Proteincharakterisierung
Wie kleine Amyloid-B-Peptide zum gro-
Ben Problem im Gehirn werden konnen
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The formation of amyloid-f oligomers plays a key role in the onset of
Alzheimer’s disease. We investigated the aggregation of amyloid-§
oligomers by mass spectrometry and ion mobility spectrometry,
revealing those structural properties, which lead to the formation of
mature fibrils. We can show that the arrangement of the first oli-
gomers is crucial for the topology of the resulting species, leading to
the formation of non-toxic aggregates or fibrils.
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B Aufgrund der steigenden Lebenserwar-
tung stellen Demenzerkrankungen wie Alz-
heimer ein immer groBer werdendes Problem
unserer Gesellschaft dar. Gleichzeitig stehen
fiir deren Behandlung keine Therapiemetho-
den zur Verfligung. Bei Patienten und
Patientinnen mit Alzheimer wird ein Riick-
gang der Hirnmasse beobachtet, der auf das
Absterben von Neuronen zurilickzufiihren ist
[1]. Neben der Neurodegeneration wird das
Auftreten von Proteinplaques im Gehirn
beobachtet, die aus dem Amyloid-B-Protein
aufgebaut sind. Diese Plaques galten lange
als Ausloser der Erkrankung. Inzwischen
geht man davon aus, dass es sich hierbei um
ein Nebenprodukt handelt, wiahrend die klei-
neren, aus 42 Aminosduren (AS) bestehen-
den Amyloid-B(AB,,)-Oligomere als neuro-
toxisch gelten [2].

Amyloidbildung

Die Bildung von Fibrillen lasst sich in drei
Phasen unterteilen: In der ersten Verzoge-
rungsphase liegt das amyloidogene Peptid
primar in seiner monomeren Form vor.
Durch Proteinfehlfaltungen wird die
anschlieBende Wachstumsphase initiiert, bei
der die autokatalytische Anlagerung weiterer
Untereinheiten erfolgt, bis diese letztendlich
in der Sattigungsphase endet, bei der hoch-
geordnete Fibrillen vorliegen (Abb. 1A, [3]).
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Wiahrend das monomere AB,, als unstruk-
turiert gilt, finden wiahrend der Aggregation
Anderungen in der Sekundir-, sowie Ter-
tidrstruktur statt, die z. B. mittels Fluores-
zenzassays, NMR oder Kryo-EM beobachtet
werden konnen [4]. Insbesondere die KLV-
FF-AS-Sequenz sowie K28 scheinen ent-
scheidend fiir die intramolekulare Interak-
tion zu weiteren Untereinheiten zu sein.
Wihrend die Fibrillen durch die genannten
Methoden gut charakterisiert werden konn-
ten, liegt derzeit der Fokus der Forschung
auf den erstgenannten Phasen. Gerade die
Anfalligkeit zur Aggregation, die ein Haupt-
ziel der Untersuchungen darstellt, macht
ebensolche Untersuchungen schwierig, da
sich der oligomere Zustand nicht beliebig
genau definieren ldsst. Wahrend die genann-
ten analytischen Methoden stets ein Ensem-
ble aus undefinierbaren oligomeren Zustan-
den betrachten, konnen individuelle Oligo-
mere hieriiber nicht separat charakterisiert
werden.

Untersuchung der Aggregation auf
oligomerer Ebene

Die von uns genutzte Methode ist die native
Massenspektrometrie (MS), womit sich die
unterschiedlichen Oligomere anhand ihres
Masse-zu-Ladungs-Verhéltnisses (m/z) klar
voneinander separieren lassen.
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Mithilfe der laser-induced liquid bead ion
desorption(LILBID)-MS konnte z. B. die friihe
Aggregationsphase von A} 4, untersucht wer-
den [5]. Bei dieser Methode werden wassrige
Analyttropfchen mit einem Durchmesser von
etwa 30 bis 50 Mikrometer bei einer Fre-
quenz von 10 Hertz im Vakuum erzeugt, die
anschlieBend von einem IR-Laserpuls
bestrahlt werden, der zur Anregung der O-H-
Streckschwingung des Solvens fiihrt. Diese
fiihrt zur explosionsartigen Expansion des
Analyttropfchens und zur Freisetzung von
niedrig geladenen Ionen, die anschlieBend
anhand ihres m/z-Verhaltnisses analysiert
werden (Abb. 1B). Diese lonisationstechnik
gilt als besonders sanft, wodurch sich die
Aggregation auf oligomerer Ebene zeitlich
verfolgen ldsst. Eine weitere, hdufig genutzte
MS-Hybridtechnik ist die Elektrospray-
Ionenmobilitdtsspektrometrie (ESI-IMS),
woriiber sich die Ionen neben ihrem m/z-
Verhéltnis auch anhand ihrer Grofe und
Form unterscheiden lassen. Nach der sanften
Ionisation werden lonenpakete in eine mit
Inertgas gefiillte Kammer tiberfiihrt, durch
welche die Ionen unter Einfluss einer sanften
Spannung geleitet werden. Ionen mit einer
groBeren Oberfliche und somit einem groBe-
ren Kollisionsquerschnitt Q (collision cross
section, CCS) erfahren mehr StoBe mit dem
Inertgas, wodurch diese fiir das Passieren der
Kammer eine langere Driftzeit (dt) benotigen.
Dies eroffnet die Moglichkeit, lonen anhand
ihrer oligomeren GroBe und Konformation zu
unterscheiden (Abb. 1C). Zudem konnen die
experimentell ermittelten Driftzeiten in CCS
umgerechnet werden, was den Vergleich mit
theoretischen CCS von Modellstrukturen
ermoglicht, wodurch auch strukturelle Infor-
mationen gewonnen werden konnen.

Monomerer Grundstein als
Fundament der Aggregation

Durch die Kombination eines MS-Ionenmobi-
litatsspektrometers mit einem IR-Spektrome-
ter konnten in friiheren Studien diverse
Modellpeptide analysiert werden, die zu
hoheren Aggregaten mit unterschiedlichen
Morphologien fibrillieren [6]. Durch die
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A Abb. 1: Schematische Darstellung des Aggregationsverlaufs von AB,, sowie der lonisations-
techniken LILBID-MS und ESI-IMS-MS. A, Der Aggregationsverlauf lasst sich z. B. iber die Fluores-
zenzintensitat interkalierender Farbstoffe verfolgen. In der Verzogerungsphase liegt AB,, primar
im monomeren Zustand vor. Lagern sich diese tiber die Zeit aneinander, erfolgt die Wachstums-
phase, in der es zur Bildung von Oligomeren kommt, die letztendlich zur Bildung von fibrillaren
Strukturen fiihrt, die auch tGber TEM detektiert werden kdnnen. Die Bildung der Fibrillen sowie der
Anstieg der Fluoreszenzintensitat bleiben aus, falls die Aggregation durch Zugabe eines Inhibitors
unterbunden wird. B, Bei LILBID-MS werden kleine Analyttrépfchen erzeugt, die mithilfe eines IR-
Lasers bestrahlt werden. Durch diese sanfte lonisationstechnik I&sst sich die Aggregation von
AB,, auf oligomerer Ebene zeitlich verfolgen. C, Die lonisation mittels ESI-MS erfolgt durch das
Anlegen einer hohen Spannung an einer mit dem Analyt befiiliten Nadel. Durch den Evaporations-
prozess wird die Ladung auf die Proteinoberflache tibertragen. Durch die IMS kdnnen die erzeug-
ten lonen anschlieBend anhand ihrer GréBe und Form aufgrund der unterschiedlichen Driftzeit (dt)
separiert werden, welche das Massenspektrum durch eine zusatzliche Informationsachse ergénzt.

Massenselektion von unterschiedlich groBen
Oligomeren und der simultanen Analyse des
CCS und der Amid-I-Bande konnte generell
der Trend festgestellt werden, dass jeweils
mit zunehmendem Oligomerisierungsgrad
der B-Faltblattstrukturanteil zunimmt [6].

Diese B-Faltblattstruktur ist wiederum cha-
rakteristisch flir die Ausbildung von fibrilla-
ren Strukturen. Transmissionselektronen-
mikroskopie(TEM)-Aufnahmen der verschie-
denen Modellpeptide zeigten Unterschiede in
der Morphologie der resultierenden Aggrega-

te, beziiglich deren Durchmesser orthogonal
zur Fibrillachse.

Dieses Phanomen konnte ebenfalls bei der
Analyse der CCS der jeweiligen Oligomere
beobachtet werden, der abhdngig vom unter-
suchten Modellpeptid, bei gleicher Peptid-
lange, zu einem hoheren oder niedrigeren
CCS-Zuwachs bei einer Anlagerung einer
zusatzlichen Monomeruntereinheit fiihrt [7].
Bei Modellpeptiden, die einen geringen CCS-
Zuwachs pro zusatzlicher Anlagerung auf-
weisen, war zudem die Amid-I-Bande bereits
bei vergleichsweise niedrigen Oligomergro-
Ben ausgepragt. Dies deutet darauf hin, dass
im Laufe der Aggregation die Anlagerung
von je zwei weiteren Monomeruntereinhei-
ten pro Ebene dhnlich dem SchlieBen eines
ReiBverschlusses zu erfolgen scheint. Im
Gegensatz dazu sprechen ein hoher CCS-
Zuwachs und eine schwacher ausgepragte
Amid-I-Bande sowie ein geringerer Durch-
messer der resultierenden Fibrillen fiir eine
Oligomerisierung von einer Monomerunter-
einheit pro Ebene, analog einer Perlenkette
(Abb. 2A, [7]).

Ersterer Aggregationsaufbau liegt auch fiir
AB,, nahe, da die bekannten Modelle vorran-
gig von einer reiBverschlussartigen Struktur
ausgehen [4]. Die Anwendung der CCS der
jeweiligen Oligomere auf die genannten
Modelle zeigt, dass im Fall von AB,, die
Aggregation zunachst iiber ein isotropes
Wachstum erfolgt, welches in ein geordnetes
Fibrillwachstum iibergeht, wobei der Grund-
stein fiir das folgende Wachstum bereits auf
dimerer Ebene gelegt wird (Abb. 2B und C).

Unterschiedliche Aggregationswege
fur AB,,
Um diese Aggregation fiir die Alzheimer-
relevanten Peptide genauer zu untersuchen,
haben wir fiir AB,, die Phase der friihen Oli-
gomerisierung mittels LILBID-MS ndher cha-
rakterisiert, wobei sich binnen 200 Minuten
Oligomere bis hin zum 12-mer nachweisen
lassen [8]. TEM-Aufnahmen nach 48 Stunden
bestétigen, dass diese zur Bildung von defi-
nierten Fibrillen fiihrten (Abb. 3).
Experimente mittels ESI-IMS-MS zeigten,
dass die IM-Spektren von AB,, von definier-
ten Oligomeren stets mehrere Signale aufwei-
sen, die zum einen auf eine mit dem StoBgas
induzierte Entfaltung (collision induced unfol-
ding, CIU) und zum anderen auf unterschied-
liche rdumliche Strukturen zuriickzufiihren
sind, die schon in der Losung auftreten. Um
diese naher zu charakterisieren, wurde neben
AB,,WT auch eine F19P-Mutante untersucht,
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A Abb. 2: Aggregationsmodelle von Peptiden und deren Anwendung auf lonenmobilitatsinformationen. A, Die Aggregation von Peptiden kann tber
unterschiedliche Wege erfolgen: Geschieht diese durch ungeordnete Zusammenlagerung in alle Raumrichtungen, spricht man von einem isotropischem
Wachstum. Erfolgt es hingegen lediglich entlang einer Achse, kann dieses lineare Wachstum entweder vergleichsweise zu einer Perlenkette oder zu
einem ReiBverschluss erfolgen. Unterschiede zwischen den letzteren Modellen kénnen anhand des Kollisionsquerschnitts € festgestellt werden. Auf-
grund der Anlagerung einer Monomeruntereinheit an einem bestehenden Oligomer erhéht sich Q unterschiedlich. Zudem unterscheidet sich Q anhand
der Flache am Fibrillenende. B, Die Driftzeit dt als Funktion des m/z-Verhéltnisses. Die auftretenden Oligomersignale kénnen in  umgerechnet wer-
den, worauf die Aggregationsmodelle angewendet werden kdnnen. C, Q der AB,, Oligomersignale. AB,, aggregiert auf zwei unterschiedliche Weisen.
Die niederen Oligomere sind noch nicht stabil, sodass € einem isotropischen Wachstumsmodell entspricht, wéhrend fiir h6here Oligomere eine gute
Ubereinstimmung mit den linearen Wachstumsmodellen festgestellt werden kann.

die statt geordneter Fibrillen lediglich amor-
phe Aggregate ausbildet (Abb. 3).

Hierzu wurden CIU-Experimente durch-
gefiihrt, wobei sich die entsprechenden
IM-Signale beider AB,,-Varianten in der Zahl
und Intensitdat der auftretenden Signale
unterschieden. Hieriiber konnte gezeigt
werden, dass sich im Fall von AB,,WT die
IM-Signale fiir jeden vorliegenden oligome-
ren Zustand auf zwei unterschiedliche Struk-
turen reduzieren lieBen, die sich nicht tiber
CIU ineinander tiberfiihren lassen, wohinge-
gen AB,,F19P primér nur eine Struktur bil-
det (Abb. 3).

Dies deutet darauf hin, dass der Grund-
stein fiir die Ausbildung hoherer Strukturen
im Fall von AB,, bereits auf niederoligomerer
Ebene gelegt wird. Dabei scheinen der
Mechanismus der zur Aggregation in axialer
Richtung (Perlenketten-Modell) fiihrt sowie
die planaren Interaktionen, die die ReiBver-
schlussaggregation erlauben, simultan abzu-
laufen. Diese fiihren letztendlich zur Ausbil-
dung von hochgeordneten, fibrillaren Kon-
strukten (Abb. 2). Im Fall von Aj8,,F19P fehlt
die planare Anordnung der Monomere,
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wodurch statt der ReiBverschlussaggregation
ausschlieBlich die weniger stabile Perlenket-
tenstruktur entsteht (Abb. 3). Vergleiche mit
in vacuo-Simulationen der Molakiildynamik
(MD) von AP,,-Strukturmodellen zeigten
zudem eine hohe Ubereinstimmung mit den
experimentellen CCS der Aggregation analog
zu einer Perlenkette sowie zu einem ReiB3ver-
schluss [8]. Zudem konnte die Analyse der
vorliegenden Sekundarstrukturelemente in
Abhangigkeit von der OligomergroBe eine
erhéhte Ausbildung von B-Faltblattstruktur-
elementen im Fall der ReiBverschlussaggre-
gation bestatigt werden.

Um die Aggregation und die postulierte
Interaktion weiterer Monomeruntereinheiten
zu validieren, wurden zusatzliche Experi-
mente in Gegenwart der Aggregationsinhibi-
toren CLRO1 sowie OR2 durchgefiihrt, die
jeweils die Ausbildung von Fibrillen unter-
binden und einen niederoligomeren Zustand
gewdhrleisten sollen [8]. Wahrend es sich bei
CLRO1 um einen Lysin- bzw. Arginin-spezifi-
schen niedermolekularen Liganden handelt,
der die Seitenkette der jeweiligen AS
abschirmt, handelt es sich bei OR2 um eine

kurzkettige Peptidsequenz, die am KLVFF-
AB,,-Sequenzmotiv bindet, um die Anlage-
rung weiterer AB,,-Untereinheiten zu ver-
hindern [9, 10]. Beide Inhibitoren fiihrten
u. a. zu einem deutlich verminderten Aj,,-
Aggregationsvermogen. Zudem resultiert die
Zugabe beider Inhibitoren darin, dass sich
die Morphologie der wenigen gebildeten
Aggregate deutlich von der unterscheidet,
die zu einem geordneten Fibrillwachstum
fiihrt. Die entsprechenden IM-Spektren der
verbleibenden Oligomere zeigten zudem nur
noch ein Signal pro oligomerem Zustand. Die
Signale bei hoheren CCS verschwinden, was
die Inhibierung der hochgeordneten Reiver-
schlussstruktur unterstreicht (Abb. 3).

MS-Daten kénnen wertvolle
Informationen zur Bekampfung von
Demenzerkrankungen liefern

Die MS stellt sich als eine geeignete Methode
heraus, mit deren Hilfe sich die friihe Aggre-
gationsphase von amyloiden Peptiden cha-
rakterisieren lasst. Besonders die Kombina-
tion mit orthogonalen Methoden, wie der
IMS oder der IR-Spektroskopie, erlaubt es,
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A Abb. 3: ClU(collision induced unfolding)-Experiment von dimeren Aj3,,WT, AB,,F19P und AB,,+CLRO1. A, Die Driftzeit(dt)-Spektren unterscheiden
sich in der Zahl der auftretenden Signale. B, CIU-Experimente zeigen, welche Signale durch Kollisionen {iber Gasphasenentfaltung entstehen. Diese
Enfaltungssignale entsprechen keiner Konformation, die in Lésung zu finden ist. Lediglich im Fall von AB,,WT zeigt sich ein zweites Signal (Pfeil in A), was
flir eine zusatzliche Spezies spricht, die in den anderen Féllen nicht vertreten ist. Diese Spezies (Basis fiir die ReiBverschlusskonformation) korreliert mit
dem Auftreten der Fibrillen im Fall von AB,,WT, welche bei AB,,F19P und AB,,+CLRO1 nicht beobachtet werden kénnen. C, Dazugehérige TEM-Bilder.

diskrete Oligomere detailliert zu charakteri-
sieren. Mit den bisher erzielten Ergebnissen
konnte festgestellt werden, dass der Grund-
stein, der die Ausbildung der weiteren
Sekundéar- und Tertidrstruktur bestimmt, auf
einer niederen oligomeren Stufe gelegt wird.
Geeignete Aggregationsinhibitoren verhin-
dern die Ausbildung dieser Strukturen und
sind somit in der Lage, die Bildung von Fibril-
len zu unterbinden. Somit kann die Wirksam-
keit potenzieller Aggregationsinhibitoren mit
IM-MS anhand der Ausbildung erster Oligo-
mere iiberpriift werden. Im Weiteren soll
untersucht werden, ob sich die bisher erziel-
ten Beobachtungen auf weitere Systeme
tibertragen lassen, um das Auftreten amylo-
idogener Plaques besser verstehen zu kon-
nen. Auch hier wiére das Ziel, deren poten-
ziell neurotoxischen Effekt zu unterbinden
und hiertiber mittelfristig eine geeignete
Moglichkeit zu finden, Demenzerkrankun-
gen zu therapieren.
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