Highlights

Alzheimer-Krankheit

DOI: 10.1002/ange.200602001

Selbstorganisation von Fasern und Fibrillen**
Wolfgang H. Binder* und Oskar W. Smrzka

Stichwérter:
Alzheimer-Krankheit - Faserproteine - Gelbildner -
Peptide - Selbstorganisation

Aggregation und Desaggregation sind
zentrale Phinomene in der Natur. In
diesem Zusammenhang ist auch die Fa-
serbildung durch Selbstorganisation!'!
von Interesse, die sich durch gemeinsa-
me Aufbauprinzipien in belebten wie in
unbelebten Systemen auszeichnet.
Proteinfasern” spielen sowohl bei
intra- als auch bei extrazelluldren Pro-
zessen eine Rolle, z.B. bei der Bewe-
gung, der Zellverformung und -teilung
oder der Blutgerinnung. Dariiber hinaus
sind sie auch an Erkrankungen beteiligt,
deren gemeinsames Merkmal eine
Konformationsénderung von Proteinen
ist.*7 Ein Teil dieser Erkrankungen ist
durch histologische und biophysikali-
sche Verdnderungen gekennzeichnet,
die gemeinhin unter dem Begriff
»~Amyloid“ eingeordnet werden. Die
Amyloidose ist das Ergebnis exzessiver
Anreicherung von Amyloid aus amy-
loidogenem Peptidmaterial.? Zu den
am besten charakterisierten Beispielen
zdhlt das Amyloid-B-Peptid (AP), ein
Spaltprodukt des Amyloid-Precursor-
Proteins (APP)®! das mit der Alzhei-
mer-Krankheit und anderen neurode-
generativen Erkrankungen in Verbin-
dung gebracht wird. Weitere Beispiele
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sind das Diabetes-assoziierte Amylin
(auch Islet-Amyloid-Polypeptid, IAPP)
sowie das Prion-Protein (PrP), das mit
der iibertragbaren spongiformen Enze-
phalopathie (einschlieBlich BSE, Scra-
pie oder der Creutzfeld-Jakob-Erkran-
kung) in Zusammenhang steht. Mehre-
ren Modellen zufolge entstehen zu-
néchst (-Faltblattstrukturen innerhalb
des AP-Peptides, was zur Bildung von
Fasern fiihrt, aus denen sich schlieB3lich
infolge hierarchischer Aufbauprozesse
Aggregate bilden.”) Fiir diesen Auf-
bauprozess werden eine Vernetzung der

Molekiile durch Wasserstoffbriicken
sowie hydrophobe Wechselwirkungen
verantwortlich gemacht. Eine Folge
dieses Prozesses ist die Bildung extra-
zelluldrer amyloider Plaques, die sich
aus aggregiertem AP zusammensetzen.
Ein weiteres Charakteristikum der Alz-
heimer-Krankheit (auBer der Bildung
der Ap-Fibrillen) ist die Organisation
von intrazelluldren tau-Filamenten in
Form von , Paired Helical Filaments*
(PHFs).[7t01

Faserstrukturen®™ entstehen aus
Makromolekiilen oder kleinen Mole-
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Abbildung 1. Beispiele fiir selbstorganisierte Fasern oder Fibrillen. a) Prinzip der Faserbildung
durch Selbstorganisation. Bausteine aggregieren durch spezifische intermolekulare Wechselwir-
kungen zu Fasern und bilden hsher geordnete Strukturen durch hierarchische Ordnungsprozes-
se. b) Fibrillen aus einer 3 mm Lésung eines niedermolekularen Gelbildners (1). Mafdstab 1 pm;
die Fasern haben eine Linge zwischen 50 und 300 nm. c) Modell eines Aggregationsprozesses
in (b), bei dem Keime entstehen, von denen die weitere Selbstorganisation ausgeht. C schwarz,
H griin, N blau, O rot, S orange. d) Transmissionselektronenmikroskopie(TEM)-Bilder faserfér-
miger Aggregate von Dendrimeren. e) TEM-Aufnahme von aus AP aufgebauten Amyloid-Fibril-
len. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [9a,b] und [14].
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kiilen durch Selbstorganisation (Abbil-
dung 1). Organische Gelbildner® re-
priasentieren eine eigene Klasse maB-
geschneiderter, kleiner organischer
Molekiile, die die Gelierung bei niedri-
gen Konzentrationen durch Faseraggre-
gation und Vernetzung bewirken.
Wichtige Faktoren fiir einen effizienten
Faseraufbau sind 1) ein ausgeglichenes
Verhiltnis zwischen hydrophoben und
hydrophilen Gruppen innerhalb eines
Molekiils, um die Wechselwirkung zwi-
schen Faser und Losungsmittel zu er-
moglichen, 2) die Hemmung der Kris-
tallisation durch anisotrope Aggregati-
onskeime und 3) Wechselwirkungen
zwischen den Faserstrukturen, die zu
Vernetzungen fithren.’  Zahlreiche
niedermolekulare Gelbildner, die sich
im wissrigen Milieu zu Fasern zu-
sammenlagern, setzen sich daher aus
Amidgeriisten mit Wasserstoffbriicken
und hydrophoben Auflenseiten zusam-
men (n-Alkyl- oder aromatische Grup-
pen).?

In diesem Zusammenhang sind fol-
gende Fragen von Bedeutung: a) Wie
entstehen derartige Fasern, und wie
konnen solche Prozesse kontrolliert
oder gar riickgéngig gemacht werden?
b) Worin besteht der Unterschied zwi-
schen faserbildenden niedermolekula-
ren Molekiilen einerseits und fibrillen-
bildenden Proteinen andererseits ?

Die Aggregation von niedermole-
kularen Verbindungen zu Fasern und in
der Folge zu Fasernetzen erfolgt aus der
Losung tiblicherweise innerhalb von
Sekunden bis Minuten, wodurch eine
direkte Beobachtung der Selbstorgani-
sation erschwert ist."! Die meisten
gangigen Modelle basieren auf Keim-
bildungsprozessen, die durch ein modi-
fiziertes Avrami-Modell beschrieben
werden,'!l das seinerseits von konven-
tionellen Kristallisationsprozessen ab-
geleitet ist. Je grofler nach diesem Mo-
dell der Temperaturunterschied (7,—T)
zwischen Inkubation (7) und Gelierung
(T,) ist, desto groBer wird die Zahl der
Keime sein, was eine raschere Gelbil-
dung mit stdrker verzweigten und ver-
schriankten Faserstrukturen zur Folge
hat.!"" Die Zeit fiir die Gelbildung (z,)
héngt mit der Keimbildungsgeschwin-
digkeit (J) iiber die Relation 7,~1J 1"
zusammen, wobei die Gelbildung je
nach Konzentration der Keime in Lo-
sung innerhalb von Minuten bis Stunden
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erfolgen kann. Aus diesem Grund kann
der Keimbildungsprozess iiber den Sit-
tigungsgrad o(T)!'® gesteuert werden
(in dem o(7T) als das Verhiltnis
(X—Xo(T))/ X o(T) definiert ist, in dem
X und X (T) dem gegenwirtigen bzw.
dem Gleichgewichtsmolenbruch des
gelosten Materials bei gegebener Tem-
peratur T in Losung entsprechen). Un-
langst konnte der Sittigungsgrad mit
dem Grad der Veridstelung innerhalb
fibrillirer Netze korreliert werden.!
Dabei wurde ein niedermolekularer
Gelbildner (z.B. 2) in Propylenglycol
mithilfe von Durchlichtmikroskopie
untersucht (Abbildung 2). Ein hoherer
Ubersittigungsgrad (durch schnellere
Abkiihlung) fiihrt zu deutlich mehr fi-
brillaren Veridstelungen, wobei in der
Folge entweder fibrilldre oder sphéaruli-
tische Netze entstehen.

Im Fall des Ap-Peptides — des
wichtigsten Plaque bildenden Agens bei

Angewandte

der Alzheimer-Pathogenese — stellt sich
jedoch die Situation anders dar, da die
Temperatur diesen Faserbildungspro-
zess nicht direkt beeinflusst. Die
Grundstruktur von Amyloid ist durch
gerade, nichtveristelte Fibrillen mit ei-
nem Durchmesser von 7-12 nm und oft
sphidroider Morphologie gekennzeich-

net (Abbildung 3).7  Festphasen-
NMR-Spektroskopie, = Transmissions-
elektronenmikroskopie, Bildrekon-

struktionsverfahren und Rontgenstruk-
turanalyse von Peptidfragmenten bele-
gen das Vorhandensein ,gekreuzter”
(cross-unit) p-Faltblattstrukturen, die
durch Wasserstoffbriicken zwischen
zwei Schichten zusammengehalten wer-
den, wobei die Aminosiduren 12-24 und
3040 von Ap-Peptid beteiligt sind."!
Man nimmt an, dass fiir den Aufbau von
Fibrillen sowohl hydrophobe Wechsel-
wirkungen als auch m-n-Stapelung zwi-
schen Phenylalaninresten ausschlagge-

b)
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Abbildung 2. Kinetik des Faseraufbaus von uibersittigten Lésungen aus 2, der durch Abkiihlung
gesattigter Lésungen unter die Gelierungstemperatur T, erfolgt. Der Aufbauprozess wird lichtmi-
kroskopisch verfolgt. a) Entstehung eines fibrilliren Netzes bei niedriger Ubersittigung (0);
MaRstab: 20 um. b) Entstehung eines sphirulitischen Netzes bei stirkerer Ubersittigung (o;
z.B. durch starkere Abkiihlung); Mafistab 50 um. c) Modell der Aggregation zu spharulitischen
Netzen durch Keimbildung mit folgendem hierarchischem Aufbau. Wiedergabe mit freundlicher

Genehmigung nach Lit. [13].
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Abbildung 3. Struktur von Af,_-Fibrillen.

a) TEM-Negativkontrastaufnahme von langen,
unverzweigten Amyloidfibrillen. b) Struktur-
modell von AB,_-Fibrillen beruhend auf Fest-
phasen-NMR-Spektroskopie, wobei das fiir
Amyloidfibrillen typische Cross-f-Motiv mit-
einbezogen ist. Fiinf Molekiilschichten sind
gezeigt. Gelb: fibrillire Achse; orangefarbene
Binder: parallele, von den Aminoséuren 12—
24 gebildete p-Faltblitter; blau: von den Ami-
nosiuren 30-40 gebildete (3-Faltblitter.

) Querschnitt einer AP,_,-Fibrille im Raster-
elektronenmikroskop, gebildet durch Aneinan-
derlagerung der hydrophoben Seiten zweier
Cross-f-Einheiten (hydrophob: griin, polar:
violett, positiv: blau, negativ: rot). Wiedergabe
mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [7¢]
und [7d].

bend sind." Ein weiterer wichtiger
Faktor konnten neueren Untersuchun-
gen zufolge Tyrosin-Tyrosin-Wechsel-
wirkungen sein.’ Ein Assay fiir die
Darstellung von Amyloidablagerungen
basiert auf der Bindung von Kongorot
(CR), ein weiterer auf dem Fluores-
zenzfarbstoff Thioflavin T (ThT), der
spezifisch an [(3-Faltblattstrukturen bin-
det, was die In-vitro-Messung von Ag-
gregationsprozessen ermoglicht. Beide
Bindungsprozesse beruhen sowohl auf
n-mt-Stapelung aromatischer Reste als
auch auf elektrostatischer Wechselwir-
kung zwischen Sulfonatgruppen (bei
CR) und positiv geladenen Aminoséu-
ren des AP-Peptides.!"

Der Verlauf der Aggregation ist
nach wie vor nicht im Detail bekannt:
Im Fall der Bildung von AP bei der
Alzheimer-Krankheit erfolgt die Ag-
gregation stochastisch in Keimbil-

www.angewandte.de

dungsschritten,' die auf einer fehler-
haften Faltung des Af-Peptides beruhen
(sieche Abbildung 4)."”Man nimmt an,
dass kleine Peptidsequenzen als Keime
bei diesem Keimbildungsprozess auf-
treten.”! Oberhalb einer bestimmten
Proteinkonzentration bilden sich die
Fibrillen nur mit einer Verzogerung,
deren Dauer verkiirzt werden kann,
wenn ein fertiger Keim in {ibersattigter
Losung vorliegt. Die Verzogerung bei
der Keimbildung kann daher von meh-
reren Tagen auf unter eine Stunde re-
duziert werden, indem man mit Ultra-
schall behandelte und somit teilweise
fragmentierte Fibrillen als Keime in vi-
tro einsetzt.!"¥.

Bei der Aggregation entstehen zu-
nichst kleine Kiigelchen (,,prifibrilldre
Aggregate®),['™ aus denen sich im wei-
teren Verlauf Strukturen mit eindeuti-
geren Morphologien (Protofilamente,
Protofibrillen) bilden. Wie unldngst an-
hand von Apo4-Fragmenten durch
Festphasen-NMR-Spektroskopie nach-
gewiesen wurde, hidngt die endgiiltige
Beschaffenheit (Morphologie und Hy-
dratationsgrad) von Fibrillen nicht von
den Aminosédureresten auf den Positio-
nen 1-9 in AB ab."® Der Aufbaupro-
zess von Fibrillen wurde jiingst auch
lichtmikroskopisch'®! studiert, wobei
das Anwachsen der Fibrillen zu
sphérulitischen Netzen beobachtet wur-
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de; dabei fand man einen engen Zu-
sammenhang mit niedermolekularen
Gelen (siche oben).

Ausgehend von einem nativen,
nichtgefalteten Protein (oder Peptid) in
vivo koénnen z.B. genetische oder ex-
trazellulire Faktoren fehlerhafte Fal-
tungen bewirken, was in weiterer Folge
zur Aggregation von Oligomeren und
anschlieBend zur Bildung von Protofi-
brillen und reifen Fibrillen fithrt. Hit-
zeschockproteine (Chaperone)’*! be-
einflussen diesen Faltungsprozess und
konnen so eine Aggregation verhindern.
AuBerdem konnen fehlerhaft gefaltete
Proteine durch Ubiquitinylierung (Ub)
zur Entsorgung durch den Proteasom-
komplex markiert werden, wodurch ihre
Anreicherung verhindert wird. In vitro
ist eine Minimalkonzentration an fehl-
gefalteter Proteinvorstufe von 20-80 um
fiir AP;_4 und von ca. 100 pm fiir AP,_
£ notwendig, um eine Keimbildung
von Fibrillen hervorzurufen; in vivo ist
die erforderliche Af-Peptid-Konzen-
tration im Blut oder in der Zerebrospi-
nalfliissigkeit dagegen um mindestens
drei Zehnerpotenzen niedriger (im na-
nomolaren Bereich). Die Bedeutung
dieses groBen Unterschiedes zwischen
In-vitro- und In-vivo-Konzentrationen
fiir die Bildung von A konnte bis jetzt
noch nicht gekldrt werden; allerdings
gelten  Lipid-Protein-Wechselwirkun-

A 4

e wtyt
reife Fibrille

N

Amyloidpore

Abbildung 4. Faktoren, die die Faltung und anschlieRende Aggregationsereignisse in vivo beein-
flussen. Ausgehend vom nativen, ungefalteten Zustand des Af3-Peptides entsteht eine fehlgefal-
tete Proteinpopulation. Hitzeschockproteine (Hsp) oder Ubiquitinylierung (Ub) kénnen die
Menge an fehlgefaltetem Protein reduzieren, das sich zunichst zu Oligomeren und anschlie-
RBend zu Protofibrillen und Fibrillen aufbaut. Gezeichnet nach Lit. [17a].
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genl'™ als eine der moglichen
Ursachen fiir die lokale Anrei-
cherung von Af. Nach einer
weiteren Hypothese konnten
Oligomere (z.B. micellare Ag-
gregate von Af) die eigentliche
Ursache neuronaler Toxizitdt in
vivo sein.!*

Eine wichtige Voraussetzung
fir die Untersuchung des Orga-
nisationsprozesses hin zu Af
sind Versuchsanordnungen, mit
denen sich die Aggregation in
vitro oder in vivo verfolgen ldsst.
Derartige Versuchsanordnungen
konnen fiir das Screening von
Aggregationsinhibitoren oder als
Validierungsassays  eingesetzt
werden. Die Eignung dieser As-
says konnte sowohl fiir ARPT
als auch fiir andere Filament er-
zeugende Proteine/Peptide/?¢!
demonstriert werden, wobei
entweder physikochemische (wie
in Lit. [20e—g] vorgestellt) oder
sogar biologische/genetische

Fluoreszenzanalysen (mittels
Kongorot- und Thioflavinbin-
dung), Oberfldchenplasmonen-
resonanz,”!  Dichtegradienten-
zentrifugation und Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie.*

In einer neueren Publikation!
wurde ein Molekiilgeriist mit vier AP;q
17 Y,0K,,K,-Resten beschrieben (Abbil-
dung 5). Dieses Modellsystem konnte
ohne die iibliche Verzogerung bei der
Protofibrillenbildung assoziieren, die
typischerweise bei nativem AP beob-
achtet wird, und ermdéglichte so eine
Untersuchung der frithen Schritte des
Aggregationsprozesses. Ein anderer
wichtiger Aspekt bei der Detektion der
Filamentbildung ist die In-vivo-Friiher-
kennung von Amyloid im Gehirn:
Neueste Techniken der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET)** und
der NTR-Spektroskopie™"! sind vielver-
sprechend fiir die Fritherkennung von
Filamenten mit selektiv angereicherten
Markermolekiilen. Dies ist sowohl fiir
einen moglichst friihzeitigen Therapie-
beginn als auch fiir ein besseres Ver-
stdndnis des Bildungsprozesses in vivo
von grof3er Bedeutung.

Angew. Chem. 2006, 118, 7482 —7487

. o Abbildung 5. a) Aufbau lber eine Templatfixierung:
Detfﬂktlf)nssysteme (Wie in emf.:m Vier identische Peptide (Peptid =AP6_37Y20K22K54)
Anti-Prion-Screen™) zum Ein- sind an einem Cyclopeptidgeriist fixiert. b) Elektro-
satz kamen. Mehrere In-vitro- nenmikroskopische Aufnahme von aus diesen Pep-
Methoden wurden getestet: tidstrukturvorlagen geformten Protofibrillen (Maf-
stab=>50 nm). Einschub: vergréfRerte Ansicht (Maf3-
stab=20 nm). Wiedergabe mit freundlicher Geneh-
migung nach Lit. [20d].

Angewandte

Es gab bereits zahlreiche Arbeiten
zur Identifizierung moglicher Inhibi-
toren der AP-Aggregation.’ Eine
Verhinderung der Fibrillenbildung und
der damit verbundenen Entwicklung
von Plaques in vivo ist iiberaus
schwierig: In jlingerer Zeit wurden
zahlreiche kleine organische Molekiile
identifiziert, die diesen Prozess in vitro
hemmen (Schema 1). Da jedoch die
Wechselwirkungsfldchen zwischen A-
Molekiilen grof8 sind, gibt es eine
Vielzahl moglicher Bindungsstellen,
was wiederum zu unscharfen Modellen
fiir ~ Struktur-Aktivitédts-Beziehungen
bei einer relativ niedrigen Inhibitions-
effizienz fiihrt. Der Einsatz von Pro-
teinen (z.B. der Einsatz von Butyryl-
cholinesterase™ oder immunthera-
peutische Strategien™ als prominen-
te Beispiele fiir Therapieansitze) und
Peptiden verspricht wesentlich mehr
Erfolg und hat bereits zur Identifizie-
rung einer Vielzahl von aktiven Pep-
tiden gefiihrt™ (z.B. von solchen mit
der Sequenz KLVFF!*!), Hier besteht
aber der Nachteil, dass sich solch grof3e
Peptide nicht leicht verabreichen las-
sen, besonders weil sie die Blut-Hirn-
Schranke kaum tiberwinden konnen.

Ein neuer Ansatz ist die Entwick-
lung von p-Faltblattmimetika, die aus
3-Aminopyrazol-Mimetika® oder 3-
Aminopyrazol-Motiven in Peptiden

Schema 1. Inhibitoren einer Fibrillenbildung von AB: Nikotin (3), Benzothiazin (4), Melatonin
(5), Anthracyclin (6), Rifamycin (7), trimeres 3-Aminopyrazol (8).
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bestehen.””! Mit einem speziellen Was-
serstoffacceptormotiv  (Donor-Accep-
tor-Donor innerhalb des 3-Aminopyra-
zol-Restes) konnte eine Bindungsaffi-
nitdt an AB-Fragmente im nanomolaren
Bereich erzielt werden. Erstrebenswert
sind Systeme, die auf der gleichzeitigen
Wechselwirkung zweier Peptide mit ei-
ner spezifischen difunktionellen Ver-
bindung basieren (Peptid-Ligand-Pep-
tid-Wechselwirkung); eine solche Ver-
bindung kann z. B. aus einer kleinen or-
ganischen Einheit (wie Kongorot) be-
stehen, die an eine grolere Komponente
[wie SLF (synthetischer Ligand fiir
FKj;-bindendes Protein)] gebunden ist,
die eine Aggregation durch eine steri-
sche Hinderung blockieren kann. Dieser
Ansatz?”! hat bereits hervorragende
Resultate geliefert: Es konnte eine
fiinffache Steigerung der Wirkstoffeffi-
zienz in vitro erzielt werden.

Die Bildung von Fasern und Fibril-
len ist ein wichtiger Prozess sowohl in
lebendigen als auch in unbelebten Sys-
temen. In beiden Fillen wird die
Keimbildung durch bestimmte Ereig-
nisse beeinflusst, die sowohl die Auf-
baukinetik als auch die endgiiltige Fa-
serstruktur bestimmen. In letzter Zeit
wurden Screening- und Validierungs-
modelle in vivo und vitro verfiigbar, die
die Untersuchung von Aggregations-
und  Desaggregationskinetiken  bei
Proteinfaltungskrankheiten =~ ermdogli-
chen und sich damit als Ausgangspunkt
fiir Wirkstoff-Screeningassays und Vali-
dierungsassays eignen. Eine besondere
Triebfeder fiir die Entwicklung neuer
Therapiestrategien sind die Erkenntnis-
se iiber die Fibrillenentstehung bei der
Alzheimer-Krankheit.
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