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--- Zusammenfassung der Arbeit ---



Zusammenfassung

Die Neigung von hIAPP und dessen Propeptid prolAdRP¢ch Ausbildung intermolekularer
[-Faltblatter Aggregate zu bilden, wird durch dek&echselwirkung mit Lipidmembranen
beeinflusst. Die Amyloidogenese des hlIAPP, Ursaotre Diabetes Mellitus Typ 2, kann
durch zwei Klassen von Inhibitoren verhindert werdéolekilinhibitoren sind kleine
organische Molekile, meist zu der Klasse der Pagple gehdrend. Peptidinhibitoren sind
Aminosauresequenzen, die chemisch modifiziert ls@men.

Die Einflisse von Lipidmembranen auf die Amyloidogse von hIAPP und prolAPP und die
damit verbundenen Sekundarstrukturanderungen wuwrdeer Verwendung der ATR-FTIR-
Spektroskopie in Gegenwart von homogenen neutnahehanionischen sowie heterogenen
Modellmembranen untersucht. Dazu wurden zunéaclestSekundarstrukturen von nativem
hIAPP und prolAPP in Abwesenheit von Lipiden vezgén. Der Befund, dass beide Peptide
in Losung fast die gleiche Sekundarstrukturzusanseizang einnehmen, deckt sich mit
Ergebnissen aus der CD-Spektroskopie. ProlAPP kntetingfigig mehra-Helices,
wahrend hIAPP etwas mehr Schleifen und Zufallskhaufwveist. Wird 10 uM hlIAPP bei 25
°C in die ATR-Zelle injiziert (in Abwesenheit vondiden), so aggregiert das Molekul nach
einer kurzen Nukleationsphase (~25 min) unter Adsbg intermolekulare-Faltblatter,
wéhrend der Anteil am-Helices, ungeordneten Strukturen und Schleiferiicigeht. Bei
Anwesenheit von homogenen, neutralen LipidmembréD€PC) bleibt die Aggregation des
hIAPP-Molekils aus. Es findet lediglich eine gefiigige Aggregation statt, die zum
Stillstand kommt, bevor sich reife Fibrillen bildeie Gegenwart von homogenen
anionischen und heterogenen Raftmembranen besdjtiehingegen die Aggregation und
Fibrillbildung, wobei der Effekt der anionischen Mbran am drastischsten ist. Ein
aquimolarer Gehalt an prolAPP in der hIAPP-LOsungrziigert die Aggregation in
Gegenwart von anionischen Lipidmembranen nur géigig.

ProlAPP ist ein weitaus schwécheres Amyloidogen dB&PP. Fiur eine vollstandige

Aggregation in Gegenwart einer anionischen Lipidrben braucht es 40 uM prolAPP und
die Aggregation dauert 7 Tage. In Gegenwart eiredtniRembran ist die Aggregation von 40
UM prolAPP unvollstandig und in Gegenwart einer [2Membran erfolgt sie gar nicht. Die
Aggregation in Gegenwart der anionischen Membran&w# nach einem &hnlichen

Mechanismus wie die von hlIAPP, jedoch in einem Miegeren Zeitrahmen.

Die auf einem Rhodaningertst basierenden Molekillitdren 1 und 2 (Struktur siehe
Bild 2.6) sowie die Verbindungen Resveratrol, Chwa&ky Blue und Lacmoid wurden auf
deren Fahigkeit hin getestet, die hIAPP-Aggregation Gegenwart von anionischen
Lipidmembranen zu unterdriicken. Verbindurlg verhindert die Aggregation durch
Stabilisierung der Monomere, wéahrend Verbindugdie Bildung kleiner Oligomere
beginstigt. Bei Resveratrol wird die Fibrillbilduegenfalls in einem friihen Stadium, jedoch



geringfugig spater unterbrochen als bei den Rhaodi@nivaten. Die Verbindungen Chicago
Sky Blue und Lacmoid wurden positiv als Inhibitosr hIAPP-Fibrillbildung getestet.

Die Bindungsaffinitdt der Peptidinhibitoren IAPP;GNFGAIL-GI, des naturlichen hlAPP-
Aggregationsinhibitors Insulin, des naturlichen,cimamyloidogenen hlIAPP-Analogons
rIAPP sowie des hlAPP-analogen Hexapeptids NFGAIL anionischen Membran und die
Sekundarstruktur im Falle von Membranbindung wurdAmR-FTIR-spektroskopisch
bestimmt. Wahrend IAPP-GI, Insulin und rlAPP an di@onische Lipidmembran binden,
verbleiben NFGAIL-GI und NFGAIL aufgrund des fehtlsm positiv geladenen N-Terminus
in Losung und weisen daher keine ATR-Spektren@igf.Sekundarstrukturzusammensetzung
von membrangebundenem rlAPP wurde anhand der Arddfride zu 28 % Kehren und
Schleifen, 13 %a-Helices, 43 % intramolekularefy-Faltblattern und 16 % ungeordneten
Konformationen bestimmt und stimmt mit der von rFRARPn Ldsung Uberein. Die
Sekundarstrukturzusammensetzung von membrangebemdéAPP-Gl wurde zu ~31 %
Kehren und Schleifen, 14 %-Helices, 40 %/[3-Faltblattern und 16 % ungeordneten
Konformationen bestimmt. Die inhibierenden Eigerdt@n von IAPP-GI, NFGAIL-GI,
Insulin und rlAPP auf die Aggregation von hIAPP {Begenwart von anionischen
Lipidmembranen wurden durch Inkubation einer 1:5k®ung einer jeden Komponente mit
hIAPP in Gegenwart einer anionischen Lipidmembrastimmt. Jeder dieser Inhibitoren
verhindert die Aggregation und Fibrillbildung vonlARPP durch Verhinderung der
Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbriicken. MHGGI vermindert aufRerdem die
Wechselwirkung von hIAPP mit der Lipidmembran, wasen zusatzlichen inhibierenden
Effekt mit sich bringt. Durch Zugabe von IAPP-GlesdNFGAIL-GI zu zuvor an der
anionischen Membran geformten hIAPP-Fibrillen wurdentersucht, ob diese
Peptidinhibitoren in der Lage sind, Fibrillen wiedaufzulésen, welche in die Membran
eingebettet sind. Es zeigte sich, dass beide landn auch im zehnfachen molaren
Uberschuss die Aggregation nicht revidieren. Dikigkeit von IAPP-GI, aggregiertes hIAPP
in wassriger Phase wieder aufzulésen, geht als€temenwart von Lipidmembranen verloren.
Im Falle von NFGAIL-GI besteht, wie zu erwarten, dee die Fahigkeit, Fibrillen in
wassriger Phase aufzulésen, noch geht es eine Aeatksing mit der Membran ein. Im
Falle von IAPP-GI ist die Immobilisierung des Moidk in der Lipidmatrix eine mégliche
Ursache fur den Verlust der fibrillauflosenden Aktit. Die starre Einbettung des hlIAPP in
die Lipidmembran konnte eine weitere Ursache standie Wechselwirkung von hlAPP und
IAPP-GI dadurch erschwert wird.

Die kleine GTPase Ras spielt eine wichtige Rolldenzellularen Signaltransduktion. Bei der
lipidmodifizierten Form von N-Ras Far/HD (Farnesyind Hexadecyl-Lipidanker) wurde
karzlich in einer Studie beobachtet, dass sich Matekill in Gegenwart von heterogenen
Raftmembranen an den Phasengrenzen der flUssigumgten/flissig-geordneten
Lipiddomanen akkumuliert. Unter Verwendung der AFRIR-Spektroskopie wurde die
Adsorptionskinetik und die Sekundarstruktur von BsRFar/HD in Gegenwart der Raft-



Membran bestimmt. Da die Diffusions-geschwindigkd#s N-Ras-Molekils in Losung in
einer anderen GréfRenordnung liegt, als die Adsampkinetik, kann daraus gefolgert werden,
dass die Adsorptionskinetik durch relativ langsdangbauprozesse des N-Ras-Molekiils in
die heterogene Membran bestimmt wird. Die Sekunidétsirzusammensetzung von N-Ras
Far/HD in Gegenwart der Raftmembran, ermittelt duBandenanpassung der Amid-I'-
Bande, betragt ~14 % Schleifen, 25cd4elices, 15 % ungeordnete Strukturen und 48-%
Strukturen. Eine Sekundarstrukturanderung des NHRd81D wéahrend der Adsorption an die
tragergebundene Raftmembran wird vermutlich duretQberflachen-beschaffenheit des Ge-
Tragers im Mikro- bis Nanometerbereich beeinflugstFalle der Sekundarstrukturanderung
wurde eine Zunahme von intermolekulafefaltblattern auf Kosten von intramolekulafén
Faltblattern und ungeordneten Strukturen festdesteihrend sich diea-Helices und
Schleifenstrukturen nicht signifikant anderten.



