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Die Aggregation von Proteinen zu zelltoxischen Aggregaten
und Amyloidfibrillen spielt bei der Zelldegeneration und der
Pathogenese einer Reihe von unheilbaren Krankheiten wie
der Alzheimer-Krankheit (AD) und der Typ-2-Diabetes
(T2D) eine Rolle.[1,2] Die aus 40 oder 42 Aminos�ureresten
bestehenden b-Amyloidpeptide Ab40 bzw. Ab42 und das aus
37 Resten bestehende Inselamyloid-Polypeptid (IAPP) sind
die Schl�ssel-Amyloidpeptide bei der AD bzw. beim T2D.[1,2]

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass zus�tzlich zu
den Selbstwechselwirkungen, die der pathogenen Selbstas-
soziation der Proteine zugrundeliegen, auch Kreuzwechsel-
wirkungen zwischen Amyloiden eine kritische Rolle bei der
Proteinaggregation spielen d�rften.[3–11] Beispiele solcher
Wechselwirkungen sind die Ab-Tau-, die Ab-a-Synuclein-,
die Ab-Transthyretin- und die IAPP-Insulin-Wechselwir-
kung.[7,9, 11, 12] Eine weitere derartige Wechselwirkung ist die
Ab40-IAPP-Wechselwirkung (Abbildung 1).[3] Diese 2007 in

vitro identifizierte Wechselwirkung zwischen fr�hen nichtfi-
brill�ren und nichttoxischen Ab40- und IAPP-Spezies zeich-
net sich durch eine Affinit�t im unteren nanomolaren Bereich
aus und ist in der Lage, die zelltoxischen Selbstassoziations-
und Amyloidbildungsprozesse der beiden Polypeptide Ab40
und IAPP zu unterdr�cken.[3] Diese Befunde haben zu der
Hypothese gef�hrt, dass die Ab40-IAPP-Heteroassoziation
ein molekularer Zusammenhang zwischen AD und T2D sein
k�nnte. Diese Annahme ist in Einklang mit klinischen und
epidemiologischen Hinweisen auf eine Verbindung zwischen
den beiden Krankheiten.[13, 14] Da Ab und IAPP im Serum und
in der cerebrospinalen Fl�ssigkeit in �hnlichen Konzentra-
tionen vorkommen, w�re auch eine In-vivo-Wechselwirkung
m�glich. Tats�chlich ergaben neueste immunhistochemische
Untersuchungen eine Colokalisierung von Ab und IAPP in
pankreatischen Inselamyloid-Aggregaten von T2D-Patien-
ten.[15] Die Aufkl�rung der molekularen Determinanten der
Hetero- und der Selbstassoziation von Ab und IAPP ist von
großer biomedizinischer Bedeutung, da hierdurch einerseits
die m�gliche Verbindung dieser Prozesse mit der Krank-
heitspathogenese aufgedeckt werden k�nnte und man ande-
rerseits in der Lage w�re, chemische Stoffe, die als Modula-
toren dieser Prozesse fungieren k�nnten, zu entwerfen.

Ab und IAPP sind konformativ ungeordnete, aber den-
noch stark zur Aggregation neigende Polypeptide.[16, 17] Ihre
Peptidsequenzen sind zu rund 25 % identisch und zu rund
50% �hnlich; dabei l�sst sich die h�chste Identit�t und
�hnlichkeit bei Sequenzen feststellen, die eine wichtige Rolle
bei der Selbstassoziation der beiden Peptide spielen (�ber-
lappende gelbe und rosa Bereiche in Abbildung 1).[6, 18–22] Hier
stellen wir eine Reihe systematischer Untersuchungen zu den
Wechselwirkungsdom�nen von Ab und IAPP f�r die Kreuz-
und die Selbstassoziation vor. Dabei werden kurze Peptid-
sequenzen in Ab und IAPP identifiziert, die als „Hot-Spot“-
Regionen der Ab-IAPP-Wechselwirkungsdom�nen fungie-
ren, d.h. als die k�rzesten Peptidsequenzen, die noch in der
Lage sind, mit dem jeweils anderen Peptid mit Bindungsaf-
finit�ten im nano- bis niedrig mikromolaren Bereich zu in-
teragieren. Ferner zeigen wir, dass die identifizierten Pep-
tidsequenzen sowohl Ab als auch IAPP mit hoher Affinit�t
binden k�nnen. Dieser Befund weist darauf hin, dass ge-
meinsame molekulare Erkennungsmerkmale der Amyloid-
Selbst- und der Amyloid-Heteroassoziation zugrundeliegen.

Zun�chst gingen wir der Frage nach, welche Ab40-Do-
m�nen an IAPP binden. Dazu nutzten wir membran-
gebundene Peptidarrays aus Ab40-Dekapeptiden, die die
Ab40-Gesamtsequenz abdeckten und sich jeweils durch die
Verschiebung um eine Aminos�ure auseinander ableiteten
(Abbildung 2).[24] Die Membranen wurden mit synthetischem

Abbildung 1. Prim�rsequenzen von Ab und IAPP. In beiden Sequenzen
identische Reste sind in Blau und �hnliche in Gr�n hervorgehoben.[3,10]

Die k�rzesten Sequenzen mit dem st�rksten Identit�ts- und �hnlich-
keitsgrad sind gelb unterstrichen. Die Dom�nen, f�r die bisher eine
Beteiligung an der Selbstassoziation vorgeschlagen wurde, sind rosa
unterstrichen.[6,18–23]
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Na-aminoterminal biotinyliertem IAPP-GI (Biotin-IAPP-GI)
inkubiert.[25] Das doppelt N-methylierte IAPP-Mimetikum
[(N-Me)G24,(N-Me)I26]-IAPP (IAPP-GI) wurde wegen
seiner exzellenten L�slichkeit und seines nichtamyloidogenen
Charakters als Ersatzmolek�l f�r das schlecht l�sliche und
stark zur Aggregation neigende IAPP eingesetzt,[25] zumal es,
wie wir vor kurzem zeigen konnten, Ab40 mit der gleichen
Affinit�t wie nichtaggregiertes IAPP bindet.[3] Ab40-Deka-
mere, die Biotin-IAPP-GI gebunden hatten, wurden durch
die anschließende Inkubation der Peptidmembran mit
Streptavidin-konjugierter Peroxidase (POD) identifiziert
(Abbildung 2). Dabei wurden zwei Gruppen von 3–4 konse-
kutiven Peptidsequenzen identifiziert: Die erste Gruppe be-
findet sich in der Peptidregion Ab(12–24) und die zweite im
Bereich Ab(26–37).

Die identifizierten IAPP-bindenden Ab40-Regionen
enthalten die Peptidsequenzen, die Hauptbereiche der b-
Str�nge von Ab40-Amyloidfibrillen sind (rosa in Abbil-
dung 1).[19, 26–28] Daher wiesen unsere Ergebnisse darauf hin,
dass die an der Ab40-IAPP-Heteroassoziation beteiligten
Ab40-Regionen auch an der Ab40-Selbstassoziation teilneh-
men k�nnten. Um diese Annahme zu testen, wurde die
Membran aus den Ab40-Dekameren mit synthetischem Na-
aminoterminal biotinyliertem Ab40 (Biotin-Ab40) inkubiert.
Anschließend wurden die Peptidsequenzen, die Biotin-Ab40
gebunden hatten, mittels Inkubation mit Streptavidin-POD
identifiziert (Abbildung 2). Es stellte sich heraus, dass sich die
Ab40-Regionen, die Biotin-Ab40 gebunden hatten, innerhalb
der Regionen Ab(11–21) und Ab(23–37) befanden. Diese

Sequenzen entsprechen in der Tat den Regionen, die an der
Ab40-IAPP-Heteroassoziation beteiligt sind (Abbildung 2).

Um die IAPP-Regionen, die an Ab40 binden, zu identi-
fizieren, nutzten wir membrangebundene Peptidarrays aus
IAPP-Dekapeptiden, die die IAPP-Gesamtsequenz abdeck-
ten und sich jeweils durch die Verschiebung um eine Ami-
nos�ure auseinander ableiteten (Abbildung 3). Diese IAPP-

Peptidarraymembranen wurden mit Ab40 inkubiert. An-
schließend wurden die Ab40-bindenden Peptidsequenzen
mittels Inkubation mit einem Anti-Ab40-Antik�rper identi-
fiziert. Es ergab sich, dass alle Peptide innerhalb des N-ter-
minalen Bereichs IAPP(1–20) an Ab40 banden (Abbil-
dung 3). Da jedoch auch einige der Peptidsequenzen inner-
halb von IAPP(21–37) schwach an Ab40 gebunden hatten
und um die M�glichkeit auszuschließen, dass die ausgepr�gte
Hydrophobie und Selbstassoziationsneigung dieser mem-
brangebundenen Peptidsequenzen ihre Wechselwirkung mit
Ab40 verhindert haben k�nnte, wurde anschließend auch f�r
eine Peptidarraymembran, die aus zw�lf nichtamyloidoge-
nen, doppelt N-methylierten (an G24 und I26) Dekapeptiden
bestand und den Sequenzbereich IAPP-GI(15–35) abdeckte,
die Bindung an Ab40 untersucht. Auch die meisten dieser
Peptidsequenzen banden an Ab40 (Abbildung 3, linker un-
terer Bereich). Diese Ergebnisse ließen darauf schließen, dass

Abbildung 2. Identifizierung der Ab40-Regionen, die IAPP (IAPP-GI)
(links) oder Ab40 (rechts) binden. Die fett und unterstrichen gekenn-
zeichneten Dekamere wurden mit Biotin-IAPP-GI (links) oder mit
Biotin-Ab40 (rechts) inkubiert. Gebundenes Biotin-IAPP-GI oder Biotin-
Ab40 wurde nach Inkubation mit Streptavidin-POD und Entwicklung
mittels ECL detektiert. Repr�sentative Membranen aus 2–3 Assays
sind gezeigt.

Abbildung 3. Identifizierung der IAPP-Regionen, die Ab40 (links) oder
IAPP (IAPP-GI) (rechts) binden. Die fett und unterstrichen gekenn-
zeichneten Dekamere wurden mit Ab40 (links) oder Biotin-IAPP-GI
(rechts) inkubiert. Gebundenes Ab40 oder Biotin-IAPP-GI wurde nach
Inkubation mit anti-Ab40-Antik�rpern bzw. Streptavidin-POD und ECL
detektiert. Die Membranen links unten oder rechts unten enthalten
Dekamere, die den Bereich IAPP-GI(15–35) umfassen und deren Bin-
dung an Ab40 (unten links) oder an IAPP-GI (unten rechts) ebenfalls
untersucht wurde. Repr�sentative Membranen aus 2–3 Assays sind
gezeigt.

Angewandte
Chemie

3147Angew. Chem. 2010, 122, 3146 –3151 � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


in IAPP zwei Ab40-Bindungsbereiche existieren: Der erste
Bereich befindet sich innerhalb der Sequenz IAPP(8–20) und
der zweite im Bereich IAPP(23–35).

Die identifizierten Ab40-bindenden IAPP-Regionen
enthielten Peptidsequenzen, die gem�ß mehrerer Ver�ffent-
lichungen auch an der IAPP-Selbstassoziation zu Amy-
loidfibrillen beteiligt sind.[6,18, 20–22, 29] Daher untersuchten wir
als N�chstes die Bindung der IAPP-Peptidarraymembran an
Biotin-IAPP-GI. Dabei ergab sich, dass alle IAPP-Dekamere
des IAPP(1–20)-Bereichs stark an Biotin-IAPP-GI binden
und dass zus�tzlich f�r die Sequenzen des C-terminalen
IAPP-Bereichs eine schwache Wechselwirkung nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 3).[21] Somit sollten die IAPP-
Regionen, die f�r die IAPP-Ab40-Heteroassoziation wichtig
sind, auch bei der IAPP-Selbstassoziation eine wichtige Rolle
spielen.

Um die obigen Befunde zu best�tigen und die Wechsel-
wirkungsdom�nen zwischen Ab40 und IAPP genauer zu
charakterisieren, synthetisierten wir eine Vielzahl an Ab40-
und IAPP-Teilsequenzen sowie ihre fluoreszenzmarkierten
Analoga und charakterisierten ihre Wechselwirkungen mit
IAPP und Ab40 mit Fluoreszenztitrationsbindungsassays
(Tabellen 1 und 2).[3, 25] Um die Ab40-Sequenzen, die an IAPP
binden, genau zu bestimmen, wurde zun�chst Na-aminoter-
minal fluoresceinmarkiertes IAPP (Fluos-IAPP) mit den zwei
Ab40-Hauptsegmenten Ab(1–28) und Ab(29–40) titriert.
Diese zwei Segmente entsprechen dem extrazellul�ren hy-
drophilen bzw. dem transmembran�ren hydrophoben Ab40-
Sequenzbereich und tragen jeweils einen Strang zum b-Falt-
blatt der Ab40-Amyloidfibrille bei (Abbildung 1).[19] Beide
Segmente banden an IAPP. Dabei erwies sich Ab(29–40) als
der st�rkere (Kd,app. = 200 nm) und Ab(1–28) als der schw�-
chere Ligand (Kd,app. = 2.5 mm) (Tabelle 1). Diese Ergebnisse
ließen darauf schließen, dass der hydrophobe C-terminale
Sequenzbereich Ab(29–40) eine kritische Rolle bei der Ab40-
IAPP-Wechselwirkung spielt.[3]

Um die k�rzesten Ab40-Sequenzen, die in der Lage sind,
IAPP zu binden, zu identifizieren, wurden mehrere Ab40-
Peptidsequenzen durch systematische Verk�rzung von Ab(1–
28) und Ab(29–40) vom C- und N-Terminus her oder basie-
rend auf Strukturmodellen von Ab40 synthetisiert und ihre
Wechselwirkung mit IAPP untersucht (Tabelle 1; Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen).[19, 28,30] Wurde
IAPP-GI anstelle von IAPP verwendet, wurden sehr �hnliche
Bindungsaffinit�ten erhalten (Daten nicht gezeigt). Ab(27–
32) (= NKGAII) und Ab(35–40) (= MVGGVV) wurden als
die k�rzesten Peptidsequenzen identifiziert, die noch in der
Lage sind, IAPP mit einer Affinit�t im nanomolaren Bereich
zu binden. Innerhalb des Sequenzbereichs Ab(1–28) erwiesen
sich Ab(18–21) (= VFFA) und Ab(19–22) (= FFAE) als die
k�rzesten Sequenzen, die IAPP noch binden konnten. Ihre
Affinit�ten lagen im niedrig mikromolaren Bereich und somit
im gleichen Bereich wie die Bindungsaffinit�t der Ab(1–28)-
IAPP-Wechselwirkung.

Als N�chstes untersuchten wir die Wechselwirkungen der
identifizierten IAPP-bindenden Ab40-Peptidsequenzen mit
Ab40 (Tabelle 1; Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen). Sowohl Ab(27–32) als auch Ab(35–40) interagierten
mit Ab40. Dabei waren die scheinbaren Dissoziationskon-

stanten (Kd,app.) fast die gleichen wie f�r die Wechselwirkung
mit IAPP. Peptide mit k�rzeren Sequenzabschnitten als Ab-
(27–32) oder Ab(35–40) banden nicht oder nur schwach an
Ab40. Die Sequenz Ab(19–22) erwies sich als die k�rzeste
Sequenz innerhalb Ab(1–28), die Ab40 noch binden konnte,
allerdings lag auch diese Bindungsaffinit�t im niedrig mi-
kromolaren Bereich. Die Ergebnisse der Fluoreszenztitrati-
onsbindungsassays waren in Einklang mit den Befunden der
Peptidarrays. Dar�ber hinaus f�hrten sie zur Identifizierung
der zwei Hexapeptidsequenzen Ab(27–32) und Ab(35–40)
und der Tetrapeptidsequenz Ab(19–22) als den k�rzesten
Ab40-Sequenzen, die sowohl IAPP als auch Ab40 mit Affi-
nit�ten im nano- oder niedrig mikromolaren Bereich binden
(Tabelle 1). Die Ergebnisse der beiden Assays sind in Ab-
bildung 4 zusammengefasst.

Um die k�rzesten IAPP-Sequenzen zu identifizieren, die
noch Ab40 binden k�nnen, wurde IAPP zun�chst in IAPP(1–
18) und IAPP(19–37) zerlegt, und es wurden die Wechsel-
wirkungen dieser Sequenzbereiche mit Ab40 untersucht.[17]

IAPP(1–18) ist der N-terminale, weniger amyloidogene
IAPP-Sequenzbereich, der das kurze amyloidogene Peptid-
segment IAPP(14–18) enth�lt.[21] IAPP(19–37) ist der hy-
drophobe und stark amyloidogene C-terminale Sequenzbe-
reich, der die amyloidogenen Peptidsequenzen IAPP(22–27)
und IAPP(30–37) enth�lt.[20,31] Sowohl IAPP(1–18) als auch
IAPP(19–37) banden mit einer Affinit�t im nanomolaren
Bereich an Ab40 (Tabelle 2, Abbildung S2 in den Hinter-
grundinformationen). Anschließend wurden die beiden Pep-
tiddom�nen systematisch verk�rzt und Fluoreszenztitrati-

Tabelle 1: Identifizierung der Ab40-Hot-Spot-Regionen (fett), die Voll-
l�ngen-IAPP und -Ab40 binden, und Bestimmung der scheinbaren Dis-
soziationskonstanten (Kd,app.) mit Fluoreszenztitrationsbindungsas-
says.[a]

Ab40-Sequenz Kd,app.(f�r IAPP)[b,c] Kd,app. (f�r Ab40)[b,c]

Ab40 48.5 nm (�4.2)[3] 198 nm (�43)
Ab(1–28) 2.5 mm 711 nm

Ab(12–28) 2.8 mm n.b.
Ab(15–24) 6.4 mm (�1.0) 1.0 mm (�0.1)
Ab(15–21) 14.0 mm 2.9 mm

Ab(16–21) 13.8 mm n.b.
Ab(18–21) 2.1 mm –
Ab(19–21) – n.b.
Ab(19–22) 7.0 mm (�0.7) 5.5 mm (�0.6)
Ab(29–40) 200 nm 463 nm

Ab(25–35) 282 nm (�29) 326 nm (�61)
Ab(27–32) 477 nm (�114)[d] 282 nm (�47)
Ab(28–32) – –
Ab(27–31) – –
Ab(35–40) 354 nm (�36) 358 nm (�25)
Ab(35–39) 3.1 mm 4.1 mm

Ab(35–38) – –
Ab(36–40) – 28.6 mm

[a] Die Titrationen wurden in 10 mm Natriumphosphatpuffer (pH 7.4)
und 1% HFIP durchgef�hrt, wobei Na-aminoterminal fluoreszenzmar-
kiertes IAPP oder Ab40 mit den Ab40-Segmenten titriert wurde.[3, 25]

[b] Die Kd,app.-Werte wurden aus einer oder drei Bindungskurven be-
stimmt; in Klammern sind die Standardfehler f�r den Fall von drei Bin-
dungskurven angegeben. [c] –: keine Bindung bei Konzentrationen
�20 mm ; n.b.= nicht bestimmt. [d] Kd,app. der Wechselwirkung Ab(27–
32)-IAPP-GI.
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onsbindungsassays durchgef�hrt. Dabei wurden die Peptid-
sequenzen IAPP(8–18) und IAPP(22–28) als die k�rzesten
Sequenzen identifiziert, die noch in der Lage sind, Ab40 mit
Affinit�ten im nanomolaren Bereich zu binden (Tabelle 2,
Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen). Eine m�g-
liche Erkl�rung f�r die Beobachtung, dass IAPP(10–18) zwar
das k�rzeste Erkennungselement in IAPP(1–18) ist, das f�r
die Wechselwirkung mit Ab40 ben�tigt wird, dass aber seine
Affinit�t signifikant kleiner ist als die von IAPP(8–18),
k�nnte sein, dass die Hot-Spot-Region von Ab40, Ab(27–32),
an IAPP(8–18), nicht aber an IAPP(10–18) binden kann, wie

Untersuchungen der Kreuzwechselwirkungen ergaben
(siehe Tabelle 3).

Da k�rzlich vorgeschlagen wurde, dass IAPP(8–18) und
IAPP(22–28) die Selbstassoziation von IAPP vermitteln,
deuteten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die gleichen
IAPP-Sequenzen auch an Heteroassoziationsprozessen
beteiligt sind.[6, 21,29] Daher untersuchten wir die Wechsel-
wirkung der obigen IAPP-Sequenzen mit IAPP (Tabelle 2,
Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen). Die Af-
finit�ten aller IAPP-Peptidsequenzen f�r IAPP waren in
der Tat sehr �hnlich denen f�r Ab40. Diese Ergebnisse sind
in Abbildung 4 zusammengefasst und belegen, dass IAPP-
(8–18) und IAPP(22–28) Hot-Spot-Regionen der IAPP-
Ab40- und IAPP-IAPP-Wechselwirkungsdom�nen sind.

Um die Bindungsstellen der identifizierten Hot-Spot-
Regionen innerhalb von Ab40 und IAPP zu bestimmen,
wurden nun die Kreuzwechselwirkungen zwischen ihnen
oder leicht �ber sie hinaus verl�ngerten Peptidsequenzen
untersucht (Tabelle 3, Tabellen 1 und 2 in den Hinter-
grundinformationen). Wie Abbildung 5 zu entnehmen ist,

wurde ein ausgedehntes Netzwerk an Selbst- und Kreuz-
wechselwirkungen im nano- bis niedrig mikromolaren Be-
reich aufgedeckt. Daraus ließ sich schließen, dass an den
Selbst- und Heteroassoziationsprozessen von Ab40 und IAPP
starke kooperative Wechselwirkungen zwischen den gleichen
Bindungsstellen beteiligt sind. Die Richtigkeit der Ergebnisse
unserer Untersuchungen konnte dar�ber hinaus mithilfe von
Kontrollexperimenten best�tigt werden (siehe Text und Ab-
bildung S3 in den Hintergrundinformationen).

Man nimmt an, dass die Selbstassoziation von Ab42 eine
�ußerst wichtige Rolle bei der AD-Pathogenese spielt.[32] Aus
diesem Grund gingen wir auch der Frage nach, ob Ab42 mit
IAPP und IAPP-GI in �hnlicher Weise wie Ab40 intera-
giert.[3] Unsere Befunde lassen in der Tat den Schluss zu, dass
Ab42 �hnlich wie Ab40 mit IAPP und IAPP-GI wechsel-
wirkt, dass die Ab42-IAPP-Wechselwirkung die zelltoxische
Oligomerisierung und Amyloidbildung beider Polypeptide
unterdr�ckt und dass diese Wechselwirkung durch die glei-

Tabelle 2: Identifizierung der IAPP-Hot-Spot-Regionen (fett), die Voll-
l�ngen-Ab40 oder -IAPP binden, und Bestimmung von Kd,app. mit Fluo-
reszenztitrationsbindungsassays.[a]

IAPP-Sequenz Kd,app. (f�r Ab40)[b,c] Kd,app. (f�r IAPP)[b,c]

IAPP 48.5 nm (�4.2)[3] 9.7 (�0.9)[25]

IAPP(1–18) 183 nm (�56) 125 nm (�18)
IAPP(8–18) 275 nm (�28) 233 nm (�59)
IAPP(9–18) 1.0 mm (�0.1) 535 nm (�6)
IAPP(10–18) 1.3 mm (�0.1) 569 nm (�12)
IAPP(11–18) – –
IAPP(10–17) – –
IAPP(1–7) – –
IAPP(19–37) 281 nm (�20) 374 nm (�10)
IAPP(20–29) 322 nm (�25) 293 nm (�23)
IAPP(21–28) 587 nm 316 nm

IAPP(22–28) 363 nm (�36) 398 nm (�70)
IAPP(23–28) – 795 nm

IAPP(24–28) n.b. –
IAPP(22–27) – 1.2 mm

IAPP(23–27) n.b. –
IAPP(22–26) n.b. –
IAPP(30–37) – –

[a] Die Titrationen wurden in 10 mm Natriumphosphatpuffer (pH 7.4)
und 1% HFIP durchgef�hrt, wobei die Na-aminoterminal fluoreszenz-
markierten IAPP-Sequenzen mit Ab40 und IAPP titriert wurden.[3, 25]

[b] Siehe Fußnote zu Tabelle 1. [c] –: keine Bindung bei Konzentrationen
�3 mm ; n.b.= nicht bestimmt.

Tabelle 3: Mithilfe von Fluoreszenztitrationsbindungsassays ermittelte
Kd,app.-Werte f�r Kreuzwechselwirkungen zwischen den identifizierten
Hot-Spot-Regionen innerhalb von Ab40 und IAPP (fett) oder leicht �ber
sie hinaus verl�ngerten Peptidsequenzen (mager).[a,b]

Ab40-Sequenz Kd,app.

f�r IAPP(8–18) f�r IAPP(22–28) f�r IAPP(20–29)

Ab(19–22)[c] 2.9 mm –[e] –[e]

Ab(15–24)[d] 4.2 mm 6.7 mm 6.4 mm

Ab(27–32)[c] 1.4 mm 566 nm
[f ] 305 nm

Ab(25–35)[d] 902 nm 426 nm 698 nm

Ab(35–40)[c] 1.1 mm –[e] 869 nm

[a] Die Titrationen wurden in 10 mm Natriumphosphatpuffer (pH 7.4)
und 1% HFIP durchgef�hrt. [b] Die Kd,app.-Werte wurden aus einer Bin-
dungskurve bestimmt. [c] Die Na-aminoterminal fluoresceinmarkierten
Ab40-Segmente wurden mit den IAPP-Segmenten titriert.[3,25] [d] Die Na-
aminoterminal fluoresceinmarkierten IAPP-Segmente wurden mit den
Ab40-Segmenten titriert.[3, 25] [e] –: keine Bindung bei Konzentrationen
�20 mm. [f ] Kd,app. der Wechselwirkung Ab(27–32)-IAPP(21–28) (keine
Bindung mit IAPP(22–28)).

Abbildung 4. Vorgeschlagene Regionen f�r die Kreuz- und die Selbstwech-
selwirkung von Ab40 und IAPP auf der Basis von Bindungsassays mit
Peptidarrays (graue Balken; hellgrau: schwache Wechselwirkung) sowie
Hot-Spot-Regionen (blaue Buchstaben) der Ab40-IAPP-, Ab40-Ab40- und
IAPP-IAPP-Wechselwirkungsdom�nen, die mittels Fluoreszenztitrationsbin-
dungsassays identifiziert wurden. Unterstreichungen unter den Sequenzen
zeigen die k�rzesten Peptidsegmente an, die noch in der Lage sind, Ab40
oder IAPP zu binden. Dennoch sind die Bindungsaffinit�ten dieser k�rze-
ren Segmente schw�cher als diejenigen der identifizierten l�ngeren Hot-
Spot-Regionen.
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chen Hot-Spot-Regionen wie die Ab40-IAPP-Wechselwir-
kung vermittelt wird (Abbildungen S4–S6 sowie Tabellen 3
und 4 in den Hintergrundinformationen).[3] Von Bedeutung
ist auch der Befund, dass die Ab42-IAPP-GI-Wechselwir-
kung die Bildung zelltoxischer Spezies und Amyloidfibrillen
durch Ab42 inhibieren kann, wie es k�rzlich auch f�r die
Ab40-IAPP-GI-Wechselwirkung nachgewiesen wurde (Ab-
bildungen S4–S6 in den Hintergrundinformationen).[3]

Wir konnten somit zeigen, dass die hochaffinen Kreuz-
Amyloidwechselwirkungen zwischen Ab und IAPP, die der
Heteroassoziation der beiden Polypeptide zugrundeliegen,
zwischen ihren Amyloid-Selbsterkennungsregionen stattfin-
den. Unsere Befunde weisen auch darauf hin, dass die –
wahrscheinlich konkurrierenden – Hetero- und Selbstasso-
ziationsprozesse von Ab und IAPP mittels eines flexiblen und
breiten Netwerks aus hochaffinen, multiplen und kooperati-
ven intra- und intermolekularen Selbst- und Kreuzwechsel-
wirkungen zwischen den identifizierten Hot-Spot-Regionen
ablaufen. Die ausgepr�gte konformative Flexibilit�t der Ab-
und IAPP-Monomere w�rde solche Wechselwirkungen in der
Tat beg�nstigen.[16] Das identifizierte ausgedehnte Kreuz-
wechselwirkungsnetzwerk w�rde die hohen Affinit�ten der
Selbst- und Kreuzwechselwirkungen von Ab und IAPP er-
kl�ren. Außerdem w�rde dieses Netzwerk die Bildung poly-
morpher supramolekularer Strukturen, einschließlich
Hetero- und Homoassoziaten, erm�glichen. Ein solches
Netzwerk ist in Einklang mit Strukturmodellen von Ab- und
IAPP-Amyloidfibrillen und mit ihrem Polymorphismus,
wobei detaillierte Informationen zu den Strukturen von Ab-
IAPP-Heteroaggregaten bisher noch nicht vorlie-
gen.[6, 18, 19, 22,23, 33, 34]

Fr�here Untersuchungen haben kurze Peptidsequenzen
mit hohem b-Faltblattbildungs- und amyloidogenem Potential
identifiziert.[20, 28, 30] Solche Sequenzen k�nnen einer Polypep-
tidsequenz Amyloidogenit�t verleihen.[35] Unsere Ergebnisse
und j�ngste Befunde anderer st�tzen die Hypothese, dass,
zus�tzlich zu solchen Amyloidmotiven, auch Kreuz-Amy-
loiderkennungsmotive existieren, die m�glicherweise sehr
�hnlich oder identisch zu den Amyloidmotiven sind.[5–7] Die
beiden Peptidsegmente IAPP(8–18) und IAPP(22–28),
welche die IAPP-Heteroassoziation mit Ab vermitteln,

f�hren z.B. auch die Selbstassoziation von IAPP zu Amy-
loidfibrillen herbei; dar�ber hinaus sollen sie die IAPP-He-
teroassoziation mit Insulin vermitteln.[5, 6,21, 22, 29] Außerdem
haben sich die hier identifizierten IAPP-bindenden Sequen-
zen Ab(27–32) und Ab(35–40(42)) auch als Kernregionen der
Ab-Tau-Wechselwirkung erwiesen.[7]

Unsere Untersuchungen haben zur Identifizierung von
f�nf kurzen Peptidsegmenten von Ab und IAPP als Hot-
Spot-Regionen der Ab-IAPP-Kreuzwechselwirkungsdom�ne
gef�hrt und gezeigt, dass diese Peptide in der Lage sind,
Selbst- und Kreuzwechselwirkungen einzugehen, und dass sie
hochaffine Liganden von sowohl Ab als auch IAPP sind.
Unsere Befunde deuten darauf hin, dass die molekularen
Erkennungsmotive, die der Amyloid-Selbstassoziation von
Ab, IAPP und m�glicherweise anderen amyloidogenen Po-
lypeptiden zugrundeliegen, auch die Amyloid-Heteroasso-
ziation vermitteln. Die Ergebnisse bieten somit eine neue
molekulare Grundlage f�r die Aufkl�rung der Wechselwir-
kungen, die an der amyloidogenen und zelltoxischen Prote-
inselbstassoziation bei AD und T2D und m�glicherweise bei
anderen Proteinaggregationskrankheiten beteiligt sind, und
sollten zum Design von Molek�len beitragen, die diese Pro-
zesse blockieren.

Eingegangen am 1. September 2009,
ver�nderte Fassung am 25. Dezember 2009
Online ver�ffentlicht am 22. M�rz 2010
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