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Die Faltung von Proteinen ist eine der entscheidenden
Stufen im Leben eines Proteins. Wenn durch eine Fehlfunk-
tion die native Konformation nicht erreicht wird, fiihrt dies
zur Inaktivierung des Proteins. Das fehlgefaltete Protein kann
aber auch zu Stérungen und Fehlfunktionen von Kompo-
nenten der Zellmaschinerie oder sogar zum Zelltod fithren. In
den letzten Jahren wurde deutlich, dass eine ganze Reihe
menschlicher Krankheiten urséchlich mit der Fehlfaltung von
Proteinen zusammenhingt."?! Diese Krankheiten, zu denen
die Alzheimer-Krankheit (verantwortliches Protein: Af),
Parkinson (a-Synuclein), Encephalophathien des Prionpro-
teins und Diabetes mellitus Typ II (Insel-Amyloid-Polypep-
tid, IAPP) gehoren, werden daher auch ,,Protein-Konforma-
tionskrankheiten“ genannt.

Amyloidablagerungen weisen gemeinsam fibrilldre sub-
mikroskopische Strukturen auf, die aus geordneten Sekun-
darstrukturelementen mit gekreuzter p-Faltblatt-Struktur
aufgebaut sind. Sie bestehen aus [3-Strangen, die kontinuier-
lich senkrecht zur Fibrillenachse verlaufen.!" Es wird ver-
mutet, dass die gekreuzte -Faltblatt-Struktur der Amyloide
eine generische Strukturform von Polypeptidketten ist und
allgemein ein Energieminimum fiir aggregierte Protein dar-
stellt. Typischerweise bestehen Amyloidfibrillen aus zwei bis
sechs unverzweigten Protofilamenten (mit 2-5 nm Durch-
messer), die durch laterale Assoziation und Verdrillen Fi-
brillen mit einem Durchmesser von 4-13 nm bilden. Einmal
gebildet, sind die Fibrillen aufgrund ihrer hohen Packungs-
dichte und des tiefen Energieminimums, in dem sie sich be-
finden, extrem stabil und schwierig aufzulosen.”

Die molekularen Mechanismen, die der Bildung dieser
Aggregatstrukturen zugrunde liegen, sind noch nicht gut
verstanden. Dies hingt damit zusammen, dass diese unlosli-
chen Strukturen sehr groB sind (beziiglich ihrer molaren
Masse) und generell nicht kristallisiert werden konnen. Ob-
wohl bekannt ist, dass die Amyloidstrukturen toxisch sind,
wird ihre Rolle im Krankheitsverlauf jedoch noch kontrovers
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diskutiert. So wird auch vermutet, dass die préfibrilldren
Aggregate toxischer sind als die Amyloidfibrillen selbst.!*!

Zur Bestimmung der Stabilitidt und Energetik der Amy-
loidfibrillen wurden in der letzten Zeit neben Cosolvens-ab-
hédngigen Untersuchungen auch Druck- und Temperaturper-
turbationsmethoden eingesetzt. Seit der Entdeckung des
Nobelpreistragers P. W. Bridgman im Jahre 1914, dass hohe
Driicke zur Entfaltung und Denaturierung von Proteinen
fithren, wurde in zahlreichen weiteren Arbeiten gezeigt, dass
hohe hydrostatische Driicke zum Aufbrechen intermoleku-
larer Wechselwirkungen fiihren, die die native Konformation
des Proteins zusammenhalten, und dass die Entfaltung des
Proteins mit einer Volumenabnahme des Protein-Wasser-
Systems verkniipft ist.”! Weiterhin wurden hohe hydrosta-
tische Driicke (HHD) fiir die Disaggregation und Riickfal-
tung von Proteinen aus unloslichen In-vitro-Aggregaten ein-
gesetzt.1

FEine geeignete Form, die thermodynamische Stabilitit
eines Proteins darzustellen, ist eine mehrdimensionale Ener-
giehyperflache als Funktion der Temperatur, des Drucks und
der Losungsmittelbedingungen. Wenn die Losungsmittelbe-
dingungen (pH-Wert, Ionenstérke, Salz- und Cosolvenskon-
zentration) konstant gehalten werden, ist die Stabilitdt des
Proteins lediglich noch eine Funktion der Temperatur und des
Drucks. Die Differenz der Gibbs-Energien zwischen dem
denaturierten (entfalteten) und dem nativen Zustand,
A,G(Tp), relativ zu einem Referenzzustand T,,p, (z.B. die
Entfaltungstemperatur bei Normaldruck) kann — unter An-
nahme einer Taylor-Reihenentwicklung von A, G(T,p) bis zur
zweiten Ordnung in 7'und p um den Referenzzustand Ty,p, —
niherungsweise als Gleichung (1) geschrieben werden:['!!

Ak
AG =A,Gy + 2 (P*P(J)z + Aya(p—po)(T-To)

A {T<ln T1071> + Tn} + AV (p—po)—AuSo(T—T) W

Ak, Aya und A,C, sind die Anderungen der Kompressi-
bilitit, des Ausdehnungskoeffizienten bzw. der Warmekapa-
zitdt bei der Entfaltung (unfolding, u) des Proteins. Nihe-
rungsweise kann man sich die Entropie- (A,S=A,H/T) und
Volumeninderung (A,V) bei der Entfaltung zusammenge-
setzt denken aus einem intrinsischen Beitrag des Proteins
selbst sowie dem Beitrag seiner Hydrathiille. Die Entropie-
differenz beruht hauptséchlich auf einer Zunahme der Kon-
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figurationsentropie der Polypeptidkette, A,S..,;, und der En-
tropieénderung A,Syq der Hydrathiille aufgrund der Expo-
sition der zuvor im Proteininneren vergrabenen Aminosidu-
rereste (A,S = AyScont + AuShyar)- Analoges gilt fiir die Volu-
menénderung A,V and die Enthalpiedanderung A H (A H =
AuI_Icr)nf + AuI_Ihydr)'

Die Phasengrenze, wo das Protein aufgrund einer Tem-
peratur- oder Druckédnderung entfaltet, ergibt sich aus A,G =
0. Die physikalisch sinnvolle Losung der Phasengrenzkurve in
der p,T-Ebene hat eine ellipsendhnliche Form (Abbildung 1).

Druckdenaturierung

denaturiert
AS>0
AJ<0

-}~ Hitzedenaturierung
(Aggregation)

T/°C "~

Kiltedenaturierung © 50

Abbildung 1. Druck/Temperatur-Stabilititsdiagramm eines typischen
monomeren Proteins.”! Dargestellt sind die verschiedenen Wege der
Entfaltung des nativen Proteins (griine Fliche) sowie die entsprechen-
den thermodynamischen Eigenschaften beim Entfaltungsprozess. Die
Hitzedenaturierung wird oftmals von einer irreversiblen Aggregation
des Proteins begleitet. Weiterhin ist die Wasser/Eis-Phasengrenzkurve
angedeutet.

Die Exposition unpolarer Aminosiduregruppen bei der Ent-
faltung fithrt zu Bindung und Immobilisierung von Wasser-
molekiilen an ihrer Oberfldche, was zu einer Absenkung ihrer
Entropie fiihrt. Dieser Prozess ist stark temperaturabhingig
und gekennzeichnet von einer Zunahme der Wéarmekapazitét
bei konstantem Druck, d.h. A,C,>0 (die kalorimetisch be-
stimmt werden kann).

Wie auch in Abbildung 1 zu sehen, ist die Steigung der
p,T-Phasengrenzkurve zwischen Wasser und Eis I negativ, was
bedeutet, dass erhohter Druck den Stabilitidtsbereich fliissi-
gen Wassers bis auf Temperaturen unter 0°C ausdehnt (z.B.
—18°C bei ca. 2 kbar). Diese Moglichkeit, den Zustandsbe-
reich fliissigen Wassers unterhalb von 0°C bei etwas erhohten
Driicken auszuweiten, kann daher genutzt werden, um die
Kéltedenaturierung von Proteinen zu studieren. Bei solch
tiefen Temperaturen fiihrt eine signifikante Abnahme der
Hydratationsenthalpie A, H,y, (hervorgerufen durch eine
Zunahme energetisch giinstiger Wechselwirkungen zwischen
Wasser und der Proteinoberfliche) zu einer Destabilisierung
der nativen Proteinstruktur.'?l Die Enthalpiesinderung bei
der Entfaltung ist damit stark temperaturabhingig und fiihrt
dazu, dass bei geniigend tiefer Temperatur die Gibbs-Energie
der Entfaltung, A,G, negativ wird und das Protein unter
Abgabe von Wirme entfaltet. Im Allgemeinen liegen die
Temperaturen fiir die Kéltedenaturierung weit unterhalb von
0°C, sodass Druck angewendet werden muss, um das Wasser
im fluiden Zustand zu halten. Das Gefrieren des Wassers
kann unter Umstdnden aber auch durch Unterkiihlungs-
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techniken und Verwendung kleiner Volumina verhindert
werden.”) Wihrend die Hitzedenaturierung von Proteinen,
die hauptséchlich von einer groBen positiven Konfigurati-
onsentropiednderung, AS,,., hervorgerufen wird, meist ein
hochkooperativer Prozess ist, der zu einer weitgehenden
Entfaltung des Proteins fiihrt, stellt die Kéltedenaturierung,
die durch die Anzahl und Stirke der H-Briicken zur Ober-
flache des Proteins bei tiefen Temperaturen begiinstigt wird,
eine mildere Form der Denaturierung des Proteins dar, die
auch nur zu einer teilweisen Entfaltung des Proteins fiihrt.”)

Entsprechend dem in Abbildung 1 dargestellten Stabili-
tatsdiagramm fithren auch Druck und Kilte zu einer Desta-
bilisierung des Proteins. Beide Parameter wurden damit auch
angewendet, um Proteinaggregate und Fibrillen zu destabili-
sieren. Dies ist auf eine Kombination von Effekten zurtick-
zufithren. HHD fiihrt zundchst ganz allgemein zu einer
Schwichung hydrophober Wechselwirkungen. Weiterhin be-
glinstigt die Anwesenheit von Kavitdten im Inneren des ge-
falteten Proteins und an der Grenzfliche der Proteine in
Oligomeren die Entfaltung und Dissoziation dieser Struktu-
ren. Wenn diese beim Entfalten bzw. der Dissoziation der
Proteine mit Wasser gefiillt werden, fiihrt dies zu einer Vo-
lumenabnahme des Systems, wodurch der Prozess unter ho-
hem Druck begiinstigt wird. Auch die Dissoziation elektro-
statischer Wechselwirkungen mit anschlieBender Exposition
der geladenen Gruppen in wéssriger Losung fithrt durch
Elektrostriktion zu einer signifikanten Volumenverkleine-
rung. Analog fiihrt auch die Solvatation polarer Gruppen zu
einer Volumenabnahme der Losung.

Der Einfluss von Druck auf Proteinaggregate héngt ent-
scheidend vom Ordnungsgrad der Aggregatstruktur ab.
Frisch gebildete, amorphe Aggregate sind anfiélliger gegen
Druck und die Riickfaltung in den nativen Zustand als ge-
reifte, voll entwickelte Amyloidfibrillen. Im letzteren Fall
hingt die Effektivitit einer druckinduzierten Dissoziation der
Fibrillen von der speziellen Packung des Polypeptidriickgrats
und der Aminosédure-Seitenketten und damit vom freien
Volumen aufgrund von Packungsdefekten ab. Die Anfillig-
keit frisch gebildeter Aggregate und die Resistenz der meis-
ten gereiften Fibrillen gegeniiber HHD erlaubt damit nicht
nur, verschiedene Stufen des Amyloidbildungsprozesses zu
unterscheiden, man erhélt aufgrund der Reversibilitidt der
Aggregationsreaktion auch zuverlédssige thermodynamische
Daten iiber den Transformationsprozess.['* ¢!

Als Beispiel betrachten wir den Druckeinfluss auf Insu-
1in™! und IAPP in verschiedenen Stadien des Aggregations-
prozesses (Abbildung 2). Die Fihigkeit, den Fluoreszenz-
farbstoff Thioflavin T (ThT) zu binden, wird herangezogen,
um die Fibrillenbildung zu detektieren. Die Bindung von ThT
an fibrillare Strukturen fiihrt zu einer Zunahme der Fluo-
reszenzintensitdt. Man erkennt deutlich, dass im Anfangs-
stadium der Insulinaggregation, in dem nur oligomere Spezies
in einem Keimbildungs- und Wachstumsprozess gebildet
werden, Druckanwendung zur Dissoziation der Oligomere
fiihrt. Diese Oligomere werden hauptséchlich durch elektro-
statische und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert. Sie
weisen noch nicht die effektive Packung wie die gereiften
Insulinfibrillen auf, was sie gegen eine druckinduzierte Dis-
soziation anfillig macht. Die Unempfindlichkeit gereifter
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Abbildung 2. a) Druckeinfluss auf 0.5 Gew.-% Insulin in wissriger L6-
sung (0.1 M NaCl, T=60°C) in verschiedenen Stadien des Aggregati-
onsprozesses. Gezeigt ist die Abnahme der normierten ThT-Fluores-
zenzintensitét infolge eines Druckanstiegs auf 1 kbar nach zunehmend
langeren Inkubationszeiten. Nach einem Zeitraum von 35 und 60 min
herrschen oligomere Spezies vor, wihrend nach 2 h voll ausgereifte
druckresistente Insulinfibrillen gewachsen sind. b) ThT-Fluoreszenz-
spektren von gereiften IAPP-Fibrillen, die bei 1 bar und 25°C aus

10 um IAPP 6 Tage lang gewachsen sind (rot), sowie nach weiteren

72 h unter einem Druck von 2.1 kbar bei —15°C (blau).

Insulinfibrillen gegeniiber HHD zeigt dagegen, dass ihr aus-
gedehntes Wasserstoffbriickennetzwerk und eine optimale
Packung ihrer Seitenketten essenziell fiir ihre Stabilitét sind.
Abbildung 2b zeigt den Einfluss kéltedenaturierender Be-
dingungen bei erhohten Driicken auf IAPP-Fibrillen, die
zuvor 6 Tage lang bei 25°C gewachsen sind. Man beobachtet
keine Abnahme der ThT-Fluoreszenzintensitit unter diesen
Bedingungen. Dies bedeutet, dass, dhnlich den Insulinfibril-
len, auch diese gereiften IAPP-Fibrillen, die bei um-Kon-
zentrationen gewachsen sind, unter diesen Bedingungen nicht
dissoziieren. Dies wird durch Hochdruck-NMR-Experimente
bestitigt. Lediglich bei viel hoheren Peptidkonzentrationen
und Driicken beobachtet man eine teilweise Dissoziation der
IAPP-Aggregate.

Einige Amyloidfibrillen (insbesondere Protofibrillen)
haben ein grof3eres partielles spezifisches Volumen als die sie
aufbauenden Proteine. Dies ist dann der Fall, wenn beim
Aggregationsprozess, der von Konformationsinderungen der

www.angewandte.de

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

nativen Proteine auf ihrem Weg zu den nicht-nativen $-Falt-
blatt-Strukturen begleitet wird, neue, wasserfreie Kavitidten
und hydrophobe Taschen gebildet werden.'!”! In diesen
Fillen kann HHD auch zur Dissoziation der Amyloidfibrillen
fiihren. So wurde z.B. gezeigt, dass moderate Driicke (1-
3 kbar) in der Lage sind, Amyloidfibrillen von Transthyretin,
B,-Microglobulin und a-Synuclein zu dissoziieren.'"”"!8! Im
Falle des a-Synucleins zeigte sich, dass die Fibrillen aus Mu-
tationen, die bei der Parkinson-Krankheit eine grof3e Rolle
spielen (A53T and A30P), anfilliger gegen HHD sind als die
Wildtyp-Fibrillen, was dafiir spricht, dass durch diese Muta-
tionen hydrophobe Wechselwirkungen und die Packung der
Proteine in den Amyloidfibrillen beeinflusst werden. Eine der
spannendsten Anwendungen hoher Driicke in der Protein-
aggregationsforschung ist die Zerstorung der Infektiositét
von Prionenproteinen durch Druckbehandlung.!!

Finen sehr eleganten Weg haben auch kiirzlich Kim
et al.l"¥ beschritten, als sie zeigen konnten, dass sich Amy-
loidfibrillen auch durch tiefe Temperaturen auflosen lassen.
Sie zeigten, dass Amyloidfibrillen aus a-Synuclein in unter-
kiihlter wissriger Losung bei —15 °C schnell dissoziieren. °N-
markiertes a-Synuclein wurde in 1-mm-Glaskapillaren inji-
ziert, und diese wurden in 5-mm-NMR-Rohrchen platziert,
die dann einen Tag lang bei —15°C im unterkiihlten Zustand
inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden transmissi-
onselektronenmikroskopische Aufnahmen (TEM), ThT-
Fluoreszenz- und 2D-HSQC-NMR-Spektren aufgenommen,
die belegten, dass ungeordnete Aggregate mit nur wenigen
fibrilldren Strukturen entstanden sind. Ahnlich der Wirkung
von HHD wird die Stdrke hydrophober Wechselwirkungen
mit abnehmender Temperatur geringer. Die Autoren zeigten
weiterhin, dass bei —15°C die Abnahme der hydrophoben
und elektrostatischen Wechselwirkungen zu dieser kéltein-
duzierten Dissoziation der a-Synuclein-Fibrillen beitragt.

Neben der Auflosung mit aggressiven chemischen Agen-
tien sind also auch tiefe Temperaturen und/oder hohe Driicke
in der Lage, Proteinaggregate und Fibrillen zu dissoziieren.
Weiterhin sehen wir, dass die Anwendung von tiefer Tem-
peratur und hohem Druck als Perturbationsparameter eine
Reihe neuer, aufschlussreicher Informationen iiber die
Struktur und Stabilitit der Aggregate sowie die Kinetik ihrer
Bildung liefern kann.

Abbildung 3 zeigt eine Energielandschaft der Proteinfal-
tung und der Aggregationsprozesse.”*) Im Bereich hoher
Energien und Entropien liegt das Protein im entfalteten Zu-
stand in einer Vielzahl ungeordneter Konformationen vor.
Die Faltung des Proteins zum nativen Zustand geschieht
entlang einer rauen Energiehyperfliache (,,Faltungstrichter)
iiber eine schnelle Ausbildung intramolekularer Kontake. In
einem —im Allgemeinen langsamen — Nukleationsprozess mit
anschlieBendem autokatalytischem Aggregatwachstum par-
tiell entfalteter Konformationen (die durch Mutationen, be-
stimme Cosolventien, pH-Anderung usw. enstehen konnen),
kann die Bildung von Aggregaten und Amyloidfibrillen tiber
intermolekulare Kontakte einsetzen. Das System geht dann in
den ,,Aggregationstrichter” unter Bildung von lose gepackten
Oligomeren, amorphen Aggregaten oder Fibrillenstrukturen
iiber. Oftmals beobachtet man auch die Bildung unter-
schiedlicher Fibrillenstrukturen (Stdimme) mit unterschiedli-
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Abbildung 3. Energielandschaft fiir die Faltung und Aggregat-/Amyloid-
bildung eines Proteins.*@ Wahrend das Protein unter normalen phy-
siologischen Bedingungen seine native Konformation in einem globa-
len Energieminimum des Faltungstrichters erreicht, kann die Stapelung
dieser Proteine zu Amyloidstrukturen in einem ,Aggregationstrichter"
zu tieferen Energien fithren. Bei Anwendung gentigend tiefer Tempera-
turen und hoher Driicke ist eine Dissoziation dieser Proteinaggregate
und Fibrillen méglich, falls diese nicht dicht gepackt sind.

chen Packungseigenschaften und unterschiedlich tiefen
Energieminima, also eine ausgeprégte strukturelle Polymor-
phie. Eine Dissoziation der Proteinaggregate, unter be-
stimmten Bedingungen auch der Fibrillen, ist durch Anwen-
dung hoher Driicke oder unter kéltedenaturierenden Bedin-
gungen (weit unterhalb von 0°C) moglich. Dies ldsst vermu-
ten, dass eine nicht-optimal gepackte Amyloidstruktur — je
nach Umgebungsbedingungen — unterschiedliche Isoformen
zu bilden vermag. Im Gegensatz zur Einzigartigkeit des na-
tiven, funktionellen Faltungszustands des Proteins konnte
dies die Ursache fiir die Strukturvielfalt von Amyloidfibrillen
sein.

Diese Untersuchungen unter Einsatz der Kiltedenatu-
rierung von Kim et al.'¥ sowie der Druckperturbation wer-
den weitere Arbeiten an amyloidogenen Proteinen anstof3en.
Diese Arbeiten werden zu weiteren Einsichten in die struk-
turelle Vielfalt von Amyloidfibrillen fithren, die wahrschein-
lich verantwortlich ist fiir die verbliiffendste Beobachtung bei
den Prionen-Krankheiten: das Auftreten und die Propagation

Angewandte

von Stammen mit unterschiedlichen Phanotypen — ausgehend
von einem einzigen Protein.
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