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Selektiv N-methylierte losliche IAPP-Mimetika als potente IAPP-
Rezeptoragonisten und nanomolare Inhibitoren der Selbstassoziation

von IAPP und Ap40**

Li-Mei Yan, Aleksandra Velkova, Marianna Tatarek-Nossol, Gerhard Rammes, Andrei Sibaev,
Erika Andreetto, Michael Kracklauer, Maria Bakou, Eleni Malideli, Burkhard Goke,
Jorg Schirra, Martin Storr und Aphrodite Kapurniotu*®

Die Aggregation des Insel-Amyloid-Polypeptids (IAPP) steht
in Zusammenhang mit der Degeneration von [3-Zellen und
der Pathogenese von Typ-2-Diabetes (T2D).['! IAPP ist ein
aus 37 Aminoséduren bestehendes Peptidhormon, das aus den
B-Zellen der Bauchspeicheldriise sezerniert wird.l"! In den
Bauchspeicheldriisen einer groen Zahl der Patienten, die
unter T2D leiden, findet man Amyloidablagerungen, die
hauptsichlich aus TAPP bestehen.?! Dennoch weist die 16s-
liche Form des IAPP eine Funktion als ein Neuropeptid der
»Hirn-Bauch-Achse* auf, das die Glucosehomoostase regu-
liert.®* Die physiologischen Funktionen von IAPP umfassen
hauptsichlich die Verlangsamung der Magenentleerung
durch die Inhibierung der Magenkontraktion und die Unter-
driickung der Nahrungsaufnahme.®*! IAPP-Rezeptoren sind
GPCRs, die durch die Heterodimerisierung des Calcit-
oninrezeptors mit ,rezeptoraktivitdtsmodifizierenden“ Pro-
teinen (RAMPs) entstehen.” ' Aufgrund seiner Unloslich-
keit ist das IAPP-Molekiil jedoch ginzlich ungeeignet fiir
medizinische Anwendungen."'! Vor einigen Jahren wurde
jedoch das losliche IAPP-Analogon und IAPP-Rezeptor-
agonist [P25,P28 P29]-IAPP (oder Pramlintide) bei der Dia-
betes-Therapie zugelassen: Die Verwendung von Pramlintide
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hat zur verbesserten Kontrolle des Blutzuckerspiegels ge-
fiihrt.* 1% Somit wurde in letzter Zeit die Anwendung von
loslichen IAPP-Rezeptoragonisten bei der Behandlung von
Diabetes zu einem vielversprechenden Ansatz.*1%11

Vor einiger Zeit haben wir das 16sliche IAPP-Analogon
IAPP-GI entworfen.'” IAPP-GI ist ein konformativ einge-
schrianktes IAPP-Mimetikum, das durch N-Methylierung der
Amidbindungen von G24 und 126 entstanden ist. Letztere
befinden sich innerhalb der minimalen IAPP-Selbsterken-
nungsregion IAPP(22-27) (Abbildung 1).!*"*! TAPP-GI war
bisher ein einzigartiges IAPP-Analogon, da es in der Lage ist,

Il — 22 27 37
KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-Amid

IAPP
— 24 26
IAPP-GI KCNTATCATQRLANFLVHSSNN FlGAf LSSTNVGSNTY-Amid
N-Me N-Me
— 25 27
IAPP-AL KCNTATCATQRLANFLVHSSNNF aAHLSSTNVGSNTY-Amid
N-Me N-Me
23 25
IAPP-FA KCNTAT&ATQRLANFLVHSSN N]FGlAI LSSTNVGSNTY-Amid
N-Me N-Me
N-Me
— 126
IAPP-IL KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAIII_2§STNVGSNTY-Amid
N-Me

Abbildung 1. Primirstrukturen von IAPP, IAPP-GI und der neuen IAPP-
Mimetika. Die Sequenz IAPP(22-27) ist in Rot dargestellt. Die N-Me-
thylreste sind in Blau dargestellt, und die N-methylierten Aminosiuren
sind in Blau dargestellt und in Gelb hervorgehoben.

die zelltoxische Selbstassoziation von IAPP im nanomolaren
Bereich zu blockieren und dariiber hinaus gleichzeitig ein
l6slicher, voller IAPP-Rezeptoragonist ist.'”’ Wihrend die
Anwesenheit der beiden N-Methylreste die hohe Loslichkeit
von IAPP-GI und seine starke inhibitorische Wirkung auf die
IAPP-Amyloidogenese bewirkt hat, hat sie jedoch auch seine
Rezeptorbindungsbindungsaffinitdt und agonistische Aktivi-
tit stark abgeschwicht.['?!

Vor kurzem haben wir gezeigt, dass IAPP-GI auch das f3-
Amyloidpeptid (Ap) der Alzheimer-Krankheit (AD) mit
hoher Affinitidt bindet und seine Amyloidogenese und Zell-
toxizitdt unterdriickt.'*" Dariiber hinaus weisen neuere
Befunde auf einen engen Zusammenhang zwischen AD
und T2D hin. Die Entwicklung von Therapieansétzen,
die gleichzeitig beide Krankheiten bekdmpfen, konnte
daher zu einem Forschungsgebiet von groBer Aktualitét
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werden.!"*'%""l So konnten 16sli-  a)
che TAPP-Analoga, die potente
Inhibitoren der Aggregation und
Zelltoxizitdt von IAPP und ApB40
und dariiber hinaus auch noch
potente IAPP-Rezeptoragonisten
sind, Leitstrukturen fiir die Ent-
wicklung solcher Therapeutika
werden. Allerdings ist der mole- 20
kulare Mechanismus der ITAPP-
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dariiber hinaus einen stark ver-
besserten Rezeptoragonismus im
Vergleich zu IAPP-GI aufweisen.
Die IAPP-Mimetika verfiigen au-
Berdem iiber eine deutlich hohere
Proteolysestabilitdt im humanen
Blutplasma als IAPP. Dariiber
hinaus inhibiert das Mimetikum
mit dem stdrksten In-vitro-Re-
zeptoragonismus auch die Kon-
traktionen der Magenmuskulatur
ex vivo mit einer Aktivitit, die
identisch zur Aktivitit des Ratten-IAPP (rIAPP) ist. rIAPP
ist das potenteste natiirliche IAPP-Analogon. SchlieBlich
zeigen unsere Befunde, dass dieses Mimetikum auch in der
Lage ist, die Beeintridchtigung der synaptischen Plastizitédt im
Hippocampus, die durch AP40-Aggregate hervorgerufen
wird, komplett zu unterdriicken.

Zum Design der Mimetika wurden die beiden N-Me-
thylreste, die im IAPP-GI vorhanden sind, auf andere
Amidbindungen innerhalb der Sequenz IAPP(22-27) plat-
ziert."” Entsprechend wurden zwei Analoga mit alternie-
renden ([(N-Me)A25, (N-Me)L27]-IAPP (IAPP-AL) und
[(N-Me)F23, (N-Me)A25]-IAPP (IAPP-FA)) und ein Ana-
logon mit aufeinanderfolgenden N-Methylierungen ([(N-
Me)I26, (N-Me)L27]-IAPP (IAPP-IL)) entworfen, syntheti-
siert und untersucht (Abbildung 1).

Zunichst haben wir die Loslichkeit, die Selbstassozia-
tionstendenz, Amyloidogenitit und Zelltoxizitdt der Mime-
tika anhand verschiedener biophysikalischer Testsysteme
untersucht. Die neuen Mimetika erwiesen sich, dhnlich zum
IAPP-GI, als mindestens um das Hundertfache Iloslicher
(pH 7.4), weniger amyloidogen und weniger zelltoxisch als
IAPP (Abbildung 2).l! Dennoch aggregierten sie wie IAPP-
GI auch zu 16slichen, nichtfibrilliren und nichttoxischen
Oligomeren im niedrigen nanomolaren Konzentrationsbe-
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Abbildung 2. Léslichkeit (a), Amyloidogenitit (b), Konformation (c) und Effekte auf Zellvitalitat (d) der
Mimetika und IAPP.[') a) Die L&slichkeiten (100 um) wurden durch einen Sedimentationsassay ermit-
telt. Die frither ermittelte Léslichkeit von IAPP (1 und 100 pum) wurde mitgezeichnet.l'” Die Daten sind
Mittelwerte (+ SEM) aus 3-5 Assays (% sol. pept.: % Peptid in Lésung). b) Die Amyloidogenititen
wurden mit dem ThT-Bindungsassays bestimmt (62.5 pum). Die Daten sind Mittelwerte (+SEM) aus

3 Assays (F: ThT-Fluoreszenz). c) Fern-UV-CD-Spektren von IAPP und der Mimetika (5 pm, wiassriger
Puffer, pH 7.4). d) Die Effekte von gealterten (7 Tage) Lésungen von IAPP oder Mimetika auf die Vitali-
tat der Zellen der Ratteninsulinom-Zelllinie RIN5fm wurden durch den 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Reduktionsassay bestimmt (%MR: MTT-Reduktion, % der Kontrolle).
Die Daten sind Mittelwerte (= SEM) aus 3 Assays (je n=3).

reich (Abbildung 2c¢; sieche auch Abbildung S1 und Text in
den Hintergrundinformationen).!*”

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass sich die IAPP-
Selbstassoziation zu nichtfibrilldiren und nichttoxischen Ag-
gregaten durch einen gewissen Polymorphismus auszeichnet,
und dass sie von der Wasserstoffbriicken- und (3-Faltblattbil-
dungsfiahigkeit der Sequenz IAPP(22-27) unabhingig ist.
Dagegen scheint die IAPP-Missfaltung, die ja zu zelltoxischen
Oligomeren und Amyloidfibrillen fiihrt, eng mit der (3-Falt-
blattbildungsfihigkeit von IAPP(22-27) zusammenzuhéngen.
Letzterer Befund ist in Einklang mit Modellen der IAPP-
Fibrille (siehe die Hintergrundinformationen).['*1518:1°]

Als nichstes untersuchten wir, ob IAPP-AL und IAPP-
FA die Selbstassoziation von IAPP inhibieren konnten. In der
Tat wurde in der Gegenwart von IAPP-AL und IAPP-FA
(1:1) eine starke Abnahme der Amyloidbildung von IAPP
mit einem Thioflavin-T(ThT)-Bindungsassay und Transmis-
sionselektronenmikroskopie (TEM) festgestellt (Abbil-
dung 3a, Abbildung S2).">?  Dariiber hinaus deuteten
unsere Befunde anhand des MTT-Reduktionsassays in der
RINSfm-Zelllinie auf eine starke Abnahme der durch die
IAPP-Aggregation induzierten Zellschadigung hin (Abbil-
dung 3b).”"! Titrationen zelltoxischer TAPP-Spezies mit
IAPP-AL und IAPP-FA zeigten, dass eine maximale Inhibi-
tion durch ein molares Verhiltnis von 1:1 erreicht wird. Au-
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Abbildung 3. Inhibitorische Wirkung von IAPP-AL und IAPP-FA auf die Aggregation von IAPP (a—c) oder AB40 (d—e). a) Wirkung auf die Fibrilloge-
nese von |APP. IAPP (16.5 um) wurde alleine oder mit dem Mimetikum (1:1) gealtert, und die Fibrillogenese wurde mit dem ThT-Bindungsassay
gemessen. Die Daten sind Mittelwerte (- SEM) aus 6 Assays. b) Effekte der Mimetika auf die IAPP-Aggregation. Gealterte (7 Tage) IAPP-Lésungen
oder Mischungen von IAPP mit den Mimetika (von 3a) wurden zu RIN5fm-Zellen gegeben und die Zellschidigung mit dem MTT-Reduktionsas-
say ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte (= SEM) aus 3 Assays (je n=3). c) Bestimmung des 1Cs,-Wertes von IAPP-AL und IAPP-FA in Bezug auf
die Inhibierung der IAPP-Zelltoxizitat durch Titration von IAPP (100 nm) mit den Mimetika und den MTT-Reduktionsassay. Die Daten sind Mittel-
werte (+SEM) aus 3 Assays (je n=3). d) Fibrillogenese von A340 (16.5 um) allein oder mit den Mimetika (1:1) wurde mit dem ThT-Bindungsas-
say gemessen. Die Daten sind Mittelwerte (= SEM) aus 3 Assays. e) Wirkung der Mimetika auf die AB40-Zelltoxizitt. Gealterte Lésungen von
AP40 oder seiner Mischungen mit Mimetika (7 Tage gealtert; aus (d)) wurden zu Zellen der Rattenphiochromozytom-Zelllinie zugegeben und die
Zellschadigung mit dem MTT-Reduktionsassay bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte (&= SEM) aus 3 Assays (je n=3). f) ICs-Wert von IAPP-AL
und IAPP-FA in Bezug auf die inhibitorische Wirkung auf die Zelltoxizitit von A40 bestimmt durch Titration von AB40 (500 nm) mit Mimetika
und den MTT-Reduktionsassay. Die Daten sind Mittelwerte (- SEM) aus 3 Assays (je n=3).

Berdem ergaben diese Titrationen ICs;-Werte von 48(46) nm
(fiir IAPP-AL) und 33(+1)nwMm (fiir TAPP-FA), die dem ICs;-
Wert des IAPP-GI sehr #hnlich sind (Abbildung 3¢).['?

Anschliefend haben wir die Wechselwirkung von IAPP-
AL und TAPP-FA mit IAPP mithilfe von Fern-UV-CD-
Spektroskopie, TEM und Fluoreszenzspektroskopie unter-
sucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Mimetika IAPP-
Monomere und niedermolekulare -Oligomere mit Affinitédten
im niedrigen nanomolaren Bereich binden und sie dadurch in
losliche, nichtfibrillire und geordnete Heterooligomere
tiberfithren (Text und Abbildung S3 in den Hintergrundin-
formationen). Die ermittelten Affinitdten stimmten mit den
1Cy-Werten iiberein und waren fast identisch zur Affinitdt
des TAPP-GI (Tabelle S1)."? Diese Befunde wiesen darauf
hin, dass die N-Methylierungen innerhalb der Sequenz
IAPP(22-27) weder die Bindungsaffinitdten noch die I1Cs,-
Werte beeintréachtigen.

Als nichstes wurden TAPP-AL und TAPP-FA (1:1) zu
nichtfibrilldren und nichttoxischen AB40-Spezies zugegeben.
Es stellte sich heraus, dass die beiden Peptide die Ap40-Fib-
rillogenese und die Bildung zelltoxischer AB40-Aggregaten
blockierten (Abbildung 3d,e und Abbildung S4). Titrationen
von zelltoxischen AB40-Spezies mit den Mimetika deuteten
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darauf hin, dass eine 1:1-Wechselwirkung zur maximalen in-
hibitorischen Wirkung fiihrt. Es wurden ICs,-Werte von 164-
(£27)nm und 96(+3)nm fiir IAPP-AL bzw. IAPP-FA be-
stimmt (Abbildung 3 f). Untersuchungen mit Fern-UV-CD-
Spektroskopie, TEM und Fluoreszenzspektroskopie zeigten,
dass die Mimetika AP40-Monomere und niedermolekulare
-Oligomere mit Affinitdten im nanomolaren Bereich binden,
wodurch sich 16sliche, nichtfibrilldre und geordnete Hetero-
oligomere bilden (Abbildungen S4 und S5 und Tabelle S1).
Interessanterweise zeigten die Untersuchungen mit dem
konsekutiv N-methylierten IAPP-IL, dass es fast identische
Eigenschaften zu anderen Mimetika hat (Abbildungen S2, S4,
S6 und S7, Tabelle S1). SchlieBlich stellte es sich heraus, dass
die Mimetika die Fibrillogenese von IAPP und APB40 auch
blockieren konnen, wenn sie nach der Nukleation der Fib-
rillogenese zugegeben werden, und dass sie in der Lage sind,
grole Teile bereits gebildeter Fibrillen und zelltoxischer
Aggregate in nichtfibrillire und weniger toxische Spezies
umzuwandeln. Letzterer Prozess scheint durch Dissoziations-
und Umstrukturierungsprozesse der vorhandenen Aggregate
stattzufinden (Abbildungen S8-S20).114

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse unserer fritheren
und der hier prisentierten Untersuchungen darauf schlieen,
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dass zwischen den Mimetika und IAPP bzw. AB40 hochaffine,
polymorphe Wechselwirkungen stattfinden.'>'1  Diese
Wechselwirkungen fithren moglicherweise zu einer Seques-
trierung von nichtfibrillairen und nichttoxischen AB40- und
IAPP-Spezies in Form nichtfibrillairer und nichttoxischer
Heterooligomere und zur Dissoziation und Umstrukturie-
rung vorhandener Fibrillen und zelltoxischer Aggregate zu
Aggregaten, die weniger fibrillir und zelltoxisch sind (siche
Abbildung S20 und Tabelle S2).['*1413] Unsere Befunde sind
in Einklang mit vorhandenen Modellen von IAPP-Aggrega-
ten und mit einer kritischen Rolle der Region IAPP(22-27)
nicht nur bei der IAPP-Selbst- sondern auch bei seiner He-
teroassoziation mit AB40.131>181%22 Dariiber hinaus deuten
unsere Ergebnisse darauf hin, dass unterschiedliche konfor-
mative Merkmale der nicht-amyloidogenen Selbst- oder He-
teroassoziation von IAPP mit AB40 verglichen zu seiner
amyloidogenen Selbstassoziation zugrunde liegen, obgleich
die selben IAPP-Regionen an allen obigen Wechselwirkun-
gen teilzunehmen scheinen.™

AnschlieBend untersuchten wir die biologische Aktivitét
der Mimetika anhand der humanen Brustkrebszelllinie MCF-
7, die hochaffine IAPP-Rezeptoren exprimiert.’] Als erstes
wurden die Rezeptorbindungsaffinitdten der Mimetika durch
die kompetitive Inhibition der spezifischen Rezeptorbindung
von radioaktiv-markiertem rIAPP ermittelt. Letzteres ist ja
ein bekannter hochaffiner IAPP-Rezeptorligand.®*!? Alle
drei Mimetika wiesen hohere Rezeptorbindungsaffinitdten
als IAPP-GI auf (Abbildung 4a)."> Dabei wurde fiir IAPP-
IL eine 10-fach, fiir IAPP-AL eine 7-fach und fiir IAPP-FA
eine 3-fach erhohte Bindungsaffinitit verglichen zum IAPP-
GI ermittelt (Abbildung 4a und Tabelle S3).

Dann wurden die rezeptoragonistischen Aktivititen der
Mimetika durch die Bestimmung der Adenylatcyclaseakti-
vierung anhand der MCF-7-Zelllinie ermittelt (Abbil-
dung 4b).®1 Alle Mimetika stellten sich als volle Agonisten
heraus. Von grofler Bedeutung war der Befund, dass IAPP-
AL 3-fach stédrker agonistisch wirkte als IAPP. In der Tat war
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T 100 — —- IAPP-FA 80
5 . -a- IAPP-AL
g IAPP-IL &
) \"' AC
£ o) 40
E -g 20k N'\ (%)
Y32 \ 20
5 of
0

seine Aktivitit fast identisch zur Aktivitdt vom rIAPP. Die
Aktivitdten von IAPP-IL und IAPP-FA waren dhnlich zur
Aktivitit vom TAPP®'2I Im Vergleich zum IAPP-GI, wies
TAPP-AL eine 19-fach erhohte Aktivitidt auf, wobei die Ak-
tivitdten von IAPP-FA und IAPP-IL um das 4-fache erhoht
waren (Abbildung 4b und Tabelle S3).'?! Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass IAPP-AL der bislang potenteste
entworfene IAPP-Rezeptoragonist ist und deckten zugleich
die duBerst wichtige Rolle der Region IAPP(22-27) fiir die
Bioaktivitit von IAPP auf.®)

Die Inhibition der Kontraktionen der Magenmuskulatur
liegen der verlangsamenden Wirkung von IAPP auf die Ma-
genentleerung zugrunde.™!*!%! Daher untersuchten wir als
néchstes die Wirkung von IAPP-AL, rIAPP und IAPP auf die
Kontraktionen glatter Magenmuskulatur, die aus der Maus
isoliert wurde.”! Alle drei Peptide wiesen eine signifikante,
konzentrationsabhingige, abschwidchende Wirkung auf Ma-
genkontraktionen, die durch elektrische Feldstimulation
(EFS) hervorgerufen wurden, auf (Abbildung4c). Der
wichtigste Befund dieser Untersuchungen jedoch war, dass
IAPP-AL und rIAPP identische Dosis-Wirkungskurven
zeigten, wobei humanes IAPP eine deutlich schwichere
Wirkung hatte (Abbildung 4c).

Die synaptische Plastizitét ist eine notwendige Voraus-
setzung fiir Lern- und Gedichtnisprozesse und ihre Beein-
trachtigung im Hippocampus scheint eine Hauptrolle bei der
Pathogenese der AD zu spielen.**?! Die Langzeit-Potenzie-
rung (LTP) beschreibt die dauerhafte Verstiarkung der sy-
naptischen Ubertragung nach hochfrequenter Stimulation
und gilt als ein zelluldrer Hauptmechanismus fiir Lernen und
Gedichtnis.?*®! Daher haben wir als néichstes untersucht, ob
IAPP-AL in frisch priaparierten Maushirnschnitten die durch
AP40-Aggregate hervorgerufene LTP-Beeintrichtigung blo-
ckieren kann.”*?! Die hippocampalen Hirnschnitte wurden
mit AP40-Aggregaten behandelt und LTP in CA1-Neuronen
wurde durch hochfrequente elektrische Stimulation (hoch-
frequente Stimulation, HFS) induziert.””! Unter Kontrollbe-
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Abbildung 4. In-vitro- und Ex-vivo-Aktivitaten von IAPP, rIAPP, und den IAPP-Mimetika. a,b) In-vitro-Bindungsassays und -Aktivierungspotenziale
des humanen IAPP-Rezeptors, bestimmt anhand von Zellen der MCF-7-Zelllinie. Die frither ermittelten Aktivitdten von IAPP und IAPP-GI sind
mitgezeichnet.l'” a) Rezeptorbindungsaffinitaten wurden durch kompetitive Inhibition der Rezeptorbindung des '*I-rIAPP durch IAPP oder die
Mimetika bestimmt. Aufgetragen wurden spezifisch gebundenes '”I-rIAPP gegen die Konzentration von IAPP oder der Mimetika. Die Daten sind
Mittelwerte (+SEM) aus 2 Assays (n=4). b) Adenylatcyclaseaktivierung wurde durch die Quantifizierung von intrazellulirem cAMP bestimmt.
Gezeigt ist die Adenylatcyclaseaktivitat (AC) tber das Grundniveau gegen die Peptidkonzentration. Die Ergebnisse sind Mittelwerte (£ SEM) aus
3 Assays (je n=2). c) Dosis-Wirkungs-Kurve des inhibitorischen Effekts von IAPP, rIAPP und IAPP-AL auf die Kontraktionen isolierter glatter
Magenmuskulatur der Maus. Die ermittelten inhibitorischen Wirkungen (p <0.05) aller getesteten Peptidkonzentrationen waren signifikant vergli-
chen zur Kontrolle (n=6). Die Unterschiede zwischen den Effekten von 10 nm IAPP(*) und IAPP-AL (p=0.044, n=6) oder rlAPP (p=0.025,

n=6) waren auch signifikant.
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dingungen (in der Abwesenheit von AB40) wurden die exzi-
tatorischen postsynaptischen Feldpotentiale (fEPSP) 60 min
nach HFS zu 138 % potenziert (Abbildung 5a,b). Nach Be-
handlung mit AP40 produzierte der gleiche Stimulus jedoch
nur eine Kurzzeit-Potenzierung und, in Einklang mit einer
LTP-Blockade, verringerte sich die Steigung der fEPSPs nach
60 min wieder auf 108% des Ausgangsniveaus zuriick (Ab-
bildung 5a,b). In Gegenwart eines Gemisches aus Af40 und
IAPP-AL hingegen blieb die LTP erhalten (Abbildung 5a,b).
Diese Ergebnisse belegten, dass [APP-AL die Beeintréchti-
gung der hippocampalen LTP, die durch die Aggregation von
AP40 hervorgerufen wird, komplett unterbinden kann.
Peptide sind bekanntermaf3en sehr anfillig fiir proteoly-
tische Abbauprozesse in Korperfliissigkeiten. Dennoch
haben wir aufgrund der N-Methylierungen erwartet, dass sich
die Mimetika durch verbesserte proteolytische Stabilitdten

@ngewandte
Ch

auszeichnen.” Um diese Hypothese zu testen, wurden In-
kubationen im humanen Blutplasma bei 37°C angesetzt, und
nichtabgebaute Peptide wurden mit SDS-PAGE und Wes-
tern-Blot quantifiziert (Abbildung 5¢,d). Es stellte sich
heraus, dass IAPP schnell, mit einer Halbwertszeit (7;,) von
unter 1 h, abgebaut wird (Abbildung 5¢,d). Dagegen lagen
die t,,, von IAPP-AL, IAPP-IL und IAPP-GI bei 7-8 h und
die t;, von IAPP-FA bei ca. 6 h (Abbildung 5c¢,d). Zusam-
menfassend erwiesen sich die ¢, aller Mimetika um das 6- bis
8-fache erhoht verglichen zur ¢, von IAPP. Interessanter-
weise lag die f,, von [P25,P28,P29]-IAPP bei ca. 5 h (Abbil-
dung 5S¢, d). Diese Ergebnisse wurden auch mit HPLC- und
MALDI-MS-Messungen bestitigt. Daraus lésst sich schlie-
Ben, dass alle Mimetika stark erhohte proteolytische Stabili-
taten im Vergleich zu IAPP aufweisen und bei drei davon die
t,» sogar langer als beim [P25,P28,P29]-IAPP sind.

a) c)
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Abbildung 5. Wirkung von IAPP-AL auf die AR40-induzierte Beeintrachtigung der hippocampalen LTP (a,b) und proteolytische Stabilititen der

Mimetika, IAPP und [P25,P28,P29]-IAPP in humanem Blutplasma in vitro (c,d). a) Wirkung von Kontrolle, AB40-Aggregaten (50 nm), Mischungen
von AB40 und IAPP-AL (1:1 oder 1:10) und von IAPP-AL auf LTP in akuten Hippocampus-Hirnschnitten der Maus. Die Gréf3e der LTP wird
dargestellt als die durchschnittliche Steigung der fEPSPs gemittelt iiber die letzten 10 min (Mittelwerte (+SEM)). Signifikant war die Wirkung von
AP40 gegen Kontrolle (p<0.01; n=7) und der Mischung von AB40 mit IAPP-AL (1:1 und 1:10; p <0.05; n=7 und n=6). Kontrollen n=9; IAPP-
AL (500 nm) n=5 und IAPP-AL (50 nm) n=6. b) LTP-Messungen (Peptide wie angezeigt): AB40 (50 nm) wurde 90 min vor LTP-Induktion durch
HFS (Pfeil) appliziert. Die beobachteten Wirkungen (% der Kontrolle der fEPSP-Steigung) wurden fiir die nachsten 60 min gemessen. In Gegen-
wart von IAPP-AL (500 oder 50 nm) wurde die LTP-Beeintrichtigung, die durch die durch AB40 Aggregate hervorgerufen wird, unterbunden. |APP-
AL (500 nm) alleine hatte keine Wirkung. Reprisentative fEPSPs vor und nach HFS sind gezeigt. Die horizontale Kalibrierung war 500 ms und die
vertikale Kalibrierung 0.5 mV. Die Daten sind als Mittelwerte (£ SEM) dargestellt. c) Ermittlung der Stabilitit der Peptide gegentiiber proteolyti-
schen Abbau in humanem Blutplasma durch Inkubation in Blutplasma (37°C) und Quantifizierung des intakten Peptides an bestimmten Inkuba-
tionszeitpunkten anhand von NuPAGE und Western-Blot (WB) mit Anti-IAPP-Antikérper. Ubrig gebliebenes Peptid (%) wird gegen die Inkubati-
onszeit aufgetragen; t,, sind in Klammern gezeigt. Daten sind Mittelwerte (& SEM) aus 3—4 Assays (mit Ausnahme der IAPP-Werte fir t >3 h).
d) Représentative WBs sind gezeigt, die nach NuPAGE von Peptidinkubationen der in humanem Blutplasma (wie in (c)), Ansduerung der Lésun-
gen und Entfernung von Plasmaproteinen durchgefiihrt wurden (100% bei 0 h: 3 pg).
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Zuschriften

Zusammenfassend stellen die entworfenen multifunktio-
nellen IAPP-Mimetika eine einzigartige Klasse von IAPP-
Analoga dar, indem sie (a)loslich, nichtamyloidogen und
nichttoxisch sind; (b) ausgesprochen stabil gegeniiber pro-
teolytischen Abbauprozessen in humanem Blutplasma sind;
(c) potente TAPP-Rezeptoragonisten sind; und (d) Inhibito-
ren der zelltoxischen Selbstassoziation und Amyloidogenese
der beiden Polypeptide IAPP und AB40 mit einer Affinitidtim
nanomolaren Bereich sind. Im Vergleich dazu ist unter den
anderen bekannten 16slichen IAPP-Analoga IAPP-GI ein
nur schwacher Rezeptoragonist, wiahrend rIAPP kaum oder
nur schwach mit der zelltoxischen Selbstassoziation von IAPP
oder AB40 intervenieren kann.>'*?! Dariiber hinaus gab es
bisher keine Berichte iiber potenzielle Wirkungen von
[P25,P28,P29]-IAPP oder anderer IAPP-Analoga auf IAPP-
oder AP40-Zelltoxizitat.’” In der Tat ist der rIAPP-Ab-
kommling [P25,P28,P29]-IAPP bis heutzutage der einzige
therapeutisch  applizierte 1osliche IAPP-Rezeptorago-
nist.*1*11 Fernerhin kann man beziiglich der kurzen N-me-
thylierten Aggregationsinhibitoren, die aus den IAPP- oder
AP40-Sequenzen stammen, vorhersagen, dass sie nicht in der
Lage sein werden, die Aggregation und Zelltoxizitédt beider
Peptide zu blockieren und gleichzeitig als IAPP-Rezeptor-
agonisten zu fungieren.”'

Die translationale Relevanz dieser Daten wird iiber die
Ex-vivo-Untersuchungen an Maus-Organpriparaten deut-
lich. So wurde gezeigt, dass IAPP-AL ein potenter Inhibitor
der Magenkontraktion ist und dass es die durch AP40-Ag-
gregate hervorgerufene Beeintrdachtigung der hippocampalen
synaptischen Plastizitdt unterbinden kann. Diese Ergebnisse
stiitzen die Hypothese, dass IAPP-AL die entsprechenden
Effekte auch in vivo aufweisen konnte und somit einerseits
die Magenentleerung verlangsamen und andererseits die mit
AD zusammenhidngende Fehlfunktion der Synapsen im
Gehirn unterdriicken konnte. Sollte sich diese Hypothese
bewahrheiten, konnten IAPP-AL und andere IAPP-Mime-
tika mit dhnlichen Eigenschaften vielversprechende Kandi-
daten fiir die Behandlung von T2D und AD werden. Ent-
sprechende In-vivo-Untersuchungen an geeigneten Tiermo-
dellen sind nun von hoher Prioritét.
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