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1 Einleitung

In einer biologischen Zelle nehmen Proteine eingrktionellen gefalteten Zustand ein,
gesteuert durch streng regulierte Prozesse. Dieamiken, Energien und Strukturen,
welche die Faltung von Proteinen steuern, sind dé@ren biologische Funktion
entscheidend. Zellulare Systeme erhalten die Balawischen Proteinsynthese und
deren Abbau unter anderem mithilfe von molekulaE&aperonen und dem Proteasom.
Die Gewahrleistung einer akkuraten Proteinfaltustgfilr die Erhaltung der richtigen
Funktion der Zelle auR3erst wichtig. Die Qualitatskollmechanismen in der Zelle
verhindern die Ablagerung von teilweise gefaltetéghlgefalteten oder zersetzten
Proteinen. Wenn die Balance zwischen der Protethsge und dem Proteinabbau
gestort ist, konnen sich Proteine als unvolls@gadider fehlgefaltete Monomere oder
Proteinfragmente bilden, oder auch durch intermdbele Wechselwirkung Aggregate
bilden. Ob wund wie sich ein Protein faltet, wird inpir durch dessen
Aminosaurensequenz und das zellulare Umfeld bemisiff das die Polypeptidkette
umgibt. Die Proteinfaltung in der Zelle findet eetter im Zytoplasma oder auf dem
sekretorischen Pfad statt. ATP-getriebene Chapermngytoplasma und dem Lumen
des endoplasmatischen Retikulums (ER) arbeiten ipsara, um der Polypeptidkette
die Mdglichkeit zu geben, sich richtig zu falten.isBlingt die Faltung, wird das
Polypeptid zum Proteasom — einem grol3en Proteagg&rmit vielen Untereinheiten
— dirigiert, um dort abgebaut zu werden.

Viele Krankheiten werden durch einen Verlust dent€infunktion verursacht, weil sich
das Protein fehlfaltet und daher vom Proteasom keagewird. Zystische Fibrose und
al-Antitrypsin-Defizienz sind Krankheiten, welcheten diese Kategorie fallen. Die
meisten Fehlfaltungskrankheiten werden jedoch dugohformationsumwandlungen,
die mit einer Aggregation der fehlgefalteten Pm¢eiaullerhalb der Zelle, also
aulBerhalb des Einflusses der intrazellularen Caiskontrollen einhergehen,
verursacht. Die Hauptvertreter dieser Krankheiied sie Amyloidosen, bei denen die
Proteinaggregation im extrazellularen Raum miteioeischen Wirkung verbunden ist.

Proteine, die den sekretorischen Pfad nutzen, o zi falten oder ausgeschleust zu
werden, sind bei Proteinfehlfaltungskrankheiten rdbechschnittlich stark vertreten.
Diese Proteine falten sich im ER und gelangen d#er den sekretorischen Pfad zu
ihrem Ziel, wo die Bedingungen sehr unterschiedlggin konnen. Zum Beispiel
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missen sich lysosomale Enzyme bei neutralem pldnfaltm das ER zu verlassen.
Jedoch sind deren Sequenzen fir die Faltung urdligtabei pH 5 (lysosomaler pH)
optimiert. Mutationen in den lysosomalen Proteindgimnen die Faltung im ER
nachteilig beeinflussen, was zum Abbau durch diali@iskontrollmaschinerie fihrt.
Erstaunlicherweise waren viele der Varianten, digblighe Iysosomale
Speicherkrankheiten verursachen, in der Lage, sitiLysosom in funktionierende
Enzyme zu falten, wenn sie nur dorthin gelangemi@m Im Gegensatz dazu scheinen
sich amyloidogene Proteine effizient im ER zu falJtbekommen jedoch Probleme in
ihrer Zielumgebung, wo sie sich fehlfalten und ¢&l&cherweise zusammenlagern
(Amyloidogenese) [Cohe& Kelly, 2003].

Das hIAPP (human islet amyloid polypeptide, aucimyhn) ist ein 37 Aminosauren
langes, pankreatisches Peptidhormon, welches vofg-dellen zusammen mit Insulin
sezerniert wird (siehe Abschni.4). Durch seine Neigung, sich intermolekular
zusammenzulagern und in der extrazellularen Mateg Pankreas unldsliche Plaques
zu bilden, ist es ein Hauptverursacher der altelisiggen Diabetes Mellitus Typ 2
(T2DM). Das Vorlauferpeptid prolAPP wird im ER d@rZellen synthetisiert und
unterliegt auf dem sekretorischen Pfad einer Pei@asig in mehreren Schritten, bis es
schlie3lich als reifes hIAPP in den extrazellulaldaum entlassen wird. Es gibt
Hinweise, dass die in der Zelle allgegenwartiggmndmembranen die Aggregation des
hIAPP beschleunigen.

Ein moglicher Ansatz bei der Therapie von T2DM e Entwicklung von
Medikamenten, sogenannten Inhibitoren, die die Agagtion des hlIAPP verhindern,
indem sie den nativen Zustand stabilisieren oderAtigregation kinetisch hemmen.
Dabei wird zwischen Molekulinhibitoren und Peptidinitoren unterschieden. Die
Molekulinhibitoren sind kleine organische Molekttie im Allgemeinen der Gruppe
der Polyphenole angehéren. Peptidinhibitoren sintzék Aminosauresequenzen, die
chemisch modifiziert sein konnen. In Bild 1.1 sidié Sequenzen der Peptide hIAPP
und NFGAIL, sowie der durch N-Methylierung daralsgeleiteten Peptidinhibitoren
IAPP-GI und NFGAIL-GI aufgefihrt. Die Strukturforrime der Molekilinhibitoren
Resveratrol, sowie zweier Rhodaninderivate sind Bid 2.6 (Abschnitt 2.6.1)
dargestellt.
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Bild 1.1: Aminosauresequenzen der Peptide hIAPP und NFGAdbwie die daraus durch
N-Methylierung gewonnenen Peptidinhibitoren IAPP+®H NFGAIL-GI.

Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Untersuchung Alggregationsneigung von hiIAPP
und des Propeptids prolAPP sowie der damit verbuel&ekundarstrukturanderungen
in Gegenwart verschiedener Modellmembransystemer uvierwendung der ATR-
FTIR-Spektroskopie. Dabei wurde der Einfluss ndetrilembranen, negativer Ladung
der Lipidkopfgruppen sowie von Phasenseparatiofillissig-geordnete und flissig-
ungeordnete Doménen innerhalb der Lipidmembran dag Aggregationsverhalten
erforscht. Die Sekundéarstrukturen von hlIAPP undAdP® wurden verglichen und die
Wirkung von prolAPP auf das Aggregationsverhalteon vhlIAPP wurde in
Anwesenheit der am ausgepragtesten aggregatiorshdleh, anionischen Membran
untersucht.

Weiterhin wurden die amyloidogene Neigung und diafermellen Eigenschaften von
hIAPP in Gegenwart einer anionischen LipidmembrateuZugabe der zwei hIAPP-
Amyloidinhibitoren NFGAIL-GI und IAPP-GI sowie verkiedener Molekil-

inhibitoren, darunter Resveratrol und zweier Rhauderivate, untersucht. Die
Einflisse von NFGAIL-GI und IAPP-GI wurden mit dé&iffekten von Insulin, einem
naturlich vorkommenden Inhibitor der hIAPP-Fibrdenese, und rlAPP, einem
natdrlichen, nicht-amyloidogenen hlIAPP-Analogonigliehen. Dartber hinaus wurde
untersucht, ob NFGAIL-GI und IAPP-GI in der Lagedi hIAPP-Fibrillen, die in

Gegenwart der anionischen Lipidmembran gebildetdemrund in die Lipidmatrix

eingebettet sind, in eine |8sliche, wenidefaltblatthaltige Form zuriickfuhrbar sind.
SchlieZlich wurden konformelle Eigenschaften dieb#grnbitoren in Gegenwart der
anionischen Lipidmembran untersucht und mit denenREptide Insulin, rIAPP und
NFGAIL verglichen.
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Im zweiten Teil dieser Arbeitwurde die Bindung von N-Ras Far/HD an eine
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) ,Raft®* Modellmembran ATR-RFkpektroskopisch

verfolgt. Neben der Bestimmung der Sekundarstrakkemmensetzung von
membrangebundenem N-Ras Far/HD wurde untersuchtdi@bAdsorption an die

Membran mit einer Anderung der Sekundarstruktuneigeht

.Die fortdauernde Existenz von Zellen hangt erhébhon ihren Fahigkeiten ab,
Signale aus der Umgebung zu empfangen und aufrubesget und Weise auf diese zu
antworten. Der Prozess der Signaltransduktion, daB. Weiterleiten von Signalen von
der extrazellularen Matrix Uber das Zytoplasma &n dZellkern, beinhaltet unter
anderem Proteine, die mit hydrophoben StrukturmatEmmaodifiziert sind, welche an
das Peptidrickgrat angefiigt sind. Posttranslagohgdidierung durch Acylierung mit
Fettsauren, Alkylierung mit Prenylresten, Verestgrmit Cholesterol und Konjugation
mit dem komplexeren Lipid Glycosylphosphatidylirtosi (GPl) kommt bei einer
breiten Vielfalt von intra- und extrazellularen Sajproteinen vor. Diese hydrophoben
Modifikationen muinden typischerweise in eine Menmmbiadungsaffinitat des
lipidierten Proteins, wodurch die Proteinlokalisatiund -funktion verandert wird.
Wahrend klassische Transmembranproteine die Memttwmachspannen und auch hin
und wieder lipidiert sind, verweilt die Mehrheitrdigpidierten Proteine auf nur einer
Seite der Membran. Nach Durchlaufen von intrazétkrh Sortierpfaden ist der
endgultige Bestimmungsort von GPIl-verankerten Rrete die extrazellulare Schicht
der Plasmamembran, wohingegen prenylierte und/ocaeylierte Proteine sich
typischerweise auf der inneren Seite der Plasmamsmider an der Oberflache der
Endomembranen befinden. Die posttranslationaledigping von Proteinen ist von
besonderer physiologischer Bedeutung, da nichtieuFunktion dieser Proteine bei der
Signaltransduktion, sondern auch beim vesikularemndport kontrolliert wird
[Brunsveld et al., 2009; Pechlivanis & KuhimannQgp

Die drei Ras-Isoformen H-, N- und K-Ras sind dutgpidierung am C-Terminus
posttranslational modifiziert, was essentiell fure dkorrekte Funktion und die
Lokalisation an der inneren Seite der Plasmamemistaie Membrananker von H-,
N- und K-Ras beherbergen alle einen C-terminaRarnesyl- (Far) Cystein-
Carboxymethylester, der mit einem (N-Ras) oder z\{{#{Ras) benachbarten S-
Palmitoyl- (Pal) Cystein-Resten zusammenarbeitet. mnem polybasischen Strang
von 6 Lysinresten beim K-Ras. In Bild 1.2 ist dieuBtur von N-Ras mit verschiedenen
maoglichen Lipidierungsmustern abgebildet.
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Bild 1.2: 3D-Struktur von N-Ras mit Formelstruktur der Anlegion und unterschiedlichen
Lipidmodifikationen [Weise et al., 2009].

Wahrend die Farnesylierung eine stabile Modifikatist, ist die Palmitoylierung

reversibel. Es wird angenommen, dass die Lipidigreme wichtige Rolle fir die

regulatorischen Funktionen von Ras spielt, z.B. tei Vermittlung von Protein-

Protein- und Protein-Lipid-Wechselwirkungen. Die n&ing an verschiedene
Membran-Mikroumgebungen inklusive geordneter Raijtvianen (siehe Abschnitt 2.3)
wurde als weiterer regulierender Effekt bei der-Bagalgebung vermutet. Es wird
angenommen, dass Raft-Doméanen in einem weiten Waldwichtigen biologischen

Prozessen eine Rolle spielen, darunter bei derafigartragung. Solche Raft-Doméanen
konnten als ,Signalplattformen® wirken, welche Ey@isse aul3erhalb der Zelle mit
Signalwegen innerhalb der Zelle verbinden. Daribkinaus kénnte die

Grenzlinienspannung zwischen den Domanen eine grualle bei der Beeinflussung

der Membranorganisation spielen, jedoch ist noclkchtni bekannt, wie die

Lipoproteineinlagerung und das Nanoclustern in Memén dadurch beeinflusst wird
[Weise et al., 2009].






2 Theoretischer Hintergrund

2.1  Proteinfaltung

Ein lebender Organismus kann bis zu etwa 100.008cki&dene Proteine enthalten.
Proteine spielen in den meisten biologischen Peezesine Hauptrolle und machen den
grodten Teil der Trockenmasse der Zelle aus. Férhiblogische Aktivitat ist die
korrekte dreidimensionale Faltung des Proteins entscheidender Bedeutung. In der
Zelle findet die Proteinfaltung in einer komplexemolekular dicht besiedelten
Umgebung statt. Nach erfolgter Synthese an dend@iben muss sich das Proteia
novo in einen spezifischen konformellen, als nativ beaeeten Zustand falten, um
seine biologische Aktivitat ausfiihren zu kénnen.dizd das Protein nicht nur zufallig
nach beliebig vielen Konformationsumwandlungen &m chativen Zustand faltet, was
sehr lange Zeit in Anspruch nehmen wuirde (LevinBeladoxon), sondern um viele
GroRRenordnungen schneller dorthin gelangt, muss-ditungsweg in einer gerichteten
Weise zuriickgelegt werden. Der Faltungsprozess word einer Reihe Hilfsproteine
unterstitzt. Das sind zum einen molekulare Chagerdaeren Hauptaufgabe es ist, die
unvollstandig gefaltete Polypeptidkette von nichdguktiven Wechselwirkungen
abzuschirmen, vor allem solchen, die in Aggregatesultieren. Zum anderen gibt es
noch Faltungskatalysatoren, deren Aufgabe es adgnpiell langsame Schritte bei der
Proteinfaltung zu beschleunigen, z.B. bei der Is@si®ung von Peptidyl-
Prolylbindungen und der Bildung von Disulfidbriickéennoch muss die Information
zur Faltung auch bereits in der Aminosaurensequia®z Proteins enthalten sein, da
Proteine ihre korrekt gefaltete Struktur vitro in Abwesenheit aller Hilfsfaktoren
einnehmen, wenn die Bedingungen gunstig gewahit gkmfinsen, 1973]. Durch die
Annahme, dass Proteinfaltung nicht analog zu dek&m von kleinen Molekilen, wie
z.B. dem Aufbrechen und Knipfen von einer kleineahlZ starker kovalenter
Einfachbindungen ablauft, sondern dass das Prateinen Faltungsweg auf einer
.Energielandschaft* von der entfalteten Polypepeitk zum energetisch glnstigen
nativen Zustand sucht, kbnnen Proteinfaltungspseégutzutage sehr gut theoretisch
nachvollzogen werden [Dobson, 2001; Jahn & Radf@0@5]. Diese Energielandschaft
ist zunachst einmal generell relativ flach, da stte meisten Konformationen des
Proteins auf einem ahnlichen Energieniveau befind&ufallige Fluktuationen der
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ungefalteten oder teilweise gefalteten Zustandibdredie Reaktion in Richtung der
nativen Konformation, da die Kontakte zwischen deminosdurenresten, die der
nativen Struktur ndher kommen, als stabiler betedclwerden als ,nicht-native®

Kontakte. Im Falle des 98 Aminosaurenreste langetefs Acylphosphatase genligen
beispielsweise bereits Kontakte von 3 Aminosaugare um die Topologie fiur die

Faltung dieses/B-Proteins festzulegen [Vendruscolo et al., 2001jtrdb Zunahme der

nativen Kontakte verringert sich mit der Zeit sondgite Zahl von verfigbaren

Konformationen, und das Energieminimum der natiéenformation wird angesteuert

(,Faltungstrichter®, siehe Bild 2.1). Ein jedes Mk&lil kann hierbei entlang der
Energiehyperflache auf einer individuellen Trajeldovom entfalteten Zustand zur
nativen Konformation gelangen. Dabei kdnnen audtufgsintermediate durchlaufen
werden, z.B. Zustande mit vielen nicht-nativen kabaén.

g(?‘:—j—%: Unfolded {? /“:\/'\.-7 %;, '

ﬁ;sﬁ
Folding %i\{d_)
|ntermed|ates

=
2 Partially
E:j folded Oligomers 4
Natlve states
state |
Amorphous " Amyloid
aggregates fibrils
Intramolecular contacts Intermolecular contacts

Bild 2.1: Schematische Energielandschaft fur Proteinfaltund -aggregation [Hartl & Hayer-Hartl,
2009].

Die Oberflache des Faltungstrichters ist fur eirede] Polypeptidsequenz bei
festgelegten Umgebungsbedingungen einzigartig. Siaerd durch  sowohl

thermodynamische als auch kinetische Eigenschdftesich faltenden Polypeptidkette
bestimmt. Teilweise gefaltete Zustande in diesesr§ielandschaft konnen jedoch auch
zur Aggregation neigen, wenn gunstige intermolalauliontakte auftreten. Das kann
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zu einer Assoziation der Molekile fihren, und Hrdéhlfaltungskrankheiten,
insbesondere  Amyloidosen, kdnnen auftreten. Die clBaf$enheit der
Energiehyperflache im Bereich des Ubergangs voma-ntzu intermolekularen
Kontakten ist so gut wie immer unbekannt, da egs sehwierig ist, die teilweise
gefalteten Zustande festzuhalten und zu charaldeis[Jahn & Radford, 2005].
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2.2  Amyloide

Der Begriff Amyloid (griech.: Amylon, lat.: Amyluns Starke) bedeutet starkeahnlich,
auch starkeahnliche Substanz. Er wurde 1854 vorolRMirchow eingefihrt, als er
unter Verwendung der besten wissenschaftlichen dth und dem medizinischen
Wissen der damaligen Zeit lod verwendete, um drelralen Corpora Amylacea aus
dem Gehirngewebe von Verstorbenen einzufarben, he&elceine abnorme,
makroskopische Erscheinung aufwiesen. Als er ehktdeadass sich die Corpora
Amylacea bei Zugabe von lod blassblau einfarbteshhei darauffolgender Zugabe von
Schwefelsaure violett, schloss er, dass die Substeelche der offensichtlichen
makroskopischen Verédnderung unterlag, Zellulose srisste und gab ihr den Namen
Amyloid. Da die Unterscheidung zwischen Starke Wedlulose zur damaligen Zeit
unklar war, und als Unterscheidung zwischen dem- Tied Pflanzenreich verwendet
wurde, war ebenso unklar, ob Amyloide aus Zelluloder Starke bestanden [Sipe &
Cohen, 2000].

Die moderne Begriffsdefinition ist eindeutig. Eindinsional aggregierte Proteine mit
einer cros$-Faltblatt-Anordnung der senkrecht zur Fibrillachskegenden
Peptidstrange heissen heute Amyloide [Cohen & K&B03]. Die Bildung fibrillarer
Strukturen wird auch als ,eindimensionale Kristdlion® bezeichnet [Jarrett &
Lansbury, 1993]. Die Fehlfaltung, Aggregation untriibildung von Proteinen wie
AB (amyloid beta peptide a-Synuclein oder hIAPP ist z.T. in neurodegenerative
Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson verwickettd spielt auch bei der
Schadigung von peripherem Gewebe eine Rolle, wid-athe von Diabetes Mellitus
[Chiti & Dobson, 2006; Engel, 2009].

Die Fibrillen kbnnen unter Verwendung von Transmoiss-Elektronenmikroskopie
(TEM) oder Rasterkraftmikroskopiet@mic force microscopy, AFM)in vitro sichtbar
gemacht werden. Diese Experimente offenbaren, di@sEibrillen normalerweise aus
Protofilamenten bestehen, welche im Durchmesser B8fb betragen. Diese
Protofilamente verwinden sich und formen seilahm@i€ibrillen, welche typischerweise
7-13 nm dick sind, oder sie assoziieren lateralfonghen dann lange Bander, welche 2-
5 nm dick und bis zu 30 nm breit sind (siehe Bild)2Die Fibrillen binden spezifisch
Farbstoffe wie Thioflavin T (ThT), ein Fluorofor,nd Kongorot (congo red, CR),
welcher unter kreuzpolarisiertem Licht als grineppalbrechung sichtbar wird [Chiti
& Dobson, 2006]. Es wird eine wachsende Zahl amtditven ohne Verbindung zu
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Proteinablagerungskrankheiten gefunden, die urgstiramten Bedingungem vitro
fibrillare Aggregate formen, und auch die entspemtten morphologischen,
strukturellen und farbstoffbindenden Eigenschaftasitzen, um sie als Amyloide
klassifizieren zu kénnen. Diese Entdeckungen fihrte@ der Annahme, dass die
Fahigkeit, amyloide Strukturen zu formen, eine gelte inharente Eigenschaft aller
Polypeptidketten ist [Uversky & Fink, 2004].

Die meisten Proteine finden leicht zu ihrem nativEBostand, weil die Gibbs-
AktivierungsenergieAG*, welche die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt uwteh
entfalteten und den Ubergangszustand voneinandanttr iberwindbar ist, und der
gefaltete Zustand substantiell stabiler als deretaitete Zustand ist (die Differenz der
Gibbs-EnergienAG legt die relativen Populationen von gefalteten wmdjefalteten
Proteinen fest) (Bild 2.2).

Physiological conditions Misfolding conditions

1 ™\
AGH Environment change |
— »

SO S
Lintolded

Mormally

AG kj{;‘md \—/
i - - s ..1.

Normally folded

state or AG*
contormational
ensemble l\_ \&7)

Aggregation Oligomer (i Oligomer
competent conformer {r1+1)
or multimeric seed

Bild 2.2: Diagramm der Gibbs-Energien bei Faltung unter spiiggischen und denaturierenden
Bedingungen. Die Differenz der Gibbs-Energh&s] zwischen dem nativen Zustand und dem
entfalteten Ensemble an Konformationen (entfalttestand) bestimmt die relative Population
eines jeden Zustandes. Die Gibbs-Aktivierungsere@yG*) bestimmt, wie schnell sich eine
Konformation in die andere umwandelt (links). Undenaturierenden Bedingungen kann eine
fehlgefaltete, zur Aggregation fahige Konformatgegeniber dem normal gefalteten, nativen
Zustand als Konsequenz des Wechselspiels zwisclegrne8z und Umgebung bevorzugt
werden (rechts). Zum Beispiel kann sich die Umgegbdes Polypeptids als Folge von intra-
oder extrazellularen Einfliissen verandern. DerrStiutet an, das&G* hier die Barriere
zwischen dem monomeren Konformer und einem Multiisterwelches effizient oligomerisiert
[Cohen & Kelly, 2003].
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Unter bestimmten, zum Beispiel denaturierenden iBpdigen kann der fehlgefaltete,
oligomere Zustand fiur zur Aggregation neigende dtnet stabiler sein als die
funktionale, dreidimensionale Struktur. Gluckliclwerse ist die kinetische Barriere
AG™, welche den nativen und den fehlgefalteten Zustaodeinander trennt,
normalerweise in einer biologisch relevanten Zaigkuniberwindbar, und in den
meisten Fallen arbeiten die intrinsischen Raumuegsianismen der Zelle effizient, so
dass der Fehlfaltungsprozess mit anschlieRenderefigtion nicht stattfindet. Weil der
Aggregationsprozess eine Multimerisierung der imiliellen Ketten beinhaltet, hat
AG* zwei Komponenten, eine, die sich auf die Konfoioratles Monomers bezieht,
und eine zweite, die sich auf die Polymerisation zidi&, welche

konzentrationsabhangig ist [Cohen & Kelly, 2003].

Amyloidosen sind eine Klasse von Krankheiten, weldurch die Fehlfaltung und
Aggregation von Proteinen in einen fibrillaren Zrsd definiert sind [Hebda &
Miranker, 2009]. Die an diesen Krankheiten bet&ing normalerweise |6slichen
Proteine wie z. B. B, a-synuclein und hIAPP lagern sich hierbei spontanfzu
faltblatthaltigen Fibrillen zusammen. Im Falle v&fs und a-synuclein fihrt das zur
Neurodegeneration, im Falle von hIAPP zur Vermindegr der Masse von
insulinproduzierenden, pankreatisctigéellen [Hull et al., 2004]. In den letzten Jahren
wurde deutlich, dass die Zelltoxizitat wahrscheimlinicht von den Fibrillen selber
stammt, sondern dass vielmehr Zwischenstufen beiAdgregation die toxischen
Spezies sind. Beispielsweise haben post-mortem r&irdieungen von nicht an
Alzheimer erkrankten Erwachsenen gezeigt, dasstsittdem A-Plaques akkumuliert
haben. Aul3erdem finden sich bei Typ 2 Diabetes Aidgblagerungen nur bei > 90 %
aller Patienten. Dass die restlichen 10 % keinaifskgnten Mengen an Amyloiden
aufweisen und die Beobachtungen bei Alzheimer legdre, dass die Zwischenstufen
bei der Aggregation fur die Erkrankungen relevasiad. Wahrend diese Krankheiten
also bestimmten Proteinen zuzuschreiben sind, iestfidrillare Form des Proteins
wahrscheinlich nicht die toxische Spezies [Hebdsli€anker, 2009].

Die Umwandlung von der nativen Form eines Proteimsamyloiden Form geschieht
normalerweise in drei Phasen: Wahrend der Nuklegpibase verbleibt ein zur
Aggregation fahiges Peptid, was amyloidogenen Bpdigen ausgesetzt wird,
zunéchst flr eine gewisse Zeitspanne in dispersan h Losung und es bildet sich ein
Nukleationskeim. Danach folgt die Wachstumsphas#hrend der die Fibrillbildung
exponentiell zunimmt. Wird die Konzentration anfugbaren Monomeren zu gering,
klingt die Reaktion ab, und die stationdre Phasel wingeleitet. Die Kinetik der
Amyloidbildung wird durch den Nukleationsvorgangsbenmt. Die Umwandlung zur
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fibrillaren Form wéahrend der Wachstumsphase gebthi&nn augenscheinlich in
einem kooperativen Prozess, deren Zeitskala im eAllginen kirzer als die
Nukleationsphase ist. Der Nukleationsvorgang regmtiart eine Population von
monomeren und/oder oligomeren Spezies, die sichr aw dem Reaktionspfad
befinden, jedoch energetisch unginstig sind. Di&sstdande werden nach und nach
stabiler, je mehr Nuklei zu Fibrillen konvertierddie anschlieRende Verlangerung der
Fibrille mit zusatzlichem Ausgangsmaterial ist eirergetisch begunstigter Prozess. Da
der Nukleus der Fibrillbildung ein hochenergetisch@ustand ist, kdnnen
Reaktionsbedingungen, die den Nukleus stabilisjesds Katalysatoren wirken. Die
Gegenwart von Oberflachen ist eine der wichtigseicher Bedingungen, wie sie bei
allenin vitro Experimenten durch GefaRwande und manchmal auci dwft/\Wasser-
Grenzflachen vorhanden sind. Sogar die OberflacdtenFibrillen selbst kdnnen als
katalytische Oberflachen betrachtet werden, an rdeNeklei stabilisiert werden
(sekundare Nukleation) [Hebda & Miranker, 2009].
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2.3 Membranen

Alle Zellen lebender Organismen sind durch Membmnabegrenzt. Die Membranen
gewahren auch Begrenzungen fir die Kompartimentelnneren der Zellen. Alle
Zellen besitzen eine Zelloberflaichenmembran, dehd&iasmamembran (PM) genannt
wird. Die Plasmamembran besitzt eine komplex gegackus vielen Komponenten
bestehende Struktur, dessen zentrales Elementigladbppelschicht ist. Im Vergleich
zur Grol3e der Zelle, die von der Lipiddoppelschiafmischlossen wird, ist diese extrem
dinn. Die molekulare Zusammensetzung der Plasmanaeniiiingt vom Zelltyp ab.
Das Gewichtsverhaltnis von Proteinen und Lipidenrkgon 1:5 bis zu 5:1 variieren.
Polysaccharide sind mit weniger als 10 % der Trookesse in der Minderheit. Die
Lipiddoppelschicht der Plasmamembran ist auflen den aus Polysacchariden
bestehenden Glykocalix und innen von dem gummibdigea Zytoskelett, einem
polymeren Proteinnetzwerk, bedeckt. Nach dem Hgkisaik-Modell sind
verschiedene integrale Proteine und Polypeptidsra noch fluide Lipiddoppelschicht
eingebettet, welche mit ihr hauptsachlich hydroghdWechselwirkungen eingehen
[Singer & Nicolson, 1972]. Die peripheren Membrastpine befinden sich auf3en an
der Lipidschicht und werden vorzugsweise durch neoldaNVechselwirkungen
(elektrostatische Wechselwirkungen und Wassersinéiken) festgehalten. Eine
schematische Zeichnung der Plasmamembran ist @n2B3l dargestellt.
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Bild 2.3: Modell einer Plasmamembran [Cooper, 2000].

Wahrend prokaryotische Zellen nur eine Plasmamembuad einige weniger
strukturierte interne Membransysteme besitzen, malaryotische Zellen zuséatzlich
eine Anzahl wohldefinierter interner Membranen, chel mit dem Zellkern und den
Organellen verbunden sind. Der das genetische Mhtar Zelle enthaltende Zellkern
ist von einer porésen Doppelmembran umgeben. Diésmbran ist topologisch mit
den Membranen des endoplasmatischen Retikulums (ER)unden, dem
Hauptschauplatz der Synthese von Lipiden und RreteiDer Golgi-Apparat enthalt
ein sehr stark gefaltetes Agglomerat von MembrabBent werden die neu hergestellten
Molekule modifiziert, sortiert und flr den Transpau anderen Organellen oder dem
Export aus der Zelle heraus verpackt. Die Membrastemohl des Golgi als auch des
ER sind morphologisch sehr komplex und weisen bktliéghe Krimmungen auf. Die
Mitochondrien, welche ihre eigene DNA und RNA efitéra und ihre eigenen Proteine
produzieren, enthalten zwei gewundene Membranee, ianere und eine aul3ere. Die
aul3ere Membran fungiert dabei als Sieb, welchesgdi®eren Proteine in ihrem
Kompartiment zurtickhélt. Lysosomen gehoren zu dear kleinen Organellen, welche
durch eine Membran gebunden sind. Sie operieredaalAbfall- und Recyclingsystem
der Zelle, indem sie Zersetzung, Abbau und Export wicht gewollten Molektlen
durchfuhren. Schliel3lich gibt es noch eine Reih&asikeln, welche den weitlaufigen
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Verkehr unterstitzen, der von der Zelle bendétigtdwdamit Material innerhalb der
Zelle und durch die Plasmamembran transportiert@rekann [Mouritsen, 2005].

Um die komplexen Zusammenhange der Funktion vormBrobranen zu erforschen,
werden oftmals stark vereinfachte Modellmembranemvendet, die aus synthetischen
oder aufgereinigten natdrlichen Lipiden bestehennkd. In dieser Arbeit werden
neben den einfachen DOPC-Doppelschichten und negmiadenen Membranen,
welche Anteile von Lipiden mit negativ geladenerpKpuppen enthalten, auch ternare
Lipidmischungen verwendet, welche aus Lipiden nesdtigten und ungeséttigten
Acylketten sowie Cholesterol bestehen [Jeworetkal., 2008]. Diese weisen eine
Phasenkoexistenz einer cholesterolreichen, fligsardneten §) Phase mit einer
cholesterolarmen flissig-ungeordneten Phagauif. Solche Lipidsysteme sollen die in
Biomembranen vorkommenden fliissig-geordneten Dom&@aehahmen, die sich wie
.Floe" (engl.: ,rafts*) auf dem ,See” der flissigigeordneten Biomembran bewegen
[Simons & lkonen, 1997]. Die Raft-Doménen sind Iheian Sphingomyelinen und
Cholesterol und sind wichtig fur zellulare Funkeonwie die Signal-Transduktion
(siehe Abschnitt 2.3.2) und das Sortieren und dangdport von Lipiden und Proteinen.

2.3.1 Einfluss von Membranen auf amyloidogene Proteine

Oftmals wird die Aggregation der amyloidogenen REptdurch Lipidmembranen
induziert. Im Falle von B, a-Synuclein und hlAPP befindet sich das monomerdiéep

in entfalteter oder hochstens teilweise strukttgreForm in Losung. Bei Kontakt mit
der Membran bindet es sich an diese und niranfielicale Struktur an. Fir viele
amyloidogenen Proteine wurdenhelicale, membrangebundene Zustande beobachtet,
die mit der Amyloidbildung im Zusammenhang steh@ie Ahnlichkeiten legen einen
gemeinsamen Mechanismus nahe, der dabei hilft, d@sammenhang zwischen
Amyloidbildung und Zelltoxizitat aufzuklaren, sotdadr richtig verstanden wird.

Biologische Membranen prasentieren eine allgegeigedrOberflache, welche das
Potential besitzt, als Katalysator fir die Fibilllong zu wirken. Tatsachlich
beschleunigen Lipiddoppelschichten die Umwandluog mativem hIAPP zu Fibrillen,
deren dominante Sekundarstrukturelemente intermi@ek3-Faltblatter sind [Knight
& Miranker, 2004; Abschnitt 4.2]. Bei der Katalysen Oberflachen sind drei
ausschlaggebende Faktoren zu beriicksichtigen:risrsted die lokale Konzentration
durch Adsorption an der Oberflache erhdht. Da dienyWidbildung eine
Polymerisationsreaktion ist, ist die Reaktionsordngrundsatzlich > 0, was in einer
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grof3en Sensitivitdat gegentber der Proteinkonzeotraesultiert. Zweitens kann die
Oberflache den Molekiilen eine bevorzugte Orientigruerleihen. Dadurch wird die
Ordnung der Peptidstruktur an der Oberflache erhamd intermolekulare
Wechselwirkungen werden geordneter und begunstgeAggregation. Die Erhéhung
der Ordnung impliziert einen signifikanten Verlast Entropie. Das Ausmalf3, mit dem
die durch die Oberflache verliehene Ordnung mit Aeryloidstruktur Gbereinstimmt,
wird durch die physikochemischen Eigenschaften @berflache bestimmt. Drittens
muss die Oberflache immer wieder regeneriert werdem als Katalysator zu dienen.
Mechanistisch kénnte das dadurch zu erklaren gess die intrinsische Drehung eines
B-Faltblattes (~15° pro Peptidstrang) mit der Adsorp an eine planare,
zweidimensionale Oberflache nicht kompatibel isie O5ibbs-Energie eines nicht
verdrehterp3-Faltblattes, welches an eine Oberflache adsorlsgrvird gréRer als die
desselberp-Faltblattes, welches verdreht ist und sich in Ingsiefindet [Knight &
Miranker, 2004].

2.3.2 Verteilung von Ras in Membranen

Abgesehen von der Verteilung lber die verschiedendzellularen Kompartimente
verteilt sich Ras auch innerhalb von spezifischesmdranen wie der Plasmamembran.
Hierbei ist die Lokalisierung zwischen Raft- undchi-Raft-Doméanen von Interesse.
Zum Beispiel ist die Proteinpalmitoylierung wahrsichich ein Raft-ansteuerndes
Signal. Obwohl die verzweigten Prenylgruppen nichésonders gut in die
hochgeordneten Raftdoménen passen dirften, wurdeigge dass H-Ras auch zu
Raftdomanen hingelenkt wird. Interessanterweiseghdie Verteilung von Ras in die
Raft- und Nicht-Raft-Membranstrukturen von der GEPP-Beladung ab. Das
isoformspezifische Nanoclustern beruht auf einenmpdexen Zusammenspiel der
verschiedenen Typen an Lipidankern, der hypervimaBegion, Gertustmolekilen, der
Membran und mdglicherweise Membranrezeptoren. Zemsiel weisen H-Ras und K-
Ras durch Aktivierung eine langsamere Diffusion. ddfRas wurde am intensivsten
untersucht und es zeigte sich, dass das Protei@R-beladenen Zustand eine hohe
Affinitat zu Raft-Domanen aufwies. Es wird angenoemndass K-Ras eine geringe
Affinitat zu cholesterolreichen Regionen in der Mean hat, wahrend N-Ras seine
Affinitat zu Raftmembranen durch GTP-Beladung zuhdden scheint. Die
verschiedenen Affinitditen der GDP- und GTP-geburdeRas-Proteine zu den Raft-
Doméanen scheinen die verschiedenen Signaliberigaguozesse, in die Ras an der
Plasmamembran involviert ist, zu spezifischen Soipp@rtimenten an der
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Plasmamembran hinzusteuern. Die Aggregation (Giageder verschiedenen Ras-
Proteine in verschiedenen Membran-Mikroumgebungiamte eine Erklarung fir die
deutlich verschiedenen biologischen Antworten dersehiedenen Ras-Isoformen
liefern. Abhangig vom Subkompartiment der Plasmabram in dem sich die
entsprechende Ras-Isoform einlagert und dann dusteerden unterschiedliche
Wechselwirkungen mit anderen membranassoziierteoteifren, Effektoren und
Gerustproteinen moéglich, wodurch sich die versameh biologischen Effekte der drei
Ras-Isoformen erklaren lie3en [Brunsveld et alQR0
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2.4  hIAPP und Diabetes Mellitus Typ 2

Das Polypeptid hIAPP (engl.: human islet amyloidiypeptide), auch Amylin genannt,
ist ein Hormon des Pankreas und wird von defsgellen zusammen mit Insulin und
deren Proproteinen (Proinsulin und prolAPP, siebschnitt 2.5) kosezerniert [Hull et
al., 2004]. Es wird angenommen, dass monomeres lAiR Hormon ist, welches
hauptséachlich bei der Magenentleerung und der Regual der Glukose-Homdostase
eine Rolle spielt. Auch wenn nur wenige Details ribéee genaue physiologische
Funktion bekannt sind, gibt es Hinweise, dass hlIARI spezifische
membrangebundene Rezeptoren bindet. Aufgrund deemtiech starkeren Neigung zur
Amyloidbildung von hIAPP im Vergleich zu Insulinrdnsulin und prolAPP, wird
hIAPP als Hauptschuldiger fir den Verlust vd@aZellen bei T2DM-Patienten
angesehen. Bei Diabetes Typ 2 lagern sich hIAPRHE im extrazellularen Bereich
des Pankreas ab. Der Massenverlust faBellen ist ein zentrales Merkmal der
Diabeteskrankheit und tritt zusammen mit der Bilgluler Amyloidplaques auf. In
seiner l6slichen Form ist hIAPP ein ungeordnetes, @Terminus amidiertes, 37
Aminosauren langes Peptid mit einer intrinsischensulfidbriicke zwischen
Aminosaure 2 und 7. Vieles spricht fir eine engekfionelle Beziehung zwischen
hIAPP und Insulin. Die Expression ist koreguliedie Peptide werden von einem
gemeinsamen Satz an Konvertasen prozessiert, siiemwgemeinsam gepackt und sind
ihrem Abbau durch das Enzym IDE (insulin-degradingyme) unterworfen.

Unmodifiziertes, Wildtyp-hlAPP aggregiert bereits iKonzentrationen von ~10 uM in
Puffer in einer Zeitskala von Minuten bis StundBa. hIAPP ein sezerniertes Protein
ist, ist seine physiologische Konzentration um ganiGréRenordnungen hoher. Dass
deren Amyloidose nicht gemeinhin in gesunden Imtlien beobachtet wird, liegt zum
Teil daran, dass die hlAPP-Fibrillbildung durch dassezernierte Insulin verhindert
wird, welches im 50-100fachen molaren Uberschusgmigber hIAPP sezerniert wird.
Bemerkenswerterweise genugt ein substbchiometris@ehalt an Insulin, um die
hIAPP-Aggregation in Losung zu verhindern. Stérunger normalen hlIAPP-Insulin-
Physiologie durch Umgebungseinflisse konnten ddiehIAPP-abhangige Diabetes
auslosen [Hebda & Miranker, 2009].

Es wird vermutet, dass die Wechselwirkung von hlIARP den Membranen de3-
Zellen eine entscheidende Rolle fur dessen Toxizititnd den Tod der
insulinproduzierenderB-Zellen spielt. Der Diabetes Typ 2 geht eine systehe
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Insulinresistenz voran, welche zunachst durch en®hte Insulinsekretion behoben
wird. Die erhthte Sekretion wird zwingend von eireyenfalls erhohten hlIAPP-
Sekretion begleitet. Die sich entwickelnde hIAPBdzmat fihrt dann zu einer
fortschreitenden Verminderung der Population a#ellen, die eigentlich fir den
erhohten Insulinbedarf bendtigt werden. Deshalb 6tigen Diabetespatienten in
spateren Stadien der Krankheit Insulinzugabe [Hekdiliranker, 2009]. Diabetes
Typ 2 kann als eine Proteinfehlfaltungskrankhedskifiziert werden, und ist neben
Uber 20 anderen Krankheiten bekannt, die durclgéfaltete und aggregierte Peptide
und Proteine zustande kommen, darunter Alzheimaekison und Prionenkrankheiten
[Chiti & Dobson, 2006]. Die Wechselwirkung zwischeramyloidogenen
Peptiden/Proteinen und Membranen ist nicht nurCiiabetes relevant, sondern wird
mittlerweile als genereller Mechanismus fur amyileiiizierte Zelltoxizitat fur die
meisten Amyloidkrankheiten angesehen [Engel, 2009].

Die nach neuesten Erkenntnissen vermutlich toxis@wischenstufen bei der hIAPP-
Aggregation sind, wie die Fibrillen auch, keinenex, morphologisch homogenen
Spezies, sondern reprasentieren vielmehr einen@a&pezies verschiedener Grofen
und Formen (Polymorphie) und zeichnen sich durcha#ianen in Sekundar-, Tertiar-
und Quartarstrukturen aus. Von den verschieden@RPHSpezies ist die Struktur der
fibrillaren Konformation noch am besten bekanntyobl es die am wenigsten l6sliche
ist. Die Stabilitat der Fibrillen hat zu einer rielaleichten Handhabbarkeit beigetragen
und deren Studium ermoglicht. hIAPP-Fibrillen werdeon Proteasen nicht abgebaut
und werden nur unter fur biologische Verhaltnisggrassiven Bedingungen, wie z.B.
durch Ameisenséure oder organische Ldsemittel, ek Im Gegensatz dazu
erschwert sich das Studium von monomerem und okgem hIAPP in
physiologischem Puffer durch deren Instabilitat wasiche Aggregation. Der Grol3teil
an struktureller Information Uber hIAPP-Fibrilletasimt von Fibrillen, diein vitro
gebildet wurden. Die Herstellung von Fibrillen dursuflésen des hIAPP-Monomers in
physiologischem Puffer und anschlielendes Inkubieiber Stunden oder Tage
gestaltet sich relativ  einfach. Methoden wie  Elekénmikroskopie,
Elektronenresonanz-Spektroskopie, Rontgenbeugung d urKernspinresonanz-
Spektroskopie haben das Verstandnis der hIAPPHBtbuktur deutlich verbesserin
vitro gebildete Fibrillen von hIAPP oder hlAPP-Fragmentednnen verschiedene
crossB-Strukturen und Morphologien aufweisen. Fur diesebhredenen beobachteten
Fibrill-Morphologien existieren verschiedene Moeéetlur Struktur [Engel, 2009]. Eines
davon ist in Bild 2.4 dargestellt [Kajava et alQ0B]. Hier besteht die Fibrille aus drei
Protofilamenten, jedes davon wird aus der Aneinaedeing von hlAPP-Molekilen
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gebildet, wobei sich die Aminosauren 9-37 in eipnaren S-Form falten, um dge
Faltblatt-Struktur einzunehmen. Studien von hlARBriFen aus Langerhans-Inseln des
Pankreas haben gezeigt, dass der morphologischeakiéa der Fibrillen im
Wesentlichen dem vonn vitro gebildeten Fibrillen entspricht. Manche grobere
Merkmale wie z.B. die Anzahl der Protofilamente vanvivo Fibrillen sind jedoch
immer noch unbekannt. Letztlich verbleibt die wight ungeklarte Frage, welche
Fibrill-Morphologie in der Nahe vofi-Zellen gegenwartig ist, und ob es eine Fibrill-
Morphologie gibt, die zytotoxisch ist oder ob diellfoxizitat aus Oligomeren resultiert.

Bild 2.4: Strukturmodell einer hIAPP-Fibrille. Links: Faftg der hlAPP-Monomereinheit in einer
planaren S-Form. Mitte: Protofilament durch Aneidemeihung des Monomers if-
Faltblattanordnung. Rechts: Verdrehung von 3 Pilatoénten zu einer Fibrille [Kajava et al.,
2005].

Im Vergleich zu den detaillierten strukturellendrmhationen, die es fur hIAPP-Fibrillen
gibt, sind die Kenntnisse Uber die Struktur von PFAOligomeren geringer und
wesentlich weniger detailliert. Das Wissen Uber lliaPP-Oligomerstruktur stammt
ausschlief3lich voin vitro produzierten Oligomeren [Green et al., 2004; Petadl.,
2003]. Auch ist nicht sicher, ob hlIAPP-Oligomeremer reaktive Zwischenprodukte
sind, also durch das Fibrillenwachstum verbraudden, oder nicht [Engel, 2009].

Auch Uber das hlAPP-Monomer, das fur die meistardi8h synthetisch hergestellt
wird, gibt es nur wenige strukturelle Informationdts ist als in seiner nativen Form
entfaltetes Peptid charakterisiert worden, weldypssche ungeordnete CD- und IR-
Spektren aufweist [Goldsbury et al., 2000; Jha let 2009; Abschnitt 4.1]. NMR-

Experimente legen nahe, dass die hIAPP-Peptidkatjefaltet ist, jedoch ein Teil der
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Kette dynamisch eina-helicale Struktur einnimmt [Yonemoto et al.,, 2008)ie
schnelle, spontane Aggregation von hlAPP in wassitigmgebung ist ein Hindernis fur
das Studium der strukturellen Charakteristiken t&&8PP-Monomers in Ldsung.
Zugabe von SDS oder Bindung an eine Membran eggditilisierte, mehrheitliclu-
helicale monomere hlIAPP-Zustande [Apostolidou gt24108]. Es wird auch vermutet,
dass die Wechselwirkung von monomerem hlIAPP mitlinglie Neigung von hlAPP
zur Ausbildung helikaler Strukturen erhoht. Sie eph jedoch stark von den
physikalischen Formen des hIAPP und Insulin (Ié&& oder fibrillares hIAPP bzw.
l6sliches oder kristallines Insulin) abzuhangenw@&d Insulin als auch die Lipide
scheinen helikale Strukturen zu induzieren, haleelogh einen gegensatzlichen Effekt
auf die hlAPP-Aggregation. Lipide haben die Tendediz hIAPP-Aggregation zu
beschleunigen [Knight & Miranker, 2004], wahrenduhn als Inhibitor der hIAPP-
Fibrillbildung bekannt ist [Westermasi al., 2006; Hebda & Miranker, 2009]. Aus den
Effekten von Lipiden und Insulin auf die Sekundérstur von hlIAPP-Monomereim
vitro liel3e sich ableiten, dass hlIARPvivo durch Wechselwirkung mit physiologischen
Bindungspartnern strukturiert wird, da Insulin uligide beide in den sekretorischen
Vesikeln, den zellularen Speichern von hIAPP unsulin, vorhanden sind [Engel,
2009].

hIAPP besitzt mehrere positiv geladene Aminosasterevon denen alle am
N-terminalen Ende des Peptids lokalisiert sind.sBi®&-terminalen Reste sind neben
der Bindung mit Insulin [Gileadt al., 2006] vor allem an der initialen Wechsekuirg
von hIAPP mit den Lipiden beteiligt, insbesondesn dhegativ geladenen [Knight &
Miranker, 2004; Engel et al., 2006; Lopes et al0Z. Es wurde gezeigt, dass die
Bindung von hlIAPP an Membranen am effektivsten ugnn die Membran negativ
geladene Lipide enthalt [Apostolidou et al., 2008a et al., 2009; Abschnitt 4.2].
Dennoch sind sie nicht die einzigen beteiligten Wéetwirkungen, sondern es spielen
hdchstwahrscheinlich auch hydrophobe Wechselwirknngine Rolle. Bemerkenswert
ist, dass die sieben N-terminalen Reste inklusereQisulfidbriicke fur die Zelltoxizitat
nicht von Bedeutung sind. Es wurde gezeigt, daBgradem N-Terminus auch weitere
Reste in Kontakt mit der Membran kommen, wenn hlA&P eine Phospholipid-
Doppelschicht bindet. Eine Studie hat kirzlich urerwendung von SDSL (site-
directed spin labeling) und EPR-Spektroskopie Detder a-helikalen Struktur von
monomerem hIAPP gezeigt, welches an grolRe, unilareeVesikel (LUV) gebunden
ist, die aus 80 % POPS und 20 % POPC bestehen t@#plosl et al., 2008]. Es wurde
herausgefunden, dass Aminoséuren 9-22 eiridelix bilden, welche parallel zur
Membranoberflache orientiert ist und auf Hohe deodpholipid-Kopfgruppen in die
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Membran eingebettet ist. Von den meisten dieser ndsdurenreste wird auch
angenommen, dass sie an der Bildung von ddeSsukturen in der hlIAPP-Fibrille
beteiligt sind. Der Anteil von 80 % negativ geladenLipiden ist gegeniber der
Situationin vivo (~25 % negativ geladene Lipide) sehr unterschibdlizadurch wird
der helikale Zustand in zellularer Umgebung wenigahrscheinlich. Die Beobachtung,
dass physiologische Anteile von negativ geladengmdén ausreichen, die hlIAPP-
Fibrillbildung zu beschleunigen, unterstitzt jedalté Annahme, dass voribergehende
helikale Strukturen eine Rolle bei der hIAPP-Ag@tgn in vivo spielen kdnnten
[Jayasinghe & Langen, 2005]. Negativ geladene kEpsind bevorzugt auf der
zytosolischen Seite der Zellmembran lokalisiert, si@ nur den intrazellularen hlIAPP-
Spezies zuganglich sind. Konsequenterweise konmeMembranzerstérung durch
Fibrillwachstum [Engel et al., 2008], welche unatbdig von der Gegenwart von
negativ geladenen Lipiden auftritt, biologische Meeanen von beiden Seiten
beeintrachtigen. Die zuvor genannte EPR-Studiedbgstauch frihere Studien, in
denen anhand von CD- und IR-Spektroskopie gezeigdey dass hIAPP helikale
Strukturen einnimmt, wenn genlgend negativ geladémgide zugegen sind
[Jayasinghe & Langen, 2005; Knight et al., 2006pé®et al., 2007].
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2.5 prolAPP

hIAPP wird in denf-Zellen des Pankreas als Prohormon prolAPP zusanmmén
Proinsulin  produziert. Der Kosekretion geht zunéchsine Reihe von
Prozessierungsschritten voraus. Zunachst wird dmgipkung einer Disulfidbricke
zwischen Cysl13 und Cys18 im rauhen endoplasmatisétetikulum durchgefihrt.
Dann folgt die Prozessierung durch die Prohormons¢atasen PC 2 und PC 1/3 (auch
als Furin bezeichnet) in den sekretorischen Gradelg3-Zellen. Hierbei werden 19
Reste am C-Terminus (PC 1/3) und 11 Reste am N4hae{PC 2) entfernt. Durch die
Aktivitat der Carboxypeptidase E wird anschlieRetas Grunderkennungsmotiv far
PC 1/3 vom Peptid entfernt (Lys-Arg) [Higham et 2000; Marzban et al., 2005]. Das
reife hIAPP wird erhalten, nachdem Gly38 durch Bagym PAM (peptidyl amidating
monooxygenase complex) entfernt und der offenstidh€arboxy-Terminus von Tyr37
amidiert wurde [Sanke, 1988]. Bild 2.5 gibt einebelblick tiber die einzelnen Schritte
der hIAPP-Erzeugung aus prolAPP.

PC 1/3

1 10 20 30 371

ProlAPP (67) TPIESHQVE KRKCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY GKRNAVEVLKREPLNYLPL
+ ++ +

++ ++
1 ] 1 | 1 ]
NH,- IAPP 1-37 COOH-
terminal terminal
pC2 l CPE
NH,-terminally |
extended TPIESHQVE KRKCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY G
prolAPP et +

l PAM

Mature IAPP KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-NH ,
+ +

Bild 2.5: Prozess der Verarbeitung von prolAPP in fefellen des Pankreas [Jha et al., 2009].

Wird die Zelle durch einen Reiz zur Sekretion sfiert, wird das reife hIAPP

zusammen mit reifem Insulin in den extrazellularBaum befordert. In einer
Computersimulation und theoretischen Uberlegungeeimem hIAPP-Fragment wurde
kirzlich eine Erklarung fur die unterdriickte Aggaign in molekular eng besiedeltem
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zellularem  Milieu  vorgebracht, die auf statistische Mechanik  von
Aggregationsphanomenen in endlich grof3en Systerasrhb[Singh et al., 2008]. Der
beobachtete Effekt kénnte eine entscheidende Riodle der Unterdriickung der
intrazellularen Aggregation von stark unloslichenyiidogenen Proteinen wie hlIAPP
spielen, wohingegen die Aggregation im extrazetenda Raum bei gleicher
Proteinkonzentration unvermeidlich ware.

Die Vorstufe von T2DM wird von einem erhdhten Bddar Insulin begleitet, wodurch
bei Sekret-Stimulation mehr unreife sekretorisclian@len mit einem grol3eren Anteil
an Proprotein (prolAPP und Proinsulin) freigesetsrden. Weiterhin wurden im
pradiabetischen Zustand erhthte Anteile an freietts&uren gefunden. Es wird
angenommen, dagsZellen, die einer Hyperlipidamie ausgesetzt sihnce Membranen
remodulieren, so dass der Anteil negativ geladehgide hoher wird. Im
pradiabetischen Stadium scheint sich der Anteibm@ischer Lipide an der Membran
Uber den physiologischen Bereich (10-30 %) hinaus ezh6hen, wodurch die
Aggregationsneigung von hIAPP, wie in Abschnitt hdreits erwéahnt, signifikant
zunimmt. Die frihen Stadien der hIAPP-Bildung simdmer noch unklar, doch
Autopsie-Studien von T2DM-betroffenen menschliciamkreaten haben gezeigt, dass
die Ablagerung von Amyloiden ein extrazellulareseignis ist. Studien an
Nacktméausen mit transplantierten Langerhans-IngethTransgen-Mausen, die hIAPP
exprimieren, haben Hinweise geliefert, dass diddmniStadien der Amyloidbildung
intrazellular stattfinden konnten. Die intrazelkdd Aggregate zeigten im Falle von
teilprozessiertem prolAPP Immunreaktivitaten, was ®&ermutung bestéarkt, dass
teilprozessiertes prolAPP bei der frihen, intragatien Amyloidbildung bedeutend sein
konnte, und dass die falsche Prozessierung de&lP el Amyloidablagerung auslésen
konnte. Die Neigung zur Amyloidbildung vermindericks mit der Zunahme an
geladenen Resten, die den amyloidogenen hlIAPP-Hieekt flankieren, was auf den
Unterschied von teilprozessiertem und vollstandigealAPP zutrifft [Yonemoto et al.,
2008].
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2.6 Inhibitoren der Aggregation von hlIAPP

Therapeutische MalRnahmen gegen Proteinfehlfaltwagkkeiten koénnen durch

Medikamente, die die Beseitigung von fehlgefalt&tggregierten Proteinen

beschleunigen und durch Medikamente, die die $t@Ebides nativen Zustands

verbessern oder die kinetische Barriere zur Agdregarhéhen, angegangen werden
[Cohen & Kelly, 2003]. Es gibt bis jetzt keine zlmgsenen Mittel, die zur letzten

Kategorie gehdren, obwohl die Verhinderung der A&ggtion ein vielversprechender
Ansatz zur Behandlung von Diabetes Mellitus Typn2l anderer Amyloidkrankheiten

ist.

2.6.1 Molekulinhibitoren

Aufgrund fehlender Kenntnisse lber den Aggregatrmwhanismus amyloidogener
Proteine/Peptide und fehlender struktureller Infationen tber deren oligomere und
prefibrillare Zustande ist es schwierig, wirkungiéednhibitoren gezielt herzustellen.
Aufgrund der Erkenntnis, dass kleine aromatischdekide, wie z. B. Kongorot und
Thioflavin T, spezifisch mit Fibrillen wechselwirkeund auch die Fibrillbildung
verhindern kénnen, hat sich die Anzahl an Verotfiemingen tber diese Gruppe von
Substanzen in den letzten Jahren immer mehr geh@sftstellte sich heraus, dass
bestimmte Polyphenole den Zelltod in Zellkulturemer Einwirkung amyloidogener
Proteine/Peptide dramatisch vermindern. Gleicheemal3vurden viele dieser
Verbindungen auch als effiziente vitro Inhibitoren der Ausbildung amyloider
Fibrillen charakterisiert. Schlie3lich wurde dazubetgegangen, die riesige
Substanzklasse der Polyphenole systematisch naéktieén Inhibitoren der
Fibrillbildung zu durchkdmmen (engl.: screeningpi& et al., 2006]. Vorteile von
Molekulinhibitoren im Gegensatz zu den Peptidinioi@n sind ihre Fahigkeit, die Blut-
Hirn-Schranke Uberwinden zu kodnnen, die Vermeidwmn immunologischen
Reaktionen und die Stabilitat in biologischen Hiissiten und biologischem Gewebe.

Da amyloide Fibrillen auf molekularer Ebene geriertlerkmale wie die Ausbildung
intermolekularer crosp-Faltblatter mit starken Wasserstoffbricken genmsmsaben,
konnten entsprechende Studien an anderen Amyloidem oder dem Tau-Protein
(t) dabei helfen, Strategien fur die Inhibition dexshildung von hIAPP-Amyloiden zu
finden. Eine Gruppe von Phenolen mit mehr als eiaeomatischen Phenolring wurde



2.6 Inhibitoren der Aggregation von hlAPP 27

bereits als Inhibitor von By a-Synuclein und amyloidogenen Prionen ausgemacht
[Porat et al., 2006]. In einer anderen Studie wugdzeigt, dass das Polyphenol
(-)-Epigallocatechin-Gallat (EGCG) zur Aggregatiogigende Proteine, wiefAunda-
Synuclein, in ein vom Aggregationspfad abseits gghes Nebenprodukt verwandeln
(,off-pathway”) und dadurch die Fibrillbildung vardert [Ehrnhoefer et al., 2008].
Eine Phenolverbindung, die in Rotwein vorkommt, \Reatrol, hat sich gegen die
Aggregation von f(25-35) als effektiv erwiesen. Es reduziert au3erden Gehalt an
sezerniertem und intrazellularens AMarambaud et al., 2005]. Zwei weitere, auf einem
Rhodaningerist basierende Inhibitoren mit sehrriged Zelltoxizitat wurden bei einer
Studie zur Inhibition der-Aggregation gefunden [Bulic et al., 2007]. In BRd6 sind
die Strukturformeln der Molekilinhibitoren dargefte

Resveratrol

Bild 2.6: Strukturformeln der auf dem Rhodaningerist basi@en Molekulinhibitoren (linkst und2),
sowie Resveratrol (rechts).
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2.6.2 Peptidinhibitoren

Neben den kleinen Molekulinhibitoren wurde eine texd Klasse an Inhibitoren

entwickelt, welche aus kurzen synthetischen Peptidestehen, die von hIAPP-
Sequenzen abgeleitet sind und hIAPP-Selbsterkesdonganen (engl.: self

recognition motifs) enthalten. Es wurde gezeigtssdainige dieser Sequenzen die
hlIAPP-Fibrillbildung verhindern, jedoch sind nur mige davon in der Lage,

gleichermal3en auch die Zelltoxizitat zu reduzidiieanidis et al., 2000; Scrocchi et al.,
2002]. Durch die Einfuhrung konformeller Einschréangen in Form von

N-Methylierung von zwei ausgewdahlten Amidbindungerkurzen hlIAPP-Sequenzen,
die eine amyloidogene Kernregion enthalten, konndése in eine gut ldsliche,

nichtamyloidogene und nicht zelltoxische Form Ublerf werden [Kapurniotu et al.,

2002].

Die Peptide NF(N-Me)GA(N-Me)IL (im Folgenden als GRIL-GI abgekiirzt) und das
neuere [(N-Me)G24, (N-Me)I26]-IAPP (IAPP-GI) sindufader gleichen Seite des
Peptidrickgrats zweifach N-methyliert, so dass isieder Lage sind, mit ihrem
amyloidogenen Vorganger hIAPP zu interagieren unié dusbildung von
intermolekularen Wasserstoffbriicken zu unterbindgf-Brecher®). NFGAIL-GI
bindet mit hoher Affinitat (Dissoziationskonstartg im submikromolaren Bereich) an
hIAPP  und vermindert die  zytotoxischen  Zusammenlaggs- und
Fibrillationsprozesse in Losung. IAPP-GI ist eimkarmell eingeschranktes Analogon
von hIAPP. Es enthalt anstelle der hIAPP-KernsegudRGAIL die N-methylierte
Sequenz NF(N-Me)GA(N-Me)IL. Alle anderen Aminosduneste sind mit denen von
hIAPP identisch. IAPP-GI ist ein sehr gut l6slichegcht-amyloidogenes und nicht-
zelltoxisches hlIAPP-Analogon, was in Losung an HPARit sehr hoher Affinitat bindet
(Kq im nanomolaren Bereich). Wahrend NFGAIL-GI zwae dggregation inhibiert,
nicht aber in der Lage ist, bereits begonnene Aggirensprozesse aufzuhalten, stoppt
IAPP-GI nicht nur die Aggregation, sondern |ost aodpereits in wassriger Phase
gebildete hIAPP-Oligomere und -Fibrillen wieder §liatarek-Nossol et al., 2005; Yan
et al.,, 2006]. In Bild 2.7 sind die Aminosdurensagu von hIAPP und des
modifizierten 1APP-GI, sowie ein moglicher Mechaniss der Reversion der
Aggregation von hlAPP durch IAPP-GI dargestellt.
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Bild 2.7: (A) Aminoséurensequenz von hIAPP und des modifieh Analogons I|APP-GI.
(B) Vorgeschlagener Mechanismus der Inhibition Aggregation von hlAPP und Reversion
bereits gebildeter Fibrillen in eine l6sliche Foan et al., 2006].

Kirzlich wurde gezeigt, dass IAPP-GI auch ein Iitbibder Aggregation von Insulin
ist, ebenfalls hochaffin (Kim nanomolaren Bereich). Es wurde vermutet, dass d
Wechselwirkung von friihen prefibrillaren Zustanderd nicht-toxischen hlAPP- und
Insulin-Spezies die Aggregation und Fibrillbildungn sowohl Insulin als auch hlIAPP
abschwacht. Spektroskopische Analysen haben gezeags die Heterokomplexe
weniger Anteile am-Helices haben als Insulin allein. Die Einflissewo derin vivo-
Umgebung reichlich vorhandenen Lipidmembranen aefg&nannten Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen sind jedoch noch weitestgehenekarimt [Velkova et al., 2008].
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2.7 N-Ras

Neben integralen Membranproteinen gibt es auch ePmt die sich an die
Membranoberflache binden und mit ihr assoziierenurcB posttranslationale
Lipidmodifikation entwickeln sonst in der wassrig&hase losliche Moleklle eine
Affinitat zur Membran und binden sich an diese reil®l. Membranbindung durch
Insertion von hydrophoben Lipidgruppen ist fur ~¥ aller zellularen Proteine
relevant. Die kleine GTPase Ras ist ein lipidmadkiites Protein, welches eine
wichtige Rolle in der zellularen Signaltransduktispielt. Bis vor kurzem war die
strukturelle Basis fur die Membranbindung von Riasitnbesonders gut bekannt. Durch
neue Synthesetechniken und Fortschritte verscheedbiophysikalischer Methoden
wurden jedoch einige strukturelle und dynamischegegheiten Uber die
Membranbindung von Ras-Proteinen aufgeklart [Breitset al., 2009].

Die Modifikation von l8slichen Proteinen mit Lipiddegunstigt die Membranbindung,
wodurch die diffusive Mobilitat dieser Proteine valrei auf zwei Dimensionen
beschrankt wird. Damit einher gehen signifikantefelge der biomolekularen
Wechselwirkungen der Proteine sowohl mit Lipidels, @aich mit Effektorproteinen.
Eine einfache Lipidierung, z.B. Farnesylierung odéyristoylierung, verleint dem
Protein nur eine eingeschrankte Membranaffinitd@s w einer raschen Dissoziation des
Molektls von der Membran resultiert. Farnesyliertier myristoylierte Proteine weisen
daher in der Regel mehr als ein membranansteuef@esent auf. Das kénnen ein
oder mehrere Lipide, wie z.B. ein oder zwei zusétel Palmitoyl-Thioesterfunktionen,
sein. Interessanterweise ist dieses neben der IRmekijon zweite
membranansteuernde Element oft von reversibler iN&wn Cystein-Thioester kann
hydrolysiert und ein polybasischer Aminosaurenabgthkann teilweise durch
Phosphorylierung der benachbarten Serine ausgeglicherden. Da eine solche
Lipidierung der Proteine auch einen Weg bietet, Ereteinlokalisation und deren
Wechselwirkungen reversibel zu beeinflussen, iste siein vielseitiger
Kontrollmechanismus fiir die biologische Funktioes#r Signalproteine.

Die Lipidierung der Proteine leitet sie zu Membmaneunter anderem zur
Plasmamembran. An der Plasmamembran, jedoch nislsthlie3lich dort, wirken die
lipidierten Proteine oftmals als signaltransduzieee Proteine, welche extrazellulare
Signale von Transmembranrezeptoren von der Zelidobe an nicht-

membrangebundene intrazellulare Effektoren weitsgge Die Lokalisation dieser
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Proteine an der Membranoberflache erlaubt eineieffie Komplexbildung aufgrund
der erhdhten effektiven Konzentration der Protaind der zweidimensionalen Natur
der Membran. Proteinklassen, bei denen die Sigmatiuktion Gber deren
membrangebundenen Zustand reguliert wird, sind (tlieneren) G-Proteine, die
Tyrosinkinasen der Src-Familie, sowie kleine mon@r@-Proteine.

Ein Beispiel fur eine wichtige, kleine Unterfamilier monomeren G-Proteine, die bei
der zellularen Signaltibertragung eine grof3e Rgllelan, sind die Ras-Proteine. Der
Prozess der Signaltransduktion, in den Ras inwdlsé findet an der Oberflache von
Membranen statt. An der Plasmamembran wird diedsdurch die Bindung eines
Signalhormons an eine membrandurchspannende Redgptsinkinase (RTK) und
eine anschlielende Dimerisierung der Rezeptorengehbist. Es folgt eine
Autophosphorylierung der Rezeptoren und die Redrutig von Austauschfaktoren
(z.B. Sos, welcher durch das Adapterprotein Grh@wth-factor-receptor-binding-
protein 2, rekrutiert wird), welche anschliel3ench déukleotid-Austausch von Ras
anregen, und es damit aktivieren. Darauf folgt Wechselwirkung von Ras mit
Effektoren, wie der Raf-Kinase oder der Phosphétidgitol-3-Kinase und somit die in
der Signalkaskade weiter abwarts gerichtete Siggitdveitung. In Bild 2.8ist ein
solcher Signalweg schematisch dargestellt.
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Bild 2.8: Schematischer Uberblick iiber die Signaltransdukéin der Plasmamembran durch Ras. RTK:
Rezeptor-Tyrosinkinase, Grb2: growth-factor-recejimund protein 2, SOS: son of sevenless,
Raf: Raf-Kinase, P13-K: Phosphoinositid-3-kinaseUmsveld et al., 2009]

Neben der Regulierung der Signaltransduktion splieltLokalisierung von lipidierten
Proteinen an der Membran ebenfalls eine wichtigeRmzeim vesikularen Transport,
bei Protein-Protein-Wechselwirkungen und bei demdenzusammensetzung. Trotz



32 2 Theoretischer Hintergrund

der enormen biologischen Bedeutung der Membranbigdion lipidierten Proteinen,

insbesondere von Ras, sind genaue Informationen Dbtails, die diesen Prozess
betreffen, sehr eingeschrankt. Mehrere Studienrhati2 die Dynamiken des I6slichen
N-Terminus von Ras angegangen, jedoch blieben mlalek Informationen Uber den
lipidierten C-Terminus fir lange Zeit auf der SkecNichtsdestotrotz wurden in den
letzten Jahren Fortschritte erzielt, was strukter&insichten in die Membranbindung
von lipidierten Ras-Peptiden und -Proteinen angehds ist zum Teil auch durch neue
chemisch-biologische Ansatze gelungen, bei denerHdrstellung der lipidierten Ras-
Modellpeptide und des vollstdndig prozessierten-Rageins mit fortgeschrittenen
biophysikalischen Charakterisierungstechniken konmeli wurden.

Ras-GTPasen gehéren zur Klasse der monomeren @iRrptvelche an zellularen
Prozessen wie dem vesikularen Transport, dem Zdligy der Einschleusung in den
Zellkern und der Signaltransduktion beteiligt sidiese G-Proteine nehmen ihren
aktiven Zustand durch die Bindung von Guanosindphbsphat (GTP) ein,

wohingegen die Bindung von Guanosin-5’-diphospi@aDP) den inaktiven Zustand

stabilisiert (GTP-GDP-Schalter). Die aktive Formrktidurch Wechselwirkung mit

Effektoren stimulierend oder inhibierend auf zeéilhe! Prozesse. Die Hydrolyse vom
GTP zum GDP resultiert in einer Deaktivierung dest€ine. Die Mil3regulierung dieser
molekularen Schalter hat oft verheerende Konsesurenweshalb ihnen eine hohe
Bedeutung beigemessen wird. Eindrickliche Beispigddtir konnen bei vielen

Krebsarten gefunden werden, wo oftmals mutierte Rageine beobachtet werden, die
im GTP-gebundenen Zustand arretiert sind. Diese-HRateine verbleiben daher
permanent in ihrer aktiven Form, was zusammen wosfizlichen Stérungen bei den
Signal-Transduktionsprozessen in unkontrollierteztivilachstum resultiert.

Mitglieder der Ras-Superfamilie werden durch Priemyhg und in manchen Fallen
durch Acylierungsreaktionen posttranslational miagift. Die zwei haufigsten Typen
der posttranslationalen Lipidmodifikation, die irerdRas-Superfamilie angetroffen
werden, sind di&-Palmitoylierung und di&Isoprenylierung. Die Isoprenylierung ist
eine stabile (nicht-reversible) Modifikation, wobegen die Palmitoylierung ein
reversibler Prozess ist. Zusatzlich werden einigetdhe der Ras-Superfamilie
posttranslational in C-terminale Methylester korest.

Die Ras-Proteine sind eine Untergruppe der Ras+&umpiie, wobei die drei Isoformen
H-, N- und K-Ras die bekanntesten Beispiele di€&ippe sind. Die Unterschiede in
den Aminosauresequenzen zwischen diesen Ras-Rmotbafinden sich vor allem in
deren C-terminaler hypervariabler Region. Diesergeascheinlich ungeordnete
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terminale Part enthalt die Signalsequenzen flrpdigttranslationalen Modifikationen

und reguliert die Membranbindung der Proteine. Wie andere lipidierte Proteine

auch, wurden die meisten Experimente mit diesen ekdén, welche auf das

molekulare/strukturelle Verstandnis des Ras-Preteind dessen Wechselwirkungen
abzielten, bis vor kurzem am l6slichen Teil des @&kdls durchgefuhrt, also dem
Protein ohne den C-Terminus, oder mit Methodenmeitiriger raumlicher Auflésung.

Die Ergebnisse dieser Versuche kénnen besteniakksMéherung der echten Situation
wiedergeben. Insbesondere der wichtige MembraniBigemechanismus konnte bei
diesen Studien nicht angegangen werden. Dabeiigsesl umso notwendiger, als die
hauptsachlichen molekularen Unterschiede zwiscleenintividuellen Ras-Mitgliedern

in der hypervariablen Region (HVR), inklusive dgsdierten Teils des Proteins am C-
Terminus, zu finden sind.

Die biochemische Generierung der vollfunktionalend umodifizierten lipidierten
Proteine ist kompliziert und zeitraubend. Im Fa#r &&-Palmitoylierung fihrt sie
beispielsweise zu heterogenen Mischungen, was in deisten Fallen weder
zweckmafig noch brauchbar ist. Daher wurden in Bgmten Jahren chemisch-
biologische Ansatze entwickelt, welche Zugang zlfwaktionalen, lipidierten Ras-
Peptiden und -Proteinen ermdoglicht und dartber usnau zusatzlichen nicht-
nattrlichen Modifikationen. Das konnte vor allemrau zwei Techniken erreicht
werden, die mehr oder weniger parallel entwickeltden: (i) Fortschritte auf dem Feld
der Proteinligation und dem Feld der Proteinsyrghesd (ii) Fortschritte auf dem Feld
der lipidierten Peptidsynthese. Diese Entwicklungem deren Anwendung in der
chemischen Biologie wurden genutzt, um ungel6ssgém der Membranbindung von
Ras-Proteinen zu untersuchen und zu erklaren.

Zellstudien haben gezeigt, dass die Lokalisation Rlas-Proteine in verschiedenen
subzellularen  Membrankompartimenten teilweise  duratie verschiedenen
posttranslationalen Lipidmodifikationen der untéisdlichen Isoformen reguliert wird.
Durch eine chemisch-biologische Herangehensweisesemisynthetischen Proteinen
konnte gezeigt werden, dass die Lipidanker des 8HRateins die schnelle und
reversible Verteilung Uber die verschiedenen Memdma kontrollieren. Die
Verwendung von semisynthetischen Ras-Proteinegdmigt, dass Ras rasch zwischen
der Plasmamembran (PM) und dem Golgi-Apparat irerainKreislauf hin- und
herwechselt, und dass dieser Kreislauf die raumdatiiche Verteilung und die
Aktivitat von H-Ras und N-Ras steuern. Weiterhirbéra diese Experimente gezeigt,
dass der retrograde PM-Golgi-Verkehr von N-Ras lduene Depalmitoylierung/
Repalmitoylierung vermittelt wird, die an verscheeen subzellularen Orten stattfindet.
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Zusammen mit dem anterograden Transport wird eiriskauf generiert, der die
verschiedenen PM- und Golgi-Lokalisationen von Bedingt (Bild 2.9).
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Bild 2.9: N-Ras-Zyklus vom Golgi zur PM und zuriick. S-Pabylierung des N-Ras findet am Golgi
statt (1), gefolgt vom gerichteten vesikuldren Braort zur PM (2) wo das Protein nach
Hydrolyse des Thioesters freigesetzt wird (3) ubérieinen nicht-vesikularen Transportweg
zuriick zum Golgi gelangt (4) [Brunsveld et al., 2D0

Der Palmitoylierungs-Zustand ist fur die Regulatd®s Austausches von Ras zwischen
der Plasmamembran und dem Golgi-Apparat von BedgutDepalmitoylierung von
Ras sorgt fur einen raschen Austausch zwischervidgnbranen (da depalmitoyliertes
Ras sich zu gleichen Teilen im Cytosol und den Memén aufhalt).
Repalmitoylierung findet am Golgi statt und hat #olge, dass Ras stabil in die
Membran integriert wird und zurtick zur PM dirigievird, wo es seine Signalaktivitat
ausubt.Ohne diesen Zyklus der De- und Reacylierung wiae ghlmitoylierte N-Ras
inkorrekterweise in irgendeinem Membrankompartiméskalisiert verbleiben und
seine spezifische Aktivitat verlieren.



2.8 ATR-FTIR-Spektroskopie von Membran-ProteiniBygen 35

2.8 ATR-FTIR-Spektroskopie von Membran-Protein-Systemen

Die Bestimmung der Struktur eines Biomolekuls if§tean sehr wichtiger Schritt, um

ein Verstandnis des Wirkungsmechanismus zu erhdltabei spielt es keine Rolle, ob
es sich um ein Protein, eine Nukleinsaure, ein &ohydrat, ein Lipid oder eine
Biomembranstruktur handelt. Es ist daher wichtiggthdden zur Verfigung zu haben,
die rasch solche nutzlichen strukturellen Inforioeéin liefern. Bei den

hochauflosenden Strukturuntersuchungen von Bioniddek gibt es jedoch leider

gewisse Einschrankungen. So kann zwar die vollgg@andreidimensionale Struktur
eines Proteins mit hoher Auflosung durch Roéntgest&iiographie und andere
Diffraktometrie-Techniken bestimmt werden. Bei @iesTechniken muss das Protein
jedoch eine wohlgeordnete, kristalline Struktur neimmen, was bei vielen
Biomolekulen nicht méglich ist. Eine Alternative den Diffraktometrie-Techniken ist

die multidimensionale Kern-Magnetresonanz-Spektypek (NMR), welche gegenuber
der Diffraktometrie den Vorteil hat, dass Strukturgn Loésung bestimmt werden
kénnen. Ein grol3er Nachteil dieser Methode ist ghdalass die Interpretation von
NMR-Spektren von groRen Molekilen komplex ist, sassl die Anwendung

gegenwartig noch auf relativ kleine Molekiile (~25aj beschrankt ist. Weiterhin ist
die NMR-Spektroskopie fur die Untersuchung von Memnproteinen aufgrund der
nichtisotropen Bewegung des Proteins in der Lipigixaingeschrankt, so dass die
Verwendung von Lipidvesikeln meistens nicht moglicdt. Stattdessen missen
entweder organische Ldsemittel oder mizellbildedaergentien verwendet werden,
um die hydrophobe Membranumgebung nachzuahmene BEeschrankungen haben
zur Entwicklung von Alternativmethoden gefiihrt, diensichten in die Struktur von

Biomolekulen auch unter den fir hochauflosende WB@th problematischen

Bedingungen geben kodnnen, ohne allerdings die téolisge dreidimensionale

Information zu liefern, darunter die CD und vibrechie (Raman- und IR-)

Spektroskopie.
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Die Infrarot-Spektroskopie ist eine klassische Me#h zur Strukturbestimmung von
kleinen Molekilen, da sie eine hohe Sensitivitatgeggiber der chemischen
Zusammensetzung und dem Aufbau von Molekilen Hesitber hohe
Informationsgehalt eines Infrarotspektrums ist aillolrtragen auf biologische Systeme
gegeben. Daher ist die Infrarotspektroskopie eimtwales Mittel zur Untersuchung
von Proteinstrukturen, molekularen Mechanismen wBroteinreaktionen sowie
Proteinfaltung, -entfaltung und -fehlfaltung [Bartl2007]. Das Herzstick eines
modernen Fourier-Transform-Infrarotspektrometetrsis Interferometer, wie z.B. das
Michelson-Interferometer (Bild 2.10).
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Bild 2.10: Schematischer Aufbau eines Michelson-Interferomsete

Der Infrarotstrahl wird hier zunachst durch eindrallteiler halbiert. Die Héalfte des
Strahls wird an einem festen und die andere Halfteeinem beweglichen Spiegel
reflektiert. Durch den beweglichen Spiegel wird dMegstrecke des einen Strahls
variiert. Beide Strahlen gelangen zuriick zum Ste#lbl, wo sie rekombinieren und je
nach optischer Wegdifferenz konstruktiv oder dddgivu interferieren. Die
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Lichtintensitat relativ zur Position des beweglichBpiegels, welche vom Detektor
aufgenommen wird, wird als Interferogramm bezeithnend ist die fourier-
transformierte Form des Infrarotspektrums. Durcmeeimathematische Fourier-
Transformation durch den Computer wird das Intedeamm nun in die
Wellenzahldomane Uberfihrt, und man erhalt das t8jpak

Die IR-Spektroskopie lasst sich auf Proteine anwendlie unter den verschiedensten
Bedingungen vorliegen kdnnen, z.B. in wassriger oiatht-wassriger Losung und in
Membranen. Es gibt eine grof3e Zahl an Schwingumgkdyg die fir Peptidgruppen und
Seitenketten charakteristisch sind und aus derfemtationen tber die Proteinstruktur
gewonnen werden kénnen. Von diesen kann die Anidddde besonders gut fur die
Sekundarstrukturcharakterisierung von Proteineartggzogen werden. [Byler & Susi,
1986]. Die Amid-I-Bande ist z.B. nitzlich, um dennffiss von Anderungen der
Temperatur, des Druckes, des pH-Wertes oder desntitisls auf die Struktur des
Proteins zu verfolgen. Die Information Uber die @ekérstruktur wird dabei durch eine
Anpassung der Amid-I-Bande mit Gauss-Lorentz-Kunerhalten, wobei eine jede
Kurve eine Teilbande reprasentiert, die durch dmidAl-Schwingungsmoden der
verschiedenen Sekundarstrukturelemente zustandekorbyie Lage einer jeden
Komponente wird durch Verstarkung der Bandenaufigsdurch Methoden wie die
Fourier-Selbstentfaltung und die zweite Ableitungstimmt. Durch Anwendung
empirischer Regeln werden die einzelnen Subbandamn dden jeweiligen
Sekundarstrukturelementen zugeordnet [Byler & S1886; Fabian & Mantele, 2002;
Barth, 2007]. Die Regeln wurden durch Messung daidAl-Bande von Polypeptiden
und Proteinen erhalten, deren Strukturen von eileertypischen Sekundarstrukturen,
wie z.B.a-Helix, B-Faltblatt oder Zufallsknduel, dominiert sind.
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In Tabelle 2.1 sind die Wellenzahlbereiche inndshaler Amid-I'-Region den
jeweiligen Sekundarstrukturen zugeordnet (ein Btilm Namen einer Bande, z.B.
Amid-I', bedeutet, dass J® als Lésungsmittel eingesetzt wird).

Tabelle 2.1: Zuordnung der Amid-I'-Bandenlage en &ekundarstrukturen [Barth, 2007].

Sekundarstruktur Bandenposition in BD / cni’
Mittelwert Extrema
a-Helix 1652 1642-1660
B-Faltblatt 1630, 1615-1638,
1679 1672-1694
Schleifen 1671 1653-1691
Ungeordnete Strukturen 1645 1639-1654

Das oben genannte Verfahren hat jedoch auch saihe/d8hen. Z. B. basiert die
Zuordnung der B-Schleifen nicht auf beobachteten IR-Spektren vaolierten
B-Schleifen. Die IR-Banden d@-Schleifen sind vermutlich so breit, dass sie neit d
Region dera-Helix-Banden Uberlappen. DagHelices nicht in die oben genannten
empirischen Regeln einbezogen sind, konnte die y&ealder Amid-I-Region zu
falschen Ergebnissen fuhren, wenn die untersudPrteteine signifikante Anteile dieser
Sekundarstruktur aufweisen. Sogar fur AnalysenRimteinen mit hohea-Helix- oder
B-Faltblattanteilen nach den empirischen Regeln mem die Proteinstrukturen nicht
immer mit solchen tberein, die mit anderen Methddestimmt wurden. In der Region
1640-1620 cnf sind teilweise auch Banden prasent, wenn dasiRrothea-helicale
Anteile, aber keineB-Faltblatter aufweist (auf Basis von Roéntgenstridbalysen
ermittelt), wie z.B. im Falle von Myoglobin und Haglobin [Byler & Susi, 1986]. Die
IR-Banden in diesem Wellenzahlbereich werden naah empirischen Regeln dén
Faltblattern zugeordnet. Im Falle von Parvalburmd €almodulin zeigt der Vergleich
der Protein-Kristallstruktur mit den beobachtetemiéd-l-Banden, dass die Amid-I-
Komponenten sowohl im Bereich 1650-1640 ceils auch 1660-1650 ¢hvon a-
Helices stammen. Starke  Wasserstofforicken  der idgepppen  mit
Lésungsmittelmolekilen und eine Verzerrung der X$dtuktur sind mogliche
Ursachen der niederfrequentenHelixbande. Bei vielen Proteinen, die signifikante
Anteile an B-Faltblattern aufweisen, werden zwei oder mehr Banim Bereich
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1640-1620 cnrit beobachtet. Mdgliche Ursachen der Banden im Bereid630 crit
sind starke intermolekulare Wasserstoffbricken sowuch die Verzerrung der
Proteinstruktur wie im Falle der niederfrequenteidelixbanden [Torii & Tasumi,
1996]. Nicht zuletzt ist auch zu beachten, dass Ektinktionskoeffizienten der
einzelnen Sekundarstrukturelemente unbekannt smdass die Angabe von absoluten
Zahlen der Sekundarstrukturanteile fehlerbehak@t &ann. Beispielsweise fallt der
Anteil von B-Faltblattern bei FTIR-spektroskopisch ermittelt@&roteinstrukturen
gegenuber den mit hochauflésenden Verfahren efteitte Sekundarstruktur-
zusammensetzungen haufig zu groR aus. Die Bestiginan relativen Anderungen
der Sekundarstruktur liefert jedoch zumeist schachtige Hinweise tUber mdgliche
Reaktionsmechanismen bzw. Antworten, welche Kon&iwnsanderungen bei
Anderung auRerer Einflisse wie Temperatur, Drutk,stattfinden.

Bei einem wie in Bild 2.11 schematisch dargestelAd R-FTIR-Experiment l&asst sich
das interne Reflexionselement (IRE) mit einer adehreren Lipidschichten bedecken,
die rekonstituierte Membranproteine enthalten kanf@tulian, 2003]. Bei Auftragung
einer reinen Lipidmembran kénnen membranaffinedfnetauch anschlieend injiziert
werden, die dann an die Membran adsorbieren. DisoAdtion der Energie der
evaneszenten Welle durch die Lipidmembran und daerierte bzw. adsorbierte
Protein fuhrt zu ATR-Spektren, die eine Fllle afoimationen Gber die Struktur des
untersuchten Systems liefern. Da die Eindringtigée evaneszenten Welle (typische
Werte siehe Bild 2.14) weit Uber die Dimensionenglté3ten Proteine hinausgeht, gibt
es keine Einschréankungen, was die Grol3e des Psoéeigeht. Aufgrund der grof3en
Wellenlange von Infrarotlicht ist Lichtstreuung keProblem, anders als z.B. bei CD-
oder Fluoreszenzexperimenten im UV-Bereich. Dur@rwéndung von polarisiertem
Licht lasst sich auch die Orientierung des Protgjageniber den Membranlipiden
bestimmen, was normalerweise bei den hochaufléseMe@thoden nicht gegeben ist.
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Bild 2.11: Schematischer Aufbau eines ATR-Experimentes. El@n nur Molekile spektroskopisch
erfasst, die sich im Eindringbereich der evaneszekiVelle des IR-Strahls befinden (<1 um
von der Oberflache entfernt, roter Streifen (bemda grau dargestellten ATR-Kristall)
[Mishra et al., 2008].

Gegenuber der IR-Spektroskopie in Transmission diat ATR den Vorteil, dass
aufgrund von Adsorption die lokale Konzentration Bareich der evaneszenten Welle
erhoht wird. Das fuhrt dazu, dass wesentlich kigrerobenkonzentrationen méglich
sind als bei der Transmission (~0,01 % vs. ~0,3%)wDie Methode ist aul3erdem
gegenuber Staubpartikeln und Luftblasen recht ufiediggh, die im Falle der
Transmission zu Streuung fuhren koénnen. Da IR-aktf8egenionen, wie z.B.
Trifluoracetat (TFA), in Lésung verbleiben, werdsie nicht von der evaneszenten
Welle erfasst. Ein Nachteil der ATR-Methode ist dsehwierigere Evaluierung
quantitativer Ergebnisse, da die effektive Eindiigfe PRy welche die
Durchstrahldicke@lrransmissionim Lambert-Beer'schen Gesetz ersetzt, nur ndheweige
bestimmt werden kann (siehe Gleichungen (2.4) 28)). Ein weiterer Nachteil kann
abhangig von der verwendeten ATR-Zelle der im Magyl zur Transmission grol3e
Bedarf an Probenvolumen sein.

Bei der hier verwendeten Methode der abgeschwéchiealreflexion (ATR) wird die
Tatsache ausgenutzt, dass Licht beim Ubergang w@meMedium mit einem hohen
Brechungsindexn; in ein Medium mit einem niedrigen Brechungsindex durch
Beugung abgelenkt wird (Lichtbrechung) [FringeB92; Fabian & Méantele, 2002].
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Es gilt das Brechungsgesetz von Snellius:

sinag _n,
sinf n (2.1)

Der Lichtstrahl mit dem Einfallswinketr tritt im BrechungswinkelBin das optisch
durchlassigere Medium ein. Wird der Grenzwinke} uberschritten, so tritt

Totalreflexion ein und der Lichtstrahl wird in dderkunftsmedium zuriickgeworfen:

- ANy
a, =arcsin — (2.2)
n

Bild 2.12: Lichtbrechung beim Ubergang vom optistibhteren ins optisch diinnere Medium ¥ n).
Bei sukzessiver VergrofRerung des Eintrittswirtkketachst auch der Austrittswinkgl(B > a),
bis er bei Erreichen des Grenzwinkelgschlie3lichB = 90° betragt. Fir den Grenzwinlag
zwischen streifendem Lichtausfall und TotalreflexiqStrahl 2, blau) folgt aus dem
Brechungsgesetz: sty = ny/n;-sin 90° =, / n,.
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Da die Totalreflexion eine Beugungserscheinungtigt, der IR-Strahl in Form einer
evaneszenten Welle in das optisch dinnere Medianumil ein wenig versetzt wieder
aus, wobei die Strahlung molekularer Absorptiondan Grenzflache unterworfen ist
(Strahlversetzundp, Bild 2.13) [Goos & Hanchen, 1947; Harrick, 196tghrenfort,
1961].

Die AmplitudeE der evaneszenten Welle

E=Ee ™" (2.3)

fallt mit zunehmendem Abstarevon der Grenzflache exponentiell ab [Fringeli, 209
Die Eindringtiefedr der evaneszenten Welle

d, = A
" Zn(nf sin’a - n§)

1/2 (2.4)

ist der Abstand von der Grenzfliche, bei dem daktrdche Feld aufe® des
Ausgangswertes abgefallen ist. Um das Lambert-Belee' Gesetz auf die ATR-FTIR-
Spektroskopie anwenden zu kdnnen, muss der Bresmdex des an der Grenzschicht
des ATR-Kristalls adsorbierten Films (Lipid- und/ode@roteinschicht) sowie deren
Filmdicke d Berlcksichtigung finden. Im Falle einer typischémpid-/Protein-
Wechselwirkungsstudie ist die Filmdicke wesentlidbiner als die Eindringtiefe der
evaneszenten Wellal (<< dp). Die Schichtdicke des Lipidfiims kann beispielssee
durch Rontgenreflektometrie bestimmt werden. IndB2l13 ist der Verlauf des IR-
Strahls bei Totalreflexion in Gegenwart eines dunrfeipid-)Films schematisch
dargestellt.
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Bild 2.13: Strahlverlauf bei Totalreflexion in Anwesenheibes dinnen Films auf der Grenzflache.
n,: Brechungsindex des ATR-Kristallgy,: Brechungsindex des dinnen (Lipid-)Films;
ns: Brechungsindex der wassrigen Phaksé@icke des (Lipid-)Filmsp: Strahlversetzung.

Die effektive Eindringtiefe ist nach der Hypothdse diinne Filme [Goormaghtigh et
al., 1999] fur parallel und senkrecht polarisiefteteile des einfallenden Lichtstrahls
gegeben durch

!I cosa
deD:4 21 [d (25)

(1_ n321)
sowie

4. = grfcoSa (1+ n;‘z)sin2 a-n;
o=

[d . 2
(1— n, (1+ ne?l)sin2 a-n; (2.6)
ny; bezeichnet hierbei den Quotientagin; der Brechungsindices, (Film) und n;
(Kristall). ng; ist der Quotients/n, der Brechungsindices; (wassrige Phase) undg.
nz; steht fima/ny. FUr unpolarisiertes Licht ist die effektive Eintgtiefe

_ e +dy
e 2 ' (27)
In Bild 2.14 sind typische Werte fir die Eindringéied, in Abhangigkeit der
Wellenzahl und die effektive Eindringtietk in Abhangigkeit der Filmdicke fir haufig
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verwendete IRE-Materialien aufgetragen. Weitereeksghaften sind in Tabelle 2.2
aufgefihrt.
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Bild 2.14: Oben: Berechnete Eindringtiefdpeiniger IRE-Materialien in Abhéngigkeit der Wel=l.
Unten: Berechnete effektive Eindringtiefdnin Abhangigkeit der Filmdickd. Es gelten die

Annahmena = 45°; n; (Diamant, ZnSe) = 2,4y, (Si) = 3,4;n; (Ge) = 4,0;n, (Film) = 1,5;
n;z (Solvens) = 1,33.
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Tabelle 2.2: Eigenschaften haufig verwendeter NRerialien (Herstellerangaben, Fa. Piketech).

Kristall Brechungs- kritischer spektraler Harte nach effektive
indexn; Winkel ay Bereich / ciit Knoop Eindringtiefe
bein, = 1,5 / kgmm? de / pm bei
d=0,05pum
Diamant 2,4 38,7° 30.000 - 525 5.700 0,16
ZnSe 2,4 38,7° 15.000 - 525 137 0,16
Germanium 4,0 22,0°  5.500 - 780 550 0,08
Silizium 3,4 26,2° 8.900 - 1.500 1.150 0,10

Die Anzahl der internen Reflexionen hangt von deon@etrie des Kristalls ab und ist
im Falle eines trapezoiden IRE, der im einseitig@mtakt mit der Probe steht (siehe
Bild 2.11):

| cosa

- 2d e Sina (2.8)

Die Anzahl der internen Reflexionen liegt typischeise zwischeMN = 1 undN = 25.
Die effektive Weglénge

Py =NILd,, (2.9)

die der Durchstrahldicke eines Transmissionsexperies entspricht, ergibt sich aus
der Anzahl der Reflexionen und der effektiven Eingtiefe.
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3.1  Spektrometer und ATR-Zubehdr

Samtliche Messungen wurden mit dem FTIR-Spektromigieolet 6700 der Firma
Thermo Electron (Dreieich, Deutschland) aufgenommerlches ein Michelson-
Interferometer als Interferenzeinheit enthélt. Mstektor wurde ein mit flissigem
Stickstoff gekihlter MCT-A (Quecksilber-Cadmium-Tte) Detektor verwendet, der
nach Herstellerangaben einen Spektralbereich vo0 461" bis 650 crit abdeckt. Der
Spektrometer-Raum wurde kontinuierlich mit von einAdsorptionstrockner (Zander,
Essen) getrockneter Luft gespullt, um das WassesdRaignal moglichst gering zu
halten. Die ATR-Durchflusszelle aus Stahl der FirRiketech (Madison, WI, USA)
kann durch einen Flussigkeitskreislauf Gber einberinostaten (Julabo Labortechnik
GmbH, Seelbach) temperiert werden. Als internedeRRieinselement (IRE) diente ein
trapezoidaler Ge-Kristall (Piketech, 80 x 10 x 4 mHEinfallswinkel: a = 45°).
Probeninjektion oder Pufferspilungen wurden, falht anders angegeben, mit einer
Peristaltikpumpe (Masterflex L/S, Easy-Load 3, BartnCo., Barrington, IL, USA) bei
lediglich 1,4 ml/min vorgenommen, um evtl. zuvo@parierte Lipidmembranen auf
dem Ge-Kiristall nicht zu verletzen.
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3.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und deren Bezugsqusliehin Tabelle 3.1 aufgefuhrt.
Die Rhodanin-basierten Molekulinhibitoren wurdennv®r. Bruno Bulic in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Waldmann (MPI, Dortmyursynthetisiert [Bulic et al.,
2007]. ProlAPP wurde in der Arbeitsgruppe von DalffSeidel (MPI Dortmund) irk.
coli BL21(DE3) Zellen mittels Plasmid pET32_EK/LIC_PA®IP (Spende von Prof.
Dr. Aphrodite Kapurniotu, TU Minchen) von Suman &xarimiert und anschlie3end
aufgereinigt [Jha et al., 2009]. N-Ras Far/HD wurdeinem semisynthetischen Ansatz
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Waldmann (MPgrnund) hergestellt [Brunsveld
et al., 2006]. Die Peptidinhibitoren NF(N-Me)GA(NeylL und IAPP-GI wurden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kapurniotu (TU Muncheynthetisiert [Kapurniotu et al.,

2002; Yan et al., 2006].

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle

DO Merck

NaH,PO, Sigma-Aldrich

Tris Sigma-Aldrich

NaCl J. T. Baker B. V. (Deventer, Holland)

DCI Sigma-Aldrich

Chloroform Merck (Darmstadt)

MgCl, Merck

hIAPP Calbiochem (La Jolla, CA, USA), Lot ##
B77447, B70008, D0O0028695

rIAPP Spende von Prof. Dr. Kapurniotu, Center
of Integrated Protein Science, TU
Minchen

IAPP-GI Center of Integrated Protein Science, TU

Miinchen
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Chemikalie

Bezugsquelle

NF(N-Me)GA(N-Me)IL

Chicago Sky Blue

Lacmoid

Rhodanin Verbindung 1

Rhodanin Verbindung 2

prolAPP

Resveratrol

DOPC

DOPG
DPPC
Cholesterol
Tris

TFE

HFIP

N-Ras Far/HD

Insulin

NaOD

Center of Integrated Protein 8cce, TU
Minchen

Max-Planck-Institut far molekulare
Physiologie, Dortmund

Max-Planck-Institut flr molekulare
Physiologie, Dortmund

Max-Planck-Institut far mal&ece
Physiologie, Dortmund

Max-Planck-Institut ~ fiur  maléce
Physiologie, Dortmund

Max-Planck-Institut fur molekulare
Physiologie, Dortmund

Sigma-Aldrich

Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL,
USA)

Avanti Polar Lipids

Avanti Polar Lipids
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Max-Planck-Institut far molekulare
Physiologie, Dortmund

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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3.2.1 Verwendete Puffersysteme

Zur Untersuchung der Membranwechselwirkung der ardgbenen Peptide, welche in
den [B-Zellen des Pankreas sekretiert werden (IAPP undlAPP) und deren
Inhibitoren, wurde ein Phosphatpuffer in , @ (10 mM NaHPQ, NacCl.
Gesamtionenstéarke: 100 mM) verwendet. Zur Untensogldes Ras-Signalproteins in
Wechselwirkung mit Raft-Membranen wurde ein Tridf®u (20 mM Tris, 5 mM
MgCl,) in D,O verwendet. Jeder Puffer wurde unter Verwendung D€l auf einen
pH-Wert von 7,4 eingestellt.
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3.3  Vesikel- und Membranpraparation

3.3.1 Lipidmischungen

Die gewiinschte Menge des gefriergetrockneten Lipwsde in 1 ml Chloroform
aufgeldst, um eine Stammlosung (10 mg/ml oder 40migzu erhalten. Aus den
Stammldsungen wurden folgende Lipidmischungen zusampipettiert:

Tabelle 3.2: Herstellung von Lipidmischungen

Mischung Verhaltnis Stammlosung je finale Lipidmenge
Komponente

DOPC - 10 mg/ml 0,5 mg
DOPC:DOPG 7:3 10 mg/mi 0,5mg

8:2 10 mg/ml 0,5 mg

9:1 10 mg/ml 0,5 mg
DOPC:DPPC:Chol 1:2:1 10 mg/ml 0,5mg
(Raft) 40 mg/ml 20 mg

Die Lipidmischung wurde im Stickstoffstrom getroekrund anschliel3end tGber Nacht
lyophilisiert, um verbliebene Chloroformreste ziséidigen.

3.3.2 Praparation multilamellarer Vesikel (MLV)

Zu der zuvor hergestellten Lipidmischung wurde 1 Ruffer hinzugeflgt.

Anschliessend wurde das Gemisch fir 15 min im Sttnallbad behandelt (bei der
Raft-Mischung bei 60 °C, sonst bei 25 °C), um digide zur Lésung zu bringen. Zur
Homogenisierung wurde die Lipidlésung in flussigedtickstoff eingefroren und

anschliessend im Wasserbad wieder aufgetaut. Naofméligem Einfrieren und

Wiederauftauen wurde eine homogene Lésung multilanee Vesikel (MLV) erhalten

[Hope et al., 1986].
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3.3.3 Préaparation grol3er, unilamellarer Vesikel

Die Losung multilamellarer Vesikel wurde in einenxtfader 11mal durch eine
Polycarbonatmembran (Whatman, Porendurchmesser:nf0hindurchgepresst. Es
wurde eine Losung grofRer, unilamellarer Vesikebiem [Hope et al., 1986].

3.3.4 Préaparation tragergestutzter Membranen

Die frisch hergestellte Losung groRRer, unilamelavesikel wurde in die auf 25 °C
temperierte ATR-Zelle injiziert (bei der Raft-Misahg: 60 °C). Das Spreiten der
Vesikel geschieht spontan [Feder et al., 1995; &aell al., 1995]. Im Falle der Raft-
Membran wurde die Zelle anschlieend auf 25 °C w@afg. Die Membran wurde
anschlie3end fur mehrere Stunden mit 2 ml Puffepgk. Dabei wurde der Puffer von
einem Reservoir in die Zelle geleitet, um, nachdandie Zelle durchlaufen hatte, in
einem Kreislauf wieder in das Reservoir zurickalgén [Fringeli, 1992].
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3.4  Probenvorbereitung

hIAPP.0,5 mg des gefriergetrockneten hIAPP (Trifluorat&alz, Peptidgehalt: 83 %)
wurden in 1 ml TFE oder HFIP aufgeldst, um einen®Btddsung zu erhalten.
100 pl der Stammldsung wurden im Lyophilisator getnet und anschlie3end
mit 1 ml Phosphat-Puffer aufgenommen, um eine 10u4ddung zu erhalten.

ProlAPP. Die gefriergetrockneten Aliquots wurden in 1 ml feafaufgeldst, um eine
10 uM oder 40 uM L6sung zu erhalten.

Molekul-Inhibitoren.1 pul Stammlésung (1 mM oder 10 mM in DMSO) wurdenl ml
Puffer gegeben, um eine 1 uM oder 10 uM Lésunglzalien.

Peptid-Inhibitoren inkl. rIAPPDie gefriergetrockneten Aliquots wurden in 1 mifféu
aufgeldst, um eine 10 uM oder 100 uM L6sung zulerha

Insulin. Insulin wurde in RO bei pH 3,5 aufgelést, um eine 10 uM Lésung zaléeh.
Dann wurden NaCl und NAPQO, hinzugefligt, so dass eine 10 mM Phosphat-
Loésung mit einer Gesamtionenstarke von 100 mM &halurde. Anschliel3end
wurde der pH-Wert mit NaOD auf 7,4 eingestellt.

hIAPP-Inhibitoren-GemischSollte hIAPP mit einem der Inhibitoren gemischtraen,

um deren aggregationsverhindernde Eigenschafterbeatimmen, so wurde
grundsatzlich zuerst eine Losung des Inhibitors @ben beschrieben in Puffer
hergestellt. Im Anschluss daran wurde hIAPP in ldéibitor-Lésung aufgelost.
Das resultierende Gemisch wurde gegebenenfall8 flibei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler (Stuart Tube Rotator SB2, 20 r@atloworld Scientific Ltd,
Staffordshire, UK) geschlittelt, um eine ausreicleeAdsoziation zwischen dem
hIAPP und dem Inhibitor zu gewahrleisten.

N-Ras Far/HD.Die zur Verfugung stehende N-Ras-Stammldésung (i34 2ng/ml,
geldst in HO-Puffer, 20 mM Tris, 5 mM MgG! 1 mM Dithioerythritol, pH 7,5)
wurde langsam tber 30 min im Eis-Wasser-Bad aufigefenschlieRend wurden
ihr 4,3 pl entnommen und in 1 ml,O-Puffer (Raumtemperatur) aufgeldst, um
eine 100 pg/ml Lésung zu erhalten.
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3.5  Durchfihrung der Messungen

Vor Beginn eines jeden Experiments wurde der ATHstdH fur 30 min mit
Niederdruck-Sauerstoffplasma behandelt, um evttbledende organische Verun-
reinigungen zu eliminieren und die Oberflache hptitbzu aktivieren (Plasmacleaner
Femto, Fa. Diener electronic, Nagold, Deutschlaridgr frisch gereinigte Germanium-
Kristall wurde in die ATR-Zelle eingebaut und mihem O-Ring aus Viton und einer
Kunststoffplatte arretiert. AnschlieRend wurde dadle vollstandig zusammengebaut,
auf die im IR-Probenraum installierte ATR-Spiegdibaufgesetzt, und der Thermostat
angeschlossen. Die Temperatur wurde auf 25 °Cissgul

Wenn nicht anders vermerkt, wurde die Aufnahme $gektren mit den folgenden
Einstellungen durchgefuhrt:

Tabelle 3.3: Spektrometer-Einstellungen.

Spektraler Bereich: 4000 chbis 1100 crit

Anzahl der Scans pro Spektrum: 128

Spektrale Auflésung: 2 ci(Datenpunktabstand 0,964 ¢jn
Interferometergeschwindigkeit: 2,5317 cm/s

Apodisierung: Happ-Genzel

Vor Beginn eines jeden Experiments wurde das Speldter von der Software mithilfe
des internen Lasers kalibriert. Die Blendenéffnumgrde dabei so gewahlt, dass das
Interferogramm wahrend der Kalibrierung nicht dieximal zul&ssige Intensitat von
9,8 Uberschreitet. Danach wurde ein Hintergrundspek aufgenommen und
anschlieBend abgespeichert. Der Hintergrund wurdéhremd des gesamten
Experimentes verwendet.

Der Puffer wurde in die ATR-Zelle mit einer Kunsti§tEinwegspritze injiziert (1 ml),
und es wurde ein Pufferspektrum als Basislinie endgnmen. Falls nicht anders
angegeben, wurden Proben von 1 ml Volumen praparier
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3.5.1 IAPP- und ProlAPP-Experimente

hIAPP und ProlAPP ohne Gegenwart einer Lipidmembfdma et al., 2009]Eine
10 uM Loésung von hIAPP oder ProlAPP wurde in dieRAZelle injiziert.
Anschliessend wurde fur hlIAPP Uber einen Zeitrawon 20 h jede 5 min ein
ATR-Spektrum aufgenommen. Fur das ProlAPP wurdelied nach wenigen
Minuten ein Spektrum aufgenommen, um dessen n&iugtur bestimmen zu
konnen.

hIAPP in Gegenwart einer DOPC-Doppelschig¢hita et al., 2009; Evers et al., 2009]
Es wurde eine 0,5 mg/ml Losung grof3er, unilamall@®PC-Vesikel wie in
3.3.4 bereits beschrieben in die ATR-Zelle injizieknschlielend wurde Uber
einen Zeitraum von 10 h jede 5 min ein ATR-Spektraafgenommen. Die
Membran wurde Uber einen Zeitraum von 6 h mit 2Puifer gesplilt (Kreislauf
wie in 3.3.4). Wahrend des Waschvorgangs wurde Seaen ein ATR-Spektrum
aufgenommen. Zu der fertig praparierten Lipidmembraurde eine 10 pM
hIAPP-L6sung gegeben. Dann wurde lber 20 h jedansein ATR-Spektrum
aufgenommen.

hIAPP in Gegenwart einer anionischen DOPC/DOPG ) Boppelschich{Mishra et
al., 2008; Jha et al.,, 2009%s wurde genauso verfahren wie bei der DOPC-
Doppelschicht. Anstelle der DOPC-Mischung wurdeojdd die DOPC/DOPG
(7:3)-Mischung verwendet.

hIAPP in Gegenwart einer DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Retembran[Jha et al., 2009]
Die vesikulare Raft-Losung (0,5 mg/ml) wurde bei 8D in die ATR-Zelle
injiziert. Die Zelle wurde auf 25 °C abgekuhlt. Ahfielend wurde genauso
verfahren wie bei der anionischen und der DOPC-EBtgghicht.

ProlAPP in Gegenwart einer DOPC-Doppelschiddha et al., 2009]Es wurde
genauso verfahren wie bei hIAPP in Gegenwart derPOMoppelschicht.
Anstelle von hlIAPP wurde jedoch eine 40 uM L6sung wrolAPP verwendet.
Es wurde Uber einen Gesamtzeitraum von 7 Tagen 38dmin ein Spektrum
aufgenommen.
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ProlAPP in Gegenwart einer anionischen DOPC/DOP@)-DoppelschichfJha et al.
2009]. Es wurde genauso verfahren wie bei hIAPBegenwart der anionischen
Doppelschicht. Anstelle von hIAPP wurde jedoch €iiguM, 20 uM oder 40 uM
Lésung von prolAPP verwendet. Es wurde Uber einesa@tzeitraum von 7
Tagen jede 30 min ein Spektrum aufgenommen.

ProlAPP in Gegenwart einer DOPC/DPPC/Chol (1:2:1afRMembran[Jha et al.,
2009] Es wurde genauso verfahren wie bei hIAPP in Gegenwer Raft-
Membran. Anstelle von hIAPP wurde jedoch eine 40 u®d8ung von prolAPP
verwendet. Es wurde Uber einen Gesamtzeitraum vdageén jede 30 min ein
Spektrum aufgenommen.

3.5.2 IAPP-Inhibitor-Experimente

rIAPP ohne Gegenwart einer Lipidmembr&hine 10 uM LOsung von rIAPP wurde in
die ATR-Zelle injiziert. Anschliessend wurde Ubanen Zeitraum von 20 h jede
5 min ein ATR-Spektrum aufgenommen.

Peptidinhibitoren in Gegenwart eina@anionischen DOPC/DOPG (7:3) Doppelschicht.
Es wurde genauso verfahren wie bei hIAPP in Gegdnder anionischen
Doppelschicht. Anstelle von hIAPP wurde jedoch €ifiguM Lésung von rlAPP,
IAPP-GI, Insulin, NF(N-Me)GA(N-Me)IL oder NFGAIL wavendet.

Inhibition der hIAPP-Aggregation mit prolAPBha et al., 2009]. 10 uM hIAPP wurde
in 10 uM prolAPP wie in 3.4 beschrieben aufgel@se Probe wurde fur 4 min
oder fir 3 h geschuttelt. Anschliessend wurde jsnga verfahren wie bei hIAPP
in Gegenwart der anionischen Doppelschicht.

Inhibition der hlIAPP-Aggregation mit molekularenhibitoren [Mishra et al., 2008;
Mishra et al., 2009]10 pM hIAPP wurde in 1 pM oder 10 uM Rhodanin-
Verbindungl, 1 uM oder 10 uM Rhodanin Verbindugg10 uM Lacmoid oder
10 pM Chicago Sky Blue wie in 3.4 beschrieben difge AnschlieRend wurde
jeweils so verfahren wie bei hIAPP in Gegenwartategonischen Doppelschicht.

Inhibition der IAPP-Aggregation mit Resveratrol @@egenwart einer Lipidmembran.
10 uM hIAPP wurden in 10 uM Resveratrol wie in Beschrieben aufgeldst. Der
Ansatz wurde fur wenige Minuten oder zur AssozidthiBhg fur 3 h bei
Raumtemperatur geschuttelt. Anschlie3end wurdeestahren wie bei hIAPP
ohne Gegenwart einer Lipidmembran.
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Inhibition der hlAPP-Aggregation mit Resveratrol (Begenwart eineranionischen

DOPC/DOPG (7:3)-Doppelschichf0 uM hlIAPP wurden in 10 uM Resveratrol
wie in 3.4 beschrieben aufgeldst. Der Ansatz wididdevenige Minuten oder zur

Assoziat-Bildung fir 3 h bei Raumtemperatur gedefilit Anschlie3end wurde

so verfahren wie bei hIAPP in Gegenwart der anares Doppelschicht.

Inhibition der hIAPP-Aggregation mit Peptidinhibiegn. 10 uM rlAPP, 10 uM Insulin,

10 uM IAPP-GI oder 10 pM NFGAIL-GI wurden wie in43.beschrieben
aufgeldst. AnschlielBend wurde jeweils so verfalwenbei hIAPP in Gegenwart
der anionischen Doppelschicht.

Auflosung aggregierter hlIAPP-Spezies mit Molekudlero Peptidinhibitoren.Nach

Durchfiuhrung des ExperimentehlAPP in Gegenwart einer anionischen
DOPC/DOPG (7:3) Doppelschichtvurde untersucht, ob Inhibitoren in der Lage
sind, die bereits vorhandenen IAPP-Fibrillen wiedefzulésen und damit die
Aggregation riickgangig zu machen. Dazu wurti@erpuM oder 100 uM IAPP-GI
oder 10 uM oder 100 pM NFGAIL-GI in die die Membrand aggregiertes
hIAPP enthaltende ATR-Zelle injiziert. AnschlieRendrde im Falle von 10 uM
IAPP-GI und NFGAIL-GI uber einen Zeitraum von 100jdde 20 min ein
Spektrum aufgenommen. Im Falle von 100 uM IAPP-&d NFGAIL-GI wurde
Uber einen Zeitraum von 7 d jede 30 min ein Spekiaufgenommen.

3.5.3 N-Ras an einer tragergestutzten DOPC/DPPC/Chol (1:2) Raftmembran

N-Ras Far/HD in Gegenwart einer DOPC/DPPC/Chol (1)2Raft-Membran.Eine

100 pg/ml Lésung von N-Ras Far/HD wurde in dieRlst-Membran enthaltende
ATR-Zelle injiziert. Uber einen Zeitraum von 40 humde jede 10 min ein
Spektrum aufgenommen.
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3.6  Auswertung

3.6.1 Software

Die Ansteuerung des Spektrometers und AufnahmeSgektren erfolgte mit dem
Programm Omnic der Firma Thermo Electron. Der Tlostat wurde mit Easy Temp
von Julabo bedient. Bearbeitung und Auswertung 8pektren wurde mit dem
Programm Grams 8 (Thermo Electron) durchgefuhrtswartung und Darstellung
weiterer Daten erfolgte mit Origin 7 (OriginLab @oration, Northampton, MA, USA)
oder Excel (Microsoft Corporation). Skizzen wurdemt Microsoft PowerPoint
angefertigt. Die vorliegende Arbeit wurde mit demodgtamm Word (Microsoft)
verfasst.

3.6.2 Auswertung der Spektren der Lipidmembran

Die Anderung des Lipidsignals kann wahrend der iBprg und des anschlieBenden
Spiilvorgangs gut anhand der KohlenwasserstoffbaiteBereich von ~2900 crn
verfolgt werden. Die Gesamtheit der Banden, weleba den symmetrischen und
antisymmetrischen CH-, GH und CH- Streckschwingungen im Bereich zwischen
~3050 und ~2800 cthverursacht werden, werden im Folgenden als ,Ligitte*
bezeichnet. Zur Auswertung wird zunachst das vdereMessung aufgenommene
Pufferspektrum von dem Lipidspektrum subtrahiert. anBch wird eine
Basislinienkorrektur unter der Lipidbande zwisch8030 crm und 2810 cri
durchgefuhrt und in diesem Bereich auf null ges@@ftsetkorrektur). Die Zu- oder
Abnahme der Lipidmenge auf der Kristalloberflachantk durch Integration der
Lipidbande zwischen 3030 und 2810 tnund Auftragen der Flache unter der
Lipidbande gegen die Zeit verfolgt werden.

3.6.3 Auswertung der Amid-I'-Bande des Peptids/Proteins

Wurden Protein- oder Peptiduntersuchungen ohne ri®egé einer Lipidmembran
vorgenommen, wurde das vor der Messung aufgenommafferspektrum von dem
Protein-/Peptidspektrum mit Faktor 1 abgezogen. d&durMessungen in Gegenwart
einer Lipidmembran vorgenommen, wurde das bei dgndpraparation zuletzt
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aufgenommene Lipidspektrum von dem Protein-/Pepékisum abgezogen. Um das
im Spektralbereich der Amid-I'-Bande auftretende g88errauschen” zu eliminieren,
wurde ein Spektrum des Rauschens mit einem Faktezagen, der von der Funktion
LJAutosubtract® der GRAMS-Software bestimmt wurdeasDProgramm sucht dabei
selbstandig nach einem Faktor, der das Rauscha&®ernn zu optimierenden Bereich
(hier: die Amid-I'-Bande) minimal werden lasst. I#inschluss daran wurde die
Amid-I'-Bande basislinien- sowie offset-korrigiettlm Anderungen der Intensitat der
Amid-I'-Bande (z.B. durch Adsorption an der Membyaru bestimmen, wurde die
Bande integriert und die Flache unter der Amid-#rle gegen die Zeit aufgetragen.
Um Sekundarstrukturdnderungen des Proteins/Pemtialshangig von der adsorbierten
Menge bestimmen zu kénnen, wurde die Amid-I'-Bamidemiert. Dazu wurde das
Spektrum mit einem Faktor multipliziert, der dazinrt, dass der Flacheninhalt unter
der Amid-I'-Bande gleich 1 cthwird.

3.6.4 Sekundarstrukturanalyse

Um die Zusammensetzung der einzelnen Sekundanstkokbponenten des
Peptids/Proteins annahernd bestimmen zu kénnemeaunter der Annahme, dass alle
Sekundarstrukturkomponenten mit dem gleichen Ekbtnkkoeffizienten zur
Gesamtheit der Amid-I'-Bande beitragen, eine Baad@assung der auf einen
Flacheninhalt von 1 cthnormierten Amid-I-Bande mit Voigt-Kurven vorgenonen.
Dazu wurde die Lage und Anzahl der Subbanden zghddier die zweite Ableitung
sowie mithilfe der Fourier-Selbstentfaltung (Fouri&elf Deconvolution, FSD)
bestimmt. Nach Festlegung der Startparameter (LAgeahl und Halbwertsbreite der
Subbanden) wurde die Amid-I'-Bande nach der Methdeekleinsten Fehlerquadrate
unter Verwendung des Algorithmus von Levenberg umdarquardt als
Linearkombination der Subbanden simuliert [Marqtai®63]. Da die Gesamtflache
unter der Amid-I-Bande den Flacheninhalt 1 “tnzugewiesen bekommen hat,
reprasentiert der Flacheninhalt einer jeden Suldandn den Anteil der ihr
zugeordneten Sekundarstruktur an der Gesamtstrukdas Proteins (siehe
beispielsweise Bild 4.1 und Bild 4.2).






4 Ergebnisse und Diskussion

4.1  Sekundarstruktur von hlIAPP und prolAPP

Um die Sekundarstrukturanderungen von hIAPP undAp#® in Gegenwart von

Membranen untersuchen zu kdénnen, musste zunachkgjestellt werden, welche
Struktur das native Peptid in Losung einnimmt. Da die Aufnahme eines FTIR-
Spektrums in Transmission bei einer Durchstrahkiclon d = 50 um Peptid-

konzentrationen von mindestens ~3 mg/ml bendétigdem um messbare Extinktionen
zu erhalten, ist diese Methode fir hochamyloidogEeetide wie z.B. hIAPP nicht
geeignet. hIAPP wirde namlich bei dieser Konzeiginatu schnell aggregieren, bevor
noch ein Spektrum der nativen Konformation aufgemem werden kann. Erschwerend
kommt hinzu, dass hIAPP aus technischen Griinderstemsi in Salzform mit

Trifluoracetat (TFA) als Gegenion erhéltlich istieBes Molekul absorbiert stark bei
~1670 cnt und verdeckt somit einen Teil der Amid-I'-Bande.

Bei Verwendung der ATR-FTIR-Spektroskopie ist esghuti, wesentlich kleinere
Peptidkonzentrationen (~0,1 mg/ml) zu verwenden,sidh die Konzentration lokal
aufgrund von Adsorption an der Kristalloberflaches dsermanium-IRE erhéht (siehe
Abschnitt 2.8). Eine Konzentration von 10 uM hlAREyt zwar immer noch oberhalb
der kritischen Konzentration, die Proben werderogbdgleich nach deren Préaparation
verwendet. Da es in Losung ~15 h dauert, bis beidPR Aggregation bei 25 °C
eintritt [Hebda & Miranker, 2009], besteht hinreteid Zeit, die ATR-Messung (mit der
dann wesentlich schnelleren Aggregationskinetik)starten. Ein zusatzlicher Vorteil
ist, dass die TFA-Gegenionen in Losung bleiben sordit von der evaneszenten Welle
der IR-Strahlung nicht erfasst werden.

Durch die lokale Erh6hung der hIAPP-Konzentratiardar Kristalloberflache trat nach
~25 min zwar auch Aggregation des hIAPP ein (sihschnitt 4.2), es wurden jedoch
nur wenige Minuten benétigt, ein Spektrum des nadgeordneten, quasi-nativen
hIAPP aufzunehmen (Das hlIAPP kann streng genomncéh mehr nativ vorliegen, da
es zumindest adsorbiert sein muss. Die Adsorptiesclgeht vermutlich mit dem
positiv geladenen N-Terminus an die leicht negagigladene Oxidschicht des
Germaniumkristalls). Bei 10 uM ProlAPP tritt trolizkaler Konzentrationserhéhung
auch nach Wochen keine Aggregation ein [Jha e2@D9].
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In Bild 4.1 ist die Amid-I'-Bande von 10 pM hIAPPugammen mit der aus der
Bandenanpassung erhaltenen Kurve dargestellt.
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Bild 4.1: Schwarz: Amid-I'-Bande von 10 uM hIAPP nachk 6 min nach der Injektion in die ATR-
Zelle. Rot: Fit der Amid-I-Bande als Linearkombiioam der Subbanden (grin) [Jha et al.,

2009].

Jedes Spektrum wurde mehrfach mit der gleichen Wnaa Subbanden und leichten
Variationen in den Startparametern gefittet. Bild2 4zeigt die aus den
Bandenanpassungen resultierenden Anteile der Sékstnakturelemente der nativen

Strukturen von hlAPP und prolAPP.
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Bild 4.2: Aus Bandenanpassung ermittelte Anteile der Sedustidikturelemente der nativen Strukturen
von hlAPP (blau) und prolAPP (rot) [Jha et al.02p

Beim Vergleich der Sekundarstrukturanteile von HPAENd prolAPP muss beachtet
werden, dass bei der FTIR-Spektroskopie keine abmwolZahlen angegeben werden
kénnen, da die Extinktionskoeffizienten der eineelrSekundarstrukturelemente nicht
bekannt sind. Daher werden hier nur relative Ucteesle der Peptide zueinander
betrachtet. Es fallt auf, dass prolAPP geringfugighr a-helicale Anteile enthalt,
wahrend hlIAPP etwas mehr Zufallsknduel und Schiegfigfweist. Dass sowohl hIAPP
als auch prolAPP in Loésung eine fast gleiche Se#rsiduktur aufweisen, ist auch
durch Zirkulardichroismus-Spektroskopie untermauentden [Jha et al., 2009].
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4.2  Aggregation von hIAPP an Membranen

Im Folgenden wurde die Aggregationsneigung von HARd die damit verbundenen
konformationellen ~ Anderungen in  An- und Abwesenheiterschiedener
Membransysteme untersucht, darunter negativ gedaded neutrale Membranen sowie
heterogenene Raft-Modellmembran&uiletzt wurde der Effekt von prolAPP auf die
Aggregationsneigung von hlAPP in Gegenwart derrasahen Lipidmembran studiert.

4.2.1 hIAPP in Abwesenheit einer Lipidmembran

Zunachst wurde die Sekundarstrukturanderung vonPRIAIn Abwesenheit von
Lipidmembranen untersucht. Hierzu wurden nach hgekeiner Lésung von 10 uM
hIAPP in die ATR-Zelle Spektren tber einen Zeitrauon 20 h in Abstanden von
5 min aufgenommen. Aufgrund von Adsorption wird ndér Zeitt die lokale
Konzentration an der Ge-Oberflache erhdoht und gedéssen wird die Aggregation
von hIAPP induziert.

In Bild 4.3 sind Spektren zu ausgewahlten Zeitpenktder Messung dargestellt.
Wahrend der Aggregation verschiebt sich das Maximden Amid-I'-Bande von

1644 cn* nach 1627 cih, was auf eine Abnahme von ungeordneten Konformetio
und eine gleichzeitige Zunahme Vpitaltblattern hindeutet.
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Bild 4.3: Zeitliche Anderung der Amid-I'-Bande nach Injekiivon 10 pM hIAPP in die ATR-Zelle.
Oben sind die Rohspektren nach Abzug eines Puffet-eines Wasserdampfspektrums sowie
Basislinienkorrektur dargestellt, unten befinderhsiie flachennormierten Spektren [Jha et al.,

2009)].

Um die strukturelle Anderung der Amid-I'-Bande bassichtbar zu machen, sind unten
in Bild 4.3 die flachennormierten Spektren dargéste

Die Bandenauflosung mittels 2. Ableitung und Fau8elf Deconvolution (FSD) liefert
fur hIAPP beit = 1 min Subbanden bei 1680, 1674, 1665, 1658, ,16692 und
1632 cni* sowie eine Schulter bei 1623 ¢nwas auf eine komplexe Zusammensetzung
verschiedener Sekundarstrukturelemente hinweist.
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2. Ableitung / a.u.
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Bild 4.4: 2. Ableitung (oben) und Fourier Self Deconvolutiomten) der flichennormierten Spektren
aus Bild 4.3 [Jha et al., 2009].

Wahrend der Aggregation verschieben sich einigeb&utben in Richtung gréRerer
Wellenzahlen und es erscheint eine breite Bandel6&6-1619 crl, welche einen

Zuwachs an
widerspiegelt.

intermolekularenB-Faltblattern mit starken Wasserstoffbricken

Um die auftretenden Sekundarstrukturanderungentif@i@nwiderzugeben, wurden die
normierten Banden mit neun Voigt-Subbanden gefittetBild 4.5 sind die zeitlichen
Anderungen der Sekundarstrukturanteile von hlAPRerinalb der ersten 10 h

dargestellt.
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Bild 4.5: Zeitliche Anderung der Sekundarstrukturanteil@ ¥® uM hIAPP wéhrend der Aggregation
an der Ge-Oberflache des IRE [Jha et al., 2009].

Der Beitrag an (vermutlich parallelef}Faltblattern, welche von der Subbande bei
1635 cnT reprasentiert werden, ist hier nicht aufgefiihg, sich keine signifikanten
Anderungen in deren Intensitat von ~12,5 % ergabéeiterhin lasst sich Bild 4.5
entnehmen, dass die Ausbildung von intermolekul@r&altblattern (Banden bei 1626
und 1616 cnt) auf Kosten von Schleifemq-Helices und ungeordneten Strukturen
stattfindet.

4.2.2 hIAPP in Gegenwart einer DOPC Doppelschicht

In einem weiteren Schritt wurde die Gegenwart eunggeladenen (neutralen), an den
Germanium-ATR-Kristall gebundenen Modellmembran da$ Aggregationsverhalten
von hIAPP untersucht. Es zeigte sich, dass hIAPRirzwmit der Lipidschicht
wechselwirkt, jedoch nicht vollstéandig zu Fibrilleggregiert [Jha et al., 2009; Evers et
al., 2009].

Bild 4.6 zeigt den zeitlichen Verlauf der Amid-l'aBde. Das Maximum der Amid-I'-
Bande befindet sich bei ~1645 ¢mDies weist auf eine tberwiegend ungeordnete
Sekundarstruktur hin.
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Bild 4.6: Zeitlicher Verlauf der Amid-I-Bande von 10 uM ARP in Gegenwart einer DOPC-

Doppelschicht. Oben: Rohspektren [Jha et al., 2000hten: einige zugehérige
flachennormierte Spektren.

Nach 20 h Inkubation in der ATR-Zelle lasst sich Ausbildung einer kleinen Schulter
im Bereich intermolekulareg3-Faltblatter bei ~1615 cthbeobachten. Da nach weiteren
10 h keine signifikante Veranderung mehr festzlestekt, lasst sich daraus schliel3en,
dass die Reaktion hier zum Stillstand gekommeruigt sich anstatt von Fibrillen
kleinere, weniger geordnete Aggregate oder moghebise oligomere Strukturen
gebildet haben missen.
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4.2.3 hIAPP in Gegenwart einer anionischen Lipidmembran

Neben der Gegenwart von Membranen spielt auch deadaong eine grof3e Rolle bei
der Aggregation von hlIAPP. Knight und Miranker halgezeigt, dass hIAPP stark an
Membranen mit ~30 % Gehalt an anionischen Lipiderdt [Knight & Miranker,

2004]. Dieser Zusammenhang hat eine stark erholggrefyationsneigung zufolge,
wenn hIAPP einer solchen Membran ausgesetzt wirce Babei auftretenden
konformellen Anderungen wurden mittels ATR-FTIR-Bipeskopie an der

anionischen, trdgergebundenen Membran verfolgtiMigt al., 2008; Jha et al., 2009].

In Bild 4.7 oben ist die zeitliche Anderung der Ahii-Bande von hlIAPP dargestellt,
nachdem 10 pM hIAPP in die mit einer anionischen PBDOPG (7:3)

Lipiddoppelschicht beladenen ATR-Zelle injiziert sle. Unten in Bild 4.7 befinden
sich die entsprechenden normierten Spektren.
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Bild 4.7: Amid-I-Bande von 10 uM hIAPP in Gegenwart eingmionischen DOPC/DOPG (7:3)

Lipiddoppelschicht in Abhangigkeit der Zeit (obe®mid-I’-Bande nach Normierung des
Flacheninhaltes (unten) [Jha et al., 2009].

Das Maximum der Amid-I'-Bande verschiebt sich wdttteder Aggregation von
1646 cmi nach 1624 ci. Im Vergleich zu hIAPP in Abwesenheit der Lipidnisian
(Bild 4.3) fallt auf, dass sowohl die Adsorptiors auch die Konformationsumwandlung
wesentlich schneller ablauft. Nach 2 h ist bereitee Konformation erreicht, die in
Abwesenheit der Membran nach 20 h erreicht wurdgztlich ist das Maximum im
Bereich der intermolekularefi-Faltblatter in Gegenwart der anionischen Membran
wesentlich starker ausgepragt. Dies zeigt, dass Himillenwachstum weiter

fortgeschritten ist.
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Die Betrachtung der 2. Ableitung und der Fourietf $¥convolution lasst sechs
Sekundarstrukturbanden fur hIAPP nach 6 min bei 1674, 1666, 1662, 1652, 1645
und 1638 crt erkennen (Bild 4.8). Die ausgepragteste Bandentbefi sich bei

1645 cnt.
\
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Bild 4.8: 2. Ableitung und Fourier Self Deconvolution detcthennormierten Spektren aus Bild 4.7 [Jha
et al., 2009].

Im Laufe der fortschreitenden Aggregation entsteBamden bei ~1684, 1626 und
1619 cnt, wobei die beiden letzteren die Ausbildung intelekolarer B-Faltblatter

deutlich machen.
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Die Bandenanpassung der normierten Spektren fuedigen 5 h der Messung gibt
einen quantitativen Einblick in die mit der Zeitftaetenden Anderungen in der
Sekundarstruktur des Peptids (Bild 4.9).
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Bild 4.9: Anderungen in der Sekundarstruktur von 10 uM MRAR Gegenwart einer anionischen
DOPC/DOPG (7:3) Doppelschicht in Abhangigkeit deitfJha et al., 2009].

Die konformationellen Anderungen verlaufen im Wekemen wie bei der Aggregation
in Abwesenheit der Membran (Bild 4.5), jedoch inezn anderen Zeitrahmen. Es bildet
sich ein grol3erer Anteil an intermolekularBr-altblattern (+5 %) auf Kosten von
Schleifen aus (-5 %).
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4.2.4 hlAPP in Gegenwart einer DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) ,Rédt"
Modellmembran

Wahrend die Aggregation von hIAPP in homogenen, abem negativ geladenen
Modellmembranen mittlerweile relativ gut untersushirde, gibt es nur wenige Studien
Uber die Wechselwirkung von hIAPP mit heterogenaft-RModellmembranen. Es gibt
jedoch Hinweise, dass Komponenten, die zur Phaparetén beitragen, wie z.B.
Cholesterol und Sphingolipide, ein allgemeiner Bedteil von humanen
extrazellularen Amyloidfibrillen sind [Gellermanrt al., 2005]. Um dieser Tatsache
Rechnung zu tragen, wurde hIAPP mit ATR-FTIR-Sped#opie in Gegenwart einer
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Membran untersucht.

Die Spektren der untergrund- und basislinienkoerigin (oben) sowie der normierten
(unten) Amid-I'-Banden nach Injektion von 10 pM MR in die mit der
Lipiddoppelschicht beladenen Zelle sind in Bild Gt.dezeigt. Die Verschiebung des
Maximums von 1645 cih nach 1624 ci zeigt die Umwandlung von Uberwiegend
ungeordneten Strukturen in intermolekul@&altblatter wahrend der Adsorption und
gleichzeitiger Aggregation an.
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Bild 4.10: Entwicklung der Amid-I'-Bande von 10 uM hIAPP ire@nwart einer DOPC/DPPC/Chol
(1:2:1) Membran (oben, [Jha et al., 2009]). Flacloemierte Spektren (unten).

Die 2. Ableitung und Fourier Self Deconvolution deormierten Spektren liefert
unterscheidbare Banden bei 1682/1673/1665, 1658, 185542 und 1635 cf mit den
ausgepragtesten Banden bei 1642 und 1649(&ifd 4.11).
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Bild 4.11: 2. Ableitung und Fourier Self Deconvolution déicthennormierten Spektren aus Bild 4.10.

Unter der vereinfachten Annahme, dass die Ubergimgsomente der
unterschiedlichen Konformere gleich sind, lasshsatis der Bandenanpassung der
Amid-I'-Bande eine Anfangspopulation von ungefabr% Schleifen, 17 %x-Helices,

28 %B-Faltblattern und 15 % ungeordneten Konformatiomenitteln (Bild 4.12).
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Bild 4.12: Aus Bandenanpassung ermittelte Konformationsantedn hlAPP in Anwesenheit einer
Raftmembran zu ausgewahlten Zeitpunkten.

Der Anteil von a-Helices zu Beginn der Aggregation wirde einen Bclrdiher
vorgeschlagenen Mechanismus untermauern, bei denKahformationsumwandlung
von hIAPP in der Gegenwart von Membranen (doérelikale Konformationen verlauft
[Knight & Miranker, 2004; Apostolidou et al., 2008ayasinghe & Langen, 2005].
Durch den Aggregationsprozess erscheinen Bander1685 und 1616 cih welche
auf Vorliegen von intermolekularef-Faltblattern mit starken Wasserstoffbriicken
rickschlieBen lassen (~41 % nack 300 min). Die Ausbildung def-Faltblatter
geschieht auf Kosten von Schleifem;Helices, und ungeordneten Strukturen. Die
Aggregationskinetik ist gegeniber der von hIAPP aer anionischen
Lipiddoppelschicht nur geringfugig langsamer, jddadrd ein um ~60 % geringerer
Anteil an Aggregatstrukturen erhalten. Es darf siiek werden, dass die anfangs am
Rand der Lipiddomanen adsorbierten hlIAPP-Molekite Nukleationsplatze dienen.
Die durch Peptidinsertion verminderte Grenzliniemspung zwischen benachbarten
Doménen konnte diesen Prozess beglnstigen.

4.2.5 Einfluss von prolAPP auf die Aggregation von hlIAPP

Um herauszufinden, wie prolAPP die Amyloidogenizitton hIAPP beeinflusst,
wurden eine Mischung aus 10 pM hIAPP und 10 uM AdP#l, die fur 3 h bei
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Raumtemperatur im Uberkopfschiittler geschiitteltdeusowie eine Mischung, die nur
fur 4 min geschuttelt wurde (Vortexer) in Gegenwarter anionischen Lipidmembran
untersucht. Uber einen Zeitraum von 96 h wurde j@fe min ein Spektrum
aufgenommen. Spektren der ersten 20 h der Messwsmygtm Bild 4.13 dargestellt.
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Bild 4.13: Zeitlicher Verlauf der ATR-FTIR-Spektren einer IMischung von hlAPP und prolAPP (je
10 pM), nachdem die Probe fiir 3 h (oben) oder fiid (unten) geschuttelt und anschlieRend

in die eine DOPC/DOPG (7:3) Lipiddoppelschicht aftdnde ATR-Zelle injiziert wurde [Jha
et al., 2009].

Bei der Mischung, die Gber 3 h geschuttelt wurdmrite innerhalb der 96 h Messzeit
keine Verschiebung des Maximums der Amid-I'-Bandeoliachtet werden. Die
Spektren zeigen jedoch eine aul3erst geringe Gegangitat (Bild 4.13, oben). Ein
unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrter TisBak zeigte jedoch bereits zu
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Beginn einen ausgepragten Emissionspeak bei 482vas pedeutet, dass bereits eine
Aggregation in Losung wahrend der 3 h Mischzeittgéiunden haben muss [Jha et al.,
2009]. Auch die ThT Assays fur Peptidmischungen RbAPP:prolAPP im Verhéltnis
1:1 und 1:3 bei einer Mischzeit von nur 4 min offarten eine Aggregation, jedoch mit
einer im Vergleich zu hIAPP um den Faktor ~3 vegknten Nukleationsphase. Dieser
Befund zeigte sich auch bei der entsprechenden RTIR-Messung (Bild 4.13, unten).
Die Ausbildung intermolekulare-Faltblatter ist im Vergleich zu reinem hIAPP in
Gegenwart der anionischen Membran leicht verlangsam

Fur einen direkten Vergleich der Adsorptions- urbrifationskinetiken von hIAPP
und der hIAPP/prolAPP (1:1) Mischung wurde die REaer Amid-I'-Bande durch
Integration von 1710 bis 1585 &ngegen die Zeit aufgetragen, sowie der Anteil an
intermolekularerp-Faltblattern unter Berlcksichtigung der (nichtnmen) Amid-I'-
Gesamtflache (Bild 4.14).
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Bild 4.14: Oben: Adsorptionskinetiken von einer 1:1 Mischaug hIAPP und prolAPP in Gegenwart
einer anionischen Membran (griin) und von hlIAPB&genwart der anionischen Membran
(rot), der DOPC:DPPC:Chol (1:2:1) Membran (schwaayie der DOPC Membran (blau).
Unten:B-Faltblattanteil unter Beriicksichtigung der AmidHlache [Jha et al., 2009].

Die Adsorptionskinetik von hIAPP an der anionischetfembran ist geringfligig
schneller als die der hlAPP-prolAPP-Mischung, wasnayso fur die Fibrillations-
kinetik gilt. Die endgultigen Adsorptions- wie auéhbrillationsintensitaten sind fur
hlIAPP geringer als fir die Peptidmischung, was wlioh auf eine keiminduzierte
Kofibrillation des prolAPP zuriickzufuhren ist. Dieerlangerte Nukleations- und
Elongationsphase der hlIAPP-prolAPP-Mischung korohtech Wechselwirkung und
Komplexbildung zwischen dem hochamyloidogenen hiA®®Pn und bestimmten
Regionen des prolAPP, wie z.B. der pro-Region,ang# kommen.
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4.3  Aggregation von prolAPP

In diesem Abschnitt wurden dieselben Membransystemeein Abschnitt 4.2 auf das
Peptid prolAPP angewandt, um die zugrundeliegeMiechanismen der Aggregations-
bzw. Fibrillationsreaktion der Peptide hIAPP undolpiPP in Gegenwart dieser
Membranen vergleichen zu kdnnen.

4.3.1 ProlAPP in Gegenwart einer homogenen DOPC- und eimdneterogenen
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Raftmembran

Vergleiche von teilprozessiertem und vollstandigermlAPP haben gezeigt, dass die
Aggregationsneigung mit steigender Anzahl von gatath Resten, die dem
amyloidogenen Kern von hlAPP direkt benachbart ,sadshimmt [Yonemoto et al.,
2008]. Aus diesem Grund besitzt prolAPP eine wéishngeringere Amyloidogenizitat,
als hlAPP. Die ATR-FTIR-spektroskopischen Untersuden haben ergeben, dass
10 uM prolAPP weder in Gegenwart der ungeladenean ndgativ geladenen noch in
Anwesenheit der heterogenen Raftmembran aggregighea et al., 2009]. Um
Uberhaupt eine Aggregation herbeizufihren, wurdénuiM prolAPP bendtigt, und
selbst dann trat vollstandige Aggregation nur irg&wvart der schon aus den hlAPP-
Untersuchungen in Abschnitt 4.2 als stark amylo&ogharakterisierten anionischen
Phosphoglyceridmembran auf.
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Bild 4.15 zeigt ATR-FTIR-Banden der Amid-I'-Regiomon 40 puM prolAPP in
Gegenwart einer DOPC- und einer Raftmembran.
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Bild 4.15: Amid-I'-Bande von 40 uM prolAPP in Gegenwart eil®®PC-Membran (oben) und einer
DOPC/DPPC/Chal (1:2:1) Membran (unten) [Jha et241Q9].

Bild 4.15, oben lasst sich entnehmen, dass 40 [ dVAPP in Gegenwart einer DOPC-
Membran keine signifikanten Sekundarstrukturandgean erfahrt, da sich das
Wellenzahlmaximum und die Form der Amid-I'-Bandehtiandern. In Gegenwart der
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Lipiddoppelschicht (Bild 8,1unten) bildet die Amid-I'-

Bande erst nach 3 Tagen eine Schulter im Bereichiniermolekularer3-Faltblatter

aus, welche sich nach 7 Tagen nur geringfligig wentavickelt hat. Daher scheint
prolAPP in Anwesenheit einer heterogenen Raftmemior&inem geringen Ausmal3 zu
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aggregieren, jedoch ist die Umwandlung sehr langsadndie Aggregate scheinen nicht

besonders geordnet vorzuliegen.

4.3.2 ProlAPP in Gegenwart einer anionischen DOPC/DOPG (B)

Lipidmembran
Die Aggregation von 40 uM prolAPP wahrend der Agson an eine anionische
Membran ist in Bild 4.16 zu erkennen.
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Bild 4.16: Entwicklung der Amid-I'-Bande von 40 pM prolAPP lwénd Adsorption an eine anionische
DOPC/DOPG (7:3) Lipiddoppelschicht (oben). Zugepérormierte Spektren (unten) [Jha et
al., 2009].
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Das Maximum der Amid-I'-Bande verschiebt sich wéaltreles Aggregationsvorgangs
von 1644 crit nach 1628 ci und bestatigt damit die Ausbildung intermolekutare
B-Faltblatter.

Genauere Betrachtung der Daten nach 2. Ableiturdy kourier Self Deconvolution
lasst sieben unterscheidbare Banden fur das natotAPP bei 1678, 1674, 1665, 1657,
1647, 1641 und 1631 cherkennen (Bild 4.17). Zur besseren Visualisierungden
die Spektren in y-Richtung leicht versetzt dargéste
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Bild 4.17: 2. Ableitung und FSD der flachennormierten Spekiren 40 uM prolAPP in Gegenwart der
anionischen Membran [Jha et al., 2009].
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Durch die Aggregation verschieben sich einige dand&n nach grélieren Wellenzahlen
hin. AuRerdem erscheinen zwei ausgepragte Bandenlb&8 und 1619 cth In Bild
4.17 verdeutlichen die Pfeile jeweils auf der linkeeite die starke Verschiebung der
Subbande bei ~1647 ¢mwelche einen-helikalen Konformation zuzuordnen ist.

FUr eine quantitative Analyse der zugrundeliegen@kundarstrukturdnderungen
wurde eine Bandenanpassung der normierten Amicklie® zu ausgewahlten
Zeitpunkten vorgenommen. In Bild 4.18 ist die Zefitt Anderung der Konformationen
innerhalb der ersten 40 h abgebildet.
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Bild 4.18: Zeitliche Anderung der Sekundarstrukturanteile dei Aggregation von 40 pM prolAPP in
Gegenwart der anionischen DOPC/DOPG (7:3) Memhrha €t al., 2009].
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Abgesehen vom unterschiedlichen Zeitrahmen vertiiafAggregation von prolAPP an
der Lipidgrenzflache ahnlich wie die von hIAPP ohinpidgrenzflache (Abschnitt
421, Bild 4.5). Lediglich die Subbande bei ~1686i%, die vermutlich von
intramolekularenB-Faltblattern herriihrt, &ndert sich geringfugig viih % auf 14 %
und wurde daher in Bild 4.18 in orange dargestélle Struktur der Aggregate von
membrangebundenem hIAPP (Abschnitt 4.2.3, Bild %®ist wenige Prozent weniger
Schleifen und etwas mehr intermolekulgBeFaltblatter auf. Fur die verminderte
Amyloidogenizitat sind vermutlich zwei Grinde vemaartlich: Erstens die erhéhte
Ladungsdichte (siehe prolAPP-Bild 2.5) und zweitatie aufeinander folgenden
Ladungen des gegenuber hIAPP verlangerten C-Teanimelche dem amyloidogenen
hIAPP-Kern direkt benachbart sind [Yonemoto et2008].

Die unterschiedlichen Sekundarstrukturanteile der der Membran aggregierten
Spezies von hIAPP und prolAPP spiegeln sich auch den verschiedenen
Morphologien wider, wie anhand von rasterkraftmgkapischen Aufnahmen gezeigt
wurde [Jha et al., 2009]. Im Gegensatz zu hiIAPBebiprolAPP hauptsachlich kleine
oligomerartige, nicht geordnete Strukturen an deoraschen Lipidmembran, welche
eine Hohe von ~3,5 nm besitzen. Diese Hohe korreipd mit der Hohe von
normalen Fibrillen, welche typischerweise zwisch2nnm (im Falle von hIAPP-
Fragmenten [Kayed et al., 1999] uaeSynuclein [Apetri et al., 2006]) und 6 nm (z.B.
bei hIAPP [Marek et al., 2007] und Insulin [Jansen al., 2005]) variiert. Die
unterschiedliche Morphologie von prolAPP koénnte cofur die zusatzlichen
pro-Regionen (also die zusatzlichen N- und C-teaheim Flanken im Vergleich zu
hIAPP) zustande kommen, da effizientes Packen daelills in geordnete Strukturen
dadurch mdglicherweise behindert wird. Eine der lotign Funktionen der N- und C-
terminalen Bereiche des prolAPP kdnnte also dieméatung der Aggregation in
frihen Stadien der hIAPP-Biosynthese und wahrend deansportes Uber die
sekretorischen Pfade sein [Yonemoto et al., 20B8]wurde auch vorgeschlagen, dass
die Fibrillbildung von prolAPP und teilprozessiargrolAPP durch Membranen sogar
inhibiert wird, wahrend die von hIAPP beschleumgtd [Khemtémourian et al., 2009].
ProlAPP oder teilprozessiertes prolAPP ist jedo@hnscheinlich nicht ganzlich von
der frihzeitigen, intrazellularen Amyloidbildungsgenommen [Paulssaat al., 2006;
Krampertet al., 2000]. Z. B. haben verschiedene Studiereigezdass prolAPP mit
Heparansulfat-Proteoglykanen in Wechselwirkung, titodurch Aggregationskeime
fur die Amyloidbildung entstehen [Park & Verche&801; Meng et al., 2007]. Auch
eine falsche Prozessierung des prolARPRivo konnte ein auslosendes Moment fir die
Amyloidablagerungen sein [Paulsson et al., 200@&ri{i&émourian et al., 2009].
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4.4  Inhibition der hIAPP-Aggregation durch Molekulinhib itoren

Die Aggregation von hlAPP in Gegenwart von Membramairde in den vorherigen
Abschnitten eingehend untersucht. Die Entstehung [pabetes Mellitus Typ 2
(T2DM) wird mit der Fibrillbildung von hlIAPP sowolalufgrund der Zelltoxizitat durch
Membranzerstérung als auch des Funktionsverlustss PP und kofibrillierter
Proteine/Peptide im Pankreas ursachlich in Zusarharen gebracht. Die
Unterdrickung einer solchen Aggregation des hocla@dogenen hlAPP gilt daher als
ein wichtiger mdglicher Ansatz bei der Therapie VbARDM. Da wenig Uber die
préafibrillaren und fibrillaren Strukturen von hlAPEhd generell von amyloidogenen
Peptiden bekannt ist, ist es schwierig, Inhibitorgyezielt zu entwickeln.
Amyloidfibrillen im Allgemeinen haben jedoch auf tekularer Ebene Grund-
gemeinsamkeiten, wie z.B. die crds$-altblatter mit starken Wasserstoffbriicken.
Daher durften Molekilinhibitoren, die sich gegem dhibrillbildung anderer Peptide
(z.B. AB undTt, die Alzheimerpeptide) bewéhrt haben, auch bei\t&hinderung der
Fibrillation von hIAPP von groRem Nutzen sein.

In diesem Abschnitt wird der Einfluss der Molektiibitoren Resveratrol sowie zweier
Rhodaninderivate auf die Fibrillbildung von hIAPR Gegenwart der anionischen
Lipidmembran untersucht. Die Strukturformeln zweieweiterer potentieller

Molekulinhibitoren, Chicago Sky Blue und Lacmoidnse ATR-FTIR-Spektren eines

jeden dieser beiden Inhibitoren im Gemisch mit HPAIR Gegenwart der anionischen
Membran sind im Anhang enthalten.

4.4.1 Rhodanininhibitoren

In einer Studie Uber die Inhibition derAggregation wurden kirzlich zwei auf einem
Rhodaningerlist basierende Inhibitoren ausgemachdlche eine sehr geringe
Zelltoxizitat besitzen und daher als potentiellkilbitor-Medikamente in Frage kommen
[Bulic et al., 2007]. Es sollte nun festgestelltrden, ob diese Verbindungen auch die
Aggregation von hIAPP inhibieren, welches zwar eingdllig andere
Aminosaurensequenz besitzt, dessen fibrillare Malgaie jedoch derjenigen des
T-Aggregates ahnlich ist.
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In Bild 4.19 sind die ATR-FTIR-Spektren von 10 uNARP und 10 pM hIAPP mit je
1 uM der Inhibitorenl oder 2 (Strukturformel siehe Bild 2.6) nach jeweils 20 h
Inkubation an der anionischen Lipiddoppelschichigdatellt.
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Bild 4.19: ATR-FTIR-Spektren von 10 uM hIAPP (rot), 10 uM BRR + 1 uM Verbindung (griin) und

10 uM hIAPP + 1 uM Verbindun@ (blau) nach 20 h Inkubation in Gegenwart der
DOPC/DOPG (7:3) Lipiddoppelschicht.

In Abwesenheit des Inhibitors weist die Amid-I'-Bindes hIAPP eine hohe Intensitét
auf, was die hohe Affinitat zur Lipidmembran anteimd das Maximum bei 1623 &m
macht die Aggregation kenntlich, wie in Abschnit2.8 ausfuhrlich behandelt wurde.
Wenn dem Puffer Inhibitor zugesetzt war, ist hirggegkeine Aggregationsbande
sichtbar. Es erscheinen vielmehr breite IR-Bandénnmedriger Intensitat bei 1646-
1648 cmt', welche typisch fiir einen groRen Beitrag an ungeeten Konformationen
monomerer und kleiner oligomerer hIAPP-Partikel libsung, jedoch nahe der
Lipidmembran (im Eindringbereich der evaneszentesil&) sind.

Die Effizienz der Inhibition wurde auch durch Mesguder Fluoreszenzintensitat des
amyloidspezifisch bindenden Farbstoffs Thioflavimmit Bezug auf die Intensitat der
reinen hlIAPP-Aggregate ohne Inhibitor (100 %) bwesit [Mishra et al., 2009]. Die
Konzentration, bei der die Halfte der Fibrillbildyiwerhindert wurde (IC50), wurde fur
Verbindungl zu 1,23 uM bestimmt und zu 0,45 pM fir VerbinduhgAus diesen
Daten lasst sich ermitteln, dass hIAPP wahrsclaginthit Inhibitorl im Verhaltnis 1:1
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wechselwirkt, was nahelegt, dass die Inhibitionemeem sehr frihen Zeitpunkt des
Aggregationsprozesses stattfindet. Die nicht aqlamneo Wechselwirkung, die bei
Verbindung2 beobachtet wurde, lasst vermuten, dass diesdritoheher gegen kleine
Oligomere aktiv wird und diese davon abhélt, reRérillen zu formen. Die
Wechselwirkung kommt wahrscheinlich zwischen dentetozyklischen Ringsystem
des Inhibitors und hydrophoben Stellen an der Qderé des monomeren oder
oligomeren hIAPP zustande. Die Unterschiede derteSletten am Gerlst der
Verbindungerl und2 kénnten die verschiedenen Ausmal3e der Inhibitrkléeen, wie
es zuvor im Falle desProteins diskutiert wurde [Bulic et al., 2007].

Durch AFM-Aufnahmen wurde festgestellt, dass hlIARSegenwart von Verbindung
2 kleine oligomere Strukturen von 3-4 nm GroRRe ljldeelche in Gegenwart von
Verbindungl nicht auftreten [Mishra et al., 2008]. Solch eeBario stimmt gut mit
den IR-Daten Uberein, welche darauf hinweisen, dasshlAPP-Inhibitor2-Komplex
eine signifikante Population an strukturell ungemtegn Oligomeren enthalt. Ein etwas
anderes Bild ergibt sich fur das Szenario mit Viedhing1, wo nur eine sehr geringe
Intensitat auftritt, welche typisch fur die Gegemwwaon ungefalteten Monomeren in
Lésung ist. Dies zeigt nochmals, dass die beidéibitoren stérend auf die starke,
natirliche Neigung des hIAPP, sich zusammenzulagémwirken, wenn auch mit
verschiedenen spezifischen Wechselwirkungen, wetcheerschiedenen Populationen
der finalen, inaktiven Spezies fuhren. Dieses Emngelst auch ein Beispiel dafiir, dass
auch kleine Anderungen in der Struktur der Molekiibbitoren zu einem
unterschiedlichen Verhalten bei der Modulation Bliesteinaggregation fuhren.

4.4.2 Resveratrol

Polyphenole sind eine Gruppe von Verbindungendbaen festgestellt wurde, dass sie
als Inhibitoren der Fibrillbildung von [ a-Synuclein und Prionen wirken [Porat et al.,
2006]. Die Phenolverbindung Resveratrol (trans43;%ihydroxystilben), welche in
signifikanten Mengen (130-220 uM) in Rotwein zudim ist, verhindert effektiv die
Fibrillbildung von A3 (25-35) und reduziert den sekretierten und intralzeen AB-
Spiegel [Marambaud et al., 2005]. Da hIAPP urftighnliche Aminosduresequenzen in
der vermutlich geordneten Region aufweisen und mugleiche Sekundarstrukturen im
fibrillierten Zustand besitzen [Jayasinghe & Lange2004], darf ein ahnlicher
inhibierender Effekt von Resveratrol auf die hlIAPPrillbildung erwartet werden.
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Der inhibierende Effekt von Resveratrol auf dierfibldung von hIAPP in An- und
Abwesenheit einer anionischen Lipidmembran istiid B.20 dargestellt.
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Bild 4.20: ATR-FTIR-Spektren von 10 uM hIAPP in Gegenwartegianionischen DOPC/DOPG (7:3)
Lipidmembran (schwarz), 10 uM hlIAPP + 10 uM Restretan Abwesenheit der Membran
(grin) und 10 uM hIAPP + 10 uM Resveratrol in Gegart der anionischen Membran (rot).

Alle Spektren wurden nach 20 h Inkubation bei 25rf@er ATR-FTIR-Zelle aufgenommen
[Mishra et al., 2009].

Die fir in Gegenwart der Lipidmembran aggregiertelAPP charakteristische
Amidbande mit einem Maximum bei ~1620 ¢nblieb nach Beimischung von
Resveratrol aus (Bild 4.20, rot). Die hIAPP-Molekiidleiben in Lésung und sind nicht
in Kontakt mit der Lipidmembran. Das Einwirken voResveratrol auf die
Fibrillbildung von hIAPP in Abwesenheit der Membrdplieb ebenfalls ohne
amyloidspezifische Anzeichen.

Aus Messungen der Fluoreszenzintensitat des ansyexifisch bindenden Farbstoffs
Thioflavin T wurde der IC50-Wert von Resveratrolr zinhibierung der hIAPP-

Aggregation auf 3,3 pM bestimmt [Mishra et al., 2D0Bomit kdnnte Resveratrol als
ein geringfligig schwacherer Inhibitor bezeichnetrdea als die zuvor untersuchten
Rhodaninderivate (mit IC50-Werten von 0,45 uM ur23luM, siehe Abschnitt 4.4.1).
Die Unterschiede in den IC50-Werten von untersditikeen Komponenten reflektieren
jedoch in erster Linie die Tatsache, dass dieseaunterschiedlichen Stadien der
Fibrillation wirken und/oder an verschiedenen $teldes Molekils oder Oligomers
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wechselwirken. Im Allgemeinen wird angenommen, daBselyphenole durch
Wechselwirkung mit den hydrophoben Taschen derilfEitdungsintermediate in den
Verlauf des Aggregationspfades eingreifen.

Begleitende AFM-Messungen zur Untersuchung der kialiqgie der Fibrillen zeigten,
dass 10 uM hIAPP, welches Uber 96 h mit Resveratrol Verhaltnis 1:1 in
Phosphatpuffer (pH 7,4) bei 25 °C inkubiert wurdpharische Strukturen mit Héhen
von 3-4 nm bildet. Im Gegensatz dazu bildete hlARRe Zugabe von Resveratrol die
typischen langen, unverzweigten Fibrillen mit Hoélven 3-5 nm.

Fur die Inhibition der Fibrillbildung von hIAPP wdr eine substdchiometrische
Konzentration an Resveratrol bendtigt. Das weissamumen mit den AFM-

Untersuchungen darauf hin, dass die Fibrillbilduimg einem frihen Stadium

unterbrochen wird, jedoch geringfiigig spater als déen Rhodaninderivaten. Die
Inhibitionsprodukte weisen in diesem Fall kleinph&rische Strukturen auf. Da diese
Off-Pathway-Aggregate nicht zelltoxisch sind [Miahat al., 2009], kommt Resveratrol
als Kandidat fur die Entwicklung eines Medikamentsir Behandlung von

Diabetes Typ 2 in Frage. Anhand der ATR-FTIR-Spms&opie konnte weiterhin

gezeigt werden, dass Resveratrol die Fibrillbildangh in Gegenwart von anionischen
Lipidmembranen verhindert, welche daftir bekannd sthe Aggregation von hIAPP zu
induzieren und stark zu beschleunigen.
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4.5 Inhibition der IAPP-Aggregation durch Peptid-Inhibi toren

Neben den Molekilinhibitoren werden auch natirligtaer chemisch modifizierte
Proteine/Peptide als Inhibitoren der hIAPP Fibiidlbng erprobt. In diesem Abschnitt
wurde der inhibitorische Effekt der kirzlich entketten Peptide NF(N-Me)GA(N-

Me)IL (NFGAIL-GI), des 37 Aminosauren langen, niahtyloidogenen hIAPP-

Analogons [(N-Me)G24, (N-Me)I26]-IAPP (IAPP-GI), sle natlirlichen hIAPP-

Aggregationsinhibitors Insulin und des natirlichelAPP-Analogons Ratten-IAPP
(rIAPP) auf die Aggregation von hlAPP in Gegenwarter anionischen Lipidmembran
untersucht. Dazu wurde zunachst die Wechselwirkdieger Komponenten mit der
anionischen Membran sowie die des amyloidogenennpégtids hIAPP (22-27)

(NFGAIL) mit der anionischen Lipidmembran untersuchnschlielend wurden 1:1-
Mischungen der oben genannten Komponenten mit hIARPGegenwart der

anionischen Lipidmembran inkubiert und dabei ATREEEBpektroskopisch

charakterisiert. Schliel3lich wurde Uberprift, ob duvor genannten Peptide NFGAIL-
Gl und IAPP-GI in der Lage sind, in Gegenwart deioaischen Membran aggregierte
Fibrillen von hIAPP wieder aufzulGsen.

4.5.1 hlAPP-Analoga und Insulin in Gegenwart einer anionschen
Lipidmembran

Zunachst wurden ATR-FTIR-Spektren der einzelnen gonenten hIAPP, IAPP-GI,
NFGAIL-GI, rlAPP, Insulin und NFGAIL an der aniowmisen Lipidgrenzflache
aufgenommen. Bild 4.21 stellt die Spektren von HARIAPP, IAPP-GI, Insulin,
NFGAIL-GI und NFGAIL nach jeweils 20 h Inkubation der mit einer Lipidmembran
beladenen ATR-Zelle dar.
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Bild 4.21: ATR-FTIR-Spektren verschiedener Peptide nach 20nkubation in Gegenwart einer
anionischen Lipidmembran.

Die Intensitdt der nicht normierten Amid-I'-Bandeibly das Ausmal} der
Wechselwirkung der einzelnen Komponenten mit der mid&n wider. Das
Peakmaximum von hIAPP bei ~1625 tnzeigt die Aggregation durch Bildung
(paralleler) intermolekulargs-Faltblatter auf. Weiterhin lasst sich erkennerssddAPP
zwar ahnlich stark mit der anionischen Lipidmembnateragiert wie hlAPP, jedoch
nicht aggregiert. Das Peakmaximum des adsorbiet&PP erscheint bei 1647 ¢
was mit einer weitgehend ungeordnetehélikalen Konformation des in die
Lipidmembran insertierten rlAPP Ubereinstimmt, wae auch in friheren Studien
berichtet wurde [Knight et al., 2006; Engel et @006]. Die Unterschiede zwischen
nichtaggregiertem hlIAPP (siehe Abschnitt 4.2.3) dach membranadsorbierten rIAPP
sind gering. FUr das membranadsorbierte rIAPP wuRlspulationen von 28 % Kehren
und Schleifen, 13 %oa-Helices, 43 % intramolekularep-Faltblatter und 16 %
ungeordneter Konformationen bestimmt. rlIAPP in lhiswnd membranadsorbiertes
rIAPP weisen nahezu identische ATR-FTIR-Spektreh (aiehe Anhang, Abschnitt
6.2), folglich sind keine signifikanten Unterscheedin der Sekundarstruktur-
zusammensetzung der beiden Spezies festzustellen.

Die Amid-I'-Bande von IAPP-GI besitzt ein Maximuneib~1643 crit, was fiir einen
groRen Anteil an Zufallsknauelkonformationen chsegktisch ist. Die hohe
Peakintensitat spricht flr eine signifikante Wedbhs&ung von IAPP-GI mit der
Lipidgrenzflache. Die Unterschiede zwischen hIAPB Beginn der Inkubation
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(Abschnitt 4.2.3) und IAPP-GI sind ebenfalls ggriDie Amid-I'-Bande von IAPP-GI
ist gegenuiber der von hIAPP um 2 tmeon 1646 nach 1644 c¢hverschoben.
Quantitative Analyse durch Bandenanpassung ergebZzisammensetzung von ~31 %
Kehren und Schleifen, 14 %-Helices, 40 %{3-Faltblattern und 16 % ungeordneten
Konformationen fur IAPP-GI. Die strukturellen Eigahaften des membran-
gebundenen IAPP-GI scheinen daher ahnlich denemdesbrangebundenen rlIAPP zu
sein. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurdene keignifikanten Amid-I'-
Intensitaten bei NFGAIL-GI und NFGAIL festgestellas heil3t, dass diese Peptide gar
nicht mit der anionischen Lipidmembran interagiererglicherweise aufgrund der
fehlenden N-terminalen Sequenz des hIAPP, von dgermommen wird, sie sei
hauptséachlich fur die Wechselwirkung des hIAPPdwit Lipidmembran verantwortlich
[Engel et al., 2006; Lopes et al., 2007]. Im Faless NFGAIL hat bereits eine starke
Aggregation und Fibrillbildung in der wassrigen Béastattgefunden, wahrend
NFGAIL-GI sich bereits zuvor als sehr gut l6slicheschtamyloidogenes Peptid
erwiesen hat [Kapurniotu et al., 2002; Tatarek-Mbstal., 2005].

4.5.2 hlAPP/Peptidinhibitor - Heterokomplexe

Weiterhin wurden 1:1-Mischungen von hIAPP mit denhibitoren I1APP-GI,

NFGAIL-GI, Insulin und rlAPP in Gegenwart einer anischen Lipidmembran
inkubiert und dabei die Vorgange an der Membrargjtéche ATR-FTIR-

spektroskopisch verfolgBild 4.22 zeigt die ATR-FTIR-Spektren der 1:1 Mischungen
des jeweiligen Peptids mit hIAPP nach 20 h Inkuratian der anionischen
Lipidgrenzflache.
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Bild 4.22: Vergleich der Amid-I'-Banden von amyloidogenerRP und 1:1-Mischungen von hIAPP
mit rlAPP, Insulin, IAPP-GI oder NFGAIL-GI nach j@ils 20 h Inkubation in der mit einer
anionischen Membran beladenen ATR-Zelle.

Fur alle gezeigten Mischungen konnte keine Bilduntgrmolekulare-Faltblatter und
Amyloide beobachtet werden. Bei IAPP-GI, InsulindunAPP darf angenommen
werden, dass diese die hIAPP-Aggregation und bbdung stark inhibieren. Deren
Heterokomplexe mit hIAPP weisen jedoch immer noicte &Vechselwirkung mit der
Membran auf, wenn auch in einem geringeren Ausnigaltlia Komponenten alleine
(Bild 4.21). Eine mdogliche Erklarung dafur ist, dadie N-terminale Sequenz des
hlIAPP, welche sich in die Lipiddoppelschicht einbhanicht vollstdndig durch die
Heterokomplexbildung mit den Peptiden blockiertdvivergleiche der FTIR-Spektren
der reinen Peptidkomponenten mit den Spektren dé&PPPeptidmischungen
offenbaren, dass durch die Heterokomplexbildung néei signifikanten
Konformationsanderungen auftreten (Bild 4.21 unid Bi22).
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Das sechs Aminosaurenreste zahlende Peptid NFGAhifgegen erwies sich als sehr
wirksam, was die Inhibition der Wechselwirkung rdér Lipidmembran anging. Die
schwache Intensitat der Amid-I'-Bande mit einem kaxm bei ~1646 ci gibt neben
der Verhinderung der Aggregation eine verminderteeckgéelwirkung des
NFGAIL-GI/hIAPP Heterokomplexes mit der Lipidmembrawvider. Es lasst sich
hieraus schlie3en, dass der inhibierende EffektNIBBAIL-GI auf einer Stabilisierung
des nichtamyloidogenen Heterokomplexes in der wgessrPhase beruht, und dass
durch das Aufheben der Wechselwirkung mit der lapednbran diese inhibierende
Eigenschaft noch verstarkt wird.

4.5.3 Einfluss von IAPP-GI und NFGAIL-GI auf an der Membr an geformte
hIAPP-Fibrillen

In einer friheren Studie wurde gezeigt, dass IARH@er Lage ist, in wassriger Phase
geformte, zytotoxische hIAPP Oligomere und Fibnlleufzulésen und dadurch deren
zelltoxischen Effekt rickgédngig zu machen [Yan ket 2007]. Um festzustellen, ob
IAPP-GI auch hlAPP Aggregate und Fibrillen auflode sich an einer anionischen
Membran geformt haben und dadurch in die Membragetiettet sind, wurde IAPP-GI
im  Aquimolaren Verhaltnis und im zehnfachen Ubarssh zur hIAPP
Monomerkonzentration in die ATR-Zelle injiziert, wauvor 10 uM hIAPP innerhalb
von 20 h an der anionischen Lipidmembran aggregvaren. Zuséatzlich wurde auch
der Effekt von NFGAIL-GI auf zuvor an der Membraafgrmte hlIAPP-Fibrillen im
molaren Verhaltnis 1:1 und 10:1 zu hIAPP studiétt bleibt anzumerken, dass
NFGAIL-GI zumindest nicht in der Lage ist, die Zekizitat von in wassriger Phase
bereits aggregiertem hIAPP rickgangig zu machemaf@ék-Nossol et al., 2005]. Fur
das hIAPP/Inhibitor-Verhaltnis 1:1 wurden Uber @irgeitraum von 4 Tagen und fur
das 1:10-Verhéltnis Uber 7 Tage ATR-FTIR-Spektrgig@nommen.

In Bild 4.23 a) und b) ist zu erkennen, dass beilm\lerhaltnis weder bei Inkubation
mit IAPP-GI noch mit NFGAIL-GI eine Verminderung rdé&ggregationsbande von
hIAPP stattfand. Nach 100 h Inkubation mit dem Iitor war sogar eine weitere
Zunahme der Aggregationsbande im Vergleich zu den \iber 20 h aggregierten
hIAPP zu beobachten.
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Bild 4.23: Amid-I'-Bande von hIAPP nach 20 h Inkubation a@r canionischen Lipidmembran (rote
Linien). Links (Schwarze Linien): 100 h Inkubationit a) (1:1) IAPP-GI oder b) (1:1)
NFGAIL-GI. Rechts (Schwarze Linien): 7 d Inkubatian 10facher Uberschuss IAPP-GlI, d)
10facher Uberschuss NFGAIL-GI.

Zugabe des 10fachen Uberschusses an Inhibitor @u leits aggregierten hIAPP
fuhrte im Falle von IAPP-GI (Bild 4.23 c¢) zu einstarken Zunahme der Amid-I'-

Bande, wahrend im Falle von NFGAIL-GI (Bild 4.23kBine Zunahme zu verzeichnen
war. Diese Beobachtungen kdnnen dadurch erkladieverdass IAPP-GI stark zu der
Intensitat der Amid-I'-Bande beitragt, wahrend NFGASI nicht an der Membran

adsorbiert und somit auch nicht von der evanesmeWelle der ATR-IR-Strahlung

erfasst wird. Die schwache Wechselwirkung von NFIG&I mit der Membran wurde

durch ATR-Spektroskopie der Einzelkomponente begtdsiehe Abschnitt 4.5.1).

Somit lasst sich schlieRen, dass NFGAIL-GI nicheigeet ist, Aggregate von hIAPP
wieder aufzuldsen, die sich in Gegenwart der Lipdellmembran geformt haben.

IAPP-GI hingegen adsorbiert an der Membran, so desémid-I'-Bande zusatzlich zu
der durch die hlAPP-Fibrillen verursachten Intditsitoch einen weiteren ausgepragten
Beitrag durch IAPP-GI erfahrt. Dadurch verschielochsdas Maximum der Amid-I'-
Bande in Bild 4.23 ¢ von 1620 nach 1626 Grand es entsteht der Anschein, der Anteil
an intermolekularerp-Faltblattern wirde auf Kosten von ungeordneterukdiren
abnehmen. Wie jedoch in Bild 4.24 zu erkennen affgnbart die Subtraktion des
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Beitrages der hIAPP-Fibrillen (rote Linie in Bild28 c, Zeitpunkt = 0 der Zugabe von
IAPP-GI), dass eine breite Bande bei ~1645"cmriickbleibt. Die Intensitat dieser
Bande nimmt mit der Zeit zu, was die zunehmendeoAu®n des vorwiegend
ungeordneten IAPP-GI anzeigt.
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Bild 4.24: Amid-I'-Bande von IAPP-GI nach dessen Zugabe aptiBinhibitor, nachdem hIAPP in
Gegenwart der anionischen Lipidmembran zuvor fih2@gregiert war. AnschlieBend wurde
der Beitrag von hlAPP von den hIAPP/IAPP-GI Misohisppen subtrahiert.

Wie in Bild 4.24 des Weiteren zu erkennen ist, eliebt sich das Maximum der Bande
mit der Zeit zu kleineren Wellenzahlen, was sichcudie immer noch fortschreitende
Zunahme der hlIAPP-Aggregation erklaren liel3e. Bstlgich folgern, dass IAPP-GI
seine Fahigkeit verliert, hIAPP Fibrillen aufzulésewie es in wassriger Phase
beobachtet wurde, wenn die Amyloidaggregate in Asembeit von Lipiden gebildet
wurden. Mogliche Erklarungen dafir sind, dass IARPIPmit dem N-Terminus in der
Lipidmatrix immobilisiert wird und deshalb nicht e mit den hIAPP-Aggregaten
interagiert und/oder, dass die Wechselwirkung vBRR-GI mit den hlAPP-Fibrillen
im Gegensatz zu den Gegebenheiten in der wasdrigase durch die starre Einbettung
der hIAPP-Fibrillen in die Lipidmembran verhindevird. Die letztere Erklarung ware
im  Einklang mit frUtheren  Ergebnissen aus spektrpsiahen  und
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen [Engel akf 2008; Domanov &
Kinnunen, 2008; Lopes et al., 2007].
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4.6  Sekundarstruktur von N-Ras Far/HD in Gegenwart vonRaft-
Membranen

Kdrzlich wurde in einer Studie anhand von AFM-Auinzen gezeigt, dass sich N-Ras,
welches mindestens einen Farnesyl-Anker enthélt, die flissig-geordneten
Lipiddomanen von kanonischen Raft-Modellmembraniabaut [Weise et al., 2009].
Durch fortschreitende Diffusion wandern die ProgeianschlieBend in die flussig-
geordnete/flissig-ungeordnete Phasengrenze, wasneu Abnahme der unginstigen
Grenzlinienspannung zwischen den Domanen fiuhrtciddre rdaumliche Nahe kommt
es zu intermolekularen Wechselwirkungen und eshiklch Nanocluster/unspezifische
Aggregate an den Phasengrenzen. Mit ATR-FTIR-Spskapie sollte nun fir das
Protein N-Ras Far/HD gezeigt werden, ob diese Agmrensvorgange auch mit
Anderungen in der Sekundarstruktur des Proteinseegighen. Hierzu wurde nach der
Injektion des Proteins (N-Ras Far/HD, 100 pg/mijlia ATR-Zelle, welche bereits die
fertig praparierte Lipid-Raft-Membran enthielt, ibeinen Zeitraum von 40 h jede
10 min ein ATR-Spektrum aufgenommen. Wie sich hestallte, konnte in ~30% der
Reproduktionsmessungen eine Sekundarstrukturangleanhand der Anderung der
Amid-I'-Bande ausgemacht werden. In allen ander&iteR blieb die Sekundarstruktur
Uber den gesamten Zeitraum von 40 h unverdndertaudaergeben sich zwei
unterschiedliche  Szenarien fur die  Sekundarstrakfnakterisierung von
N-Ras Far/HD in Gegenwart von kanonischen DOPC/DER@ (1:2:1)
Raftmembranen. Im ersten Fall kommen sich die Fnotglekile durch Einlagerung in
die Phasengrenzen zwar raumlich sehr nahe [Weiak, &2009], die Sekundarstruktur
des Proteins bleibt jedoch unverandert. Dieses @werwird in den folgenden
Abschnitten diskutiert. Im zweiten Fall geht das@mmmenlagern in den Phasengrenzen
mit einer deutlichen Anderung der Sekundarstrukinher. Die zugehdrigen Spektren
und deren Sekundarstrukturanalyse sind im Anhamhgd¢Anitt 6.3) widergegeben.

Die Ursachen fir dieses ambivalente Verhalten smch unklar, es wird aber derzeit
vermutet, dass die Beschaffenheit der Ge-Oberflaelreen Einfluss auf das
Phasenverhalten der Lipide haben koénnte, und das®lkkrflachenbeschaffenheit der
Ge-Kristalle zuféalligen Schwankungen unterliegt,ispgelsweise Abnutzung der
Oberflache durch die Mess- und Reinigungsprozeduhen Rahmen dieser Arbeit
wurden die Ge-Kristalle nach jeder Messung mit lesitblichem Spulmittel und Milli-
Q-Wasser gereinigt, und in einem zweiten Reinigadgstt mit Ethanol. Vor einer
jeden Messung wurde der gereinigte Ge-Kristall 80 min mit Niederdruck-
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Sauerstoffplasma behandelt, um evtl. verbleibendgamische Verunreinigungen
vollstandig zu beseitigen und um die Oberflachertytil zu aktivieren. Eine genauere
Charakterisierung der Oberflache, vor allem der HRgieit, kdnnte in zuklnftigen
Studien der Schlissel zur Handhabbarkeit der Tkcfiivi die Untersuchung des
Sekundarstrukturverhaltens von (Membran-)Proteinen Gegenwart von Raft-
Modellmembranen sein.

4.6.1 Adsorption von N-Ras Far/HD an eine heterogene DOROPPC/Chol
(1:2:1) Raft-Membran ohne Anderung der Sekundarstriktur

Die ATR-FTIR-Spektren sind in Bild 4.25 im Bereictler Amid-I'-Bande zu
ausgewahlten Zeitpunkten nach der Injektion von L Rmobe (N-Ras Far/HD,
100 pg/ml) in die mit einer Raft-Membran prapaserATR-Zelle dargestelit.
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Bild 4.25: Oben: Zeitlicher Verlauf der Amid-I'-Bande vonR&s Far/HD nach Injektion in die eine
Raft-Membran enthaltende ATR-Zelle. Unten: flachemmerte Spektren.

Unten in Bild 4.25 befinden sich die zugehorigemmnmerten Spektren. Es zeigt sich,
dass die Form der Amid-I'-Bande Uber den gesamteitraim von 40 h keine

Anderung erfahrt. Lediglich das Signal/Rausch-Vénigwird durch die Zunahme der
signifikanten Signalintensitat und in etwa gleigibendes Rauschen mit der Zeit

besser.
Durch Auftragen der Flache der Amid-I'-Bande gegdie Zeit lassen sich grobe
Aussagen Uber die Adsorptionskinetik des Proteins der festphasengestitzten

Lipiddoppelschicht treffen (Bild 4.26). Die mitteerquadratische Verschiebung eines
Teilchens in einer Dimension [Einstein, 1905] barext sich wie folgt:

(x*) =2Dt. (4.1)
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Der DiffusionkoeffizientD von N-Ras Far/HD lasst sich ndherungsweise aus der
Stokes-Einstein-Beziehung berechnen:
— kBT
6n/R

(4.2)

Hierbei bezeichnety den Viskositatskoeffizienten der Losurlg, ist die Boltzmann-
Konstante und die Temperatur. Der Stokes-RadRiskann aus dem Gyrationsradius

R =43Re 4.3)
abgeschatzt werden.

Der Gyrationsradiu8g flr Proteine lasst sich aus der Proteinkristailgtir bestimmen
und betragt fur N-Ras (1-172Rs = 1,46 nm [Nedyalkova et al., 2008]. Der
Viskositatskoeffizient betragt fur Wasser bei 25/€ 8910° Pas. Damit ergibt sich
nach Gleichungen (4.2) und (4.3) unter Vernachifisgl der Hydrathllle ein
Diffusionskoeffizient fir N-Ras vo® =~ 1,310 m’s™. Die Hohe des Probenraumes
der ATR-Zelle betragh ~ 1,4 mm. Unter der Annahme, dass zum ZeitpunktO
samtliche Molekile im Mittel 0,7 mm von der Memboaerflache entfernt sind und die
Ras-Konzentration unmittelbar an der Oberflache 0 betragt, da Molekile dort
aufgrund von Adsorption aus der wassrigen Phaderahtverden, lasst sich die Zeit,
die ein jedes Molekdl im Mittel benotigt, um zur Mbran zu gelangen, nach
Gleichung (4.1) berechnetw 31,39 min. In Bild 4.26 ist nadh, ~ 531 min die Halfte
aller Molekile an die Membran adsorbiert. Die Agsimnskinetik liegt also in einer
anderen GroRBenordnung als die Diffusion. Die Adsongkinetik wird somit
vermutlich durch relativ langsame Einbauprozesse Rigs-Molekils in die Membran
bestimmt. Eine andere Moglichkeit bestiinde darassddas N-Ras in der Lésung nicht
als Monomeres vorliegt.
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Bild 4.26: Flache der Amid-I-Bande von N-Ras Far/HD in Gegar einer Raft-Membran in
Abhéngigkeit der Zeit.

4.6.2 Sekundéarstruktur von N-Ras Far/HD

2. Ableitung und Fourier-Self-Deconvolution (Bild2Z) offenbaren die Lage von
Subbanden bei ~1677, 1671, 1660, 1654, 1646 und &83, sowie einer Schulter bei
~1627 cn. Bild 4.25 lasst sich entnehmen, dass die verfigien Banden bei ~1687
und 1610 cni, die ebenfalls in Bild 4.27 deutlich zu sehen siddrch Rauschen
bedingt sind und daher nicht zu bericksichtiged.sin
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Bild 4.27: 2. Ableitung und Fourier Self-Deconvolution detdhennormierten Spektren aus Bild 4.25.

Anhand von Bild 4.27 wird weiterhin deutlich, dassuch durch die fir
Sekundarstrukturanderungen sensitiven Bandenaufigserfahren 2. Ableitung und
Fourier-Self-Deconvolution auf3er den statistiscBehwankungen keine signifikanten

Anderungen auftreten.

Mit den aus Bild 4.27 ermittelten Subbanden wur&@ektren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mehrfach mit jeweils leichten Variagonin den Startparametern nach der
Levenberg-Marquardt-Methode angepasst, um die SEksmmukturzusammensetzung
des an die heterogene DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Raftabtan adsorbierenden
N-Ras Far/HD zu bestimmen. Bild 4.28 zeigt die &etien Sekundarstrukturanteile fur

jedes Sekundarstrukturelement.
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Bild 4.28: Sekundarstrukturanalyse von an die Raft-Membraoriertem N-Ras Far/HD.

Insgesamt wurde fur an die Raft-Membran adsorlsert¢-Ras Far/HD eine
Sekundarstrukturzusammensetzung von ~14 % Schle#&n% a-Helices, 15 %
ungeordneten Strukturen und 464strukturen ermittelt. In Tabelle 4.1 werden diese
Werte mit Rontgenstruktur- und NMR-Daten von N-RR466) ohne Ankerregion und
mit ATR-FTIR-Daten von N-Ras Far/HD in Gegenwarinexi DOPC-Membran
gegenubergestellt.

Tabelle 4.1: Literaturvergleich der Sekundéarsturkterschiedener N-Ras-Spezies.

Sekundar- N-Ras (1-166) N-Ras (1-166) DOPC- DOPC/DPPC/Chol
struktur- aus Rontgen- aus NMR-Daten gebundenes (1:2:1) - gebundenes
element strukturanalyse [Kraulis et al., N-Ras Far/HD N-Ras Far/HD
[Milburn et al., 1994] [Guldenhaupt
1990] et al., 2008]
B-Faltblatter 25,9 % 22,3 % 25,1 % 46 %
Zufallsknauel 13,3 % 19,4 % 18,1 % 15%
a-Helices 37,3% 35,5% 33,3% 25 %

Schleifen 23,5% 22,8% 23,5 % 14 %
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Beim Vergleich der Sekundarstrukturzusammensetzurfgdt auf, dass die ATR-
FTIR-spektroskopisch ermittelten Werte fir N-Rasr/IHB in Gegenwart der
heterogenen Raft-Membran einen héheren Anteft-&trukturen und einen geringeren
Anteil an a-Helices und Schleifen aufweisen. Es ist jedoctheachten, dass bei der
Sekundarstrukturermittiung aus FTIR-Daten der Httimskoeffizient der einzelnen
Sekundarstrukturelemente nicht bekannt ist, und edalie Ergebnisse nicht
zwangslaufig mit denen der fir die Sekundarstridgstimmung wesentlich genaueren
Methoden Rontgendiffraktometrie und NMR Ubereingtiem missen. Im Wesentlichen
kommt die Starke der FTIR-Spektroskopie eher beiQterakterisierung von relativen
Anderungen der Sekundarstruktur tber die Zeit zitu@g. Abweichungen von FTIR-
Daten untereinander kénnen sich durch unterschlesllzuordnung der Subbanden zu
den Sekundarstrukturelementen ergeben. Beispiegdewriurde die Subbande bei
~1637 cmt in dieser Arbeit der intramolekularef-Faltblattstruktur zugeordnet,
wahrend sie von [Guldenhaupt et al., 2008] dem |Bkia&uel zugeordnet wurde. Es
gibt zwar empirische Regeln, welche Sekundarstrelemente in welchen
Wellenlangenbereichen zu finden sind [Abschnitt 218riz & Chapman, 1995], jedoch
gibt es, wie bereits in Abschnitt 2.8 erlautertsAahmen von diesen Regeln [Fabian &
Mantele, 2002; Barth, 2007]. Im Falle von N-Ras/H&r wurde die Zuordnung der
Sekundarstrukturen zu den Amid-I'-Subbanden bisigrt eindeutig festgelegt.






5  Zusammenfassung

Die Neigung von hIAPP und dessen Propeptid prolARRych Ausbildung
intermolekularef3-Faltblatter Aggregate zu bilden, wird durch deWechselwirkung
mit Lipidmembranen beeinflusst. Die Amyloidogenedes hIAPP, Ursache von
Diabetes Mellitus Typ 2, kann durch zwei Klassem wohibitoren verhindert werden.
Molekulinhibitoren sind kleine organische Molekilepeist zu der Klasse der
Polyphenole gehérend. Peptidinhibitoren sind Aménwesequenzen, die chemisch
modifiziert sein kdnnen.

Die Einflisse von Lipidmembranen auf die Amyloidngse von hIAPP und prolAPP
und die damit verbundenen Sekundarstrukturdnderunwgeden unter Verwendung der
ATR-FTIR-Spektroskopie in Gegenwart von homogenemtralen und anionischen
sowie heterogenen Modellmembranen untersucht. Daauden zunachst die
Sekundarstrukturen von nativem hIAPP und prolAPPAbwesenheit von Lipiden
verglichen. Der Befund, dass beide Peptide in Lgsufast die gleiche
Sekundarstrukturzusammensetzung einnehmen, debkinsi Ergebnissen aus der CD-
Spektroskopie. ProlAPP enthélt geringfiigig mehHelices, wahrend hlIAPP etwas
mehr Schleifen und Zufallsknduel aufweist. Wird il hIAPP bei 25 °C in die ATR-
Zelle injiziert (in Abwesenheit von Lipiden), so giggiert das Molekil nach einer
kurzen Nukleationsphase (~25 min) unter Ausbildimgrmolekularerp-Faltblatter,
wahrend der Anteil ai-Helices, ungeordneten Strukturen und Schleifernickgeht.
Bei Anwesenheit von homogenen, neutralen Lipidmeamén (DOPC) bleibt die
Aggregation des hIAPP-Molekils aus. Es findet I|edg eine geringfligige
Aggregation statt, die zum Stillstand kommt, beewah reife Fibrillen bilden. Die
Gegenwart von homogenen anionischen und heterogeattmembranen beschleunigt
hingegen die Aggregation und Fibrillbildung, wobder Effekt der anionischen
Membran am drastischsten ist. Ein aquimolarer Getwal prolAPP in der hlIAPP-
Losung verzogert die Aggregation in Gegenwart voioraschen Lipidmembranen nur

geringfugig.

ProlAPP ist ein weitaus schwacheres Amyloidogenh##PP. Fiur eine vollstandige
Aggregation in Gegenwart einer anionischen Lipidrioean braucht es 40 uM prolAPP
und die Aggregation dauert 7 Tage. In GegenwarkereiRaftmembran ist die
Aggregation von 40 uM prolAPP unvollstdndig und Gegenwart einer DOPC-
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Membran erfolgt sie gar nicht. Die Aggregation iregénwart der anionischen
Membran verlauft nach einem &hnlichen Mechanismigsdie von hIAPP, jedoch in
einem viel langeren Zeitrahmen.

Die auf einem Rhodaningerist basierenden Molekiltitdren 1 und 2 (Struktur siehe
Bild 2.6) sowie die Verbindungen Resveratrol, Ch&ky Blue und Lacmoid wurden
auf deren Fahigkeit hin getestet, die hIAPP-Aggtiegan Gegenwart von anionischen
Lipidmembranen zu unterdriicken. Verbindubhgverhindert die Aggregation durch
Stabilisierung der Monomere, wahrend Verbindihdie Bildung kleiner Oligomere
begiinstigt. Bei Resveratrol wird die Fibrillbilduedpenfalls in einem frihen Stadium,
jedoch geringfligig spater unterbrochen als bei dehodaninderivaten. Die
Verbindungen Chicago Sky Blue und Lacmoid wurdemsitpo als Inhibitoren der
hIAPP-Fibrillbildung getestet.

Die Bindungsaffinitat der Peptidinhibitoren IAPP;GNFGAIL-GI, des naturlichen
hlAPP-Aggregationsinhibitors Insulin, des naturéah nichtamyloidogenen hIAPP-
Analogons rlIAPP sowie des hlAPP-analogen HexapgmlBGAIL zur anionischen
Membran und die Sekundarstruktur im Falle von Meanbmdung wurden ATR-FTIR-
spektroskopisch bestimmt. Wahrend IAPP-GI, Insulmd rIAPP an die anionische
Lipidmembran binden, verbleiben NFGAIL-GI und NFGAaufgrund des fehlenden
positiv geladenen N-Terminus in Losung und weisahed keine ATR-Spektren auf.
Die Sekundarstrukturzusammensetzung von membrandebem rlAPP wurde
anhand der Amid-I'-Bande zu 28 % Kehren und Scéiteifl3 %a-Helices, 43 %
intramolekularerp-Faltblattern und 16 % ungeordneten Konformatiobestimmt und
stimmt mit der von rlAPP in Losung Uberein. Die Ge#arstrukturzusammensetzung
von membrangebundenem IAPP-GI wurde zu ~31 % KebrehSchleifen, 14 %-
Helices, 40 %f-Faltblattern und 16 % ungeordneten Konformatiobestimmt. Die
inhibierenden Eigenschaften von IAPP-GI, NFGAIL-Gisulin und rlIAPP auf die
Aggregation von hlAPP in Gegenwart von anionischigmdmembranen wurden durch
Inkubation einer 1:1-Mischung einer jeden Kompogeeanit hIAPP in Gegenwart einer
anionischen Lipidmembran bestimmt. Jeder dieseribitonen verhindert die
Aggregation und Fibrillbildung von hIAPP durch Verlerung der Ausbildung
intermolekularer Wasserstoffbriicken. NFGAIL-GI vemdert aullerdem die
Wechselwirkung von hIAPP mit der Lipidmembran, wa&snen zusatzlichen
inhibierenden Effekt mit sich bringt. Durch Zugalen IAPP-GI oder NFGAIL-GI zu
zuvor an der anionischen Membran geformten hlARIPHEEN wurde untersucht, ob
diese Peptidinhibitoren in der Lage sind, Fibrillereder aufzulésen, welche in die
Membran eingebettet sind. Es zeigte sich, dassbeliibitoren auch im zehnfachen
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molaren Uberschuss die Aggregation nicht revidiem®@ie Fahigkeit von IAPP-GI,
aggregiertes hIAPP in wassriger Phase wieder gigeul geht also in Gegenwart von
Lipidmembranen verloren. Im Falle von NFGAIL-GI bet®t, wie zu erwarten, weder
die Fahigkeit, Fibrillen in wassriger Phase aufzaly noch geht es eine
Wechselwirkung mit der Membran ein. Im Falle vorPA-GI ist die Immobilisierung
des Molekils in der Lipidmatrix eine mdgliche Ursacflir den Verlust der
fibrillauflésenden Aktivitat. Die starre Einbetturdes hIAPP in die Lipidmembran
konnte eine weitere Ursache sein, da die Wechdalnwy von hlIAPP und IAPP-GI
dadurch erschwert wird.

Die kleine GTPase Ras spielt eine wichtige Rolleen zellularen Signaltransduktion.
Bei der lipidmodifizierten Form von N-Ras Far/HD afResyl- und Hexadecyl-
Lipidanker) wurde kurzlich in einer Studie beoba&thtdass sich das Molekil in
Gegenwart von heterogenen Raftmembranen an denemjraszen der fllssig-
ungeordneten/flissig-geordneten Lipiddomanen akkiemu Unter Verwendung der
ATR-FTIR-Spektroskopie wurde die Adsorptionskinetikd die Sekundarstruktur von
N-Ras Far/HD in Gegenwart der Raft-Membran bestimia die Diffusions-
geschwindigkeit des N-Ras-Molekils in Lésung ineeianderen GroéRenordnung liegt,
als die Adsorptionskinetik, kann daraus gefolgeerden, dass die Adsorptionskinetik
durch relativ langsame Einbauprozesse des N-RasKild in die heterogene Membran
bestimmt wird. Die Sekundarstrukturzusammensetzway N-Ras Far/HD in
Gegenwart der Raftmembran, ermittelt durch Bandeassung der Amid-I'-Bande,
betragt ~14 % Schleifen, 25 #eHelices, 15 % ungeordnete Strukturen und 48-%
Strukturen. Eine Sekundarstrukturdnderung des NFHRa$iD wahrend der Adsorption
an die tragergebundene Raftmembran wird vermutlithrch die Oberflachen-
beschaffenheit des Ge-Tragers im Mikro- bis Nanenhetreich beeinflusst. Im Falle
der Sekundarstrukturanderung wurde eine Zunahménermolekularer8-Faltblattern
auf Kosten von intramolekularerf3-Faltblattern und ungeordneten Strukturen
festgestellt, wahrend sich die-Helices und Schleifenstrukturen nicht signifikant
anderten.
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Einfluss von Chicago Sky Blue und Lacmoid auf die IAPP-
Fibrillbildung in Gegenwart einer anionischen DOPCDOPG
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Amid-I'-Bande nach 20 h Inkubation in der mit eirDOPC/DOPG (7:3) beladenen ATR-
Zelle. Schwarz: 10 pM hIAPP. Grin: 10 uM hlIAPP +M Chicago Sky Blue. Rot: 10 uM
hIAPP + 10 uM Lacmoid.
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6.2  Vergleich der ATR-FTIR-Spektren von rlAPP in An- und
Abwesenheit einer DOPC/DOPG (7:3) Membran

——rlAPP
——rlAPP + DOPC/DOPG (7:3)

Extinktion / a.u.

T J T U T T T T T T T
1700 1680 1660 1640 1620 1600
Wellenzahl / cm”

Bild 6.3: ATR-FTIR-Spektren nach 20 h Inkubation von 10 plPP in An- und Abwesenheit einer
anionischen DOPC/DOPG (7:3) Membran.
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6.3  Zeitliche Anderung der Sekundarstruktur von N-Ras Far/HD
wahrend der Adsorption an eine heterogene DOPC/DPHRChol

(1:2:1) Raft-Membran
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Bild 6.4: Oben: zeitlicher Verlauf der Amid-I'-Bande naclhigabe von N-Ras Far/HD zu der mit einer
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Lipidmembran prapariertenRAZelle. Unten: normierte Spektren
zur Visualisierung der Sekundarstrukturumwandlung.
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2. Ableitung

——31 min
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Bild 6.5: 2. Ableitung und Fourier Self-Deconvolution dermierten Spektren aus Bild 6.4. Neben den
bereits in Abschnitt 4.6.2 ermittelten Subbanden itis dieser Messreihe zusatzlich eine

,Aggregationsbande*“ bei ~1620 €rauszumachen.
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Bild 6.6: Aus der Bandenanpassung erhaltene zeitliche 8éksinukturénderung von N-Ras Far/HD
bei Adsorption an eine Raft-Membran. Im Wesentlichést eine Zunahme von
intermolekularen B-Faltblattern auf Kosten von intramolekularef-Faltblattern und
ungeordneten Strukturen festzustellen, wahrenddieebi-Helices und Schleifenstrukturen nur
geringfuigig &ndern bzw. anndhernd konstant bleiben.






V4 Literaturverzeichnis

Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Robert&. & Watson, J. (1995).
Molekularbiologie der Zelld Ubers. von Lothar Jaenicke (Leitung). 3. Aufl.
Weinheim: VCH.

Anfinsen, C. B. (1973). Principles that Govern Ewding of Protein ChainsScience
181, 223-230.

Apetri, M. M., Maiti, N. C., Zagorski, M. G., Caref. R. & Anderson, V. E. (2006).
Secondary Structure of a-Synuclein Oligomers: Gttareation by Raman and
Atomic Force Microscopyd. Mol. Biol.355, 63-71.

Apostolidou, M., Jayasinghe, S. A. & Langen, R. Q&0 Structure of a-Helical
Membrane-bound hIAPP and its Implications for Meam&a-mediated
Misfolding. J. Biol. Chem?283,17205-17210.

Barth, A. (2007). Infrared spectroscopy of proteBischim. Biophys. Acta767,1073-
1101.

Brunsveld, L., Kuhlmann, J., Alexandrov, K., Wigimofer, A., Goody, R. S. &
Waldmann, H. (2006). Lipidierte Ras- und Rab-Peptithd Proteine: Synthese,
Struktur und FunktionAngew. Chenil18,6774-6798.

Brunsveld, L., Waldmann, H. & Huster, D. (2009). mtarane binding of lipidated Ras
peptides and proteins — The structural point ofwigiochim. Biophys. Acta788
273-288.

Bulic, B., Pickhardt, M., Khlistunova, I., Biernak,, Mandelkow, E.-M., Mandelkow, E.
& Waldmann, H. (2007). Rhodanine-Based Tau Aggtiegainhibitors in Cell
Models of TauopathyAngew. Chem. Int. E46,9215-9219.

Byler, D. M. & Susi, H. (1986). Examination of tls&condary Structure of Proteins by
Deconvolved FTIR Spectr8iopolymers25, 469-487.

Chiti, F. & Dobson, C. M. (2006). Protein MisfoldginFunctional Amyloid, and Human
DiseaseAnnu. Rev. Biocheni5, 333-366.



118 7 Literaturverzeichnis

Cohen, F. E. & Kelly, J. W. (2003). Therapeutic @ggches to protein-misfolding
diseasedNature426, 905-909.

Cooper, G. M., Hausman, R. E. (2000he cell — a molecular approacty. Aufl.
Sunderland (MA): Sinauer Associates, Inc.

Dobson, C. M. (2001). The structural basis of grofelding and its links with human
diseasePhil. Trans. R. Soc. Lond. 356, 133-145.

Domanov, Y. A. & Kinnunen, P. K. J. (2008). Isletm4loid Polypeptide Forms Rigid
Lipid-Protein Amyloid Fibrils on Supported Phosppdal Bilayers.J. Mol. Biol.
376, 42-54.

Ehrnhoefer, D., Bieschke, J., Boeddrich, A., Herdgt, Masino, L., Lurz, R.,
Engemann, S., Pastore, A. & Wanker, E. (2008). EG&fzects amyloidogenic
polypeptides into unstructured , off-pathway oliggsiNat. Struct. Mol. Biol15,
558-566.

Einstein, A. (1905). Uber die von der molekularkisehen Theorie der Warme
geforderte Bewegung von in ruhenden Flussigkeitespandierten Teilcheinn.
Physik 17, 549-560.

Engel, M. F. M. (2009). Membrane permeabilization Iblet Amyloid Polypeptide.
Chem. Phys. Lipid$60,1-10.

Engel, M. F. M., Khemtémourian, L., Kleijer, C. QVeeldijk, H. J. D., Jacobs, J.,
Verkleij, A. J., de Kruijff, B., Killian, A. & Hopgner, J. W. M. (2008).
Membrane damage by islet amyloid polypeptide thhodigril growth at the
membraneProc. Natl. Acad. Sci. USPO5 6033-6038.

Evers, F., Jeworrek, C., Tiemeyer, S., Weise, Kllir§ D., Paulus, M., Struth, B.,
Tolan, M. & Winter, R. (2009). Elucidating the Mestism of Lipid Membrane-
Induced IAPP Fibrillogenesis and Its Inhibition bHye Red Wine Compound
Resveratrol: A Synchrotron X-ray Reflectivity Studyy Am. Chem. Sod31,
9516-9521.

Engel, M. F. M., Yigittop, H. A., Elgersma, R. ®Rjjkers, D. T. S., Liskamp, R. M. J.,
de Kruijff, B., Hoppener, J. W. M. & Killian, J. A(2006). Islet Amyloid
Polypeptide Inserts into Phospholipid Monolayerdfamomer.J. Mol. Biol. 356,
783-789.



119

Fabian, H. & Mantele, W. (2002). Infrared Spectogscof Proteins. Reproduced from:
Handbook of Vibrational Spectroscopyersg.: Chalmers, J. M. & Giriffiths, P.
R., Chichester: John Wiley & Sons, Ltd.

Fahrenfort, J. (1961). Attenuated total reflectidmew principle fort he production of
useful infra-red reflection spectra of organic campds.Spectrochim. Actd7,
698-709.

Feder, T., Weissmilller, G., Zek$, B. & Sackmann,(H95). Spreading of giant
vesicles on moderately adhesive substrates byrfmgeA reflection interference
contrast microscopy studihys. Rev. E51(4), 3427-3433.

Fringeli, U. P. (1992).In Situ Infrared Attenuated Total Reflection (IR ATR)
Spectroscopy: A Complementary Analytical Tool foruB Design and Drug
Delivery. Chimia46,200-214.

Gellermann, G. P., Appel, T. R., Tannert, A.,, Raolels A., Hortschansky, P.,
Schroeckh, V., Leisner, C., Litkepohl, T., Shtraghis., Récken, C., Pras, M.,
Linke, R. P., Diekmann, S. & Fandrich, M. (2005)afRlipids as common
components of human extracellular amyloid fibrsoc. Natl. Acad. Sci. USA
102 6297-6302.

Gilead, S., Wolfensen, H. & Gazit, E. (2006). Mallec Mapping of the Recognition
Interface between the Islet Amyloid Polypeptide &msllin. Angew. Cheml18
6626-6630.

Goldsbury, C., Goldie, K., Pellaud, J., Seelig,RIgy, P., Mlller, S. A., Kistler, J.,
Cooper, G. J. S. & Aebi, U. (2000). Amyloid FibRbrmation from Full-Length
and Fragments of Amylind. Struct. Biol130, 352-362.

Goormaghtigh, E., Raussens, V. & Ruysschaert, J.(M99). Attenuated total
reflection infrared spectroscopy of proteins aruids in biological membranes.
Biochim. Biophys. Acta422 105-185.

Goos, F. & Hanchen, H. (1947). Ein neuer und funelstader Versuch zur
Totalreflexion.Ann. PhysikBd. I, 6, 333-346.

Green, J. D., Kreplak, L., Goldsbury, C., BlatbérL., Stolz, M., Cooper, G. S., Seelig,
A., Kistler, J. & Aebi, U. (2004). Atomic Force Miascopy Reaveals Defects
Within Mica Supported Lipid Bilayers Induced by tienyloidogenic Human
Amylin Peptide.J. Mol. Biol.342 877-887.



120 7 Literaturverzeichnis

Guldenhaupt, J., Adiguzel, Y., Kuhlmann, J., WaldmeH., Kétting, C. & Gerwert, K.
(2008). Secondary structure of lipidated Ras botma lipid bilayer.FEBS J.
275,5910-5918.

Hariz, P. I. & Chapman, D. (1995). The ConformasibAnalysis of Peptides Using
Fourier Transform IR Spectrosco@iopolymers (Peptide Sci37, 251-263.

Harrick, N. J. (1960). Surface Chemistry from SpecAnalysis of Totally Internally
Reflected Radiationl. Phys. Chen64,1110-1114.

Hartl, F. U. & Hayer-Hartl, M. (2009). Convergingricepts of protein folding vitro
and invivo. Nat. Struct. Mol. Bioll6, 574-581.

Hebda, J. A. & Miranker, A. D. (2009). The Interplaf Catalysis and Toxicity by
Amyloid Intermediates on Lipid Bilayers: Insight®in Type Il DiabetesAnnu.
Rev. Biophys38, 125-152.

Higham, C. E., Hull, R. L., Lawrie, L., Shennan, KJ., Morris, J. F., Birch, N. P.,
Docherty, K. & Clark, A. (2000). Processing of dyetic pro-islet amyloid
polypeptide (prolAPP) ‘amylin’ by recombinant prahwne convertase enzymes,
PC2 and PC 3, in vitrdeur. J. Biochem267, 4998-5004.

Hope, M. J., Bally, M. B., Mayer, L. D., Janoff, 8. & Cullis, P. R. (1986). Generation
of multilamellar and unilamellar phospholipid vdes& Chem. Phys. Lipid€O,
89-107.

Hull, R. L., Westermark, G. T., Westermark, P. &Ka S. (2004). Islet Amyloid: A
Critical Entity in the Pathogenesis of Type 2 Diasel. Clin. Endocrinol. Metab.
89, 3629-3643.

Jahn, T. R. & Radford, S. E. (2005). The Yin andnyaf protein folding.FEBS
Journal272 5962-5970.

Jansen, R., Dzwolak, W. & Winter, R. (2005). Amdogenic Self-Assembly of Insulin
Aggregates Probed by High Resolution Atomic Forderbéscopy.Biophys. J88,
1344-1353.

Jarrett, J. T. & Lansbury, Jr., P. T. (1993). SegdiOne-Dimensional Crystallization”
of Amyloid: A Pathogenic Mechanism in Alzheimer'ssBase and Scrapi€zll
73, 1055-1058.



121

Jayasinghe, S., A. & Langen, R. (2004). Identify8tguctural Features of Fibrillar Islet
Amyloid Polypeptide Using Site-directed Spin LahgliJ. Biol. Chem.279
48420-48425.

Jayasinghe, S. A. & Langen, R. (2005). Lipid Menmas Modulate the Structure of
Islet Amyloid PolypeptideBiochem44, 12113-12119.

Jha, S., Sellin, D., Seidel, D. & Winter, R. (20089)myloidogenic Propensities and
Conformational Properties of ProlAPP and IAPP ia Bresence of Lipid Bilayer
MembranesJ. Mol. Biol.389,907-920.

Jeworrek, C., Pihse, M. & Winter, R. (2008). X-RKinematography of Phase
Transformations of Three-Component Lipid Mixture& Time-Resolved
Synchrotron X-Ray Scattering Study Using the Prnessdump Relaxation
TechniqueLangmuir24,11851-11859.

Kajava, A. V., Aebi, U. & Steven, A. C. (2005). ThHearallel Superpleated Beta-
structure as a Model for Amyloid Fibrils of Humammlin. J. Mol. Biol. 348
247-252.

Kapurniotu, A., Schmauder, A. & Tenidis, K. (2003tructure-Based Design and
Study of Non-amyloidogenic, Double N-Methylated RAPAmyloid Core
Sequences as Inhibitors of IAPP Amyloid Formatiow &ytotoxicity. J. Mol.
Biol. 315,339-350.

Kayed, R., Bernhagen, J., Greenfield, N., Sweinteh,Brunner, H., Voelter, W. &
Kapurniotu, A. (1999). Conformational Transitionsislet Amyloid Polypeptide
(IAPP) in Amyloid Formation in VitroJ. Mol. Biol.287, 781-796.

Khemtémourian, L., Casarramona, G. L., Suylen, [..PHackeng, T. M., Meeldijk, J.
D., de Kruijff, B., Hoppener, J. W. M. & Killian,.JA. (2009). Impaired
Processing of Human Pro-Islet Amyloid Polypeptisi&bt a Causative Factor for
Fibril Formation or Membrane Damage in VitBiochemistry48, 10918-10925.

Knight, J. D., Hebda, J. A. & Miranker, A. D. (2008Conserved and Cooperative
Assembly of Membrane-Bound-Helical States of Islet Amyloid Polypeptide.
Biochem 45, 9496-9508.

Knight, J. D. & Miranker, A. D. (2004). PhosphotipCatalysis of Diabetic Amyloid
Assembly.J. Mol. Biol.341,1175-1187.



122 7 Literaturverzeichnis

Krampert, M., Bernhagen, J., Schmucker, J., Horn,Schmauder, A., Brunner, H.,
Voelter, W. & Kapurniotu, A. (2000). Amyloidogenigiof recombinant human
pro-islet amyloid polypeptide (ProlAPRJhem. Biol.7, 855-871.

Kraulis, P. J., Domalille, P. J., Campbell-Burk, LS, Van Aken, T. & Laue, E. D.
(1994). Solution structure and dynamics of Ras GRPP determined by
heteronuclear three- and four-dimensional NMR spsecbpy.Biochemistry33,
3515-3531.

Lopes, D. H. J., Meister, A., Gohlke, A., Hauser, Blume, A. & Winter, R. (2007).
Mechanism of Islet Amyloid Polypeptide Fibrillatiat Lipid Interfaces Studied
by Infrared Reflection Absorption SpectroscoBiophys. J93, 3132-3141.

Marambaud, P., Zhao, H. & Davies, P. (2005). Resvelr Promotes Clearance of
Alzheimer’s Disease Amyloi-PeptidesJ. Biol. Chem280 37377-37382.

Marek, P., Abedini, A., Song, B. B., Kanungo, Mohdson, M. E., Gupta, R., Zaman,
W., Wong, S. S. & Raleigh, D. P. (2007). Aromatieractions Are Not Required
for Amyloid Fibril Formation by Islet Amyloid Polygptide but Do Influence the
Rate of Fibril Formation and Fibril MorphologBiochemistry46, 3255-3261.

Marquardt, D. W. (1963). An algorithm for least-ages estimation of nonlinear
parameters]. Soc. Ind. Apll. Mathl1,431-441.

Marzban, L., Soukhatcheva, G. & Verchere, B. (206%)le of Carboxypeptidase E in
Processing of Pro-Islet Amyloid Polypeptide fCells. Endocrinology 146,
1808-1817.

Meng, F., Abedini, A., Song, B. & Raleigh, D. PO@). Amyloid Formation by Pro-
Islet Amyloid Polypeptide Processing Intermediatesamination of the Role of
Protein Heparan Sulfate Interactions and Implicetiofor Islet Amyloid
Formation in Type 2 DiabeteBiochemistry4, 12091-12099.

Milburn, M. V., Tong, L., Devos, A. M., Brunger, AYamaizumi, Z., Nishimura, S. &
Kim, S. H. (1990). Molecular switch for signal tsmluction — structural
differences between active and inactive forms aftqguncogenic Ras proteins.
Science&?47, 939-945.

Mishra, R., Bulic, B., Sellin, D., Jha, S., Waldmari. & Winter, R. (2008). Small-
molecule inhibitors of islet amyloid polypeptiddorii formation. Angew. Chem.
Int. Ed.47,4679-4682.



123

Mishra, R., Sellin, D., Radovan, D., Gohlke, A. &Mér, R. (2009). Inhibiting Islet
Amyloid Polypeptide Fibril Formation by the Red Wiompound Resveratrol.
Chem. Bio. Cheni0, 445-449.

Mouritsen, O. G. (2005)Life — As a Matter of Fat: The Emerging Science of
Lipidomics Heidelberg: Springer.

Nedyalkova, L., Tong, Y., Tempel, W., Shen, L., popu, P., Arrowsmith, C. H.,
Edwards, A. M., Bountra, C., Weigelt, J., Bochkarg&y, Park, H. (2008). Crystal
structure of the human NRas GTPase bound with GIFSB Protein Data Bank
PDB ID: 3CON.

Park, K. & Verchere, C. B. (2001). Identificatioh @ Heparin Binding Domain in the
N-terminal Cleavage Site of Pro-islet Amyloid Paypide.J. Biol. Chem276,
16611-16616.

Paulsson, J. F., Andersson, A, Westermark, P. & t¥vesmrk, G. T. (2006).
Intracellular amyloid-like deposits contain unpresed pro-islet amyloid
polypeptide (prolAPP) in beta cells of transgenicanoverexpressing the gene
for human IAPP and transplanted human isletabetologia49, 1237-1246.

Pechlivanis, M. & Kuhlmann, J. (2006). Hydropholmodifications of Ras proteins by
isoprenoid groups and fatty acids — More than fusibrane anchoring@iochim.
Biophys. Actd 764 1914-1931.

Porat, Y., Abramowitz, A. & Gazit, E. (2006). Inktibn of Amyloid Fibril Formation
by Polyphenols: Structural Similarity and Aromatiteractions as a Common
Inhibition MechanismChem. Biol. Drug Des7, 27-37.

Porat, Y., Kolusheva, S., Jelinek, R. & Gazit, FOq3). The Human Islet Amyloid
Polypeptide Forms Transient Membrane-Active Préf#srAssembliesBiochem.
42,10971-10977.

Radler, J., Strey, H. & Sackmann, E. (1995). Pheammiogy and Kinetics of Lipid
Bilayer Spreading on Hydrophilic Surfacéangmuir,11,4539-4548.

Sanke, T., Bell, G. I., Sample, C. & Steiner, D(F988). An Islet Amyloid Peptide Is
Derived from an 89-Amino Acid Precursor by ProteéiglyProcessingJ. Biol.
Chem.263 17243-17246.



124 7 Literaturverzeichnis

Scrocchi, L. A., Chen, Y., Waschuk, S., Wang, Fhetng, S., Darabie, A. A,
McLaurin, J. & Fraser, P. E. (2002). Design of Régbased Inhibitors of Human
Islet Amyloid Polypeptide Fibrillogenesid. Mol. Biol.318 697-706.

Simons, K. & lkonen, E. (1997). Functional rafts éell membranesNature 387,
569-572.

Singer, S. J. & Nicolson, G. L. (1973). The Fluid84&ic Model of the Structure of Cell
MembranesSciencel 75, 720-731.

Singh, G., Brovchenko, I., Oleinikova, A. & WintdR, (2008). Peptide Aggregation in
Finite SystemsBiophys. J95, 3208-3221.

Sipe, J. D. & Cohen, A. S. (2000). Review: Histafythe Amyloid Fibril. J. Struct.
Biol. 130, 88-98.

Stuart, B. (1997). Biological Applications of Infel Spectroscopy. Hersg.: Ando, D.
J., Chichester: John Wiley & Sons, Ltd.

Tatarek-Nossol, M., Yan, L.-M., Schmauder, A., T K., Westermark, G. &
Kapurniotu, A. (2005). Inhibition of hlIAPP AmyloiBibril Formation and
Apoptic Cell Death by a Designed hIAPP Amyloid-G&@entaining
HexapeptideChem. Biol12, 797-809.

Tatarek-Nossol, M., Yan, L.-M., Schmauder, A., Tesi K., Westermark, G. &
Kapurniotu, A. (2005). Inhibition of hIAPP AmyloiBibril Formation and
Apoptic Cell Death by a Designed hIAPP Amyloid-G&@entaining
HexapeptideChem. Biol12, 797-809.

Tatulian, S. A. (2003). Attenuated Total ReflectidGtourier Transform Infrared
Spectroscopy: A Method of Choice for Studying Meamt® Proteins and Lipids.
Biochem42,11898-11907.

Tenidis, K., Waldner, M., Bernhagen, J., Fischle,, \Bergmann, M., Weber, M.,
Merkle, M.-L., Voelter, W., Brunner, H. & KapurniotA. (2000). Indentification
of a Penta- and Hexapeptide of Islet Amyloid Poptme (IAPP) with
Amyloidogenic and Cytotoxic Propertiek.Mol. Biol.295,1055-1071.

Torii, H. & Tasumi, M. (1996). Theoretical Analysethe Amide | Infrared Bands of
Globular Proteins. Intnfrared Spectroscopy of Biomoleculdantsch, H. H., &
Chapman, D. (Hrsg.). Chichester: John Wiley & Sand,



125

Uversky, V. N. & Fink, A. L. (2004). Conformationatonstraints for amyloid
fibrillation: the importance of being unfoldeBiochem. Biophys. Actb698 131-
153.

Velkova, A., Tatarek-Nossol, M., Andreetto, E. & faniotu, A. (2008). Exploiting
Cross-Amyloid Interactions To Inhibit Insulin Agg&tion but not Function:
Nanomolar Affinity Inhibition of Insulin Aggregatioby an IAPP MimicAngew.
Chem. Int. Ed47,1-6.

Vendruscolo, M., Paci, E., Dobson, C. M. & Karpli4, (2001). Three key residues
form a critical contact network in a protein folditransition stateNature 409
641-645.

Weise, K., Triola, G., Brunsveld, L., Waldmann, & Winter, R. (2009). Influence of
the Lipidation Motif on the Partitioning and Assatton of NRas in Model
Membrane Subdomaind. Am. Chem. Sot31, 1557-1564.

Westermark, P., Li, Z.-C., Westermark, G. T., Leak®, A. & Steiner, D. F. (1996).
Effects of beta cell granule components in huméat emyloid polypeptide fibril
formation.FEBS Lett379, 203-206.

Yan, L.-M., Tatarek-Nossol, M., Velkova, A., Kazais A. & Kapurniotu, A. (2006).
Design of a mimic of nonamyloidogenic and bioactiveman islet amyloid
polypeptide (IAPP) as nanomolar affinity inhibitoof IAPP cytotoxic
fibrillogenesis.Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A03,2046-2051.

Yan, L.-M., Velkova, A., Tatarek-Nossol, M., Andtee E. & Kapurniotu, A. (2007).
IAPP Mimic Blocks Ab Cytotoxic Self-Assembly: CreSsippression of Amyloid
Toxicity of Ab and IAPP Suggests a Molecular Linlketveen Alzheimer’s
Disease and Type Il Diabetesngew. Chem. Int. Ed6, 1246-1252.

Yonemoto, I. T., Kroon, G. J. A, Dyson, H. J., &alW. E. & Kelly, J. W. (2008).
Amylin Proprotein Processing Generates Progressiwbre Amyloidogenic
Peptides that Initially Sample the Helical St&mchem47, 9900-9910.






Danksagung

Mein Dank gilt in besonderer Weise Herrn Prof. Boland Winter fur die Moéglichkeit, die ATR-
Spektroskopie in der Arbeitsgruppe zu etabliererd wertiefte Kenntnisse auf dem Gebiet
amyloidogener Proteine und der Protein-/Lipidwetkiskungen zu erlangen. Ich danke auch fir die
grolartige Unterstlitzung, die vielen Ratschlageeleanden Diskussionen und die Kritik, die meine
Verdffentlichungen und diese Arbeit moglich gemadiben.

Prof. Dr. Heinz Rehage danke ich fur die UbernadesKoreferats.

PD Dr. Claus Czeslik und Dr. Katrin Weise gilt eiesonderer Dank fir die Hilfestellungen,

Anregungen und Tipps mit stets hoher Motivation sadhlicher Kompetenz. Dr. Werner Horstmann
danke ich fur die Hilfe bei zahlreichen adminigtrah Angelegenheiten. Prof. Dr. Aphrodite

Kapurniotu danke ich fir die Kooperation sowie @ia’s zur Verfiigung Stellen der Peptidinhibitoren
und des Plasmids fur die prolAPP-Expression. lamkdaHolger Konopka und den Mitarbeitern der
feinmechanischen Werkstatt, Ralf Maserski und déarideitern der Elektronik-Werkstatt sowie auch
Jurgen Pulina und den Mitarbeitern der Glasblas&iei Wort des Dankes mdchte ich auch an Dr.
Raimund Leibold, Birgitt Volle, Christel Becker, DReiner Grol3e, Britta Aurich und Rainer Kahner
entrichten.

Dr. Vytautas Smirnovas danke ich fir die Vertiefunginer Kenntnisse in der IR-Spektroskopie und
das Weiterreichen seiner unschatzbaren praktisEnfahrung. Michael Sulc und Christoph Jeworrek
danke ich fur die Hilfe bei der RontgenreflektorneetDr. Rajesh Mitra danke ich fiur die Einweisung
ins Arbeiten mit IAPP und Molekdlinhibitoren. Drte®an Grudzielanek danke ich fur die Einweisung
in die Extruder-Methode. Dr. Anna Loksztejn dankeh ifur die nitzlichen Tipps Uber IR-
Spektroskopie amyloidogener Proteine und die flhe@n Dialoge. Ich danke Christian Reichhart
und Dr. Julia Sellin fir das Korrekturlesen. BeatiSichuppan und Simone Mobitz danke ich fur die
stete Hilfsbereitschaft bei unzahligen Anliegen. Oliver Hollmann danke ich fur die Einweisung ins
Spin-Coating und Tipps bei der Langmuir-Blodgettii@k. AuRerdem danke ich Dr. Dahabada
Lopes, Dr. Nadeem Javid, Dr. Diana Radovan, Yonai,ZDr. Roland Krivanek, Dr. Gurpreet Singh,
Dr. Lally Mitra und Jonas Markgraf.

Andrea Gohlke, Alexander Werkmudller, Andrea Kreuskiny Koo, Shobhna Kapoor, Maximilian

Andrews, Christian Denter und Kirsten Skodzik danid fir das viele Lachen und die

.Dienstbesprechungen” im 1. Bliro, aber auch furHtilésbereitschaft und jederzeitige Unterstiitzung.
Meinem Buronachbarn Dr. Suman Jha danke ich bes®haezlich fiur die gute Zusammenarbeit und
die interessanten Diskussionen wéahrend und au®edealDienstzeiten. Auch meinen Buronachbarn
Dr. Nagarajan Periasamy, Matthias Pihse, Mirko dhnix und Sebastian Grobelny gilt mein
besonderer Dank. Sinan Ocal danke ich fir die fisdnaftlichen Ratschlage in den Mittags- und
Kaffeepausen und die vielen guten Gespréache bkt miir wissenschaftliche Themen.

Zum Abschluss mdchte ich mich natirlich ganz besmdei meinen Eltern Gerhard und Monika

Sellin bedanken, die mir mein Studium erméglichbdra Ebenso danke ich herzlichst meiner Frau
Christeen, meinen Tdchtern Lisa und Leah, meinen®ster Julia und meinen Bridern Jonathan und
Benjamin fiir die einzigartige Unterstiitzung.






Persodnliche Daten:

Curriculum Vitae

Familienname:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort
Staatsangehorigkeit:
Familienstand:
Wohnort:

E-Mail:

Schule und Ausbildung:

Sellin

Daniel

14.11.1977

Munster

deutsch

verheiratet

Leibnizstr. 12, 44147 Dortmund

daniel.sellin@web.de

1984 - 1986
1986 - 1988
1988 - 1990
1990 - 1997
01.10.1998 - 31.03.2001

01.04.2001 - 30.9.2001
01.10.2001 - 31.12.2006

01.01.2007 - z. Z.

Berufstatigkeit:

Grundschule Hiltrup in Munster
Grundschule Ofenerdiek in Oldenburg
Orientierungsstufe Ofenerdiek in Oldenburg
Altes Gymnasium in Oldenburg

Grundstudium und Chemie-Vordiplom an der Gerhard-Mercator-
Universitat-GH Duisburg

Hauptstudium an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

Hauptstudium an der Universitat Dortmund mit Studienabschluss Diplom.
Thema der Diplomarbeit: ,ATR-FTIR-Untersuchungen zum Studium der
Wechselwirkung amyloidogener Proteine mit Lipidmembranen”

Promotion am Lehrstuhl fir Physikalische Chemie an der TU Dortmund bei
Prof. Dr. Roland Winter

04.08.1997 - 31.08.1998

22.09.2003 - 09.10.2003

02.08.2004 - 30.04.2005

24.10.2005 - 19.12.2005

01.01.2007 — 28.02.2010

Zivildienst in der Notaufnahme im Evangelischen Krankenhaus in
Oldenburg. Tatigkeit: Patiententransport und Pflegehilfe

Burohilfskraft bei der Bundesknappschaft in Essen. Téatigkeit:
Datenerfassung und Datenpflege

Studentische Hilfskraft am Lehrstuhl fir Anorganische Chemie der
Universitat Dortmund bei PD Dr. A. Kornath. Tatigkeit: Durchfiihrung von
Raman-Matrix-Experimenten

Gewerbliche Hilfskraft in der Druckerei der Knappschaft-Bahn-See in
Bochum

Wissenschaftlicher Angestellter an der Technischen Universitat Dortmund




