


und deren Komorbiditäten dar. Darüber hinaus sind die identifizierten Syn-Schlüsselsegmente wertvolle Ziele für neuartige, an
mehreren Syn-Stellen angreifende Amyloidinhibitoren bei PD und verwandten Synucleinopathien.

Die Amyloidbildung wird mit der Pathogenese von mehr als
50 verheerenden Krankheiten in Verbindung gebracht.[1]

Dazu gehören die Parkinson-Krankheit (PD), die zweithäu-
figste neurodegenerative Erkrankung nach der Alzheimer-
Krankheit (AD), und der Typ 2 Diabetes (T2D), welche
weltweit mehr als 10 beziehungsweise 450 Millionen Men-
schen betreffen.

Das Schlüsselprotein der Amyloidbildung bei PD ist das
140-Aminosäuren-lange präsynaptische Protein -Synuclein
( Syn) während das wichtigste Amyloid-Polypeptid bei T2D
das aus 37 Aminosäuren bestehende Inselamyloid-Polypeptid
(IAPP) ist (Schema 1).[1b] In den Gehirnen von PD-Patienten
befinden sich sowohl in intraneuronalen Einschlüssen als
auch extrazellulär große Mengen neurotoxischer Syn-Oligo-
mere und -Amyloidfibrillen, welche Entzündungen, Neurode-
generation und eine sogenannte „Transmission der Patholo-
gie“ (Auftreten von Syn-Aggregaten) vermitteln können.[2]

Im Falle von T2D bildet IAPP zelltoxische Oligomere und
Amyloidfibrillen in der Bauchspeicheldrüse; diese Aggregate

liegen Entzündungsprozessen, -Zelldegeneration, und T2D-
Pathogenese zugrunde.[3] Unter physiologischen Bedingungen
fungiert dementgegen IAPP, das von pankreatischen -Zellen
sezerniert wird und sowohl im Blut als auch im Gehirn
vorhanden ist, als neuroendokriner Regulator der Glukose-
homöostase.[3]

Immer mehr Hinweise deuten darauf hin, dass T2D ein
Risikofaktor für PD ist.[4] Dabei wird angenommen, dass
Kreuzwechselwirkungen zwischen Syn und IAPP eine mole-
kulare Verbindung der beiden Erkrankungen darstellen
könnten.[5] Tatsächlich haben in vitro-Untersuchungen ge-
zeigt, dass IAPP-Fibrillen (fIAPP) in der Lage sind, als
Kreuznukleationskeime zu fungieren, was zu einer beträchtli-
chen Beschleunigung der Syn-Amyloidogenese führt; diese
Befunde wurden vor Kurzem von in vivo-Untersuchungen in
PD-Mausmodellen bestätigt.[5a,c] Weiterhin werden die Hin-
weise auf eine pathogene Rolle von Syn/IAPP-Kreuzwech-
selwirkungen auch unterstützt durch Befunde zu Syn/IAPP-
Co-Aggregaten im Gehirn von PD Patienten bzw. Syn-
Ablagerungen im Pankreas von PD- und T2D-Patienten
sowie Befunde zur Rolle von Syn-Kreuznukleationsereignis-
sen bei der Verbreitung der Syn-Pathologie in PD und
verwandten Synucleinopathien.[5c,d,6]

Basierend hierauf könnte die Entwicklung von Inhibito-
ren von sowohl der selbst- als auch der IAPP-nukleierten
Amyloidbildung von Syn ein sinnvoller Ansatz zur Unter-
drückung der PD-Pathogenese sein, insbesondere auch bei
PD/T2D-Komorbiditäten. Allerdings sind sowohl Syn als
auch IAPP intrinsisch ungeordnete Proteine (IDP) und
Kreuzinteraktionsstellen und Strukturen ihrer Hetero-Kom-
plexe sind noch unbekannt. Dadurch wird das Design von
Amyloidinhibitoren erschwert.[7] Tatsächlich hat es bislang
noch keiner der berichteten Syn-Amyloid-Inhibitoren oder
der pipeline-PD-Therapeutika einschließlich Antikörper, Pep-
tide und niedermolekulare Wirkstoffe in die klinische An-
wendung geschafft; auch gibt es keine Hinweise darauf, dass
sie die Kreuznukleation der Syn-Amyloidogenese hemmen
können. Die PD ist nach wie vor eine unheilbare Krankheit.[8]

Makrozyklische Peptide sind äußerst attraktive Kandida-
ten für Medikamente.[9] Der Grund hierfür ist, dass sie
zusätzlich zu ihren eigenen vorteilhaften Eigenschaften, wich-
tige Merkmale von Antikörpern und niedermolekularen
Wirkstoffen vereinen können.[9] So zählen zu ihren Eigen-
schaften eine hohe Wirksamkeit, hohe Affinität, Zielselektivi-
tät und eine große Oberfläche, welche bei Inhibitoren von
Protein-Protein- (oder IDP/IDP-) Wechselwirkungen, wie
z.B. bei Anti-Amyloid-Molekülen, oft erforderlich ist.[9–10]

Weiterhin können makrozyklische Peptide gute proteolyti-
sche Stabilität und Blut-Hirn-Schranken-(BHS-)Permeabilität
aufweisen oder dahingehend entworfen werden; diese Eigen-
schaften sind äußerst wünschenswert für Anti-Amyloid-Wirk-
stoffe bei PD.[9–11]

Vorherige Untersuchungen haben gezeigt, dass IAPP/
Amyloid- Peptid(A 40(42))-Kreuzinteraktionsstellen dazu
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verwendet werden können, Peptide als effektive Inhibitoren
ihrer amyloiden Selbstassoziation und Kreuznukleations-
wechselwirkungen zu entwerfen..[7d,11–12,14] In diesem Zusam-
menhang haben wir die von IAPP abgeleiteten makrozykli-
schen Peptide 2b und 2e als nanomolare Inhibitoren der
Amyloidbildung von sowohl IAPP als auch A 40(42) (2b)
oder nur A 40(42) (2e) entwickelt.[7d,11] Die beiden 17-Reste
langen Peptide (genannt macrocyclic inhibitory peptides oder
MCIPs) wurden entworfen, um IAPP-Stellen, die seine
Selbst- und/oder Kreuzwechselwirkung mit A 40(42) vermit-
teln, nachzuahmen, während sie zugleich minimale IAPP-
basierte Erkennungselemente konservieren (Schema 1).[7d,11]

Der Entwurf der MCIPs basierte auf dem IAPP-Amyloid-
kernsegment IAPP(8–28), das die Schlüsselerkennungsele-
mente für die IAPP-Selbstassoziation und seine Kreuzinter-
aktion mit A 40(42) enthält, und einem IAPP(8–28)-Analog,
dem linearen Peptid R3-GI, genannt IAPP interaction surface
mimic (ISM) (Schema 1).[11–13,15] Von großer Bedeutung war
der Befund, dass MCIP 2e, das sich von 2b nur durch das
Vorhandensein von D-Aminosäuren anstatt L-Aminosäuren
unterscheidet, eine hohe proteolytische Stabilität in menschli-
chem Plasma in vitro und gute BHS-Permeabilität in einem
Zellmodell aufwies; dadurch wurde 2e zur Leitstruktur für
Anti-Amyloidwirkstoffe bei AD.[7d,11]

In unserer aktuellen Studie zeigen wir, dass die makrozy-
klischen Peptide 2b und 2e nanomolare Inhibitoren sowohl
der selbst- als auch der IAPP-nukleierten amyloiden Selbstas-
semblierung von Syn sind. Unsere Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die starke Anti-Amyloid-Wirkung der beiden Pep-
tide durch ihre Bindung mit nanomolarer Affinität an drei
Syn-Segmente vermittelt wird. Letztere werden somit als

Schlüsselregionen sowohl der Syn-Selbstassoziation als auch
seiner Kreuzinteraktionen mit IAPP identifiziert. Darüber
hinaus zeigen wir, dass die beiden Peptide auch in der Lage
sind, die Kreuznukleation der Syn-Amyloidogenese durch
A 42-Amyloidfibrillen (fA 42) zu hemmen.

Als Erstes haben wir uns gefragt, welche IAPP-Regionen
seine Kreuzwechselwirkungen mit Syn vermitteln. Zu die-
sem Zweck haben wir synthetische Peptidarrays aus IAPP-
Dekameren, die die gesamte IAPP-Sequenz abdeckten und
jeweils um einen Aminosäurerest versetzt waren, mit Biotin-
markiertem Syn (Biotin- Syn) inkubiert. An Biotin- Syn
gebundene IAPP-Dekamere wurden anschließend mittels
Chemilumineszenz sichtbar gemacht.[15a] Wir haben ein Bin-
dungscluster aus 4 aufeinanderfolgenden Dekameren im
Bereich IAPP(8–20) sowie einen zweiten, schwächeren Deka-
mer-Cluster im Bereich IAPP(13–27) identifiziert (Abb. 1a,
Abb. S1). Als nächstes haben wir synthetisches, N -aminoter-
minal fluoreszeinmarkiertes IAPP (Fluos-IAPP) bzw. IAPP-
(8–28) (Fluos-IAPP(8–28)) mit Syn titriert. Diese Methode
nutzt die Abhängigkeit der Fluoreszenzemission eines Fluo-
rophors von seiner lokalen Umgebung und deren Verände-

rung bei Ligandenbindung, die mit dem Ausmaß der Kom-
plexbildung korreliert.[16] Die Bindung von Syn an die
markierten Peptide führte zu einem Syn-konzentrationsab-
hängigen Anstieg der Fluoreszenz (Abb. 1b, c). Diese Zunah-
me könnte auf die erhöhte Starrheit des Fluorophors im
Heterokomplex zurückzuführen sein. Sigmoidale Titrations-
kurven wurden erhalten und ergaben apparente (app.) Kd

Werte von 26.7 (�6.0) nM für die Fluos-IAPP/ Syn- und 8.2
(�2.3) nM für die Fluos-IAPP(8–28)/ Syn-Wechselwirkung
(Mittelwerte (�SD), 3 Assays) (Abb. 1b, c). Diese Daten
zeigten, dass IAPP mit niedriger nanomolarer Affinität an
Syn bindet, und dass der IAPP-Amyloidkern IAPP(8–28)

die IAPP-Schlüsselerkennungselemente für seine Wechsel-
wirkung mit Syn enthält, wie zuvor für die IAPP/IAPP- und
IAPP/A 40(42)-Wechselwirkungen gefunden wurde.[13,15a]

Auf der Basis obiger Befunde haben wir angenommen, dass
die von IAPP(8–28) abgeleiteten makrozyklischen Peptide
2b und 2e möglicherweise die IAPP/ Syn-Kreuzinteraktions-
flächen nachahmen könnten und die Syn-Amyloidbildung
und -Kreuznukleation durch fIAPP hemmen könnten. Unse-
re ersten Untersuchungen zeigten, dass sowohl IAPP(8–28),
das intrinsisch amyloidogen ist, als auch seine nicht-amyloido-
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genen Analoga IAPP(8–28)-GI und R3-GI, die zwei linearen
MCIP-Vorläufern entsprechen, die Syn-Fibrillenbildung
nicht hemmen konnten (Schema 1, Tabelle S1, Abb.
S2).[11–12,17]

Anschließend wurden die Effekte von 2b und 2e auf die
Syn-Amyloidbildung untersucht (Schema 1, Abb. 2a–c, Ta-

belle 1). Gleichzeitig haben wir die Auswirkungen des negati-
ven Kontrollpeptids 4Ala-2b, bei dem alle vier von IAPP
abgeleiteten Schlüsselreste von 2b und 2e durch Ala ersetzt
wurden, untersucht (Schema 1).[11] Die Ergebnisse des amy-
loidspezifischen Thioflavin T-(ThT-) Bindungsassays und der
Untersuchungen mittels Transmissionselektronenmikrosko-
pie (TEM) deuteten darauf hin, dass die Syn-Fibrillenbil-
dung mit einer Verzögerung von ~24 h begann und nach
~48 h abgeschlossen war (Abb. 2a, b & Abb. S3a–c). In der
Gegenwart von 2b oder 2e ( Syn/Peptid 1/1) wurde jedoch
eine vollständige Unterdrückung der Syn-Fibrillogenese be-
obachtet (Abb. 2a, b & Abb. S3b,c). Weiterhin waren die
beiden Peptide auch in der Lage, die Bildung zellschädlicher
Syn-Aggregate zu hemmen, wie aus den Ergebnissen des 3-

[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid
(MTT)-Reduktionsassays in kultivierten (Ratten�)Pheochro-
mozytoma Zellen (PC12) zu entnehmen (Abb. 2c, Abb.
S3d,e). Tatsächlich ergaben sich aus den Titrationen von
Syn mit 2b und 2e nanomolare IC50-Werte von 62.3 (�

33.9) nM (2b) und 66.0 (�23.3) nM (2e) (Tabelle 1, Abb.
S3d,e). Für die Negativkontrolle 4Ala-2b wurde bei einem
bis zu 50-fach höheren molaren Überschuss im Vergleich zu
2b oder 2e keine hemmende Wirkung festgestellt (Abb. 2a–
c).

Als Nächstes haben wir uns gefragt, ob 2b und 2e auch
die Nukleation der Syn-Fibrillenbildung durch vorgeformte
Syn-Amyloidfibrillen (f Syn) unterdrücken könnten. Wie

erwartet führte die Zugabe von f Syn (10%) zu Syn zur
starken Beschleunigung der Bildung von Syn-Fibrillen und
zellschädigenden Aggregaten (Abb. 2d–f, Abb. S4). In der
Gegenwart von 2b und 2e (1/1) waren jedoch sowohl die
Amyloidbildung als auch die Zelltoxizität von Syn vollstän-
dig unterdrückt, während 4Ala-2b ( Syn/4Ala-2b, 1/50) wie-
derum keine Wirkung zeigte (Abb. 2d–f, Abb. S4). Titratio-
nen mit den beiden Inhibitoren ergaben IC50-Werte von 51.8
(�4.8) nM (2b) und 54.7 (�4.4) nM (2e), die fast identisch
mit den IC50 Werten der Wirkung auf nicht-nukleierte Syn-
Selbstassemblierung waren (Tabelle 1, Abb. S5). Bemerkens-
werterweise konnten 2b und 2e die Syn-Fibrillenbildung
und -Zelltoxizität hemmen, unabhängig davon, ob für die
Nukleation 10% oder 1% f Syn verwendet wurden, was auf

eine inhibitorische Wirkung auf sekundäre Nukleation und
Fibrillenverlängerung hindeutet (Abb. 2d–f, Abb. S4–S6).[18]

Wir haben uns dann gefragt, ob die beiden Peptide auch
den Kreuznukleationseffekt von fIAPP auf die Syn-Amyloi-
dogenese beeinträchtigen könnten.[5a] Übereinstimmend mit
vorherigen Befunden beschleunigte die Zugabe von vorge-
formtem fIAPP (10%) die Syn-Amyloidbildung stark
(Abb. 2g, h).[5a] Gleichzeitig wurde eine stark beschleunigte
Bildung zellschädigender Syn-Spezies beobachtet (Abb. S7a,
b). In der Gegenwart von 2b oder 2e (1/1) wurde jedoch eine
vollständige Unterdrückung der fIAPP-Kreuznukleation der
Syn-Amyloidogenese und Zytotoxizität beobachtet. Die ent-

sprechenden Titrationen ergaben die folgenden nanomolaren
IC50-Werte für die beiden Peptide: 75.2 (�21.1) nM (2b) und
42.0 (�18.5) nM (2e) (Tabelle 1, Abb. S7c–h). Wie erwartet
konnte 4Ala-2b (50-facher Überschuss) auch diesen Prozess
nicht hemmen (Abb. 2g–i). Erwähnenswerterweise waren 2b

und 2e mindestens bis zu einem 200-fachen Überschuss im
Vergleich zu ihren IC50-Werten nicht-amyloidogen und nicht-
zelltoxisch, was in guter Übereinstimmung mit ihrem Ent-
wurfskonzept und vorherigen Ergebnissen war (Abb.
S8).[11–12,19]

Zusammenfassend zeigten die obigen Untersuchungen,
dass die MCIPs 2b und 2e nanomolare Inhibitoren sowohl
der selbst- als auch der fIAPP-kreuznukleierten Syn-Amy-
loidselbstassemblierung sind.

Um mehr über den Inhibitionsmechanismus zu erfahren,
haben wir Syn/Peptid-Wechselwirkungen und -Heteroaggre-
gate mittels verschiedener biophysikalischer und biochemi-
scher Methoden untersucht. Zuerst wurden die Affinitäten
der Syn/Peptid-Wechselwirkungen durch fluoreszenzspek-
troskopische Titrationen von synthetischem N-aminoterminal
fluoreszein-markiertem 2b (Fluos-2b) und 2e (Fluos-2e) mit
Syn bestimmt (Abb. 3a, b). Die app. Kd-Werte lagen für

beide Wechselwirkungen im niedrigen nanomolaren Bereich
(Fluos-2b/ Syn, app. Kd=17.2 (�2.6) nM; Fluos-2e/ Syn
app. Kd=22.0 (�5.1) nM) was in guter Übereinstimmung mit
den IC50-Werten war (Abb. 3a, b, Tabellen 2 & 1). Erwäh-
nenswerterweise lagen 2b und 2e bei niedrigen nanomolaren
Konzentrationen größtenteils als Monomere vor, wobei sie in
höheren Konzentrationen zu löslichen Oligomeren aggregier-
ten; dies war konsistent mit ihrem Designkonzept und frühe-
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ren Befunden (Abb. S9).[11–12,20] Außerdem waren ihre Syn-
Bindungsaffinitäten sehr ähnlich zu ihren IAPP-Bindungsaffi-

nitäten, während 4Ala-2b weder IAPP noch Syn binden
konnte (Abb. S10, S11, Tabelle 2).[11]
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Das Fern-UV CD-Spektrum von frisch gelöstem Syn
zeigte ein ausgeprägtes Minimum bei ~200 nm, was, überein-

stimmend mit früheren Berichten, auf eine hauptsächlich
ungeordnete Struktur hinwies (Abb. 3c, d).[21] Nach Inkubati-
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on („Alterung“) für 48 h, wurde eine starke Reduktion der
CD-Signalstärke beobachtet, was auf Syn Oligomerisierung
hindeutete.[21a,b] In Anwesenheit von 2b oder 2e jedoch
wurde keine oder nur eine langsame Verringerung der CD-
Signalstärke festgestellt, was im Einklang mit der hemmen-
den Wirkung der beiden Peptide auf die Syn-Amyloidbil-
dung stand (Abb. 3c, d). Weiterhin wiesen die CD-Spektren
der Syn/Inhibitor-Mischungen zusätzlich zum Minimum bei
~200 nm ein schwächeres aber deutlich erkennbares Mini-
mum zwischen 220–230 nm auf. Ihre Form und Signalstärke
deuten darauf hin, dass die Heterokomplexe geordneter als
Syn waren (Figure 3c,d).

Als nächstes wurden Syn/Inhibitor-Hetero-Komplexe
mit Glutaraldehyd quervernetzt, mittels SDS-PAGE aufge-
trennt und durch Westernblot (WB) mit anti- Syn- und anti-
2e(2b)-Antikörpern visualisiert (Abb. 3e & Abb. S12). In
frisch vorbereiteten Syn-Lösungen waren Monomere und
Dimere die Hauptspezies; Trimere und andere Aggregate mit
mittlerem bis hohem Molekulargewicht (MG) waren weniger
vorhanden.[21c] In Syn/2b(2e)-Mischungen wurde ein ähnli-
ches Muster wie bei Syn alleine beobachtet mit dem
Unterschied, dass die Banden sowohl mit dem anti- Syn- als
auch dem monoklonalen anti-2e(2b)-Antikörper sichtbar
gemacht wurden. Außerdem waren die Banden, die Syn-
Mono-, Di-, und Trimeren entsprechen könnten, leicht nach
oben verschoben. Diese Daten deuten darauf hin, dass 2b

und 2e mit Syn-Monomeren und kleineren Oligomeren zu
Hetero-Dimeren und kleineren Hetero-Oligomeren co-as-
semblieren.

Heterokomplexe, die in frühen Schritten der Syn/2e-Co-
Aggregation entstanden, wurden anschließend mittels Grö-
ßenausschlusschromatographie (SEC) untersucht (Abb. 3f).
Dabei eluierten die Syn-Monomere (~15 kDa), die in frisch
hergestellten Syn-Lösungen vorhanden waren, bei einer
Retentionszeit (tR) von ~21 min. Letztere entsprach jedoch
einem globulären 44 kDa-Protein; diese Diskrepanz könnte
mit der intrinsisch ungeordneten Struktur von Syn, welche
zu einem höheren hydrodynamischen Radius führt, zusam-
menhängen (Abb. 3f, Abb. S13).[21a,b] In Lösungen von 2e

alleine (~2 kDa) eluierte der Großteil bei ~38 min und
entsprach 2e-Monomeren, während eine kleinere Fraktion,
die 2e-Oligomeren entsprach, bei ~32 min eluierte. Von
Bedeutung war auch der Befund, dass in Syn/2e-Mischun-
gen der 21 min-Peak, der in den Syn-alleine-Lösungen
gefunden wurde, auch vorhanden war, wobei die 2e-Peaks

deutlich verringert waren (Abb. 3f). Die obigen Befunde
deuteten auf die Bildung von Syn/2e-Heterokomplexen,
welche bei ~21 min eluierten; tatsächlich wurde die Hetero-
komplexbildung durch Elektrospray-Ionisations-Massenspek-
trometrie (ESI-MS) bestätigt (Abb. 3f, Abb. S14). Der erwar-
teten jedoch nicht-beobachteten Verschiebung des Syn-
Peaks der Syn/2e-Mischung zu höheren MGs lagen höchst-
wahrscheinlich das niedrige MG von 2e und die Auflösungs-
kapazität der Säule zugrunde. Zusammen legen diese Studien
nahe, dass Syn/2e-Hetero-Dimere und Hetero-Oligomere
mit niedrigem MG frühe Spezies der Syn/2e-Co-Aggregati-
on repräsentieren.

Die Bildung zelltoxischer Syn-Oligomere wird mit Neu-
rodegeneration und der Pathogenese von PD in Verbindung
gebracht.[22] Unsere ThT-Bindungs- und MTT-Reduktionsas-
says deuten darauf hin, dass in der Gegenwart der MCIPs,
die Bildung zelltoxischer Syn-Aggregate stark unterdrückt
wird (Abb. 2a–c). Um die Auswirkungen der MCIPs auf die
Bildung von Syn-Oligomeren direkter zu charakterisieren,
haben wir die Kinetik der Bildung zellschädigender Oligome-
re in Lösungen von Syn alleine und seinen Mischungen mit
2e untersucht. Wir haben eine Slot Blot-Analyse eingesetzt
und den Antikörper A11 verwendet, der toxische Oligomere
verschiedener Proteine, darunter auch Syn-Oligomere, er-
kennt (Abb. 3g, Abb. S15a).[23] Die Bildung zelltoxischer
Syn-Oligomere wurde außerdem durch den MTT-Redukti-

onsassay und TEM bestätigt (Abb. S15b-e). In ~48 h- gealter-
ten Syn-Lösungen wurden große Mengen zytotoxischer
A11-reaktiver Oligomere gefunden (Abb. 3g, Abb. S15). Im
Gegensatz dazu wurden in Syn/2e-Mischungen (1/1) nur
wenige A11-reaktive Oligomere gefunden; auch wurden kei-
ne zytotoxischen Effekte beobachtet (Abb. 3g, Abb. S15a, b).

Die starke amyloidinhibitorische Wirkung der MCIPs
könnte auch durch die Bindung an f Syn und/oder fIAPP,
die zu einer Unterdrückung der sekundären Nukleation und/
oder Fibrillenverlängerung führen kann, vermittelt werden.[18]

Tatsächlich zeigten Dot Blot-Assays, dass Fluos-2b und
Fluos-2e sowohl f Syn als auch fIAPP binden können
(Abb. 3h). Allerdings konnte auch der nicht-Inhibitor Fluos-
4Ala-2b binden -wahrscheinlich unspezifisch (Abb. 3h, Abb.
S16). Darüber hinaus wirkten sich substöchiometrische Men-
gen an 2b und 2e nicht merklich auf die Selbst-/Kreuznuklea-
tion der Syn-Fibrillenbildung aus (Abb. S3, S5, S7). Außer-
dem stellte sich heraus, dass f Syn- oder fIAPP-
Nukleationskeime die Syn-Amyloidogenese im Kontext von
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Syn/2e(2b)-Heterokomplexen nicht nukleieren konnte
(Abb. S17, S18).

Zusammengefasst werden die Anti-Amyloid-Effekte von
2b und 2e auf Syn vermutlich durch hochaffine Wechselwir-
kungen zwischen Monomeren und/oder -Oligomeren von
MCIPs und Syn vermittelt. Diese resultieren in der Seques-
trierung von Syn in amorphe, nicht-zelltoxische und nuklea-
tionsinkompetente Syn/MCIP-Heteroaggregate. Ein ähnli-
cher Mechanismus wurde interessanterweise auch für die
Wirkung der MCIPs und verwandter IAPP-abgeleiteter Inhi-
bitoren auf die Amyloidbildung von IAPP und A 40(42)
vorgeschlagen.[11–12,14a,20]

Es wird vermutet, dass die Beeinträchtigung der synaptischen
Langzeitpotenzierung (LTP) im Hippocampus durch Syn-
Oligomere im direkten Zusammenhang mit der neuronalen
Dysfunktion bei PD steht.[2a,24] Um erste Informationen über
die mögliche physiologische Relevanz unserer in vitro-Befun-
de zu erhalten, haben wir die Wirkung der beiden MCIPs auf
Syn-Oligomer-vermittelte Beeinträchtigung der synapti-

schen LTP im Hippocampus von Mausgehirnen ex vivo
untersucht (Abb. 4a–c). Tatsächlich zeigten elektrophysiolo-
gische Untersuchungen, dass die Beinträchtigung der hippo-
campalen synaptischen LTP, die durch vorgebildete zelltoxi-
sche Syn-Oligomere verursacht wurde, in der Anwesenheit
von 2b oder 2e signifikant reduziert war (Abb. 4a–c, Abb.
S19).[24a] Die Effekte der MCIPs auf die Syn-Toxizität
wurden ebenfalls in Syn-überexprimierenden postmitoti-
schen, dopaminergen Lund-menschlichen mesenzephalen
(LUHMES) Neuronen untersucht, einem zuvor entwickelten
krankheitsrelevanten Zellmodel zum Screening möglicher
Modulatoren der Syn-Toxizität.[25] Syn-Zytotoxizität wurde
mittels des Laktatdehydrogenase (LDH) Freisetzungsassays
quantifiziert. Für beide Peptide wurde ein signifikanter
Schutz der Neuronen festgestellt, was ihre Anti-Amyloid-
Funktion zusätzlich unterstützt (Abb. 4d). Da A -vermittelte
Kreuznukleation von Syn eine Rolle bei der AD/PD-Co-
Pathologie spielen könnte, haben wir uns auch gefragt, ob 2b

und 2e, die auch die A -Amyloidbildung hemmen, ebenfalls
diesen Prozess beeinflussen würden.[26] Tatsächlich zeigten
der ThT-Bindungsassay, TEM und Zellviabilitätsuntersu-
chungen eine vollständige Unterdrückung der Syn Kreuznu-
kleation durch A 42-Fibrillen (fA 42) in der Anwesenheit
der beiden Peptide (1/1) (Abb. 4e–g). Schließlich zeigten
ThT-Bindungsuntersuchungen, dass 2b und 2e die Insulin-
Fibrillogenese nicht hemmen, obwohl ihre Vorläufer IAPP
und IAPP-GI diesen Prozess inhibieren können (Abb.
S20).[14c] Da darüber hinaus 2b die Amyloidbildung von
A 40(42), IAPP und Syn inhibiert, während 2e A 40(42)
und Syn, aber nicht IAPP, inhibiert, könnte man davon
ausgehen, dass die Anti-Amyloid-Multifunktionalität der bei-
den Peptide zielspezifisch ist.[11] Untersuchungen mit weiteren
möglichen Interaktionspartnern werden erforderlich sein, um
dieses Thema näher zu beleuchten.

Um die Syn-Regionen, die hochaffine Interaktionen mit den
MCIPs vermitteln, zu identifizieren, haben wir einen synthe-
tischen Peptidarray, der Syn-Dekamere enthält, welche die
gesamte Sequenz abdecken und jeweils um einen Rest
verschoben sind, mit Fluos-2e inkubiert (Abb. 5a, Abb. S21).
Wir haben drei Bereiche stark bindender Dekamere identifi-
ziert: ein lokalisiert im N-terminalen Segment Syn(1–14), ein
zweiter in der Region Syn(34–52), und ein dritter in Syn-
(87–105) (Abb. 5a, Abb. S21). Die Ergebnisse der Peptidar-
ray-Untersuchungen wurden durch fluoreszenzspektroskopi-
sche Titrationen bestätigt und quantifiziert. Diese ergaben
nanomolare app. Kds für die Interaktionen von 2e und 2b

mit allen 3 Syn-Segmenten (Abb. 5b–d, Abb. S22, Tabel-
le 2). Diese Daten deuteten darauf hin, dass die hohe
Bindungsaffinität der MCIPs an Syn durch die 3 Syn
Regionen Syn(1–14), Syn(34–52), und Syn(87–105) ver-
mittelt wird.

Da die MCIPs IAPP-Regionen, die seine Kreuzinterak-
tionen mit Syn vermitteln, nachahmen könnten, stellten wir
die Hypothese auf, dass sie mit den gleichen bzw. ähnlichen
Syn-Regionen wie IAPP interagieren könnten; dies könnte

ihrer starken Hemmwirkung auf die IAPP-vermittelte Kreuz-
nukleation der Syn-Amyloidogenese zugrunde liegen. Um
diese Annahme zu überprüfen, wurde der Syn-Peptidarray
mit Fluos-IAPP inkubiert. Wir haben 3 Hauptbindungsberei-
che in den Regionen Syn(1–13), Syn(34–46) und Syn(87–
104) identifiziert, sowie einen schwächeren Bereich innerhalb
der NAC-Region Syn(68–80) (Abb. 5e, Abb. S23). Von
Bedeutung war, dass die 3 IAPP-Hauptbindungsbereiche von
Syn, die an IAPP gebunden haben, mit den 3 Syn-Berei-

chen, die an die MCIPs gebunden haben, hast identisch
waren. Dies war in Einklang mit unserer Hypothese. Darüber
hinaus bestätigten fluoreszenzspektroskopische Titrationen,
dass die 3 wichtigsten MCIP-bindenden Syn-Segmente eben-
falls (f)IAPP binden, und es zeigte sich auch, dass die
Affinitäten ihrer Wechselwirkungen mit IAPP den Affinitä-
ten ihrer Wechselwirkungen mit 2b und 2e sehr ähnlich
waren (Abb. S24, S25, Tabelle 2). Zusammenfassend haben
die oben beschriebenen Untersuchungen die Segmente Syn-
(1–14), Syn(34–52), und Syn(87–105) als Schlüsselsegmente
für die hochaffinen Wechselwirkungen von Syn sowohl mit
MCIPs als auch mit IAPP identifiziert.

Bemerkenswerterweise liegen die identifizierten Syn-
Segmente, die die Interaktionen mit 2e, 2b und IAPP
vermitteln, in Syn-Regionen, welche für ihre entscheidende
Rolle in der Syn-Amyloidbildung bzw. ihrer zellschädigen-
den Wirkung bekannt sind (Abb. 5f).[27–28] Ihre Amyloid-
modulierenden Funktionen scheinen durch vielseitige Wech-
selwirkungen mit verschiedenen Bereichen von Syn und
einer Reihe anderer Moleküle vermittelt zu werden
(Abb. 5f).[23b,27–28,29] Zum Beispiel ist die N-terminale Region
Syn(1–60) bekannt für ihre Schlüsselrolle bei der Syn-

Amyloidogenese über selbstassoziationsfördernde oder -un-
terdrückende Interaktionen z.B. mit Lipiden, Chaperonen,
und Teilen von (oder )Syn.[22a,28a–f,l,m,30] In diesem Zusam-
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menhang wurde berichtet, dass intermolekulare Wechselwir-
kungen von Syn(1–11) oder Syn(1–20) mit dem C-termina-
len Teil Syn(96–140) von Syn-Oligomeren oder -Fibrillen
die Syn-Amyloidbildung auslösen können; im Gegensatz
dazu sollen intramolekulare Wechselwirkungen zwischen den
N- und C-Termini Syn-Monomere vor Aggregation schüt-
zen.[28a,b,d,e,m] Weiterhin wurde Syn(36–42), bekannt als “P1”,
als “master controller” der Syn-Amyloidselbstassemblierung

vorgeschlagen, während Syn(45–57), bekannt als “P2” oder
“pre-NAC” Region ( Syn(45–56)), ein zusätzlicher Schlüssel-
regulator der Syn Amyloidbildung ist.[28f,k] Auch wurden
Teile von Syn(34–52) als Vermittler von Syn-Interaktionen
mit diversen Amyloidmodulatoren einschließlich rational de-
signter Peptide/Proteine und niedermolekularer Wirkstoffen
identifiziert.[8b,c,28g,29b] Abschließend sind die MCIP- und
IAPP-bindenden Segmente Syn(34–52) und Syn(87–105) in
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3 von 4 vor Kurzem identifizierten f Syn-Bindungstaschen
enthalten.[28i]

Die ausgeprägte hemmende Wirkung der MCIPs, sowohl
auf die selbstinduzierte als auch die fIAPP-Kreuznukleation
der Syn-Amyloidbildung wird daher vermutlich durch ihre
hochaffinen Wechselwirkungen mit Syn über 3 Syn-Seg-
mente vermittelt. Letztere befinden sich in Regionen, die
entscheidend für die Syn-Amyloidbildung sind und hier
ebenfalls als Schlüsselstellen ihrer Kreuzinteraktion mit IAPP
identifiziert wurden (Schema 2).

Zusammen mit Ergebnissen anderer deuten unsere Be-
funde daraufhin, dass die Bindung der MCIPs an mehreren
Syn-Stellen Wechselwirkungen blockiert, welche der Syn-

Fehlfaltung in zelltoxische Di-/Oligomere und der
(Selbst�)Nukleation bzw. der fIAPP-vermittelten Kreuznu-
kleation der Syn-Amyloidselbstassemblierung zugrundelieg-
en. Sie sind im Einklang mit dem Vorschlag, dass die Bindung
an mehrere Syn-Stellen eine wichtige Voraussetzung für
eine effektive Anti-Amyloid-Funktion ist (Sche-
ma 2).[22a,23b,27–28] Darüber hinaus deuten unsere Befunde dar-
auf hin, dass die Fähigkeit der MCIPs IAPP-Regionen
nachzuahmen, die IAPP/ Syn-Kreuzwechselwirkungen ver-
mitteln, dem multi-site targeting von Syn zugrunde liegt und
unterstützen den Vorschlag, dass gemeinsame molekulare
Erkennungsmerkmale von A , IAPP und Syn bestehen,
welche ausgenutzt werden können, um multifunktionale An-
ti-Amyloid-Moleküle zu entwickeln.[7d,11,23b,29b,32]

Hier zeigen wir, dass die makrozyklischen Peptide 2b und 2e,
die entworfen wurden, um die IAPP-Selbst-/Kreuzinterakti-
onsstellen nachzuahmen und zuvor als wirkungsvolle Inhibi-
toren der Amyloidbildung von IAPP und/oder Amyloid- -
Peptid (A ) der Alzheimer-Erkrankung (AD) identifiziert
wurden, auch nanomolare Inhibitoren der Selbst- und der
IAPP-vermittelten Kreuznukleation der Syn-Amyloidbil-
dung sind. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass ihre
Anti-Amyloid-Funktion durch Wechselwirkungen nanomola-
rer Affinität mit Syn über drei Syn-Segmente vermittelt
wird. Diese wurden als Schlüsselstellen sowohl für die Syn-
Selbst- als auch für seine Kreuzinteraktionen mit IAPP
identifiziert. Außerdem zeigen wir, dass 2b und 2e auch in
der Lage sind, die A 42-vermittelte Kreuznukleation der
Syn-Amyloidogenese zu blockieren. Aufgrund ihres breiten

amyloidinhibitorischen Wirkungsspektrums und zusätzlicher
wirkstoffähnlicher Eigenschaften sind diese makrozyklischen
Peptide vielversprechende Leitstrukturen für multifunktiona-
le Anti-Amyloid-Wirkstoffe gegen PD, T2D, AD und ihre
Komorbiditäten; Untersuchungen in Tiermodellen sind nun
ein wichtiger nächster Schritt. Darüber hinaus dienen die
identifizierten Syn-Schlüsselsegmente als wertvolle Ziel-
strukturen für die Entwicklung neuartiger, auf mehreren -
Syn-Stellen abzielende Moleküle, als effektive Anti-Amyloid-
Wirkstoffe gegen PD und verwandte Synucleinopathien.
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