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Ein IAPP-Mimetikum blockiert die zytotoxische Aggregation von Af} —
die Kreuzunterdriickung der Amyloidtoxizitit von A} und IAPP
deutet auf einen molekularen Zusammenhang zwischen Alzheimer-
Krankheit und Typ-II-Diabetes hin**
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Die Fehlfaltung und Selbstassoziation von zunéchst nichtto-
xischen Proteinen und Polypeptiden in zytotoxische Oligo-
mere und Amyloidfibrillen steht in engem Zusammenhang
mit einer Reihe von schwerwiegenden zelldegenerativen
Krankheiten.'* Diese Krankheiten, zu denen die Alzheimer-
Krankheit (AD) und der Typ-II-Diabetes (T2D) zihlen,
werden haufig auch als Proteinaggregationskrankheiten be-
zeichnet.' Neuere Befunde deuten darauf hin, dass AD und
T2D zusammenhingen konnten.™ So weisen klinische Stu-
dien darauf hin, dass T2D-Diabetiker ein groferes Risiko
haben, an AD zu erkranken, und umgekehrt.*>! Auf der pa-
thophysiologischen Ebene bewirken beide Krankheiten eine
lokale extrazelluldire Anh&dufung von Amyloidfibrillen und
eine progressive Zelldegeneration.!! Gewisse Ahnlichkeiten
scheinen auch auf molekularer Ebene zu bestehen. Die
Hauptkomponente des Amyloids im AD-Gehirn ist das f3-
Amyloidpeptid (Ap), ein aus 40 (AP40) bis 42 (AP42) Ami-
nosdureresten bestehendes Polypeptid mit bisher unbekann-
ter Funktion (Abbildung 1).”! Die pankreatischen Amyloid-
plaques beim T2D bestehen aus dem Inselamyloid-Polypep-
tid (islet amyloid polypeptide, IAPP), einem Polypeptid mit
37 Aminosdureresten, das physiologisch als neuroendokriner
Regulator des Kohlenhydratstoffwechsels wirkt (Abbil-
dung 1). Bei den amyloidogenen Schliisselmolekiilen von
AD und T2D handelt es sich somit um zwei kurze, lineare und
konformativ flexible oder ,,inhdrent entfaltete“ Polypeptide,

1 10 20 30 40
AB40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLM VGGWWV

1 10 22 27 37
1APP KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY

1 10 24 26 37
IAPP-Mimetikum K(gNTAT&ATQRLANELVHSSNHFGALLSSTN@SNTY
(N-Me) (N-Me)

Abbildung 1. Primirstrukturen von AB40, IAPP und dem IAPP-Mimeti-
kum IAPP-GL.'"® Gleiche Reste in den Sequenzen sind blau und unter-
strichen dargestellt, ahnliche Reste sind in Griin gehalten.?!
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die dennoch stark zur Aggregation neigen.®! Beide Poly-
peptide aggregieren schon in nanomolaren Konzentrationen.
Interessanterweise sind die Sequenzen von Af340 und IAPP
zu 25% identisch und zu 50% #hnlich, wobei die hochste
Identitit und Ahnlichkeit innerhalb der kurzen Sequenzen
AB(15-21) und TAPP(10-16) oder AP(26-32) und IAPP(21-
27) beobachtet wird, die an der Selbstassoziation von Af40
und IAPP beteiligt sein sollen (Abbildung 1).’?! Dariiber
hinaus wurde kiirzlich berichtet, dass AB40-Amyloidfibrillen
als Nucleationskeime der IAPP-Amyloidbildung fungieren
konnen.’! Demnach kénnte es bestimmte AB40- und IAPP-
Strukturen geben, die miteinander wechselwirken. Bisher
wurde jedoch noch kein direkter Nachweis einer solchen
Wechselwirkung gefiihrt.

Wir haben vor kurzem ein konformativ eingeschrénktes
IAPP-Analogon entworfen, das eine nicht amyloidogene und
nichttoxische IAPP-Konformation nachahmen sollte."”! Das
IAPP-Mimetikum [(N-Me)G24, (N-Me)I26]-IAPP (IAPP-
GI) wurde durch die N-Methylierung von zwei Amidbin-
dungen auf der gleichen Seite des B-Stranges der Amyloid-
Kernsequenz IAPP(22-27), NFGAIL, der IAPP-Sequenz
erhalten (Abbildung 1). Diese N-Methylierungsstrategie lasst
die intermolekulare Bildung von Wasserstoffbriicken zwi-
schen Amidbindungen unterschiedlicher -Stringe nur tiber
eine ,,Seite* der N-methylierten Sequenz zu. Intermolekulare
Wasserstoffbriicken sind fiir die [3-Faltblatt-vermittelte
Selbst- und Heteroassoziation notwendig.

Es stellte sich tatsichlich heraus, dass IAPP-GI ein sehr
gut 16sliches, nicht amyloidogenes und nichttoxisches IAPP-
Analogon ist. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass IAPP-
GI losliche préfibrillire IAPP-Spezies mit einer Affinitdt im
unteren nanomolaren Bereich bindet, und dass es in der Lage
ist, die zytotoxische IAPP-Selbstassoziation und -Amyloid-
bildung zu blockieren und sogar umzukehren.!"*!

Hier zeigen wir, dass IAPP-GI auch prifibrillire Ap40-
Spezies binden und die zytotoxische Selbstassoziation von
ApP40 blockieren und umkehren kann. Dariiber hinaus be-
richten wir, dass auch ,(frithe* préfibrillire IAPP-Spezies
AP40 binden konnen, und dass die AB40/IAPP-Heteroasso-
ziation die zytotoxische Selbstassoziation von AP40 und
IAPP unterdriicken kann.

Zunichst haben wir anhand der Rattenphdochromozy-
tom-Zelllinie PC-12 untersucht, ob IAPP-GI die Bildung
zytotoxischer AP40-Aggregate verhindern kann.!'¥ Gealterte
AP40-Losungen oder Mischungen von AP40 mit IAPP-GI
(1:1) wurden zu den Zellen gegeben (Abbildung2a). Die
Zellvitalititen wurden durch einen 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid(MTT)-Reduktionsassay
und durch Bestimmung des apoptotischen Zelltods ermit-
telt.'**] TAPP-GI blockierte die Zytotoxizitit von AR40
vollstiandig iiber einen groBen Konzentrationsbereich (Faktor
100; Abbildung 2 a,b). Interessanterweise hatte Ratten-IAPP
(rTAPP), ein natiirliches nicht amyloidogenes IAPP-Analog,
keine signifikante Wirkung auf die Zytotoxizitdt von AB40
(Abbildung 2a). Dieser Befund wies darauf hin, dass dem
inhibitorischen Effekt von IAPP-GI eine spezifische Wech-
selwirkung zugrunde liegen muss. Titrationen zytotoxischer
Ap40-Spezies mit IAPP-GI ergaben einen ICy-Wert von
78 nm (Abbildung 2c¢). Somit wurde klar, dass IAPP-GI ein
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Abbildung 2. Inhibition der zytotoxischen Selbstassoziation und Fibrillogenese von AB40 durch IAPP-GI. a) Wirkung von AP40 (schwarze Kreise)
gegen eine 1:1-Mischung von AP40 mit IAPP-GI (rote Kreise) oder mit rlAPP (leere Kreise) auf die Vitalitit von PC-12 Zellen (% CV) (% der
Blindprobe), gemessen durch MTT-Reduktion. Die Daten sind Mittelwerte (+ Standardfehler) aus 3—-6 Assays (je n=3). b) Inhibition der durch
APB40 (1 um) induzierten Apoptose (Apt) auf PC-12 durch IAPP-GI (1:1). (***, P<0.001 mit ANOVA.) Die Daten sind Mittelwerte (4 Standardfeh-
ler) von 3 Assays (je n=3). c) MTT-Assay: Bestimmung der ICy, der Inhibition von IAPP-GI auf die Zytotoxizitdt von AB40 auf PC-12-Zellen durch
Titration von AB40 (100 nm) mit verschiedenen Mengen an IAPP-GI (AB40 allein: roter Kreis; Mischungen: schwarze Kreise).Die Daten sind
Mittelwerte (+ Standardfehler) von 3 Assays (je n=3). d) ThT-Bindungsassay der Fibrillogenese von AB40 (16.5 um; schwarze Kreise) gegen eine
1:1-Mischung von AB40 und IAPP-GI (rote Kreise). F: ThT-Fluoreszenz. Der graue Balken zeigt den Zeitpunkt der TEM-Untersuchung. e) TEM-
Bilder der Fibrillenbildung von AB40 (links) und einer Mischung von AB40 und IAPP-GI (1:1; rechts). Aliquote der Inkubationen (Abbildung 2d)
wurden nach 72 h durch TEM untersucht (Mafistab je 100 nm). Im Einschub sind runde Oligomere gezeigt.

effizienter Inhibitor der AP40-Zytotoxizitdt mit einer Akti-
vitdt im unteren nanomolaren Bereich ist.

Als nichstes untersuchten wir, ob IAPP-GI mit der
Amyloidogenese von AP40 interferieren konnte. Fiir diese
Studien wurden ein amyloidspezifischer Thioflavin-T(ThT)-
Bindungsassay und Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) angewendet."® Die Amyloidbildung von AP40 setzte
nach ungefidhr 48 h ein und war nach 72-96 h abgeschlossen
(Abbildung 2d,e). In Gegenwart einer dquimolaren Menge
von IAPP-GI war sie jedoch komplett blockiert (Abbil-
dung2d,e). Die AP40/IAPP-GI-Mischungen bestanden
hauptsdchlich aus runden Oligomeren mit Durchmessern
zwischen 20 und 50 nm sowie aus nichtfibrillaren Aggregaten
runder Oligomere (Abbildung 2¢).

Die Féhigkeit des IAPP-GI-Molekiils, prifibrilldre AB40-
Spezies zu binden, wurde mithilfe von Fern-UV-CD-Spek-
troskopie, Pull-down-Assays und Fluoreszenzspektroskopie
bestdtigt. Das CD-Spektrum einer Mischung aus frisch ge-
1ostem AP40 mit IAPP-GI (1:1) unterschied sich deutlich von
der mathematischen Summe der Spektren der einzelnen
Komponenten, sodass IAPP-GI mit AP40 wechselwirken
sollte (Abbildung 3a). AuBerdem deutete das Spektrum der
Mischung auf die Bildung geordneter Heterokomplexe hin.
N“-aminoterminal biotinyliertes IAPP-GI (Biotin-IAPP-GI)
wurde in der Folge mit frisch gelostem AB40 (1:1 oder 1:2)
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inkubiert, und Biotin-IAPP-GI-Af-Komplexe wurden tiber
ihre spezifische Bindung an Streptavidin-beschichtete ma-
gnetische Kiigelchen isoliert. Nach Ablosen der Komplexe
von den Kiigelchen wurden eine NuPAGE-Elektrophorese
und eine Western-Blot-Analyse durchgefiihrt. Mit dieser
Analysemethode lieBen sich signifikante Mengen an AB40-
Monomeren und -Dimeren in der Mischung nachweisen
(Abbildung 3b). So wurde eindeutig gezeigt, dass Biotin-
IAPP-GI an AP40 bindet.

Die Affinitdt der IAPP-GI/AP40-Wechselwirkung wurde
mithilfe von Fluoreszenzspektroskopie quantifiziert.'>!”]
Hierzu haben wir N“aminoterminal Fluorescein-markiertes
IAPP-GI (Fluos-IAPP-GI) mit APB40 titriert und Fluores-
zenzemissionsspektren aufgenommen.™ Dabei steigerte die
Bindung eines 100fachen molaren Uberschusses von AB40 im
Verhiltnis zu Fluos-IAPP-GI die Fluoreszenz um etwa 50 %
(Abbildung 3¢). Eine sigmoidale Bindungsisotherme konnte
abgeleitet werden, aus der sich iiber eine Kurvenanpassung
eine scheinbare Dissoziationskonstante (app. Ky) von (41.2 +
39)nm ergab (Abbildung3d). Da nanomolare Ap40-Lo-
sungen neben Monomeren aber auch niedermolekulare Oli-
gomere enthalten konnen, liel sich daraus schlieBen, dass
IAPP-GI Monomere oder niedermolekulare Oligomere von
AP40 binden kann.["
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Abbildung 3. Bindung von IAPP-GI an AB40: a) Fern-UV-CD-Spektren von AB40 (5 um; schwarz), IAPP-GI (5 um; rot), einer Mischung von A(340
und IAPP-GI (je 5 um; blau) und die Summe der Spektren von AB40 und IAPP-GI (gepunktete Linie). [0] ist die mittlere molare Elliptizitit in
[degcm?dmol~"]. b) Biotin-pull-down-Assay: oben: Anti-AB40-Western-Blot(WB) einer Mischung von AB40 (5 um) mit Biotin-IAPP-GI (2.5 um)
gegen AB40 allein (5 um) nach Biotin-pull-down und Peptiddissoziation. AB40-Input: Input (50%) (frisch gel6stes Peptid (4 ug), nicht mit Kiigel-
chen inkubiert); Biotin-IAPP-Gl-Input: Input (100%, 4 ug); Biotin-IAPP-GI: Biotin-IAPP-GI allein; Mischung: 1:2-Mischung von Biotin-IAPP-GI mit
AP40; AB40 NSB: AB40 allein (nichtspezifische Bindung (NSB) fiir Spur ,,Mischung®). Unten: Anti-Biotin-Western-Blot der gleichen Lésungen.
Reprisentative Blots aus drei Experimenten werden gezeigt. c) Fluoreszenzemissionsspektren von Fluos-IAPP-GI allein (1 nm; schwarz) und nach
Titration mit AB40. Fluos-IAPP-GI und AB40 im molaren Verhiltnis 1:1 (rot), 1:25 (griin) und 1:100 (blau). d) Bindungskurve (gestrichelte Linie)
von Fluos-IAPP-GI nach der Titration mit AB40 (siehe (c); Fluoreszenz bei 522 nm, die Fluoreszenz von Fluos-IAPP-GI allein wurde abgezogen.

Die Daten sind Mittelwerte (4 Standardfehler) aus drei Bindungskurven.)

AnschlieBend wurde untersucht, auf welcher Stufe des
AP40-Selbstassoziationsprozesses IAPP-GI eingreift. Es
stellte sich heraus, dass IAPP-GI die Bildung zytotoxischer
Ap40-Oligomere und Amyloidfibrillen blockierte, wenn es
vor der Nucleation der Amyloidbildung zu AP40 im Ver-
hiltnis 1:1 hinzugefiigt wurde (Abbildung 4a,b). Wenn es
nach dem Beginn des zytotoxischen Selbstassoziations- und
Fibrillogeneseprozesses von AP40 zugegeben wurde, blo-
ckierte IAPP-GI (1:1) die Fibrillogenese von AB40 ebenfalls
vollstdndig. Es bewirkte dariiber hinaus ein Dissoziieren der
zytotoxischen AB40-Aggregate und hob somit die AB40-Zy-
totoxizitdt auf (Abbildung 4a—c). Zudem fiihrte die Zugabe
von IAPP-GI (1:1) zu frithen préfibrilliren und nichttoxi-
schen AB40-Spezies dazu, dass die Bildung von zytotoxischen
Aggregaten und Fibrillen mindestens 7 Tage blockiert wurde.
Daraus lieB sich schliefen, dass IAPP-GI prifibrilldre nicht-
toxische AP40-Spezies bindet und ihre weitere Umwandlung
in zytotoxische Oligomere und Fibrillen unterdriickt (Abbil-
dung 4a,d).

Da IAPP-GI eine stabilisierte, nicht amyloidogene IAPP-
Konformation reprisentiert, deuteten unsere Ergebnisse
darauf hin, dass es mindestens eine nicht fibrillire IAPP-
Konformation geben konnte, welche die zytotoxische
Selbstassoziation von AB40 verhindert. Um diese Hypothese
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zu testen, haben wir den kinetischen Verlauf der Bildung
zytotoxischer Oligomere und Amyloidfibrillen aus frisch ge-
16stem AP40, IAPP und Mischungen beider Peptide (1:1)
untersucht. Der folgende ThT-Assay zeigte in der Tat, dass
die Nucleation der Fibrillierung der AB40/IAPP-Mischungen
verzogert wird (um ca. 24 h fir AB40 und um ca. 72 h fiir
IAPP; Abbildung 5a). Die Fibrillogenese der Mischungen
war jedoch nach 7 Tagen vollstindig abgeschlossen (Abbil-
dung 5a). Diese Ergebnisse wurden mit TEM-Messungen
bestitigt, die zeigten, dass nichtfibrilldre, runde Oligomere —
moglicherweise Heterooligomere — Hauptspezies zu frithen
Zeitpunkten waren (siche Abbildung S1 in den Hinter-
grundinfomationen). Aliquote dieser Losungen wurden nun
zu PC-12-Zellen gegeben, und die Zellvitalititen wurden
gemessen (Abbildung 5b). Es stellte sich heraus, dass die
Umwandlung von nichttoxischen préfibrilliren Spezies in
zytotoxische Spezies in den AP40/IAPP-Mischungen im
Vergleich zu Losungen von AB40 oder IAPP signifikant un-
terdriickt war (Abbildung 5b). Im Unterschied jedoch zu den
AP40/TAPP-GI-Mischungen wurden die AP40/TAPP-Losun-
gen genauso toxisch wie 7 Tage lang gealtertes IAPP und
APA40 allein. Aus diesen Ergebnissen lie3 sich schlieen, dass
die Wechselwirkung zwischen frithen prifibrilliren und
nichttoxischen IAPP- und AB40-Spezies die Bildung zytoto-
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Abbildung 4. nhibitorische Wirkung von IAPP-GI auf verschiedenen Stufen der zytotoxischen Oligomerisierung und Fibrillogenese von AB40.

a) IAPP-GI blockiert die Fibrillogenese von A40 komplett vor und nach der Nucleation. AB40 (16.5 um) wurde 7 Tage gealtert. Zu bestimmten
Zeitpunkten (Pfeile) wurden Aliquote mit IAPP-GI (1:1) gemischt und Fibrillen mit dem ThT-Assay quantifiziert. AB40 allein (schwarz); IAPP-GI +
nichtgealtertes AB40 (rot); IAPP-GI + 24 h gealtertes AB40 (griin); IAPP-GI + 72 h gealtertes AB40 (blau). Der graue Balken zeigt den Zeitpunkt
der Zugabe der Lésungen zu den Zellen fiir die Bestimmung der Zytotoxizitdten in (b). Daten sind Mittelwerte (4 Standardfehler) aus 3 Assays.
b) IAPP-GI blockiert die Bildung von zytotoxischen A40-Aggregaten und dissoziiert bereits gebildete Aggregate, wenn es vor oder nach der Nu-
cleation der AB40-Fibrillogenese zugegeben wird. Lésungen aus (a) wurden nach 72 h zu PC-12-Zellen zugegeben, und die Zellvitalitdten wurden
mit dem MTT-Assay bestimmt. Nichtgealtertes AB40 (leere Kreise und gepunktete Linie); 24 h gealtertes AB40 (schwarze Dreiecke); 72 h gealter-
tes AP40 (leere Dreiecke); IAPP-GI + nichtgealtertes AB40 (rot); IAPP-GI + 24 h gealtertes APB40 (griin); IAPP-GI + 72 h gealtertes AB40 (blau).
Daten sind Mittelwerte (& Standardfehler) aus 3 Assays (je n=3). c) IAPP-GI dissoziiert schon gebildete zytotoxische AB40-Aggregate komplett.
Ein 50facher molarer Uberschuss an IAPP-GI wurde zu 7 Tage gealtertem, zytotoxischem und fibrillirem AB40 (1.65 um) gegeben. Die Mischung
und gealtertes AB40 allein wurden dann weitere 7 Tage inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquote zu PC-12-Zellen gegeben und
die Zytotoxizititen mit dem MTT-Assay gemessen. 7 Tage gealtertes AP40 allein nach weiteren 0-7 Tagen (hellblau); Mischung nach O h
(schwarz), 1 Tag (rot), 3 Tagen (griin) und 7 Tagen (blau). In der gealterten AB40-Lésung dnderte sich die Zytotoxizitit in weiteren 7 Tagen nicht,
dagegen waren die zytotoxischen AB40-Spezies 24 h nach der IAPP-GI-Zugabe fast komplett verschwunden. Daten sind aus 3 Bestimmungen

(% Standardfehler). d) IAPP-GI blockiert die Umwandlung nichttoxischer prifibrillirer AB40-Spezies in zytotoxische Spezies. AB40 allein (16.5 um),
IAPP-GI allein (16.5 um) und Mischungen von AB40 mit IAPP-GI (je 16.5 um) wurden 7 Tage gealtert, und die Fibrillogenese wurde durch ein ThT-
Assay verfolgt (a). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Lésungen zu PC-12-Zellen gegeben und die Zytotoxizititen mit MTT-Reduktion gemes-
sen. IAPP-GI allein (leere Dreiecke und gestrichelte Linie); AB40 allein nach 0 h (schwarze Dreiecke und gepunktete Linie); Af340 allein nach 24 h
(leere Kreise und durchgezogene Linie); AP40 allein zwischen 72 h und 7 Tagen (schwarze Kreise und durchgezogene Linie). IAPP-GI + nichtgeal-

tertes AB40 (rote Symbole und Linie) zwischen 0 h und 7 Tagen. Daten sind Mittelwerte (£ Standardfehler) aus 3-6 Assays (je n=3).

xischer Oligomere und Amyloidfibrillen der beiden Peptide
AP40 und TAPP unterdriickte, aber nicht verhindern konnte.
Auflerdem zeigten detaillierte Untersuchungen, dass nur die
Wechselwirkungen zwischen friithen prifibrillaren IAPP- und
AP40-Spezies die zytotoxische Selbstassoziation der beiden
Polypeptide unterdriickten (sieche Abbildung S2 in den Hin-
tergrundinfomationen). Direkte Beweise fiir die Bildung von
AB40/IAPP-Heterokomplexen wurden mithilfe von CD-
spektroskopischen Untersuchungen sowie Af-Pull-down-
Assays und Fluoreszenzspektroskopie erhalten (Abbil-
dung 5c—e). Die Affinitit der AB40/IAPP-Wechselwirkung
(app. K,) wurde fluoreszenzspektroskopisch durch Titration
von N“aminoterminal Fluorescein-markiertem IAPP (1 nm)
mit AP40 bestimmt und lag bei (48.5+4.2)nm (Abbil-
dung 5d,e).

Als nichstes wurden die AP40/IAPP-GI- und Ap40/-
IAPP-Heterokomplexe durch Vernetzen mit Glutaraldehyd
stabilisiert und mit NuPAGE und einem Western-Blot cha-
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rakterisiert. Der Blot mit dem Anti-AB40-Antikorper zeigte,
dass sich in der Mischung doppelt so viele Trimere gebildet
hatten wie bei der Inkubation von Af40 allein. AuBerdem
wies der Anti-AB40-Blot auch auf die Bildung signifikanter
Mengen niedermolekularer Oligomere (Tetra-, Penta- und
Hexamere) hin, die bei der Inkubation von AB40 allein nicht
auftraten (Abbildung 5 f sowie Abbildung S3 in den Hinter-
grundinformationen). Die Western-Blot-Analyse mit dem
Anti-IAPP-Antikorper wies auch auf die Bildung groferer
Mengen an Tri- bis Hexameren in den Mischungen hin, die
geringere Molekulargewichte als die entsprechenden Aggre-
gate in den IAPP- oder IAPP-GI-Inkubationen hatten (Ab-
bildung 5 f). Diese Ergebnisse deuteten an, dass Tri- bis He-
xamere die Hauptspezies unter den Heterooligomeren der
Mischungen waren.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen haben folgende
biomedizinische Implikationen: 1) Das speziell entwickelte
Polypeptid TAPP-GI aus 37 Aminosédureresten bindet mit
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Abbildung 5. Unterdriickung der Bildung zytotoxischer AB40- und IAPP-Oligomere und -Fibrillen

durch die Bildung hochaffiner, I6slicher AB40/IAPP-Heteroaggregate. a) IAPP verzégert die AB40-

Fibrillogenese und umgekehrt. ThT-Bindungsassay der Fibrillogenese von AB40 allein (schwarz;
16.5 pm), IAPP allein (rot; 16.5 um) und einer Mischung von AB40 mit IAPP (je 16.5 um; blau).
Daten sind Mittelwerte (+ Standardfehler) aus 8 Assays. Die grauen Balken zeigen die Zeitpunk-
te der Zugabe der Lésungen zu den PC-12-Zellen in (b). b) Die Wechselwirkung von AB40 mit
IAPP verzogert die Bildung von zytotoxischen AB340- und IAPP-Spezies, kann diese aber nicht
verhindern. Inkubationen von AB40 (schwarz), IAPP (rot) und Mischungen von prifibrillirem
AP40 mit IAPP (1:1, blau) wurden 7 Tage gealtert, und die Fibrillogenese wurde durch einen
ThT-Bindungsassay quantifiziert (a). Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Lésungen zu PC-12-
Zellen gegeben und die Zytotoxizitaten durch einen MTT-Reduktionsassay bestimmt. Daten sind
Mittelwerte (+ Standardfehler) aus 3—4 Assays (je n=3) mit Ausnahme des Ansatzes der 7 Tage
gealterten Mischungen (2 Assays, je n=3). c) Biotin-pull-down-Assay der Bindung von AB40 an
Biotin-IAPP. Oben: Anti-AB40-Western-Blot einer Mischung von AB40 (5 um) und Biotin-IAPP
(2.5 um) gegen AP40 allein (5 um) nach Biotin-pull-down und Peptiddissoziation. AB40-Input:
Input (50%) (frisch geléstes Peptid (4 pg), nicht inkubiert mit Kiigelchen); Biotin-IAPP-Input:
Input (100%, 4 ug); Biotin-IAPP: Biotin-IAPP allein; Mischung: 1:2-Mischung von Biotin-IAPP
und AB40; ApB40 NSB: AB40 allein (NSB fiir Spur ,,Mischung*). Unten: Anti-Biotin-Western-Blot
der gleichen Losungen. Die Blots sind reprisentativ fur 3 Experimente. d) Bindung von AB40 an
Fluos-IAPP bestimmt mit Fluoreszenzspektroskopie: Spektren von Fluos-IAPP allein (1 nwm;
schwarz) und nach Titration mit AB40 im molaren Verhiltnis Fluos-IAPP/AB40 1:1 (rot), 1:25
(griin) und 1:100 (blau). e) Bindungskurve (gestrichelte Linie) von Fluos-IAPP (1 nm) nach Titra-
tion mit AB40 (5d). F: Fluoreszenz bei 522 nm. Daten sind Mittelwerte (= Standardfehler) aus
3 Bindungskurven. f) Charakterisierung der Heteroaggregate von Ap40 mit IAPP-GI oder IAPP
durch Vernetzen mit Glutaraldehyd, NuPAGE und Western-Blot-Analyse. Links: Western-Blot mit
Anti-IAPP-Antikorper. Von links nach rechts: IAPP und IAPP-Gl-Input (3 pg, 100%) ohne Vernet-
zen und ohne Inkubation, IAPP allein und IAPP-GI allein inkubiert sowie vernetzt (Blindproben
fir die Mischungen), 1:1-Mischungen von Af40 mit IAPP und IAPP-GI inkubiert und vernetzt.
Rechts: Western-Blot mit Anti-AB40-Antikérpern. Von links nach rechts: 1:1-Mischungen von
AP40 mit IAPP-GI und IAPP inkubiert und vernetzt, AB40 allein inkubiert und vernetzt (Blindpro-
ben fiir die Mischungen), AB40-Input (3 pg, 100%) ohne Vernetzen und ohne Inkubation. In
allen Spuren wurden gleiche Mengen von IAPP, IAPP-GI und AB40 geladen. Reprasentative Blots
aus 4 Assays sind gezeigt.

Angew. Chem. 2007, 119, 12681274

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

einer Affinitdt im unteren nanomola-
ren Bereich an Af40. Es blockiert
zudem die zytotoxische Oligomerisie-
rung und Fibrillogenese von AB40 mit
einer dhnlich hohen Aktivitat (Abbil-
dung 6a). IAPP-GI ist somit einer der
wirksamsten  AP40-Liganden und
Inhibitoren der zytotoxischen Selbst-
assoziation von AP40.1%2%1 2) IAPP-
GI ist der einzige Peptidabkémmling,
der sowohl IAPP als auch AB40 mit
hoher Affinitdt bindet und ihre zyto-
toxische Selbstassoziation blockiert
und sogar riickgidngig macht. Da AD
und T2D mit fortschreitendem Alter
verstarkt auftreten und AD-Kranke
hiufig auch unter T2D leiden (und
umgekehrt), konnte IAPP-GI das
erste peptidische , Kreuz-Amyloid-
Krankheit-Therapeutikum*
werden.™  SchlieBlich zeigt unser
Befund, dass AP40 TAPP mit einer
Affinitdit im unteren nanomolaren
Bereich bindet, und dass die Ap40/
IAPP-Heteroassoziation die zytotoxi-
sche Selbstassoziation beider Peptide
unterdriickt, einen moglichen mole-
kularen Zusammenhang zwischen AD
und T2D. Unsere Ergebnisse stiitzen
entsprechend die Hypothese, dass sich
die inhidrent entfalteten Polypeptide
AP40 und IAPP mit extrem hoher
Selbstassoziationsneigung in  vivo
durch Heteroassoziation ihrer frithen
préfibrilliren und noch nicht toxi-
schen Konformationen gegenseitig vor
der zytotoxischen Fehlfaltung und
Selbstassoziation ,,schiitzen* konnten
(Abbildung 6b). Solch ein ,,Unter-
driickungsmechanismus“ fiir Amy-
loid-Krankheiten wiirde mit den Be-
richten iibereinstimmen, die das Aus-
brechen von AD und T2D miteinan-
der in Verbindung bringen.**! Da
AP40 und IAPP im Serum und in der
cerebrospinalen Fliissigkeit in ver-
gleichbaren subnanomolaren Kon-
zentrationen vorkommen, wire eine
In-vivo-Kreuzwechselwirkung  mog-
lich.

Zusammenfassend hat unsere
Studie eine bisher nicht erkannte
Wechselwirkung zwischen den beiden
Schliisselmolekiilen von AD und T2D
identifiziert. Dies deutet auf einen
moglichen molekularen Zusammen-
hang zwischen den beiden Krankhei-
ten hin. Dariiber hinaus ergibt sich aus
unseren Untersuchungen eine hoch-
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Abbildung 6. Modelle fiir die Wechselwirkungen von a) IAPP-GI mit friihen prifibrillaren AB40-
Spezies, die zur Inhibition und Umkehrung der zytotoxischen Oligomerisierung und Fibrillenbil-
dung von AB40 fiihren (blaue Pfeile), und b) frithem préfibrillirem |IAPP mit AB40-Spezies, die
die zytotoxische Selbstassoziation und Fibrillogenese der Polypeptide AB40 und IAPP unter-
driickt (blaue Pfeile). Dem Modell nach kommt es zu einer Sequestrierung von frithen prifibril-
laren und nichttoxischen Vorstufen zytotoxischer AB40-Aggregate in Form |slicher und nichtto-
xischer Heterooligomere wegen ihrer hochaffinen Bindung an IAPP-GI (a) oder an ein frithes
prifibrillires und nichttoxisches IAPP-Konformer, z.B. ein IAPP-Gl-ghnliches Konformer, in Kon-

kurrenz zur Selbstassoziation von AB40 oder IAPP (b). Aufgrund der hohen konformativen Flexi-
bilitat und der starken Neigung der Polypeptide IAPP und AB40 zur Bildung von B-Faltblattstruk-

turen und zur Selbstassoziation sollten jedoch Selbstassoziationsprozesse sowie Homo- und
Hetero-Nucleationsprozesse mit der Bildung von AB40/IAPP-Heterokomplexen konkurrieren,
ihre Stabilitat beeintrachtigen und die Heteroassoziation zugunsten der Selbstassoziation zu-
riickdriangen kénnen (b). Dagegen sollten AB40/IAPP-GI-Heterooligomere wegen der N-Methy-
lierung der Amyloidkernregion von IAPP-GI nicht in der Lage sein, eine §-Faltblattstruktur und
somit die zytotoxische Selbstassoziation und Fibrillogenese von AB40 zu propagieren; dies
wiirde mit der hohen Wirksamkeit der inhibitorischen IAPP-GI-Effekte iibereinstimmen (a).

wirksame Leitstruktur fiir das Design von neuen Therapeu-
tika fiir die beiden bisher noch unheilbaren Amyloid-
Krankheiten AD und T2D.
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