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WOLFGANG HOYER

Selektion und Charakterisierung von Bindeproteinen
für 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.1 Neben den einschneidenden Auswirkungen für die Pa-
tienten, deren Wahrnehmung, Gedächtnis, Denken, Fühlen und Bewegung eingeschränkt
sind, ergeben sich enorme ökonomische 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, lös-
liche Vorläufer dieser Protein-Plaques in den betroffenen Hirnregionen Vorgänge auslösen
können, die schließlich in der Degeneration der Nervenzellen resultieren. Die Charakte-
risierung der nanoskaligen Protein-Oligomere wird allerdings durch die Komplexität der
Aggregationsprozesse und durch die strukturelle Flexibilität der beteiligten Proteine stark
erschwert. So ist der exakte Mechanismus der Amyloid-Neurotoxizität weiterhin unbe-
kannt.

Die Nachwuchsforschergruppe „Selektion und Charakterisierung von Bindeproteinen
für amyloidogene Peptide und Proteine“ wird im November 2009 im Rahmen des Pro-
gramms „Nachwuchsforschergruppen“ des Ministeriums für Innovation, Wissenschaft,
Forschung und Technologie des Landes Nordrhein-Westfalen am Institut für 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 können, werden zu diesem
Zweck im Labor generiert. Solche Bindeproteine eignen sich, um grundlegende Mechanis-
men neurodegenerativer Erkrankungen zu studieren. Darüber hinaus sind sie Kandidaten
für diagnostische und therapeutische Anwendungen.

Proteinfehlfaltung und Amyloid-Aggregation
Proteine sind Moleküle, die aus einer Kette von Aminosäuren bestehen. Um ihre vielfäl-
tigen Funktionen im Organismus erfüllen zu können, 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 Flexibilität, die strukturelle
Veränderungen in Abhängigkeit von den Umgebungsbedingungen erlaubt, Interaktionen
mit unterschiedlichen Bindungspartnern ermöglicht und für die Funktion der Proteine von
elementarer Bedeutung ist. Die strukturelle Flexibilität kann dabei soweit gehen, dass Pro-
teine teilweise oder vollständig entfalten, also nicht mehr um eine fixe dreidimensionale
Struktur fluktuieren, sondern weitgehend zufällige Konformationen annehmen. Bioinfor-
matische Analysen des humanen Genoms legen nahe, dass ein beträchtlicher Teil der dort
codierten Proteine beziehungsweise Proteindomänen zumindest zeitweise entfaltete Kon-
formationen annehmen.2 Solche intrinsisch unstrukturierten Proteine werden überdurch-
schnittlich häufig mit der Entstehung von Krankheiten in Verbindung gebracht.

Abb. 1: Schema eines generellen Aggregationsmechanismus für amyloidogene Peptide und Proteine.
Mögliche Interventionspunkte spezifischer Binder sind gekennzeichnet. Für die Fibrille ist die
typische Amyloid-Cross-β-Struktur skizziert.

Partiell oder vollständig 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.3 So findet man bei fast allen neurodegenerativen Erkrankungen
Proteinablagerungen in den betroffenen Hirnregionen.4 Obwohl die Proteinkomponente,
die subzelluläre 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 β-Faltblätter, zu denen jedes eingebaute Protein-Mo-
nomer ein oder mehrere β-Stränge beisteuert. Die Bestimmung hochaufgelöster 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.5

2 Vgl. Uversky et al. (2008: 215).
3 Vgl. Herczenik und Gebbink (2008: 2115).
4 Vgl. Skovronsky et 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 Aβ(1–40) (a), α-Synuclein (b),
α-Synuclein(1–124) (c). d), e) Rasterkraftmikroskopie von α-Synuclein-Aggregaten: circa 1 nm
hohe oberflächeninduzierte isolierte β-Faltblätter (d); eine Protofibrille umgeben von circa 6 nm
hohen Oligomeren (e).

Abgesehen von Amyloid-Fibrillen können amyloidogene Proteine weitere Aggregatty-
pen bilden (Abb. 2d, e). Hier sind insbesondere kleinere, lösliche Oligomere zu nennen
(Abb. 2e).6 Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass die Neurotoxizität der Oligomere
die der Fibrillen deutlich übertrifft; folglich könnte es sich bei den Oligomeren um die
entscheidende toxische Spezies handeln.7 Aufgrund ihrer geringen Stabilität und hohen
strukturellen Flexibilität sind sie jedoch besonders schwer zu untersuchen, so dass ihre
Struktur und ihr Wirkmechanismus bisher nicht im Detail aufgeklärt 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 häufig verschiedene Proteinablagerungen
gleichzeitig vorliegen. Beispielsweise werden in mehr als der Hälfte der Alzheimer-Fälle
auch Lewy-Körperchen 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 Aβ
neurofibrilläre Tangles Tau

Parkinson-Krankheit Lewy-Körperchen α-Synuclein

Lewy-Körperchen-Demenz Lewy-Körperchen α-Synuclein

Chorea Huntington neuronale Inklusionen Huntingtin (htt)

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

pathogene Prionen Prion-Protein (PrP)

Pick-Krankheit Pick-Körperchen Tau

Tab. 1: Auswahl wichtiger Amyloid-Degenerationen des Gehirns

Bindeproteine für amyloidogene Peptide und Proteine
Moleküle, die konformationsspezifisch monomere, oligomere oder fibrilläre Formen amy-
loidogener Proteine binden, sind wichtige Werkzeuge zur Untersuchung der Mechanismen
der Aggregatbildung und -toxizität.8 Sie ermöglichen es, individuelle Proteinkonformatio-
nen zu detektieren, zu isolieren und zu analysieren. Bei der wichtigsten Molekülklasse,
aus der konformationsspezifische Binder gewonnen werden, handelt es sich wiederum um
Proteine, und zwar um Antikörper. Als Beispiel sei der polyklonale Antikörper A11 ge-
nannt, der selektiert wurde aufgrund seiner Affinität für ein synthetisches Imitat von Oli-
gomeren des Aβ-Peptids, das in die Alzheimer-Krankheit involviert ist.9 A11 ist in der
Lage, spezifisch Protein-Oligomere zu binden, und zwar nicht nur Aβ-Oligomere, son-
dern auch Oligomere einer Reihe weiterer amyloidogener Proteine wie α-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 für unterschiedliche neurodegenerative Erkrankungen gefunden
werden kann. Studien mit weiteren konformationsspezifischen Antikörpern 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 Toxizitäten
aufweisen.10

Da konformationsspezifische Bindemoleküle in die Aggregationsprozesse eingreifen
können, verfügen sie über das Potenzial, als Therapeutika zu fungieren. In der Tat zäh-
len konformationsspezifische Antikörper zu den aussichtsreichsten Kandidaten für die
Therapie neurodegenerativer Erkrankungen.11 Die präzisen molekularen Details der In-
teraktionen von Bindemolekülen mit Amyloid-Zielmolekülen, inklusive hochauflösender
Strukturen der Komplexe, sind bisher allerdings weitgehend unbekannt; ein Umstand, der
die strukturbasierte Wirkstofffindung erschwert. Zudem konnte die Wirksamkeit von Amy-
loid-Bindemolekülen bisher nicht in klinischen Studien belegt werden, was bedeutet, dass
die genauen Eigenschaften effektiver Bindemoleküle 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, für
die es möglich ist, eine detaillierte strukturelle, biophysikalische und funktionelle Be-
schreibung zu erhalten. Zu diesem Zweck wird auf Bindeproteine zurückgegriffen, die
verglichen mit Antikörpern eine deutlich geringere Größe und Komplexität aufweisen.
Dies erlaubt erstens die unkomplizierte rekombinante Expression und Aufreinigung großer
Mengen der Bindeproteine für ihre Charakterisierung und Anwendung. Zweitens ermög-
licht die geringe Größe die Bestimmung hochauflösender Proteinstrukturen mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da die NMR-Spektrosko-
pie die Methode der Wahl ist für die Strukturaufklärung partiell entfalteter und amyloi-
dogener Proteine und Peptide. Zum einen ist die NMR-Spektroskopie im Gegensatz zur
Röntgenkristallografie nicht auf hochgeordnete Proteinkristalle angewiesen, zum anderen
ermöglicht sie die Untersuchung von Faltungs- und Entfaltungsvorgängen.

In den letzten Jahren haben sich Bindeproteine, die nicht auf dem Antikörpergrundge-
rüst basieren, als wertvolle Alternativen mit Anwendungsmöglichkeiten in der Biotech-
nologie, Diagnostik und Therapie etabliert.12 Sie werden generiert über kombinatorisches
Engineering, ausgehend von stabilen Proteingrundgerüsten, die randomisierte Aminosäu-
ren oder Sequenzeinschübe an definierten Positionen besitzen. Bindeproteine für das ge-
wünschte Zielmolekül werden unter Verwendung eines Selektionssystems, wie zum Bei-
spiel Phagen-Display, aus großen Bibliotheken gewonnen. Affibody-Proteine sind eine
Klasse solcher alternativer Bindeproteine.13 Sie basieren auf dem Grundgerüst der Z-Do-
mäne, einer modifizierten Version der IgG bindenden B-Domäne des Oberflächenproteins
A von Staphylococcus aureus. Die Z-Domäne besitzt die Struktur eines Dreihelixbündels
bestehend aus 58 Aminosäuren (Abb. 3a). Um Affibody-Bibliotheken zu erhalten, werden
ausgewählte Aminosäurereste an der Oberfläche der Z-Domäne einer kombinatorischen
Mutagenese unterzogen. Aus den resultierenden Bibliotheken konnten bereits Binder für
sehr unterschiedliche Zielproteine selektiert werden, mit Affinitäten bis in den picomo-
laren Bereich. In der Nachwuchsforschergruppe wird das Affibody-Grundgerüst erstens
aufgrund seiner geringen Größe zur Anwendung kommen, und zweitens, weil bereits ein
Affibody-Bindeprotein (ZAβ3) mit hoher Affinität für ein amyloidogenes Peptid (Aβ) er-
folgreich selektiert werden konnte, wie im nächsten Abschnitt gezeigt wird.

ZAβ3 – Ein Bindeprotein für das Aβ-Peptid
Das Affibody-Protein ZAβ3 wurde im Labor von Stefan Ståhl, KTH Stockholm, als Bin-
der für Aβ-Monomere selektiert.14 Die strukturelle und biophysikalische Analyse der
ZAβ3:Aβ-Interaktion habe ich in der Gruppe von Torleif Härd an der Universität Göteborg
durchgeführt.15 ZAβ3 bindet Aβ-Monomere mit hoher Affinität (Dissoziationskonstante
Kd = 17 nM). Die Struktur des ZAβ3:Aβ-Komplexes wurde mit NMR-Spektroskopie be-
stimmt; sie ist die erste hochaufgelöste Struktur von Aβ in Komplex mit einem Aggregati-
onsinhibitor (Abb. 3b–d).

12 Vgl. Binz et al. (2005: 1257).
13 Vgl. Nygren (2008: 2668).
14 Grönwall et al. (2007: 162).
15 Hoyer et al. (2008: 5099) sowie Hoyer und Härd (2008: 398).
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Abb. 3: NMR-Proteinstrukturen. Topologien der Z-Domäne (a) und des ZAβ3:Aβ-Komplexes [Aβ in rot,
ZAβ3 Untereinheiten in blau und cyan] (b). c) Der hydrophobe Kern des ZAβ3:Aβ-Komplexes.
Unpolare Seitenketten mit weniger als 33 Prozent Wasserkontakt sind als orange Stäbchen
(für Aβ) beziehungsweise als weiße Stäbchen und Kugeln (für ZAβ3) dargestellt. d) Das inter-
molekulare β-Faltblatt mit dem Aβ-β-Hairpin (rot). Die Nummern einiger Aminosäurereste von
Aβ im β-Hairpin sind angegeben.

Monomeres Aβ ist in Lösung weitgehend entfaltet. Bei der Bindung an ZAβ3 faltet es
jedoch teilweise und nimmt in der gefalteten Region (Aminosäurereste 17–36) eine β-
Hairpin-Konformation an, deren β-Stränge die Reste 17–23 und 30–36 umfassen (Abb.
3d). Die Positionen dieser Strukturelemente ähneln stark denen, die bei Aβ-Fibrillen ge-
funden werden. Im Gegensatz zu Aβ in fibrillärer Form interagieren die beiden β-Stränge
hier jedoch über Wasserstoffbrückenbindungen des Polypeptidrückgrats, sie bilden also
ein β-Faltblatt. ZAβ3 stabilisiert dieses Faltblatt, indem es an beide Kanten jeweils einen
kurzen β-Strang zufügt, so dass ein intermolekulares β-Faltblatt entsteht. Darüber hinaus
faltet sich ZAβ3 um die unpolaren (und damit aggregationsfreudigen) Ober- und Untersei-
ten des Aβ-β-Hairpins und begräbt diesen gleichsam in einem hydrophoben, tunnelartigen
Hohlraum (Abb. 3c). Die Struktur offenbart eine Präferenz des Aβ-Peptids für eine in-
tramolekulare β-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 großen nega-
tiven Veränderung der Wärmekapazität äußert.
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Als Folge des effektiven Einschlusses der hydrophoben, aggregationsfreudigen Regio-
nen von Aβ im Kern des ZAβ3:Aβ-Komplexes inhibieren stöchiometrische Konzentratio-
nen von ZAβ3 sowohl die Oligomerisierung als auch die Fibrillenbildung des Peptids voll-
ständig (Abb. 4a). Werden stöchiometrische Konzentrationen von ZAβ3 zu einer laufenden
Fibrillierungsreaktion zugegeben, wird jegliche weitere Aggregation unmittelbar unter-
bunden (Abb. 4b). Diese Experimente zeigen, dass ZAβ3 die Amyloidbildung unterbindet,
indem es monomeres Aβ bindet, und dass monomeres Aβ während der Fibrillenwachs-
tumsphase zugänglich ist.

Abb. 4: Inhibierung der Aβ-Amyloid-Aggregation durch ZAβ3. Die Aggregationskinetiken wurden mit
Hilfe der Fluoreszenz des Amyloid bindenden Farbstoffs Thioflavin T verfolgt. a) Zugabe ver-
schiedener molarer Äquivalente von ZAβ3 zu Beginn des Experiments. b) Aggregationskinetik
ohne (oben) und mit (unten) Zugabe eines molaren Äquivalents von ZAβ3 während des Aggre-
gationsprozesses.

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

Ausblick
Der Affibody ZAβ3 zeigt, dass es möglich ist, kleine Bindeproteine für entfaltete, amy-
loidogene Proteine und Peptide zu selektieren. Diese Bindeproteine können 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 für neurodegenerative Erkrankungen
zu evaluieren. Hier setzt die Nachwuchsforschergruppe an, mit dem Ziel, Bindeproteine
für weitere Proteine beziehungsweise Konformationen zu selektieren und ihre Interaktio-
nen mit den Bindungspartnern detailliert zu charakterisieren. Ein wesentliches Ziel ist da-
bei, ein vertieftes Verständnis der Amyloid-Strukturbiologie zu gewinnen. Hierfür spielt
die enge Kooperation mit dem Forschungszentrum Jülich eine entscheidende Rolle. Die
Anwendung der NMR-Spektroskopieinstrumente der Heinrich-Heine-Universität auf dem
Campus des Forschungszentrums macht einen wichtigen Teil der geplanten Forschungstä-
tigkeit aus. Ein weiterer Schwerpunkt wird sein, die Mechanismen der Bildung und Auflö-
sung von Oligomeren und Amyloid-Fibrillen mit Hilfe der neuen Bindeproteine in vitro
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und in vivo zu untersuchen. Beispielsweise können Bindeproteine wie ZAβ3 bestimmte
Aggregatformen über die Massenwirkung auflösen. Daraus lassen sich Rückschlüsse zie-
hen auf relative thermodynamische und kinetische Stabilitäten verschiedener Aggregate
in Abhängigkeit von den Umgebungsbedingungen. Durch ein besseres Verständnis der
strukturellen Dynamik amyloidogener Proteine sollen letztendlich Mechanismen der Ent-
stehung von Neurotoxizität aufgeklärt und Wege zu ihrer Inhibierung aufgezeigt werden.
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