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WOLFGANG HOYER

Selektion und Charakterisierung von Bindeproteinen
fiir amyloidogene Peptide und Proteine

Einleitung

Die Verbreitung neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson, die ty-
pischerweise in fortgeschrittenem Alter auftreten, nimmt aufgrund der steigenden Lebens-
erwartung rasch zu. So wird beispielsweise ein Anstieg der Zahl weltweit an Demenz er-
krankter Menschen von 36 Millionen im Jahr 2010 auf 66 Millionen im Jahr 2030 und 115
Millionen im Jahr 2050 erwartet.! Neben den einschneidenden Auswirkungen fiir die Pa-
tienten, deren Wahrnehmung, Gedichtnis, Denken, Fiihlen und Bewegung eingeschrinkt
sind, ergeben sich enorme 6konomische und soziale Kosten, die die Gesundheitssysteme
unter Druck setzen. Es ist dringend notwendig, die momentan weitestgehend symptomati-
sche Behandlung durch effektive Therapien zu ersetzen, die an den molekularen Ursachen
der Erkrankungen ansetzen.

Ein gemeinsames Merkmal praktisch aller neurodegenerativer Erkrankungen ist das
Auftreten von Aggregaten fehlgefalteter Proteine beziehungsweise Peptide, der Amylo-
id-Aggregate. Seit einigen Jahren verdichten sich die Hinweise darauf, dass kleine, 10s-
liche Vorldufer dieser Protein-Plaques in den betroffenen Hirnregionen Vorgiinge ausldsen
konnen, die schlieBlich in der Degeneration der Nervenzellen resultieren. Die Charakte-
risierung der nanoskaligen Protein-Oligomere wird allerdings durch die Komplexitit der
Aggregationsprozesse und durch die strukturelle Flexibilitdt der beteiligten Proteine stark
erschwert. So ist der exakte Mechanismus der Amyloid-Neurotoxizitit weiterhin unbe-
kannt.

Die Nachwuchsforschergruppe ,,Selektion und Charakterisierung von Bindeproteinen
fiir amyloidogene Peptide und Proteine” wird im November 2009 im Rahmen des Pro-
gramms ,,Nachwuchsforschergruppen” des Ministeriums fiir Innovation, Wissenschaft,
Forschung und Technologie des Landes Nordrhein-Westfalen am Institut fiir Physikalische
Biologie eingerichtet. In der Gruppe sollen die Protein-Fehlfaltung und die Eigenschaften
von Protein-Oligomeren und Amyloid-Aggregaten untersucht werden. Kleine Bindepro-
teine, die spezifisch in die Aggregationsprozesse eingreifen konnen, werden zu diesem
Zweck im Labor generiert. Solche Bindeproteine eignen sich, um grundlegende Mechanis-
men neurodegenerativer Erkrankungen zu studieren. Dariiber hinaus sind sie Kandidaten
fiir diagnostische und therapeutische Anwendungen.

Proteinfehlfaltung und Amyloid-Aggregation

Proteine sind Molekiile, die aus einer Kette von Aminoséduren bestehen. Um ihre vielfil-
tigen Funktionen im Organismus erfiillen zu kdonnen, nehmen sie im Prozess der Prote-

1 Vgl. Prince und Jackson (2009: 2).
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infaltung spezifische dreidimensionale Strukturen (Konformationen) an. Die Proteinstruk-
turen sind jedoch nicht starr, sondern besitzen eine gewisse Flexibilitit, die strukturelle
Verdnderungen in Abhingigkeit von den Umgebungsbedingungen erlaubt, Interaktionen
mit unterschiedlichen Bindungspartnern ermoglicht und fiir die Funktion der Proteine von
elementarer Bedeutung ist. Die strukturelle Flexibilitit kann dabei soweit gehen, dass Pro-
teine teilweise oder vollstindig entfalten, also nicht mehr um eine fixe dreidimensionale
Struktur fluktuieren, sondern weitgehend zufillige Konformationen annehmen. Bioinfor-
matische Analysen des humanen Genoms legen nahe, dass ein betrichtlicher Teil der dort
codierten Proteine beziehungsweise Proteindoménen zumindest zeitweise entfaltete Kon-
formationen annehmen.? Solche intrinsisch unstrukturierten Proteine werden iiberdurch-
schnittlich hidufig mit der Entstehung von Krankheiten in Verbindung gebracht.

1 2 3
entfaltet
| | a=o= =
-— — «—
ng Monomer Oligomer
%% Proteinaggregat
,\?
partiell gefaltet
Fibrille

Abb. 1: Schema eines generellen Aggregationsmechanismus flir amyloidogene Peptide und Proteine.
Mégliche Interventionspunkte spezifischer Binder sind gekennzeichnet. Fur die Fibrille ist die
typische Amyloid-Cross-B-Struktur skizziert.

Partiell oder vollstindig entfaltete Proteine besitzen die Tendenz zu aggregieren, wo-
bei sie fehlgefaltete Konformationen annehmen (Abb. 1). In den letzten zwei Jahrzehnten
wurden solche Aggregationsprozesse als wichtige Elemente der Pathogenese zahlreicher
Krankheiten identifiziert.> So findet man bei fast allen neurodegenerativen Erkrankungen
Proteinablagerungen in den betroffenen Hirnregionen.* Obwohl die Proteinkomponente,
die subzellulidre Lokalisation der Proteinaggregate sowie die betroffene Hirnregion je nach
Erkrankung variieren, weisen die Ablagerungen starke strukturelle Gemeinsamkeiten auf
und werden kollektiv als Amyloid bezeichnet. Der Hauptbestandteil der Amyloid-Aggre-
gate sind Proteinfibrillen mit einem Durchmesser von circa zehn Nanometern (Abb. 2a—c).
Den Kern der Fibrillen bilden lange B-Faltblitter, zu denen jedes eingebaute Protein-Mo-
nomer ein oder mehrere B-Stringe beisteuert. Die Bestimmung hochaufgelgster Strukturen
der Amyloid-Fibrillen erweist sich als schwierig, jedoch konnten hier insbesondere mit
Hilfe der Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie) zuletzt deutliche Fort-
schritte erzielt werden.’

2 Vgl. Uversky et al. (2008: 215).

3 Vgl. Herczenik und Gebbink (2008: 2115).
4 Vgl. Skovronsky er al. (2006: 151).

5 Vgl. Heise (2008: 179).
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Abb. 2: Strukturen verschiedener Aggregate amyloidogener Proteine und Peptide. a)—c) Transmissi-
onselektronenmikroskopie von Amyloid-Fibrillen bestehend aus AB(1-40) (a), a-Synuclein (b),
o-Synuclein(1-124) (c). d), e) Rasterkraftmikroskopie von a-Synuclein-Aggregaten: circa 1 nm
hohe oberflacheninduzierte isolierte B-Faltblatter (d); eine Protofibrille umgeben von circa 6 nm
hohen Oligomeren (e).

Abgesehen von Amyloid-Fibrillen konnen amyloidogene Proteine weitere Aggregatty-
pen bilden (Abb. 2d, e). Hier sind insbesondere kleinere, 16sliche Oligomere zu nennen
(Abb. 2¢).% Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass die Neurotoxizitit der Oligomere
die der Fibrillen deutlich iibertrifft; folglich konnte es sich bei den Oligomeren um die
entscheidende toxische Spezies handeln.” Aufgrund ihrer geringen Stabilitit und hohen
strukturellen Flexibilitit sind sie jedoch besonders schwer zu untersuchen, so dass ihre
Struktur und ihr Wirkmechanismus bisher nicht im Detail aufgeklédrt werden konnten.

Tabelle 1 zeigt eine Auswahl wichtiger neurodegenerativer Amyloid-Erkrankungen
mit den dabei auftretenden Proteinablagerungen sowie den involvierten Proteinen bezie-
hungsweise Peptiden. Dazu ist anzumerken, dass hédufig verschiedene Proteinablagerungen
gleichzeitig vorliegen. Beispielsweise werden in mehr als der Hilfte der Alzheimer-Fille
auch Lewy-Korperchen vorgefunden. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich
bei der Proteinaggregation um einen fundamentalen Mechanismus der Neurodegeneration
handelt.

6 Vgl. Hoyer et al. (2004: 127) sowie Walsh und Selkoe (2007: 1172).
7 Vgl. Kayed et al. (2003: 486).
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Erkrankung Proteinablagerung amyloidogenes
Protein/Peptid
Alzheimer-Krankheit senile Plaques AB
neurofibrillare Tangles Tau
Parkinson-Krankheit Lewy-Kérperchen o-Synuclein
Lewy-Kérperchen-Demenz Lewy-Kérperchen a-Synuclein

Chorea Huntington

neuronale Inklusionen

Huntingtin (htt)

Prionenerkrankungen
(z. B. Creutzfeldt-Jakob; BSE)

pathogene Prionen

Prion-Protein (PrP)

Pick-Krankheit

Pick-Kérperchen

Tau

Tab. 1: Auswahl wichtiger Amyloid-Degenerationen des Gehirns

Bindeproteine fiir amyloidogene Peptide und Proteine

Molekiile, die konformationsspezifisch monomere, oligomere oder fibrillire Formen amy-
loidogener Proteine binden, sind wichtige Werkzeuge zur Untersuchung der Mechanismen
der Aggregatbildung und -toxizitit.® Sie ermoglichen es, individuelle Proteinkonformatio-
nen zu detektieren, zu isolieren und zu analysieren. Bei der wichtigsten Molekiilklasse,
aus der konformationsspezifische Binder gewonnen werden, handelt es sich wiederum um
Proteine, und zwar um Antikorper. Als Beispiel sei der polyklonale Antikorper A1l ge-
nannt, der selektiert wurde aufgrund seiner Affinitét fiir ein synthetisches Imitat von Oli-
gomeren des AB-Peptids, das in die Alzheimer-Krankheit involviert ist.” A11 ist in der
Lage, spezifisch Protein-Oligomere zu binden, und zwar nicht nur AB-Oligomere, son-
dern auch Oligomere einer Reihe weiterer amyloidogener Proteine wie a-Synuclein, Is-
let-Amyloid-Polypeptid, Polyglutamin und Prion-Protein (106—-126). Diese Beobachtung
zeigt, dass Oligomere verschiedener amyloidogener Proteine strukturelle und funktionel-
le Gemeinsamkeiten aufweisen, und macht Hoffnung, dass in Zukunft ein gemeinsamer
therapeutischer Ansatz fiir unterschiedliche neurodegenerative Erkrankungen gefunden
werden kann. Studien mit weiteren konformationsspezifischen Antikérpern haben indes
darauf hingewiesen, dass es sich bei den Protein-Oligomeren um eine strukturell hete-
rogene Sammlung von Spezies handelt, die vermutlich ein Kontinuum von Toxizitédten
aufweisen.'”

Da konformationsspezifische Bindemolekiile in die Aggregationsprozesse eingreifen
konnen, verfiigen sie tiber das Potenzial, als Therapeutika zu fungieren. In der Tat zéh-
len konformationsspezifische Antikorper zu den aussichtsreichsten Kandidaten fiir die
Therapie neurodegenerativer Erkrankungen.!! Die priizisen molekularen Details der In-
teraktionen von Bindemolekiilen mit Amyloid-Zielmolekiilen, inklusive hochauflosender
Strukturen der Komplexe, sind bisher allerdings weitgehend unbekannt; ein Umstand, der
die strukturbasierte Wirkstofffindung erschwert. Zudem konnte die Wirksamkeit von Amy-
loid-Bindemolekiilen bisher nicht in klinischen Studien belegt werden, was bedeutet, dass
die genauen Eigenschaften effektiver Bindemolekiile noch unbekannt sind.

8 Vgl. Leliveld und Korth (2007: 2285).
9 Vgl. Kayed et al. (2003: 486).

10 Vgl. Glabe (2008: 29639).

11 vgl. Brody und Holtzman (2008: 175).
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In der Nachwuchsforschergruppe sollen Amyloid-Bindeproteine generiert werden, fiir
die es moglich ist, eine detaillierte strukturelle, biophysikalische und funktionelle Be-
schreibung zu erhalten. Zu diesem Zweck wird auf Bindeproteine zuriickgegriffen, die
verglichen mit Antikoérpern eine deutlich geringere GroBle und Komplexitit aufweisen.
Dies erlaubt erstens die unkomplizierte rekombinante Expression und Aufreinigung grofer
Mengen der Bindeproteine fiir ihre Charakterisierung und Anwendung. Zweitens ermog-
licht die geringe GroBe die Bestimmung hochauflosender Proteinstrukturen mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da die NMR-Spektrosko-
pie die Methode der Wahl ist fiir die Strukturaufkldrung partiell entfalteter und amyloi-
dogener Proteine und Peptide. Zum einen ist die NMR-Spektroskopie im Gegensatz zur
Rontgenkristallografie nicht auf hochgeordnete Proteinkristalle angewiesen, zum anderen
ermoglicht sie die Untersuchung von Faltungs- und Entfaltungsvorgéngen.

In den letzten Jahren haben sich Bindeproteine, die nicht auf dem Antikorpergrundge-
riist basieren, als wertvolle Alternativen mit Anwendungsmoglichkeiten in der Biotech-
nologie, Diagnostik und Therapie etabliert.!> Sie werden generiert iiber kombinatorisches
Engineering, ausgehend von stabilen Proteingrundgeriisten, die randomisierte Aminoséu-
ren oder Sequenzeinschiibe an definierten Positionen besitzen. Bindeproteine fiir das ge-
wiinschte Zielmolekiil werden unter Verwendung eines Selektionssystems, wie zum Bei-
spiel Phagen-Display, aus groen Bibliotheken gewonnen. Affibody-Proteine sind eine
Klasse solcher alternativer Bindeproteine.'3 Sie basieren auf dem Grundgeriist der Z-Do-
méne, einer modifizierten Version der IgG bindenden B-Domine des Oberflachenproteins
A von Staphylococcus aureus. Die Z-Domaine besitzt die Struktur eines Dreihelixbiindels
bestehend aus 58 Aminoséduren (Abb. 3a). Um Affibody-Bibliotheken zu erhalten, werden
ausgewdhlte Aminosiurereste an der Oberflache der Z-Doméne einer kombinatorischen
Mutagenese unterzogen. Aus den resultierenden Bibliotheken konnten bereits Binder fiir
sehr unterschiedliche Zielproteine selektiert werden, mit Affinititen bis in den picomo-
laren Bereich. In der Nachwuchsforschergruppe wird das Affibody-Grundgeriist erstens
aufgrund seiner geringen Grofie zur Anwendung kommen, und zweitens, weil bereits ein
Affibody-Bindeprotein (ZAg3) mit hoher Affinitit fiir ein amyloidogenes Peptid (AP) er-
folgreich selektiert werden konnte, wie im néchsten Abschnitt gezeigt wird.

Z A3 — Ein Bindeprotein fiir das A3-Peptid

Das Affibody-Protein ZAp3 wurde im Labor von Stefan Stdhl, KTH Stockholm, als Bin-
der fiir AB-Monomere selektiert.'* Die strukturelle und biophysikalische Analyse der
Z.Ap3:AB-Interaktion habe ich in der Gruppe von Torleif Hérd an der Universitidt Goteborg
durchgefiihrt.!> Zag3 bindet AB-Monomere mit hoher Affinitit (Dissoziationskonstante
K4 = 17 nM). Die Struktur des ZAp3:AB-Komplexes wurde mit NMR-Spektroskopie be-
stimmt; sie ist die erste hochaufgeldste Struktur von AP in Komplex mit einem Aggregati-
onsinhibitor (Abb. 3b-d).

12 Vel. Binz et al. (2005: 1257).

13 vgl. Nygren (2008: 2668).

14 Gronwall er al. (2007: 162).

15 Hoyer et al. (2008: 5099) sowie Hoyer und Hird (2008: 398).
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Abb. 3: NMR-Proteinstrukturen. Topologien der Z-Doméne (a) und des Zap3:AB-Komplexes [Ap in rot,
Zaps Untereinheiten in blau und cyan] (b). ¢) Der hydrophobe Kern des Zaps:Ap-Komplexes.
Unpolare Seitenketten mit weniger als 33 Prozent Wasserkontakt sind als orange Stabchen
(far AB) beziehungsweise als weiBe Stébchen und Kugeln (flir Zags) dargestellt. d) Das inter-
molekulare B-Faltblatt mit dem ApB-B-Hairpin (rot). Die Nummern einiger Aminosaurereste von
AB im B-Hairpin sind angegeben.

Monomeres A ist in Losung weitgehend entfaltet. Bei der Bindung an ZAps faltet es
jedoch teilweise und nimmt in der gefalteten Region (Aminosiurereste 17-36) eine [3-
Hairpin-Konformation an, deren B-Stringe die Reste 17-23 und 30-36 umfassen (Abb.
3d). Die Positionen dieser Strukturelemente dhneln stark denen, die bei AB-Fibrillen ge-
funden werden. Im Gegensatz zu AP in fibrillirer Form interagieren die beiden B-Stringe
hier jedoch iiber Wasserstoffbriickenbindungen des Polypeptidriickgrats, sie bilden also
ein B-Faltblatt. ZAp3 stabilisiert dieses Faltblatt, indem es an beide Kanten jeweils einen
kurzen [B-Strang zufiigt, so dass ein intermolekulares B-Faltblatt entsteht. Dariiber hinaus
faltet sich ZAp3 um die unpolaren (und damit aggregationsfreudigen) Ober- und Untersei-
ten des AB-B-Hairpins und begriibt diesen gleichsam in einem hydrophoben, tunnelartigen
Hohlraum (Abb. 3¢). Die Struktur offenbart eine Priiferenz des AB-Peptids fiir eine in-
tramolekulare B-Faltblatt-Konformation, die zuvor nicht bekannt war. Die Struktur- und
biophysikalischen Untersuchungen zeigen, dass die Bindung an die (weitere) Faltung von
beiden Interaktionspartnern gekoppelt ist, was sich unter anderem in einer grof3en nega-
tiven Verdnderung der Warmekapazitit dufert.
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Als Folge des effektiven Einschlusses der hydrophoben, aggregationsfreudigen Regio-
nen von AP im Kern des ZAp3s:AB-Komplexes inhibieren stochiometrische Konzentratio-
nen von ZAB3 sowohl die Oligomerisierung als auch die Fibrillenbildung des Peptids voll-
stindig (Abb. 4a). Werden stochiometrische Konzentrationen von ZAg3 zu einer laufenden
Fibrillierungsreaktion zugegeben, wird jegliche weitere Aggregation unmittelbar unter-
bunden (Abb. 4b). Diese Experimente zeigen, dass ZAp3 die Amyloidbildung unterbindet,
indem es monomeres A bindet, und dass monomeres AP wihrend der Fibrillenwachs-

tumsphase zuginglich ist.
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Abb. 4: Inhibierung der AB-Amyloid-Aggregation durch Zags. Die Aggregationskinetiken wurden mit
Hilfe der Fluoreszenz des Amyloid bindenden Farbstoffs Thioflavin T verfolgt. a) Zugabe ver-
schiedener molarer Aquivalente von Zags zu Beginn des Experiments. b) Aggregationskinetik
ohne (oben) und mit (unten) Zugabe eines molaren Aquivalents von Zags wahrend des Aggre-

gationsprozesses.

Diese Experimente werden ergédnzt durch Studien im Tiermodell, die unter anderem
dariiber Aufschluss geben werden, ob eine Alzheimer-Therapie, die auf der Bindung von
monomerem A basiert, eine vielversprechende Option darstellt.

Ausblick

Der Affibody ZAgs zeigt, dass es moglich ist, kleine Bindeproteine fiir entfaltete, amy-
loidogene Proteine und Peptide zu selektieren. Diese Bindeproteine konnen Gewinn brin-
gend eingesetzt werden, um (a) die strukturellen Eigenschaften der Bindungspartner zu
beleuchten, (b) die Biophysik von Protein-Protein-Interaktionen amyloidogener Proteine
zu charakterisieren und (c) therapeutische Optionen fiir neurodegenerative Erkrankungen
zu evaluieren. Hier setzt die Nachwuchsforschergruppe an, mit dem Ziel, Bindeproteine
fiir weitere Proteine beziehungsweise Konformationen zu selektieren und ihre Interaktio-
nen mit den Bindungspartnern detailliert zu charakterisieren. Ein wesentliches Ziel ist da-
bei, ein vertieftes Verstindnis der Amyloid-Strukturbiologie zu gewinnen. Hierfiir spielt
die enge Kooperation mit dem Forschungszentrum lJiilich eine entscheidende Rolle. Die
Anwendung der NMR-Spektroskopieinstrumente der Heinrich-Heine-Universitit auf dem
Campus des Forschungszentrums macht einen wichtigen Teil der geplanten Forschungsti-
tigkeit aus. Ein weiterer Schwerpunkt wird sein, die Mechanismen der Bildung und Auflo-
sung von Oligomeren und Amyloid-Fibrillen mit Hilfe der neuen Bindeproteine in vitro
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und in vivo zu untersuchen. Beispielsweise konnen Bindeproteine wie ZAp3 bestimmte
Aggregatformen iiber die Massenwirkung auflosen. Daraus lassen sich Riickschliisse zie-
hen auf relative thermodynamische und kinetische Stabilititen verschiedener Aggregate
in Abhingigkeit von den Umgebungsbedingungen. Durch ein besseres Verstindnis der
strukturellen Dynamik amyloidogener Proteine sollen letztendlich Mechanismen der Ent-
stehung von Neurotoxizitit aufgekldrt und Wege zu ihrer Inhibierung aufgezeigt werden.
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