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Elektronenmikroskopie an Alzheimer -Fibrillen

Neue Maglichkeiten der Strukturaufklarung
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Amyloidfibrillen sind fadenférmige
EiweiBablagerungen, die im Gehirn
von Alzheimerpatienten auftreten.
Durch Verwendung verbesserter, com-
putergestiitzter Verfahren zur Bearbei-
tung elektronenmikroskopischer Auf-
nahmen gelang es nun erstmals, bei
Alzheimer-Amyloidfibrillen strukturelle
Details mit einer Auflésung von unter
1 nm darzustellen. Langfristig konnten
diese Methoden auch zu neuen medi-
kamentosen Strategien fihren.

Amyloidfibrillen in der Alzheimerschen
Krankheit

Amyloidfibrillen sind fadenfGrmige Zu-
sammenlagerungen von Eiweillketten,
Das strukturelle Riickgrad dieser Fibril-
len besteht aus einem bestimmten Ty-
pus von B-Faltblattstruktur, welche man
als ,Cross-p Struktur® bezeichnet. Im
menschlichen Kirper treten Amyloidfib-
rillen im Zuge der Alterung oder bei be-
stimmten Krankheiten auf, wie z.B. bei
der Alzheimerschen Krankheit. Alzhei-
mer-Amyloidfibrillen werden von dem
A Peptid gebildet. Im Gehirn von Alz-
heimer-Patienten lagern sich diese Ap-
Amyloidfibrillen dann miteinander ver-
klumpt als sogenannte Amyloidplaques
ab. Zwar ist die Krankheitsrelevanz von

26 m BIOforum 2/2009

Sachse, Wissenschaft-
licher Mitarbeiter der
AG ,Proteinfaltung
und Aggregation”,
Max-Planck Forschungs-
stelle ,[Enzymologie der
Protein Faltung’ und
Martin-Luther Univer-
sitat Halle-Wittenberg
und Brandeis University

AP noch immer umstritten, doch geht
man davon aus, dass die von Ap gebilde-
ten Fibrillen oder deren unmittelbare
strukturelle Vorldufer fiir den Krank-
heitsheginn entscheidend sind [1].

Trotz groBen medizinischen Interesses
fehlen aber bis zum jetzigen Zeitpunkt
befriedigende Therapiemiglichkeiten -
nicht zuletzt deswegen, weil die grundle-
genden molekularen Mechanismen die-
ser Demenzkrankheit und die daran
beteiligten molekularen Strukturen nur
ungeniigend verstanden sind. Priizisere
strukturelle Informationen iiber die von
Ap gebildeten Strukturen sind somit ein
Schliissel #zu mibglichen neuen Behand-
lungsansiitzen,

Aufklarung der Amyloidstruktur mit-
tels Elektron-Kryo-Mikroskopie

Obwohl Amyloidfibrillen bereits seit den
1950-er Jahren mittels Elekironenmik-
roskopie (EM) sichtbar gemacht werden
kinnen [2], stellt die Aufklirung ihrer
Struktur im atomaren Detail noch im-
mer eine technische Herausforderung
dar. Ein Grund hierfiir liegt in dem Um-
stand, dass die klassischen Methoden
der Strukturbestimmung bei Proteinen,
wie die Rintgenkristallographie und
Kernresonanzspektroskopie (NMR), zwar
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Detailinformationen iiber Amyloidfibril-
len liefern konnten, zur Aufklirung der
gesamten Fibrillenstruktur aber bislang
nicht geeignet sind. Vor diesem Hinter-
grund wurde ein methodisch anderer
Ansatz gewihlt, in welchem durch eine
gezielte Kombination wvon Elektro-
nen-Kryo-Mikroskopie (Kryo-EM) und
weiterentwickelter Verfahren zur com-
putergestiitzten Bildbearbeitung die
Amyloidstruktur aufgeklirt werden soll.
Dadurch gelang es bei einer Alzheimer-
Amyloidfibrille nun erstmals, eine Auf-
lisung von unter 1 nm zu erreichen [3].

Fiir Kryo-EM werden die Amyloidfib-
rillen zunéchst in Eis schockgefroren.
Dieses Verfahren verhindert, dass die
abgebildete Fibrillenstruktur deformiert
wird. Von diesen in Eis eingebetteten Fi-
brillen werden dann elektronenmikros-
kopische Aufnahmen gemacht, aus wel-
chen im Computer die dreidimensionale
Fibrillenstruktur  berechnet werden
kann (Abb. 2). Fiir diese Verfahren ist es
von Vorteil, dass Amyloidfibrillen im
Prinzip relativ symmetrisch gebaut sind.
Aus fritheren Arbeiten ist nimlich be-
kannt, dass Kryo-EM bei hoher struktu-
reller Ordnung oder Symmetrie, wie sie
etwa in den 2D-Kristallen von Bacterior-
hodopsin oder in einem viralen Kapsid
herrscht, Auflisungen im atomaren Be-



reich erzielen kann [4]. Lei-
der weichen aber viele biolo-
gische Molekiille aufgrund
ihrer Flexibilitit von einer
ideal geordneten Struktur ab.
Durch Weiterentwicklung
entsprechender Computer-
programme gelang es uns
aber, diese Abweichungen
teilweise zu kompensieren,
Im Gegensatz zu traditionel-
len, beugungsbasierten Ver-
fahren der Strukturbestim-
mung ist es also nun miglich,
auch die Struktur von weni-
ger starren Strukturen, wie
etwa der einer Ampyloidfib-
rille, zu bestimmen. Eine
erste  Anwendung  dieser
Technik lieferte beim Tabak-
Mosaik-Virus eine Auflésung
von 4.5 A [5], welches eine
der hochsten, mit Kryo-EM
bislang erzielten Auflésungen
darstellt,

Struktur der untersuchten
Alzheimer Amyloidfibrille

Die im Falle der Alzheimer-
Amyloidfibrille erhaltene
Struktur ist eine Doppelhelix,
bestehend aus zwei identi-
schen und linkshindig umei-
nander gewundenen Einzel-
stringen (den sogenannten
Protofilamenten). Die Fibrille
ist polar, und ihre helikale
Ganghthe betrigt 280 nm.
Die Fibrillen sind 19 nm
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breit, Im Gegensatz zu friihe-
ren Meinungen, die von einer
tubuliren Fibrillenstruktur
und einem ringférmigen Fib-
rillen-Querschnitt ausgingen,
ist der tatséchlich gefundene
Querschnitt annihernd pro-
pellerférmig. Dabei steuert
jedes Protofilament ein ,Pro-
pellerblatt” bei (Abb. 3). Im
Querschnitt zeigt jedes Pro-
pellerblatt eine fast U-for-
mige Struktur. Die beiden
Protofilamente beriihren sich
im Zentrum der Fibrille mit
ihren U-Bigen. Die beiden
(ungleich langen) Schenkel
eines jeden ,U“s liegen ne-
beneinander, d.h. jedes Pro-
tofilament besteht aus zwei
gepaarten
p-Faltblattregionen.  Diese
Anordnung dhnelt dem zuvor
beschrieben ReiBverschluss
(Steric Zipper)-Motiv, wel-
ches man aus Riéntgenbeu-
gungsstudien an Modellpep-
tiden kennt [6]. Diese Region
stellt somit den Kern der Alz-
heimer-Amyloidfibrille  dar
und besitzt mutmaBlich auch
eine entscheidende Bedeu-
tung beim Entstehungspro-
zess dieser krankhaften Ag-
gregate.
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Abb. 1: Die verschiedenen GroBenordnungen einer Amyloidfibrille: von der
elektronenmikrokopischen Aufnahme zu einem Modell.
A) Fibrillenpraparation abgebildet durch Negativkontrastfarbung im Elekt-

ronenmikroskop.
B) Modell einer Fibrille.

C) Zoom auf das Fibrillenmodell mit der Cross-f Struktur, welche aus-

schlieBlich aus p-Faltblittern besteht.
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A Digitalisierung von Elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen

B Einzelpartikelanalyse der

C
3D-Strukturanalyse

der Fibrille

Abb. 2: Kryo-EM: Elektronenmikroskopie und computergestiitzte Bildbearbeitung. A) Die Fibrillen werden aus den digitalisierten elektronmikroskopischen
Aufnahmen ausgeschnitten und B) der Einzelpartikelanalyse unterzogen. C) Die 2D-Fibrillensegmente werden dann mit Hilfe der helikalen Symmetrie zu
einer dreidimensionalen Struktur rekonstruiert. Diese 3D-Rekonstruktion kann dann mit Hilfe einer atomaren Struktur analysiert und interpretiert werden.

ten, der maBgeblich in der Anfangsphase
des Projektes beteiligt war. Die beschrie-
benen Arbeiten wurden durch das Bio-
Future-Programm vom BMBF und vom
NIH geftirdert. C.5. wird jetzt durch eine
EMBO Long-term Fellowship unterstiitzt,
Die Autoren danken D, Thal (Universitit
Ulm) fiir das in Abbildung 3 gezeigte Bild
eines Amyloidplaques.
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Abb. 3: Vordergrund: Seitenansicht und Querschnittsaufsicht einer Alzheimer-Amyloidfibrille (rot).
Hintergrund: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Gehirnschnitts mit AlzheimerAmyloidplagues
(braun), welche aus Amyloidfibrillen bestehen.
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