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Die Alzheimersche Krankheit (AD) ist eine der hiufigsten
und schwersten Formen der Demenz, jedoch ist ihre kom-
plexe Pathogenese noch nicht vollstindig verstanden (Uber-
sichtsartikel siche Mattson!'! oder Blennow et al.?). Das ty-
pische histologische Merkmal von AD ist das Vorhandensein
von Amyloid-Ablagerungen in den Gehirnen von Patienten,
deren Hauptbestandteil das B-Amyloid-Peptid (AP) ist.
GemiB der allgemein akzeptierten Amyloidhypothese ist A}
die primire Ursache der Erkrankung.®# Das AB-Peptid wird
durch die proteolytische Spaltung des Amyloid-Vorldufer-
Proteins (APP) durch die - und y-Sekretasen produziert.
Man vermutet, dass das Peptid als Teil des APP in der
Membran eine o-helikale Konformation einnimmt.F¥ An-
fanglich 1oslich, lagert sich das Peptid zu Oligomeren zu-
sammen, die wahrscheinlich der priméiren toxischen Spezies
entsprechen.”!% SchlieBlich bilden sich die Fibrillen der
Amyloid-Plaques, in denen das Peptid eine sich iiberkreu-
zende [-Faltstrangstruktur (,,cross beta“-Struktur) ein-
nimmt.!"'"!

Die Polymerisationsreaktion setzt sich aus zwei grundle-
gend verschiedenen Prozessen zusammen: der Keimbildung
und der Elongation der bestehenden Fibrillen (Abbildung 1).
An beiden Reaktionen konnten entweder nahezu korrekt
gefaltete Monomere (Zustand 1) oder weniger strukturierte
und unstrukturierte Monomere (Zustand 2) beteiligt sein, die
unterschiedlich mit Fibrillen (Zustinde 3 und 4) oder mit
kleinen oligomeren Keimen (Zustand 5) wechselwirken. Fiir
die Elongation der stabilen Fibrillen (Zustand 4) miissen die
im Zustand 3 gebundenen Monomere eine umfassende kon-
formative Reorganisation durchlaufen. Die gefaltete Kon-
formation 1 (falls in Losung vorhanden) sollte eine signifikant
hohere Affinitdt zu Fibrillen haben (Konformationsselekti-
on). Die Polymerisationskinetik sollte sich deutlich von der
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@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (Details der Proben-
vorbereitung, der NMR-Spektroskopie und der Auswertung der
Hochdruckdaten) sind im WWW unter http://dx.doi.org/10.1002/
ange.201301537 zu finden.
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Abbildung 1. Polymerisation von Af. Durch Auslassen kleiner instabi-
ler Oligomere wie der 3-Bille und unterschiedlicher Fibrillgeometrien
wurde das Schema vereinfacht. Die Analyse unserer experimentellen
Daten zeigt, dass Zustand 2 aus zwei Sub-Zustinden besteht, aus
Sub-Zustand 2’ von teilweise strukturierten Monomeren und aus Sub-
Zustand 2" von Random-Coil-dhnlichen Strukturen.

des wenig strukturierten Polymers unterscheiden. Konfor-
mation 1 von AP konnte wichtig fiir eine Wirkstoffentwick-
lung sein.

Normalerweise wird fiir das Peptid eine iiberwiegend
unstrukturierte Konformation in Losung angenommen (Zu-
stand 2), die nur voriibergehende helikale Sekundarstruk-
turelemente bildet."*'%1 Kiirzlich wurde allerdings eine
kompakte Struktur von monomerem AP publiziert.l”! Sitti-
gungstransfer- und "N-Relaxationsexperimente erméoglichten
die Charakterisierung der reversiblen Wechselwirkung der
AB-Monomere mit den Oberflichenresten der Protofibrillen
(Ubergang Zustand 1 zu 3) und lieferten damit Informationen
iiber die direkte Kontaktfliche der Peptide mit den Protofi-
brillen."™

Der Ubergang von AP aus einer partiell o-helikalen
Struktur des Monomers zu einer cross-p-Konformation
scheint ein entscheidender Schritt in der Pathogenese der AD
zu sein. Der Mechanismus dieser Umwandlung ist jedoch
noch nicht aufgekléart. Hochdruck-NMR-Spektroskopie kann
hier im Prinzip helfen, da sie ermoglicht, unterschiedliche
Konformationen von Polypeptiden, die bei Normaldruck in
Losung vorliegen, durch die Beobachtung ihrer Druckant-
wort zu identifizieren. In der Tat kdnnen wir einen kompakt
gefalteten Zustand und einen partiell gefalteten Zustand mit
deutlich unterschiedlichen molaren partiellen Volumina
nachweisen. Beide Konformere koexistieren bei Atmosphé-
rendruck.
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Eine Reihe von 'H,”"N-HSQC-Spektren von AP(1-40)
wurde bei verschiedenen Driicken und Temperaturen aufge-
nommen (Abbildung S1 der Hintergrundinformationen). Die
meisten der Amidsignale verschieben sich kontinuierlich mit
dem Druck, die Mehrheit davon in Richtung Tieffeld. Die
druckinduzierten Anderungen der chemischen Verschiebun-
gen sind vollstandig reversibel. Um unspezifische Druckef-
fekte auszuschlieBen, die in Random-Coil-Strukturen beob-
achtbar sind, wurden die entsprechenden druckabhingigen
Verschiebungsidnderungen von Random-Coil-Modellpepti-
den® von den experimentellen Daten subtrahiert. Nach
dieser Korrektur wiirde eine Random-Coil-Struktur von AB
durch verschwindende Druckeffekte charakterisiert sein. An
die kombinierten Daten der 'H- und “N-chemischen Ver-
schiebungen! erfolgte eine Anpassung mit einer Taylorreihe
zweiter Ordnung [GL. (1) der Hintergrundinformationen].
Die Anpassung ergab dann die Druckkoeffizienten erster
Ordnung, B,*, und zweiter Ordnung, B,* (Abbildung 2). Bei
der Analyse der Daten lassen sich charakteristische Cluster
der Druckkoeffizienten in der Aminosduresequenz erkennen.
Sie korrelieren gut mit den Bereichen, in denen Struktur-
tiberginge fiir AP bei der Fibrillenbildung erwartet werden.
Ein Beispiel ist der Bereich zwischen den Aminosduren 25
und 30, in dem eine Gelenkregion sowohl in den Losungs-
strukturen"'>'* als auch in den Modellen von fibrillirem
APM1321 existiert. Die von Danielson et al.'®! definierten
Sekundéreinheiten entsprechen fast perfekt den beobachte-
ten Druckmustern. Die beiden vorhergesagten (-Strangre-
gionen sind durch grofle positive Koeffizienten erster Ord-
nung und grofle negative Koeffizienten zweiter Ordnung
charakterisiert. Die letzten Reste 37-39 haben kleine
Druckkoeffizienten, wie sie fiir eine Random-Coil-artige
Struktur typisch sind. Die groBen Druckkoeffizienten des
terminalen Val40 konnten auch durch kleine druckabhingige
Anderungen des Protonierungszustands der Carboxygruppe
hervorgerufen worden sein.

Wenn die Qualitidt der druckabhéngigen Verschiebungs-
daten hoch genug ist, kann eine Anpassung mithilfe eines
detaillierten thermodynamischen Modells erfolgen [Gl. (2)
und (3) in den Hintergrundinformationen]. Als einfachstes
Modell kann man zwei Konformationszustinde annehmen.
Ein hinreichend schneller Austausch auf der NMR-Zeitskala
fiihrt zur populationsgewichteten Mittelung der chemischen
Verschiebungen der beiden Zustidnde. Tatséchlich konnen die
druckinduzierten Anderungen der chemischen Verschiebun-
gen von AP hinreichend gut mit diesem Minimalmodell an-
gepasst werden (Abbildung 3a,b). In der Regel induzieren
hohe Driicke die Entfaltung von Polypeptiden, im einfachsten
Fall werden Random-Coil-Strukturen erwartet. Da in Ab-
bildung 3 auch temperaturkorrigierte Random-Coil-Ver-
schiebungen™! abgezogen wurden, sollte bei hohen Driicken
die Abweichung der chemischen Verschiebungen von den
jeweiligen Random-Coil-Werten annéhernd 0 ppm sein. Mit
Ausnahme von wenigen Resten (z.B. Glu3, Asp23, Met35,
Val39) folgen die meisten der 'H- und '"N-Signale dem er-
warteten Trend und zeigen bei hohem Druck Werte der
chemischen Verschiebungen, die ndher an den vorhergesag-
ten Random-Coil-Werten liegen (Abbildungen 3c,d). Trotz-
dem erreichen die chemischen Verschiebungen in den meis-
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Abbildung 2. Auftragung der Druckkoeffizienten erster und zweiter
Ordnung von AB(1-40). Die Probe enthielt 474 um *N-angereichertes
humanes AB(1-40) in 50 mm [Dy;]Tris, 90 mm NaCl, 50 pm DSS,

0.1 mm Dioxan, T mm NaNj, 0.5 mm [D;(]EDTA, 8% ?H,0, pH 7.0
(DSS = 4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfonsiure, EDTA = Ethylendi-
amintetraessigsaure, Tris = Tris (hydroxymethyl)aminomethan). Die
kombinierten Druckkoeffizienten erster und zweiter Ordnung wurden
aus den "H,"’N-HSQC-Spektren berechnet, die in Druckstufen von 20—
200 MPa aufgenommen wurden. Temperaturen: blau 277 K, rot 288 K;
x Reste, die nicht mit ausreichender Qualitit detektiert werden konn-
ten. Die Taylorkoeffizienten wurden fiir Random-Coil-Effekte korrigiert
(siehe Hintergrundinformationen). Oben: kombinierte Druckkoeffizien-
ten erster Ordnung, B,*. Unten: kombinierte Druckkoeffizienten zwei-
ter Ordnung, B,*. Mitte: von Danielson et al."® vorgeschlagenes Struk-
turmodell von AB(1-40) in Losung. PIl: Neigung zur Bildung einer Po-
lyprolin-Il-dhnlichen Helix, T: wahrscheinliche Bildung einer Gelenkregi-
on und E: eines ausgestreckten Strangs.

ten Féllen keine Werte, die genau denen eines Zufallsknéuels
entsprechen. Dies deutet darauf hin, dass auch Zustand 2
nicht komplett in einer Random-Coil-dhnlichen Konforma-
tion vorliegt. Eine Korrelationsanalyse der druckinduzierten
Anderungen der chemischen Verschiebungen stiitzt die Hy-
pothese, dass ein korrelierter Prozess durch Druck induziert
wird (Abbildung S2 der Hintergrundinformationen). Es ist
eine starke Korrelation der Druckantwort in der Region von
Ser8-Lys16 mit derjenigen in der C-terminalen Region zu
beobachten, wie man sie erwarten wiirde, wenn das Kon-
formationsgleichgewicht des gesamten Peptids durch ein
Zwei-Zustands-Modell beschreibbar ist. Auch Regionen mit
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Abbildung 3. Anpassung an die druckabhingigen Anderungen der chemischen Verschiebungen mit einem thermodynamischen Modell. Die druck-
induzierten chemischen Verschiebungen 6 von ausgewihlten Resten bei 277 und 288 K sind dargestellt und wurden mit Gleichung (2) angepasst
(Hintergrundinformationen). Vor der Anpassung wurden die Daten mit der Druckabhangigkeit von Random-Coil-Verschiebungen® korrigiert. Die
Abweichung Ad von den temperatur- und druckkorrigierten Random-Coil-Verschiebungen® wurde als Funktion des Drucks fiir a) einige 'H-chemi-
sche Verschiebungen und b) fir einige °’N-chemische Verschiebungen aufgetragen. Durch Anpassung an die Daten wurden die Differenzen der
chemischen Verschiebungen, Ad,,, zwischen Zustand 1 und 2 erhalten und sind c) fiir die Amidprotonen und d) fiir die ’N-Atome als Funktion
der Position in der Sequenz dargestellt. blau 277 K, rot 288 K, x Reste, fiir die keine zufriedenstellende Anpassung gelang. Dariiber hinaus sind die

Abweichungen der chemischen Verschiebungen bei Normaldruck von temperaturkorrigierten Random-Coil-Werten als graue Balken dargestellt.

einem Korrelationskoeffizienten < 0.9 konnen an diesem
korrelierten Prozess teilnehmen, da ihr niedriger Korrelati-
onskoeffizient vor allem auf die geringe Qualitit ihrer
druckabhéngigen Verschiebungsdaten zuriickzufiihren ist.

Tabelle 1: Konformationsiibergidnge in monomerem AP und Thermody-
namik der Polymerisation.””

T  Ubergang K; AGY; AV, ABY;
K i (at [k)mol™] [mLmol™"] [mLMPa™
0.1 MPa) mol™]
277 1-2 0.48 1.7+£09 —43.6+1.7 —0.30+0.04
(1,2')-2" 0.24 33+£0.1 —-11.8£50 0.05+0.03
288 1-2 0.42 21+£0.8 —43.7+1.7 —0.284+0.05
1,2)-2" o 52403 —29+13  0.03+0.13

[a] Experimentelle Bedingungen siehe Abbildung 2. Die Parameter
wurden wie in den Hintergrundinformationen beschrieben berechnet. K,
T, AG%;, AV®;, AB”;: Gleichgewichtskonstante K;=[j]/[] zwischen Zu-
stand j und i, absolute Temperatur, Differenz der partiellen molaren
freien Enthalpien, partielle Volumina bzw. Kompressibilitatsfaktoren.
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Tabelle 1 fasst die erhaltenen thermodynamischen Parameter
fiir den Ubergang von 1 nach 2 zusammen.

Die Haiufigkeitsverteilungen der erhaltenen thermody-
namischen Parameter sind in Abbildung S3 der Hinter-
grundinformationen dargestellt. Fiir ein Ensemble von Poly-
peptidstrukturen wiirde man eine gewisse Variation der Pa-
rameter von Aminosiure zu Aminosidure erwarten, da die
beobachteten Kerne unterschiedliche Prozesse erfahren
konnten, die sich simultan mit dem Hauptiibergang ereignen,
der durch ein Zwei-Zustands-Modell beschrieben wird. In der
Tat wird eine solche sequenzspezifische Verteilung der ther-
modynamischen Parameter normalerweise in Proteinen be-
obachtet (siche z.B. die Druckantworten des humanen
Prionproteins, wie sie von Kremer etal. beschrieben
werden®). Dariiber hinaus ist die Genauigkeit der thermo-
dynamischen Parameter, die man aus der Anpassung der
Daten erhilt, auch stark von der GroBe der Anderungen der
chemischen Verschiebungen abhéngig. So ist die beobachtete
Streuung der Parameter zumindest teilweise auf die be-
grenzte Genauigkeit der Anpassung zuriickzufiihren.
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Stabil in Amyloid-Fibrillen eingebautes A zeigt sehr
breite NMR-Signale und entzieht sich daher der direkten
Beobachtung durch die Losungs-NMR-Spektroskopie. Zu-
sdtzlich zu diesem Zustand, der nicht sichtbar in Losungs-
NMR-Spektren ist (dark state), detektierten Fawzi et al.'*!
zwei unterschiedliche Bindungszustinde der Aminosduren
von AfB-Monomeren an der Oberfliche der Amyloid-Fibril-
len: einen partiell gebundenen (tethered) Zustand 7 und einen
Zustand c, bei dem die Aminosdurereste in direktem Kontakt
mit der Fibrillenoberfldche stehen. Diese beiden Zustidnde
entsprechen annidhernd den Zustédnden 3 und 4 in Abbil-
dung 1. Als Folge einer druckinduzierten Depolymerisation
fithrt eine Erhohung des Drucks zu einer signifikanten Zu-
nahme der Signalintensititen in den 'H-NMR-Spektren. Eine
solche durch Depolymerisation verursachte Signalzunahme
wurde auch schon frither fiir das Lysozym-Amyloid beob-
achtet.”! Sie ist generell charakterisiert durch eine starke
Intensitdtszunahme der Haupt- und Seitenketten-NMR-Si-
gnale des Monomers (siche z.B. Abbildung S4 der Hinter-
grundinformationen). Zusétzlich zu diesem allgemeinen An-
stieg der Kreuzsignalintensitidten mit Druck konnen fiir in-
dividuelle Kreuzsignale im 'H,'"’N-HSQC-Spektrum Unter-
schiede in der GroBe der druckinduzierten Intensitdtsdande-
rungen beobachtet werden. Nach einer Korrektur der
Kreuzsignalvolumina um das Anwachsen der Monomerkon-
zentration mit Druck bleibt fiir eine Reihe von Resten eine
druckabhingige Reduktion der Kreuzsignalvolumina beste-
hen (Abbildung 4). Die sequenzspezifische Volumenredukti-
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Abbildung 4. Druckabhingige Volumeninderungen. Als Beispiele fiir
die druckinduzierten Volumeninderungen V'; (p)/V'; (po) wurden Gly25,
Gly29 und Gly38 bei 277 K (schwarz) und 288 K (grau) gewihlt. Die
Anpassung an die Daten erfolgte mit Gleichung (5) (siehe Hinter-
grundinformationen). Vor der Anpassung an die Daten wurden diese
fur die Konzentrationsanderungen durch die druckabhingige Mono-
merisierung korrigiert. Experimentelle Bedingungen siehe Abbildung 2.

on der hier beobachteten Amidkreuzsignale ist typisch fiir
einen langsamen Austausch zwischen (mindestens) zwei Zu-
stinden (siehe Hintergrundinformationen). Bei hoheren
Driicken koénnen einige wenige zusétzliche Kreuzsignale be-
obachtet werden, deren chemische Verschiebungen nahe an
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typischen Random-Coil-Positionen liegen und die einem
Subzustand 2" von Zustand 2 entsprechen konnten. Obwohl
die GroBe der beobachteten Amid-Kreuzsignalvolumenin-
derungen auch sequenzabhingig ist, kann eine Anpassung an
die meisten von ihnen mit einem dhnlichen Satz thermody-
namischer Parameter erfolgen (Abbildung S5 der Hinter-
grundinformationen), was fiir einen gemeinsamen Prozess fiir
die Signalreduktion spricht. Eine Anpassung an die Druck-
abhingigkeit der Kreuzsignalvolumina [Gl. (10) der Hinter-
grundinformationen] ergibt eine mittlere Differenz der par-
tiellen molaren Volumina von (—12+5) und (-29+
13) mLmol ™" bei 277 bzw. 288 K (Tabelle 1). Da in dieser
Analyse die Uberginge von Zustand 1 und Zustand 2’ nicht
getrennt werden konnen, ist der erhaltene Fehler von AV
relativ gro} (Tabelle 1), und es werden nur apparente Werte
von der Analyse erhalten. Der apparente AV-Wert enthilt
also auch Anteile des Ubergangs zwischen den Subzustinden
2’ und 2", wobei die Volumenénderung wesentlich kleiner als
—12 mLmol ™" sein sollte. Aus den Parametern in Tabelle 1
konnen die relativen Konzentrationen der drei Zustinde fiir
alle Driicke berechnet werden (Abbildung 5). Bei Normal-
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Abbildung 5. Relative Populationen der drei Konformationszustinde
von AB. Die relativen Populationen f der Zustinde 1, 2 und 2” wurden
mit den in Tabelle 1 [Gl. (6), Hintergrundinformationen] angegebenen
Parametern berechnet und sind als Funktion des Drucks p bei

T=277 K aufgetragen.

druck dominiert Zustand 1, etwa bei 277 und 288 K sind je-
weils 58 bzw. 65% aller Molekiile in Losung im gefalteten
Zustand 1. Im Unterschied dazu dominiert bei mittleren
Driicken um etwa 100 MPa die partiell gefaltete Konforma-
tion 2’ das Gleichgewicht. Bei sehr hohen Driicken hat die
Random-Coil-dhnliche Struktur 2” die hochste relative Kon-
zentration. Die partiellen molaren Volumina der Zustidnde 2
und 2" sind wesentlich kleiner als diejenigen von Zustand 1.
Auch sind die Unterschiede der Kompressibilitidtsfaktoren
der Zustdnde 2 und 2’ wesentlich kleiner als die des gefalteten
Zustands 1 (Tabelle 1). Im Allgemeinen ist eine Abnahme der
partiellen molaren Volumen und der Kompressibilitéit cha-
rakteristisch fiir Entfaltungsprozesse.
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Mit —43.6 mLmol " ist der Volumenunterschied zwischen
Zustand 1 und 2 signifikant, was fiir groBe Strukturunter-
schiede spricht. Ungefaltete Strukturen sind durch ein klei-
neres partielles Volumen charakterisiert: So erhélt man bei-
spielsweise fiir die Denaturierung der gut gefalteten Ras-
Bindungsdomine von RalGDS (87 Aminosduren) eine Vo-
lumeninderung von —78 mLmol .2 Dies deutet auf eine
eher kompakt gefaltete Struktur von AP(1-40) im Zustand
1 hin. Die beobachtete, eher kleine Dispersion der chemi-
schen Verschiebungen scheint im Widerspruch zu unserem
Befund zu stehen. Normalerweise schlieBen NMR-Spektro-
skopiker aus einer kleinen Dispersion der chemischen Ver-
schiebungen, dass ein Protein ungefaltet ist. In den meisten
Fillen ist dies richtig, da die Bildung von kanonischen Se-
kundirstrukturen zu wesentlich groBeren Anderungen der
chemischen Verschiebungen fiihrt. Doch fiir kleine Peptide
muss dies nicht richtig sein. Ein Beispiel ist das Inaktivie-
rungspeptid des Kaliumkanals von Raw3,?”! das kompakt
gefaltet ist, aber keine kanonischen Sekundirstrukturele-
mente enthélt und eine dhnliche Verteilung der chemischen
Verschiebungen wie AP aufweist. In AP unterscheiden sich
die Werte der chemischen Verschiebung signifikant von
Random-Coil-Werten (Abbildung 3), aber bei Druckerho-
hung néhern sie sich den druckkorrigierten Random-Coil-
Werten immer mehr an. Auch die H*- und *C-Verschiebun-
gen von Hou etal.™ unterscheiden sich signifikant von
Random-Coil-Werten und ermoglichen aber nur die Vorher-
sage eines kleinen (3-Strangs von V18 bis F20 (Abbildung S6
der Hintergrundinformationen). Wenn Zustand 1 des Ap-
Monomers eine cross-f-dhnliche Struktur haben wiirde (ein
von uns bevorzugtes Modell), die hauptsichlich durch Sei-
tenkettenkontakte stabilisiert wire, wiirde man eine dhnliche
Verteilung der chemischen Verschiebungen erwarten. Fine
sich bei hohem Druck 6ffnende cross-f-Struktur wiirde auch
gut die sequenzielle Verteilung der Druckkoeffizienten er-
klaren (Abbildung 2).

NMR-spektroskopische Parameter wie chemische Ver-
schiebungen oder Kern-Overhauser-Effekte entsprechen nur
(nicht-linearen) Ensemblemittelungen. In unserem Fall
haben wir zwei Strukturensembles mit vergleichbaren Popu-
lationen. Zwischen Zustand 1 und 2’ ist der Austausch schnell
auf der NMR-Zeitskala. Aus der maximalen Differenz der
chemischen Verschiebungen Ad kann die Austauschkorrela-
tionszeit 7, fiir den Ubergang zwischen den beiden Zustinden
zu < 1.2 ms abgeschitzt werden. Bei einer Interpretation der
Daten mit nur einem Ensemble wiirde man eine inkorrekte
Struktur erhalten, da sie die Populationswichtung der ver-
wendeten NMR-Parameter vernachlidssigen wiirde. Die be-
rechnete Struktur wiirde von den relativen Populationen der
beiden Zustdnde abhédngen, die wiederum von der Tempera-
tur (diese Veroffentlichung) und hochstwahrscheinlich auch
vom pH-Wert und der Ionenstédrke abhéngen. Offensichtlich
fiihren diese Rechnungen in den meisten Féllen zum Stan-
dardbild von monomerem A, das durch eine Random-Coil-
dhnliche Struktur mit transienten a-helikalen Anteilen dar-
gestellt wird."*! Bei anderen Bedingungen kann der kompakt
gefaltete Zustand 1 vorherrschen, und die ungleichmiBige
Mittelung kann kompaktere mittlere Strukturen wie die
NMR-Struktur von Vivekanandan etal.'’l produzieren.

Angew. Chem. 2013, 125, 91119116

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gngewandte
Ch

Uberraschenderweise gibt es nur eine kleine Population von
reinen Random-Coil-dhnlichen Strukturen bei Normaldruck
(Abbildung 5, Tabelle 1).

Nach unserer Analyse treten bei Normaldruck die Ap-
Monomere hauptséchlich in zwei Strukturensembles auf, dem
Ensemble 2 von teilweise gefaltetem oder ungefaltetem Af
und dem Ensemble 1 mit kompakt gefalteten Strukturen.
Ensemble 1 hat hochstwahrscheinlich schon dhnliche Struk-
tureigenschaften wie an das Polymer gebundenes AP (Ab-
bildung 1) und hat daher wahrscheinlich auch eine hohere
Affinitdt zu existierenden Polymerisationskeimen (B-Bille
und Fibrillen). Mit dieser Annahme lassen sich anhand un-
serer Daten die Temperatur- und Druckabhingigkeit der
Polymerisationsreaktion erkldren: Die Population des hoch-
affinen Zustands 1 nimmt mit der Temperatur im hier un-
tersuchten Temperaturbereich zu und nimmt mit zunehmen-
dem Druck ab. Dies wiirde die beobachtete temperaturin-
duzierte Polymerisation erkldren und zu einer druckindu-
zierten Depolymerisation von Af fiihren. In Abwesenheit
von Fibrillen, die als Polymerisationskeime wirken, konnte
der hier detektierte, kompakt gepackte Zustand 1 auch zur
Bildung von intermedidren Zustinden wie (3-Billen beitra-
gen. Die Stabilisierung des partiell gefalteten Zustands 2’
(Hemmung der Bildung von Zustand 1) durch kleine Mole-
kiile konnte also ein geeigneter Ansatzpunkt fiir die Arznei-
mittelentwicklung durch eine Schwichung der Monomer-
Oligomer-Wechselwirkung sein, dhnlich dem Mechanismus,
der schon fiir die Inhibierung der Wechselwirkung von Ef-
fektoren mit onkogenem Ras nachgewiesen wurde.*?’!
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