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Abstract: Der Entwurf von Inhibitoren von Protein-Protein-
Wechselwirkungen, die die amyloidogene Selbstassemblierung
herbeifîhren, ist ein sehr anspruchsvolles Vorhaben. Dies liegt
an der dynamischen Natur der beteiligten Strukturen und
Proteinfl�chen. Die Wechselwirkungen von amyloidogenen
Polypeptiden mit anderen Proteinen sind wichtige Modulato-
ren ihrer Selbstassoziation. Hier stellen wir eine Hot-Spot-
Segmentverknîpfungsstrategie zum Entwurf einer Serie von
Mimetika der IAPP-Kreuzinteraktionsfl�che mit Ab (ISMs)
als nanomolare Inhibitoren der Amyloidogenese und Zell-
toxizit�t von Ab, IAPP oder beiden Polypeptiden vor. Dabei
bestimmt die Natur des Verknîpfungselements die Struktur der
ISMs und ihre inhibitorische Funktion, im Bezug auf sowohl
Inhibitorpotenz als auch Zielmolekîl-Selektivit�t. Die ISMs
sind außerdem in der Lage, zus�tzlich zur Selbst- auch die
kreuznukleierte IAPP-Selbstassoziation effektiv zu unterdrî-
cken. Unsere Ergebnisse bieten eine neuartige Klasse von
hochpotenten Peptidleitstrukturen, die auf die Hemmung der
Proteinaggregation in der Alzheimer-Krankheit, dem Typ-2-
Diabetes oder beiden Krankheiten abzielt, sowie eine chemi-
sche Strategie zur Inhibition der amyloiden Selbstassoziation
und der pathogenenen Wechselwirkungen auch anderer Pro-
teine.

Die Selbstassoziation von Proteinen zu Amyloidfibrillen
steht im Zusammenhang mit einer Reihe von schwerwie-
genden zelldegenerativen Krankheiten.[1, 2] Der Entwurf von
Proteinaggregationsinhibitoren erweist sich als ein sehr an-
spruchsvolles Vorhaben. Dies l�sst sich haupts�chlich auf die
konformative Flexibilit�t vieler amyloidogener Polypeptide
zurîckfîhren.[1, 3] So ist etwa die Amyloidogenese des b-
Amyloidpeptids (Ab) bei der Alzheimer-Krankheit (AD)
und des Inselamyloid-Polypeptids (IAPP) beim Typ-2-Dia-
betes (T2D) durch die Umwandlung von dynamischen, nicht-
fibrill�ren konformativen Ensembles in transient gebildete
und unzureichend charakterisierte, b-faltblattreiche, zell-
toxische Aggregate charakterisiert.[1, 3–5]

Bis heute hat keiner der bisherigen Inhibitoren der Ab-
bzw. IAPP-Amyloidogenese klinische Anwendung gefun-
den.[1,3] Darîber hinaus weisen mehrende Evidenzen auf eine
Verbindung zwischen AD und T2D hin.[6–10] Daher kçnnten
Molekîle, die in der Lage w�ren, die Selbstassoziation sowohl
von Ab als auch von IAPP zu unterdrîcken, vielverspre-
chende Kandidaten fîr Therapeutika sein.

Schema 1. Inhibitor-Designstrategie, Linkerelemente und ISMs. a) Se-
quenzen von Ab40 und IAPP; Hot-Spot-Segmente der Ab40/IAPP-
Wechselwirkungsfl�che sind farbig hervorgehoben.[11] Graue Pfeile:
Segmente, die an der Bildung der amyloiden b-Faltblattstruktur betei-
ligt sind.[12–13] b) Designstrategie und Linkerelemente (grín) (Abkír-
zungen: 2- oder 8-Aoc: 2- bzw. 8-Aminooctans�ure; 8-Adooc: 8-Amino-
3,6-dioxaoctans�ure; Cha: Cyclohexylalanin; Dap: 2,3-Diaminopropion-
s�ure; Lys(Ac): Lysin mit acetylierter Ne-Aminogruppe). Die Namens-
abkírzungen der ISMs (C-terminales Amid) sind in Klammern ge-
nannt.
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Die Wechselwirkungen von zur Aggregation neigenden
Polypeptiden mit anderen Proteinen sind wichtige Modula-
toren ihrer Selbstassoziation.[1, 2,7, 8, 10, 14,15] Wir haben gezeigt,
dass nicht-fibrill�re Ab-Spezies nicht-fibrill�re IAPP-Spezies
mit hoher Affinit�t in vitro binden kçnnen, und dass die Ab-
IAPP-Wechselwirkung mit einer Unterdrîckung der Selbst-
assoziation beider Polypeptide einhergeht.[16, 17] Die potenzi-
elle physiologische Bedeutung dieser Wechselwirkung – sollte
sie in vivo vorhanden sein – ist noch unklar.[7–10,18] Dennoch
deuten jîngste Ergebnisse darauf hin, dass sie zum Entwurf
von Amyloidinhibitoren verwendet werden kann.[17, 19, 20] In
der Tat sind IAPP-GI und verwandte Volll�ngen-IAPP-
Analoga in der Lage, die amyloidogene Selbstassoziation von
sowohl Ab40 als auch IAPP zu blockieren.[17,19]

Die IAPP-Segmente IAPP(8-
18) und IAPP(22-28) sind die Hot-
Spot-Segmente der IAPP-Selbstas-
soziationsfl�che und dessen Hete-
roassoziationsfl�che mit Ab (Sche-
ma 1a).[5, 11, 13] Die IAPP-Sequenz
IAPP(8-28) bildet somit große
Teile der IAPP-Fl�che, die an
diesen beiden Prozessen beteiligt
ist. Daher kçnnten die beiden
amyloidinduzierenden bzw. amy-
loidinhibierenden IAPP-Fl�chen
øhnlichkeiten aufweisen.[11, 15] Al-
lerdings sind IAPP(8-28), IAPP(8-
28)-GI oder jedes einzelne Hot-
Spot-Segment nicht in der Lage, die
Ab40-Amyloidogenese zu unter-
binden.[21] Dies deutet darauf hin,
dass spezifische, bisher unbekannte
strukturelle/topologische Merkma-
le der Hot-Spot-Segmente fîr die
inhibitorische Funktion notwendig
sind.[21]

Hier stellen wir eine Strategie
zum Entwurf einer Reihe von Mi-
metika der IAPP-Kreuzamyloid-
Interaktionsfl�che mit Ab (ISMs)
als hochpotente Inhibitoren der
amyloidogenen Selbstassoziation
von Ab, IAPP oder beiden Poly-
peptiden vor (Schema 1b). Die
Strategie beruht auf der kovalenten
Verknîpfung von Hot-Spot-Seg-
menten und der Hypothese, dass
das Verknîpfen von IAPP(8-18)
und IAPP(22-28) miteinander mit-
tels verschiedener strukturell vor-
eingenommener Linkerelemente
zu ISMs fîhren sollte, die unter-
schiedliche Strukturen und somit
inhibitorische Funktionen aufwei-
sen sollten. Um die intrinsische
Amyloidogenizit�t von IAPP(22-
28) auszuschalten, wurde dieses
Segment in seiner N-methylierten

Form eingesetzt.[22] Da Amyloidstrukturen polymorph sind,
haben wir erwartet, dass einige der Verknîpfungselemente im
Vergleich zur nicht-inhibitorischen Struktur von IAPP(8-28)
zur Stabilisierung von alternativen, amyloid�hnlichen Struk-
turen fîhren wîrden.[1,13] Einige dieser Strukturen kçnnten
mçglicherweise eine vorteilhafte Pr�organisation von Resten
der Interaktionsfl�che, eine erhçhte Anzahl hydrophober
Wechselwirkungen und eine ausgepr�gte H-Brîcken-bilden-
de Kapazit�t quer îber die Interaktionsfl�che aufweisen.
Solche Eigenschaften sollten zur inhibitorischen Funktion
fîhren.[1, 14] Außerdem sollte die starke Neigung der ISMs zu
Selbstassoziation und der erwartete Mangel an Amyloidoge-
nizit�t die Sequestrierung von Ab oder IAPP in nicht-fibril-
l�re und nicht-toxische Heterooligomere bewirken.[16,17, 19]

Abbildung 1. Effekte von G3-GI, A3-GI, V3-GI und L3-GI im Vergleich zu IAPP(8-28)-GI auf die Ab40-
oder IAPP-Fibrillogenese und -Zytotoxizit�t und Konformationen der ISMs. a) Fibrillogenese von Ab40
(16.5 mm) allein oder mit den Peptiden (1/1), bestimmt mittels ThT-Bindungsassay (Mittelwerte
(�SEM), 3 Assays). b) Effekte auf die Ab40-Zytotoxizit�t. 7 Tage gealterte Lçsungen (aus a) wurden
zu den PC12-Zellen gegeben, und entstehender Zellschaden wurde mittels MTT-Reduktionsassay ge-
messen (Mittelwerte (�SEM), 3 Assays (je n = 3)). c) TEM-Bilder von 7 Tage gealtertem Ab40 und
dessen Mischung mit L3-GI (aus a) sowie von 7 Tage gealtertem IAPP und dessen Mischung mit L3-
GI (aus e) (Maßstab: 100 nm). d) CD-Spektren der ISMs und von IAPP(8-28)-GI (5 mm, pH 7.4).
e) Fibrillogenese von IAPP (16.5 mm) alleine oder mit den Peptiden (1/2), gemessen mittels ThT-Bin-
dungsassay (Mittelwerte (�SEM), 3 Assays). f) Effekte auf die IAPP-Zytotoxizit�t. Die Lçsungen aus
(e) (1 oder 7 Tage gealtert) wurden zu RIN5fm-Zellen gegeben. Zellschaden wurde gemessen wie in
(b) (Mittelwerte (�SEM), 3 Assays (je n =3)).
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Um die Inhibitor-Designstrategie systematisch zu evalu-
ieren, haben wir sechzehn ISMs entworfen und untersucht
(Schema 1b, Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen).
Die Linkerelemente waren, mit Ausnahme der ersten zwei
ISMs, Tripeptidsegmente, die aus drei identischen Amino-
s�ureresten bestanden (Schema 1b). Auf der Basis des De-
signkonzeptes sollten Linkerelemente, die hydrophobe b-
Faltblattstruktur-propagierende Reste enthalten, in inhibito-
rischen ISMs resultieren; dementgegen sollten Linkerele-
mente, die aus kleinen oder polaren Resten bestehen, wie
diejenigen, die in IAPP(19-21) und in b-Haarnadelschleifen/
b-Arcs vorkommen, nicht-inhibitorische ISMs ergeben.[23,24]

Als erstes haben wir untersucht, inwiefern eine spezifische
strukturelle Pr�organisation der Hot-Spot-Segmente fîr die
inhibitorische Funktion notwendig ist.[21] Zu diesem Zweck
wurden 8Aoc-GI und 8Adooc-GI
synthetisiert, die die konformativ
flexiblen Linkerelemente 8-Aoc
(hydrophob) und 8-Adooc (hydro-
phil) enthalten (Schema 1 b). In
der Tat konnten diese beiden ISMs
die Selbstassoziation von Ab40
oder IAPP nicht beintr�chtigen,
wie aus den Ergebnissen des
Thioflavin T(ThT)-Bindungsassays
und des 3-[4,5 Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5- Diphenyltetrazoliumbro-
mid(MTT)-Reduktionsassays, der
an der Ratten-Ph�ochromocytom-
Zelllinie PC12 und der Ratten-
Insulinom-RIN5fm-Zelllinie
durchgefîhrt wurde, ersichtlich
wurde (Abbildung S1). Als n�chs-
tes haben wir G3-GI, A3-GI, V3-
GI und L3-GI synthetisiert (Sche-
ma 1b und Abbildung 1). L3-GI
und V3-GI wiesen eine starke in-
hibitorische Wirkung auf die Fib-
rillogenese und Zelltoxizit�t von
Ab40 (1/1) auf; dementgegen
waren G3-GI, A3-GI und IAPP(8-
28)-GI nicht in der Lage, diese
Prozesse zu beeintr�chtigen (Ab-
bildung 1 a–c). Die CD-Spektren
von L3-GI und V3-GI wiesen auf
große Anteile von b-Faltblatt-/b-
Haarnadelschleifenstruktur hin
(Abbildung 1d).[25] Im Gegensatz
dazu deuteten die Spektren von
A3-GI, G3-GI und IAPP(8-28)-GI
auf signifikante Anteile ungeord-
neter Struktur zus�tzlich zur b-
Faltblatt-/
b-Haarnadelschleifenstruktur hin
(Abbildung 1d).[21] Darîber hinaus
stellte sich heraus, dass L3-GI auch
in der Lage ist, die Fibrillogenese
und Zelltoxizit�t von IAPP zu
blockieren (2-facher �berschuss),

wobei sich die anderen drei ISMs diesbezîglich als inaktiv
erwiesen (Abbildung 1c,e,f). Diese Ergebnisse erbrachten
den ersten Beweis fîr das Konzept.

Als n�chstes synthetisierten wir die fînf ISMs I3-GI,
Nle3-GI, 2Aoc3-GI, F3-GI und Cha3-GI, die hydrophobe
Linkerelemente enthalten, und die vier ISMs K3-GI, Dap3-
GI, R3-GI und KAc3-GI, die polare Linkerelemente ent-
halten (Schema 1b). Außerdem wurde als negative Kontrolle
das ISM SpG-GI, das das b-Haarnadelschleifen-stabilisie-
rende Dipeptid (d-Pro)Gly enth�lt und daher eine �hnliche
Konformation wie IAPP(8-28)-GI annehmen sollte, synthe-
tisiert.[26] I3-GI, Nle3-GI, F3-GI, Cha3-GI und R3-GI blo-
ckierten die Fibrillogenese und Zelltoxizit�t von Ab40 (1/1),
und TEM-Analyse zeigte, dass amorphe Aggregate die
Hauptspezies in diesen Mischungen waren (Abbildung 2a,b

Abbildung 2. Inhibition der Amyloidogenese und Zelltoxizit�t von Ab40 oder IAPP durch verschiedene
ISMs und Konformationen der ISMs. a) Fibrillogenese von Ab40 alleine oder mit ISMs (16.5 mm ; 1/1),
bestimmt mittels ThT-Bindungsassay (Mittelwerte (�SEM), 3 Assays). b) Zelltoxizit�t von 7 Tage ge-
altertem Ab40 oder dessen Mischungen mit ISMs (aus a) (PC12-Zellen), gemessen mittels MTT-Re-
duktionsassay (Mittelwerte (�SEM), 3 Assays (je n =3)). c) Fibrillogenese von IAPP alleine oder mit
ISMs (16.5 mm ; IAPP/ISM, 1/2), bestimmt mittels ThT-Bindungsassay (Mittelwerte (�SEM), je 3
Assays). d) Zelltoxizit�t von 7 Tage gealterten Lçsungen von IAPP alleine oder dessen Mischungen
mit ISMs (aus c), gemessen mittels MTT-Reduktionsassay (RIN5fm-Zellen) (Mittelwerte (�SEM), 3
Assays (je n =3)). e,f) CD-Spektren der Ab40-Inhibitoren (e) und Nicht-Inhibitoren (f) (5 mm, pH 7.4).
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und Abbildung S2). Dementgegen konnten alle anderen
ISMs die Aggregation von Ab40 nicht beeintr�chtigen (Ab-
bildung S3). Erw�hnenswert ist auch, dass die Selbstassozia-
tion von Ab40 blockiert wurde, wenn die inhibitorischen
ISMs (1/1) sowohl vor als auch nach ihrer Nukleation dazu-
gegeben wurden (Abbildung S4). Vor allem zeigten Titratio-
nen von zelltoxischen Ab40-Spezies mit inhibitorischen ISMs,
dass die IC50-Werte der inhibitorischen Effekte im unteren
nanomolaren Bereich liegen (Tabelle 1). Darîber hinaus
stellte sich heraus, dass Nle3-GI, Cha3-GI und 2Aoc3-GI in
der Lage sind, die Fibrillogenese und Zelltoxizit�t von IAPP
ebenfalls komplett zu blockieren (2/1) (Abbildung 2 c,d).
TEM zeigte, dass amorphe Aggregate die Hauptspezies in
den ISM-IAPP-Mischungen waren (Abbildung S2). Im Ge-
gensatz dazu waren alle anderen ISMs diesbezîglich inef-
fektiv (unverçffentlichte Daten). Ein wichtiger Befund ist
auch, dass inhibitorische ISMs in der Lage waren, die IAPP-
Fibrillogenese und IAPP-Zelltoxizit�t zu unterdrîcken,
sowohl wenn sie vor als auch wenn sie nach der Nukleation
der Fibrillogenese dazugegeben wurden (Abbildung S4). Von
noch grçßerer Bedeutung ist jedoch der Befund, dass alle
erhaltenen IC50-Werte im unteren na-
nomolaren Bereich liegen (Tabelle 1).
Die Ergebnisse des MTT-Assays wurden
durch Bestimmungen zum apoptoti-
schen Zelltod best�tigt (Abbil-
dung S5).[16, 17]

Die obigen Ergebnisse haben zur
Identifizierung von drei ISMs (L3-GI,
Nle3-GI, Cha3-GI) als Inhibitoren der
Selbstassoziation von sowohl Ab40 als
auch IAPP gefîhrt. Weitere vier ISMs
(V3-GI, I3-GI, F3-GI, R3-GI) wurden
als Ab40-selektive Inhibitoren und ein
ISM (2Aoc3-GI) als IAPP-selektiver
Inhibitor identifiziert. Erw�hnenswert
ist dabei auch der Befund, dass die
Zielmolekîl-Selektivit�t (Ab40 versus
IAPP) der inhibitorischen ISMs bis zu
einem mindestens 10-fachen molaren
ISM-�berschuss erhalten blieb (Tabel-
le 1; unverçffentlichte Daten).[16,17] Fer-
nerhin erwiesen sich die ISMs als inaktiv
gegenîber der Amyloidogenese von
Lysozym, einem amyloidogenen Protein,
das in keiner Beziehung zu Ab oder
IAPP steht (Abbildung S6). Wie vom
Designkonzept her erwartet, oligomeri-
sierten die ISMs im niedrigen mikro- bis
submikromolaren Peptidkonzentrati-
onsbereich und waren nicht-amyloido-
gen und nicht-zytotoxisch bis zum min-
destens 100-fachen ihrer IC50-Werte
(Tabelle S2 und Abbildung S6).[16] Dar-
îber hinaus wiesen die ISMs im Gegen-
satz zu den Volll�ngen-IAPP-Analoga
keine IAPP-Bioaktivit�t auf. Dies ergab
sich ebenfalls aus ihrem Designkonzept,
auf dessen Basis bestimmte Teile der

IAPP-Sequenz, die fîr die Bioaktivit�t notwendig sind, in den
ISMs nicht vorhanden sind (Abbildung S6 und Text in den
Hintergrundinformationen).[16]

Die CD-Spektren aller inhibitorischen ISMs deuteten mit
Ausnahme von R3-GI auf große Anteile von b-Faltblatt-/b-

Tabelle 1: IC50 der inhibitorische Effekte der ISMs auf die zytotoxische
Selbstassoziation von Ab40 und IAPP.

ISM IC50 (�SEM) [nm]
Ab40-Inhibition[a]

IC50 (�SEM) [nm]
IAPP-Inhibition[a][b]

V3-GI 186(�17) n.d.
I3-GI 267(�7) n.d.
L3-GI 81(�18) 55.4(�9.6)
Nle3-GI 189(�32) 40.5(�3.1)
F3-GI 123(�24) n.d.
Cha3-GI 117(�29) 38.3(�8.8)
R3-GI 116(�11) n.d.
2Aoc3-GI n.d. 18.3(�1.4)

[a] IC50s sind Mittelwerte (�SEM) aus 3 Titrationsassays (je n = 3)
(Ab40, 500 nm ; IAPP, 100 nm).[16, 17] [b] n.d., nicht bestimmt (nicht-inhi-
bitorische ISMs).

Abbildung 3. Charakterisierung der Wechselwirkungen der ISMs mit Ab40. a,b) CD-Spektren
von Ab40 und dessen Mischungen (1/1) mit inhibitorischen (a) oder nicht-inhibitorischen ISMs
(b) (5 mm, pH 7.4). c) Charakterisierung der Heteroaggregate von Ab40 mit L3-GI oder G3-GI
mittels Kreuzvernetzung mit Glutaraldehyd, NuPAGE und Western Blot-Analyse (WB) mit anti-
Ab40-Antikçrper. d,e) Bestimmung der Oberfl�chenhydrophobie mittels 8-Anilinonaphthalin-1-
sulfons�ure(ANS)-Bindungsassay. Fluoreszenzspektren von ANS allein und von dessen Mi-
schungen mit inhibitorischen ISMs (d) oder Mischungen von inhibitorischen ISMs mit Ab40
(1/1) (e) (10 mm, pH 7.4).
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Haarnadelscheifenstruktur hin (Abbildung 2 e,f fîr 2Aoc3-
GI).[25] Diese Annahme wurde durch die computerunter-
stîtzte Bestimmung der Sekund�rstrukturanteile durch De-
konvolution der CD-Spektra untermauert. Die Ergebnisse
dieser Analysen deuteten auf 80- bis 100%ige Anteile an b-
Faltblatt-/b-Haarnadelscheifenstruktur fîr alle inhibitori-
schen ISMs hin, außer fîr R3-GI, das 46% b-Faltblatt-/b-
Haarnadelschleifenstruktur und 54 % ungeordnete Struktur
aufwies (Tabelle S3).[27–28] NMR-Untersuchungen an R3-GI
deuteten auf die Anwesenheit von b-Haarnadelschleifen-
�hnlichen Populationen hin (Abbildung S7 und Text in den
Hintergrundinformationen). Schließlich wiesen die CD-
Spektren der nicht-inhibitorischen ISMs zus�tzlich zur b-
Faltblatt-/b-Haarnadelschleifenstruktur auf signifikante An-
teile an ungeordneten Strukturen hin (Abbildung 2 f
und Tabelle S3).

Als n�chstes untersuchten wir die Wechselwir-
kungen der ISMs mit Ab40 oder IAPP (Text in den
Hintergrundinformationen). Es stellte sich heraus,
dass inhibitorische ISMs pr�fibrill�re Ab40-Spezies
mit einer Affinit�t binden, die in den meisten F�llen
im nanomolaren Bereich ist. Diese Wechselwirkun-
gen fîhrten zu nicht-fibrill�ren Hetero-Oligomeren,
die große Mengen an b-Faltblatt-/b-Haarnadel-
schleifenstruktur und exponierte hydrophobe Be-
reiche aufwiesen (Abbildung 3, Tabelle S4 und Ab-
bildungen S8 und S9). Dementgegen wiesen die
Hetero-Aggregate der nicht-inhibitorischen ISMs
mit Ab40 mit Ausnahme von 2Aoc-GI große Anteile
an ungeordneter Struktur und keine exponierten
hydrophoben Bereiche auf (Abbildung 3b,d, Tabel-
le S4 und Abbildungen S9–S11). øhnliche Ergeb-
nisse erhielten wir aus den Untersuchungen der
Wechselwirkungen der ISMs mit IAPP (Tabelle S4
und Abbildungen S12 und S13). Die inhibitorische
Funktion der ISMs scheint somit durch hochaffine
Wechselwirkungen von b-faltblattreichen ISMs, die
große Mengen an exponierten hydrophoben Berei-
chen enthalten, an pr�fibrill�re Ab40- oder IAPP-
Spezies herbeigefîhrt zu werden. In der Tat deuten
unsere Befunde darauf hin, dass durch obige Wech-
selwirkungen Ab40 oder IAPP in Form von amor-
phen und nicht-toxischen Heteroaggregaten aus
ihrem amyloidogenen Selbstassoziationsweg se-
questriert werden.[1]

Die Ergebnisse einiger Untersuchungen deuten
darauf hin, dass die „Kreuznukleation“ der IAPP-
Amyloidogenese durch Ab-Fibrillen eine molekula-
re Verbindung zwischen AD und T2D darstellen
kçnnte.[7, 8] Da die ISMs, die die Selbstassoziation von
IAPP blockieren, auch an Ab40 binden, haben wir
uns gefragt, inwiefern sie auch mit dem Kreuznu-
kleationsprozess interferieren kçnnten. In der Tat
stellte sich heraus, dass sie die durch Ab40 ausgelçste
Nukleation der IAPP-Amyloidogenese effektiv un-
terdrîcken kçnnen (Abbildung 4a,b und Abbil-
dung S14).

Von großer Bedeutung ist darîber hinaus der
Befund, dass alle ISMs, die die Selbstassoziation von

Ab40 blockierten, auch in der Lage waren, mit einer Affinit�t
im niedrigen nanomolaren Bereich Ab42, ein pathophysio-
logisch relevantes Schlîsselmolekîl der AD, zu binden, und
dessen Fibrillogenese und Zelltoxizit�t zu blockieren (1/1)
(Abbildung 4c,d, Tabelle S5, Abbildung S15 und Text in den
Hintergrundinformationen).[11] Schließlich ergab sich aus
elektrophysiologischen Untersuchungen in frisch pr�parier-
ten Maushirnschnitten, dass R3-GI die Beeintr�chtigung der
hippocampalen synaptischen Langzeit-Potenzierung (LTP),
die durch die Aggregation von sowohl Ab40 als auch Ab42
hervorgerufen wird, unterbinden kann. Diese letzteren,
ex vivo gewonnenen Ergebnisse unterstreichen die physiolo-
gische Relevanz der In-vitro-Ergebnisse (Abbildung 4e und
Abbildung S16).[29]

Abbildung 4. Inhibitorische Effekte der ISMs auf die Kreuznukleation der IAPP-
Fibrillogenese durch Ab40-Fibrillen (fAb40) und auf die Ab42-Fibrillogenese und
Ab42-Zelltoxizit�t. a,b) Inhibition der mit fAb40 (10%) herbeigefíhrten Kreuz-
nukleation der IAPP-Fibrillogenese (12 mm) (a) und IAPP-Zytotoxizit�t (b) durch
L3-GI (5-fach), bestimmt mittels ThT-Bindungsassay (Mittelwerte (�SEM), 4
Assays) (a) und mittels MTT-Reduktionsassay (b) (24 h gealterte Lçsungen aus
a) (RIN5f-Zellen) (Mittelwerte (�SEM), 4 Assays (je n =3)). c,d) Inhibitorische
Effekte der ISMs (1/1) auf die Ab42-Fibrillogenese (16.5 mm), bestimmt mittels
ThT-Bindungsassay (Mittelwerte (�SEM), 3 Assays) (c), und auf die Ab42-Zyto-
toxizit�t (d) (7 Tage gealterte Lçsungen aus c), bestimmt mittels MTT-Reduktion
(PC12-Zellen) (Mittelwerte (�SEM), 3–4 Assays (je n = 2–3)). e) Unterbindung
der durch Ab42 hervorgerufenen Beeintr�chtigung der hippocampalen LTP in
akuten Hippocampus-Hirnschnitten der Maus mittels R3-GI. Links: LTP in der
Gegenwart von Ab42 (50 nm), Ab42 + R3-GI (1/10) oder R3-GI allein (500 nm)
(Kontrolle) (Mittelwert aus den letzten 5 min der Messungen (�SEM), n = 6). Si-
gnifikante Effekte (*) fír Ab42 im Vergleich zur Mischung oder der Kontrolle
(p<0.05, n= 6) (ungepaarter t-Test). Rechts: Zeitverlauf der synaptischen Trans-
mission (Mittelwerte (�SEM), n =6).
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Zusammenfassend stellen wir in diesem Bericht eine neue
Segmentverknîpfungsstrategie fîr den Entwurf Peptid-ba-
sierter Mimetika der IAPP-Kreuzamyloid-Interaktionsfl�che
mit Ab als hochpotente Inhibitoren der zytotoxischen
Selbstassoziation von Ab40(42), IAPP oder beiden Polypep-
tiden vor. Ein Alleinstellungsmerkmal dieses Ansatzes ist es,
dass die Natur des Verknîpfungselements die ISM-Struktur
und ihre inhibitorische Funktion bestimmen, bezîglich
sowohl Inhibitorpotenz als auch Zielmolekîl-Selektivit�t. Es
ist uns gelungen, drei nanomolare Inhibitoren der zytotoxi-
schen Selbstassemblierung von sowohl Ab40 wie auch IAPP
zu identifizieren. Hinzu kommen vier nanomolare Inhibito-
ren der zytotoxischen Ab40-Selbstassemblierung sowie ein
nanomolarer IAPP-Inhibitor. Diese ISMs gehçren somit zu
den potentesten Inhibitoren der zytotoxischen Selbstasso-
ziation von Ab40 oder IAPP, die bis dato entwickelt
wurden.[3] Zudem waren es bisher nur IAPP-GI und ver-
wandte „Volll�ngen“-IAPP-Analoga, die nanomolares Inhi-
bitionspotenzial gegenîber sowohl Ab40 als auch IAPP auf-
wiesen.[16, 17, 19] Im Vergleich weisen die ISMs nur die H�lfte
der Molekîll�nge auf und haben keine IAPP-Bioaktivit�t.
Letzteres ist eine wichtige Voraussetzung fîr die Entwicklung
von Amyloidinhibitoren fîr die AD. Darîber hinaus sind die
IAPP-inhibitorischen ISMs die ersten Inhibitoren der
Kreuznukleation der IAPP-Fibillogenese. Weiterhin blo-
ckieren alle sieben Ab40-inhibitorischen ISMs ebenfalls die
zytotoxische Selbstassoziation von Ab42. Somit kçnnten die
ISMs vielversprechende Leitstrukturen fîr Molekîle werden,
mit denen man pathologische Proteinaggregationsprozesse
bei AD und/oder T2D hemmen kçnnte.[1, 3,19] Vor allem aber
bietet das hier vorgestellte ISM-Designkonzept eine einfache
chemische Strategie, um die Struktur von initial nicht-inhi-
bitorischen (Kreuz-)Amyloid-Interaktionsfl�chen zu kon-
trollieren und diesen Molkîlbereichen potente Selbst- und/
oder Kreuzamyloid-inhibitorische Funktionen zu verleihen.
In der Tat stellt die Ausbildung von b-Faltblatt-Interaktions-
fl�chen einen frîhen Schritt bei der Amyloid-Selbstassem-
blierung und anderen Protein-Protein-Wechselwirkungen
dar. øhnliche Interaktionsfl�chen werden h�ufig in der
Homo- und Heteroassoziation eingesetzt. Daher sollte unser
Ansatz in der Entwicklung von potenten Inhibitoren sowohl
der Amyloid-Selbstassoziation wie auch der pathogenen
Wechselwirkungen anderer Proteine Anwendung finden
kçnnen.[1, 13–15]
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