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Loslichkeit ist eine Grundvoraussetzung fiir die Funktionen
eines Proteins innerhalb des komplexen Netzwerks zellulidrer
Bestandteile." Eine Gruppe schwerster Krankheiten, dar-
unter die Alzheimer’sche und die Parkinson’sche Krankheit,
werden mit dem Verlust der Loslichkeit von Peptiden und
Proteinen in Verbindung gebracht, welcher von ihrer Ag-
gregation zu geordneten Amyloidfibrillen begleitet wird.
Man weil3, dass diese Aggregate zumindest unter manchen
physiologischen Bedingungen thermodynamisch stabiler sind
als die nativen Formen biologischer Polypeptide.’! Diese
Entdeckung wirft die Frage nach den Faktoren auf, die Pro-
teine unter den Bedingungen in Losung halten, unter denen
der l6sliche Zustand nicht notwendigerweise dem absoluten
Minimum der freien Energie(hyperfliche) entspricht. Um
diese Frage anzugehen, haben wir im Detail die Kinetik des
Wachstums von Amyloidfibrillen einer Vielzahl von Poly-
peptiden untersucht. Die Bildung von Amyloidfibrillen aus
loslichen Proteinmolekiilen umfasst mindestens einen pri-
maéren Nukleationsprozess, das Wachstum von Fibrillen, und
im Allgemeinen einen sekundidren Nukleationsprozess, wie
etwa die Fragmentierung von Fibrillen.! Zudem konnen
multiple, sich gegenseitig ineinander umwandelnde oligomere
Zwischenprodukte beteiligt sein.¥! Messungen des Wachs-
tums von Amyloidfibrillen in Losung umfassen oft all diese
Prozesse gleichzeitig, und es kann daher sehr schwierig sein,
die Konzentrationen der einzelnen Spezies und die Ge-
schwindigkeitskonstanten der Elementarschritte genau zu
bestimmen.

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurden in den
letzten Jahren neue, auf Oberflichensensoren basierte Her-
angehensweisen entwickelt. Eine hauptsichliche Technik ist
die Verwendung von Quarzkristall-Mikrowaagen (QCM), um
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das Wachstum einer festen Anzahl von oberfldchengebun-
denen Fibrillen zu verfolgen.”'! Diese Methoden beruhen
darauf, dass Aggregation in Anwesenheit von vorher gebil-
deten Fibrillen durch Animpfen stark beschleunigt werden
kann.'” Das Wachstum der Fibrillen wird durch die damit
verbundene Zunahme der hydrodynamischen Masse verfolgt,
was dadurch ermdoglicht wird, dass die Anderungsgeschwin-
digkeit der Resonanzfrequenz direkt zur durchschnittlichen
Wachstumsgeschwindigkeit der Fibrillen proportional ist.”
Das Wachstum vorhandener Fibrillen durch die Anlagerung
eines loslichen Proteinmolekiils kann als eine diffusive Tra-
jektorie iiber eine einzige freie Energiebarriere beschrieben
werden™ und liuft ohne Intermediate zwischen Monomer
und Fibrillen ab. Die Mboglichkeit, die Oberfliche des
Quarzsensors mit dem Rasterkraftmikroskop zu untersuchen,
erlaubt eine Bestimmung der Oberflaichenkonzentration der
Fibrillen, welche wichtig ist fiir die Bestimmung der Ge-
schwindigkeitskonstanten dieser bimolekularen Reaktion,
deren Geschwindigkeit sowohl von der Konzentration 16sli-
chen Proteins als auch der Anzahl verfiigbarer Fibrillen ab-
hingt. Zudem kann die Linge der Fibrillen vor und nach
einem Experiment verglichen werden, was einer unabhéngi-
gen Messung des Lingenzuwachses entspricht, welche wie-
derum dazu verwendet werden kann, um das Frequenzver-
halten der Mikrowaage zu kalibrieren. Das kovalente, irre-
versible Anhaften der Impffibrillen an die Sensoroberfld-
che!"und die darauffolgende Passivierung der verbleibenden
Oberfldche sowie auch die kurze Dauer eines einzelnen Ex-
perimentes sorgen dafiir, dass nur Fibrillenwachstum gemes-
sen wird, und dass primére und sekundire Nukleationspro-
zesse vernachléssigt werden konnen. Diese Selektivitdt wird
durch die Linearitit der Frequenzabnahme und die hohe
Reproduzierbarkeit der Daten bestétigt, die durch QCM-
Messungen erhalten werden.[!

Am Anfang einer systematischen Untersuchung der
Energiebarrieren, die den loslichen Zustand eines Proteins
vom fibrilliren Zustand trennen, steht die Messung der
Temperaturabhéngigkeit der Geschwindigkeit des Fibrillen-
wachstums, welche eine Bestimmung der Aktivierungsen-
thalpie mithilfe eines Arrhenius-Diagramms erlaubt. Die
Temperaturabhingigkeit der Wachstumgsgeschwindigkeit
von Amyloidfibrillen ist schon fiir eine Anzahl amyloidbil-
dender Peptide und Proteine gemessen worden,'*?? und wo
immer moglich wurden diese Literaturdaten in der hier
durchgefiihrten Analyse mit in Betracht gezogen. Diese ver-
offentlichten Daten wurden mithilfe verschiedener experi-
menteller Techniken gewonnen, vor allem basierend auf
Molekiilmarkern wie Thioflavin-T. In solchen Experimenten
ist es schwierig, ausschlieBlich das Wachstum vorhandener
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Fibrillen zu untersuchen, und daher ent-
sprechen die veroffentlichten Werte fiir
Energiebarrieren vermutlich in manchen
Fillen einer Kombination aus verschie-
denen Elementarschritten. Wir hingegen
haben unsere Messungen des Fibrillen-
wachstums mit Mikrowaagen durchge-
fithrt, die ganz besonders spezifisch sind,
und haben den Umfang der vorhandenen
Datensammlung ganz erheblich dadurch
vergroBert, dass wir Peptide und Proteine
ganz verschiedener Sequenz untersuch-
ten, die Amyloid unter einer Reihe un-
terschiedlicher Losungsbedingungen
bilden konnen. Abbildung1 zeigt z.B.
sowohl Rohdaten der Temperaturabhén-
gigkeit des Fibrillenwachstums von PI3K-
SH3 als auch Rasterkraftmikroskopie-
(AFM)-Bilder der QCM-Sensoroberfli-
che.

Ahnliche Experimente wurden mit
einer Reihe anderer Peptide und Proteine
durchgefiihrt, und die resultierenden Ar-
rhenius-Diagramme sind in Abbildung 2
gezeigt. Es wurde keine ausgeprigte
Kriimmung beobachtet, im Gegensatz zu
der manchmal in der Protein-
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Abbildung 1. a) QCM-Experimente zur Untersuchung der Temperaturabhingigkeit des Wachs-
tums von PI3K-SH3-Amyloidfibrillen. Der Temperaturanstieg zwischen jeder Messung fiihrt zu
einem Anstieg der Resonanzfrequenz (weifler Hintergrund). Nachdem sich die Frequenz stabi-
lisert hatte, wurden die an die Oberfliche gebundenen Fibrillen mit einer Lésung des gleichen
Proteins inkubiert (griine Streifen), und das Wachstum der Fibrillen fiihrt zu einer Abnahme
der Resonanzfrequenz, da die an die Oberfliche gebundene hydrodynamische Masse zu-
nimmt. Die Anderungsgeschwindigkeit der Frequenz ist proportionell zur (durchschnittlichen)
Wachstumsgeschwindigkeit der Fibrillen. Die drei Frequenzoberténe N=3 (schwarz), N=5
(rot) und N=7 (blau) sind dargestellt. Einschub: Arrhenius-Diagramm der Rohdaten, in dem
der Mittelwert der drei gezeigten Oberténe aufgetragen wurde. b) AFM-Bilder zweier Regionen
des QCM-Sensors, die verwendet wurden, um die Oberflichendichte der Fibrillen abzuschit-

zen.

faltung beobachteten Abwei-
chung von der Linearitit.”
Dies konnte dadurch bedingt
sein, dass wir in unserer Studie
eine begrenztere Temperatur-
region  untersucht  haben.
Zudem deutet dieses Ergebnis
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sind in Tabelle 1 aufgefiihrt und
als rote Balken in Abbildung 3
gezeigt.
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Abbildung 2. Arrhenius-Diagramme fiir die verschiedenen Peptide und Proteine, die in dieser Arbeit unter-
sucht wurden. Jedes Diagramm entspricht einem Experiment Zhnlich dem in Abbildung 1 gezeigten. Die
Fehlerbalken der Datenpunkte leiten sich aus dem Unterschied in der Frequenzantwort der Oberténe
N=3,5,7 ab (Details siehe Hintergrundinformationen). Die betreffenden Molekiile sind entweder als pdb-
Strukturen oder als Zufallsknduel schematisch dargestellt, je nachdem, wie das Protein unter den experi-
mentellen Bedingungen vorliegt. Fiir Humanlysozym sind zwei Diagramme gezeigt, eines fiir die native
Form (untere Datenpukte mit héherer Steigung) und eines fiir die reduzierte Form des Proteins, in der
die Disulfidbriicken gebrochen wurden.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der thermodynamischen Aktivierungsparameter der Proteine, die in dieser Studie untersucht wurden, erginzt durch

Literaturdaten.?!

Peptid/Protein Anzahl Struktur  pH Ladung  lonen- AG* [kJmol™  AHT [kfmol™"]  TAS™ [k) mol™]
Aminosiuren stirke [M] (bei 298 K)
humanes Glucagon 29 nt 2.0 +5 0.03 16.2+4.5-15 30.0+12.0 13.8+£18.0
bovine Insulinkette B 30 nt 2.0 +3 0.01 16.2+4.4-15 35.0410.0 18.8£16.0
humanes AB (1-42) 42 nt 7.4 -3 0.1 59+4.0-1.4 66.1+8.1 60.2+13.5
bovines Insulin 51 t 20 +5 0.01 25.04+4.0-1.5  102.5+4.2" 77.5+£9.6
Ure2p aus Hefe 354 (~70) nt 8.4 -7 0.25 9.6+4.0-1.5 27.0+£10.0 17.4£15.5
bovines PI3K-SH3 84 nt 2.0 +12 0.01 20.4+3.9-1.5 421+£85 21.8+£13.9
humanes $2-Mikroglobulin 100 nt 2.0 +18 0.04 16.7+52-15 483186 31.6+15.3
bovines o-Lactalbumin 123 nt 1.2 +17 0.2 13.5+41-14 107.0+10.0 93.5+15.6
humanes Lysozym (nativ) 130 t 1.2 +21 0.2 25.0+4.0-1.5 167.7+£14.7 142.7£20.1
humanes Lysozym (reduziert) 130 nt 1.2 +21 0.2 9.9+4.1-1.4 68+12 58.1+£17.5
humanes a-Synuclein 140 nt 7.4 -9 0.15 13.944.1-15  71.0£5.6" 57.1£11.2
bovines B-Lactoglobulin 162 t 2.0 +21 0.2 31.84+3.9-1.4  83.7+9.6 53.9+14.9
humanes AP (1-40) 40 nt 1.0 +7 0.1 n/a 95.4+4.6' n/a
humanes AB (1-40) 40 nt 7.5 —4 0.15 n/a 61.9+1.3%" n/a
humanes AR (1-40) 40 nt 3.1 +6 0.1 n/a 42.91") n/a
fungales Het-s 289 (2 70) nt 7.0 -6 0.12 n/a 164 2% n/a
humanes Stefin B 98 t 475 +8 0.165 n/a 112.9+£20.9"1  n/a
humanes Ig (leichte Kette) 122 t 7.4 +1 0.11 n/a 153 £1201 n/a
humanes a-Chymotrypsin 245 t 7.0 +4 0.15 n/a 208 +17%1 n/a

[a] Wir haben die Aktivierungsenthalpie der Viskositét von Wasser hier nicht von der gemessenen Aktivierungsenthalpie substrahiert, wie es manchmal
in Studien von Proteinfaltung praktiziert wird.”® Des Weiteren zitieren wir keine Werte fiir Aktivierungsentropien, da diese GréRe sehr vom jeweiligen

theoretischen Modell des analysierten Prozesses abhingt und es schwierig ist, verschiedene Arbeiten in dieser Hinsicht zu vergleichen. Im Fall der

Prionen Ure2p und Het-s enspricht die Zahl in Klammern der Linge der Region in der Sequenz, die Fibrillen bilden kann. Abkiirzungen: nt=keine
Tertidrstruktur im 18slichen Protein vorhanden, t =Tertidrstruktur vorhanden (siehe Hintergrundinformationen fur Literaturquellen dazu). In Féllen, in

denen die Aktivierungsenthalpie fir ein bestimmtes Protein, das wir vermessen haben, schon publiziert war, finden wir gute Ubereinstimmung mit

unseren Messwerten: [b] 84.1 3.3 kJmol™' .. [c] 100.4 k] mol ™.
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Abbildung 3. Uberblick iiber die gemessenen und berechneten Werte
der Aktivierungsparameter. Alle Aktivierungsenthalpien AH* sind posi-
tiv und daher ungiinstig fiir die Reaktion, wohingegen die Aktivie-
rungsentropien AS™ immer giinstig sind. Die Enthalpie-Entropie-Kom-
pensation, die im Text niher erlautert wird, ist hier klar erkennbar.

polymerphysikalischer Theorie hergeleitet haben.'®! Diese
Methode der Bestimmung von AG™ ist formal dquivalent zur
in Lit. [24] dargelegten und vermeidet wie diese lange Ex-
trapolationen von Arrhenius-Diagrammen. Die absolute
Wachstumsgeschwindigkeit konnte relativ einfach durch Mi-
krowaagenmessungen erhalten werden, wie oben erldutert
wurde (siche Abbildung 1b). Der Proportionalititsfaktor
zwischen Frequenzidnderung und zusétzlich angelagerter
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Masse durch das Fibrillenwachstum wurde empirisch kali-
briert (siche Hintergrundinformationen), da bekannte ana-
lytische Modelle, die eine Verbindung zwischen diesen
GroBen herstellen, die hydrodynamischen Verhiltnisse einer
Fibrillenschicht in Kontakt mit einer Fliissigkeit nicht ange-
messen beschreiben.

Wir haben diesen Proportionalitétsfaktor fiir alle Proteine
dieser Studie zu 544 ngHz ' bestimmt (angelagerte Masse
pro Frequenzinderung). In Verbindung mit einer Abschit-
zung der Gesamtanzahl an wachsenden Fibrillen auf der
Oberfliche des Quarzsensors (extrapoliert anhand von
mehreren AFM-Bildern verschiedener Regionen der Sen-
soroberfliche) war es uns moglich, die durchschnittliche
Wachstumsgeschwindigkeit pro Fibrille zu bestimmen. Dieser
Wert erlaubt es uns wiederum, die freien Aktivierungsener-
gien AG* zu berechnen, und wenn diese mit den Aktivie-
rungsenthalpien aus den Arrhenius-Diagrammen kombiniert
werden, erhalten wir die Aktivierungentropien TAS®. Wir
halten hierbei fest, dass die Entropiewerte mit den groften
experimentellen Unsicherheiten behaftet sind, da sie die
Fehler aus den Messungen der freien Aktivierungsenergien
und der Aktivierungsenthalpien enthalten.

Zusammenfassungen dieser Daten und Berechnungen
sind in Abbildung 3 und in Tabelle 1 gezeigt, mit Fehlerbal-
ken, die von Wiederholungen der Experimente stammen. Die
meisten Messungen der Temperaturabhingigkeit wurden
mindestens dreifach wiederholt. Im Allgemeinen gilt, dass je
kleiner der Wert der gemessenen Aktivierungsenthalpie AH™*
ist, desto grofer ist der relative Fehler, da die Wachstums-
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geschwindigkeit weniger von der Temperatur abhéngt. Die
Bestimmungen der absoluten Wachstumsgeschwindigkeit
wurden auch mindestens dreimal durchgefiihrt. Hierbei
werden die Fehlerbalken durch die eine Grofenordnung
umfassende Unsicherheit in der Bestimmung des Proportio-
nalitidtsfaktors der Mikrowaage dominiert, welche linear mit
den Fehlern in der Wachstumsgeschwindigkeit der Fibrillen
verbunden ist.

Eine bemerkenswerte Eigenschaft dieser Sammlung von
Daten ist, dass die Aktivierungsenthalpien in allen Fillen
ungiinstig sind, wihrend die Aktivierungsentropien immer
giinstig fiir die Reaktion sind. Die Werte der Enthalpien und
Entropien sind variabler fiir die verschiedenen Proteine als
die freien Aktivierungsenergien. Man kann daher erkennen,
dass das bekannte Phanomen der Enthalpie-Entropie-Kom-
pensation, das fiir viele Reaktionen in (wéssriger) Losung
beobachtet wird,?>?! auch hier auftritt.

Nachdem wir nun diese umfangreiche Sammlung aus
unseren eigenen Daten und Literaturdaten (Tabelle 1) vor-
liegen haben, konnen wir untersuchen, welche mechanisti-
schen Informationen darin enthalten sind, indem wir die
Werte der Aktivierungsparameter mit charakteristischen Ei-
genschaften der Peptide in Zusammenhang bringen. Wenn
die Aktivierungsenthalpien AH™ gegen die Linge der Ami-
nosduresequenz aufgetragen werden (Abbildung4a), wird
erkennbar, dass diese GroBen signifikant korreliert sind (#* =
0.51). Diese Beobachtung impliziert ein einfaches Verhiltnis
zwischen der Energie des Ubergangszustandes und der GroBe
des Proteins. Allerdings wird aus dieser Auftragung auch klar,
dass Proteine, die unter den Bedingungen unserer kinetischen
Experimente zu einem hohen Grad gefaltet sind (d.h. die
einen hohen Grad an Tertidrstruktur haben), in den meisten
Fillen eine hohere Aktivierungsenthalpie bei gegebener Se-
quenzlinge aufweisen. Wenn die Aktivierungsenthalpien
durch die Anzahl der Aminosduren des jeweiligen Peptides
geteilt und anhand des Vorhandenseins von Tertiédrstruktur in
zwei Gruppen eingeteilt werden (Abbildung 4b), wird deut-
lich, dass signifikante Tertidrstruktur in der Regel die Akti-
vierungsenthalpie pro Aminosdure erhoht. Wir merken hier
an, dass alle Experimente unter Bedingungen durchgefiihrt
wurden, unter denen die Tendez der Peptide zur Bildung von
Amyloidfibrillen sehr hoch ist, was die beobachtete Korre-
lation wahrscheinlich schwicher macht, da wir auch wissen,
dass diese Bedingungen Tertidrstruktur destabilisieren
konnen. Y

Die Hypothese, dass die Gegenwart von Struktur neben
der Anzahl der Aminosduren zuminest fiir einen Teil der
Aktivierungsenthalpie verantwortlich ist, wird durch die Be-
obachtung gestiitzt, dass die Reduktion und Passivierung der
Disulfidbriicken in Humanlysozym eine signifikante Abnah-
me (mehr als 50%) der Aktivierungsenthalpie zur Folge hat
(siche Abbildung 2 und Tabelle 1). Reduktion fithrt zum To-
talverlust aller Tertidrstruktur des Lysozyms (Lit. [31] und
Hintergrundinformationen). Obgleich das Brechen einer
Disulfidbindung komplizierte Folgen fiir die gesamte Ener-
giehyperfliache des Proteins haben kann, stiitzt diese Beob-
achtung die These, dass die Gegenwart von Tertidrstruktur
einen Beitrag zur Energiebarriere der Umwandlung des 16s-
lichen Zustandes eines Proteins in den Fibrillen liefert.

www.angewandte.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

8.) 250, Py ey .
unstrukturiert oder Sekundérstruktur
200k Tertidrstruktur . |
= I
82 | :
=
§ & 1000 - i 1
g% i i
<a 50 I I I 8
0 50 100 150 200 250
b) Sequenzlange —
I 20} § .
23 1sf 1
52 g -ii -
2~
210} 4
52 3 5
82
= g 05F "?#? 3 4
5 [=
S 0
P &

e X
unstrukturiert oder [
Sekundérstruktur

Tertidrstruktur
C) '
25 T T T T
‘[ alle Aminosauren "
| 20F ¢ " 1
@ B
2 E
g2 51 - . 1
s
&3 1.0r - 1
c W =
g2 . .
2 E 05r an & " |
= < » T
< o I "
8- 0 I L I I
0 -1.0 2.0 -3.0 -4.0

freie Transferenergie
pro Aminoséure / kJ mol™'

Abbildung 4. Korrelationen der Aktivierungsparameter mit Eigenschaf-
ten der Aminosauresequenz der Polypeptide. a) Korrelation der Aktivie-
rungsenthalpie mit der Linge der Peptidkette (=0.51). Die Daten-
punkte sind farblich markiert, je nachdem ob das Protein unter den
experimentellen Bedingungen signifikante native Struktur aufweist (rot,
separates #=0.41) oder nicht (schwarz, separates *=0.39). b) Akti-
vierungsenthalpien, geteilt durch die Anzahl der Aminosauren. Eine
Kastengraphik (Median und obere und untere Quartile) zeigt, dass ein
signifikanter Anteil der Aktivierungsenthalpie von der Gegenwart von
Tertidrstruktur im l6slichen amyloidbildenden Protein stammt
(MannWhitney U=12.5, n, =10, n,=6, P=0.066 zweiseitig). c) Akti-
vierungsentropie pro Aminosiure als Funktion der durchschnittlichen
Hydrophobie des Polypeptids (wobei die freie Energie des Transfers
von Wasser nach Octanol als Maf} der Hydrophobie verwendet wird,
nach Lit. [35]). Diese Analyse kann noch verfeinert werden, indem nur
die Daten von Proteinen verwendet werden, fiir die eine Abschitzung
des Teiles der Sequenz existiert, der sich im Kern der Fibrillen befindet
(Hintergrundinformationen). Die Korrelation verbessert sich durch
diese Verfeinerung (r* dndert sich von 0.37 nach 0.71), was darauf hin-
weist, dass Hydrophobie signifikant zur giinstigen Aktivierungsentro-
pie beitrigt.

Nach Abbildung 4a wird jedoch ein groBer Teil der Ak-
tivierungsenthalpie schlicht von der Gro3e des Polypeptids
bestimmt. Daher ist die gemessene Aktivierungsenthalpie
wahrscheinlich eine Summe einer groBen Anzahl schwacher
Wechselwirkungen, deren Anzahl zur Lénge der Aminoséu-
rekette proportional ist. Wenn ein Polypeptid in wissriger
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Umgebung seine Struktur dndert, wird simultan eine grofie
Zahl von Wasserstoffbriicken und anderen schwachen
Wechselwirkungen gebrochen und gebildet, was nur eine
geringe Gesamtinderung der Energie zur Folge hat.’” Diese
Anderungen in der Energie sind allerdings oft von entropi-
schen Beitrdgen begleitet, besonders bei Vorgingen, die
Wasserstoffbriicken mit Wasser betreffen.’® Wenn sich z.B.
ein monomeres Polypeptid an eine Fibrille anlagert, wird es
der wissrigen Umgebung einen geringeren Anteil seiner
Oberfldche prisentieren, und die Anlagerung wird daher von
einer (teilweisen) Desolvatisierung begleitet sein. Dieser
Vorgang konnte daher nicht nur fiir die Korrelation in Ab-
bildung 4 a verantwortlich sein, sondern auch fiir die giinstige
und in manchen Fillen sehr hohe Aktivierungsentropie
(Abbildung 3 und Tabelle 1).54

Um diese Vermutung zu testen, haben wir die Aktivie-
rungsentropie pro Aminosdure gegen die durchschnittliche
Hydrophobie der jeweiligen Polypeptidsequenz aufgetragen
(Abbildung 4c). Als MaB fiir die Hydrophobie verwenden wir
hier die freie Energie des Transfers der Aminosiduren von der
wissrigen Phase in Octanol (Lit. [35] und Hintergrundinfor-
mationen). Diese zwei GroBen sind schwach korreliert (=
0.37) (rote Datenpunkte), aber selbst wenn eine solche Kor-
relation sehr hoch wire, wiirde sie in unseren Daten nur
schwer erkennbar sein, da wir die Unterschiede in den Lo-
sungsbedingungen fiir die verschiedenen Proteine und wei-
tere Beitrdge zur Aktivierungsentropie, wie z.B. Transla-
tionsentropie und die Entropie der Peptidkette, in dieser
Analyse nicht beriicksichtigen. Um dennoch eine Verbindung
zwischen Hydrophobie und Aktivierungsentropie klarer
herauszuarbeiten, haben wir eine weitere Analyse auf die
Polypeptide beschrinkt, fiir die bekannt ist, welche Amino-
sduren den Kern der Fibrillen bilden (Hintergrundinforma-
tionen). Diese Teile der Peptidsequenz sind mit groBer
Wahrscheinlichkeit wichtiger fiir die Ausbildung des Uber-
gangszustandes als andere Teile der Sequenz. Wenn die Werte
der Aktivierungsentropien durch die Anzahl der Aminosiu-
ren im Kern geteilt werden, wird tatsidchlich eine stdrkere
Korrelation mit der durchschnittlichen Hydrophobie dieser
Aminosiuren beobachtet (griine Datenpunkte, #*=0.71).
Diese Analyse weist klar darauf hin, dass die Desolvatisie-
rung der hydrophoben Teile der Peptidsequenz im Uber-
gangszustand einen groffen Beitrag zur giinstigen Aktivie-
rungsentropie leistet.

Zusammenfassed haben wir in dieser Arbeit die freien
Energiebarrieren, die mit dem Wachtum von Amyloidfibril-
len assoziiert sind, mithilfe von QCM-Techniken gemessen
und analysiert. Wir haben herausgefunden, dass die ungiins-
tigen Aktivierungsenthalpien AH* von der insgesamt un-
giinstigen Bildung und dem Zerbrechen von vielen schwa-
chen Wechselwirkungen (wohl hauptsichlich zwischen dem
Polypeptid und Wasser) verursacht werden, welche nétig sind,
um den Ubergangszustand zu erreichen. AuBerdem ist es
notig, die vorhandene interne Struktur des loslichen Poly-
peptids aufzubrechen. Die Aktivierungsentropien sind hin-
gegen giinstig, und wir haben herausgefunden, dass diese
GroBe mit der Hydrophobie der Kernregion des Polypeptids
korreliert, das die Fibrillen bildet. Diese Studie liefert daher
wichtige Informationen iiber den molekularen Ursprung der
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Energiebarrieren, die in vielen Féllen fiir die Metastabilitét
loslicher Proteine gegeniiber Aggregation verantwortlich
sind.’! Insofern trigt diese Arbeit auch zum Verstindnis der
Faktoren bei, die die feine Balance zwischen der normalen
Funktion und aberrantem Verhalten eines Proteins, das zu
Krankheit fiihrt, kontrollieren.!

Experimentelles

Die Messungen der Amyloidwachstumsgeschwindigkeiten wurden
mithilfe einer E4-Quarzkristallmikrowaage (Q-Sense, Vistra Frol-
unda, Schweden) durchgefiihrt. Um die Oberfldchendichte der Fi-
brillen abzuschitzen, wurden Bilder der getrockneten QCM-Senso-
ren vor und/oder nach den kinetischen Experimenten mit einem
Rasterkraftmikroskop (Molecular Imaging Pico Plus, Tempe, AZ)
aufgenommen, und die Fibrillen innerhalb einer bestimmten Region
wurden gezdhlt. Der Proportionalitatsfaktor zwischen der Fre-
quenzdnderung und der Zunahme der Proteinmasse wurde detailliert
untersucht und fiir vier Polypeptide (humanes Af (1-42), Ure2p aus
Hefe, humanes o-Synuclein und bovines Insulin) mit zwei verschie-
denen Methoden bestimmt (Verarmung der Peptidkonzentration in
der QCM-Zelle und AFM-Liangenanalyse).
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