Elutionspuffer) und anschlieBend iiber eine Q-Sepharose-
Saule (Elution iiber linearen Gradient). Die Proteinkonzentration nach der Q-Sepharose-

Sédule wurde mit Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay-Reagenz gemessen. Durch
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Zugabe von 4 mg Tabak-Atzvirus-Protease je 1 mg Protein, wurde das Fusionsprotein iiber
Nacht bei Raumtemperatur gespalten. Das Spaltprodukt Maltose-Bindeprotein mit His-fag
wurde iiber eine Ni-NTA-Sédule entfernt und das AP(1-40)-Peptid anschlieBend mit einer
Source RPC15-Séule (Elution iiber linearen Gradient) gereinigt. Die AB(1-40)-Fraktionen
wurden mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert und mit Matrix-unterstiitzter
Laser Desorption/lonisation-Massenspektrometrie auf korrektes Molekulargewicht gepriift.

Das gereinigte Protein wurde lyophilisiert und bei -80 °C gelagert.

Tabelle 2.17. Verwendete Puffer fiir die Aufreinigung von Ap(1-40).

Puffer Zusammensetzung
Aufschlusspuffer 20 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 1| mM PMSF
Ni-NTA
Startpuffer 20 mM Tris (pH 8), 150 mM NacCl
Elutionspuffer 20 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 200 mM Imidazol
Q-Sepharose
Startpuffer 20 mM Tris (pH 8), 15 mM NaCl
Elutionspuffer 20 mM Tris (pH 8), 2 M NaCl
Source RPC15
Startlosung 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdure
Elutionslésung 0,1 % (v/v) Trifluoressigsédure (in Acetonitril)

2.2.3. Aufreinigung von B10

Das Plasmid p41B10mut 6H kodiert fiir die periplasmatische Expression der
kameliden VHH-Doméne B10 mit C-terminalem His-tag (Abb. 2.2). B10 wurde nach oben
beschriebenen Schema in E.coli RV 308°'° oder E.coli BL21DE3(pLys) exprimiert.

PelB His-tag

NH3z B10 - COOH

Abbildung 2.2. Organisation der exprimierten VHH-Domine B10.
PelB: Periplasma Exportsequenz, B10: VHH-Doméne B10.
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Zur Aufreinigung von Bl0 wurden 60g gefrorenes Zellpellet in
11 Aufschlusspuffer (Tab.2.18) gelost. Nach zweimaliger Passage durch einen
Zellhomogenisator (Druck: 1.000 bar) erfolgte die Zugabe von 0,5 % Tween 20 mit
anschlieBender ~Zentrifugation (90 min, 35.800 g, 4°C). Der Uberstand wurde
anschlieBend durch eine 1,2 pum Membran filtriert. Die Reinigung von B10 erfolgte mit
einer Ni-NTA-Siule (Elution iiber Stufengradient: 5 % — 100 % Elutionspuffer) und einer
Source RPC15-Séule (Elution iiber linearen Gradient). Die Reinheit der B10-Fraktionen
wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Peakintegration nach analytischer
Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie mit einer Jupiter C4-Sdule analysiert. Die
Uberpriifung des korrekten Molekulargewichtes erfolgte mit Elektrospray-lonisation-

Massenspektrometrie. Das gereinigte Protein wurde lyophilisiert und bei -80 °C gelagert.

Tabelle 2.18. Verwendete Puffer fiir die Aufreinigung von B10.

Puffer Zusammensetzung
Aufschlusspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 2 M NaCl, 50 mM Imidazol
Ni-NTA
Startpufter 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 300 mM NacCl, 50 mM Imidazol
Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol
Source RPC15
Startlosung 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdure
Elutionslosung 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdure (in Acetonitril)

2.2.4. Expression und Aufreinigung von B10AP

Das Plasmid ptetB10mutpA 6H kodiert fiir die periplasmatische Expression des
Fusionsproteins B10AP, bestehend aus der kameliden VHH-Doméne B10 und einer
alkalischer Phosphatase aus E.coli mit einem C-terminalen His-tag (Abb. 2.3).

PelB His-tag

NH: 4 B10 AP - COOH

Abbildung 2.3. Organisation des exprimierten Fusionsproteins B10AP.
PelB: Periplasma-Exportsequenz, B10: VHH-Doméne B10, AP: alkalische Phosphatase.
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Zur Aufreinigung von B10AP wurden 60 g gefrorenes Zellpellet in 11 eiskaltem
Aufschlusspuffer (Tab. 2.19) gelost. Nach zweimaliger Passage durch einen
Zellhomogenisator (Druck: 1.000 bar) erfolgte die Zugabe von 0,5 % Tween 20 mit
anschlieBender Zentrifugation (90 min, 35.800 g, 4 °C). Der Uberstand wurde durch eine
1,2 um Membran filtriert. Die Reinigung von BI10AP erfolgte iiber eine Ni-NTA-Séule
(Elution tiiber Stufengradient: 5% — 100 % Elutionspuffer), gefolgt von einer
Q-Sepharose-Séule (Elution iiber linearen Gradient). Die BIOAP-Fraktionen wurden durch
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Matrix-unterstiitzte Laser Desorption/
Ionisation-Massenspektrometrie analysiert. Das gereinigte Protein wurde im Q-Sepharose-

Elutionspuffer bei -80 °C gelagert.

Tabelle 2.19. Verwendete Puffer fiir die Aufreinigung von B10AP.

Puffer Zusammensetzung
Aufschlusspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 2 M NaCl, 50 mM Imidazol
Ni-NTA
Startpuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol
Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol
Q-Sepharose Fast Flow
Startpuffer 20 mM Tris (pH 8,2), 15 mM NaCl
Elutionspuffer 20 mM Tris (pH 8,2), 2 M NaCl

2.2.5. Expression und Aufreinigung von Pel-15 und Varianten

Synthetische Gene, die fiir die periplasmatische Expression von verschiedenen
Varianten der Pektat-Lyase Pel-15 (aus Bacillus sp.) mit C-terminalem His-fag kodieren
(Abb. 2.5), wurden von Geneart bezogen. Diese Gene wurden jeweils liber Ndel- und
HindIII-Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor pET-20b(+) kloniert. Die
Expression der Proteine erfolgte in E.coli BL21DE3(pLys). In einen 21 Schiittelkolben
wurden 400 ml ZYP-5052-Autoinduktionsmedium gefiillt und mit einer {iber Nacht-
Kultur, welche in LB-Medium gewachsen ist, 1:40 (v/v) beimpft. Nach 24 h Inkubation bei
150 Upm erfolgte die Zentrifugation der Zellen (20 min, 15.000 g, 4 °C). Das Pellet wurde

bei -80 °C eingefroren.
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PelB His-tag
\\”/

NH2 - Pel-15 - COOH

Abbildung 2.5. Organisation der exprimierten Pektat-Lyase Pel-15.
PelB: Periplasma-Exportsequenz, Pel-15: Pektat-Lyase Pel-15.

Die periplasmatische Expression ergab nur beim Pel-15-Wildtyp eine 10sliche
Fraktion. Die Varianten Pell5 L6+, Pel-15 M6+, Pel-15 R6+, Pel-15 M4+ mussten {iber
die Isolierung von Einschlusskérpern und durch Riickfaltung der Proteine gewonnen
werden.

Die Aufreinigung des Pel-15-Wildtyps erfolgte unter nativen Bedingungen. Zu
diesem Zweck wurden 10 g gefrorenes Pellet in 70 ml eiskaltem Aufschlusspuffer
(Tab. 2.20) gelost. Nach zweimaliger Passage durch einen Zellhomogenisator (Druck:
2.500 bar) wurde die Suspension zentrifugiert (20 min, 47.807 g, 4 °C) und durch eine
1,2 um Membran filtriert. Die Aufreinigung von Pel-15-Wildtyps erfolgte iliber eine
Ni-Sepharose-Siule (Elution iiber Stufengradient: 5 % — 100 % Elutionspuffer) und eine

Mono-Q-Séule (Elution iiber linearen Gradient).

Tabelle 2.20. Puffer fiir die Aufreinigung des Pel-15-Wildtyps.

Puffer Zusammensetzung
Aufschlusspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 2 M NaCl, 50 mM Imidazol
Ni-Sepharose
Startpuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol
Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol
Mono-Q
Startpuffer 50 mM MES (pH 6,8)
Elutionspufter 50 mM MES (pH 6,8), 2 M NaCl

Zur Isolation der Einschlusskorper der Pel-15-Varianten wurden 10 g gefrorenes
Pellet in 50 ml eiskaltem Resuspensionspuffer (Tab. 2.21) geldst, zweimal in einem Zell-
homogenisator (Druck: 2.500 bar) aufgeschlossen und zentrifugiert (20 min, 47.807 g,
4 °C). Die Isolation der Einschlusskorper erfolgte durch zweimaliges Resuspendieren des
Pellets in eiskaltem Isolationspuffer (Tab.2.21) und anschlieBender Zentrifugation
(20 min, 47.807 g, 4 °C).
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Tabelle 2.21. Puffer fiir die Isolation von Pel-15-Einschlusskorpern.

Puffer Zusammensetzung
Resuspensionspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8)
Isolationspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8); 0,5 M NaCl; 2 M Harnstoff;

2 % (v/v) Triton-X 100

Die Pel-15-Proteine aus den Einschlusskorpern wurden primér durch eine
Ni-Sepharose-Saule gereinigt, wobei gleichzeitig die Riickfaltung der Proteine auf der
Sdule stattfand. Zu diesem Zweck wurde das Einschlusskorper-Pellet unter Riihren fiir 1 h
bei Raumtemperatur in Ni-Sepharose-Startpuffer (Tab. 2.22) resuspendiert. Nach der
Zentrifugation der Losung (20 min, 47.807 g, 4 °C) erfolgte die Filtration des Uberstandes
durch eine 1,2 um Membran. Das Filtrat wurde auf eine Ni-Sepharose-Siule aufgetragen.
Die Riickfaltung des Proteins erfolgte durch Austausch des Startpuffers gegen
Riickfaltungspuffer (linearer Gradient). Die Elution wurde mit einem Stufengradienten
(5 % — 100 % Elutionspuffer) durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Reinigung tiber
eine Q-Sepharose-Sdule (Elution {iiber linearen Gradient) und eine Superdex 75-

Gelfiltrationssaule.

Tabelle 2.22. Puffer fiir die Aufreinigung der Pel-15-Varianten aus Einschlusskorpern.

Puffer Zusammensetzung

Ni-Sepharose

Startpuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 0,5 M NaCl, 10 mM Imidazol,
8 M Harnstoff, 1 mM B-Mercaptoethanol

Riickfaltungspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 0,5 M NaCl, 10 mM Imidazol,
1 mM B-Mercaptoethanol

Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 8), 0,5 M NaCl, 250 mM
Imidazol

Q-Sepharose

Startpufter 20 mM Tris (pH 8,2)
Elutionspuffer 20 mM Tris (pH 8,2), 2 M NaCl
Superdex 75
Laufpuffer 50 mM Natriumphosphat (pH 7,4), 150 mM NaCl

Die Uberpriifung der Reinheit aller Varianten erfolgte mit SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und die Analyse des korrekten Molekulargewichtes mit Elektrospray-
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Ionisation-Massenspektrometrie. Alle Pel-15-Varianten wurden gegen 20 mM Natrium-
phosphat (pH 7,4) dialysiert und bei 4 °C gelagert. Die strukturelle Integritét der Proteine
wurde mit NMR-Spektroskopie und einem Pel-15-Aktivitétstest analysiert.

2.2.6. Eindimensionale Protonen-NMR-Spektroskopie

Zur eindimensionalen Protonen (1D-'H)-NMR-Spektroskopie wurden die Pel-15-
Proteine mit Zentrifugationsfiltern auf 220 uM konzentriert. Die Messung der Proben
erfolgte unter Wasservorsittigung bei Raumtemperatur in 5 mm NMR Rohrchen und
wurde durch C. Liicke (MPF, Halle (Saale)) an einem DRX 500 MHz-NMR-Spektrometer
(Bruker) vorgenommen. Die Kalibrierung erfolgte gegen 4,4-Dimethyl-4-Silapentan-1-

sulfonsdure. Die Spektren stellen die Summe aus 512 Scans dar.

2.2.7. Pel-15-Aktivitatstest

Pektat-Lyasen spalten die a-1,4 glykosidische Bindung in Polygalakturonsdure und
erzeugen damit 4,5 ungesittigte Oligogalakturonsidure (Abb. 2.6). Dieses ungesittigte
Produkt ist UV-aktiv und eignet sich dadurch zur Ermittlung der Enzymaktivitit der
Pektat-Lyase. Die Messlosung enthielt folgende Bestandteile: 910 ul Wasser, 150 pl 0,5 M
Glycin/NaOH-Puffer (pH 10,5), 90 ul 10 mM CaCl,, 300 pul 1 % (w/v) PGA (pH 6,5),
50 ul Wasser mit 0,12 pg Protein. Die Losung wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 1,5ml 50 mM HCI

abgebrochen und die Absorption bei einer Wellenldnge von 235 nm gemessen.

COO0- COO- Pektat L COO0- COO-
tat
0 0 P R’ ektat Lyase 0 / 0 P R’
0 H 0 OH 0 — _0 OH + H-<OH 0
R R OH
OH OH OH OH
Polygalakturonséure 4, 5 ungesattigte

Qligogalakturonsaure

Abbildung 2.6. Enzymatische Spaltung von Polygalakturonsiure durch Pektat-Lyasen.
Polygalakturonsaure wird durch Pektat-Lyasen an der 1,4-glykosidischen Bindung gespalten und es entsteht neben der

iibrigen Polygalakturonsiure das ungesittigte Spaltprodukt 4,5 Oligogalakturonsiure. Bildquelle: Herron et al. (2000)*'".
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2.2.8. Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E.coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach Hanahan®'. Zu diesem
Zweck wurden 5 ml SOB-Medium mit einer E.coli-Kolonie beimpft und {iber Nacht bei
30°C in LB-Medium bei 220 Upm geschiittelt. Von der iiber Nacht-Kultur wurden
100 pl in 50 ml SOB-Medium {iberfithrt und bis zu einer ODsso = 0,5 geschiittelt. Die

Kultur wurde danach fiir 15 min auf Eis gestellt. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis:

1. zentrifugieren (10 min, 2.500 g, 4 °C),

. Pellet resuspendieren in 20 ml eiskaltem TFB-Puffer (Tab. 2.23),
. zentrifugieren (10 min, 2.500 g, 4 °C),

. Pellet resuspendieren in 4 ml eiskaltem TFB-Puffer,

. Zugabe von 140 pl DMSO, 5 min inkubieren,

. Zugabe von 140 pl DTT-Losung (Tab. 2.23), 10 min inkubieren,
. Zugabe von 140 ul DMSO, 5 min inkubieren.

N N B W

AbschlieBend wurden 40 pl dieser Losung zu je 10 ul 50 % Glycerol gegeben, in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Zur Transformation wurden maximal 200 ng DNA zu 50 pl chemisch kompetenten
Zellen gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach 2 min Hitzeschock (42 °C) und
nachfolgender zweiminiitiger Inkubation auf Eis, wurden 500 pl SOC-Medium zugegeben.

Nach 1 h bei 37 °C und 220 Upm schiitteln wurde die Losung auf LB-Agar ausplattiert.

Tabelle 2.23. Losungen fiir die Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen.

Losung Zusammensetzung

TFB (11) 10 ml MES (1 M, pH 6,3 mit KOH eingestellt); 12 g RbCl, 8,9 g MnCl, x 4H,0;
1,5 g CaCl, x 2 H,0; 0,8 g Hexaminkobalt(III)-chlorid, pH 6,2 (mit KOH eingestellt)
DTT-Losung 2,25 M DTT, 40 mM Kaliumacetat, pH 6,0 (mit KOH eingestellt)

2.2.9. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in einem NuPAGE MES-
Puffersystem mit NuPAGE 4-12 % Bis-Tris-Gelen bei 180 mV durchgefiihrt. Die
Denaturierung der Proben erfolgte durch Zugabe von NuPAGE-Probenpuffer und
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anschlieBender Inkubation bei 70 °C fiir 20 min. Reduzierende Bedingungen wurden durch
Zugabe von NuPAGE-Antioxidans zum Laufpuffer und NuPAGE-Reduktionsmittel zur
Probe erzeugt. Die Gele wurden fiir 1 h in einer Coomassie-Losung gefarbt (Tab. 2.24) und
anschlieBend fiir 1 h mit der Entfarbelosung (Tab. 2.24) inkubiert. Die Trocknung der Gele

erfolgte mit einem Geltrockner (Biorad).

Tabelle 2.24. Losungen fiir die Firbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen.

Losung Zusammensetzung

Coomassie-Férbelosung (1 1) 2,5 g Coomassie Brilliantblau R-250, 10 % (v/v) Essigséure
30 % (v/v) unvergéllter Ethanol

Entfarbeldsung 10 % (v/v) Essigsdure, 20 % (v/v) unvergillter Ethanol

2.2.10. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

StandardmifBig wurde die Proteinkonzentration von Ldsungen, nach Gill und

I*", mit dem Lambert-Beer-Gesetz (Gl. 2.1) bestimmt. Die Absorptionsmessungen

Hippe
erfolgten bei 280 nm in 6 M Guanidinhydrochlorid, 20 mM Natriumphosphat (pH 6,5). Die
Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten des Proteins (ey) erfolgte anhand der
Anzahl an Tyrosin, Tryptophan und Cystein, sowie deren molaren Extinktions-

koeffizienten’" (Gl. 2.2).

E=geguxcxd (Gleichung 2.1)
E: Extinktion c: Konzentration (M)
EM: molarer Extinktionskoeffizient (M + cm™) d: Pfadlénge der Kiivette (cm)
em=ax 1280+ b x 5690 + ¢ x 120 (Gleichung 2.2)
eM: molarer Extinktionskoeffizient (M™"-cm™) b: Anzahl an Tryptophan
a: Anzahl an Tyrosin c¢: Anzahl an Cystein

Alternativ zu Gill und Hippel’" erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration
mit Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay-Reagenz. Dazu wurden 500 pl Proteinlosung

mit 500 ul Coomassie-Losung gemischt, 5 min in Dunkelheit inkubiert und die Absorption
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bei 595 nm gemessen. Anhand einer Standard-Eichkurve mit bovinem Serumalbumin

wurde die Konzentration der Proteinlosung abgelesen.

2.2.11. Disaggregation von Af(1-40)

Zur Disaggregation wurde 1 mg AB(1-40)-Peptid in 2 ml HFIP-Trifluoressigséure-
Gemisch (1:1) gelost. Nach einer Inkubation (4 h, Raumtemperatur) erfolgte das
vollstindige Abdampfen der Losung durch Begasung mit Stickstoff. Der entstandene
Proteinfilm wurde in 1 ml 0,15 % Ammoniumhydroxid geldst und lyophilisiert. Das

disaggregierte Peptid wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.12. Praparation loslicher Ap(1-40)-Oligomere

Zur Herstellung von Idslichen Oligomeren wurden 2,5 mg AP(1-40)-Peptid in
100 % HFIP gelost. Nach einer Inkubation (15 min, Raumtemperatur) wurde die Losung
1:10 mit Wasser verdiinnt. Nach einer weiteren Inkubation (15 min, Raumtemperatur)
erfolgte eine Zentrifugation (15 min, 14.000 g, Raumtemperatur). Der Uberstand nach der

Zentrifugation wurde als Fraktion der 16slichen Oligomere verwendet.

2.2.13. Praparation von in vitro-Amyloidfibrillen

Eine detaillierte Beschreibung der Priparation der verschiedenen getesteten
Amyloidfibrillen und ihrer Charakterisierung findet sich im Anhang (Kap. 8.2).

Zur Priparation von Amyloidfibrillen der AB(1-40)-Mutanten wurden 230 uM der
jeweiligen Mutante in 50 mM Natriumphosphat (pH 7,4), 10 mM Natriumazid geldst. Die
Proteinkonzentration wurde mit Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay-Reagenz
bestimmt. Die Fibrillenbildung erfolgte durch Inkubation fiir 2 Wochen bei 37 °C und
wurde mit TEM, ThT und FTIR analysiert.
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2.2.14. Ortsspezifische Mutagenese

Alle B10- beziehungsweise AP(1-40)-Mutanten wurden ausgehend von den
Plasmiden p41B10mut6H beziehungsweise pMalc2TEVhAPB(1-40) durch ortsspezifische
Mutagenese mit dem QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis-Kit hergestellt. Alle
verwendeten Primer konnen Tabelle 2.8 entnommen werden. Die erfolgreiche Mutagenese
wurde per DNS-Sequenzierung iiberpriift. Die mutierten Plasmide wurden in chemisch
kompetente E. coli RV 308 oder BL21DE3(pLys) transformiert. Die Reinigung aller
APB(1-40)-Varianten wurde identisch nach der Strategie der AP(1-40)-Aufreinigung
durchgefiihrt. Die Reinheit der AP(1-40)-Mutanten wurde mit SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese tiberpriift. Die Reinigung aller B10-Varianten erfolgte nach der
Strategie der B10-Aufreinigung. Die Reinheit der B10-Varianten wurde mit SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese und einer analytischen Hochdruck-Fliissigkeits-
chromatographie analysiert. Die Kp-Werte der Bindung der Mutanten an AB(1-40)-

Amyloidfibrillen wurden mit Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie ermittelt.

2.2.15. Disaggregation von AB(1-40)-Fibrillen durch B10

Zur Disaggregation von AB(1-40) Fibrillen durch BIOAP wurden 50 uM AP(1-40)-
Fibrillen mit und ohne 5 uM BIOAP fiir 1 Woche in 50 mM HEPES (pH 74),
50 mM NaCl, 1 mM Na-Azid bei 37 °C inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte mit
einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Ultrazentrifugation (20 min, 51.3000 g,
20 °C) und TEM.

2.2.16. Degradation mit Proteinase K

Um die Protease-Stabilitit verschiedener AB(1-40)-Konformere zu testen, wurden
50 uM disaggregiertes AP(1-40)-Peptid, B10AP-stabilisierte AB(1-40)-Protofibrillen oder
APB(1-40) Fibrillen mit 62,5 ng/ml Proteinase K in 50 mM Hepes (pH 7,4), 50 mM NaCl
bei 37°C inkubiert. In regelméfBigen Abstinden wurden 80 pl entnommen, mit
I mM PMSF versetzt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden

anschlieBend mit einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert.
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2.2.17. Spot-Blot-Analyse

Zur Spot-Blot-Analyse wurden Konzentrationsreihen von Polypeptidketten mit
einer Spot-Blot-Apparatur auf eine Nitrozellulose-Membran aufgetragen. Der Blot erfolgte
bei Raumtemperatur in Tris-gepufferter Salzlosung (7ris buffered saline, TBS) oder TBST
(TBS mit Tween 20) (Tab. 2.25). Das Auftragen der Proben erfolgte auf jeweils zwei
Nitrozellulose-Membranen und mindestens in Duplikaten. Die eine Membran wurde fiir
1 h mit Ponceau S (Tab. 2.25) gefiarbt um die gleichmiBige Beladung mit Protein zu
gewdhrleisten. Die Féarbung wurde densitometrisch mit dem TotalLab-Programm
ausgewertet. Die Intensitit von AB(1-40)-Fibrillen wurde als 100 % Standard festgelegt.
Die zweite Membran wurde 1h mit Blockierungslosung inkubiert (Tab.2.25) und
anschliefend fiir dreimal 5 min in TBST gewaschen. Im Folgenden wurde die Membran
fiir 1 h bei Raumtemperatur in TBST mit 0,5 pg/ml B10AP oder 1 pg/ml RAGE-VCl1
inkubiert. Danach erfolgte wieder ein Waschschritt von dreimal 5 min in TBST. Die
RAGE-VCI1-Bindung wurde durch eine weitere Inkubation mit einem Anti-RAGE-C1-
Domine-Antikdrper in TBST fiir 1 h, gefolgt von einem Waschschritt von dreimal 5 min
in TBST und einem zweiten einstiindigen Inkubationsschritt in TBST mit einem Anti-
Kaninchen-AP-Antikorper sichtbar gemacht. Der Nachweis der alkalischen Phosphatase
erfolgte durch Entwicklung mit NBT/BCIP. Die Auswertung der Signalintensitit erfolgte
mit TotalLab. Die Intensitit von AB(1-40)-Fibrillen wurde als 100 % Standard festgelegt.

Fir Kompetitionsexperimente zwischen AP(1-40)- und AL-Fibrillen um die
Bindung von BI10AP wurden AL-Amyloidfibrillen auf mehreren Nitrozellulose-
Membranen immobilisiert. Diese Membranen wurden fiir 1 h in Blockierungsldsung
(Tab. 2.25) inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation (1 h) mit einer bereits einstiindig
inkubierten Losung aus BIOAP und AB(1-40)-Fibrillen. Dafiir wurden AB(1-40)-Fibrillen
in einem Verhéltnis von 1:0,5; 1:5 oder 1:10 (w/w) zu AL-Fibrillen eingesetzt. Die

B10AP-Bindung wurde wie oben beschrieben sichtbar gemacht und ausgewertet.

Tabelle 2.25. Verwendete Losungen fiir die Spot-Blot-Analyse.

Losung Zusammensetzung

TBS 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl

TBST 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20
Ponceau S-Farbeldsung 2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichloressigsaure
Blockierungslosung 2 % (w/v) bovines Serumalbumin in TBS oder TBST
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2.2.18. Heparin-Sepharose-Chromatographie

Heparin weist sowohl Kationentauscher-Eigenschaften, als auch Affinitéts-
Eigenschaften auf. Nutzt man Heparin unter pH-Bedingungen, die sich oberhalb des
isoelektrischen Punktes eines Proteins befinden, so bindet dieses Protein nicht aufgrund der
Kationentauscher-Eigenschaften von Heparin, sondern aufgrund spezifischer Interaktionen.
Zu diesem Zweck wurde die Bindung von B10AP an Heparin CL-6B-Sepharose in
10 mM Natriumphosphat (pH 7,4), 150 mM NaCl durchgefiihrt. Die Elution von B10AP
erfolgte durch Erh6hung der NaCl-Konzentration auf 0,5 M mit einem Stufengradient. Die
Proben wurden mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.19. DNS-Bandenverschiebung

Bindet ein Protein stabil genug an Nukleinsduren, so weist dieser Komplex ein
langsameres gelelektrophoretisches Laufverhalten auf. Zur Uberpriifung der Interaktion
von B10 mit DNS wurde ein lineares 5,6 kBp-DNS-Fragment mit und ohne B10AP in
50 mM Tris-Puffer (pH 7,4), 150 mM NaCl fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Ansitze
wurden mit 1% (w/v) Agarose-Gelelektrophorese in 40 mM Tris-Puffer (pH 8.5),
40 mM Essigsdure, | mM EDTA analysiert. Die Proben wurden mit einem UV-Trans-

illuminator visualisiert.

2.2.20. B1I0AP-RAGE-Kompetition

Die Kompetition zwischen BIOAP und RAGE-VCI1, oder zwischen BIOAP und
B10 als Kontrolle, um die Bindung an AP(1-40)-Fibrillen wurde in 50 mM HEPES
(pH 7,4) durchgefiihrt. Dafiir wurden 50 uM A(1-40)-Fibrillen mit 5 uM BI10AP fiir
10 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 5 uM RAGE-
VCI1 oder 5 uM B10. Die Losung wurde danach in einem TLA100-Rotor ultrazentrifugiert
(10 min, 43.4513 g, 20 °C) und die Proben mit einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-

phorese analysiert.
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2.2.21. Kongorot-Absorptionsspektroskopie

Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur mit einem UV-VIS-Spektrometer
(Cary) aufgenommen. Die Proben enthielten entweder 50 mM Natriumborat (pH 9,0) oder
50 mM HEPES (pH 7,4), 50 mM NacCl. Die folgenden Konzentrationen wurden eingesetzt:
10 uM Kongorot; 5 uM BI10AP; 50 uM AP(1-40)-Peptid enthalten in Oligomeren,
Fibrillen, fragmentierten Fibrillen, mit 5 uM BI10AP dekorierten Fibrillen oder mit
5 uM B10AP stabilisierten Protofibrillen.

2.2.22. Kongorot-griine Doppelbrechung

Die untersuchten Amyloidfibrillen wurden nach der ,alkalischen Kongorot-
Methode* gefirbt””. Dazu wurden 100 pl einer Fibrillenlosung (1 mg/ml) mit einem
TLA 100-Rotor ultrazentrifugiert (20 min, 43.6000 g, 20 °C). Das Pellet wurde fiir 10 min
in Losung 1 inkubiert und danach fiir 20 min in Losung 2 geférbt (Tab. 2.26). Nach der
Féarbung des Pellets erfolgte ein kurzer Waschschritt mit Wasser und anschliefend die
Dehydratation mit einer Alkoholreihe (je 2 min 80 %, 96 %, 100 %). Das Pellet wurde auf
einem Objekttrager ausgestrichen und mit Roti-Histokit eingebettet. Die Analyse der
Proben erfolgte mit einem Eclipse 80i-Mikroskop (Nikon), das mit einem Polarisator und

einer DS2Mv-Digitalkamera ausgestattet war.

Tabelle 2.26. Verwendete Losungen fiir die alkalische KR-Methode.

Losung Zusammensetzung

Losung 1 (11) 30g NaCl, 80% (v/v) unvergillter Ethanol, vor Gebrauch 10 mM NaOH
zugesetzt

Losung 2 (11) 5 g Kongorot, 30 g NaCl, 80 % (v/v) unvergillter Ethanol, vor Gebrauch
10 mM NaOH zugesetzt
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2.2.23. FTIR-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektren wurden bei Raumtemperatur mit einem Tensor 27 FTIR-
Spektrometer (Bruker) aufgenommen, welches mit einer BIO-ATR II-Zelle und einem, mit
fliissigem Stickstoff, gekiihltem LN-MCT-Detektor ausgestattet war. Zur Messung wurden
15 pl Probe (Konzentration 2-10 mg/ml) auf die Zelle gegeben. Die Spektren stellen die

Summe aus 64 Scans bei einer Auflosung von 2 cm™ und vierfachem zero filling dar.

2.2.24. Thioflavin T-Fluoreszenzspektroskopie

Die ThT-Spektren wurden bei Raumtemperatur mit einem RF-5301PC- (Shimadzu)
oder einem LS 55 Fluoreszenz-Spektrometer (PerkinElmer) aufgenommen. Die ThT-
Anregung erfolgte bei 450 nm (Schlitzweite 7 nm) in einer Kiivette mit 5 mm Pfadldnge.
Die Emissionsspektren wurden zwischen 460 nm und 700 nm aufgenommen (Schlitzweite
7 nm). Die Proben enthielten entweder 50 mM Natriumborat (pH 9,0) oder 50 mM Hepes
(pH 7,4), 50 mM NaCl. Die folgenden Konzentrationen wurden verwendet: 20 uM ThT;
0,5 uM B10AP; 5 uM AB(1-40).

2.2.25. Thioflavin T-Aggregationskinetik

ThT-Aggregationskinetiken wurden in einer 96 Loch-Mikrotiterplatte bei 37 °C, in
einem BMG Mikrotiterplatten-Lesegerit, das mit einer Fluoreszenzoptik ausgestattet ist,
gemessen. Die Datenpunktaufnahme erfolgte alle 30 min. Vor jeder Messung wurde die
Platte 10 s mit 100 Upm geschiittelt. Um Verdunstung zu verhindern, erfolgte der
Verschluss der Platten mit Rotilabo-Abdeckfolie. Die Anregung von ThT erfolgte bei
450 nm. Die Emission wurde bei 490 nm durch den Plattenboden gemessen. Folgende
Konzentrationen wurden gewéhlt: 50 uM AB(1-40)-Peptid, 50 mM HEPES (pH 7.4),
50 mM NaCl, 20 uM ThT, verschiedene Konzentrationen an B10AP.
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2.2.26. Rontgenbeugung

Zur Probenvorbereitung wurden 0,44 mg disaggregiertes AP(1-40)-Peptid mit
0,64 mg B10AP in 400 ul 50 mM HEPES (pH 7,4), S0 mM NaCl fir 1d bei 37°C
inkubiert und danach ultrazentrifugiert (15 min, 40.0447 g, 20 °C). Das hydratisierte Pellet
wurde in eine Glaskapillare iiberfithrt und diese mit Wachs verschlossen. Die Messung
erfolgte fiir 30 min und wurde mit Hilfe von D. Roéser (FLI, Jena) an einem
Rontgengenerator FR591 (Enraf Nonius) durchgefiihrt. Die angegebenen Werte der
Reflexe wurden durch Mittelung von acht individuellen Messungen, an verschiedenen

Positionen entlang des Reflexionsringes, ermittelt.

2.2.27. Transmissions-Elektronenmikroskopie

Alle Proben wurden auf kohlebedampften, mit Formvarfilm {iberzogenen
Kupfernetzchen immobilisiert’'*. Die Herstellung eines Formvarfilms erfolgte durch das
Eintauchen eines mit Spiilmittel gereinigten Objekttragers in eine 1 % (w/v) Formvar-
Chloroform-Losung (Abb. 2.7a). Nach Trocknung bei Raumtemperatur wurde der
Formvarfilm durch Abschwemmen auf eine Wasseroberfliche von dem Objekttriger
gelost (Abb. 2.7b). Der schwimmende Film wurde mit Kupfernetzchen belegt und mit
einem neuen Objekttrager aus dem Wasser entnommen (Abb. 2.7¢). Der Film wurde bei

Raumtemperatur getrocknet und anschlieend kohlebedampft (Abb. 2.7d).

Abbildung 2.7. Priparation kohlebedampfter, mit Formvarfilm iiberzogener Netzchen.

(a) Durch Eintauchen eines Objekttriagers in eine 1 % (w/v) Formvar-Chloroform Losung entsteht ein Formvarfilm auf
dem Objekttrager. (b) Abschwemmen eines Formvarfilms von einem Objekttrager. (¢) Ein mit Netzchen bedeckter
Formvarfilm. (d) Mit Formvarfilm iiberzogene Netzchen nach einer Kohlebedampfung. Bildquelle:
quorumtech.com/applications/techniques-and-advantages/carbon-coating-preparation-techniques-and-advantages.html,

cryoem.ucsd.edu/procedures/carbonfilm.shtm,
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Die Negativ-Kontrastierung der Probe wurde mit der Einzeltropfen-Methode
durchgefiihrt’'®. Dazu wurden 4 pl einer Proteinlosung auf ein kohlebedampftes, mit
Formvarfilm iiberzogenes Kupfernetzchen gegeben (Abb. 2.8a, b). Nach 30 s Inkubation
erfolgte ein dreimaliges Waschen des Netzchens durch Eintauchen in je 50 ul Wasser und
anschlieend die Negativkontrastierung durch Eintauchen in dreimal je 50 pl 2 % (w/v)
Uranylacetat oder 2 % (w/v) Ammoniummolybdat (Abb. 2.8c). Danach wurde die
Fliissigkeit mit Filterpapier vom Netzchen abgesaugt und dieses bei Raumtemperatur
getrocknet (Abb. 2.8d). Die Proben wurden mit einem Zeiss EM 900-TEM bei einer

Beschleunigungsspannung von 80 kV ausgewertet.

Y
Kohlenstoff ~ _¢%
U R Formvar

] Netzchen

-
—

[

Abbildung 2.8. Negativkontrastierung einer TEM-Probe mit der Tropfentechnik.

(a) Schema eines kohlebedampften, Formvar-Film iiberzogenen Netzchens. (b) Auftragen der Probe auf ein Netzchen. (c)

Waschen des Netzchens in Wassertropfen. (d) Absaugen der Fliissigkeit. Bildquelle: Burghardt & Droleskey (2006)°".

2.2.28. Isothermale Titrationskalorimetrie

Die isothermale Titrationskalorimetrie wurde mit einem VP-ITC (MicroCal) bei
20 °C und 310 Upm durchgefiihrt. Die Proben wurden vor der Messung gegen 50 mM
Natriumphosphat (pH 7,4), 150 mM NaCl dialysiert. Die Losungen wurden vor dem
Befiillen der Probenkammer und der Injektionsspritze entgast. Zur Messung wurden 300 pl
Ligand (Konzentration: 50 uM) wurden zu 1,4 ml BI10AP (Konzentration: 5 pM) in
Schritten von 15 pl injiziert. Die Daten der Vorinjektion (2 ul) wurden immer verworfen.
Als Referenz fiir mathematische Korrekturen, wurden die Daten der Injektion von Puffer in
B10AP und Ligand in Puffer verwendet. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem

Programm Origin. Wenn mdoglich wurde die Bindungsisotherme mit einem ,eine
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Bindungsstelle*-Modell durch die nicht lineare Methode der kleinsten Fehlerquadrate

bestimmt.

2.2.29. Darstellung der Proteinstrukturen

Alle Strukturen wurden mit dem Programm Pymol dargestellt. Es wurden folgende
Protein Datenbank (PDB)-Dateien verwendet: Maltose-Bindeprotein: 1JW4.PDB**,
Lysozym: 4LZT.PDB*®  Trypsin: 1S81.PDB’" Insulin: IMSO.PDB*®, TTR:
IRLB.PDB”, Pektat-Lyase Pel-15: 1EE6.PDB''®, P22 Tailspike-Protein(109-666):
1TSP.PDB'"®, HET-s(218-289)-Fibrille (pH 7,5): 2RNM.PDB''?>,  Ap(1-42)-Fibrille:
2BEG.PDB'", B10: 3LN9.PDB*®, 12A1l: 3IFN.PDB*'® AB(37-42)-Mikrokristall:
PDB:20NV* RAGE-VC1-Domine: 3CJJ.PDB*.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

Die kamelide Antikdrperdomine B10, welche die Amyloidfibrillen des Alzheimer
AP(1-40)-Peptides erkennt (Kap.1.10.2), lag zu Beginn dieser Arbeit als hoch
aufgereinigtes Protein in der Arbeitsgruppe vor (Anhang Tab. 8.1).

3.1. Untersuchungen zur Bindungsspezifitit von B10

3.1.1. B10 unterscheidet AB(1-40)-Fibrillen von anderen Ap(1-40)-Konformeren

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass B10 Ap(1-40)-Fibrillen von
disaggregiertem AP(1-40)-Peptid unterscheidet (Kap. 1.10.2). Um zu untersuchen, ob B10
neben AP(1-40)-Fibrillen auch mit anderen AB(1-40)-Konformeren wechselwirkt, wurden
spezifische nicht-fibrillire Aggregate, sogenannte losliche Oligomere'®, strukturell
charakterisiert und auf eine Interaktion mit B10 getestet. Die Analyse mit TEM zeigte,
dass die AP(1-40)-Oligomere im Vergleich zu AB(1-40)-Fibrillen eine runde Struktur mit
einem Durchmesser von 10 nm bis 60 nm aufweisen (Abb. 3.1a). Des Weiteren zeigte die
Analyse mit den amyloidspezifischen Farbstoffen ThT und KR, dass AB(1-40)-Oligomere
sehr viel schwicher mit diesen interagiert als AP(1-40)-Fibrillen (Abb. 3.1b, ¢). Diese
Daten zeigen, dass sich AP(1-40)-Oligomere und Ap(1-40)-Fibrillen strukturell
voneinander unterscheiden. Um die Interaktion zwischen B10 und AB(1-40)-Oligomeren
zu untersuchen, wurde ein Spot-Blot unter Verwendung dquivalenter Mengen an AB(1-40)-
Oligomeren und AB(1-40)-Fibrillen mit BIOAP durchgefiihrt (Abb. 3.1d). Die Auswertung
der Farbung zeigte, dass fiir AB(1-40)-Oligomere im Vergleich zu AB(1-40)-Fibrillen keine
signifikante Interaktion mit B10 nachweisbar ist (Abb. 3.1d). Daraus ldsst sich schlielen,
dass das B10-Epitop nicht in allen AB(1-40)-Konformeren vorhanden ist.

Eine weitere Analyse der strukturellen Eigenschaften von AP(1-40)-Oligomeren
mit Fern-UV-Zirkulardichroismus zeigte ein einzelnes Minimum bei 217 nm (Abb. 3.3e).
Dieses Minimum ist charakteristisch fiir eine B-Faltblatt-Konformation. Daraus folgt, dass
APB(1-40)-Oligomere einen hohen [-Faltblatt-Anteil aufweisen und diesbeziiglich
APB(1-40)-Amyloidfibrillen dhneln. Des Weiteren zeigte die Analyse mit FTIR-
Spektroskopie einen geringen, aber signifikanten strukturellen Unterschied in der
Amid-I-Region zwischen beiden Konformeren (Abb. 3.1f). AB(1-40)-Oligomere weisen

ein Amid-I-Maximum bei 1623 cm™ auf, wohingegen AP(1-40)-Fibrillen ein Maximum
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bei 1628 cm™ besitzen. Beide Maxima sind typisch fiir eine amyloiddhnliche B-Faltblatt-
Struktur™. Dariiber hinaus zeigen AP(1-40)-Oligomere zusitzlich ein klar abgesetztes
Maximum bei 1693 cm™ (Abb. 3.1f). Ein Maximum in dieser Region wird generell als ein
Indikator fiir eine antiparallele p-Faltblatt-Struktur interpretiert®™. Im Gegensatz dazu
deuten experimentelle Festkdrper-NMR-Daten von AB(1-40)-Fibrillen darauf hin, dass
diese aus parallelen B-Faltblittern aufgebaut sind'?’. Zusammenfassend ldsst sich aus

diesen Daten schlieBen, dass AP(1-40)-Oligomere und AP(1-40)-Fibrillen eine B-Faltblatt-
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Abbildung 3.1. B10AP zeigt keine signifikante Interaktion mit AB(1-40)-Oligomeren.

(a) TEM-Analyse der Préparation von AP(1-40)-Fibrillen und AB(1-40)-Oligomeren. (b, ¢) ThT-Fluoreszenz (b) oder
KR-Absorption (¢) in Gegenwart von Puffer, AB(1-40) Fibrillen oder AB(1-40)-Oligomeren. (d) Quantifizierte Spot-Blot-
Farbung von AP(1-40)-Fibrillen und AP(1-40)-Oligomeren mit B10AP. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung (n = 2-3). (e) Fern-UV-Zirkulardichroismus-Spektrum von AB(1-40)-Oligomeren (aufgenommen
von J. Meinhardt, FLI, Jena). (f) FTIR-Spektrum von AB(1-40)-Fibrillen und AB(1-40)-Oligomeren. Im Spektrum von
AP(1-40)-Oligomeren tritt ein zusitzliches Maximum bei 1693 cm™ auf' (Pfeil).
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reiche Struktur aufweisen, die sich jedoch signifikant voneinander unterscheidet. Des
Weiteren ist die Bindung von B10 nicht durch die bloe Prasenz einer -Faltblatt-Struktur

erklarbar.

3.1.2. B10 interagiert nicht mit intrinsisch ungefalteten oder globulir gefalteten

Polypeptidketten

Als néchstes untersuchten wir intrinsisch ungefaltete und globuldr gefaltete
Polypeptidketten mit verschiedenen Techniken auf eine Interaktion mit B10. Dies erfolgte
zum einen durch eine Spot-Blot-Analyse mit BIOAP. Um eine vergleichbare Beladung der
Membran mit den verschiedenen Polypeptidketten zu gewéhrleisten, wurde eine zweite
identisch aufgetragene Membran mit Ponceau S geférbt und ausgewertet. Das Ponceau-S-
und das B10AP-Signal einer mitgefiihrten AB(1-40)-Fibrillenlosung wurden als Standard
fir die Auswertung verwendet. Die Analyse der Ponceau S-Fiarbung zeigte eine
gleichmifBige Beladung der Membran mit den verschiedenen Polypeptidketten
(Abb. 3.2a, b). Allerdings zeigte die BI0AP-Farbung keine signifikanten Interaktionen mit
den getesteten intrinsisch ungefalteten (Abb.3.2a) oder globuldr gefalteten
Polypeptidketten (Abb. 3.2b). Um diese Resultate zu verifizieren, wurde die Analyse der
B10-Interaktion an einigen ausgewdhlten Polypeptidketten mit isothermaler
Titrationskalorimetrie wiederholt. Bei der isothermalen Titrationskalorimetrie erfolgt eine
schrittweise Zugabe eines Stoffes zu einem anderen. Der Nachweis einer Interaktion beider
Stoffe ist bei dieser sehr sensitiven Technik mit der Messung einer Warmedifferenz
verbunden, die bei einer exothermen oder endothermen Reaktion entsteht. Im vorliegenden
Fall erfolgte eine schrittweise Zugabe der jeweils zu analysierenden Polypeptidkette zu
einer BIOAP-Losung. In Ubereinstimmung mit den Spot-Blot-Daten zeigte die Analyse
mit isothermaler Titrationskalorimetrie, dass fiir keine der untersuchten Polypeptidketten
eine Interaktion mit BIOAP nachweisbar ist (Abb. 3.2c). Daraus lésst sich schlieen, dass
B10 ein Epitop erkennt, welches nicht in intrinsisch ungefalteten oder bei globulér
gefalteten Polypeptidketten vorhanden ist. Diese Daten zeigen ebenfalls, dass das B10-
Epitop eine spezifische Eigenschaft von AB(1-40)-Fibrillen ist.
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Abbildung 3.2. B10 zeigt keine signifikante Interaktion mit intrinsisch ungefalteten oder globuliir gefalteten
Polypeptidketten.

(a, b) Quantifizierte Spot-Blot-Farbung von intrinsisch ungefalteten (a, orange) oder globulér gefalteten Polypeptidketten
(b, blau) mit B10AP. Eine gleiche Proteinbeladung der Membran wurde mit Ponceau S-Férbung nachgewiesen (grau).
Das Signal von Ap(1-40)-Fibrillen wurde als 100 % definiert (schwarz). Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung (n = 2-3). (¢) Mit isothermaler Titrationskalorimetrie sind keine Interaktionen zwischen B10AP und
den getesteten Polypeptidketten nachweisbar. Darstellung der Enthalpiednderung AH gegen das molare Verhiltnis von

getestetem Ligand zu B10AP.

Eine Analyse der strukturellen Eigenschaften der getesteten globuldr gefalteten
Polypeptidketten zeigte, dass diese signifikant in ihrer dreidimensionalen Struktur, sowie
in Gehalt und Organisation ihrer Sekundirstrukturen variieren (Abb. 3.3, Tab. 2.12).
Einige dieser Polypeptidketten weisen einen hohen B-Faltblatt-Anteil oder eine B-Helix-

119
5

Struktur auf, wie zum Beispiel Pektat-Lyase Pel-1 oder das Tailspike-Protein
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des Bakteriophagen P22 (Aminosduren 109-666)’'". Obwohl diese globulir gefalteten
Polypeptidketten, ebenso wie AP(1-40)-Fibrillen, einen hohen [-Faltblatt-Gehalt
aufweisen, sind keine signifikanten Interaktionen mit B10 nachweisbar. Im
Zusammenhang mit den sehr schwachen Interaktionen von B10 mit B-Faltblatt-reichen
APB(1-40)-Oligomeren (Abb. 3.1) zeigen diese Daten, dass B10 keine generelle B-Faltblatt-

Konformation erkennt.

Transthyretin P22 Tailspike-Protein

Pektat-Lyase Pel-15
&g
[

Abbildung 3.3. Vergleich der strukturellen Diversitiit der getesteten globuléiir gefalteten Polypeptidketten.
Bindermodell der Struktur von Transthyretin: 1RLB.PDB”, Pektat Lyase Pel-15: 1EE6.PDB''®, P22 Tailspike-Protein

(nur eine Untereinheit abgebildet): 1TSP.PDB''®, Trypsin: 1S81.PDB** Insulin: 1MSO.PDB*”, Lysozym:

4LZT.PDB®.

Zusammenfassend lassen diese Resultate den Schluss zu, dass B10 ein Epitop
erkennt, welches spezifisch in AP(1-40)-Fibrillen vorkommt. Demzufolge bietet die
Bindungsspezifitdit von B10 eine ideale Grundlage, um die konformationssensitive
Bindung von Antikdrpern an Amyloidfibrillen aufzukldren. Auf der Grundlage von diesen
Daten begannen wir, das von B10 erkannte Epitop in weiteren Versuchen systematisch zu

charakterisieren.
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3.2. Untersuchungen zur Charakterisierung des B10-Epitops

3.2.1. Die antigenbindende Region von B10 ist mit positiv geladenen Aminosiuren

angereichert

Erste Hinweise auf die strukturellen Eigenschaften des von B10 erkannten Antigens
lieferte die Analyse der im Labor gelosten Kristallstruktur von B10 (durch
I. Morgado und C. Parthier, MLU, Halle (Saale)). Die drei CDRs, die in ihrer Gesamtheit
die antigenbindende Region bilden, bestimmen die molekulare Spezifitit von B10. In
diesem Kontext formen die CDRs eine relativ flache Oberfldche, ohne eine gro3e und tiefe
Bindungstasche zu bilden (Abb. 3.4a). Im Gegensatz dazu ist bei sequenzspezifischen
Anti-AB-Antikorpern eine grof3flichige und tiefe Antigen-Bindungstasche ausgebildet, in
der das APB-Peptid in einer ausgestreckten Konformation eingebettet ist’'®'*3"
(Abb. 3.4b). Dadurch unterscheidet sich B10 signifikant von sequenzspezifischen Anti-Ap-
Antikérpern, wobei jedoch konformationelle Anderungen bei der Antigenbindung von B10

nicht auszuschlieBen sind. Diese strukturelle Gegebenheit ldsst darauf schlie3en, dass B10

bevorzugt mit relativ flachen Antigen-Oberfldchen interagiert.

YOl

Abbildung 3.4. Struktureller Vergleich der antigenbindenden Region von B10 und einem sequenzspezifischen
Anti-AB-Antikorper.

Oberfldachendarstellung der Struktur von B10 (a) oder des Fab-Fragments des sequenzspezifischen Anti-AB-Antikdrpers
12A11°'® (b). Die Darstellung in (b) zeigt einen Ausschnitt der Fab-Struktur mit Komplexierung des AP(1-8)-
Peptidfragmentes (rot). Die leichte Kette ist in braun, die schweren Ketten sind in grau abgebildet. Die CDRs sind in
aufgehellt dargestellt. PDB-Zugangscode: B10: 3LN9.PDB?®, 12A11: 3IFN.PDB?'S.
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Die Analyse der CDRs von B10 offenbarte eine signifikante Anreicherung von
positiv geladenen Aminosduren, wihrend negativ geladene Aminosduren fehlen
(Abb. 3.5a). Des Weiteren zeigte die Kristallstruktur von B10, dass die positiv geladenen
Aminoséduren iiber die gesamte antigenbindende Region verteilt sind (Abb. 3.5b). Dies
spiegelt sich in einer sehr stark positiven Oberflaichenladung der Bindungsregion wider
(Abb. 3.5¢). Dagegen weisen die Bindungstaschen von sequenzspezifischen Anti-Ap-
Antikdrpern mehrere positiv und negativ geladene Reste auf’'®*'®". Dadurch besteht
deren antigenbindende Region aus bedeutend weniger positiv  geladenen
Oberflichenbereichen (Abb. 3.5d). Anhand dieser Daten ldsst sich vermuten, dass die
antigenbindende Region von B10 aufgrund der auffallend positiven Ladung bevorzugt mit
negativ geladenen Bereichen von Liganden interagiert. AuBerdem lédsst sich daraus

schlieBen, dass B10 seine Liganden {iber elektrostatische Interaktionen erkennt.

DYKDEVQLVE SGGGLVQPGG SLRLSCTASG YTFSERVERK
FRQAPGKERE IVAVISQSGM [ITYYADSVKG RFTISRDNAK
NTVYLOMNSL KPEDTAMYYC AAGTRIANVWT RQPFDYWGQ
GTQVTVSSAS GADHHHHHH

Abbildung 3.5. Die CDRs von B10 sind mit positiv geladenen Aminosiuren angereichert.

(a) Aminoséduresequenz von B10. Die Positionen der CDRs sind farbig dargestellt (blau: positiv geladen, gelb:
ungeladen). Die unterstrichenen Reste sind nicht in der B10 Kristallstruktur sichtbar. (b) B10-Kristallstruktur als
Béndermodell. Die Farbkodierung ist entsprechend zu (a). (¢, d) Elektrostatisches Oberflichenpotential der B10-Struktur

(¢) und der Struktur des Fab-Fragments des sequenzspezifischen Anti-Ap-Antikorpers 12A11°'

(d). Positiv geladene
Bereiche sind blau und negativ geladene Bereiche sind rot gefirbt. Die Darstellung in (d) zeigt das Fab-Fragment in der
Aufsicht auf die CDRs mit Komplexierung des Ap(1-8)-Peptidfragmentes (gelb). PDB-Zugangscode: B10:

3LN9.PDB*, 12A11: 3IFN.PDB*'.
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3.2.2 B10 erkennt Liganden aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen

Um die Hypothese zu iiberpriifen, dass B10 seine Liganden durch elektrostatische
Interaktionen erkennt, wurde eine ortsspezifische Mutagenese aller 23 Positionen der
CDRs von B10 durchgefiihrt und deren Effekt auf die Bindungsaffinitit fir AB(1-40)-
Fibrillen untersucht. In diesem Kontext erfolgte der Austausch jeweils eines CDR-Restes
gegen ein Alanin. Die Aufreinigung und Analyse der B10-Varianten wurde immer auf die
gleiche Weise durchgefiihrt und soll am Beispiel der H35A-Mutante zusammengefasst
werden. Das Protein wurde mit einem C-terminalen His-fag exprimiert. Identisch zur
etablierten Reinigungsstrategie von B10 erfolgte die Aufreinigung aller B10-Varianten mit
einer Ni-Chelat-Chromatographie sowie einer Umkehrphase-Chromatographie und wurde
parallel mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese iiberpriift (Abb. 3.6). Diesbeziiglich
dokumentierte das Gel nach der Ni-Chelat-Chromatographie, dass H35A nahezu sauber ist
und nur einige schwache zusitzliche Banden sichtbar sind (Abb. 3.6b). Die daran
anschlieBende Umkehrphase-Chromatographie fithrte zur erfolgreichen Isolation des
Proteins ohne erkennbare Fremd-Banden im SDS-Gel (Abb. 3.6d). Die typischerweise
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Abbildung 3.6. Aufreinigung der B10-Mutante H35A.

Aufreinigung der B10-Mutante H35A durch eine Ni-Chelat-Chromatographie (a, b) und eine Umkehrphase-
Chromatographie (¢, d). Die Coomassie-gefdrbten SDS-Proteingele (b, d) dokumentieren den Verlauf der Reinigung. Die
Bande bei etwa 30 kDa in (d) entspricht einem B10-Dimer. MW: Molekulargewicht.
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auftretende Bande bei etwa 30 kDa entspricht einem H35A-Dimer (Abb. 3.6d). Das
korrekte Molekulargewicht des Proteins wurde mit Massenspektrometrie bestétigt. Dariiber
hinaus erfolgte eine Analyse der Reinheit des Proteins durch eine analytische Hochdruck-
Fliissigkeitschromatographie und die Integration der Fliache unter dem Ausschlag
(Abb. 3.7a). Die Analyse zeigte, dass die Reinheit in allen Féllen mindestens 97 % betragt
(Anhang Tab. 8.1). Nachdem diese Untersuchungen die Identitit und eine geniigende
Reinheit des Proteins bestétigten, erfolgte die Ermittlung des Kp-Wertes fiir die Bindung
der Mutante an AP(1-40)-Fibrillen mittels Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie
(Abb. 3.7b,¢). Aus den Bindungsdaten verschiedener Konzentrationen der jeweiligen
B10-Variante an AB(1-40)-Fibrillen im FlieBgleichgewicht (Abb. 3.7b) wurde der Kp-Wert
mit einem Steady State Affinity-Modell ermittelt (Abb. 3.7c). Eine Auflistung der
Kp-Werte aller B10-Varianten ist im Anhang (Tab. 8.1) zusammengefasst.
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Abbildung 3.7. Analyse der B10-Mutante H35A.

Die Analyse von H35A mit analytischer Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (a) und Oberflichen-Plasmon-
Resonanz-Spektroskopie (b, ¢) dokumentiert eine Reinheit von 98 % und einen Kp-Wert von 641 + 49 nM. Die
Sensorgramme in (b) zeigen die Interaktion von H35A mit disaggregiertem AP(1-40)-Peptid (gepunktete Linie) oder
AB(1-40)-Fibrillen (durchgezogene Linien). Die Farben kennzeichnen die Proteinkonzentration der mobilen Phase von
25 nM (dunkelblau) bis 800 nM (dunkelgrin und schwarz). Der Kp-Wert wurde aus den Bindungsdaten der
verschiedenen Konzentrationen im FlieBgleichgewicht mit einem Steady State Affinity-Modell ermittelt (d). Die
analytische Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie wurde von A. Pech (MLU, Halle (Saale)) und die Messung mit
Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie von M. Bereza und P. Hortschansky (HKI, Jena) durchgefiihrt.
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Der Vergleich der Kp-Werte der verschiedenen B10-Varianten zeigte, dass die
ortsspezifische Mutagenese der positiv geladenen CDR-Reste in ein Alanin zu einer
Schwiéchung der Interaktion zwischen B10 und AP(1-40)-Fibrillen fiihrt (Abb. 3.8a).
Diesbeziiglich konnten die stirksten Effekte bei den Resten R39 (CDR 1) und R61
(CDR 2) beobachten werden (Abb. 3.8a). Dagegen fiihrte der Austausch eines ungeladenen
CDR-Restes in keinem Fall zu einer Erhohung des Kp-Wertes (Abb. 3.8a). Aufgrund
dieser Resultate wurde die B10-Doppelmutante R39A/R61A erzeugt. Die Analyse von
R39A/R61A mit Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie zeigte, dass die Bindung
im Vergleich zu den Einzelmutanten fast komplett reduziert ist (Abb. 3.8b). Daraus lésst
sich schlieen, dass positiv geladene CDR-Reste von entscheidender Bedeutung fiir die

Erkennung von AB(1-40)-Fibrillen durch B10 sind. Die Analyse der B10-Kristallstruktur
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Abbildung 3.8. Positiv geladene CDR-Reste sind entscheidend fiir die Bindung von B10 an ApB(1-40)-Fibrillen.

(a) Alanin-Mutagenese der CDRs von B10. Dargestellt sind die Kp-Werte (abgeleitet aus Bindungsanalysen mit
Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie) der B10-Varianten fiir die Bindung an AP(1-40)-Fibrillen. Der graue
Hintergrund stellt den Kp-Wert fiir den B10-Wildtyp dar. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (n = 2-3).
Die Messung wurde von M. Bereza und P. Hortschansky (HKI, Jena) durchgefiihrt. (b) Vergleich der Bindungsdaten von
B10-Wildtyp (Wt) sowie den B10-Varianten R39A, R61A und der Doppelmutante R39A/R61A an AB(1-40)-Fibrillen
aus Messungen mit Oberfldchen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie. Die Anpassung der Daten erfolgte mit einem Steady
State Affinity-Modell. Aufgrund des geringfiigigen Signales der R39A/R61A-Variante erfolgte keine Anpassung. (c)
Réumliche Lage der Reste R39 und R61 im Kontext der antigenbindenden Region von B10. Die CDRs sind in blau
(CDR 1), rot (CDR 2) und gelb (CDR 3) dargestellt. R39 interagiert iiber polare Kontakte (gestrichelte Linie) mit Resten
der CDR 3. PDB-Zugangscode: B10: 3LN9.PDB*®,
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zeigte, dass ein Grofteil von R39 im Inneren der B10-Struktur liegt und mit mehreren
Resten der CDR 3 polare Kontakte ausbildet. Daher ist zu vermuten, dass R39 die grof3e
Schleife der CDR 3 teilweise stabilisiert. Dieser Zusammenhang liefert eine Erkldrung fiir
den dramatischen Effekt der R39A-Mutation auf die Bindung von B10 an AB(1-40)-
Fibrillen. Dagegen ist R61 frei an der Oberfliche exponiert und somit wahrscheinlich
direkt an der Bindung von AP(1-40)-Fibrillen beteiligt. Zusammenfassend lassen diese
Daten den Schluss zu, dass elektrostatische Interaktionen entscheidend fiir die Bindung
von B10 an AB(1-40)-Fibrillen sind.

Um zu iiberpriifen, ob die Bindung von B10 an AB(1-40)-Fibrillen abhidngig von
elektrostatischen Interaktionen ist, wurde diese unter verschiedenen Pufferbedingungen
mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie getestet. Dazu wurden verschiedene
Additiva zu dem Laufpuffer gegeben und deren Effekte auf die Bindung analysiert
(Abb. 3.9a). In Ubereinstimmung zu den Daten der Mutagenese ist die Bindung von B10
an AP(1-40)-Fibrillen empfindlich gegeniiber Stérungen von elektrostatischen
Wechselwirkungen. Bereits die Anwesenheit von 0,5 M NaCl fiihrt zu einer betridchtlichen
Reduktion der Bindung (Abb. 3.9a). Demgegeniiber verursachen andere Additiva, wie
20 % Ethanol (Inhibition hydrophober Interaktionen) oder 2 M Harnstoff (Inhibition
hydrophiler und hydrophober Interaktionen)’”’, deutlich schwichere Effekte (Abb. 3.9a).
Diese Daten zeigen, dass elektrostatische Interaktionen entscheidend fiir die Bindung von
B10 an AB(1-40)-Fibrillen sind. Weitere Unterstiitzung flir diese Hypothese liefert eine
sorgfiltige Analyse der B10-Kristallstruktur. Die antigenbindende Region von BI10
interagiert mit einigen negativ geladenen Bestandteilen des Kristallisationspuffers, den
Citrat- und Sulfationen. In diesem Kontext binden die anionischen Molekiile durch
Ausbildung polarer Kontakte an spezifische Reste der CDRs. In Ubereinstimmung mit den
Mutagenese-Daten ist der Rest R61 ebenfalls an der Bindung dieser Molekiile beteiligt.

Aus all diesen Daten ldsst sich schlieen, dass die Erkennung von AP(1-40)-
Fibrillen durch B10 auf elektrostatischen Interaktionen beruht. Des Weiteren lésst sich
schlussfolgern, dass die positiv geladenen CDR-Reste von B10 bevorzugt mit negativ

geladenen Gruppen in AB(1-40)-Fibrillen interagieren.
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Abbildung 3.9. B10 bindet AB(1-40)-Fibrillen durch elektrostatische Interaktionen.

(a) Messung der Bindung von B10 an AB(1-40)-Fibrillen in Abhédngigkeit von verschiedenen Pufferbedingungen mittels
Oberfliachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie. Der Puffer wurde mit Endkonzentrationen von 20 % Ethanol,
2 M Harnstoff oder 0,5M NaCl supplementiert. Die Daten der Bindung von B10 an AP(1-40)-Fibrillen im
Flieigleichgewicht wurden mit einem Steady State Affinity-Modell angepasst. Aufgrund des geringfiigigen Signals
lieferte eine Anpassung fiir 0,5 M NaCl keine validen Ergebnisse. Die Messungen wurden von P. Hortschansky (HKI,
Jena) durchgefiihrt. (b, ¢) Interaktion der negativ geladenen Citrat- und Sulfationen mit der antigenbindenden Region von
B10 in globaler Ansicht als elektrostatische Oberfliche (b) oder in Nahansicht als Bandermodell (¢). Die gestrichelten
Linien zeigen polare Kontakte mit den angegebenen Resten der CDRs. PDB-Zugangscode: B10: 3LN9.PDB>®,
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3.2.3. Die Mutagenese von AP(1-40) fiihrt zur Verinderung der Fibrillenstruktur

Um das B10-Epitop in AP(1-40)-Fibrillen weiter einzugrenzen, wurde eine
ortsspezifische Mutagenese des AP(1-40)-Peptides durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
erfolgte jeweils der Austausch einer negativ geladenen Aminosdure gegen ein Alanin oder
Glycin. Die Aufreinigung aller AP(1-40)-Varianten wurde nach identischer Strategie
durchgefiihrt und mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. Am Beispiel der
D1G-Mutante soll die Aufreinigungsstrategie zusammengefasst werden (Abb. 3.10). Die
AP(1-40)-Varianten wurden als Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindeprotein und einem
His-tag exprimiert. Des Weiteren enthilt das Fusionsprotein eine Schnittstelle, die eine
proteolytische Spaltung mit der Tabak-Atzvirus-Protease ermoglicht. Der erste Schritt der
Aufreinigung erfolgte mit einer Ni-Chelat-Chromatographie (Abb. 3.10a, b). Danach
wurde das Fusionsprotein iiber Nacht proteolytisch gespalten (Abb. 3.10b) und die
Spaltprodukte AP(1-40)-Peptid und Maltose-Bindeprotein-His-tag mit einer erneuten
Ni-Chelat-Chromatographie voneinander getrennt (Abb. 3.10c, d). Abschlieend erfolgte
die Isolation des AP-Peptides mit einer Umkehrphase-Chromatographie (Abb. 3.10e, f)
und die Uberpriifung der Reinheit der D1G-Fraktionen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (Abb. 3.10f). In allen Fillen waren fiir die weiter verwendeten
Fraktionen keine sichtbaren Verunreinigungen durch andere Proteine nachweisbar. Das

korrekte Molekulargewicht aller Varianten wurde massenspektrometrisch nachgewiesen.
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Abbildung 3.10. Aufreinigung der Ap(1-40)-Mutante D1G.

Die Aufreinigung der AP(1-40)-Variante D1G erfolgte primér durch eine Ni-Chelat-Chromatographie (a, b). Nach
proteolytischer Spaltung des Fusionsproteins (b) wurde das Peptid durch eine erneute Ni-Chelat-Chromatographie (¢, d)
und eine Umkehrphase-Chromatographie (e, f) isoliert. Die Coomassie-gefirbten SDS-Proteingele (b, d, f)

dokumentieren den Verlauf der Reinigung. In (e) ist nur der relevante Ausschnitt des eingebetteten Umkehrphase-

Chromatogramms dargestellt. MW: Molekulargewicht, MBP: Maltose-Bindeprotein.
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Bis auf die Variante D23A, die als Peptid unldslich ist™'

, wurden aus den
jeweiligen AB(1-40)-Varianten Fibrillen gebildet und diese mit verschiedenen Techniken
analysiert. Die Fibrillen wurden zuerst mit BIOAP im Spot-Blot getestet (Abb. 3.11a). Alle
AP(1-40)-Varianten zeigten eine reduzierte Bindung von BIOAP im Vergleich zu Wildtyp-
Fibrillen auf, wobei eine Reduktion von maximal 50 % zu beobachten war (Abb. 3.11a).
Diese Daten zeigen, dass der Austausch einer negativ geladenen Aminosdure in eine
ungeladene Aminosdure nicht ausreicht, um die Bindung von B10 an AB(1-40)-Fibrillen
komplett zu unterbinden. Eine weitere Analyse der Fibrillen deutete darauf hin, dass sich
diese strukturell voneinander unterscheiden. Im TEM erscheinen die AB(1-40)-Varianten
D1G, E3A, D7A und EI11A als regelmifBige, gerade Fibrillen, wiahrend E22A eine
unregelmiBige, kurze Struktur dhnlich der von Protofibrillen aufweist’>* (Abb. 3.11b). Des
Weiteren zeigten Untersuchungen mit FTIR-Spektroskopie, dass die Fibrillen
unterschiedliche Amid-I-Maxima aufweisen (Abb. 3.11c¢). Die Lage der Maxima, in der fiir
Amyloidfibrillen charakteristischen Region zwischen 1611 cm™ bis 1630 cm™, weist auf
einen grundsétzlich gleichen strukturellen Aufbau hin. Allerdings deutet die voneinander
abweichende Lage der Maxima auf Unterschiede der fibrilliren Feinstruktur hin. In
Ubereinstimmung dazu zeigte die Analyse mit ThT ebenso deutliche Unterschiede
zwischen den Fibrillen (Abb. 3.18d). Diese Daten zeigen, dass die Mutagenese des
APB(1-40)-Peptides zu einer signifikanten Verdnderung der Fibrillenstruktur fithrt. Welche
Auswirkungen diese Verdnderungen auf die Bindung von BIOAP haben, wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gekldrt. Daher ist anhand dieser Daten keine
eindeutige Schlussfolgerung iiber die von B10 erkannten Region in AP(1-40)-Fibrillen

moglich.
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Abbildung 3.11. Lokalisierung der B10-Bindungsstelle an der Ap(1-40)-Fibrille.

(a) Oben: AB(1-40)-Sequenz. Die negativ geladenen Aminosduren sind farbkodiert dargestellt. Unten: Quantifizierte
Spot-Blot-Farbung der aus den Ap-Varianten gebildeten Fibrillen mit B10AP. Eine gleiche Proteinbeladung der
Membran wurde mit einer Ponceau S-Fiarbung nachgewiesen (grau). Als 100 % Referenz wurde das Signal von Wildtyp-
Fibrillen definiert. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n = 2-3). Die Variante D23A ist unldslich und
konnte nicht untersucht werden. (b-d) Analyse der aus den AB-Varianten gebildeten Amyloidfibrillen mit TEM (b), FTIR
(¢) und ThT (d).
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3.2.4. Das B10-Epitop ist bei Amyloidfibrillen weit verbreitet, jedoch nicht generisch

Fiir einige fibrillenspezifische Antikorper wurde gezeigt, dass sie Amyloidfibrillen
unabhéngig von der Sequenz der zugrunde liegenden Polypeptidkette erkennen. Um zu
iiberpriifen, ob das B10-Epitop ebenfalls bei verschiedenen Amyloidfibrillen auftritt,
wurde die Bindung von B10AP an verschiedene Amyloidfibrillen analysiert. In diesem
Zusammenhang lieferte eine Spot-Blot-Untersuchung von ex vivo-Amyloidfibrillen, die
aus einem Gewebe einer diagnostizierten humanen AL-Amyloidose extrahiert wurden,
erste Hinweise (Abb. 3.12). Deren Analyse zeigte, dass BIOAP neben AB(1-40)-Fibrillen
auch an AL-Amyloidfibrillen bindet (Abb. 3.12a). Um zu {iberpriifen, ob beide
Amyloidfibrillen durch dieselbe Binderegion von B10 erkannt werden, wurde ein
Kompetitionsexperiment durchgefiihrt (Abb. 3.12b). Dazu wurden AL-Amyloidfibrillen
auf einer Membran immobilisiert. Gleichzeitig erfolgte eine Vorinkubation von BIOAP mit
verschiedenen Mengen an AP(1-40)-Fibrillen (Masseverhéltnisse immobilisiertes
AL:AB 1:0,5; 1:5; 1:10). Diese Losung wurde anschlieBend mit der Membran inkubiert
und die Féarbung ausgewertet. Die Analyse zeigt, dass die Bindung von B10AP an
AL-Amyloidfibrillen durch AB(1-40)-Fibrillen kompetitierbar ist (Abb. 3.12b). Dies deutet

darauf hin, dass die getesteten Fibrillen durch dieselbe Binderegion von B10 erkannt
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Abbildung 3.12. B10 erkennt verschiedene Amyloidfibrillen durch dieselbe Binderegion.

(a) Quantifizierte Spot-Blot-Farbung von ex vivo-AL-Amyloidfibrillen mit B10AP. Als 100 % Referenz wurde das
Signal von AP(1-40)-Fibrillen definiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n = 6). (b) Quantifizierte
Spot-Blot-Farbung von ex vivo-AL-Fibrillen mit BIOAP nach Vorinkubation von B10AP mit AP(1-40)-Fibrillen
(Masseverhéltnisse AL:AB 1:0,5; 1:5; 1:10). Als 100 % Referenz wurde das Signal der AL-Fibrillen ohne Vorinkubation
von B10AP mit AB(1-40)-Fibrillen definiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n = 6).
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werden. Zusammenfassend ldsst sich aus diesen Daten schlieBen, dass B10 ein Epitop
erkennt, welches in verschiedenen Amyloidfibrillen vorkommt. Des Weiteren lésst sich im
Zusammenhang mit der B10-Bindung von sowohl in vivo, als auch in vitro gebildeten
AP(1-40)-Fibrillen schlieBen (Abb. 1.26), dass diese die gleiche Oberflachenstruktur
aufweisen.

Aufgrund der Bindung von B10 an AL-Amyloidfibrillen wurde mittels Spot-Blot
eine systematische Untersuchung der Bindung von B10AP an verschiedenste in vitro
gebildete Amyloidfibrillen durchgefiihrt. Die Vorlduferproteine der zugrunde liegenden
Polypeptidketten zeigen zueinander und zum AB-Vorldufer keinerlei Sequenzhomologien.
Die verwendeten Polypeptidketten wurden rekombinant oder synthetisch hergestellt und
unter spezifischen Bedingungen inkubiert (fiir Details siche Anhang Kap. 8.2). Alle
untersuchten Fibrillen weisen entsprechend der Analyse mit TEM, Rontgenbeugung, KR
oder anderen Techniken typische Charakteristika von Amyloidfibrillen auf (Anhang
Kap. 8.2). Demzufolge besitzen alle getesteten Fibrillen grundsétzlich die gleiche Struktur.
Dariiber hinaus umfassen die untersuchten Amyloidfibrillen ein breites Spektrum an
detaillierten strukturellen Eigenschaften (Tab. 3.1, Abb. 3.13, fiir weitere Details siche
Anhang Kap. 8.2), wie die Liange oder Sequenz der Polypeptidkette (Volllinge oder
Peptidfragment), die Anzahl an negativ geladenen Aminosduren der Polypeptidkette, die
fibrillire Struktur (gebogene, unregelmiBige oder gerade, regelmiBige Fibrillen), die
Héandigkeit der Fibrillenwindung (linkshindig oder rechtshindig), die Chiralitdt des
Polypeptid-Riickgrates (Polypeptidketten ausschlieBlich aus D- oder L-Aminosduren) oder

das Vorhandensein von parallelen oder antiparallelen B-Faltblattern.
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Tabelle 3.1. Ubersicht der strukturellen Eigenschaften der untersuchten in vitro-Amyloidfibrillen.

Fehlende Informationen zu den Eigenschaften, der unter den verwendeten Inkubationsbedingungen entstandenen

Fibrillen, sind mit einem Fragezeichen gekennzeichnet. Weitere Eigenschaften der Fibrillen sind im Anhang (Kap. 8.2)

aufgelistet. AS: Aminosduren.

Polypeptidkette Ny % g i % 2 ﬂg g B & .§
=~ = B < s £ | T K < O = O
AB(1-40) pH 9 Volllange gerade, lang 6/40 links L ?
AB(1-40) pH 7,4 Vollldnge gerade, lang 6/40 ? L pa.rallello0
AB(1-42) Vollldinge gerade, lang 6/42 links L ?
hSAA(1-12) Fragment gerade, lang 2/12 rechts L ?
hSAA(1-12) Fragment gerade, lang 2/12 links D ?
Insulin Volllange gerade, lang 4/51 ? L ?
G-Helix Fragment gerade, lang 1/18 ? L ?
hSAA Vollldnge gebogen, kurz 16/ 104 ? L ?
mSAA Volllange gebogen, kurz 16/103 ? L ?
Glucagon Volllange gerade, lang 3/29 ? L ?
HET-s(218-289) pH 3 Fragment gerade, lang 9/79 ? L ?
HET-s(218-289) pH 7,5 | Fragment gerade, lang 9/179 ? L parallel, B-Helix' >
AP(16-22) Fragment gerade, lang 1/7 ? L antiparallel121
APB(11-25) Fragment gerade, lang 3/15 ? L antiparallel98
hSAA(2-21) Fragment gerade, kurz 3/20 links L ?
TTR Volllange gebogen, kurz 17/127 ? L ?
Apomyoglobin Vollldange gebogen, kurz 21/153 ? L ?
PABNI1-(+7)Ala Volllinge | gerade, lang 28/152 ? L antiparallel’
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Abbildung 3.13. TEM-Analyse der untersuchten in vitro-Amyloidfibrillen.
Negativkontrast-TEM-Bilder zeigen die Diversitét der fibrilldren Struktur der untersuchten in vitro-Amyloidfibrillen.

Die Analyse der B10AP-Bindung zeigte eine signifikante Interaktion mit den
meisten der getesteten Fibrillen (Abb. 3.14a). Dazu gehoren zum Beispiel AP(1-42)-,
Insulin-, G-Helix- oder hSAA-Fibrillen. Allerdings interagieren einige Amyloidfibrillen,
wie Apomyoglobin-, TTR-, AB(11-25)- oder hSAA(2-21)-Fibrillen, nicht mit BIOAP.
Diese Daten zeigen, dass das B10-Epitop bei vielen, jedoch nicht bei allen
Amyloidfibrillen vorkommt. In weiteren Untersuchungen konnten die Spot-Blot-Daten in
der Arbeitsgruppe bestitigt werden, indem einige Fibrillen mit Immunogold-markiertem
B10AP inkubiert und danach mit TEM untersucht wurden (Abb. 3.14b). Die Analyse
zeigte, dass B10AP an alle als B10-positiv klassifizierten Fibrillen aus der Spot-Blot-
Analyse bindet, wie beispielsweise AP(1-40)-Fibrillen. Des Weiteren konnte keine
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Bindung an alle als B10-negativ klassifizierten Fibrillen aus der Spot-Blot-Analyse
nachgewiesen werden, wie beispielsweise Apomyoglobin-Fibrillen. Ferner bestdtigte eine
Kontrolle, dass BI0OAP in einer Mischung aus AP(1-40)- und Apomyoglobin-Fibrillen
spezifisch an AB(1-40)-Fibrillen bindet (Abb. 3.14b). Alle diese Daten lassen den Schluss
zu, dass B10 ein Epitop erkennt, welches weit verbreitet, jedoch nicht generisch fiir
Amyloidfibrillen ist. AuBerdem erkennt B10 keine generische Konformation des
Polypeptid-Riickgrates in Amyloidfibrillen. Diese Schlussfolgerung wird zusitzlich durch
die Bindung von Fibrillen des hSAA(1-12)-Peptides aus D-Aminosduren oder
L-Aminosiuren unterstiitzt. Demzufolge ist die Bindung von B10 unabhingig von der
Chiralitdt des zugrunde liegenden Polypeptid-Riickgrates. Im Zusammenhang mit der
fehlenden Interaktion von B10 mit intrinsisch ungefalteten und globuldr gefalteten
Polypeptidketten (Kap. 3.1.2) lassen diese Daten den Schluss zu, dass B10 ein Epitop
erkennt, welches spezifisch fiir verschiedene Amyloidfibrillen ist.

Als nichstes analysierten wir die spezifischen Eigenschaften der B10-positiven und
B10-negativen Fibrillen. Alle untersuchten Fibrillen bestehen aus Polypeptidketten, die
mindestens eine negativ geladene Aminosdure enthalten (Tab. 3.1). In diesem Kontext
stellten wir fest, dass die B10-positiven G-Helix-Fibrillen lediglich eine negativ geladene
Aminosdure pro Polypeptidkette enthalten. Daraus ldsst sich schlieBen, dass eine negativ
geladene chemische Gruppe je Polypeptidkette ausreicht, um ein B10-Epitop in
Amyloidfibrillen zu bilden. Des Weiteren umfassen die B10-positiven Fibrillen so gut wie
alle untersuchten strukturellen Eigenschaften. Weder die Lange der Polypeptidkette oder
die fibrilldre Struktur, noch die Héndigkeit der Fibrillenwindung oder die Chiralitit des
Polypeptid-Riickgrates konnen die Bindung von B10 an spezifische Fibrillen erkliren.
Allerdings ist es moglich, dass B10 bevorzugt mit Fibrillen interagiert, die aus parallelen
B-Faltblattern aufgebaut sind. So interagiert B10 mit HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5),
welche aus parallelen B-Faltblittern bestehen''?. Dagegen sind mit AP(11-25)- und
APB(16-22)-Fibrillen, welche vermutlich aus antiparallelen B-Faltblittern bestehen®®'',
keine Interaktionen nachweisbar. In diesem Kontext ldsst jedoch vor allem der Mangel an
strukturellen Informationen {iber die meisten untersuchten Amyloidfibrillen keine
endgiiltige Schlussfolgerung tiber die strukturellen Unterschiede der von B10 gebundenen

Fibrillen zu.
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Abbildung 3.14. Das B10-Epitop ist bei Amyloidfibrillen weit verbreitet, jedoch nicht generisch.

(a) Spot-Blot-Farbung in Duplikaten (oben) und deren Quantifizierung (unten) von verschiedenen Fibrillen mit BIOAP
(schwarz) und Ponceau S (Proteinbeladung, grau). Als 100 % Referenz wurde das Signal von AP(1-40)-Fibrillen
definiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n = 2-3). (b) Immunogold-Féarbung der B10-positiven
AB(1-40)-Fibrillen (links), der B10-negativen Apomyoglobin-Fibrillen (Mitte) und einer Mischung aus beiden Fibrillen
(rechts). Das Experiment in (b) wurde von S. T. Kumar (MPF, Halle (Saale)) durchgefiihrt.
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3.2.5. Das Bl0-Epitop stellt eine hoch regelmiflige wund anionische
Oberflichenstruktur dar

Die bisherigen Daten lieBen darauf schlieBen, dass B10 ein Epitop erkennt, das
spezifisch in verschiedenen Amyloidfibrillen vorhanden ist, aber nicht in intrinsisch
ungefalteten oder globulér gefalteten Polypeptidketten vorkommt. Im Zusammenhang mit
der fehlenden Interaktion von B10 mit den untersuchten globulidr gefalteten
Polypeptidketten, waren insbesondere die Interaktionen mit HET-s(218-289)-Fibrillen
interessant. Die B10-positiven HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5) entsprechen in ihrer
Grundstruktur und Geometrie den als B10-negativ getesteten globuldren B-Helix-Proteinen
P22 Tailspike-Protein und Pektat-Lyase Pel-15 (Kap.3.1.2). Im Unterschied zu
HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5) weisen die p-Helices dieser globuldr gefalteten
Polypeptidketten keine periodische Abfolge von Aminoséduren entlang der Langsachse der
B-Helix auf''?. Des Weiteren deuteten die bisherigen Daten darauf hin, dass B10 seine
Liganden iiber elektrostatische Interaktionen erkennt, wobei die stark positiv geladene
Binderegion von B10 vermutlich mit negativ geladenen Gruppen der Liganden interagiert.
Aufgrund dieser Zusammenhinge analysierten wir die Ladungsoberfliche von B10-
positiven Amyloidfibrillen und globuldr gefalteten Polypeptidketten auf Besonderheiten.

Die globuldr gefalteten Polypeptidketten weisen eine unregelmidflige Anordnung
von geladenen und ungeladenen chemischen Gruppen auf, die eine ungeordnete und
gefurchte Oberfliche erzeugen (Abb. 3.15). Dagegen weisen die strukturell hoch
geordneten Amyloidfibrillen eine sehr regelmifige und relativ flache Oberfliche auf
(Abb. 3.15). Die Struktur von HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5)1 zeigt ein regelméaBiges
Ladungsmuster mit einer rdumlich dichten Abfolge von negativen Ladungen entlang der
Fibrillenléingsachse. In Ubereinstimmung dazu zeigt die Oberflichendarstellung eines
Strukturmodells von AP(1-42)-Fibrillen'® ebenfalls eine regelmiBige Anordnung von
negativen Ladungen. Amyloidfibrillen prisentieren somit, im Gegensatz zu globulér
gefalteten Polypeptidketten, eine relativ flache Oberfliche mit einem hoch regelméBigen
und sich wiederholenden Muster an geladenen und ungeladenen chemischen Gruppen. Des
Weiteren ldsst sich schlieBen, dass sich die Oberflichen von BI10-positiven
Amyloidfibrillen durch ein hoch regelméBiges anionisches Muster entlang der
Fibrillenldngsachse auszeichnen, welches durch B10 erkannt wird. Im Zusammenhang mit
der Bindung von G-Helix-Fibrillen (Abb. 3.14) ldsst sich schlussfolgern, dass bereits eine

negativ geladene Aminosdure pro Polypeptidkette ausreicht, um dieser Muster zu bilden.
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3. Ergebnisse

Dariiber hinaus deutet die flache Beschaffenheit der Oberfliche von Amyloidfibrillen

darauf hin, dass sie eine optimale Antigenoberfliche zu der flachen Binderegion von B10

darstellt (Kap. 3.2.1).

B10-negativ B10-positiv

Lysozym Pektat-Lyase
Pel-15

Fibrillenlangsachse

TTR HET-s(218-289)-Fibrille (pH 7,5)

Abbildung 3.15. Vergleich der Ladungsoberfliche von globulir gefalteten Polypeptidketten und B10-positiven
Amyloidfibrillen.

Darstellung des elektrostatischen Oberflichenpotentials von B10 negativen, globulédr gefalteten Polypeptidketten oder
B10-positiven Amyloidfibrillen. Die globuldr gefalteten Polypeptidketten weisen eine unregelméBige Anordnung der
Oberfliachenladungen auf. Dagegen prasentieren die AP(1-42)- und HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5) ein hoch
geordnetes, regelmdBiges Muster an negativen Ladungen auf der Oberflidche. Rot: negative Ladung, blau: positive
Ladung. PDB-Zugangscode: Lysozym: 4LZT.PDB** TTR: IRLB.PDB”, Pektat-Lyase Pel-15: 1EE6.PDB'",
HET-s(218-289)-Fibrille (pH 7,5): 2RNM.PDB''?, AB(1-42)-Fibrille: 2BEG.PDB'*.

Aufgrund der letztgenannten Daten mutmalten wir, dass B10 hoch regelméBige
und anionische Oberflachenstrukturen in seinen Liganden erkennt. Diese Annahme
impliziert, dass B10 verschiedene Molekiile, unabhingig von der zugrunde liegenden
Stoffklasse erkennt. Um diese Hypothese zu testen, untersuchten wir nicht-proteindse
Biopolymere, welche eine hoch regelmiflige Struktur und anionische Eigenschaften

. . .. . . 324 325 . .
aufweisen, wie beispielsweise Heparin® und DNS’*. Zu diesem Zweck wurde die
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3. Ergebnisse

Interaktion vonB10AP mit Heparin chromatographisch untersucht und mit einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (Abb. 3.16a). Da Heparin sowohl Affinitits-
als auch Kationentauscher-Eigenschaften aufweist, erfolgte die Untersuchung unter
Anionenaustauscher-Bedingungen, um eine unspezifische Bindung von BI0AP an Heparin
zu verhindern. Die Auswertung der SDS-PAGE zeigte, dass B10AP mit Heparin
interagiert (Abb. 3.16a). Zusitzlich konnte die Bindung von B10 an Heparin durch Zugabe
von 0,5 M NaCl inhibiert werden (Abb. 3.16a). Daraus lésst sich schlieBen, dass B10 durch
elektrostatische Interaktionen an Heparin bindet. Um das Resultat der Heparin-
Chromatographie zu verifizieren, wurde die Interaktion von B10AP und Heparin mit
isothermaler Titrationskalorimetrie untersucht (Abb. 3.16b). Bei der Zugabe von Heparin
zu BI10AP konnte eine deutliche Wéarmedifferenz beobachtet werden, welche eine
Interaktion beider Molekiile widerspiegelt. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass B10 und

Heparin miteinander interagieren.
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Abbildung 3.16. Interaktion von B10 mit Heparin und DNS.

(a) Nachweis der Interaktion von B10 mit Heparin durch Heparin-Chromatographiec von B10AP. Das Coomassie-
gefarbte SDS-Gel zeigt den Verlauf der Chromatographie. Die Elution erfolgte durch Zugabe von 0,5 M NaCl.
(b) Isothermale Titrationskalorimetrie zeigt die Interaktion von BI0OAP mit Heparin. Dargestellt ist die
Enthalpieédnderung AH gegen das molare Verhéltnis von Heparin zu B10AP. (¢) Eine Agarose-Gelelektrophorese nach
Inkubation von B10AP mit linearisierter Plasmid-DNS (5,6 kBp) zeigt die Bindung von B10 an DNS.
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3. Ergebnisse

In einem weiteren Experiment wurde die Bindung von B10 an DNS getestet (Abb. 3.16c).
Dazu wurde eine linearisierte Plasmid-DNS mit B10AP inkubiert und anschlieBend mit
einer Agarose-Gelelektrophorese untersucht. Die Analyse zeigt, dass die Gegenwart von
B10AP zu einer deutlichen Bandenverschiebung der DNS fiihrt (Abb. 3.16¢). Daraus lésst
sich schlieBen, dass BIOAP an DNS bindet und dadurch eine Verdnderung des
Laufverhaltens verursacht. Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass B10 neben
Amyloidfibrillen, auch an nicht-proteindse, hoch regelméfBig organisierte, anionische
Polymere, wie DNS und Heparin, bindet. Des Weiteren ldsst sich schlieBen, dass B10 ein
Epitop erkennt, welches eine hoch regelméfBige und anionische Oberfldchenstruktur seiner
Liganden darstellt. Ferner spiegeln die polyanionischen Eigenschaften von DNS und

Heparin die Relevanz elektrostatischer Wechselwirkungen fiir die Bindung von B10 wider.

3.2.6. B10 zeigt signifikante Ubereinstimmungen zu einem Mustererkennungs-

rezeptor

Eine Analyse der bisher gewonnen Daten zu den Bindungseigenschaften von B10
offenbarte signifikante Ubereinstimmungen mit einem spezifischen
Mustererkennungsrezeptor, der RAGE genannt wird®"”’. Mustererkennungsrezeptoren
wurden urspriinglich als eine Gruppe von spezialisierten Zelloberflachen-Rezeptoren des

angeborenen Immunsystems definiert®'’

. Diese Rezeptoren zeichnen sich durch die
Bindung von strukturell diversen Liganden aus, wodurch diese auch als Multiliganden-
Rezeptoren®'? bezeichnet werden. Diesbeziiglich ist die Erkennung von Liganden von einer
spezifischen rdaumlichen Anordnung chemischer Gruppen und nicht von der blofen
Prisenz einer Polypeptidsequenz oder einer chemischen Gruppe abhingig®*.

In Ubereinstimmung zu B10 zeichnet sich RAGE durch eine Multiliganden-
Bindung aus®".

Amyloidosen involviert”***. Als weitere RAGE-Liganden sind Heparin®> und DNS*>?

RAGE erkennt verschiedene Amyloidfibrillen und ist in einigen

bekannt. Die Erkennung von Liganden durch RAGE geschieht hauptsidchlich durch die
apikale V-Domidne und ist von elektrostatischen Interaktionen abhingig®®>’.
Diesbeziiglich ist die Antigen-Bindungsstelle von RAGE mit basischen Aminoséuren
angereichert™**’. Ein Vergleich der Bindungsregionen von B10 und der V-Domine zeigt
in beiden Féllen ein stark positiv geladenes Oberflachenpotential (Abb. 3.17). Diese

auffallenden Ubereinstimmungen zwischen RAGE und B10 fiihrten zu der Vermutung,

dass beide Molekiile dhnliche Eigenschaften der Oberfldache von Fibrillen erkennen.
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3. Ergebnisse

B10 RAGE-VC1

Abbildung 3.17. Vergleich des elektrostatischen Oberfliichenpotentials von B10 und RAGE.
Darstellung der Ladungsoberfliche von B10 (links, 3LN9.PDB*®) und des fiir die Ligandenbindung verantwortlichen
VC1-Fragments von RAGE (rechts, 3CJJ.PDB*"). Rot: negative Ladung, blau: positive Ladung.

Um die Gemeinsamkeiten von RAGE und B10 zu testen, wurde das VCI1-Fragment
von RAGE (zur Verfiigung gestellt von G. Fritz, Freiburg) vergleichend zu B10 mit
verschiedenen Techniken untersucht. Eine Analyse der Interaktion von VC1 mit AB(1-40)-
Konformeren mittels Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie zeigte, dass VC1 an
AB(1-40)-Fibrillen bindet, wéihrend mit disaggregiertem AP(1-40)-Peptid keine
signifikanten Interaktionen nachweisbar waren (Abb. 3.18a). Die Auswertung der Bindung
mit einem Steady State Affinity-Modell ergab einen Kp-Wert von 41,3 nM (Abb. 3.18b).
Dieses Resultat zeigt, dass RAGE und B10 eine iibereinstimmende konformationelle
Spezifitit fir AP(1-40)-Fibrillen aufweisen. Aufgrund dessen ergab sich die Fragestellung,
ob B10 und VCI an die gleiche Region von A(1-40)-Fibrillen binden. Um dies zu
untersuchen, wurde ein Kompetitionsexperiment zwischen B10AP und VCI1, oder als
Kontrolle zwischen BIOAP und B10, durchgefiihrt (Abb. 3.18c). Zu diesem Zweck wurden
APB(1-40)-Fibrillen mit verschiedenen Konzentrationen an B10AP vorinkubiert (molares
Verhéltnis von BI0AP:VC1 oder BI0AP:B10 von 1:1 oder 8:1) (Abb. 3.18c). Daran
anschlieBend wurde eine konstante Menge VC1 oder B10 zu der vorinkubierten Probe

gegeben. Die Bindung von VC1 oder B10 an die Fibrillen wurde mit einer
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3. Ergebnisse

Ultrazentrifugation und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese untersucht. Die Analyse
der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach der Zentrifugation zeigte, dass B10 und
VCI1 in Abwesenheit von BIOAP komplett an die Fibrillen bindet und im Pellet erscheint
(Abb. 3.18c). Dagegen fiihrt die Zugabe von B10AP zu einer konzentrationsabhingigen
Kompetition der Bindung von VC1 und B10 an AB(1-40)-Fibrillen, wodurch signifikante
Mengen an B10 und VC1 im Uberstand zu finden sind (Abb. 3.18¢c). Diese Daten lassen
darauf schliefen, dass B10 und VC1 an die gleiche Region von AB(1-40)-Fibrillen binden.
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Abbildung 3.18. Vergleich der Bindungscharakteristika von B10 und RAGE.

(a) Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Sensorgramm der Interaktion von VCI mit disaggregiertem Ap(1-40)-Peptid
(gepunktete Linie) oder AB(1-40)-Fibrillen (durchgezogene Linien). Die Farben kennzeichnen die VC1-Konzentration in
der mobilen Phase von 6,25 nM (dunkelgriin) bis 200 nM (orange) oder 100 nM (schwarz). Das Experiment wurde von
P. Hortschansky (HKI, Jena) durchgefiihrt. (b) Basierend auf der Bindung von VCI1 an AP(1-40)-Fibrillen im
Flieigleichgewicht wurde der Kp-Wert mit einem Steady State Affinity-Modell ermittelt. (¢) Kompetition der Bindung
von B10 oder VCI an Ap(1-40)-Fibrillen durch Vorinkubation der Fibrillen mit verschiedenen Mengen an B10AP
(molares Verhiltnis von BI0AP:VC1 oder BIOAP:B10 von 1:1 oder 8:1). Nach Zugabe von VC1 oder B10 wurden die

Proben zentrifugiert und mit einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert.
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Als nichstes untersuchten wir, ob B10 und RAGE &dhnliche Ligandenspezifititen in
Bezug auf Amyloidfibrillen aufweisen. Dazu wurde die Bindung von VCI1 an die bereits
mit B10 getesteten Amyloidfibrillen mit einem Spot-Blot untersucht (Abb. 3.19). Die
Analyse zeigte, dass VCI tatsdchlich an alle als B10-positiv getesteten Fibrillen bindet,
wéhrend die meisten B10-negativen Fibrillen nicht von VC1 erkannt werden (Abb. 3.19).
Allerdings unterscheiden sich VCI1 und B10 in der Spezifitit, denn VC1 bindet AB(11-25)-
und AP(16-22)-Fibrillen, die keine signifikante Interaktion mit B10 zeigten. Daraus lésst
sich schlieen, dass B10 und RAGE geringfiigige Unterschiede in der strukturellen
Spezifitdit aufweisen. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass B10 und der
Mustererkennungsrezeptor RAGE &hnliche strukturelle Eigenschaften von Liganden

erkennen und somit enge funktionelle Gemeinsamkeiten aufweisen.

B10-positive Amyloidfibrillen B10-negative Amyloidfibrillen

Relative
VC1-Bindung (%)

Abbildung 3.19. B10 und RAGE weisen dhnliche Ligandenspezifititen auf.
Quantifizierte Spot-Blot-Farbung von B10-positiven und B10-negativen Fibrillen mit VC1 (schwarz). Eine gleiche
Proteinbeladung der Membran wurde mit Ponceau S-Féarbung nachgewiesen (grau). Als 100 % Referenz wurde das

Signal von AB(1-40)-Fibrillen definiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n = 2-3).
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3.2.7. Versuch der Rekonstitution eines B10-Epitops

Die bisherigen Daten legten nahe, dass B10 eine hoch regelméfige und anionische
Oberflachenstruktur bei seinen Liganden erkennt. Da die B10-positiven G-Helix-Fibrillen
nur eine negativ geladene Aminoséure je Polypeptidkette enthalten (Abb. 3.14, Tab. 3.1),
schlossen wir, dass ein B10-Epitop in Fibrillen aus nur einer negativen Aminosdure pro
Polypeptidkette generiert werden kann. Diesbeziiglich unternahmen wir den Versuch ein
B10-Epitop auf der Oberflidche eines globuldren Proteins zu rekonstituieren. Aus folgenden
Griinden wurde dazu die Pektat-Lyase Pel-15 ausgewaihlt: 1. Pel-15 ist strukturell
charakterisiert und besteht, wie die B10-positiven HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5), aus
einer parallelen B-Helix. 2. Pel-15 ist B10-negativ. 3. Die korrekte Faltung von Pel-15
kann mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion tberpriift werden. Um eine geordnete
anionische Oberflachenstruktur in Pel-15 zu generieren, entschieden wir uns entweder vier
oder sechs benachbarte Glutaminsdure-Reste entlang der Léangsachse der B-Helix
einzufithren. Es wurden verschiedene Pel-15-Mutanten generiert (L6+, M6+, R6+, M4+),
die spezifische anionische Ladungsmuster verschiedener Lage und Lénge auf der

Oberflache von Pel-15 prasentieren (Abb. 3.20).

Wildtyp L6+ M6+ R6+ M4+

Abbildung 3.20. Vergleich der Anordnung negativer Ladungen verschiedener Pel-15 Varianten.

Darstellung der Ladungsverteilung verschiedener Pel-15-Varianten als Béndermodell (oben) oder als elektrostatische
Oberfldche (unten). Durch die Einfiihrung von vier (M4+) oder sechs Glutaminsdure-Resten (L6+, M6+, R6+) an
verschiedenen Positionen der B-Helix von Pel-15 (oben) entstehen spezifische anionische Ladungsmuster auf der

Oberfliche der jeweiligen Pel-15-Variante (unten). PDB-Zugangscode: 1EE6.PDB'".
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Die Analyse der Expression der verschiedenen Varianten ergab, dass ausschlieflich
der Pel-15-Wildtyp als 16sliches Protein exprimierbar war, wihrend alle anderen Varianten
iber Isolierung von Einschlusskorpern und Riickfaltung gewonnen werden mussten. Im
Folgenden soll am Beispiel der Pel-15-Variante M6+ die Aufreinigung der Pel-15-
Mutanten zusammengefasst werden. Alle Pel-15-Varianten wurden mit einem His-tag
exprimiert. Dadurch konnten die Pel-15-Varianten nach der Isolation der Einschlusskorper
in einem ersten Schritt mit einer Ni-Chelat-Chromatographie unter denaturierenden
Bedingungen gereinigt werden, wobei gleichzeitig in einem Zwischenschritt eine
Riickfaltung an der Saule stattfand (Abb. 3.21a, b). AnschlieBend wurde das Protein in
einem zweiten Reinigungsschritt mit einer lonenaustausch-Chromatographie gereinigt,
wobei nahezu alle Verunreinigungen vollstindig entfernt werden konnten (Abb. 3.21c, d).
Die Banden bei etwa 50 kDa und 75 kDa sind typischerweise auftretende Dimer- und
Trimerbanden von Pel-15 (Abb. 3.21d). Da eine zusitzliche Gelfiltration diese Banden
nicht voneinander trennen konnte, wurde bei allen anderen Varianten auf deren Einsatz
verzichtet (Abb. 3.21e, f). AbschlieBend wurde das korrekte Molekulargewicht des
Proteins mit Massenspektrometrie verifiziert.

Um die strukturelle Integritdt der Pel-15-Varianten zu iiberpriifen, wurden diese mit
1D-'"H-NMR-Spektroskopie analysiert. In Ubereinstimmung mit dem Wildtyp wiesen die
NMR-Spektren der Varianten R6+ und M6+ disperse Signale in der aliphatischen
(-1 bis 1 ppm) und der Amid-Region (7 bis 10 ppm) auf (Abb. 3.22). Diese Signale deuten
auf ein entsprechend gefaltetes Protein hin®*’. Im Gegensatz dazu weisen die Spektren der
Varianten L6+ und M4+ auf signifikante strukturelle Verdnderungen oder eine
Aggregation der Proteine hin (Abb. 3.22, Pfeile). Konsistent damit war eine sichtbare
Aggregation der Variante L6+ nach Ende der NMR-Messung feststellbar. Um diese
Ergebnisse zu verifizieren, wurden die Varianten mit einem enzymatischen Aktivitatstest
untersucht. Bei diesem Test wird die Féhigkeit der Pektat-Lyase genutzt, die
a-1,4 glykosidische Bindung in Polygalakturonsédure zu spalten. Dabei entsteht ein
ungesittigtes Produkt, welches absorptionsspektroskopisch gemessen werden kann. In
Ubereinstimmung zu den NMR-Daten zeigt die Variante R6+ eine dem Wildtyp
entsprechende Enzymaktivitdt (Abb. 3.23a). Dagegen weisen die anderen Varianten eine
signifikant reduzierte Aktivitit auf. Fiir die l6sliche Fraktion von L6+ konnte keine
Enzymaktivitdt nachgewiesen werden. Dementsprechend wurde L6+ von nachfolgenden
Untersuchungen ausgeschlossen. Diese Resultate lassen darauf schlielen, dass die Variante

R6+ als eine globuldr gefaltete Polypeptidkette vorliegt, welche eine dem Wildtyp
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entsprechende Struktur aufweist und damit ein geordnetes anionisches Ladungsmuster auf
der Oberflache présentiert. Bei den iibrigen Pel-15-Varianten ldsst sich annehmen, dass die
Einfiihrung der negativen Ladungen zu einer signifikanten Verdnderung der Struktur

gefiihrt hat und daher das Ladungsmuster nicht in der erwarteten Form vorliegt.
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Abbildung 3.21. Aufreinigung der Pel-15-Mutante M6+.

Die Aufreinigung der Pel-15-Variante M6+ erfolgte in einem ersten Schritt durch eine Ni-Chelat-Chromatographie unter
denaturierenden Bedingungen (a, b). Danach wurde das Protein mit einer lonenaustausch-Chromatographie (¢, d) und
einer Gelfiltration (e, f) isoliert. Die Coomassie-gefirbten SDS-Proteingele (b, d, f) dokumentieren den Verlauf der

Reinigung. MW: Molekulargewicht.
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10 8 6 4 2 0
chemische Verschiebung (ppm)

Abbildung 3.22. 1D-"H-NMR-Spektren verschiedener Pel-15-Varianten.
(a) 1D-"H-NMR-Spektren verschiedener Pel-15-Varianten. Die Pfeile geben eine fehlende Signal-Dispersion in der

aliphatischen (-1 bis 1 ppm) und Amid-Region (7-10 ppm) im Vergleich zum Wildtyp an. Die NMR-Messung wurde von
C. Liicke (MPF, Halle (Saale)) durchgefiihrt.
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Um zu iiberpriifen, ob die generierten Pel-15-Varianten durch B10 gebunden
werden, wurde deren Interaktion mit BIOAP durch einen Spot-Blot, sowie mit isothermaler
Titrationskalorimetrie untersucht. Beide Techniken zeigten iibereinstimmend, dass fiir
keine der getesteten Varianten (R6+, M6+, M4+) eine Interaktion mit BIOAP nachweisbar
war (Abb. 3.23b, ¢). Somit présentiert keine der Pel-15-Varianten ein Epitop, das von B10
erkannt wird. Daraus ldsst sich schlieBen, dass das présentierte anionische

Oberflichenmuster der Variante R6+ nicht ausreicht, um eine B10-Bindung zu

ermoglichen.
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Abbildung 3.23. B10 zeigt keine Interaktion mit den untersuchten Pel-15-Varianten.

a) Messung der enzymatischen Aktivitit der Pel-15-Varianten, basierend auf dem Umsatz von Polygalakturonséure zu
einem UV-aktiven Produkt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n = 3). (b) Quantifizierte Spot-Blot-
Férbung der Pel-15-Varianten mit BIOAP (schwarz). Eine gleiche Proteinbeladung der Membran wurde mit Ponceau S-
Farbung nachgewiesen (grau). Als 100 % Referenz wurde das Signal von AB(1-40)-Fibrillen definiert. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung (n = 2-3). (c¢) Isothermale Titrationskalorimetrie zeigt, dass B10 nicht mit den
verschiedenen Pel-15-Varianten interagiert. Darstellung der Enthalpieinderung AH gegen das molare Verhéltnis von

Ligand zu B10AP.
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3.3. Funktionelle Untersuchungen zu B10

3.3.1. Das B10-Epitop entsteht bevor sich ThT-positive Ap(1-40)-Fibrillen bilden

Um zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt sich das B10-Epitop im Laufe einer
Aggregationsreaktion bildet, wurde disaggregiertes AP(1-40)-Peptid in einer gepufferten
Losung inkubiert und diese Reaktion mit drei verschiedenen Techniken untersucht.
Stiindlich wurde ein Aliquot der Lésung entnommen und gleichzeitig mit ThT, TEM und
einer Spot-Blot-Analyse mit BI0AP analysiert (Abb. 3.24). In Ubereinstimmung mit einer
nukleationsabhéngigen Polymerisationsreaktion zeigte die ThT-Analyse der Inkubation
einen sigmoidalen Kurvenverlauf (Abb. 3.24a). Diesbeziiglich ist eine anfangliche
Lag-Phase (Bildung von Aggregationskeimen) von einer exponentiellen Wachstumsphase
(Wachstum der Keime zu Fibrillen) unterscheidbar'> (Abb. 3.24a). Wihrend dieses
Vorganges bilden sich zwischenzeitlich instabile und kurzlebige nicht-fibrillire und
fibrilldre Intermediate, wie Oligomere oder Protofibrillen®. Die Messung mit ThT ergab
eine Lag-Phase von 7,3 h fiir die Aggregation (Abb. 3.24a). Im Vergleich dazu ergab die
Untersuchung mit Spot-Blot und BI0AP ebenfalls einen sigmoidalen Kurvenverlauf,
allerdings mit einer signifikant kiirzeren Lag-Phase von 3,5 h (Abb. 3.24a). Diese Daten
deuten darauf hin, dass die Bildung des B10-Epitops signifikant frither erfolgt, als die
Bildung von ThT-positiven Fibrillen. Die Analyse mit TEM zeigte wenige, nicht fibrillare
Aggregate nach 4 h und sowohl nicht fibrilldre, als auch kurze, unregelméBige, fibrilldre
Aggregate nach 7h (Abb. 3.24b). In Ubereinstimmung mit ThT waren zu diesen
Zeitpunkten keine Amyloidfibrillen mit TEM nachweisbar. Im weiteren Verlauf der
Aggregation nimmt die Menge an nicht fibrilldren Aggregaten ab und nach 10 h treten in
Ubereinstimmung mit ThT und B10AP Amyloidfibrillen auf, die sich im Folgenden zu
grofen Fibrillen-Haufen zusammenlagern (18 h, Abb. 3.24b). Im Zusammenhang mit der
fehlenden Interaktion mit 16slichen Oligomeren lésst sich aus diesen Daten schlie8en, dass
B10 ein Epitop erkennt, welches nicht in Oligomeren vorkommt, aber bereits vor der

Entstehung von ThT-positiven Amyloidfibrillen gebildet wird.
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Abbildung 3.24. Das B10-Epitop entsteht bevor ThT-positive Ap(1-40)-Fibrillen nachweisbar sind.

(a) Verfolgung einer Aggregationskinetik von AB(1-40) mit ThT-Fluoreszenz (hellgriin) und quantifizierter Spot-Blot-
Féarbung mit BIOAP (dunkelgriin). Eine AB(1-40)-Fibrillenlosung diente als Standard fiir die Spot-Blot-Analyse. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (n=3). Die Daten wurden mit einem sigmoidalen Modell
(Hill-Funktion, Origin) angepasst. (b) TEM-Analyse der Aggregationskinetik in (a) zu den angegebenen Zeitpunkten.
Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit mit G. Habicht (HKI, Jena) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.3.2. B10 inhibiert die Bildung von AB(1-40)-Amyloidfibrillen

Fiir verschiedene Antikdrper wurde ein inhibitorischer Effekt auf die Bildung von

Amyloidfibrillen gezeigt®**?*

. In diesem Zusammenhang untersuchten wir, ob BI10
ebenfalls einen Einfluss auf die Aggregationsreaktion hat. Zu diesem Zweck wurde
disaggregiertes AP(1-40)-Peptid mit verschiedenen Konzentrationen an BIOAP inkubiert
und die Bildung von AB(1-40)-Fibrillen mit ThT und TEM untersucht. Die ThT-Analyse
zeigte, dass sich die Lag-Phase der Kinetik mit steigender BIOAP-Konzentration deutlich
verldngert und das ThT-Signal reduziert (Abb. 3.25a-d). Bei einem molaren Verhéltnis von
1:10 (B10:Ap) inhibiert BIOAP wirksam die Bildung von ThT-positiven Amyloidfibrillen
(Abb. 3.25d). In Ubereinstimmung dazu zeigt die TEM-Analyse nach 96h (¥) und
160 h (V) Inkubation einen deutlichen Effekt von BIOAP auf die fibrillire Struktur der
Aggregate (Abb. 3.25a-d). In Abwesenheit von BIOAP bilden sich regelméfige und lange
APB(1-40)-Fibrillen (Abb. 3.25a). Mit zunechmender B10AP-Konzentration verzégert sich
die Bildung von AB(1-40)-Amyloidfibrillen und ihre Haufigkeit nimmt ab (Abb. 3.25a-d).
SchlieBlich treten bei einem molaren Verhiltnis von 1:10 (B10:AB) zu keinem Zeitpunkt
APB(1-40)-Amyloidfibrillen auf (Abb. 3.25d). Stattdessen bilden sich unregelmiBige, kurze,
gebogene Fibrillen, welche Aggregaten dhneln, die in der Literatur als Protofibrillen
definiert wurden (vgl. Abb. 3.25a-d)'**!*". Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
B10 die Bildung von AP(1-40)-Amyloidfibrillen inhibiert und stattdessen ThT-negative
Aggregate stabilisiert, welche eine Protofibrillen-&dhnliche Erscheinung aufweisen. Des
Weiteren ldsst sich schlieBen, dass bei einem molaren Verhiltnis von
1:10 (B10:AP) alle B10-Bindungsstellen besetzt sind. Somit stimmt dieses Resultat mit der
molaren Stochiometrie iliberein, die sich aus der Messung der Bindung von B10 an
APB(1-40)-Amyloidfibrillen mittels Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie ergibt
(Kap. 1.10.4).
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Abbildung 3.25. B10AP verhindert die Bildung von AB(1-40)-Fibrillen.

(a-d) Verfolgung der Aggregationskinetik von AB(1-40) in Abwesenheit (a) und in Gegenwart von 0,5 pM (b), 1 uM (c¢)
oder 5uM (d) BI0AP mit ThT (links) und TEM (rechts). Die schwarze Kurve in (d) stellt 5 uM B10AP ohne
APB(1-40) dar. Nach 92 h (V) und 160 h (V) wurden Proben fiir die Analyse mit TEM entnommen. Die gefiillten weiBen

Dreiecke veranschaulichen das Auftreten einzelner Amyloidfibrillen.
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3. Ergebnisse

3.3.3. B10AP-stabilisierte Aggregate weisen die Charakteristika von Protofibrillen

auf

Als unmittelbare Folge der letztgenannten Resultate stellte sich die Frage nach der
Identitdt der B10AP-stabilisierten Aggregate. Um deren strukturelle Eigenschaften zu
untersuchen wurde disaggregiertes AP(1-40)-Peptid mit BIOAP in einem molaren
Verhéltnis von 1:10 (B10:AB) inkubiert und die resultierenden Aggregate mit
verschiedenen Techniken charakterisiert. Die Analyse mit TEM zeigte, dass B10AP-
stabilisierte Aggregate eine kurze, unregelmiBige, gebogene und fibrillare Struktur
aufweisen (Abb. 3.26a). Dagegen treten AP(1-40)-Fibrillen als lange und regelmafBige,
fibrilldre Strukturen auf (Abb. 3.26a). Somit weisen B10AP-stabilisierte Aggregate eine
fibrilldre Struktur auf, welche dhnlich zu der von Protofibrillen ist'°*'*’. Eine Analyse mit
Rontgenbeugung offenbarte charakteristische Abstinde einer amyloid-dhnlichen Struktur
mit Reflexionen von 4,62 £ 0,02 A und 9,88 + 0,05 A (Abb. 3.26b). In Ubereinstimmung
dazu zeigte die Untersuchung mit FTIR-Spektroskopie, dass B10AP-stabilisierte
Aggregate ein Amid-I-Maximum bei 1624 cm™ in der fir Amyloidfibrillen typischen
Region aufweisen (Abb. 3.26¢c). Zusitzlich zeigen diese Daten, dass B10AP-stabilisierte
Aggregate eine [B-Faltblatt-reiche Struktur aufweisen und darin mit Protofibrillen und
Amyloidfibrillen  iibereinstimmen  (Abb. 3.26¢c)'®.  Trotz der amyloidihnlichen
Eigenschaften unterscheiden sich BI10AP-stabilisierte Aggregate signifikant von
Amyloidfibrillen. B10AP-stabilisierte Aggregate interagieren, im Unterschied zu
Amyloidfibrillen, nur sehr schwach mit amyloidspezifischen Farbstoffen, wie ThT
(Abb. 3.25) oder KR (Abb. 3.26d). Diese schwachen Interaktionen stimmen mit den

124,179,186 .
. Des Weiteren

Eigenschaften von urspriinglich definierten Protofibrillen {iberein
sind B10AP-stabilisierte Aggregate leichter proteolytisch verdaubar als Amyloidfibrillen,
allerdings stabiler als disaggregiertes AP(1-40)-Peptid (Abb. 3.26e). Wéihrend B10AP-
stabilisierte Aggregate nach 3,5 h komplett verdaut sind, zeigen AB(1-40)-Fibrillen auch
nach 3,5h eine signifikante Menge an unverdautem Peptid (Abb. 3.26e). Dies deutet
darauf hin, dass die Struktur von B10AP-stabilisierten Aggregaten, im Vergleich zu
Amyloidfibrillen weniger kompakt ist und somit eher Protofibrillen dhnelt'”’*%. All diese
Resultate zeigen, dass B10AP-stabilisierte Aggregate signifikante Ubereinstimmungen mit
den Charakteristika von Protofibrillen aufweisen. Daraus ldsst sich ableiten, dass BIOAP

die Bildung von AP(1-40)-Amyloidfibrillen durch die Stabilisierung von Protofibrillen
inhibiert. AuBlerdem ldsst sich daraus schlieBen, dass das BI10-Epitop bereits bei
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3. Ergebnisse

Protofibrillen vorhanden ist. In Ubereinstimmung dazu wird das B10-Epitop vor der
Entstehung von ThT-positiven Amyloidfibrillen gebildet (Kap.3.3.1) und fehlt bei
16slichen Oligomeren (Kap. 3.1.1).
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Abbildung 3.26. B10AP stabilisierte Aggregate weisen die Charakteristika von Protofibrillen auf.

(a) TEM-Analyse einer Priparation von AB(1-40)-Fibrillen und B10AP-stabilisierten Protofibrillen (molares Verhiltnis
B10:AB 1:10). (b) Rontgenbeugungsmuster hydratisierter, B10AP-stabilisierter Protofibrillen. Die Reflexionen bei
4,62 A (schwarze Dreiecke) und 9,88 A (weiBe Dreiecke) sind charakteristisch fiir amyloid-dhnliche B-Faltblatt-
Strukturen. Das Experiment wurde in Zusammenarbeit mit D. Roser (FLI, Jena) durchgefiihrt. (¢) FTIR-Spektren von
AB(1-40)-Fibrillen, BIOAP und B10AP-stabilisierten Protofibrillen. Das schwarze Dreieck zeigt das Amid-I-Maximum
von B10AP-stabilisierten Protofibrillen bei 1624 cm™ an. (d) KR-Absorptionsspektren in Gegenwart von Puffer,
AP(1-40)-Fibrillen, BIOAP und B10AP-stabilisierten Protofibrillen. (e) Proteolytischer Verdau von disaggregiertem
AB(1-40)-Peptid, B10AP-stabilisierten Protofibrillen und AP(1-40)-Fibrillen mit Proteinase K. Das mit Coomassie
gefarbte SDS-Gel dokumentiert die Degradation der AB(1-40)-Bande.
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3. Ergebnisse

3.3.4. B10 bindet AP(1-40)-Fibrillen an einer anderen Stelle als KR oder ThT

Um festzustellen, ob die fehlenden Interaktionen der B10AP-stabilisierten
Aggregate mit ThT und KR durch sterische Behinderungen seitens B10 verursacht werden,
untersuchten wir den Einfluss von B10AP auf die Interaktion von AB(1-40)-Fibrillen mit
beiden Farbstoffen. Zu diesem Zweck wurden AB(1-40)-Fibrillen mit BIOAP dekoriert und
im Vergleich zu nicht dekorierten Fibrillen mit KR und ThT untersucht. Die Analyse
zeigte, dass sowohl nicht dekorierte, als auch dekorierte AP(1-40)-Fibrillen eine
signifikante Interaktion mit beiden Farbstoffen aufweisen (Abb. 3.27b, ¢). Demzufolge
kann die fehlende Interaktion von B10AP-stabilisierten Aggregaten mit KR oder ThT nicht
durch sterische Behinderungen seitens B10 erkldrt werden. In einem weiteren
Kontrollexperiment {iiberpriiften wir, ob der Lingenunterschied zwischen BI0AP-
stabilisierten Aggregaten und Ap(1-40)-Fibrillen eine Erklirung fiir die fehlende

Interaktion mit ThT und KR liefert. Zu diesem Zweck wurden fragmentierte und intakte
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Abbildung 3.27. B10 bindet Ap(1-40)-Fibrillen an einer anderen Stelle als KR oder ThT.

(a) TEM-Analyse von AP(1-40)-Fibrillen vor (oben) und nach (unten) Fragmentierung durch einmaliges Einfrieren,
Auftauen und vortexen. (b, ¢) Interaktion von ThT (b) und KR (c¢) mit Puffer, intakten, fragmentierten oder B10AP-
dekorierten AB(1-40)-Fibrillen (molares Verhiltnis B10:Af 1:10).
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Amyloidfibrillen vergleichend mit beiden Farbstoffen untersucht. Die Analyse zeigte, dass
sowohl intakte, als auch fragmentierte AB(1-40)-Fibrillen signifikante Signale mit ThT und
KR liefern (Abb. 3.27a-c). Diese Resultate deuten darauf hin, dass der Langenunterschied
zwischen B10AP-stabilisierten Aggregaten und AB(1-40)-Fibrillen keine Erklérung fiir die
fehlende Interaktion mit ThT und KR liefert. Daraus ldsst sich schlielen, dass die fehlende
Interaktion von B10AP-stabilisierten Aggregaten mit ThT und KR nicht durch sterische
Behinderungen oder die Lange der Fibrillen erklirt werden kann. Demzufolge liefern diese
Daten weitere Unterstiitzung fiir die Annahme, dass B10AP die Bildung von AP(1-40)-
Fibrillen durch die Stabilisierung von Protofibrillen inhibiert. Ferner ldsst sich schlieen,
dass B10 an einer anderen Stelle der AP(1-40)-Fibrille als ThT und KR bindet und somit
alternative strukturelle Bestandteile von AB(1-40)-Fibrillen nutzt.
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3.3.5. B10 fiihrt nicht zur Auflosung von bereits gebildeten AP(1-40)-Fibrillen

Neben der Inhibition der Bildung von Amyloidfibrillen wird fiir einige Antikorper

269,334-341
69334341y Lu

auch eine Auflosung von Amyloidfibrillen oder Plaques diskutiert
untersuchen, ob B10 ebenfalls einen destabilisierenden Effekt auf Amyloidfibrillen hat,
wurden bereits gebildete AB(1-40)-Fibrillen fiir eine Woche mit BIOAP bei einem molaren
Verhéltnis von 1:10 (B10:AB) inkubiert. Danach wurde die Lésung mit TEM, sowie
Ultrazentrifugation und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese untersucht. Die Analyse
des SDS-Gels nach der Zentrifugation zeigte, dass die Anwesenheit von BIOAP nicht zu
einer signifikanten Reduzierung der Menge an AP(1-40)-Fibrillen im Pellet fiihrt
(Abb. 3.282). In Ubereinstimmung dazu waren keine offensichtlichen Unterschiede
zwischen der Probe ohne und mit BIOAP im TEM zu erkennen (Abb. 3.28b). Daraus lasst
sich ableiten, dass B10 keine funktionelle Aktivitit beziiglich der Auflésung von bereits

gebildeten Fibrillen zeigt. Damit unterschiedet sich B10 in Bezug auf oben genannte

Antikdrper.
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Abbildung 3.28. B10AP fiihrt nicht zur Auflésung bereits gebildeter Ap(1-40)-Fibrillen.

(a) Coomassie-gefirbtes SDS-Gel von AP(1-40)-Fibrillen nach einer Woche Inkubation mit und ohne B10AP und
anschlieender Ultrazentrifugation. (b) TEM-Aufnahme von bereits gebildeten AP(1-40)-Amyloidfibrillen nach einer
Woche Inkubation ohne und mit BI0OAP (molares Verhéltnis B10:Af 1:10).
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die konformationssensitive Bindung von
Amyloidfibrillen durch Antikoérper zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde die

konformationssensitive VHH-Domaine B10 strukturell und funktionell analysiert.

4.1. Die konformationelle Spezifitit von B10

4.1.1. Protofibrillen und Amyloidfibrillen weisen eine dhnliche Oberflichenstruktur

auf

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindungsspezifitit von B10 durch die
Untersuchung verschiedener konformationeller Zustinde von Polypeptidketten analysiert.
Dabei konnte gezeigt werden, dass B10 verschiedene Konformere des AB(1-40)-Peptides
unterscheidet. B10 erkennt spezifisch die Konformation des AP(1-40)-Peptides in
Amyloidfibrillen, jedoch nicht wenn es als disaggregiertes Peptid (Abb. 3.2a) oder in
16slichen Oligomeren vorliegt (Abb. 3.1). Damit belegt B10, in Ubereinstimmung zu
Ergebnissen von anderen Antikdrpern, wie den fibrillenspezifischen Antikdrpern OC und
LOC™, oder dem oligomerspezifischen Antikorper A11'*, dass 16sliche Oligomere und
Amyloidfibrillen separate strukturelle Zustinde des AP(1-40)-Peptides darstellen. Dies ist
mit den beobachteten strukturellen Unterschieden von I16slichen Oligomeren und
Amyloidfibrillen konsistent (Abb. 3.1). Daneben unterscheidet B10 zwischen der Struktur
von Amyloidfibrillen und der von intrinsisch ungefalteten oder globuldr gefalteten
Polypeptidketten (Abb. 3.2). Dies ist ebenfalls mit der Bindungsspezifitit von anderen
fibrillenspezifischen Antikérpern konsistent™®. Schlussfolgernd lasst sich schlieen, dass
B10 eine konformationelle Spezifitit fiir Amyloidfibrillen aufweist.

Zusétzlich verhindert B10 in Aggregationsexperimenten mit AB(1-40) die Bildung
von Amyloidfibrillen und stabilisiert stattdessen Protofibrillen (Abb. 3.25,3.26).
Protofibrillen werden normalerweise als kurzlebige, instabile Aggregate angesehen, welche
kinetisch den thermodynamisch stabileren Amyloidfibrillen vorausgehen'®*'®”**?. Durch
die Bindung von B10 an Protofibrillen werden diese aber stabilisiert und kénnen sich nicht
in Amyloidfibrillen umwandeln (Abb. 4.1). In Ubereinstimmung mit der Bindung des

fibrillenspezifischen Antikérpers WO an stabilisierte Protofibrillen'” legt dieses Ergebnis
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nahe, dass Protofibrillen und Amyloidfibrillen eine &hnliche Oberflichenstruktur
aufweisen und somit in grundlegenden strukturellen Aspekten iibereinstimmen.
Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die dargestellte Bindungsspezifitdt von B10
eine ideale Grundlage bildet, um die konformationssensitive Bindung von Antikérpern an

Amyloidfibrillen aufzukliren.

monomeres
AB(1-40)

Amyloidfibrillen

monomeres
AB(1-40)

Oligomere B10AP-stabilisierte
Protofibrillen

Abbildung 4.1. B10 verhindert die Bildung von Amyloidfibrillen durch Stabilisierung von Protofibrillen.
B10AP interagiert weder mit monomerem Ap-Peptid noch mit AB-Oligomeren. Mit der Bildung von Protofibrillen tritt
erstmals das B10-Epitop auf, wodurch Protofibrillen durch B10 gebunden werden und deren Umwandlung in

Amyloidfibrillen verhindert wird. Bildquelle: Goldsbury et al. (2005)%".

4.1.2. In vitro und in vivo gebildete Amyloidfibrillen besitzen den gleichen

strukturellen Aufbau

In unterschiedlichen wissenschaftlichen Fachgebieten existieren verschiedene
Definitionen fiir Amyloidfibrillen*'®***?, Im pathologischen Sinne sind Amyloidfibrillen
in vivo-Ablagerungen mit einer fibrilliren Erscheinung, die ein typisches
Rontgenbeugungsmuster und eine Affinitit fiir amyloidspezifische Farbstoffe aufweisen®.
Diese Definition schlieBt explizit in vitro gebildete Fibrillen aus®. In einem
strukturbiologischen Sinne sind Amyloidfibrillen fadenférmige Polypeptid-Aggregate mit

30,31

einer gekreuzten [-Faltblatt-Struktur™”". In dieser Definition ist der Bildungsort der

30,32

Fibrille kein Kriterium und spielt daher eine untergeordnete Rolle™". Die Untersuchung
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verschiedener Fibrillen im Rahmen dieser Arbeit belegt, dass B10 sowohl in vivo, als auch
in vitro gebildete Amyloidfibrillen erkennt (Abb. 3.12). In Ubereinstimmung dazu wurde
bereits vor dieser Arbeit gezeigt, dass B10 AB(1-40)-Amyloidfibrillen unabhéngig ihres
Bildungsortes bindet (Abb. 1.26). Aus diesen Daten ldsst sich schlieBen, dass in vivo und
in vitro gebildete Amyloidfibrillen grundsitzlich die gleiche konformationelle
Organisation und Oberflichenstruktur aufweisen®’. Diese Schlussfolgerung liefert einen
Beitrag zu der Diskussion um die Definition von Amyloidfibrillen. Die genannten
Resultate unterstiitzen eine Definition von Amyloidfibrillen, die unabhingig von den
Bedingungen der Fibrillenbildung ist und demzufolge sowohl in vitro, als auch in vivo

gebildete Fibrillen einschlief3t.

4.2. Die molekulare Grundlage der Bindung von B10

4.2.1. B10 erkennt keine generische Struktur des Polypeptid-Riickgrates in
Amyloidfibrillen

Frithere Publikationen iiber konformationssensitive Antikdrper zeigten eine

% oder Fibrillen’*®?%®. In diesem Kontext

Bindung aller getesteten 1dslichen Oligomere'
wurde die Hypothese aufgestellt, dass die konformationssensitive Bindung dieser
Antikorper auf der direkten Interaktion mit einem generischen Strukturmotiv

149,266,271
beruht

. Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten widersprechen dieser
Hypothese. B10 erkennt nicht alle getesteten Fibrillen und unterscheidet sich damit
wesentlich von den bisherigen fibrillenspezifischen Antikdrpern (Abb. 3.14). Allerdings ist
dabei zu beriicksichtigen, dass bisherige Publikationen nur einen Bruchteil der in dieser
Arbeit getesteten Fibrillen untersucht haben’®%. Demzufolge beruhte die Aufstellung
dieser Hypothese moglicherweise auf der begrenzten Zahl der getesteten Fibrillen. Dariiber

hinaus ist zu erwdhnen, dass sowohl der oligomerspezifische Antikorper A11'*

, als auch
die fibrillenspezifischen Antikérper OC und LOC*® polyklonale Seren darstellen und
somit deren Bindung an verschiedene Fibrillen moglicherweise das Resultat einer Bindung
von verschiedenen Antikorpern ist. Aus den Daten der vorliegenden Arbeit ergibt sich
somit der interessante Fakt, dass B10 zwischen verschiedenen Typen von Fibrillen
differenziert (Abb. 3.14). Des Weiteren erkennt B10 auch Fibrillen, die eine
entgegengesetzte Riickgrat-Chiralitdt aufweisen, wie D- und L-SAA(1-12)-Fibrillen

(Abb. 3.14, Tab. 3.1). Daher lésst sich schlussfolgernd feststellen, dass die B10-Spezifitat
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fiir Fibrillen nicht durch eine direkte Interaktion mit einer generellen Struktur des

Polypeptid-Riickgrates von Fibrillen erklarbar ist.

4.2.2. B10 erkennt Liganden durch elektrostatische Interaktionen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die konformationssensitive
Erkennung von Fibrillen durch B10 auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruht
(Abb. 3.8, 3.9). Die Binderegion von BI10 ist signifikant mit basischen Aminosduren
angereichert (Abb. 3.5) und impliziert daher, dass B10 mit negativen Aminosduren in
Fibrillen interagiert. In Ubereinstimmung dazu konnte die Relevanz der negativ geladenen
Aminoséduren in Amyloidfibrillen fiir die Bindung von B10 in weiteren Versuchen in der
Arbeitsgruppe bestitigt werden (Abb. 4.2). Durch eine chemische Modifizierung der
Carboxylgruppen von bereits gebildeten Amyloidfibrillen ldsst sich die Bindung von B10
signifikant reduzieren (Abb. 4.2). Dagegen hatte eine chemische Modifikation von
Aminogruppen keinen Einfluss auf die B10-Bindung. Diese Daten belegen, dass B10 mit
negativ geladenen Gruppen in Amyloidfibrillen interagiert. Interessanterweise zeigen auch
andere fibrillenspezifische Bindemolekiile, wie SAP (Kap. 1.8.3)**®, RAGE (Kap. 1.8.4)*°
oder CLAC (Kap. 1.8.5)*®, eine besondere Bedeutung von elektrostatischen Interaktionen
fiir die Erkennung von Fibrillen. Dieser Zusammenhang unterstreicht die Relevanz
elektrostatischer Interaktionen fiir die Bindung B10-positiver Fibrillen. Offensichtlich
weisen BI10-positive Amyloidfibrillen strukturelle Besonderheiten auf, die eine
konformationssensitive Erkennung mittels elektrostatischer Interaktionen ermoglichen.

In Ubereinstimmung zur Relevanz elektrostatischer Interaktionen erkennt B10 die
polyanionischen Polymere DNS**> und Heparin®** (Abb. 3.16), die gehiuft anionische
Gruppen auf der Oberflache prasentieren. Die CDR 1 von B10 (Abb. 3.5) entspricht exakt
dem typischen B-B-X-B-B-Sequenzmotiv Heparin-bindender Proteine (B: basische
Aminosiure, X: nicht basische Aminosiure)’®. Interessanterweise zeigen auch die oben
genannten fibrillenspezifischen Bindemolekiile in Bezug auf Heparin oder DNS
iiberraschende Parallelen zu B10. Heparin wird von SAP**, CLAC** und RAGE®?
gebunden, wobei CLAC, ebenso wie B10, ein typisches Sequenzmotiv Heparin-bindender
Proteine aufweist. Dariiber hinaus kompetitiert Heparin mit Amyloidfibrillen um die
Bindung von CLAC*® und sowohl SAP als auch RAGE binden an DNS****%

Schlussfolgernd ldsst sich feststellen, dass B10 und andere fibrillenspezifische
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Bindemolekiile ihre Liganden offenbar iiber &dhnliche Mechanismen anhand
elektrostatischer Interaktionen erkennen.

Wiederum andere fibrillenspezifische Bindemolekiile nutzen wahrscheinlich
alternative strukturelle Bestandteile von Amyloidfibrillen. So konnte im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden, dass die Bindung von KR und ThT nicht durch die Bindung von
B10 an Amyloidfibrillen inhibiert wird (Abb. 3.27). In Ubereinstimmung dazu werden fiir
beide Molekiile andere Mechanismen fiir die Bindung von Amyloidfibrillen diskutiert, wie

35,37,80,221

ionische und/oder hydrophobe Wechselwirkungen (KR) , oder eine Interaktion mit

aliphatischen und aromatischen Aminosiuren (ThT)®.

Relative
B10AP-Bindung (%)

unmodifiziert
NHz-modifiziert

* | COOH-modifiziert

Relative
B10AP-Bindung (%)

unmodifiziert
NH2-modifiziert
COOH-modifiziert

c I, Relative
G-Helix-Fibrillen  51Ap.Bindung (%)

_4—* unmodifiziert
s | NH-modifiziert

COOH-modifiziert

Abbildung 4.2. Bindung von B10 an chemisch modifizierte Amyloidfibrillen.

Chemische Modifikation von AB(1-40)- (a), Insulin- (b) und G-Helix-Fibrillen (¢) an Amino- oder Carboxylgruppen. Die
Fibrillen wurden mit TEM (links) und Spot-Blot (rechts) analysiert. Die Spot-Blot-Farbung der Fibrillen erfolgte mit
B10AP (schwarz). Eine gleiche Proteinbeladung der Membran wurde mit Ponceau S-Féarbung nachgewiesen (weif3). Als
100 % Referenz wurde das Signal von Ap(1-40)-Fibrillen definiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standard-

abweichung (n = 2-3). Dieses Experiment wurde von S. T. Kumar durchgefiihrt. Bildquelle: Haupt et al (2011)*%%.
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4.2.3. B10 bindet Liganden aufgrund von Mustererkennung

Basierend auf den Daten in dieser Arbeit kann eine Hypothese fiir die
sequenzunabhingige Bindung durch B10 formuliert werden, der zufolge B10 seine
Liganden anhand eines spezifischen Oberflichenmusters erkennt.

Die Mustererkennung wurde urspriinglich als eine Eigenschaft von spezialisierten

211

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems definiert” . Diese Bindemolekiile weisen ein

breites Spektrum an Liganden unterschiedlicher Stoffklassen auf, weshalb diese auch als

sogenannte Multiliganden-Rezeptoren bezeichnet werden®'?

. Eine Bindung von Liganden
aufgrund von Mustererkennung ist nicht durch die bloBe Priasenz einer einfachen
Peptidsequenz oder einer chemischen Gruppe erklarbar®'?. Stattdessen ist die spezifische
rdumliche Organisation von bestimmten chemischen Gruppen entscheidend fiir eine
Mustererkennung®*.

B10 zeichnet sich, ebenso wie Mustererkennungsrezeptoren, durch die Fahigkeit
zur Multiligandenbindung aus. Die in dieser Arbeit nachgewiesenen Liganden stammen
aus unterschiedlichen Stoffklassen und umfassen Polypeptidketten, Polysaccharide und
Nukleinsduren (Abb. 3.14, 3.16). Die Relevanz elektrostatischer Interaktionen zeigt, dass
B10 primir negativ geladene Gruppen der Aminosdure-Seitenketten in Amyloidfibrillen
erkennt (Abb. 3.8, 3.9). Allerdings zeigt B10 keine signifikanten Interaktionen mit den
getesteten globuldr gefalteten Polypeptidketten, welche ebenfalls zahlreiche negativ
geladene chemische Gruppen auf ihrer Oberfliche prisentieren (Abb. 3.2, 3.15). Dies
impliziert, dass die bloe Prdasenz von negativ geladenen Gruppen keine Erklarung fiir die
B10-Spezifitit liefert. Ebenso kann die fibrillenspezifische Erkennung durch B10 und

andere Antikorper”®

nicht durch das bloBe Vorhandensein von B-Faltblatt-Strukturen
erklart werden (Kap. 3.1).

Die Basis fiir die Erkennung durch B10 erschlie3t sich durch die hoch regelméBige,
repetitive Struktur der Liganden, die dadurch charakteristische Muster auf der Oberfliche
préisentieren, wie zum Beispiel eine spezifische Anordnung von chemischen Gruppen. Ein
auffallendes Charakteristikum der B10-positiven Fibrillen ist die Verteilung der geladenen
chemischen Gruppen. Die B10-positiven HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5)''? weisen ein
hoch reguldres Muster an Oberflichenladungen auf (Abb. 3.15). Diese Regularitét ist
ebenso in dem Strukturmodell von AP(1-42)-Fibrillen'™ zu erkennen (Abb. 3.15). Im
Gegensatz dazu sind bei den getesteten globulidr gefalteten Polypeptidketten die

exponierten chemischen Gruppen unregelmiflig auf der Oberfldche verteilt (Abb. 3.15).
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Eines dieser Muster présentiert sich als hoch regelméBiger Streifen mit negativer Ladung
entlang der Fibrillenlingsachse. Im Zusammenhang mit all diesen Ergebnissen schlieBen
wir, dass dieses anionische Ladungsmuster durch B10 erkannt wird. Des Weiteren zeigt
sich, dass die Oberfliche von offensichtlich vielen, aber nicht von allen Amyloidfibrillen
durch dieses Ladungsmuster gekennzeichnet ist (Abb. 3.14). Zusitzlich kann mit dieser
Hypothese die Bindung von B10 an DNS und Heparin erklért werden (Abb. 3.16).

Dariiber hinaus zeigt B10 signifikante Ubereinstimmungen zu einem natiirlichen

Mustererkennungsrezeptor namens RAGE?"

. RAGE bindet neben einer ganzen Reihe von
glykosilierten Liganden auch die B10-Liganden Heparin®?, DNS*’ und verschiedene
Amyloidfibrillen®®'. Das Spektrum an Amyloidfibrillen, das von B10 und RAGE erkannt
wird ist nahezu identisch (Abb. 3.19). Des Weiteren weisen beide Bindemolekiile eine
signifikante Anreicherung von basischen Aminosduren in ihrer Binderegion auf
(Abb. 3.17) und eine Abhingigkeit von elektrostatischen Wechselwirkungen®®*’. Ebenso
kompetitieren RAGE und B10 um die Bindung von Amyloidfibrillen (Abb. 3.18). Diese
signifikanten Ubereinstimmungen liefern einen zusitzlichen Befund fiir einen
Mustererkennungsmechanismus durch B10. Die minimalen Unterschiede in der
Bindungsspezifitit von RAGE und B10 lassen sich durch den Multidoménen-Aufbau von
RAGE erkldren. RAGE besteht aus drei extrazelluliren Doménen (V, C1, C2), welche
unterschiedliche Liganden-Spezifititen aufweisen”’. Diese Multidominen-Bindung von
RAGE konnte folglich die Ursache sein, dass RAGE zusétzlich zu den B10-positiven
Amyloidfibrillen auch die B10-negativen Amyloidfibrillen des AB(16-22)- und AB(11-25)-
Peptides erkennt (Abb. 3.19).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass alle diese Resultate das Konzept der
Mustererkennung mit der konformationssensitiven Bindung von B10 an verschiedene
Amyloidfibrillen verbinden. Diese Hypothese liefert eine neue Vorstellung von der
konformationssensitiven Bindung eines Antikorpers an verschiedene Amyloidfibrillen. Da
viele Amyloidfibrillen mit negativ geladenen Molekiilen, wie Heparin oder
Glykosaminoglykanen interagieren”, wurde vermutet, dass Fibrillen ausgeprigte positiv
geladene Oberflicheneigenschaften aufweisen. Dariiber hinaus gab es bisher, neben den
Strukturmodellen von Ap-Fibrillen, die auf die Ausbildung einer negativ geladenen
Oberflachenstruktur hindeuten104’130, keine Hinweise, dass es wéhrend der Bildung von
Amyloidfibrillen zu einer Anreicherung von negativ geladenen Aminosduren kommt. Fiir
einige Molekiile, beispielsweise fiir synthetische verzweigte Polyamine’*, SAP*®,

CLAC*” oder Apolipoprotein E**’, wurde vermutet, dass diese an negativ geladene

125



4. Diskussion

Bereiche von Amyloidfibrillen binden. Zusammen mit den Daten der vorliegenden Arbeit
sprechen diese Beobachtungen fiir die Existenz einer ausgeprigten negativen
Oberfliacheneigenschaft in vielen Amyloidfibrillen, welche deren konformationssensitive

Erkennung durch Bindemolekiile ermdglicht.

4.2.4 Strukturelle Grundlagen fiir die Prisentation spezifischer Oberflichenmuster in

Amyloidfibrillen

Die Ausbildung und Présentation eines spezifischen Oberflichenmusters in

Amyloidfibrillen hdngt von mehreren Faktoren ab:

(a)  Die strukturellen Gegebenheiten der gekreuzten B-Faltblatt-Struktur
und des Polypeptid-Riickgrates

(b)  Die Sequenz der Polypeptidkette

(c)  Die unterschiedliche Organisation von -Faltblattern

(d) Die Anzahl und Anordnung der Protofilamente

Diese Faktoren erkliren, warum globulidr gefaltete Polypeptidketten oder einige

Amyloidfibrillen kein entsprechendes Epitop prisentieren, das von B10 erkannt wird.

(a) Obwohl die chemischen Gruppen primir durch die Aminosdure-Seitenketten
gebildet werden, hédngt die Ausbildung eines Ladungsmusters in Amyloidfibrillen
zwangsldufig von den strukturellen Gegebenheiten der gekreuzten B-Faltblatt-Struktur und
des Polypeptid-Riickgrates ab, wie dem 4,7 A-Abstand zwischen benachbarten
B-Striangen® oder dem 6,5 A- bis 7 A-Abstand der Seitenketten entlang des Polypeptid-
Riickgrates (Abb. 4.3a)**. Daher bildet die Struktur des Polypeptid-Riickgrates ein Geriist,
das die Aminosduren und ihre chemischen Gruppen in ein flaches dreidimensionales Gitter
platziert. Diese strukturelle Gegebenheit spiegelt sich in einer hoch regelmifBiigen und in
spezifischen Abstdnden wiederholenden Anordnung der Aminosdure-Seitenketten wider
(Abb. 4.3a). Aufgrund dieser Periodizitdt présentieren Amyloidfibrillen verschiedene
geordnete Ladungsmuster auf der Oberfliche entlang der Fibrillenlingsachse'****.

Die Daten der vorliegenden Arbeit sprechen dafiir, dass viele Amyloidfibrillen ein

hoch geordnetes anionisches Muster auf ihrer Oberfliche prisentieren, welches durch B10

erkannt wird (Abb. 3.14, 3.15). Des Weiteren zeigen die Daten, dass sich die Oberflédche
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von globuldr gefalteten Polypeptidketten deutlich von der Oberfldche von Amyloidfibrillen
unterscheidet. Globuldr gefaltete Polypeptidketten weisen eine ungeordnete Verteilung von
positiven, negativen und ungeladenen chemischen Gruppen auf (Abb. 3.15). Demzufolge
prasentieren globuldr gefaltete Polypeptidketten keine regelmidfigen Ladungsmuster auf
der Oberfliche (Abb. 3.15). Dieser Zusammenhang erkldrt, warum BI10 eine
konformationelle Spezifitit fiir Amyloidfibrillen aufweist und nicht mit intrinsisch
ungefalteten und globulér gefalteten Polypeptidketten interagiert (Abb. 3.2).

Des Weiteren kommt es infolge der regelmiBigen Organisation der Seitenketten in
Amyloidfibrillen zur Ausbildung einer relativ flachen Fibrillenoberfliche (Abb. 4.3b). Im
Gegensatz dazu erscheint die Oberfliche von globuldr gefalteten Polypeptidketten
unregelmédBig und gefurcht (Abb. 3.15). Diesbeziiglich ldsst sich schlieen, dass die flache
Oberflache von Fibrillen eine bevorzugte Antigenoberfliche fiir die ebenfalls flache
Binderegion von B10 darstellt (Abb. 3.4).

Aufgrund dieser Daten ldsst sich schlussfolgern, dass die spezifischen
Figenschaften der gekreuzten [-Faltblatt-Struktur und die Struktur des Polypeptid-
Riickgrates eine Grundlage fiir die konformationelle Spezifitit von BI10 fiir

Amyloidfibrillen liefern.

Abbildung 4.3. Abhéngigkeit von spezifischen Ladungsmustern von den strukturellen Grundlagen von
Amyloidfibrillen.

Beruhend auf den Abstinden zwischen Seitenketten entlang des Polypeptid-Riickgrates (6,5 A) und der Abstinde
zwischen benachbarten B-Stringen (4,7 A), ergibt sich eine hoch regelmiBige Anordnung von chemischen Gruppen.

Rot: negativ geladen, blau: positiv geladen. PDB-Zugangscode: 2BEG.PDB'%.
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(b) Verschiedene Amyloidfibrillen bestehen aus Polypeptidketten, die sich in
Bezug auf ihre Aminosduresequenz grundlegend unterscheiden und daher auch im Anteil
und der Verteilung von negativen, positiven und ungeladenen Aminoséuren differieren’.
Deshalb prisentieren verschiedene Amyloidfibrillen diverse chemische Gruppen an
unterschiedlichen Positionen der Oberfliche. Dadurch variieren die unmittelbaren
Umgebungsbedingungen von chemischen Gruppen zwangsldufig, in Abhéngigkeit von der
zugrunde liegenden Polypeptidsequenz. AuBerdem gibt es Amyloidfibrillen, denen
aufgrund ihrer Polypeptidsequenz bestimmte chemische Gruppen fehlen, wie
beispielsweise AP(34-42)-Fibrillen, die keine geladenen Reste aufweisen®*®.

Die in dieser Arbeit untersuchten Fibrillen, bestehen aus Polypeptidketten, die sich
in ihrer Aminosduresequenz signifikant voneinander unterscheiden (Anhang Kap. 8.2) und
mindestens eine negativ geladene Aminosdure enthalten (Tab.3.1). Trotz der
Sequenzunterschiede der zugrunde liegenden Polypeptidketten und den damit zu
erwartenden unterschiedlichen Oberflichenmustern bindet B10 viele, aber nicht alle der
getesteten Amyloidfibrillen (Abb. 3.12,3.14). Im Zusammenhang mit der fehlenden
Interaktion mit globuldr gefalteten Polypeptidketten zeigen die Daten, dass die blof3e
Prisenz von negativ geladenen Aminosduren in der zugrunde liegenden Polypeptidkette
nicht die Bindung von B10 erkldren kann. Vielmehr ist ein spezifisches rdumliches Muster
der negativ geladenen Aminosduren der Polypeptidketten in Amyloidfibrillen fiir die
Bindung von B10 notwendig. Dieses Muster tritt offensichtlich bei der Mehrheit der
untersuchten Fibrillen auf (Abb. 3.12, 3.14). Besonders interessant ist die Bindung von
B10 an Fibrillen der G-Helix-Polypeptidkette, welche einen amidierten C-Terminus
aufweist und somit nur eine negativ geladene chemische Gruppe je Polypeptidkette besitzt
(Abb. 3.14, Tab. 3.1). Die chemische Modifizierung der jeweils einen Carboxylgruppe der
Polypeptidketten von G-Helix-Fibrillen fiihrt zu einer kompletten Reduktion der Bindung
von B10AP (Abb. 4.2). Aus diesen Daten ldsst sich schlieBen, dass bereits eine negativ
geladene Aminosdure pro Polypeptidkette ausreicht, um ein B10-Epitop in
Amyloidfibrillen zu prédsentieren. Im Zusammenhang mit der Erkennung der meisten
getesteten Amyloidfibrillen durch B10 und der Bindung von DNS und Heparin, welche aus
nicht-proteindsen Grundeinheiten aufgebaut sind, ldsst sich ableiten, dass B10 Fibrillen

relativ unabhéngig von deren zugrunde liegender Polypeptidsequenz bindet.
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Durch den unterschiedlichen Anteil an negativ geladenen Aminosduren in den
verschiedenen Polypeptidketten unterscheidet sich ebenfalls die Anzahl an potentiellen
anionischen Ladungsmustern auf der Oberfliche von verschiedenen Amyloidfibrillen.
Damit korrespondiert sowohl die Menge, als auch die Dichte an B10-Epitopen auf der
Oberflache. Dieser Sachverhalt liefert eine Erklirung fiir die zu beobachtenden
Unterschiede in der B10-Bindung der verschiedenen B10-positiven Fibrillen (Abb. 3.14).

AbschlieBend ldsst sich feststellen, dass die einer Fibrille zugrunde liegende
Polypeptidsequenz insofern einen Einfluss auf die Bindung von B10 hat, als das eine
negativ geladene Aminosdure enthalten sein muss, um ein B10-Epitop auf der
Fibrillenoberfliche présentieren zu konnen. Dariiber hinaus ist offenbar der direkte
Einfluss der Sequenz der Polypeptidkette auf die Prédsentation eines von B10 erkannten

Ladungsmusters in Amyloidfibrillen von untergeordneter Bedeutung.

(¢) Die Organisation der gekreuzten B-Faltblétter kann sich zwischen verschiedenen
Amyloidfibrillen unterscheiden. Wéihrend einige Amyloidfibrillen eine parallele
B-Faltblatt-Struktur aufweisen, bestehen andere Fibrillen aus antiparallelen B-Faltbléttern
(Tab. 3.1)"**. Deckungsgleich organisierte, parallele B-Faltblitter sind bekannt fiir eine
Wiederholung identischer Aminosiduren im Abstand von 4,7 A entlang der
Fibrillenldngsachse, wéhrend bei antiparallelen B-Faltblittern die Abstinde etwa dem

doppelten Wert entsprechen (Abb. 4.4)%.

Dadurch werden bei deckungsgleichen,
parallelen [-Faltblattern homogene Ladungsmusters entlang der Fibrillenldngsachse
préisentiert (Abb. 4.4a), wihrend bei antiparallelen B-Faltbldttern durch die alternierende
Abfolge von zwei Aminosduren inhomogene Ladungsmuster entlang der
Fibrillenldngsachse auftreten konnen (Abb. 4.4b). Somit unterscheiden sich die
Oberflachenmuster von beiden Organisationen signifikant voneinander.

Das Vorhandensein von deckungsgleichen, parallelen B-Faltblittern konnte eine
mogliche strukturelle Voraussetzung fiir die Erkennung von Fibrillen durch B10 sein. So
zeigen die Resultate dieser Arbeit, dass die BIl0-Interaktion mit Fibrillen aus
Peptidfragmenten sich vollkommen von der Interaktion mit Fibrillen aus Volllingen-
Polypeptidketten unterscheiden kann (Abb. 3.14, Tab.3.1). Fir B10 waren keine
signifikanten Interaktionen mit AP(16-22)- oder AP(11-25)-Fibrillen zu beobachten
(Abb. 3.14). Dagegen binden Fibrillen aus Volllingen-AB(1-40) und -AB(1-42) sehr stark
an B10 (Abb. 3.14). In diesem Kontext lassen Daten aus Festkdrper-NMR-Experimenten

schlieBen, dass die genannten Fibrillen signifikante strukturelle Unterschiede aufweisen.
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Wihrend fiir AB(11-25)- und AP(16-22)-Fibrillen eine antiparallele p-Faltblatt-
Organisation diskutiert wird, sind AP(1-40) und AP(1-42)-Fibrillen vermutlich aus

parallelen B-Faltblittern organisiert%’lo4

(Tab. 3.1). Dementsprechend ist anzunehmen,
dass sich deren prisentierte Ladungsmuster signifikant voneinander unterscheiden.
Zusétzlich impliziert FTIR-Spektroskopie von PABPN1-(+7)Ala-Fibrillen und AB(1-40)-
Oligomeren, dass diese eine antiparallele B-Faltblatt-Organisation aufweisen (Abb. 3.1,
Tab. 3.1). Beide Aggregate werden nicht durch B10 erkannt (Abb. 3.1, 3.14). Diese Daten
lassen vermuten, dass B10 deckungsgleiche, parallele und antiparallele B-Faltblatter
unterscheiden kann. In Ubereinstimmung dazu werden HETs(218-289)-Fibrillen (pH 7,5)
durch B10 erkannt (Abb. 3.14), welche ebenfalls deckungsgleiche, parallele B-Faltblétter

aufweisen (Tab. 3.1)'2.
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Abbildung 4.4. Vergleich von paralleler und antiparalleler B-Faltblatt-Organisation in Amyloidfibrillen.
Darstellung einer deckungsgleichen parallelen (a) und antiparallelen B-Faltblatt-Organisation (b). Die Anordnung der
negativ geladenen Aminoséuren (rot) und damit das Ladungsmuster auf der Oberfliche unterscheiden sich zwischen

beiden strukturellen Organisationen signifikant voneinander. PDB-Zugangscode: 2BEG.PDB'™, 20MQ.PDB*.

Eine Einschriankung dieser Schlussfolgerung ergibt sich durch das Fehlen von
atomaren Strukturen fast aller zurzeit bekannten Amyloidfibrillen. Dadurch basiert diese
Hypothese auf der Grundlage von sehr wenigen strukturellen Informationen iiber die
getesteten Fibrillen. Des Weiteren ist mit FTIR-Spektroskopie offenbar keine eindeutige
Interpretation fiir eine antiparallele B-Faltblatt-Organisation moglich (Kap. 1.4.4)%°% So
weisen in manchen Féllen Amyloidfibrillen mit einer parallelen p-Faltblatt-Struktur ein
zusitzliches Amid-I-Maximum bei etwa 1690cm™ auf, wie beispielsweise

HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5)"1%1 Somit werden fiir einen eindeutigen Nachweis
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einer Priferenz von B10 fiir deckungsgleiche, parallele B-Faltblitter in Amyloidfibrillen
weitere Daten mit spezifischen Strukturen bendétigt, wie beispielsweise die Untersuchung
der Interaktion von B10 mit Mikrokristallen. Schlussfolgernd wiirde eine mogliche
Spezifitit von B10 gegeniiber deckungsgleichen, parallelen [B-Faltblatt-Strukturen in
Amyloidfibrillen ein weiteres Argument fiir die Erkennung eines spezifischen Musters

seitens B10 sein.

(d) Die fibrilldire Gesamtstruktur von verschiedenen Amyloidfibrillen kann unter
anderem aufgrund verschiedener Anzahlen und Anordnungen von Protofilamenten
differieren (Kap. 1.4.1). In Abhdngigkeit von diesen Parametern unterscheiden sich sowohl
die exponierte Oberflache, als auch die exponierten Oberflichenmuster. Dadurch kann es
zu signifikanten Unterschieden in der Anzahl von prisentierten Epitopen oder sogar zur
vollstindigen Maskierung von Epitopen kommen. Da alle untersuchten Amyloidfibrillen in
dieser Arbeit potentiell ein B10-Epitop prisentieren konnen (alle Polypeptidketten
enthalten negativ geladene Aminosduren), liefert dieser Zusammenhang eine alternative
Erkldarung, warum nicht alle Amyloidfibrillen durch B10 erkannt werden (Abb. 3.14).
Moglicherweise bestehen einige Bl0-negative Amyloidfibrillen aus mehreren
Protofilamenten, die ein B10-Epitop auf der Oberflache prasentieren, welches jedoch durch
die Anordnung der Protofilamente in der Fibrille maskiert ist. Dariiber hinaus ist die
Abhéngigkeit der prisentierten Ladungsmuster von der Anzahl und der Anordnung der
Protofilamente konsistent mit der Beobachtung, dass sich die B10-positiven Fibrillen in der

B10-Farbung unterscheiden (Abb. 3.14).

4.2.5 Strukturelle Studien zur Charakterisierung des B10-Epitops

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass B10 ein
hoch regelmifBiges, anionisches Ladungsmuster entlang der Lingsachse von
Amyloidfibrillen erkennt (Abb.3.15). Im Zusammenhang damit legte die
Polypeptidsequenz der B10-positiven G-Helix-Fibrillen nahe, dass dieses Epitop aus der
regelmifigen Abfolge von nur einer negativ geladenen Aminosdure gebildet werden kann
(Abb. 3.14, Tab. 3.1). Um das B10-Epitop in AP(1-40)-Fibrillen zu lokalisieren, wurde
eine ortsspezifische Mutagenese des AP(1-40)-Peptides durchgefiihrt (Abb. 3.11). Die
Mutagenese fiihrte jedoch zu strukturellen Veranderungen der Fibrillen und lie somit

keine eindeutige Lokalisation des B10-Epitops zu. Allerdings zeigten die Daten, dass der
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Austausch einer negativ geladenen Aminosdure im AB(1-40)-Peptid zu einer Reduktion
von maximal 50 % der B10-Bindung von Wildtyp-Fibrillen fiihrt (Abb. 3.11). Diese
Beobachtung lisst die Vermutung zu, dass mehrere negativ geladene Aminosduren eines
AP(1-40)-Peptides an der Bildung von mehreren anionischen Ladungsmustern an
verschiedenen Positionen der Fibrillenoberfliche beteiligt sind. Diese Hypothese ist
konsistent mit der Annahme, dass bereits eine negativ geladene Aminosdure je
Polypeptidkette ausreicht, um ein B10-positives Ladungsmuster zu préasentieren.

Des Weiteren versuchten wir ein B10-Epitop auf der Oberfldche des globuldren
B-Helix-Proteins Pektat-Lyase Pel-15 zu rekonstituieren (Kap. 3.2.7). Dazu wurde ein
homogenes, anionisches Muster aus vier oder sechs Glutaminsduren entlang der
Langsachse der B-Helix von Pel-15 eingefiihrt (Abb. 3.20). Dieser Ansatz fiihrte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht zu einer Bindung von B10 an eine der
Pel-15-Varianten (Abb. 3.23). Eine Erklidrung dafiir konnte die Linge des eingefiihrten
Musters liefern. Im Idealfall deckt ein B10-Molekiil etwa sieben AB(1-40)-Peptide entlang
der Lingsachse von APB(1-40)-Fibrillen ab (Kap. 1.10.4). Sowohl aus den Bindungsdaten
von B10 an AB(1-40)-Fibrillen (Kap. 1.10.4), als auch aus der Aggregationskinetik von
B10 mit AP (Kap.3.3.2) konnte eine molare Stochiometrie der Bindung von 1:10
(B10:AB) ermittelt werden. Im Gegensatz dazu iiberspannt das anionische Ladungsmuster
in den generierten Pel-15-Varianten eine Fliche von maximal sechs B-Faltbléttern
(Abb. 3.20), was in etwa sechs AB-Peptiden entlang einer AP(1-40)-Fibrille entspricht.
Somit reicht moglicherweise die Lange der generierten anionischen Muster nicht aus, um
eine stabile Bindung von B10 zu ermdglichen.

In weiterfithrenden strukturellen Studien zur Charakterisierung des B10-Epitops in
APB(1-40)-Fibrillen kénnten Festkdrper-NMR-Untersuchungen wichtige Hinweise auf die
Binderegion von B10 liefern. Entsprechend den Modellen von AB(1-40)- oder AB(1-42)-
Fibrillen liegt der N-Terminus eines Teils oder aller Polypeptidketten in diesen
Amyloidfibrillen als eine flexible Zufallsknduel-Struktur vor, wihrend die zentralen
Aminoséduren der Polypeptidketten in stabileren Strukturbereichen, wie beispielsweise den
B-Faltblatt-Regionen liegen (Abb. 1.9, 1.10)°%%1%%1% Der flexible N-Terminus umfasst in
etwa die ersten 10-12 Aminoséuren des Ap-Peptides'*'*'*. Dieses weist insgesamt sechs
negativ geladene Aminosduren auf, wobei vier davon in dem wahrscheinlich strukturell
flexiblen N-Terminus der Polypeptidketten in AB-Fibrillen liegen. Um zu analysieren, ob
B10 an diesen Bereich der Fibrille bindet, konnte beispielsweise Festkdrper-NMR

eingesetzt werden. Damit konnten bereits strukturell flexible von stabileren Bereichen in
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100,350,351

Amyloidfibrillen unterschieden oder die Stabilisierung von strukturell flexiblen

Bereichen durch eine Bindung von Antikérpern beobachtet werden®

. Dementsprechend
wiirde man bei einer Bindung von B10 an den Bereich der Fibrille, der durch die flexiblen
N-Termini der Polypeptidketten gebildet wird, Unterschiede in der Stabilitit bei An- und
Abwesenheit von B10 erwarten. Dariiber hinaus konnte Fliissigphasen-NMR-
Spektroskopie kombiniert mit Wasserstoffaustausch™'*'% von Amyloidfibrillen in An-
und Abwesenheit von B10 bei der Lokalisierung dessen Epitops in AP(1-40)-Fibrillen
helfen.

Von einer ganzen Reihe unterschiedlicher Peptidfragmente ist die Bildung von

44,135
t

Mikrokristallen bekann Diese weisen die typischen Charakteristika von

Amyloidfibrillen auf und zeigen eine groBe Diversitit in Bezug auf Strukturen und

135353 Der groBe Vorteil von Mikrokristallen ist die Anwendbarkeit von

Sequenzen
Rontgenkristallisation und damit die Auflosung der atomaren Struktur. Mikrokristalle
erfiillen somit grundlegende Kriterien, die fiir eine erfolgreiche Bestimmung des Epitops
von B10 nétig sind. Nach einer Analyse verschiedenster Mikrokristalle auf Bindung von
B10, konnte eine Ko-Kristallisation oder ein Trénken von bereits gebildeten Kristallen mit

B10 zu einer erfolgreichen Antikorper-Liganden-Struktur fithren.

4.3. Die funktionelle Aktivitit von B10

4.3.1. Der Mechanismus der Aggregation

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss B10 auf
die Bildung von Amyloidfibrillen hat. Die Analyse der Aggregation von AB(1-40) zeigte,
dass sich das von B10 erkannte Epitop bereits vor dem Auftreten von ThT-positiven
Amyloidfibrillen bildet (Abb. 3.24). In Ubereinstimmung dazu verhindert B10 in
Aggregationsexperimenten mit AB(1-40) die Bildung von Amyloidfibrillen und stabilisiert
stattdessen fibrilldre Strukturen, welche als Protofibrillen bezeichnet werden (Abb. 3.25,
3.26). Diese wurden urspriinglich als die ersten fibrilliren Intermediate der
Aggregationsreaktion definiert und werden gewohnlich als die direkten Vorldufer von

0LI166167342 © Ob  Amyloidfibrillen primér durch eine

Amyloidfibrillen angesehen
Verldngerung von Protofibrillen (Elongation), durch deren laterale Assoziation oder durch
eine strukturelle Reorganisation nach deren sekunddrer Dissoziation gebildet werden ist

nicht geklirt (Abb. 4.5)°116718239235% 11y Einklang mit den genannten Mechanismen kann

133



4. Diskussion

die Stabilisierung von Protofibrillen durch B10 mit einer Behinderung der Bildung von
Amyloidfibrillen erkliart werden (Abb. 4.1). Diesbeziiglich lassen die in dieser Arbeit
gewonnen Daten vermuten, dass B10 die Bildung von Amyloidfibrillen durch die
Inhibition einer sekundéren Dissoziation oder einer lateralen Assoziation von Protofibrillen
verhindert (Abb. 4.5). B10 weist keine Interaktion mit monomeren Polypeptidketten auf
(Abb. 3.2) und bindet aufgrund der Lage und Beschaffenheit seines konformationellen
Epitops (Abb. 3.15) wahrscheinlich nicht an die freien Enden von Protofibrillen. Daher ist
zu vermuten, dass eine Elongation von Protofibrillen durch eine Assoziation von
monomeren Polypeptidketten oder anderen Protofibrillen an deren freien Enden in diesem
Fall nicht der vorherrschende Mechanismus der Umwandlung von Protofibrillen zu
Amyloidfibrillen ist (Abb. 4.5). Vielmehr ist anzunehmen, dass die seitliche Bindung von
B10 an der Fibrille die Dissoziation einzelner oder mehrerer Polypeptidketten von der
Protofibrille oder eine laterale Assoziation der Protofibrillen verhindert (Abb. 4.5). Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass B10 die Bildung von Amyloidfibrillen wahrscheinlich durch

die Inhibition einer Dissoziation oder lateralen Assoziation von Protofibrillen unterbindet.
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Abbildung 4.5. Einfluss von B10AP auf die Mechanismen der Bildung von Amyloidfibrillen aus Protofibrillen.
Die Umwandlung von Protofibrillen zu Amyloidfibrillen wird durch B10 verhindert, da dieser vermutlich mit einer
lateralen Assoziation oder einer sekundédren Dissoziation von Protofibrillen konkurriert. Dagegen ist anzunehmen, dass

B10 keinen Einfluss auf die Elongation von Protofibrillen hat. Bildquelle: Scheidt et al (2011)**.
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4.3.2. Strukturelle Studien zu B10AP-stabilisierten Protofibrillen

Intermedidre Aggregationsspezies zeichnen sich durch eine grofle Heterogenitit,

Instabilitit und Kurzlebigkeit aus®'>*

. Das erschwert deren Identifizierung, Isolierung und
Charakterisierung. In seltenen Fillen ermdglichten spezifische Losungsbedingungen oder
Molekiile die Stabilisierung von Intermediaten. So konnen zum Beispiel durch 10 % HFIP
16sliche Oligomere'* oder durch Calmidazoliumchlorid AB(1-40)-Protofibrillen'”
stabilisiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass B10
APB(1-40)-Protofibrillen iiber einen lingeren Zeitraum stabilisiert (Kap. 3.3.2). Damit bietet
B10 die einzigartige Mdoglichkeit mit AP(1-40)-Protofibrillen ein kurzlebiges Intermediat
der Aggregation strukturell zu analysieren. Auf dieser Grundlage konnten wir die
Protofibrillen beispielsweise mit Rontgenbeugung untersuchen und nachweisen, dass diese
eine amyloiddhnliche PB-Faltblatt-Struktur aufweisen (Abb. 3.26). Trotzdem zeigen sie
signifikante Unterschiede zu Amyloidfibrillen, wie zum Beispiel eine schwache Interaktion
mit ThT oder KR und eine geringere proteolytische Stabilitdt (Abb. 3.25, 3.26). Zusammen
mit der Tatsache, dass sowohl Protofibrillen als auch Amyloidfibrillen durch B10 erkannt
werden deuten diese Daten darauf hin, dass beide Aggregate in grundlegenden
strukturellen Eigenschaften libereinstimmen, sich allerdings in spezifischen Merkmalen
unterscheiden.

Detailliertere Untersuchungen von B10AP-stabilisierten Protofibrillen kénnen unter
anderem mit Festkorper-NMR durchgefiihrt werden. Diesbeziiglich lieferten bereits erste
Untersuchungen an selektiv markierten B10AP-stabilisierten Protofibrillen weitere
Erkenntnisse zu den  strukturellen Unterschieden von  Protofibrillen und
Amyloidfibrillen®”. Die Analyse zeigte, dass die B-Faltblitter in Protofibrillen und
Amyloidfibrillen zwar durch die gleichen Bereiche der AB(1-40)-Polypeptidketten gebildet
werden, die P-Faltblitter in Amyloidfibrillen allerdings deutlich mehr Aminosduren
beinhalten. Diese und weitere Daten lassen schlielen, dass eine strukturelle Reorganisation
der p-Faltblitter bei der Umwandlung von Protofibrillen zu Amyloidfibrillen
stattfindet’**>>>. Die in der vorliegenden Arbeit dokumentierten Unterschiede zwischen
Amyloidfibrillen und Protofibrillen sind mit dieser Schlussfolgerung konsistent
(Kap. 3.3.3). Interessanterweise zeigen BI10AP-stabilisierte Protofibrillen einen
signifikanten Anstieg der strukturellen Stabilitdt (Ordnungsparameter S) der beiden
N-terminalen Aminosiuren (Abb. 4.6)*>. Im Zusammenhang mit der negativ geladenen

Seitenkette der ersten Aminosdure, ldsst sich mutmallen, dass deren Stabilitdt durch die
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Bindung von B10 in dieser Region hervorgerufen wird®>>. Dies kénnte ein erster Hinweis
auf eine Binderegion von BI10 in Protofibrillen und moglicherweise auch in

Amyloidfibrillen sein. Allerdings sind diesbeziiglich weitere Untersuchungen notig.
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Abbildung 4.6. Strukturelle Flexibilitit der Ap(1-40)-Polypeptidkette in B10AP-stabilisierten Protofibrillen.
Darstellung der strukturellen Flexibilitdt (ausgedriickt als Ordnungsparameter S) der AP(1-40)-Polypeptidketten in
B10AP-stabilisierten Protofibrillen. Je grofler S ist, desto strukturell stabiler ist eine Region. Die blauen Balken stellen
die B-Faltblatt-Regionen dar. Bildquelle: Scheidt et al. (2011)*>°.

4.3.3. Studien zur funktionellen Aktivitit von B10

Die Relevanz unterschiedlicher Aggregate fiir die Pathogenese von Amyloidosen
ist nicht vollstindig gekldrt und wird kontrovers diskutiert’'**'*"1*8 Wihrend einige

Studien dafiir sprechen, dass primdr Amyloidfibrillen eine zytotoxische Wirkung

20,21,186,187,189

aufweisen , gibt es zunehmend Hinweise, dass primir die intermedidren

Aggregate, wie zum Beispiel 10sliche Oligomere oder Protofibrillen, eine toxische

2147132 Diesbeziiglich bleibt festzustellen, dass nicht generell

Wirkung auf Zellen haben
eine Spezies von Aggregaten die Ursache fiir pathologische Verdnderungen sein muss und
die krankheitsverursachenden Aggregate vermutlich von Krankheit zu Krankheit

o 23,147,189
differieren™" "

. Daneben wird das Zusammenspiel mehrerer pathologischer Ereignisse,
die gleichzeitig durch verschiedene Aggregate hervorgerufen werden konnen, ebenfalls als

eine Ursache fiir zellulire Fehlfunktion und Zelltod diskutiert'*”'**!'*>, Im Rahmen dieser
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Arbeit konnte gezeigt werden, dass B10 ein einzigartiges Proteinwerkzeug darstellt, das es
erlaubt, einen spezifischen Schritt im AP-Aggregationsprozess anzusteuern (Kap. 3.3.2,
3.3.3). Damit ist die Grundlage geschaffen, um in weiteren Versuchen die Bedeutung von
Protofibrillen oder Amyloidfibrillen und des Aggregationsprozesses fiir die Pathogenese
von Amyloidosen zu untersuchen.

In Studien mit Antikoérpern konnten unter anderem folgende Effekte auf den
Aggregationsprozess oder die pathologische Wirkung von Aggregaten beobachtet werden:

329,332,337,338,340

(1.) die direkte Disaggregation von Fibrillen , (2.) die Neutralisierung der

Zytotoxizitit'*276330:336336359 3y der  Peripheral Sink-Mechanismus®®>%, (4.) die
Stimulation der Phagozytose durch Mikroglia®®®-*3*33>37,

(1.) Von sequenzspezifischen und konformationssensitiven Antikorpern, die
spezifisch den nativen Zustand der Polypeptidkette stabilisieren, wurde gezeigt, dass diese
die  Disaggregation  von  bereits  gebildeten = Amyloidfibrillen  induzieren

.. 329,332,337,338,340
konnen” <7777 1705,

Dagegen ist im Zusammenhang mit fibrillenspezifischen
Antikérpern anzunehmen, dass diese Amyloidfibrillen eher stabilisieren, als deren
Disaggregation herbeizufiihren. In Ubereinstimmung dazu konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass B10 nicht zu einer signifikanten Disaggregation von bereits
gebildeten Amyloidfibrillen fiihrt (Abb. 3.28). Somit unterscheidet sich B10 von den oben
genannten Antikorpern und zeigt im Zusammenhang mit diesem Mechanismus keine
funktionelle Aktivitit.

(2.) Als ein pathologischer Mechanismus der Zytotoxizitit von Aggregaten wird
eine Interaktion mit Membranen diskutiert, wodurch wahrscheinlich vor allem eine

d22,24,25, 196-198,363

Permeabilisierung der Membran hervorgerufen wir . Daneben werden aber

auch Interaktionen mit Rezeptoren diskutiert’****?% ~ wobei unter anderem
Mustererkennungsrezeptoren eine Rolle in der Pathogenese von Amyloidosen

d**?. Durch die Bindung von B10 an Protofibrillen oder

zugeschrieben wir
Amyloidfibrillen konnten die fiir den pathologischen Mechanismus relevanten Bereiche
maskiert und damit fiir eine Interaktion mit Zellmembranen oder Rezeptoren unzugénglich
gemacht werden. Diesbeziiglich konnten in der vorliegenden Arbeit bereits erste Hinweise
auf einen Effekt von B10 erbracht werden. Wir konnten zeigen, dass B10 signifikante
Ubereinstimmungen mit dem Mustererkennungsrezeptor RAGE aufweist und mit diesem
um die Bindung von Amyloidfibrillen kompetitiert (Kap. 3.6.2). RAGE ist in Phagozyten,

Neuronen und Endothel-Zellen bei Patienten mit Alzheimer-Krankheit und einigen

systemischen Amyloidosen iiberexprimiert>**>***** In diesem Kontext induziert RAGE
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vermutlich oxidativen Stress™* oder aktiviert NF-kB** und die Expression des

Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktors®®

. Dies fiihrt unter anderem zur Aktivierung
von Makrophagen oder zur Induktion von Apoptose in Neuronen®>?®!. Somit eréffnet sich
durch B10 die Moglichkeit, die Effekte der Interaktion von Amyloidfibrillen mit
Rezeptoren am Beispiel von RAGE zu untersuchen. Zusétzlich kann die Interaktion von
B10 mit Protofibrillen und Amyloidfibrillen bei der Suche und Identifizierung von
spezifischen Rezeptoren fiir diese Aggregate helfen. Dariiber hinaus ist die Kompetition
von B10 und RAGE um Amyloidfibrillen auch aus immuntherapeutischer Sicht
interessant. Fiir die extrazelluldre Liganden-Bindedomédne von RAGE (sRAGE) wurde
gezeigt, dass diese mit RAGE um die Bindung von Amyloidfibrillen kompetitiert und zu
einer Reduktion von Amyloidablagerungen fiihrt*'?

dhnlicher Effekt von B10 denkbar.

. In diesem Zusammenhang ist ein

(3.) Die Peripheral Sink-Hypothese geht davon aus, dass die Bindung von im Blut
zirkulierendem AP zu einem Netto-Ausstrom von AP aus dem Gehirn in das Blut fiihrt.
Dadurch kommt es zu einer Erniedrigung der Konzentration an gelostem AP im Gehirn
und damit zu einer indirekten Auflésung von Amyloidfibrillen. Aufgrund der fehlenden
Interaktion mit disaggregiertem AB-Peptid und AB-Oligomeren ist im Zusammenhang mit
diesem Mechanismus kein Erkenntnisgewinn durch B10 zu erwarten.

(4.) Die Phagozytose von Aggregaten durch Mikroglia wird mit einer
rezeptorvermittelten Stimulation durch Antikdrper mit einem intakten Fc-Teil in
Verbindung gebracht™>?**%*3%¢_ Diese Zellen kénnen mit dem sogenannten Fc-Rezeptor
an den Fc-Teil von Antikérpern binden (Kap. 1.9), wodurch eine inflammatorische
Reaktion in den Zellen induziert wird®’. In Ubereinstimmung dazu konnten
Antikorperfragmente ohne Fc-Teil keine Stimulation von Mikroglia oder eine Aufldsung
von Amyloidablagerungen induzieren®’. Durch Kopplung von B10 an einen Fc-Teil wire
dieser vermutlich in der Lage, die Phagozytose von Protofibrillen und Amyloidfibrillen zu
induzieren. Dadurch kénnten mit B10 der Einfluss von Protofibrillen und Amyloidfibrillen
auf die Pathogenese von Amyloidosen untersucht werden. Zusétzlich kdnnte dieser Ansatz
potentiell relevant fiir die Immuntherapie sein. Die vorliegende Arbeit zeigte, dass
B10-gebundene Protofibrillen leichter proteolytisch verdaut werden als Amyloidfibrillen
(Abb. 3.26). Daher ist anzunehmen, dass die Degradationsmechanismen von Zellen
B10-gebunde Protofibrillen leichter beseitigen konnen als Amyloidfibrillen. Somit kénnte
B10 durch die Inhibition der Bildung von Amyloidfibrillen und der gleichzeitigen

Stabilisierung von Protofibrillen die zelluliren Abbaumechanismen unterstiitzen.
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Allerdings kann aufgrund der zytotoxischen Eigenschaften von Protofibrillen nicht
angenommen werden, dass deren Stabilisierung ein wiinschenswerter Zustand ist.
Schlussfolgernd lédsst sich feststellen, dass B10 aufgrund seiner funktionellen
Aktivitdit einen Beitrag zur Aufkldrung der pathologischen Mechanismen von
Protofibrillen und Amyloidfibrillen liefern kann. Dabei kénnten Erkenntnisse zu den
Interaktionen der beiden Aggregate mit Zellmembranen oder Mustererkennungsrezeptoren
und deren Einfluss auf die Pathogenese von Amyloidosen gewonnen werden. Dariiber
hinaus beinhalten diese Beitrdge gleichzeitig eine immuntherapeutische Relevanz der

funktionellen Aktivitit von B10.
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5. Zusammenfassung

Die Bildung von fibrilliren Aggregaten, die als Amyloidfibrillen bezeichnet
werden, ist eine intrinsische Eigenschaft von Polypeptidketten. Das gemeinsame
strukturelle Merkmal aller Amyloidfibrillen ist die sogenannte gekreuzte [-Faltblatt-
Struktur. Diese spezifische B-Faltblatt-Konformation unterscheidet Amyloidfibrillen von
nativ gefalteten Polypeptidketten. Das Auftreten von Amyloidfibrillen im menschlichen
Korper ist mit einer Reihe schwerwiegender Krankheiten verbunden, wie beispielsweise
der Alzheimer-Krankheit, Diabetes mellitus Typ 2 oder der Kreutzfeldt-Jakob-Krankheit.
Die klinische Diagnose von Amyloidosen und die Entwicklung von therapeutischen
Strategien beruhen auf der Grundlage der Erkennung von Amyloidfibrillen, oder ihren
strukturellen Vorldufern, oder der Inhibition der Bildung von Amyloidfibrillen durch
spezifische Molekiile. Fiir die Entwicklung und Anwendung von Immunotherapien spielen
insbesondere Antikorper eine wichtige Rolle. Allerdings sind die molekularen Grundlagen
der spezifischen Erkennung von Amyloidfibrillen durch Antikérper bislang kaum
untersucht. Die vorliegende Arbeit trigt zur Kldrung dieser Frage am Beispiel der
kameliden Antikérperdoméne B10 bei.

B10 wurde mit einer Reihe komplementérer biochemischer und biophysikalischer
Methoden strukturell und funktionell analysiert. B10 unterscheidet Amyloidfibrillen des
Alzheimer AB-Peptides von 16slichen AB-Oligomeren und disaggregiertem AB-Peptid. Die
konformationelle Spezifitit von B10 beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen und
lasst sich nicht durch strukturelle Charakteristika erkldren, die in globuldr gefalteten oder
intrinsisch ungefalteten Polypeptidketten auftreten. Interessanterweise bindet B10 neben
AB-Fibrillen eine ganze Reihe weiterer Amyloidfibrillen, sowie die polyanionischen
Biopolymere Heparin und DNS. Zusitzlich weist B10 enge funktionelle Gemeinsamkeiten
zu natlrlichen Mustererkennungsrezeptoren auf. Diese Zusammenhinge fithren zur
Formulierung einer Hypothese, die die Bindung von B10 und mdéglicherweise von anderen
konformationssensitiven Antikoérpern an Amyloidfibrillen erklidrt. Demzufolge erkennt
B10 seine Liganden aufgrund eines hoch geordneten und regelmiBigen anionischen
Musters auf der Oberfliche. Dieses Muster findet sich bei vielen, aber nicht allen
Amyloidfibrillen und reflektiert die zugrunde liegende regelméfBige und hoch geordnete
Struktur dieser Biopolymere. Die Antigenspezifitit von B10 beruht also auf einem

Mustererkennungs-Mechanismus. Diese Resultate erdffnen eine ganze Reihe weiterer
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5. Zusammenfassung

Experimente zur Klidrung des molekularen Mechanismus der Bildung von
Amyloidfibrillen, deren Struktur und der Erkennung von Amyloidfibrillen durch
konformationssensitive Antikorper.

B10 zeigt eine funktionelle Aktivitét, die sich in einer Inhibition der Bildung von
AB-Amyloidfibrillen durch  Stabilisierung von fibrilliren = Vorlduferaggregaten,
sogenannten Ap-Protofibrillen, duBert. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass B10
potentiell fiir die Diagnose und Therapie von Amyloidosen interessant ist, wie zum
Beispiel durch die Modulation der Bildung von Amyloidfibrillen. Ebenso weist die enge
funktionelle Gemeinsamkeit zu natiirlichen Mustererkennungsrezeptoren auf einen
immuntherapeutisch nutzbaren Effekt hin, der auf einer Unterbindung der Interaktion

zwischen Amyloidfibrillen und spezifischen Zelloberflichenrezeptoren beruht.
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6. Abstract

6. Abstract

The formation of fibrilar aggregates, referred to as amyloid fibrils, is an intrinsic
property of polypeptide chains. The unifiying structural feature of amyloid fibrils is the so
called cross-p structure. This specific B-sheet conformation differentiates amyloid fibrils
from natively folded polypeptide chains. The occurence of amyloid fibrils inside the
human body is associated with several debilitating disorders, including Alzheimer’s
disease, type II diabetes or Creutzfeldt-Jakob disease. Clinical diagnosis of amyloid
diseases and the development of therapeutic strategies rely on the recognition of amyloid
fibrils, or their structural precursors, or the inhibition of their formation, using specific
molecules. Antibodies represent a particularly important class of such molecules,
underlying current developments and applications in amyloid immunotherapy. However,
the molecular basis by which amyloid fibrils are recognized by fibril-specific antibodies
has remained largely unclear. This thesis contributes to the clarification of this question by
using the camelid antibody domain B10.

B10 was structurally and functionally characterized with a range of complementary
biochemical and biophysical techniques. B10 differentiates AP amyloid fibrils from
soluble AP oligomers or disaggregated AP peptide. This conformational specificity of B10
depends on electrostatic interactions and cannot be explained by structural properties of
globular folded or intrinsically unfolded polypeptide chains. Interestingly B10 recognizes,
in addition to AP fibrils, a range of different amyloid fibrils as well as the polyanionic
biopolymers heparin and DNA. Furthermore B10 shows close functional similarities to
natural pattern recognition receptors. These data establish a hypothesis for the binding of
B10 and maybe other conformation sensitive antibodies to amyloid fibrils. B10 binds its
ligands by the recognition of an highly ordered and regular anionic surface pattern. This
pattern is presented by many but not all amyloid fibrils and reflects the highly ordered and
regular structure of these biopolymers. Therefore the antigen specificity of B10 is based on
a pattern recognition mechanism. These results enable a broad range of further studies on
the molecular mechanism of amyloid fibril formation, their structure and the targeting of
amyloid fibrils by conformation sensitive antibodies.

B10 possesses a functional activity in preventing the formation of amyloid fibrils
by stabilizing fibrilar precursor aggregates, so called protofibrils. These data suggest

possible applications of B10 in diagnosis and therapy of amyloid diseases, for example in
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6. Abstract

the modulation of amyloid fibril formation. Furthermore, the close similarity to natural
pattern recognition receptors suggests a potential immunotherapeutic effect in targeting the

interactions between amyloid fibrils and specific cellular receptors.
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8. Anhang

8. Anhang

8.1. Analyse der aufgereinigten B10-Varianten

Tabelle 8.1. Analyse der aufgereinigten B10-Varianten.

Variante Reinheit (%) Kp Wert (nM)
B10 98 475 + 54
H35A 98 641 + 49
R36A 97 823+ 75
Y37A 98 372 +48
H38A 98 386 £46
R39A 97 2,950 + 734
S56A 98 351 +44
Q57A 98 287 +40
S58A 98 453 £ 56
G59A 98 378 £43
M60A 98 394 +£42
R61A 98 1,360 + 166
G103A 98 324 +37
T104A 98 260 + 31
R105A 98 744 £ 90
K106A 98 685+95
NI107A 98 334 +£40
VI108A 98 310 +37
WI109A 98 358 +£47
T110A 98 254 £33
RI1IA 98 813+ 104
Ql12A 98 313+35
H113A 98 494 £+ 53
P114A 97 331 +34
R39A/R61A 98 -
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8. Anhang

8.2. In vitro-Amyloidfibrillen

Soweit nicht anders gekennzeichnet stammen die Angaben zu den strukturellen
Eigenschaften und den Amyloid-Charakteristika aus der vorliegenden Arbeit. Das
angegebene Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt entsprechen den theoretischen
Werten, welche anhand der Aminoséuresequenz und dem Protparam-Programm errechnet
wurden (www.expasy.org)’®’. Die Messungen der angegebenen Fibrillenbreiten wurden

mit dem Programm iTEM durchgefiihrt.

Tabelle 8.2. Eigenschaften von Ap(1-40)-Fibrillen (pH 9).

Name AB(1-40)

Sequenz DAEFRHDSGY-EVHHQKLVEF-AEDVGSNKGA-IIGLMVGGVV
Organismus Mensch

Quelle rekombinant'>

Anzahl an Aminosduren 40
Molekulargewicht 4330 Da
isoelektrischer Punkt 5,3

Fibrillierungsbedingungen Amyloid-Charakteristika

Konzentration 1 mg/ml Réntgenbeugung (A): 4,8 /9,9%
Losungsmittel 50 mM Natriumborat KR-griine Doppelbrechung*®

pH 9,0 ThT-Bindung*

Temperatur Raumtemperatur Amid-I-Maximum (cm™): 1628 (H,0)*
Zeit 7d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 20 nm
deutlich gewunden

Helizitit: linksgingig*®
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Tabelle 8.3. Eigenschaften von Ap(1-40)-Fibrillen (pH 7,4).

Name AP(1-40)

Sequenz DAEFRHDSGY-EVHHQKLVFF-AEDVGSNKGA-IIGLMVGGVV
Organismus Mensch

Quelle rekombinant'*®

Anzahl an Aminosiuren 40

Molekulargewicht 4330 Da

isoelektrischer Punkt 53

Fibrillierungsbedingungen Amyloid-Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml KR-griine Doppelbrechung*®
Loésungsmittel Wasser Amid-I-Maximum (cm™): 1636 (H,0)*®
pH 7,4

Temperatur Raumtemperatur

Zeit 7d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 20 nm

meist gewunden

B-Faltblatt: parallel (Festkrper-NMR)'®
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Tabelle 8.4. Eigenschaften von Ap(1-42)-Fibrillen.

Name AB(1-42)

Sequenz DAEFRHDSGY-EVHHQKLVEFF-AEDVGSNKGA-IIGLMVGGVV-IA
Organismus Mensch

Quelle chemische Synthese (Bachem)

Anzahl an Aminosiuren 42

Molekulargewicht 4514 Da

isoelektrischer Punkt 53

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml Réntgenbeugung (A): 4,7 /9,7%
Losungsmittel 50 mM Tris KR-griine Doppelbrechung®
pH 7,4 ThT-Bindung®

Temperatur Raumtemperatur Amid-I-Maximum (cm™): 1628 (H,0)*
Zeit 2d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 10 nm
deutlich gewunden

Helizitit: linksgingig®
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Tabelle 8.5. Eigenschaften von AB(11-25)-Fibrillen.

Name AP(11-25)

Sequenz EVHHQKLVFF-AEDVG

Organismus Mensch

Quelle chemische Synthese (JPT Peptide Technologies)

Anzahl an Aminosiduren 15

Molekulargewicht 1755 Da

isoelektrischer Punkt 53

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika

Konzentration 8,7 mg/ml Réntgenbeugung (A): 4,7 /10,4

Losungsmittel Wasser Amid-I-Maximum (cm™): 1623 (H,0)
10 mM Natriumazid

pH 7,4

Temperatur Raumtemperatur

Zeit 10d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: 11-31 nm
meist gewunden

B-Faltblatt: antiparallel (Festkorper-NMR)*
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Tabelle 8.6. Eigenschaften von AB(16-22)-Fibrillen.

Name APB(16-22)

Sequenz Acetyl-KLVFFAE-Amid

Organismus Mensch

Quelle chemische Synthese (JPT Peptide Technologies)
Anzahl an Aminosduren 7

Molekulargewicht 894 Da

isoelektrischer Punkt 6,2

Fibrillierungsbedingungen

Konzentration 0,5 mg/ml
Losungsmittel Wasser

10 mM Natriumazid
pH 7,4
Temperatur Raumtemperatur
Zeit 10d

Amyloid Charakteristika
Réntgenbeugung (A): 4,7 /9,9'!
KR-griine Doppelbrechung'?!
Amid-I-Maximum (cm™): 1634 (H,0)"'

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: 10-24 nm
teilweise gewunden

B-Faltblatt: antiparallel (Festkorper-NMR)'?!
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Tabelle 8.7. Eigenschaften von Apomyoglobin-Fibrillen.

Name Apomyoglobin

Sequenz GLSDGEWQQV-LNVWGKVEAD-TAGHGQEVLI-RLFTGHPETL-EKFDKFKHLK-
TEAEMKASED-LKKHGTVVLT-ALGGILKKKG-HHEAELKPLA-QSHATKHKIP-
IKYLEFISDA-TIIHVLHSKHP-GDFGADAQGA-MTKALELFRN-DIAAKYKELG-

FOG
Organismus Pferd
Quelle rekombinant (Sigma-Aldrich)
Anzahl an Aminosiuren 153
Molekulargewicht 16951 Da
isoelektrischer Punkt 7.4
Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml Rontgenbeugung (A): 4,6 /10,1%
Losungsmittel 50 mM Natriumborat KR-Bindung*’
pH 9,0 ThT Bindung®
Temperatur 65 °C Amid-I'-Maximum (cm™): 1617 (D,0)**
Zeit 7d

Strukturelle Charakteristika
kurz

gebogen

Fibrillendicke: ~ 11 nm
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Tabelle 8.8. Eigenschaften von G-Helix-Fibrillen.

Name G-Helix, Myoglobin(101-118)

Sequenz Acetyl-IKYLEFISQA-IIHVLHSR-Amid

Organismus Pottwal

Quelle chemische Synthese (Jerini AG)

Anzahl an Aminosduren 18

Molekulargewicht 2168 Da

isoelektrischer Punkt 8,60

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml Réntgenbeugung (A): 4,7 /10,9°°
Losungsmittel 50 mM Natriumborat KR-griine Doppelbrechung®®

pH 9,0 Amid-I'-Maximum (cm™): 1617 (D,0)**
Temperatur 60 °C

Zeit 7d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 17 nm

nicht sichtbar gewunden
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Tabelle 8.9. Eigenschaften von hSAA(1-12)-Fibrillen.

Name SAA(1-12)

Sequenz RSFFSFLGEA-FD (alle chiralen Aminosiuren: L-Enantiomer)
Organismus Mensch

Quelle chemische Synthese (JPT Peptide Technologies)

Anzahl an Aminosduren 12

Molekulargewicht 1423 Da

isoelektrischer Punkt 4,7

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 10 mg/ml ThT-Bindung™
Losungsmittel 10 % Essigsédure Amid-I"-Maximum (cm™): 1623 (D,0)"
pH 2,0

Temperatur Raumtemperatur

Zeit 1d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 20 nm
deutlich gewunden

Helizitit: rechtsgingig’®
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Tabelle 8.10. Eigenschaften von hSAA(1-12)-Fibrillen.

Name SAA(1-12)

Sequenz RSFFSFLGEA-FD (alle chiralen Aminosiuren: D-Enantiomer)
Organismus Mensch

Quelle chemische Synthese (JPT Peptide Technologies)

Anzahl an Aminosduren 12

Molekulargewicht 1423 Da

isoelektrischer Punkt 4,7

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 10 mg/ml ThT-Bindung”
Losungsmittel 10 % Essigséure Amid-I"-Maximum (cm™): 1623 (D,0)"
pH 2,0

Temperatur Raumtemperatur

Zeit 1d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 20 nm
deutlich gewunden

Helizitit: linksgingig”®
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Tabelle 8.11. Eigenschaften von hSAA(2-21)-Fibrillen.

Name SAA(2-21)

Sequenz SFFSFLGEAF-DGARDMWRAY

Organismus Mensch

Quelle chemische Synthese (Jerini AG)

Anzahl an Aminosduren 20

Molekulargewicht 2374 Da

isoelektrischer Punkt 4,6

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 10 mg/ml KR-griine Doppelbrechung®’
Loésungsmittel 50 mM Natriumphosphat Amid-I-Maximum (cm™): 1629 (H,0)
pH 1,0

Temperatur Raumtemperatur

Zeit 4d

Strukturelle Charakteristika
kurz

gerade

Fibrillendicke: 14-29 nm
nicht deutlich gewunden

Helizitdt: linksgéngig
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Tabelle 8.12. Eigenschaften von hSAA-Fibrillen.

Name hSAA

Sequenz RSFFSFLGEA-FDGARDMWRA-YSDMREANYI-GSDKYFHARG-NYDAAKRGPG-
GVWAAEAISD-ARENIQREFFG-HGAEDSLADQ-AANEWGRSGK-DPNHFRPAGL-
PEKY

Organismus Mensch

Quelle rekombinant®*®

Anzahl an Aminosiduren 104

Molekulargewicht 11683 Da

isoelektrischer Punkt 59

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika

Konzentration 10 mg/ml KR-griine Doppelbrechung

Losungsmittel 50 mM Natriumphosphat Amid-I-Maximum (cm™): 1618 (H,0)

pH 1,0

Temperatur Raumtemperatur

Zeit 4d

Strukturelle Charakteristika
kurz

gebogen

Fibrillendicke: ~ 13 nm
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Tabelle 8.13. Eigenschaften von mSAA-Fibrillen.

Name mSAA

Sequenz GFFSFIGEAF-QGAGDMWRAY-TDMKEAGWKD-GDKYFHARGN-YDAAQRGPGG—
VWAAEKISDA-RESFQEFFGR-GHEDTMADQE-ANRHGRSGKD-PNYYRPPGLP-
AKY

Organismus Maus

Quelle rekombinant®’

Anzahl an Aminosduren 103

Molekulargewicht 11606 Da

isoelektrischer Punkt 5,9

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika

Konzentration 5 mg/ml KR-griine Doppelbrechung®’

Losungsmittel 50 mM Natriumphosphat Amid-I-Maximum (cm™): 1620 (H,0)

pH 3,0

Temperatur 37°C

Zeit 2d

Strukturelle Charakteristika
kurz

gebogen

Fibrillendicke: ~ 13 nm
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Tabelle 8.14. Eigenschaften von Glucagon-Fibrillen.

Name Glucagon

Sequenz HSQGTFTSDY-SKYLDSRRAQ-DFVQWLMNT
Organismus Mensch

Quelle Vega

Anzahl an Aminosduren 29

Molekulargewicht 3483 Da

isoelektrischer Punkt 6,8

Fibrillierungsbedingungen
Konzentration
Loésungsmittel

pH

Temperatur

Zeit

1 mg/ml

50 mM Natriumphosphat
3,0

4°C

2d

Amyloid Charakteristika
KR-griine Doppelbrechung®”
Amid-I'-Maximum (cm™): 1613 (D,0)*

Strukturelle Charakteristika

lang

gerade

Fibrillendicke: 12-35 nm

grofle morphologische Heterogenitét

meist gewunden

172



8. Anhang

Tabelle 8.15. Eigenschaften von HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 3).

Name HET-s(218-289)

Sequenz MKIDAIVGRN-SAKDIRTEER-ARVQLGNVVT-AAALHGGIRI-SDQTTNSVET-
VVGKGESRVL-IGNEYGGKGF-WDNHHHHHH

Organismus P. anserina
Quelle rekombinant (R. Riek; ETH, Ziirich)
Anzahl an Aminosduren 79
Molekulargewicht 8651 Da
isoelektrischer Punkt 8,3
Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 1,5 mg/ml ThT-Bindung'**
Losungsmittel 40 mM Borsdure
6 mM NaCl
10 mM Zitronenséure
pH 3,0
Temperatur 37°C
Zeit 7d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 15 nm

deutlich gewunden
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Tabelle 8.15. Eigenschaften von HET-s(218-289)-Fibrillen (pH 7,5).

Name HET-s(218-289)

Sequenz MKIDAIVGRN-SAKDIRTEER-ARVQLGNVVT-AAALHGGIRI-SDQTTNSVET-

VVGKGESRVL-IGNEYGGKGF-WDNHHHHHH

Organismus

Quelle

Anzahl an Aminosiuren
Molekulargewicht

isoelektrischer Punkt

Fibrillierungsbedingungen
Konzentration
Losungsmittel

pH

Temperatur

Zeit

P. anserina

rekombinant (R. Riek; Ziirich)

79
8651 Da
83

1,5 mg/ml

150 mM Essigsédure

7,5 (mit 3 M Tris eingestellt)
Raumtemperatur

sofort

Amyloid Charakteristika
Elektronenbeugung (A): 4,7'%
KR-Bindung'**

Amid-I-Maximum (cm™): 1628 (H,0)'**

Strukturelle Charakteristika

lang

gerade

Fibrillendicke: 12-40 nm

nicht sichtbar gewunden

B-Faltblatt: parallel (Festkdrper-NMR)' 2

linksgewundene B-Helix''?
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Tabelle 8.16. Eigenschaften von TTR-Fibrillen.

Name Transthyretin

Sequenz GPTGTGESKC-PLMVKVLDAV-RGSPAINVAV-HVFRKAADDT-WEPFASGKTS-
ESGELHGLTT-EEEFVEGIYK-VEIDTKSYWK-ALGISPFHEH-AEVVEFTANDS-
GPRRYTIAAL-LSPYSYSTTA-VVTNPKE

Organismus Mensch

Quelle rekombinant (J. Kelly, Scripps Research Institute, La Jolla)
Anzahl an Aminosduren 127

Molekulargewicht 13761 Da

isoelektrischer Punkt 5,4

Fibrillierungsbedingungen Amyloid-Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml Amid-I'-Maximum (cm™): 1615(D,0)*
Losungsmittel 50 mM Natriumphosphat

pH 2,0

Temperatur 37°C

Zeit 2d

Strukturelle Charakteristika
kurz

gebogen

Fibrillendicke: ~ 10 nm
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Tabelle 8.17. Eigenschaften von Insulin-Fibrillen.

Name Insulin

Sequenz GIVEQCCTSI-CSLYQLENYC-N (Kette A)
FVNQHLCGSH-LVEALYLVCG-ERGFFYTPKT (Kette B)

Organismus Mensch

Quelle rekombinant (Sigma-Aldrich)

Anzahl an Aminosiduren 51

Molekulargewicht 5796 Da

isoelektrischer Punkt 5,4

Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml KR-griine Doppelbrechung
Loésungsmittel Wasser Amid-I-Maximum (cm™): 1628 (H,0)
pH 2,0

Temperatur 60 °C

Zeit 2d

Strukturelle Charakteristika
lang

gerade

Fibrillendicke: ~ 18 nm

nicht sichtbar gewunden
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Tabelle 8.18. Eigenschaften von PABPN1-(+7)Ala-Fibrillen.

Name Poly(A)-Bindeprotein 1-(+7)Ala(1-125)

Sequenz MGSSHHHHHH-SSGLVPRGSH-MAAAAAAAAA-AAAAAAAAGA-AGGRGSGPGR-
RRHLVPGAGG-EAGEGAPGGA-GDYGNGLESE-ELEPEELLLE-PEPEPEPEEE-
PPRPRAPPGA-PGPGPGSGAP-GNQEEEEESG-LVEGDPGDGA-IEDPELEATK-

AR
Organismus Rind
Quelle rekombinant (E. Schwarz, MLU, Halle (Saale))
Anzahl an Aminosiduren 152
Molekulargewicht 14818 Da
isoelektrischer Punkt 4,6
Fibrillierungsbedingungen Amyloid Charakteristika
Konzentration 1 mg/ml ThT-Bindung®*
Losungsmittel 5 mM Kaliumphosphat Amid-I'-Maximum (cm™): 1621 (D,0)**
150 mM NaCl
1 % (w/v) Natriumazid
pH 7,4
Temperatur 37°C
Zeit 30d

Strukturelle Charakteristika
lang

gekrimmt

Fibrillendicke: ~ 15 nm

nicht sichtbar gewunden

B-Faltblatt: antiparallel (FTIR)**
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