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Die In-vivo-Proteinaggregation steht mit der Pathogenese
zahlreicher unheilbarer zell- und neurodegenerativer
Krankheiten in Zusammenhang.[1,2] Die Selbstassoziation zu
zelltoxischen Aggregaten scheint eine allgemeine Eigenschaft
von Polypeptidketten zu sein, weshalb es denkbar ist, dass
nat(rliche Inhibierungsmechanismen existieren.[2,3] Solche
Mechanismen k+nnten Wechselwirkungen mit anderen Pro-
teinen und sogar Kreuzwechselwirkungen zwischen amyloi-
dogenen Polypeptidsequenzen nutzen.[4–8] Die Proteinaggre-
gation in vitro erschwert oder verhindert die Lagerung und
den Einsatz als Therapeutika bei einer Reihe bioaktiver Po-
lypeptide.[9,10] Ein bekanntes Beispiel ist
Insulin, das aus 51 Aminos8ureresten
besteht, bei der Behandlung von Diabe-
tes eingesetzt wird und zu den am meis-
ten verwendeten Biopharmazeutika
z8hlt.[11,12] Insulin ist ein stark zu „nicht-
nat(rlicher“ Aggregation und Fibrillie-
rung neigendes Polypeptid, insbesondere
wenn es in einem partiell entfalteten
Zustand vorliegt.[12–15] Zwar l8uft diese
nichtnat(rliche Insulinaggregation in
vivo nicht ab; doch f(hrt die Selbst-
assoziation von Insulin in vitro zu nicht-
funktionellen Aggregaten, was seinen
Einsatz als Therapeutikum beeintr8chtigt.[11]

Bei der Entwicklung von Inhibitoren der Aggregation
eines bioaktiven oder therapeutisch eingesetzten Proteins
muss beachtet werden, dass diese die Funktion des Proteins
nicht beeintr8chtigen d(rfen. Da nat(rlich vorkommende
Inhibitoren der Proteinaggregation dieses Kriterium inh8rent
erf(llen sollten, gingen wir davon aus, dass ein synthetisches
Molek(l, das einen nativen, endogenen Proteinaggregati-
onsinhibitor nachahmt, ein guter Kandidat sein k+nnte. Ein
nat(rlich vorkommendes, an Insulin bindendes Polypeptid ist
das Insel-Amyloid-Polypeptid (islet amyloid polypeptide,
IAPP).[5,16,17] Die Sequenz dieses aus 37 Aminos8ureresten

bestehenden Polypeptids, das den Kohlenhydratstoffwechsel
reguliert, hat eine beachtliche Ahnlichkeit mit der von Insulin
(Abbildung 1); es wird zusammen mit Insulin in den b-Zellen
der Bauchspeicheldr(se synthetisiert, gespeichert und sezer-
niert.[17–19] IAPP ist jedoch 8ußerst amyloidogen und bildet
pankreatische Amyloidablagerungen beim Typ-2-Diabetes
(T2D).[17,18] Es wurde gezeigt, dass IAPP mit Insulin wech-
selwirkt und dass diese Interaktion die In-vitro-Bildung von
IAPP-Fibrillen deutlich verz+gert.[5] Daher wurde Insulin als
ein nat(rlicher Inhibitor der IAPP-Aggregation vorgeschla-
gen.[5,6, 20,21] Allerdings wurde bisher die Frage nicht aufge-
griffen, ob umgekehrt IAPP – in einem nichtaggregierten und
nichttoxischen Zustand – auch ein nat(rlicher Inhibitor der
Insulinaggregation sein k+nnte. Grund daf(r ist h+chstwahr-
scheinlich die Schwierigkeit, IAPP in einem stabilen, nicht-
aggregierten und nichttoxischen Zustand zu halten.

Wir haben vor kurzem ein konformativ eingeschr8nktes
IAPP-Analogon entworfen, das eine nichtamyloidogene und
nichttoxische IAPP-Konformation nachahmt,[22] und gezeigt,
dass dieses Peptid, [(N-Me)G24, (N-Me)I26]-IAPP (IAPP-
GI; Abbildung 1), ein sehr gut l+sliches, nichtamyloidogenes
und nichttoxisches IAPP-Analogon ist, das mit einer Affinit8t
im nanomolaren Bereich an IAPP bindet und die zelltoxische

Abbildung 1. Prim�rstrukturen von Insulin, IAPP und dem IAPP-Mimetikum IAPP-GI. Gleiche
Reste in den Sequenzen sind in Blau, �hnliche in Gr*n dargestellt.
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IAPP-Selbstassoziation blockiert.[22] Hier zeigen wir, dass
IAPP-GI auch ein Inhibitor der Insulinaggregation ist, der
Insulin mit einer Affinit8t im nanomolaren Bereich bindet,
ohne dessen physiologische Funktion zu beeintr8chtigen.
Weiterhin deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass eine
hochaffine Interaktion zwischen nichtfibrill8ren und nicht-
toxischen Insulin- und IAPP-Spezies die toxische Selbstas-
soziation beider Polypeptide abschw8cht.

Zun8chst untersuchten wir, ob IAPP-GI die Fibrillierung
von Insulin st+ren kann. Dazu wurde Insulin allein oder mit
IAPP-GI (1:5) unter zuvor etablierten Bedingungen f(r die
Induktion der In-vitro-Fibrillogenese (pH 2, 60 8C; siehe
Hintergrundinformationen) inkubiert. Die Fibrillenbildung
wurde durch den Thioflavin-T(ThT)-Bindungsassay gemes-
sen und mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
untersucht. Die Amyloidbildung von Insulin setzte nach etwa
f(nf Tagen ein und war nach weiteren vier bis f(nf Tagen
abgeschlossen (Abbildung 2a,b). Die h+chste inhibitorische
Wirkung wurde mit einem 5- bis 10fachen molaren Iber-
schuss an IAPP-GI erreicht, bei einem Verh8ltnis von 1:1 war
sie schw8cher (siehe Abbildung S1 und Hintergrundinfor-
mationen).

Da die nichtnat(rliche Selbstassoziation von Insulin auch
zu zytotoxischen Aggregaten f(hrt, untersuchten wir an-

schließend, ob IAPP-GI diesen Prozess ebenfalls st+rt.[26]

Insulinl+sungen oder Mischungen von Insulin mit IAPP-GI
(1:10) wurden gealtert (24 h, pH 2, 60 8C) und zu Zellen der
Ratteninsulinom-Zelllinie RIN5fm gegeben. Die Zellvitali-
t8ten wurden durch den 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazoliumbromid(MTT)-Reduktionsassay bestimmt
(Abbildung 2c,d). Es stellte sich in der Tat heraus, dass IAPP-
GI die Bildung toxischer Aggregate vollst8ndig und (ber
einen großen Konzentrationsbereich blockiert (Faktor 100,
Abbildung 2c). Die h+chste inhibitorische Wirkung wurde
mit einem 10fachen molaren Iberschuss an IAPP-GI erzielt
(Abbildung 2d), wobei sich der IC50-Wert zu 205 nm ergab.
Dieser Befund wurde durch die Ergebnisse zweier weiterer
Assays best8tigt (siehe Abbildung S2 und Hintergrundinfor-
mationen). Diese Untersuchungen belegen somit eindeutig,
dass IAPP-GI ein Inhibitor der zytotoxischen Selbstassozia-
tion von Insulin mit einer Aktivit8t im nanomolaren Bereich
ist.

Anschließend wurde die Insulin/IAPP-GI-Wechselwir-
kung mithilfe von Fern-UV-CD-Spektroskopie charakteri-
siert. Das CD-Spektrum von Insulin (pH 2) deutete auf eine
signifikante Menge an a-helicalen Anteilen hin (Abbil-
dung 3a).[14,25] Das Spektrum der Mischung (1:5) sprach f(r
die Bildung geordneter Heterokomplexe mit einem geringe-

Abbildung 2. Inhibierung der Fibrillogenese und zytotoxischen Selbstassoziation von Insulin durch IAPP-GI. a) Fibrillenbildung von Insulin, einer
Insulin/IAPP-GI-Mischung und von IAPP-GI, gemessen durch den ThT-Bindungsassay (F : Fluoreszenz). Die Daten sind Mittelwerte (�SEM) aus
drei Assays (SEM: Standardfehler des Mittelwerts). Pfeilspitzen markieren die Zeitpunkte der TEM-Analyse (Abbildung 2b). b) TEM-Messung von
Insulin allein und von einer Insulin/IAPP-GI-Mischung (Inkubationen von Abbildung 2a) bei den angegebenen Zeitpunkten (Balken: 100 nm).
c) Einfluss von gealtertem Insulin, einer Insulin/IAPP-GI-Mischung und IAPP-GI allein auf die Vitalit�t von RIN5fm-Zellen (% CV: Zellvitalit�t
relativ zu einer Blindprobe in %). Die Daten sind Mittelwerte (�SEM) aus drei Assays (je n =3). d) Bestimmung des IC50-Wertes von IAPP-GI
bez*glich der Inhibierung der Bildung von zytotoxischen Insulinaggregaten durch den MTT-Assay. Die Daten sind Mittelwerte (�SEM) aus drei
Assays (je n =3).
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ren Anteil helicaler Strukturen als bei Insulin (Abbil-
dung 3a). Na-aminoterminal Fluorescein-markiertes IAPP-
GI (Fluos-IAPP-GI) wurde anschließend mit Insulin titriert,
und Fluoreszenzemissionsspektren wurden aufgenom-
men.[22–27] Ein 100facher molarer Iberschuss an Insulin f(hrte
zu einer Fluoreszenzerh+hung von 61%, und die scheinbare
Dissoziationskonstante (Kd,app.) betrug (100� 9) nm (Abbil-
dung 3b), ein Wert, der sehr gut mit dem ermittelten IC50-
Wert in Einklang war. Da Insulinl+sungen im nano- bis
niedrig mikromolaren Bereich haupts8chlich Monomere und
Dimere enthalten, ließen diese Ergebnisse darauf schließen,
dass IAPP-GI mit einer hohen Affinit8t Insulinmonomere
und/oder -dimere bindet.[14,15]

Als N8chstes untersuchten wir, ob IAPP-GI auch die
Bildung von nichtfibrill8ren Insulinoligomeren und -multi-
meren beeinflusst.[14,15] Die Insulinaggregation wird durch
Dissoziation und partielle Entfaltung eingeleitet.[14,15] Bei
pH 2 und Raumtemperatur kommen haupts8chlich Mono-
mere und Dimere des nativ gefalteten Insulins vor, die durch
die Dissoziation nativ gefalteter Insulinhexamere entstehen.
Bei h+heren Temperaturen dissoziiert das Dimer, und durch
partielle Entfaltung entstehen fehlgefaltete Monomere, Oli-

gomere, Multimere und Fibrillen. Dabei wird angenommen,
dass ein fehlgefaltetes Monomer als Vorstufe der nichtnativen
Insulinaggregation ben+tigt wird.[14,15] Der kinetische Verlauf
der Insulinoligomerisierung wurden mithilfe der nichtredu-
zierenden NuPAGE-Elektrophorese und des Western Blot-
ting untersucht. Die Insulinl+sungen oder Mischungen von
Insulin mit IAPP-GI (1:5) wurden (co-)inkubiert (pH 2,
60 8C) und nach verschiedenen Zeitpunkten analysiert (Ab-
bildung 3c). Es stellte sich heraus, dass in frisch hergestellten
Insulinl+sungen (0 h) haupts8chlich Monomere und wenige
Dimere vorlagen, nach 24 und 48 h jedoch eine signifikante
Menge an Oligo- undMultimeren zu messen war. Die Insulin/
IAPP-GI-Mischung dagegen bestand zu allen Zeitpunkten
nur ausMonomeren undDimeren. Dies belegt, dass IAPP-GI
die Insulinoligo- und -multimerisierung unterdr(ckt.

Anschließend wurde die Entstehung von zellsch8digen-
den Spezies aus zun8chst nichttoxischen Insulinl+sungen in
Gegenwart (1:10) bzw. bei Abwesenheit von IAPP-GI un-
tersucht (pH 2, 60 8C; Abbildung 3d sowie Abbildung S3a in
den Hintergrundinformationen). Nach unseren Befunden
bindet IAPP-GI „fr(he“, nichtfibrill8re und nichttoxische
Insulinspezies und unterdr(ckt ihre Umwandlung in toxische

Abbildung 3. a) CD-Spektren (mittlere molare Elliptizit�t [q] in degcm2 dmol�1) von Insulin, der Insulin/IAPP-GI-Mischung und IAPP-GI. Zus�tzlich
ist die Summe der Spektren von Insulin und IAPP-GI gezeigt. b) Fluoreszenzemissionsspektren von Fluos-IAPP-GI allein und nach der Titration
mit Insulin (das Molverh�ltnis Fluos-IAPP-GI zu Insulin ist angegeben). Der Einschub zeigt die Mittelwerte (�SEM) aus drei Bindungskurven.
c) Kinetik der Insulinoligomerisierung mit und ohne IAPP-GI, detektiert mittels NuPAGE-Elektrophorese und Western Blotting mit einem Anti-
Insulin-AntikJrper. Ein repr�sentativer Blot aus drei Experimenten ist gezeigt. d) Kinetik der Entstehung von zytotoxischen Insulinspezies (1 mm)
mit und ohne IAPP-GI, gemessen durch den MTT-Reduktionsassay. Insulin, die Insulin/IAPP-GI-Mischung und IAPP-GI wurden gealtert und zu
den angegebenen Zeitpunkten zu RIN5fm-Zellen gegeben. Die Daten sind Mittelwerte (�SEM) aus drei Assays (je n =3).
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Spezies. Die Spezifit8t dieser Wechselwirkung wurde durch
Kontrolluntersuchungen mit dem Polypeptid Parathyroid-
hormon best8tigt (siehe Abbildung S4 und Hintergrundin-
formationen).

Da IAPP-GI eine nichtamyloidogene IAPP-Konformati-
on nachstellt, sollte es somit auch mindestens eine nicht-
fibrill8re und nichttoxische IAPP-Konformation geben, die
die Insulinselbstassoziation st+rt.[22] Tats8chlich ergaben
unsere Untersuchungen, dass nichtfibrill8res IAPP Insulin
mit einem Kd,app. von (142� 34) nm bindet und dass es die
Insulinselbstassoziation deutlich, wenn auch weniger stark als
IAPP-GI inhibiert (siehe Abbildung S5 und Hintergrund-
informationen). Ein weiteres Ergebnis unserer Untersu-
chungen ist, dass eine konformationsspezifische Wechselwir-
kung zwischen pr8fibirill8ren und nichttoxischen IAPP- und
Insulinspezies – h+chstwahrscheinlich Monomeren und Di-
meren – zur Unterdr(ckung der Selbstassoziations- und Fi-
brillierungsprozesse beider Polypeptide f(hrt (siehe Abbil-
dung S6 und S7 und Hintergrundinformationen).

Als Letztes griffen wir die entscheidende Frage auf, ob die
Wechselwirkung zwischen IAPP-GI (oder IAPP) und Insulin
die Wirkung von Insulin auf seine Zielzellen beeinflusst. Die
Bioaktivit8t von Insulin wird (ber die Bindung von mono-
merem Insulin an den Insulinrezeptor (IR) vermittelt.[28,29]

Darauf folgt die physiologische Signal(bertragung (ber eine
Kaskade von Protein-Protein-Wechselwirkungen und Phos-
phorylierungen.[28–30] Beim ersten Phosphorylierungsschritt,
direkt nach der Bindung von Insulin an seinen Rezeptor, wird
dessen b-Untereinheit (IRb) autophosphoryliert.[29,30] Wir
untersuchten daher an einer humanen, IR exprimierenden
Brustkrebszelllinie, ob die von Insulin induzierte IR-Auto-
phosphorylierung von IAPP-GI (oder IAPP) beeinflusst
wird.[31,32] In allen F8llen wiesen die behandelten Zellen den
gleichen Gehalt an phosphoryliertem IRb auf (Abbildung 4
und nicht gezeigte Daten). Diese Ergebnisse wurden durch
eine weitere Studie zur Aktivierung von Akt belegt (siehe
Abbildung S8 und Hintergrundinformationen). Daraus folgt,
dass die Wechselwirkung von IAPP-GI (oder IAPP) mit In-
sulin keinen Einfluss auf dessen biologische Aktivit8t hat.

Wir haben somit eine neue chemische Strategie zur Inhi-
bierung der Aggregation von bioaktiven oder therapeutisch
genutzten Polypeptiden vorgestellt, die biologische Funktio-
nen der Zielproteine nicht beeintr8chtigt. Dabei wird die

Aggregation durch das Nachahmen einer nativen Amyloid-
Kreuzwechselwirkung unterbunden. Unser Befund, dass
IAPP-GI, ein gezielt entworfenes Peptid, das eine nicht-
amyloidogene Konformation von IAPP nachahmt, mit einer
Affinit8t im nanomolaren Bereich die nichtnat(rliche Insu-
linaggregation unterbindet, ohne dabei dessen Funktion zu
beeinflussen, untermauert die Validit8t dieser Inhibierungs-
strategie (Abbildung 5a). Dar(ber hinaus weisen unsere
Untersuchungen auf eine m+gliche neue Funktion der Insu-
lin/IAPP-Wechselwirkung hin, die bisher nur als eine Wech-
selwirkung bekannt war, die die IAPP-Fibrillogenese inhi-
biert (Abbildung 5b,c).[5,6] Interessanterweise erinnert die
hier vorgeschlagene hochaffine Insulin/IAPP-Heteroassozia-
tion, die die Selbstassoziation beider Polypeptide unter-
dr(ckt, stark an die Wechselwirkung zwischen dem b-Amy-
loidpeptid (Ab) der Alzheimer-Krankheit (AD) und IAPP.[7]

Unsere Befunde st(tzen die Hypothese, dass Amyloid-
Kreuzwechselwirkungen vor der pathophysiologischen In-
vivo-Selbstassoziation von diesen drei – und m+glicherweise
auch anderen – amyloidogenen Polypeptiden sch(tzen.[7] Falls
solche funktionellen Kreuzwechselwirkungen tats8chlich
in vivo existieren, w(rden sie wichtige Verbindungen auf
molekularer Ebene zwischen AD und T2D darstellen.[7,33]

IAPP-GI inhibiert nicht nur die Insulinaggregation, son-
dern unterbindet auch die IAPP-Selbstassoziation im nano-
molaren Bereich. Des Weiteren ist IAPP-GI ein l+sliches und
nichttoxisches IAPP-Analogon, das als IAPP-Rezeptorago-
nist fungieren kann.[22] L+sliche IAPP-Analoga und -Rezep-
toragonisten wurden vor kurzem f(r die Behandlung von T2D
zusammen mit Insulin zugelassen.[34,35] Der Einsatz von
IAPP-GI oder 8hnlichen Substanzen k+nnte deren gute
L+slichkeit und IAPP-8hnliche erw(nschte Funktion als
Glucoseregulator mit der wirksamen Inhibierung der In-vivo-
IAPP-Amyloidogenese bei T2D und der In-vitro-Insulin-
aggregation kombinieren, ohne dabei die Funktion von In-
sulin zu beeintr8chtigen.[11,22,34] Ob solche multifunktionellen
Stoffe bei der Behandlung von T2D n(tzlich sein k+nnten,
muss durch weiterf(hrende Untersuchungen gezeigt werden.

Die Tatsache, dass IAPP-GI auch die zytotoxische
Selbstassoziation von Ab40 im nanomolaren Bereich blo-
ckiert,[7] macht dieses Molek(l zudem zu einem vielverspre-
chenden Kandidaten bei der Entwicklung von AD-Thera-
peutika.[7] Da IAPP die Blut-Hirn-Schranke (berwinden
kann, ist dies auch f(r IAPP-GI zu erwarten, was ein Ein-
greifen in die Ab40-Aggregation in- und außerhalb des zen-
tralen Nervensystems erlauben w(rde.[36,37]

IAPP-GI ist bisher der einzige bekannte Peptid-
abk+mmling, der drei verschiedene amyloidogene Polypep-
tide, die zudem amyloidogene „Schl(sselmolek(le“ bei AD
und T2D sind, mit nanomolarer Affinit8t bindet und ihre
zytotoxische Selbstassoziation und Fibrillogenese inhibiert.
Da diesen Krankheiten vermutlich 8hnliche molekulare und
pathologische Prozesse zugrunde liegen,[33,38,39] ihr Eintreten
mit steigendem Alter wahrscheinlicher wird und T2D-Pati-
enten ein erh+htes Risiko haben, an AD zu erkranken, und
umgekehrt, k+nnte IAPP-GI als eine einzigartige Leitstruk-
tur f(r die Entwicklung neuer Medikamente und therapeu-
tischer Konzepte gegen beide Krankheiten genutzt
werden.[33,38,39] Dar(ber hinaus k+nnte die hier vorgestellte

Abbildung 4. Humane, IR exprimierende Brustkrebszellen wurden mit
Insulin, mit Mischungen aus Insulin und IAPP-GI (1:10), mit IAPP-GI
oder mit Puffer behandelt. Die phosphorylierten Proteine wurden mit
einem Anti-Phosphotyrosin-AntikJrper (Anti-PY20) immunopr�zipitiert
(IP), und IRb wurde mittels Western-Blot-Analyse (WB) mit einem
Anti-IRb-AntikJrper (Anti-IRb) nachgewiesen. Die gleichen Mengen an
zellul�ren Proteinen wurden bei jeder Probe verwendet (siehe b-Actin-
WB). Ein repr�sentativer Blot aus drei Experimenten ist gezeigt.
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Strategie zur Entwicklung von Inhibitoren der Proteinaggre-
gation, die die Proteinfunktion nicht beeinflussen, auch bei
anderen zur Aggregation neigenden Polypeptiden und Pro-
teinen Anwendung finden.

Eingegangen am 30. M8rz 2008,
ver8nderte Fassung am 11. Juni 2008
Online ver+ffentlicht am 8. August 2008
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