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GM1-Gangliosid hemmt die b-Amyloid-Oligomerisation, w�hrend
Sphingomyelin diese initiiert
Mariana Amaro,* Radek Šachl, Gokcan Aydogan, Ilya I. Mikhalyov, Robert V�cha und
Martin Hof*

Abstract: b-Amyloid(Ab)-Oligomere sind neurotoxisch und
werden mit der Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracht.
Es wird davon ausgegangen, dass neuronale Plasmamembra-
nen die Entstehung dieser Ab-Oligomere im lebenden Orga-
nismus verursachen. In Studien unter extremen, unphysiolo-
gischen Bedingungen wurde gezeigt, dass die Membrankom-
ponenten Sphingomyelin und Gangliosid-GM1 die Aggregati-
on von Ab begînstigen. Hier zeigen wir, dass physiologischen
Konzentrationen von GM1-Molekîlen, die in Nanodom�nen
organisiert sind, die Oligomerisation von Ab40-Monomeren
nicht begînstigen. Wir zeigen ebenfalls, dass das Lipid
Sphingomyelin die Oligomerisation von Ab40 initiiert und dass
GM1 dem entgegenwirkt und somit der Oligomerisation vor-
beugt. Die pr�ventive Rolle von GM1 in der Oligomerisation
von Ab40 deutet darauf hin, dass sinkende Konzentrationen
von GM1 im Gehirn, welche z. B. w�hrend des Altern festge-
stellt wurden, den Schutz gegen Ab-Oligomerisation beein-
tr�chtigen und zur Alzheimer-Krankheit fîhren kçnnten.

Oligomere des b-Amyloid(Ab)-Peptids verursachen neu-
ronale Dysfunktion, Zelltod und Alzheimer-Krankheit
(AD).[1] Die Oligomerisation von Ab tritt spontan bei hoher
Konzentration in Lçsung auf.[2] Jedoch ist es wahrscheinlich,
dass Plasmamembranen die Oligomerisation von nanomola-
ren (nm) Konzentrationen von Ab im Gehirn auslçsen.

Es wurde gezeigt, dass Sphingomyelin (Sph) die durch
Membranen verursachte Aggregation von mikromolaren
Konzentrationen von Ab begînstigt. Diese In-vitro-Studien
nutzten entweder starre Lipiddoppelschichten bestehend aus

Sph und Sph/Cholesterol (Chol) (Gel- und geordnete Flîs-
sigphasen)[3] oder phasenseparierte tern�re Lipidmischun-
gen.[4a] Es wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die Aggrega-
tion von Ab bevorzugt in der makroskopischen geordneten
Flîssigphase („liquid ordered phase“) auftritt.[4] Es ist des-
halb unklar, ob Sph einen spezifischen Effekt hat, oder ob die
Aggregation durch den physikalischen Zustand der Membran
begînstigt wird. Eine andere Komponente der neuronalen
Membranen, welche die Aggregation von Ab verst�rken soll,
ist das Monosialogangliosid GM1. Es wurde angenommen,
dass so genannte GM1-Cluster die Bildung von Amyloid-Fi-
brillen initiieren und somit an der Entstehung von AD be-
teiligt sind.[5] Allerdings wurden in diesen In-vitro-Studien
GM1-Konzentrationen von îber 20 Mol-% eingesetzt,
obwohl die gesamte Expression von Gangliosiden in den
neuronalen Zellen unter 10 Mol-% der gesamten Membran-
lipide liegt.[6] Nachgewiesene Konzentrationen von GM1, dem
h�ufigsten Gangliosid in Neuronen, liegen bei 2–4 Mol-%.[7]

Es ist von entscheidender Relevanz fîr diese Arbeit, dass die
Gangliosid-Konzentration im Gehirn mit der Entstehung von
AD abnimmt und darîber hinaus neuere Arbeiten darauf
hinweisen, dass GM1 neuroprotektiv und neurorestorativ
wirkt.[8] W�hrend neue Forschungsergebnisse klar zeigen,
dass GM1 die Toxizit�t der Ab-Peptide in vivo reduzieren
kann, fehlt bisher eine Erkl�rung auf molekularer Ebene.[8a,9]

Die in den genannten In-vitro-Studien verwendeten Mo-
dellmembranen sind sehr starr und werden gemeinhin als
Modelle fîr zellul�re Membran-„Rafts“ genutzt. Es muss
jedoch darauf hingewiesen werden, dass eine vergleichbare
Starrheit wie in diesen In-vitro-„Rafts“-Systemen bisher nicht
in lebenden Zellen nachgewiesen werden konnte. Heutzutage
wird zunehmend akzeptiert, dass zellul�re „Rafts“ nicht als
starre, vollst�ndig geordnete („liquid ordered“) Bereiche
gesehen werden, sondern als dynamische nanoskopische
Einheiten.[10]

Hier wird erçrtert, wie Sph und GM1 die Oligomerisation
von Ab40 im Inneren der Membran auf molekularer Ebene
beeinflussen. Durch die Verwendung kontrollierter Modell-
systeme legen wir besonderen Wert auf physiologische rele-
vante experimentelle Bedingungen, indem wir folgende Be-
dingungen einhalten: a) nm-Konzentrationen von fluores-
zenzmarkierten Ab40-Monomeren (�hnlich zu den Bedin-
gungen im Gehirn); b) GM1-Niveaus von maximal 4 Mol-%
(vergleichbar zu dem Niveau von GM1 in Neuronen);[7]

c) Modellmembranen von hoher Komplexit�t, die fluide Na-
noheterogenit�ten und nicht makroskopische Phasentren-
nungen zeigen.[10] Unsere Einzelmolekîlfluoreszenzexperi-
mente weisen eindeutig die spezifische Initiierung der Ab40-
Oligomerisation durch Sph und deren Inhibierung durch GM1
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nach. Wir schlagen ein molekulares Modell vor, das die Me-
chanismen erkl�rt, die diesem Wechselspiel von Initiierung
und Inhibierung zugrundeliegen. Dieses Modell wird von
Molekîldynamiksimulationen gestîtzt.

Die verwendeten Ab-Lçsungen waren 12 nm Monomer-
Dispersionen [von Ab40-HiLyteFluor488 (g-Ab) und/oder
Ab40-HiLyteFluor647 (r-Ab)]. Der monomere Charakter
konnte mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt
werden und wurde durch Messungen des 3D-Diffusionsko-
effizienten von Ab in Lçsung gestîtzt (siehe die Hinter-
grundinformationen). Die Oligomerisation von Ab wurde
durch die Verfolgung des lateralen Diffusionskoeffizienten
(D2D) mittels Z-Scan-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
(Z-FCS) und Kreuzkorrelations-FCS (FCCS) nachgewiesen.
Z-FCS liefert sowohl pr�zise als auch absolute Diffusions-
koeffizienten und îberwindet die Positions- und Kalibrier-
probleme von FCS-Messungen in planaren Systemen. Dar-
îber hinaus ermçglicht es Z-FCS, gleichzeitig zwei- und
dreidimensionale Diffusionen zu verfolgen.[11] FCS-Daten fîr
Ab wurden mittels eines Modells ausgewertet, das zwei- und
dreidimensionale Diffusionsanteile enthielt, um den Anteil
der Peptide, die ungebunden von der Lipid-Membran in
Lçsung verblieben, zu berîcksichtigen (Note SI-1). Um
FCCS-Experimente durchzufîhren, wurden g- und r-Ab-
Monomerlçsungen im Verh�ltnis 1:1 vermischt. Solche
FCCS-Experimente weisen direkt die Codiffusion von ver-
schieden markierten Peptiden nach. Mit dieser Methode wird
somit die Bildung von Oligomeren zweifelsfrei nachgewiesen.
Um zu zeigen, dass das monomere Ab-Molekîle bei nm-
Konzentrationen an neutrale Lipiddoppelschichten binden,
wurden Z-FCS-Zweifarbenexperimente an großen unilamel-
laren Vesikel (GUVs), hergestellt aus DOPC (1,2-Dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholin), POPC (1-Palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholin), OSPC (1-Oleoyl-2-stearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin) und DOPC/Chol-Gemischen,
durchgefîhrt. Das g-Ab band an diese Modellmembranen
und diffundierte frei in der Ebene in allen untersuchten
Membransystemen. Darîber hinaus, wird die laterale Diffu-
sion des Peptids durch die Membranviskosit�t beeinflusst, die
im gleichen Experiment mithilfe des Lipid-Fluoreszenztra-
cers DiD (Abbildung S3) bestimmt wurde. Die laterale Dif-
fusion von Ab �nderte sich nicht innerhalb von Stunden, was
darauf schließen l�sst, dass es bei Bindung an diese einfachen
Membranmodelle zu keiner Peptid-Oligomerisation kommt
(Abbildung S3). Die Ergebnisse zeigen ebenfalls, in �ber-
einstimmung mit der Fachliteratur, dass die Fluoreszenz-
markierung nicht von alleine die Oligomerisation von Ab

herbeifîhrt.[2b]

In unserem Bestreben, physiologische Bedingungen
nachzubilden, verwendeten wir Lipiddoppelschichten, die aus
den essentiellen Lipiden der neuronalen Plasmamembranen
(DOPC, Chol, Sph und GM1) zusammengesetzt wurden. Es
wurde besonders darauf geachtet, die Phasentrennung zwi-
schen geordneten (Lo) und ungeordneten (Ld) Flîssigphasen
zu vermeiden, da die Lo-Phase physiologisch irrelevant er-
scheint.[10] Die aus drei Lipiden bestehenden Lipiddoppel-
schichten [DOPC, 25 Mol-% Chol und (5, 8, 10) Mol-% Sph]
sind laut dem Phasendiagramm unter dem makroskopischen
Phasenseparationspunkt (Note SI-2). Trotzdem setzten wir

eine Fçrster-Energietransfer-Methode (FLIM-FRET) ein,
welche die Bestimmung der Grçße von Lipiddom�nen im
Nanometerbereich ermçglicht.[12] Diese Methode kçnnte eine
eventuelle Existenz von Phasenseparation unterhalb der op-
tischen Auflçsungsgrenze nachweisen. Bei dieser Methode
bestimmt man den Fluoreszenzzerfall des Donors aus FLIM-
Daten und analysiert die Daten anschließend durch Monte-
Carlo-Simulation (Note SI-3).[13] Die Messungen der Donor-
Akzeptor-Paare FL- und 564/570-bodipy-„head-labeled“
GM1-Molekîle (g- und r-GM1) wurden wie in Lit. [12] be-
schrieben ausgefîhrt und analysiert (Note SI-3). Wichtig ist
auch, dass g-/r-GM1 nicht von alleine solche Cluster oder
Dom�nen bilden (Tabelle 1).

Die FLIM-FRET-Daten zeigten, dass Gemische aus
DOPC/Chol/Sph Heterogenit�ten mit einem durchschnittli-
chen Radius von 9 nm aufweisen (Abbildung S5 a). Die
Grçße dieser „Dom�nen“ �ndert sich nicht bei Erhçhung des
Sph-Gehalts (Tabelle 1). FLIM-FRET-Experimente des
Donor-Akzeptor-Paares g-GM1 und DiD zeigen, dass der
klassische „Ld-marker“ DiD nicht von den Nanoheterogeni-
t�ten ausgeschlossen wird (Abbildung S6a). Das weist darauf
hin, dass keine signifikante Lo/Ld-Phasenseparation DiD und
g-GM1 auseinanderzieht (die verschiedene Affinit�ten hin-
sichtlich der Lo-Phase haben). Zudem zeigen Z-FCS-Mes-
sungen, dass die Diffusion von DiD die Erhçhung des Sph-
Gehalts wahrnimmt und die Mobilit�ten von sowohl DiD als
auch g-GM1 signifikant hçher sind als in der Lo-Phase[11]

(Abbildung 1a). Wir schließen daraus, dass, obwohl die
DOPC/Chol/Sph-Doppelschichten Nanoheterogenit�ten
enthalten, die FLIM-FRET und FCS-Ergebnisse fîr g-GM1/
DiD zeigen, dass es sich bei diesen Nanoheterogenit�ten um
keine Lo-Phase handelt. Vielmehr weisen die Experimente
darauf hin, dass solche „Nanorafts“ als fluid angesehen
werden mîssen. Dieses Ergebnis ist sicher auch fîr die neu-
erliche Bewertung der „Raft“-Theorie relevant.

Ab oligomerisierte spontan, sobald es an DOPC/Chol/
Sph-GUVs bindet. Eine zeitabh�ngige Ver�nderung der

Tabelle 1: Ergebnisse der Monte-Carlo-Simulation von FLIM-FRET-Daten
fír das Donor-Akzeptor-Paar FL- und 564/570-bodipy-„head-labeled“ GM1.
Angaben der Lipidkomponenten in Mol-%. Alle Zusammensetzungen
enthielten 2% biotinylierte Lipide zur Immobilisierung von GUVs. Der
Begriff „Dom�ne“ bezieht sich auf die Simulationsterminologie.

DOPC
[%]

Sph
[%]

Chol
[%]

Markiertes
GM1 [%]

Zus�tzliches
unmarkiertes

GM1 [%]

Dom�nen-
radius [nm]

Dom�nen-
fl�che [%]

100 0 0 1 0 Homogen
75 0 25 1 0 Homogen

95, 92 5, 8 0 1 0 Homogen
90 10 0 1 0 8�1[a]

12�3[a]
37�10[a]

55�5[a]

70, 67,
65

5, 8,
10

25 1 0 9�1 45�5

100 0 0 1 1, 2, 4 6�1 40�10
75 0 25 1 1, 2, 4 6�1 40�10

70, 67,
65

5, 8,
10

25 1 1, 2, 4 26�2 30�5

[a] Zwei globale Minima erhalten.
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Diffusion von gebundenem Ab findet man nur in Sph ent-
haltenen Doppelschichten (Abbildung 1). Die zeitabh�ngige
Ver�nderung der Diffusion (Abbildung 1b) kommt einem
typischen Profil von Aggregationsph�nomenen nahe.[14]

FCCS-Experimente wurden durchgefîhrt, um die Oligome-
risation als Grund fîr die beobachtete zeitabh�ngige Ab-
nahme des Diffusionskoeffizienten von Ab zu bekr�ftigen.
Nach der Zugabe des monomeren g-/r-Ab-Gemisches zu den
DOPC/Chol/Sph-Membranen, erhçhte sich die Amplitude
der Kreuzkorrelationsgleichung (Gx) mit der Zeit (Abbil-

dung 2). Diese Daten im-
plizieren die Entstehung
von Hybrid-Oligomeren
aus g-/r-Aß und zeigen,
dass sich die Wahrschein-
lichkeit, Oligomere zu
finden, mit der Zeit
erhçht. Die Kreuzkorre-
lationsfunktionen sind
nicht alle parallel zuein-
ander (Abbildung 2b),
was eine heterogene
Menge an Oligomeren
suggeriert. Gleicherma-
ßen wurden, ebenfalls
unter dem Phasensepara-
tionspunkt (Note SI-2),
FCCS-Experimente an
GUVs aus DOPC und Sph
(5, 8, 10 Mol-%) durchge-
fîhrt. Im bin�ren System
konnte FLIM-FRET
keine Heterogenit�ten

von Sph unter 10 Mol-% nachweisen (Tabelle 1). Die Er-
gebnisse der Kreuzkorrelation zeigen, dass einzelne Ab-Mo-
lekîle spontan in den DOPC/Chol-Doppelschichten oligo-
merisieren, allerdings nicht in den reinen DOPC- und DOPC/
Chol-Membranen (Abbildung 2, Abbildung S3 und S4). Als
eine Parallele zu dem bin�ren DOPC/Sph-System nutzten wir
eine Doppelschicht aus DOPC/DSPC (1,2-Distearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin) unter dem Phasenseparationspunkt
(Note SI-2). DSPC ist ein Glycerollipid analog zu Sph (d.h.,
es hat dieselbe Kopfgruppe, aber die �hnlichen Fetts�uren-

Abbildung 1. a) Laterale Diffusionskoeffizienten, D2D, von membrangebundenem Ab (g-Ab) und Lipid-Tracer
(DiD und g-GM1) in DOPC/Chol/Sph-GUVs mit 0% oder 4% GM1. Ein 2D-Komponentenmodell beschreibt die
Diffusion von Ab und Lipid-Tracern gut. D2D von Ab sinkt mit der Zeit (Pfeilsymbole; siehe n�chste Tafel) in
DOPC/Chol/Sph-Doppelschichten, was auf die Oligomerisation von Ab hinweist. Im quatern�ren System
[(DOPC/Chol/Sph) + 4%GM1)] wird keine Ver�nderung der Ab-Diffusion beobachtet. b) Zeitliche Entwicklung
fír D2D von membrangebundenem Ab (t ; 0 h, Zugabe von Ab-Monomeren). DOPC/Chol/Sph-Zusammenset-
zung: Kreise (70:25:5); Dreiecke (67:25:8); Quadrate (65:25:10). Jeder Punkt ist der gewichtete Mittelwert der
D2D-Ergebnisse, erlangt von mindestens 5 unabh�ngigen Zweifarben-Z-FCS-Messungen (jeweils zusammenge-
setzt aus 15–20 Scans). Fehlerbalken sind die Standardabweichung der D2D-Ergebnisse, erhalten von jeder ge-
messenen Zusammensetzung. In den F�llen, in welchen sich D2D von Ab mit der Zeit �ndert, stellen die Fehler-
balken fír die Ab-Werte die gesch�tzte Standardabweichung dar, die durch das Anpassung von 15 Z-FCS erhal-
ten wurden.

Abbildung 2. a) Illustration des Kreuzkorrelationsexperiments mit einer 1:1-Mischung aus r- und g-Ab-Monomeren. Oben: Membrangebundene
r- und g-Ab-Monomere diffundieren frei; daraus folgt, dass die Fluktuationen des roten und des grínen Signals nicht miteinander korrelieren, was
in einer Null-Kreuzkorrelationsfunktion resultiert (Gx), d.h. Gx =1. Unten: Die Bildung von Ab-Oligomeren impliziert die Codiffusion der Peptide.
Wenn Oligomere aus sowohl r- als auch g-Ab gebildet werden, korrelieren rote und gríne Signalfluktuationen, und es resultiert eine positive
Kreuzkorrelation, d.h. Gx>1. b) Zusammenfassung der Ergebnisse. Oben: DOPC/Chol/Sph-Membranen zeigen positive Kreuzkorrelation. Unten
links: DOPC/Sph-Doppelschichten zeigen positive Kreuzkorrelation, Beispiel DOPC/Sph (95:5). Unten Mitte: DOPC/DSPC-Membranen zeigen
keine Kreuzkorrelation, Beispiel DOPC/DSPC (95:5). Unten rechts: DOPC/Chol/Sph + GM1-Doppelschichten zeigen keine Kreuzkorrelation, Bei-
spiel [DOPC/Chol/Sph (70:25:5) + 4%GM1] .
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ketten sind mit einem Glycerolrest îberbrîckt). Die Kreuz-
korrelationsexperimente mit DSPC enthaltenden Doppel-
schichten zeigten keine Oligomerisation von Ab (Abbil-
dung 2).

Unsere Forschungsergebnisse zeigen eine spezifische
Rolle von Sph in der Ab-Oligomerisation. Devanathan
et al.[4a] hatten vorgeschlagen, dass die Aggregation von an
die Membran gebundenem Ab durch Sph, das sich in der
Gelphase, gel/Lo- oder Lo/Ld-phasenseparierten Lipiddop-
pelschichten befindet, begînstigt werden kçnnte (allerdings
unter Verwendung von mm-Konzentrationen von Ab, das
wahrscheinlich bereits im oligomeren Zustand vorliegt). Wir
zeigen hier zum ersten Mal, dass Sph spezifisch die Oligo-
merisation von an Membran gebundenen Ab-Monomeren
(bei physiologisch relevanten Konzentrationen) initiiert. Die
Modellsysteme, welche Ld-artige, fluide Nanoheterogenit�-
ten enthalten, schließen eine vermeintliche Auswirkung der
Lo-Phase aus und bekr�ftigen die direkten Auswirkungen von
Sph auf die Oligomerisation.

In der Literatur wurde vorgeschlagen, dass so genannte
Cluster von GM1 eine Membranbindungsstelle fîr Ab sind.
Diese Bindung von Ab an GM1 sollte dann direkt die Bildung
von Amyloidfibrillen initiieren.[5] Kakio und Mitarbeiter be-
obachteten eine verst�rkte Initiierung und schnelle Fibril-
lenbildung aus Ab an Modellmembranen, die GM1 enthiel-
ten.[15] Die verwendeten Doppelschichten enthielten 20 Mol-
% GM1. Das hatte zur Folge, dass die Oberfl�che der Dop-
pelschichten von den Zucker-Kopfgruppen des Gangliosids
vollst�ndig bedeckt war.[16] Dieses Modellsystem gibt die
physiologischen Bedingungen nicht getreu wieder: Bei phy-
siologischen GM1-Konzentrationen (� 4 Mol-%) ist die
Doppelschicht eine flîssige Phase mit GM1-angereicherten
„Insel-�hnlichen“ Strukturen.[16] Wir haben bereits gezeigt,[12]

dass GM1 (1–4 Mol-%) in freistehenden DOPC- und DOPC/
Chol(70:30)-Doppelschichten Cluster mit einem Radius von
5–7 nm bildet. Solche GM1-Cluster enthalten große Mengen
an DOPC und Chol und zeigen keine Charakteristiken der
Lo-Phase. Es ist deshalb entscheidend, auch in In-vitro-Stu-
dien physiologischen Mengen von GM1 zu verwenden, um die
vollst�ndige und unphysiologische Bedeckung der Mem-
branoberfl�che mit Zucker-Kopfgruppen zu vermeiden.

In weiteren Experimenten wurden zus�tzlich 4 Mol-%
GM1 in die vorher beschriebenen DOPC/Chol/Sph hinzuge-
fîgt. Die Beigabe von GM1 fîhrte zu einer Vergrçßerung des
Radius der Heterogenit�ten in den Doppelschichten, von 9
bis zu 26 nm (Tabelle 1, Abbildung S5 b). FLIM-FRET-Ex-
perimente mit g-GM1 und DiD wiederum zeigen, dass DiD
nicht von den GM1 enthaltenden Heterogenit�ten ausge-
schlossen wird (Abbildung S6b). Die Beigabe von GM1 ver-
langsamte die Diffusion von g-GM1 und DiD (Abbildung 1).
Wie bereits in den DOPC/Chol/Sph-Doppelschichten, zeigten
die FLIM-FRET- und FCS-Ergebnisse keinen Hinweis auf
eine nanoskopische Lo-Phase.

Die Inkubation von Ab mit den quatern�ren Lipidmem-
branen fîhrt bemerkenswerterweise zu keinem Hinweis auf
Ab-Oligomerisation. In den DOPC/Chol/Sph-Membranen,
die zus�tzlich 4 Mol-% GM1 enthalten, ist der Diffusionsko-
effizient von Ab îber die Dauer des Experiments (9 h) stabil
(Abbildung 1). �berdies best�tigen die FCCS-Ergebnisse das

Ausbleiben der Oligomerisation von Ab in den im Gangliosid
enthaltenen Doppelschichten (Abbildung 2). Das Verhalten
von Ab wurde ebenfalls in GUVs von DOPC und DOPC/
Chol (75:25) untersucht, die 4 Mol-% GM1 in der Form von
Nanoclustern (Radius � 6 nm, Tabelle 1) enthielten.[12] Diese
Nanocluster haben keinen Effekt auf die laterale Diffusion
von Ab, und es kommt zu keiner Oligomerisation (Abbil-
dung S4).Im Unterschied zu den Arbeiten, in denen hohe
Konzentrationen von GM1

[5, 15] genutzt wurden, initiieren
niedrigere und damit physiologische Mengen an Gangliosi-
den keine Oligomerisation von Ab. Darîber hinaus verhin-
dert die Pr�senz von GM1 de facto die spontane Oligomeri-
sation von Ab, die in den DOPC/Chol/Sph-Membranen be-
obachtet wurde.

Um die Mechanismen der Initiierung der Oligomerisation
von Ab durch Sph auf molekularer Ebene zu verstehen,
fîhrten wir Molekîldynamiksimulationen der Peptide in den
Lipiddoppelschichten von DOPC und DOPC/Sph (90:10)
durch (siehe Abbildung S7 bis S19). Abbildung S8 stellt die
finalen Konfigurationen von Ab nach 1.5 ms in acht unab-
h�ngigen Simulationen dar. Der C-Terminus von Ab scheint
in Gegenwart von Sph eine hçhere Tendenz zu haben, ein b-
Faltblatt zu bilden (Abbildung S14). Die b-Faltblatt-Konfor-
mation von Ab entfaltet ganz oder teilweise innerhalb 1 ms,
wenn diese in einer reinen DOPC-Membran positioniert wird
(Abbildung S15). Diese Instabilit�t der b-Faltblatt-Konfor-
mation weist auf die spezifische Rolle von Sph als Induktor
der Konformations�nderung hin.

Unsere Simulationen von Ab in einer GM1 enthaltenden
DOPC-Doppelschicht demonstrieren eine starke Wechsel-
wirkung zwischen Ab und dem Gangliosid, in �bereinstim-
mung mit vorangegangenen Studien[17] (Abbildung S20). Ab

bindet spezifisch an den Zuckerrest des GM1, wobei die
Wasserstoffbrîcken des Histidinrests eine wichtige Rolle
spielen.[17b] Die starke Bindung von Ab zu GM1 und die Be-
teiligung der b-Faltblatt-Reste an der Bindung kçnnten er-
kl�ren, warum es Ab nicht mçglich ist, an den DOPC/GM1-
(und DOPC/Chol/GM1-) Membranen zu oligomerisieren. Die
Anziehung der Peptide durch GM1 wîrde ebenfalls erkl�ren,
warum die Zugabe einer geringen Konzentration von GM1 zu
DOPC/Chol/Sph-Membranen effektiv die Oligomerisation
von Ab verhindern kann. Dagegen kann eine hohe Oberfl�-
chendichte von GM1 (> 20 Mol-%) die Aggregation be-
schleunigen.[5] Bei solchen Gangliosidkonzentrationen ist die
Doppelschicht mit Zuckerkçpfen von GM1 bedeckt,[16] wobei
eine starke Wechselwirkung zwischen Ab und Gangliosiden
zu einer hohen Oberfl�chenkonzentration von Peptiden und
einer beschleunigten Aggregation durch generische Oberfl�-
cheneffekte fîhrt.[18]

Zusammengefasst haben wir gezeigt, dass Sph ein spezi-
fischer Auslçser fîr die Oligomerisation von Ab40 ist, und
dass physiologische Konzentrationen von GM1 diesem Effekt
entgegenwirken. Das Peptid oligomerisiert in DOPC/Chol/
Sph- und DOPC/Sph-Doppelschichten, aber nicht in DOPC-,
DOPC/Chol- oder DOPC/DSPC-Doppelschichten (Abbil-
dung 3a). Die Pr�senz von Sph verursacht signifikante Ver-
�nderungen in den Eigenschaften der Doppelschichten, wie
in unseren Experimenten und Simulationen gezeigt wurde
(Abbildung S16 bis S19). Interessanterweise sind DOPC/
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Chol/Sph-Mischungen durch transiente fluide Nanohetero-
genit�ten charakterisiert, wobei das gesamte System sich in
der Ld-Phase befindet. Simulationen zufolge scheint Ab in
der DOPC/Sph-Doppelschicht eine Konformation mit einer
grçßeren Zahl an b-Faltblatt-Strukturen einzunehmen als in
der reinen DOPC-Membran. Mit dem Wissen, dass b-Falt-
blatt-Strukturen in supramolekularen Verbindungen wichtig
sind, kann eine von Sph verursachte Konformations�nderung
von Ab die beobachteten Unterschiede in der Oligomerisa-
tion erkl�ren: keine Oligomerisation in DOPC-, DOPC/
Chol- oder DOPC/DSPC-Doppelschichten und ein effektiver
Oligomerisierungsprozess innerhalb weniger Stunden in Sph
enthaltenden Membranen (Abbildung 3a,b).

Die Bindung von Ab zu GM1 kann die Oligomerisation
beschleunigen oder verlangsamen, je nach der Konzentration
der Ganglioside und des Peptids.[18a] Die vollst�ndige Bede-
ckung der Membran durch negativ geladene GM1-Zucker-
kçpfe[16] und die Reduktion der Dimension von 3D auf 2D
kçnnen die Aggregation aufgrund von generischen Oberfl�-
cheneffekte beschleunigen[18b,c] (Abbildung 3 d). Jedoch ver-
ursacht die Bindung von Ab zu GM1 bei niedrigen GM1-Ni-
veaus – wie bei den eingesetzten physiologischen Mengen (2–
4 %) – keine Aggregation der Peptide. Tats�chlich verhindert
die Pr�senz von GM1 die Oligomerisation von Ab (Abbil-
dung 3c). Die Bindung von Ab durch die Ganglioside scheint
der Grund fîr die Inhibierung der spontanen Oligomerisation
zu sein, die fîr Sph enthaltende Membranen beobachtet
wurde.

Unsere Ergebnisse sind der erste molekulare Beweis fîr
GM1 als Hemmer der Ab40-Oligomerisation und geben neue
Einblicke in die molekularen Mechanismen, die in der Ent-
wicklung der Alzheimer-Krankheit involviert sein kçnnten.
Unsere Forschungen legen nahe, dass die (mit zunehmendem
Alter)[7, 8a,19] abnehmenden GM1-Niveaus zu einer reduzierten
Abwehr gegen den die Oligomerisation verursachenden

Effekt von Sph fîhren und somit den Beginn der Alzheimer-
Krankheit auslçsen kçnnten. Unsere Ergebnisse stîtzen die
Berichte von neuroprotektiven Effekten von GM1 in Zell-
kulturen und Rattenmodellen der Alzheimer-Krankheit,[9,20]

und sie helfen, die gefundenen Daten in vivo zu rationalisie-
ren und eine Basis fîr ein besseres Verst�ndnis von Amyloid-
Erkrankungen zu schaffen.

Danksagung

Finanzielle Unterstîtzung: GACR (P208/12/G016; 14-
12598S), MEYS, Europ�ischer Fonds fîr regionale Entwick-
lung (CZ.1.05/1.1.00/02.0068 CEITEC), CAS for Praemium
Academie award. Rechenkapazit�ten bereitgestellt von:
MetaCentrum (LM2010005) and CERIT-SC (CZ.1.05/3.2.00/
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