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Tau-Aggregationshemmer

E ine Vielzahl humaner Erkrankungen steht vermutlich in direkter
Verbindung mit der Fehlfaltung von Proteinen. Hierbei werden typi-
scherweise hochorganisierte Proteinaggregate, so genannte Amyloid-
fibrillen, sowie deren Aggregationsintermediate beobachtet. Diese
gelten allgemein als Vermittler der Zytotoxizitit und stehen demzu-
folge im Fokus der Forschung. Die pathologische Aggregation des
Tau-Proteins ist ein Hauptmerkmal einiger neurodegenerativer Er-
krankungen wie der Alzheimerkrankheit. Im vergangenen Jahrzehnt
hat man sich daher verstirkt der Suche nach Inhibitoren der Tau-
Aggregation als potenzielle krankheitsmodifizierende Wirkstoffe bei
Morbus Alzheimer und anderen ,, Tauopathien* gewidmet. Der
jiingste Bericht einer klinischen Phase-11-Studie des Tau-Aggregati-
onsinhibitors MTC stellt eine Validierung des Konzepts in Aussicht. In
diesem Aufsatz fassen wir die verfiigbaren Daten iiber niedermole-
kulare Inhibitoren der Tau-Aggregation von einem medizinisch-che-
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8 und 20 nm. Die Filamente werden
von Tau-Proteinen mit einer gekreuz-
ten (3-Faltblattkonformation aufge-

mischen Standpunkt heraus zusammen.

1. Einleitung

Die Suche nach niedermolekularen Inhibitoren der Bil-
dung von Amyloidfibrillen ist von gro3er Bedeutung in der
akademischen und industriellen Forschung. So werden mehr
als einhundert Amyloiderkrankungen, darunter Morbus
Alzheimer, Tauopathien, Diabetes Mellitus Typ II und BSE,
mit der Aggregation eines von zwanzig nichthomologen hu-
manen Proteinen in Verbindung gebracht."?l Es iiberrascht
daher, dass ein Mangel an klinisch gepriiften Inhibitoren der
Amyloidbildung zu verzeichnen ist.***) Der fehlende Erfolg
ist zum einen der Zuriickhaltung von Entscheidungstriagern
bei unbestitigten Targets, zum anderen der Komplexitét der
der Fibrillenbildung und Pathogenitdt zugrunde liegenden
Prozesse an der Grenze zwischen Biologie und Physik zuzu-
schreiben. Tatsédchlich fehlt es an prizisen Strukturinforma-
tionen der Fibrillen auf atomarer Ebene,”! ebenso wie an
einem grundsétzlichen Verstdndnis der fibrillaren Selbstor-
ganisation. Die direkteste Strategie, um diese Herausforde-
rung anzugehen, ist das Screening von Substanzbibliotheken
von ausreichender struktureller Diversitidt. Die Identifizie-
rung von Treffern schafft die Grundlage fiir nachfolgende
medizinisch-chemische Studien, um Substanzen mit den er-
wiinschten Eigenschaften, d.h. optimierter inhibitorischer
Aktivitdt und Pharmakokinetik zugénglich zu machen.

In diesem Aufsatz betrachten wir im Schwerpunkt Inhi-
bitoren der Tau-Aggregation. Diese Art der Aggregation ist
charakteristisch fiir ,,Tauopathien“, d.h. Gehirnerkrankun-
gen, bei denen es zu einer Assemblierung des Tau-Proteins zu
abnormen Fasern (,,paarigen helicalen Filamenten*, PHFs)
kommt, die wiederum in Neuronen und anderen zerebralen
Zelltypen hoher vernetzte Aggregate (,,neurofibrilldre
Biindel“) bilden.®'% Elektronenenmikroskopische Untersu-
chungen von PHFs aus dem Tau-Protein wurden erstmals
durch Kidd et al. beschrieben.!'!! Die PHFs bestehen aus zwei
umeinander geschlungenen, im Abstand von 80 nm repetitiv
tiberkreuzenden Filamenten und haben eine Breite zwischen
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Die Alzheimerkrankheit (AD) ist
die am weitesten verbreitete Tauopa-
thie, daneben treten Tau-Ablagerun-

gen auch bei frontotemporaler Demenz (FTDP-17), der
Pickschen Krankheit, Morbus Parkinson, progressiver su-
pranukleirer Blickparese und anderen Krankheiten auf.'*!”
Bei AD bilden sich im Gehirn zwei Typen von Aggregaten:
intrazelluldre neurofibrillire Biindel (Tau-Protein) und ex-
trazelluldre senile oder amyloide Plaques bestehend aus dem
Ap-Peptid, einem Spaltungsprodukt des Membranproteins
APP'®l Beide Arten von Aggregaten sind fiir Neuronen to-
xisch und basieren auf dem Prinzip der Amyloidaggregation,
wonach Fasern aus Proteinuntereinheiten durch die axiale
Stapelung von f-Stridngen entstehen und so im Kern der Fi-
lamente ein gekreuztes B-Faltblatt aufbauen.

Das Tau-Protein an sich ist hoch 16slich, da es groftenteils
hydrophile Seitenketten enthilt. Seine hauptsédchliche Funk-
tion besteht in der Stabilisierung von Mikrotubuli in neuro-
nalen Axonen. Sie gewihrleisten so die Funktion der Mik-
rotubuli beim axonalen Transport und als zytoskelettale
Elemente beim Aufbau der Axone. Im adulten menschlichen
Zentralnervensystem (ZNS) tritt Tau in sechs Hauptisofor-
men auf, die durch alternatives Spleilen eines Gens in
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Chromosom 17 generiert werden und in der Linge zwischen
352 und 441 Aminosduren variieren. Verglichen mit anderen
Amyloidproteinen ist Tau insofern ungewohnlich, als nur ein
kleiner Teil des Molekiils am Prozess der abnormen Aggre-
gation beteiligt ist. Dieser Teil, bestehend aus ein oder zwei
Hexapeptidmotiven, befindet sich innerhalb der Repeat-
Domine, die aus drei oder vier Abschnitten unvollkommener
Repeatsequenzen von je 31 Aminosduren Liange besteht (je
nach Isoform kann die Repeatsequenz R2 aufgrund alterna-
tiven SpleiBens fehlen; Abbildung 1)."' Da es sich bei Tau um
ein nativ ungefaltetes Protein ohne definierte 3D-Struktur
handelt, ist es rontgenkristallographisch nicht zugénglich, die
Repeat-Doméne konnte jedoch mittels NMR-Spektroskopie
analysiert werden.'®!"!

Der exakte Degenerationsweg der bei Alzheimer betrof-
fenen Neuronen ist bisher nur méaBig verstanden und ist Ge-
genstand intensiver Forschungen. Dennoch besteht der all-
gemeine Konsens, dass Proteinaggregation ein grundlegendes
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Abbildung 1. |m PHF-Inhibitionsassay verwendete Tau-Isoform. Kon-
strukt K19 (Repeat-Domine mit drei Wiederholungen, R2 fehlt.)

Element der Zytotoxizitidt darstellt, weswegen verschiedene
Arbeitsgruppen die Moglichkeit untersuchen, die Aggrega-
tion mithilfe niedermolekularer Wirkstoffe zu inhibieren, die
zu Medikamenten weiterentwickelt werden kénnten. Im Fall
des Tau-Proteins sind zwei Hauptansitze zu unterscheiden:
1) Suche nach Inhibitoren der Tau-phosphorylierenden Ki-
nasen, basierend auf der Annahme, dass abnorm phos-
phoryliertes Tau eher zur Aggregation neigt.’>?!) 2) Suche
nach Inhibitoren des eigentlichen Aggregationsprozesses.
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Diesen zweiten Ansatz werden wir im Folgenden behandeln.
Es ist anzumerken, dass aktuelle Daten einer klinischen
Phase-1I-Studie mit dem Wirkstoffkandidaten MTC das
Konzept einer Tau-Aggregationshemmung zur Behandlung

der Alzheimerkrankheit untermauern.”!

2. Inhibitoren der Tau-Aggregation

Fiir den Tau-Aggregationsassay in Gegenwart von Thio-
flavin S wurde das Konstrukt K19 des Tau-Proteins verwen-
det, das aus drei Repeat-Doménen der fetalen humanen
Isoform hTau23 besteht (Abbildung 1). Dieses Protein ag-
gregiert hoch reproduzierbar iiber Nacht zu PHFs und eignet
sich daher fiir ein automatisiertes Screeningsystem. Das drei
Repeat-Doménen enthaltende Tau-Konstrukt entspricht dem
Kern der PHF-Struktur und enthélt das Hexapeptidmotiv
VQIVYK, dessen Umwandlung in ein (-Faltblatt zur Ag-
gregation fiihrt.!'7

In einem Screening wurde eine Substanzbibliothek aus
200000 Verbindungen sowohl auf die Inhibition der Tau-
Aggregation als auch auf eine induzierte Disassemblierung
von Tau-Aggregaten untersucht.”? Diese zusitzliche Eigen-
schaft weisen nur wenige der tiblichen Screeningverbindun-
gen auf (Abbildung?2). Der fiir das Primirscreening ver-
wendete Satz von Verbindungen wurde anhand der Lipinski-

Regeln ausgewihlt.

Das erste Screening nach aktiven Substanzen und die
Validierung der Ergebnisse wurde mithilfe eines Fluores-
zenzassays mit Thioflavin S durchgefiihrt.?” Die Fluores-
zenzemission von Thioflavin S bei 521 nm ist in der Gegen-
wart von PHF-Fasern deutlich erhoht (Anregung: 440 nm),
und die Fluoreszenzerhohung ist proportional zum Ausmal}

der Aggregation (Abbildung 3).

Das Primirscreening wurde von Pickardt et al. beschrie-
ben.>*! Das Tau-Protein wurde unter aggregationsférdern-
den Bedingungen in Gegenwart der jeweiligen Testsubstanz

r

Zufallsbibliothek aus 200.000 Verbindungen

21selektierte
Verbindungen

<=

Inhibition der PHF-Bildung und
Depolymerisation von Tau-Aggregaten

(ThS-Assay)

44

Verbindungen

In-silico Screening
virtuelle Bibliothek

=

Phenylthiazolyl-
hydrazide
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Abbildung 2. Screeningschema, das zu den Phenylthiazolylhydrazid- und Rhodanin-
Leitstrukturen fiihrte. Ausgehend von 200000 Verbindungen wurden 77 Substanzen
gefunden, die eine Tau-Aggregation inhibieren und vorliegende PHF-Fasern auflésen.
Die chemische Klasse der Rhodanine wurde als aktiver Treffer identifiziert. Mit 21 der
77 Verbindungen wurde ein In-silico-Screening durchgefiihrt, aus dem die Phenyl-
thiazolylhydrazide als erster Treffer hervorgingen.
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Abbildung 3. Die Fluoreszenz von Thioflavin S (ThS) kann zur Quanti-
fizierung der Aggregation von Tau zu PHF-Fasern verwendet werden.

Tau (10 pm) Heparin (5 kDa, 5 pm)

Abbildung 4. ThS-Fluoreszenzassays fiir A) Verbindungen, die die Tau-
Aggregation in PHF-Fasern inhibieren, und B) Verbindungen, die zu
einer Disassemblierung vorliegender PHF-Fasern fiihren.””! Skalierun-
gen in den Mikroskopiebildern: 500 nm.

iiber Nacht inkubiert (Abbildung4). Nach Zugabe von
Thioflavin S wurde die Aggregation durch Messung der
Emission bei 512 nm quantifiziert (Anregungswellenldange

440 nm). Typische Fluoreszenzspektren von
ThS in Gegenwart loslicher oder aggregierter
Proteine sind in Abbildung 3 gezeigt. Das Se-
kundirscreening (Disassemblierung vorliegen-
der Tau-Fibrillen) wurde durch Inkubation von
PHF-Fasern bei 37°C iiber Nacht in Gegenwart
oder in Abwesenheit von Testverbindungen mit
anschlieBender ThS-Fluoreszenzmessung der
verbleibenden Fibrillen durchgefiihrt.” Der Z-
Faktor von 0.81 bestétigt die Zuverléssigkeit des
Assays, dessen Ergebnisse durch andere Me-
thoden (Elektronenmikroskopie, Filter-/Pelle-
tierungsassay) sowie mit anderen Tau-Kon-
strukten und Isoformen reproduziert werden
konnten.

Generell sind die Eigenschaften des Tau-
Proteins in Bezug auf die Dissoziation von

Chemie

Mikrotubuli und die Aggregation zu Fibrillen
von seinem Phosphorylierungszustand abhén-
gig.”® Da das Protein bereitwillig zu paarigen

helicalen Fasern polymerisiert, wurde das

Screening mit unphosphoryliertem rekombi-
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nantem Tau durchgefiihrt. Durch Elektronenmikroskopie
und spektroskopische Methoden konnte nachgewiesen
werden, dass diese Fasern den aus dem Gewebe von Alz-
heimergehirnen aufgereinigten Fasern ausreichend &hnlich
sind, um ihre In-vitro-Aggregation als verldssliches PHF-
Modell verwenden zu kénnen. !

Die im priméren ThS-Screening eingesetzten Substanzen
wurden auf ihre mogliche Eigenfluoreszenz bei der verwen-
deten Anregungs- und Emissionswellenldnge untersucht. Alle
Verbindungen, die in Abwesenheit des Proteins ein stirkeres
Fluoreszenzsignal aufwiesen als in dessen Gegenwart, wurden
von den weiteren Tests ausgeschlossen. Um Effekte wie
Fluoreszenzloschung oder ThS-Fluoreszenzdnderung auszu-
schlieBen, wurden die Substanzen zusitzlich mit , farbstoff-
freien“ Methoden wie Pelletierungs- und Filterassays, intrin-
sischer Tryptophanfluoreszenz oder Elektronenmikroskopie
untersucht.

Unter den gefundenen Treffern waren 77 Verbindungen
(=0.04% der Bibliothek) in der Lage, die PHF-Disassem-
blierung mit 80 % Effizienz bei einer Substanzkonzentration
von 60 uMm zu induzieren. Die Treffer konnen anhand ihrer
chemischen Strukturen in wenige Gruppen unterteilt werden.
Detaillierte Daten iiber die inhibitorische Aktivitdt von N-
Phenylaminen, Anthrachinonen, Phenylthiazoylhydraziden
(PTHs) und Thioxothiazolidinonen (Rhodaninen) sind an
anderer Stelle beschrieben. 22730311

Eine erste Analyse der Struktur-Aktivitdts-Beziehung
(structure-activity relationship, SAR) der PTHs und
Rhodanine wurde aus In-vitro-Aktivitdten eines Synthese-
programms abgeleitet, dessen vorrangiges Ziel es war, die
Voraussetzungen fiir eine verbesserte inhibitorische Wirkung
aufzukldren. AnschlieBend wurden die Verbindungen auf ihre
Wirksamkeit in einem neuronalen Zellmodell der Tau-Ag-
gregation iiberpriift (Abbildung 5).

Tau-Expression
(Ab K9JA)

Tau-Aggregation
(ThS)

Blindprobe

BSc3551

Abbildung 5. Tau-Expression, -Aggregation und -Inhibierung in einem
zelluldren Modell.”*!

2.1. Rhodanin-Inhibitoren
Die als Treffer identifizierten Rhodanine (Abbildung 6)
bilden eine interessante Klasse von Inhibitoren. Obwohl

vermutet wird, dass Rhodaninderivate in vivo konjugierte

www.angewandte.de
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b}

A-Teil R
3
R\N

Abbildung 6. Strukturvariation der Rhodanininhibitoren. a) Struktur
der Trefferverbindung; Variationen an flankierenden Regionen des zen-
tralen Rhodaninkerns (B-Teil) sind in den A- und C-Teilen méglich.

b) Variationen am Kern (R' und R?) und den flankierenden Substituen-
ten (R® und RY).%"

Additionen durchlaufen,®” kommen sie in der medizinischen
Chemie hiufig zum Einsatz, da ihre chemische Struktur mit
keinerlei Nebenwirkung (z.B. Mutagenitiat) korreliert ist.
Eine Langzeitstudie mit Epalrestat, einem Aldose-Redukta-
se-Inhibitor mit Indikation bei diabetischer Neuropathie,
bescheinigt der Struktur eine potenzielle Bioverfiigbarkeit
mit hoher Toleranz.®® Um die Relevanz des Thio-
carbonylheterocyclus der Rhodaninderivate zu untersuchen,
wurde der Heterocyclus unter Beibehaltung der Substituen-
ten R* und R* (entspricht Teil A bzw. C in Abbildung 6a)
variiert (Substitution von R' und R?, Abbildung 6b). Hierbei
wurden Rhodanine (R'=S und R?=S), Thiohydantoine
(R'=S und R?=N), Thioxooxazolidine (R' =S und R?= 0),
Oxazolidindione (R' = O und R*=0) und Hydantoine (R'=
O und R*=N) synthetisiert und getestet, die bei der De-
polymerisation von Tau-Aggregaten folgenden Trend erga-
ben: Rhodanin (ICs/DCs, (in um): 0.8/0.1) > Thiohydantoin
(6.1/0.4) > Oxazolidindion (3.5/2.2) = Thioxooxazolidinon
(3.1/2.4) > Hydantoin (22.6/54.3). Die ICs,- und DCs)-Werte
entsprechen jeweils der In-vitro-Konzentration, bei der eine
halbmaximale Inhibition der Assemblierung bzw. halbmaxi-
male Induktion der Disassemblierung beobachtet wird. Dass
sich der Rhodanin-Heterocyclus dabei am wirksamsten
erwies, unterstreicht die Relevanz der Thioxogruppe der
Rhodanine, die durch ihre GroBle, geringe Elektronegativitit
und Fiahigkeit zur Bildung von Wasserstoffbriicken als Bio-
isoster der Carboxylgruppe bekannt ist.?*! Auferdem konnte
die Hydrophobie des Schwefels eine entscheidende Rolle
spielen, da hierdurch die Amidgruppe des Rhodanin-Hete-
rocyclus die Fahigkeit zur Wasserstoffbriickenbildung be-
wahrt.

Das Substitutionsmuster am Heterocyclus war entschei-
dend fiir die Aktivitdt. Wasserstoffbriicken-Akzeptoren in
Form von Nitrogruppen, Carboxylgruppen, Phenolen oder
Sulfonaten/Sulfonamiden treten in Amyloid-Aggregations-
inhibitoren hiufig auf. Uber die Bedeutung der Carboxyl-
gruppe (A-Teil in Abbildung 6a), des Substitutionsmusters
und der Kohlenstoffkette zwischen dem zentralen Kern und
der Carboxylfunktion ist berichtet worden.””? Die Vereste-
rung der Carbonsédure oder ihr Ersatz durch eine Imidazol-
oder Benzimidazolgruppe fiihrten zu einer reduzierten Dis-
assemblierungsaktivitit in vitro (Tabelle 1, Verbindungen 1-
4). Die Linge der Kohlenstoffkette zwischen Carboxylgruppe
und Rhodaninkern (B-Teil in Abbildung 6a) wurde ebenfalls
variiert, und es wurde gefunden, dass eine Verlingerung der
Kette auf zwei Kohlenstoffbindungen die Inhibitorwirkung
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Tabelle 1: Strukturen, 1Cs,- und DCgo-Werte, Zytotoxizitat, PHF-Inhibition in Zellen und clogP-Werte von Rhodanin-Inhibitoren. !

Substanz R} R* 1Cgo™ DG, LDH [%] Inhibition clogP*
[um] [um] in Zellen [%]
1 Ho N D_Q 0.82 0.10 12.85420.82 20.40+5.37 0.59
Cl

1.80 24.55+3.83 n.b.

N
m
(o]
e
Ny
"%
g
(@)
i
w
()]
N
w
w

%,
g
O

0.67 0.94 6.14£5.55 70.47 + 4.49 5.30
|
HN ,\:‘J [e]
4 QNE\/\HJJ D_Q 1.09 0.80 5.91+3.19 n.b. 3.82
ol
0 ENg
5 HOJ\/\; D_Q 0.47 0.30 3.10+7.80 21.55+13.82 0.60
Cl
o o~ -0
6 oA \[/)_Q 122 1.04 13.19+9.55 n.b. 0.65
Cl
0 Sos
7 Ho)j\/\g‘ \E/)_Q 0.97 0.77 n.b. nb. 1.07
Cl
O JJ‘IJ
N
8 oA~ 7N O O 5.03 1.66 7.58+£2.76 n.b. 1.5
o \
9 HO)'\/\; O O O 7.92 1.40 59.5744.52 n.b. 1.26
o Y
10 HO)‘\/\; » O O 0.17 0.13 16.49+4.38 n.b. 1.77

[a] Die Substituenten R® und R* entsprechen den flankierenden Regionen in Abbildung 6b; R'=R*=S. [b] Die ICys,- und DCsy-Werte sind die Kon-
zentrationen fiir die halbmaximale Inhibition der Assemblierung bzw. Induktion der Disassemblierung (in vitro bestimmt durch ThS-Assays). Jeder
Datenpunkt entspricht dem Mittelwert dreier Experimente. Die aus den Kurven bestimmte Standardabweichung der 1Csy- und DCyp-Werte betrug 10—
20%. [c] Die LDH-Werte (Lactatdehydrogenase-Freisetzung) wurden nach 24 h Inkubation mit 10 um Substanz bestimmt und sind ein MaR fiir die
Zytotoxizitat der Substanzen in N2a-Zellen im Vergleich zur Dimethylsulfoxid (DMSO)-Negativkontrolle (gesetzt auf 0%). [d] Die nach der Inkubation
mit 15 um Substanz ermittelten Werte entsprechen dem auf Kontrollen ohne Inhibitor (0%) normierten Grad an Inhibition der Tau-Aggregation in
Zellen. n.b.: Nicht bestimmt. [e] Die Logarithmen der theoretischen Wasser-Octanol-Verteilungskoeffizienten (clogP) wurden mithilfe von ChemDraw
Ultra 10.0 (CambridgeSoft) berechnet.

der Verbindung merklich erhohte (Tabelle 1, Verbindungen 1,
5 und 6). Diese Strukturmodifikationen, die vermutlich durch
eine optimierte Positionierung an der Bindungsstelle zu einer
verbesserten Inhibitorwirkung fiihrten, bewirkten bemer-
kenswerterweise keine Erhohung der Disassemblierungsak-
tivitdt. Der Biarylteil C der Substanz (Abbildung 6a) wurde
ebenfalls variiert, wobei die Modifikation des Furan-
heterocyclus zur Verringerung der Inhibitorwirkung fiihrte
(Tabelle 1, Verbindungen 1, 7-9). Dies ist vermutlich auf
sowohl elektronische als auch sterische Faktoren zuriickzu-
fiihren, da der Ersatz des Furanrings in § durch Thiophen in 7
ebenso eine verringerte Wirksambkeit ergab wie der Ersatz des
Furans in 10 durch Pyridin in 8 (Tabelle 1).

Insgesamt scheint die Anwesenheit einer aromatischen
Seitenkette, die hydrophobe und/oder Stapelwechselwirkun-
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gen unterstiitzt, notwendig zu sein.* Sehr groBe Substitu-
enten wie Adamantyl oder Ferrocen wurden am Ende der
Seitenkette C gut toleriert und fithrten nur zu geringen Ver-
lusten in der Gesamteffizienz der Verbindungen. Ebenso
beeinflusste die Einfiihrung einer Carbonsdure am Ende der
Seitenkette C die Wirksamkeit nicht merklich, was die
strukturelle Adaptionsfihigkeit an dieser Position unter-
streicht.””! Nach Optimierung konnte mit 0.17 um ein inter-
essanter ICs-Wert erzielt werden (Verbindung 10, Tabelle 1).
Die Diskrepanzen zwischen den in vitro und im zellbasierten
Assay erhaltenen Wirksamkeiten (siche auch Abbildung 12
in Abschnitt 2.3) zeigen die Notwendigkeit weiterer Opti-
mierungen dieser Substanzklasse in Bezug auf ADME-Para-
meter (absorption distribution metabolismus exkretion), die
fiir die In-vivo-Aktivitét relevant sind. Wihrend die festge-
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stellte Toxizitdt in einem sicheren Bereich lag (2-8 %, LDH-
Assay in N2A-Zellen, 24 h Inkubation mit 10 pm Substanz;
siche Abbildung 12), konnte die negativ geladene Carboxy-
latgruppe, die in den meisten Verbindungen vorhanden ist,
die Membranpermeabilitdt einschrianken (clogP, Tabelle 1).
Unter den erhaltenen Rhodaninderivaten ist die ungeladene,
Benzimidazol-substituierte Verbindung 3 am vielverspre-
chendsten. Sie reduziert die Aggregation in Zellen um 70 %.
Die hohe Effizienz konnte mit der hoheren Permeabilitit der
Verbindung korrelieren, wodurch sich die Option ergibt, die
anderen Inhibitoren durch Ersatz der Carboxylate gegen la-
dungsneutrale Bioisostere zu optimieren.

Es ist erwidhnenswert, dass die Substanzen zur Disas-
semblierung vorhandener Fibrillen in der Lage waren. Der
Mechanismus, der dieser seltenen Eigenschaft zugrundeliegt,
beruht vermutlich auf dem Abfangen des Monomers oder
eines Assemblierungsintermediats aus dem dynamischen
Gleichgewicht zwischen Fibrille und Monomer. Ein solches
Verhalten wurde auch fiir AP-Fibrillen beschrieben.*!
Auflerdem besteht die Moglichkeit, dass Verbindungen mit
der aggregierten Struktur wechselwirken, sodass die Orien-
tierung der m-Stapelwechselwirkungen zwischen den Protei-
nen gestort wiirde. Auf dem komplizierten Pfad von nativen,
nicht-toxischen Peptiden zu Fibrillen kénnten daher ein al-
ternativer Bindungsmodus sowie die Existenz verschiedener
Targets fiir die Inhibition und Disaggregation die lose Kor-
relation der ermittelten ICs;- und DCs;-Werte erklaren.

Es konnte Bedenken geben, dass die aus der Fibrillen-
disassemblierung hervorgehenden Fragmente toxisch sind, da
dies bei kleinen Oligomeren beobachtet worden ist.“**!
Gleichwohl gelang es in Studien mit Verbindung 3 (Tabel-
le 1), einen Effekt der Disassemblierung von Tau-Filamenten
auf die zellulire Lebensfahigkeit festzustellen, wobei eine
eindeutige Aufhebung der durch die zytosolische Tau-Ag-
gregation verursachten toxischen Effekte beobachtet
wurde.®! AuBerdem zeigen aktuelle Berichte iiber an Ap-
Fibrillen bindende Substanzen, dass diese auch an Oligomere
binden und neuroprotektive Effekte verursachen konnen.[*!

2.2. Phenylthiazolylhydrazid-Inhibitoren

Die im urspriinglichen Hochdurchsatz-Screening von
200000 Verbindungen gewonnenen Daten wurden in silico
durch Grundgeriistwechsel (Scaffold-Hopping) analysiert,
wobei das Phenylthiazolylhydrazid-Geriist neben zwei ande-
ren Leitstrukturen, die aus dem anfénglichen Screening nicht
hervorgingen, identifiziert wurde. Thiazolylhydrazid wurde
fiir eine Leitstrukturoptimierung sowie fiir SAR-Untersu-
chungen ausgewihlt.” Durch synthetische Derivatisierung
von R', R? und R*? (Abbildung 7b) wurde eine Reihe von
Thiazolylhydraziden erzeugt. Das durch Grundgertiistwechsel
erhaltene Pharmakophormodell legt zwei aromatische Ringe
an R' und R’ eine hydrophobe Region am Thiazolring und
einen Wasserstoffbriickenakzeptor am Carboxylamid fest
(Abbildung 7 a).

Das virtuelle Pharmakophor wurde durch experimentelle
Daten, die aus Aggregations- und Disaggregationsassays des
Tau-Proteins gewonnen wurden und mit den SAR-Daten der
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Abbildung 7. a) Vierteiliges Pharmakophormodell der Thiazolylhydrazi-
de: zwei aromatische Ringe (braun), hydrophobe Region (blau), Was-
serstoffbriickenakzeptor (griin).?®! b) Struktur des Thiazolylhydrazid-
Motivs.

Rhodaninderivate  in  FEinklang
waren, bestdtigt und verfeinert. Eine
Uberlagerung der Rhodanin- mit
der Thiazolylhydrazin-Struktur ldsst
eine sterische Ubereinstimmung er-
kennen, was die gemeinsamen
strukturellen Anforderungen fiir die
Bindung an @hnliche oder identische
Bindungsstellen an Tau-Aggregaten
oder Tau-Monomeren widerspiegelt
(Abbildung 8).

Ein weiteres Strukturmerkmal des Modells, das eine
Verbesserung der Inhibitorwirkung impliziert, ist das Vorlie-
gen eines Wasserstoffbriicken bildenden Substituenten an R?,
z.B. die Nitrogruppe in BSc3094 (Abbildung 9). Parallel dazu

Ot
R?@ \g;/z:\ﬁ

Abbildung 8. Die Uber-
lagerung der Grundge-
riiste von Rhodaninen

und Phenylthiazolylhyd-
raziden ldsst eine enge
Uberlappung erkennen.

100%
49% _ 55%
4% H
N AN NO.
Sarhes Yy
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0,
" ° a5, 49% O
74%

Abbildung 9. Bindungsepitop des Inhibitors BSc3094 (Klasse der Phe-
nylthiazolylhydrazide) am Tau-Konstrukt K18, abgeleitet aus dem STD-
NMR-Spektrum.’! Die Prozentangaben beziehen sich auf die relativen
Sattigungstransferdifferenzen (STD), die die Bindungsaffinititen zum

Proteintarget représentieren.

schienen die hydrophoben oder n-Stapelwechselwirkungen
an R' zur Bindung des Targets beizutragen, da in STD-NMR-
Experimenten bestédtigt werden konnte, dass eine starke
Wechselwirkung zwischen dem Tau-Konstrukt K18 und dem
aromatischen Ring R! besteht (Abbildung 9). Durch STD-
NMR-Spektroskopie wurde weiterhin gezeigt, dass die Bin-
dung mit einer Dissoziationskonstanten von 62 pm spezifisch
ist.[!

Obwohl die Phenylthiazolylhydrazide in vitro eine gerin-
gere Wirksamkeit als die oben diskutierten Rhodanine auf-
wiesen, liegt ihre Aktivitdt in Zellen in der Groenordnung
der Rhodaninderivate (sieche Abbildung 12 in Abschnitt 2.3).
Die vermutliche Ursache hierfiir ist die hohere Zellpermea-
bilitdt der Phenylthiazolylhydrazide, die dennoch nur eine
miBig hohere Zytotoxizitit aufweisen (Abbildung 12).
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2.3. N-Phenylamine und Anthrachinone

Weitere Tau-Aggregationsinhibitoren kommen aus den
Substanzgruppen der N-Phenylamine und Anthrachino-
ne.*% Beide Klassen iiberlappen nur teilweise mit den oben
beschriebenen Struktur-Aktivitits-Beziehungen: Die Was-
serstoffbriicken bildenden Substituenten der Rhodanine und
Phenylthiazolylhydrazide sind in den N-Phenylaminen durch
Nitro- und Carboxylgruppen und in den Anthrachinonen
durch azide Arylhydroxygruppen ersetzt (Abbildungen 10
und 11). Die hydrophoben Bindedoménen werden von aro-
matischen Ringen bereitgestellt.

NO H o
2 H \ﬁ’$7—u
@L e
NH
OH
B4D5 0 B4A1
Abbildung 10. Strukturen von N-Phenylaminen.
OH O OH OH O
RSOS O‘O ‘th
OH
O OH
PHF016 Emodln PHF005

OH

Daunorubicin Adriamycin

Abbildung 11. Strukturen von Anthrachinonen.

Die N-Phenylamine wiesen in vitro und in Zellen weitaus
geringere Wirksamkeiten als die Rhodanine und Phenyl-
thiazolylhydrazide auf und haben auferdem eine Zytotoxi-
zitdt von 20 % (Abbildung 12), was ihre Verwendung in vivo
stark einschrénkt.

Die Anthrachinone weisen eine tricyclische Struktur
(Abbildung 11) mit einer oder mehreren (-Hydroxyenon-
Seitenketten auf (Abbildung 11). Das letztere Struktur-
merkmal konnte eine wichtige Rolle spielen, da solche Sei-
tenketten auch in anderen Inhibitorklassen wie Flavonoiden
und Naphthochinonen (siche unten) hiufig auftreten. Cate-
chine ohne die Keto-Funktionalitit zeigen eine verringerte
Wirksamkeit.* Daunorubicin und Adriamycin sind héher
anelliert und tragen eine zusitzliche Daunosamingruppe an
Ring D (Abbildung 11). Beide sind als interkalierende Zy-
tostatika bekannt und weisen daher ein gefiahrliches toxiko-
logisches Profil auf, das von den Zytotoxizitdtsdaten bestatigt
wird (Abbildung 12).
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Abbildung 12. A) |Cs,-Werte (griin; in um) und DCgy-Werte (orangefar-
ben; in um) sowie B) Zytotoxizitit (schwarz; in %) und aggregations-
inhibitorische Aktivititen in Zellen (rot; in %). Die Zytotoxizititsassays
(LDH) wurden tiber 24 h in Gegenwart von 10 um Substanz durchge-
fiihrt. Zum Testen der inhibitorischen Aktivitat in Zellen wurden indu-
zierte Zellen 5 Tage mit 15 um Substanz inkubiert. Die verbleibenden

aggregatpositiven Zellen wurden durch ThS-Firbung quantifi-
Ziert 25:27.31.43]

Die fiinf in Abbildung 11 gezeigten Verbindungen waren
sowohl in der Lage, die Aggregation des Tau-Konstrukts K19
mit IC5-Werten zwischen 1.1 und 2.4 pm zu inhibieren, als
auch vorgebildete Aggregate mit DCs-Werten zwischen 2.2
und 3.8 pm aufzuldsen.” Eine Ausnahme bildet Verbindung
PHFO005, die, vermutlich wegen einer hoheren Strukturflexi-
bilitdat im Vergleich zu den geschlossenen tricyclischen
Strukturen, eine merklich geringere Aktivitdt aufwies (Ro-
tationsachse durch den Pfeil in Abbildung 11 angedeutet).
Das Substitutionsmuster an Ring A schien keine ausschlag-
gebende Rolle zu spielen, da unterschiedliche Muster zu
dhnlichen inhibitorischen Wirkungen fiihrten. Der zucker-
tragende Ring D in Daunorubicin und Adriamycin verleiht
keinerlei Vorteil gegeniiber PHF016, was vermuten ldsst, dass
die Verbindungen nur moderat auf Substitutionen an diesem
Ring ansprechen und sogar groBe Substituenten wie Zucker
beherbergen konnen. Dies ldsst einen von Rhodaninen und
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Phenylthiazolylhydraziden verschiedenen Bindungsmodus
vermuten, der grof3e Substituenten an den dufleren Rindern
des Molekiils toleriert.

2.4. Benzothiazole

Zusitzlich zu den oben erwihnten Daten, die aus dem
Screening der 200000 Verbindungen grofen Substanzbiblio-
thek gewonnen wurden,”” berichteten einige Arbeitsgruppen
iiber die Identifizierung weiterer neuartiger Tau-Aggregati-
onsinhibitoren, deren Disassemblierungswirkungen aber nur
in seltenen Féllen erwdhnt wurden. Benzothiazol-Inhibitoren
wurden von Necula et al. beschrieben,™ wobei das Thiocar-
bocyanin N744 als Beispiel genannt sei (ICs,=300 nm, Ab-
bildung 13). Die Thiocarbocyanine weisen eine charakteris-

Q5 -9

BT e é
~ N

“ .
HO N744 OH YA
S S
16

/
S, C /
\@ ; N "N\ s
N* N s —
\ B N
Thioflavin T (ThT) © N

Thioflavin 8 (ThS)

Abbildung 13. Strukturen von Benzothiazolen.

tische kationische Ladung auf, iiber die sie, vermutlich durch
Ladungswechselwirkungen, mit dem Target wechselwirken
konnen, und die zur Planaritit der Struktur beitragt. An der
anderen Seite des Molekiils konnte der Benzothiazol-Hete-
rocyclus hydrophobe Wechselwirkungen beisteuern. Letztere
Eigenschaft ist vermutlich der Grund fiir die ausgeprigte in-
hibitorische Aktivitit im Vergleich zu Thioflavinen wie ThS
oder ThT, die als Reporter fiir die (3-Faltblattstruktur im as-
semblierten Zustand verwendet werden, ohne die Assem-
blierung als solche zu beeinflussen.*

Andere Studien berichten iiber den Verlust der inhibito-
rischen Aktivitit von N744 bei hohen Konzentrationen, her-
vorgerufen durch die Aggregation der Substanz. Dieser
Selbstassemblierungsprozess fithrt zu H-Aggregaten, die aus
sdulenartigen Stapeln von Inhibitormolekiilen mit groflen
Neigungswinkeln zwischen benachbarten Molekiilebenen
bestehen. In geringen Konzentrationen liegt der Inhibitor
N744 dagegen als monomere oder dimere Struktur vor, die als
die inhibitorisch aktive Form angesehen wird.[*"l Eine ,,diva-
lente* Modifikation von Verbindung N744 ist in der Lage,
mittels intramolekularer Wechselwirkungen die Dimerstruk-
tur zu simulieren (Verbindung 16, Abbildung 13). Obwohl
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Verbindung 16 H-Aggregate bilden oder die Konformation
einer ,geschlossenen Muschel“ annehmen kann, war die
vierfache Erhohung der Aktivitdt mit der offenen monome-
ren Form korreliert. Dies demonstriert, dass die Steigerung
der Wirksamkeit aus der Multivalenz der Substanz und nicht
aus ihrer Aggregation resultiert.!*’]

2.5. Phenothiazine, Porphyrine und Polyphenole
Taniguchi et al.*! beschrieben drei Substanzklassen, die
als Aggregationsinhibitoren der Isoform htau34 (412 Ami-

nosduren, erste Insertsequenz, vier Repeatsequenzen) mit
1C5,-Werten zwischen 1.2 pm (Myrcetin, Abbildung 14) und

HO,CC,H,
HO,CC,H,

\
O OH \

Myrcetin, ICs, = 1.2 um Hamin, IC5, = 8.2 um

R N N

| ~ <

N c R. @ D\ 'R /@ 7
N N R N

S R R

S
¥

Chinoxalin,
ICsp=2.4 um

Perphenazin,
1Cs, > 200 pm

Thionin (R=H), ICs, = 12 pum
MTC (R= CH,)

Abbildung 14. Inhibitoren der Tau-Aggregation.!!

12 uMm (Thionin) aktiv waren: Phenothiazine (Thionin, Per-
phenazin), Porphyrine (Hamin) und flavonoide Polyphenole
(Myrcetin). Die Polyphenole weisen die oben bereits fiir
Anthrachinone beschriebene Struktur-Wirkungs-Beziehung
mit dem charakteristischen f-Hydroxyenon-Muster auf
(Myrcetin, Abbildung 14), das auch in einem Tautomer des
Naphthachinons Rifamycin vorhanden ist.*!

Phenothiazine sind tricyclische Strukturen (Thionin, Ab-
bildung 14), die im zentralen Heterocyclus Schwefel und
Stickstoff enthalten und aufgrund der positiv geladenen
Zentren und der hydrophoben Arenringe den oben disku-
tierten Benzothiazol-Inhibitoren sehr dhnlich sind. Die un-
geladenen Phenothiazine haben eine gute Blut-Hirn-Per-
meabilitit und finden Anwendung als antipsychotische Me-
dikamente. Die Planaritdt und Aromatizitdt des zentralen
Heterocyclus scheint der entscheidende Faktor fiir die Inhi-
bition der Tau-Aggregation zu sein, da nicht-konjugierte und
nicht-planare Analoga wie Perphenazin eine drastisch gerin-
gere Aktivitdt haben (Abbildung 14). Die positive Ladung
beim Thionin und Methylthioniniumchlorid (MTC, auch be-
kannt als Methylenblau) spielt hochstwahrscheinlich eine
untergeordnete Rolle, da ungeladene Chinoxaline, die starke
Uberlappungen mit Phenothiazinen aufweisen (Abbil-
dung 14), ebenfalls als wirksame Tau-Aggregationsinhibito-
ren identifiziert wurden.* MTC wurde kiirzlich als wirksa-
mer Tau-Aggregationsinhibitor mit einem submikromolaren
ICs,-Wert in Zellen beschrieben.**! Dariiber hinaus zeigen
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die Ergebnisse einer klinischen Phase-II-Studie eine signifi-
kant langsamere Abnahme kognitiver Funktionen im Ver-
gleich zum Placebo. Hierbei wurde MTC oral in einer ran-
domisierten, parallel gefiihrten Phase-II-Doppelblindstudie
iiber 84 Wochen an 321 Teilnehmern getestet. Die nach 50
Wochen beschriebenen Ergebnisse bei Patienten mit milder
bis moderater kognitiver Beeintrdchtigung zeigten einen
Riickgang des ADAS-cog-Wertes um sieben Punkte in der
Placebo- und um einen Punkt im der MTC-Gruppe, ent-
sprechend einer Abschwichung der kognitiven Abnahmerate
um 81% unter MTC (p <0.0001). Die Resultate konnten
durch SPECT- und PET-Scans des Gehirns untermauert
werden. Obwohl bisher keine Daten zur Pharmakodynamik
und Pharmakokinetik veroffentlicht sind, wiirde die Bestéti-
gung dieser Ergebnisse einen Durchbruch bei der Linderung
der Alzheimerkrankheit darstellen und die Eignung dieser
Strategie fiir die Tau-Aggregationsinhibition nachweisen.

Porphyrine (Hamin, Abbildung 14) sind die einzigen
metallorganischen Beispiele fiir Tau-Aggregationsinhibito-
ren, und sie weisen vermutlich einen anderen Bindungsmodus
als die bisher beschriebenen Substanzen auf. Dabei hingt die
inhibitorische Aktivitit vom zentralen Metall (Eisen oder
Zink) ab, da das Phthalocyanin in Abwesenheit des Metall-
zentrums ein um ein bis zwei GroBenordnungen schwécherer
Inhibitor ist.**>'' Howlett et al. hatten iiber die inhibitorische
Wirkung von Porphyrinen gegen die Af42-Amyloidaggrega-
tion berichtet®" und postuliert, dass das Eisenzentrum an
Histidinseitenketten des Targets koordiniert — ein Mecha-
nismus, der auf die Inhibition der Tau-Aggregation iibertra-
gen werden konnte.

In der Tat sprechen Ahnlichkeiten in der Ultrastruktur
der Amyloide dafiir, dass diese Inhibitoren einen teilweise
gemeinsamen Bindungsmodus haben. So zeigen Amyloid-
fibrillen unabhingig von ihrer Aminosduresequenz das glei-
che Rontgenbeugungsmuster mit einem charakteristischen
meridionalen Reflex bei 4.6-4.8 A. Dieser Wert entspricht
den Abstianden der Peptidketten innerhalb der gekreuzten 3-
Struktur, in der die (-Faltblitter des Proteins senkrecht zur
Fibrillenachse angeordnet sind. Auflerdem wurde durch
Rasterkraftmikroskopie an AP42-Aggregaten in rekonstitu-
ierten Membranen eine bemerkenswerte supramolekulare,
Ionenkanal-dhnliche Struktur nachgewiesen®** — eine ein-
drucksvolle Struktureigenschaft der meisten Amyloide wie a-
Synuclein, AB42 oder IAPP. Unabhéngig von ihrer Amino-
sduresequenz weisen einige losliche Amyloid-Oligomere
ebenfalls gleiche Strukturen auf. In der Tat gibt es oligomer-
spezifische Antikorper, die sequenzunabhéngig Oligomere
erkennen und deren Toxizitit neutralisieren.’" Der gleiche
konformationsabhingige Antikorper erkannte auch Oligo-
mere von IAPP, a-Synuclein, Ap42, Polyglutamin und ande-
ren Proteinen. Dies impliziert, dass zwischen den Oligomeren
eine strukturelle Verbindung besteht, die an die entstehenden
Aggregate ,,vererbt“ werden konnte.”> Dies trifft mit der
Beobachtung zusammen, dass Aggregationsinhibitoren einer
bestimmten Amyloidklasse auch potenzielle Inhibitoren
einer Vielfalt weiterer Amyloide sein konnen**>"*! und dass
histologische Farbstoffe wie ThS und Kongorot an unter-
schiedliche Aggregate binden, die bei mindestens 15 gene-
tisch nicht verwandten Erkrankungen auftreten.®”
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Die detaillierte Erforschung der Af-Aggregation ist
daher eine wichtige Voraussetzung fiir ein umfangreiches
Verstandnis der Amyloidose. Strategien zur Pridvention der
Fehlfaltung und Aggregation von Af sind in der Literatur gut
dokumentiert.-%!

3. Aggregationsinhibitoren fiir andere amyloidogene
Proteine

Untersuchungen des Fibrillenbildungspfades von Af342
ergaben, dass das Gleichgewicht zwischen den Aggregatfor-
men durch niedermolekulare Substanzen beeinflusst werden
kann."” Mithilfe eines oligomerspezifischen Antikorpers war
es moglich, den Einfluss bekannter Inhibitoren der Amy-
loidaggregation zu analysieren. Die Verbindungen wurden in
drei Kategorien unterteilt: 1) Inhibitoren der Oligomerisie-
rung, nicht aber der Fibrillenbildung, 2) Inhibitoren sowohl
der Oligomerisierung als auch der Fibrillenbildung und
3) Inhibitoren der Fibrillenbildung, nicht aber der Oligome-
risierung. Bemerkenswerterweise schienen die Oligomerisie-
rungsinhibitoren (erste Kategorie) eine Fibrillenbildung
sogar zu begiinstigen. In der Gruppe der vollen Inhibitoren
(zweite Kategorie) finden sich Meclocyclinsulfosalicylat,
Hémin und ortho-Vanillin (mit IC5y< 10 um) aus den Sub-
stanzklassen der Anthrachinone, Porphyrine bzw. Polyphe-
nole, die oben bereits als Tau-Aggregationsinhibitoren be-
schrieben wurden.

Die Aktivitdtsunterschiede zwischen den Amyloidaggre-
gationsinhibitoren konnten in der Affinitdt der Verbindungen
zu den Seitenketten der Fibrillen begriindet sein. Generell
sind Inhibitoren der Tau-Aggregation weniger verbreitet als
-Amyloidinhibitoren, wie Taniguchi et al. durch Vergleich
der Inhibitionswirkungen von acht Substanzklassen zeigen
konnten.™ Ein Grund hierfiir konnte sein, dass das Tau-
Protein iiber weniger aromatische Seitenketten verfiigt als A
und daher weniger hydrophobe Wechselwirkungen mit dem
Inhibitor eingehen kann. Ein Vergleich der Aktivitdten von
Anthracyclinen offenbart ein Beispiel fiir unterschiedliche
Struktur-Wirkungs-Beziehungen zwischen Tau- und Ap40-
Inhibitoren: Wiahrend die Tau-Aggregation vom Substituen-
ten am Ring D unbeeinflusst bleibt (siche Abbildung 11),
schienen bei AB40 nur solche Anthracycline aktiv zu sein, die
mit dem Dausosamin-Zucker substituiert sind (z.B. Doxoru-
bicin)."! Eine Pharmakophorkartierung der Anthracycline
als Aggregationsinhibitoren von Af ergab ein Drei-Punkte-
Modell, in dem die aromatischen Ringe als hydrophobe Re-
gionen und die Zuckerseitenkette als Wasserstoffbriicken-
donor und -akzeptor fungierte (Abbildung 15).

Die Polyphenole, z.B. Myrcetin (Abbildung 14), wurden
bereits in Abschnitt 2.5 als Tau-Aggregationsinhibitoren
vorgestellt. Thre inhibitorische Aktivitdt erstreckt sich auf
eine Vielzahl von Amyloiden, z.B. a-Synuclein, IAPP, AB40
und PrPsc.®® Polyphenole finden sich hiufig in hoheren
Pflanzen wie dem Ginkgobaum, dem Teestrauch, in Wein-
trauben und in der Gelbwurz. Man teilt sie entsprechend ihrer
Struktur in Flavonoide, Gerbsduren und Lignine ein (Abbil-
dung 16). Obwohl die Diskussion weiter andauert, ob ihre
Aktivitdt in vivo nicht ihren antioxidativen Eigenschaften
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hydrophobe Bereiche

Donor- und Akzeptorstellen
fur Wasserstoffbriicken

OH NH;
Anthracyclin

Abbildung 15. Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir Anthracycline bei der
Inhibition der AB40-Aggregation.
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Morin
Myricetin
Quercetin

Abbildung 16. Polyphenolinhibitoren.

zuzuschreiben sei, zeigen in vitro erhaltenen Daten deutlich,
dass sie in die Elongationsphase der Fibrillenassemblierung
eingreifen.[**®! Ein Nachteil der Polyphenole ist ihre meist
sehr schnelle Verstoffwechslung, oft einhergehend mit einer
verringerten oralen Bioverfiigbarkeit und einer geringen
Blut-Hirn-Géngigkeit, was das Potenzial dieser Substanz-
klasse als Leitstruktur deutlich einschrénkt.

Eine strukturelle Voraussetzung fiir die Aktivitit von
Tau- und Af-Aggregationsinhibitoren sind die Hydroxy-
gruppen der Phenolfunktion (Abbildung 16), da entspre-
chende Etherderivate geringere Aktivititen aufwiesen. Phe-
nolische Hydroxygruppen sind azider als aliphatische Hy-
droxygruppen und konnen stdarkere Wasserstoffbriicken
bilden. Eine wichtige Rolle der Wasserstoffbriickenbildung
oder Hydrophilie wurde auch fiir den Scylloinosit-Inhibitor
beschrieben.! Die meisten Lignine sind symmetrische Mo-
lekiile (z.B. Rosmarinsdure und Curcumin), wobei fiir AB40
ein optimaler Abstand von 16-19 A zwischen den Phenol-
ringen angegeben wurde (Abbildung 17).[”)

O OH
OH
"o 17.5A

Abbildung 17. Struktur von Curcumin (Enol-Form).

In zelluliren Assays wurde ermittelt, dass Curcumin
mehrere fiir neurodegenerative Erkrankungen relevante
Prozesse beeinflusst. Die geringe orale Absorption und Blut-
Hirn-Géngigkeit schrianken jedoch die mogliche Anwendung
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von Curcumin in vivo betréchtlich ein. Ein Austausch der f3-
Hydroxyenongruppe des Curcumins gegen substituierte Py-
razolgruppen ergab wirksame Tau- und AP-Aggregations-
inhibitoren.® Die Wechselwirkung mit Ap erforderte lineare
Pyrazole, sodass die Y-formigen Derivate eine erhohte Se-
lektivitat fiir Tau-Aggregate erhielten. Die Aktivitdten ver-
zweigter Derivate, die N-Aryl-Substituenten enthielten,
wichen daher voneinander ab, wobei die aktivsten 4-Nitro-
phenyl- und 3-Nitrophenyl-substituierten Curcuminpyrazole
die Tau-Aggregation im niedrigen mikromolaren Bereich
inhibierten. Die Einfithrung einer -elektronenziehenden
Gruppe am N-Arylpyrazol verbesserte die Inhibition der Tau-
Aggregation gegeniiber dem unsubstituierten N-Phenyl-
pyrazol um den Faktor 100. Fiir die Disaggregation des Tau-
Proteins konnte eine dhnliche Struktur-Wirkungs-Beziehung
beobachtet werden, wobei die Einfithrung einer Nitroguppe
am N-Arylpyrazol die Depolymerisationsaktivitdt gegeniiber

dem unsubstituierten N-Phenylpyrazol 18- bis 70fach erhoh-
te.[%8

4. Bindungsmodus

Die komplexen Faltungswege, die ausgehend von nicht-
toxischen, nativen Peptidmonomeren zu Fibrillen durchlau-
fen werden, implizieren das Vorhandensein mehrerer poten-
zieller Angriffspunkte fiir Wirkstoffe zur Aggregationsinhi-
bition und Disaggregation.>®! Allerdings befinden sich die
Studien zu den Strukturen frither Aggregationsintermediate
und ihren Komplexen mit niedermolekularen Bindungspart-
nern noch in den Anfiangen. Die durch STD-NMR-Spektro-
skopie identifizierten Bindungsepitope fiir die Wechselwir-
kung zwischen einem Phenylthiazolylhydrazid als Inhibitor
und einem Tau-Monomer (siche Abbildung9 in Ab-
schnitt 2.2) lassen den Schluss zu, dass diese Art der Wech-
selwirkung ein gemeinsames Merkmal von Aggregations-
inhibitoren und Disaggregationspromotoren sein konnte.

Die Bindung an gereifte Fibrillen scheint hydrophobe
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken mit den Fibrillen
einzubeziehen. Ein Modell fiir die Bindung von Kongorot an
AP wurde aus der Rontgenkristallstruktur von Kongorot im
Komplex mit den B-Faltblidttern von Insulindimeren abgelei-
tet.” Obwohl Kongorot und ThS oder ThT nur als schwache
Aggregationsinhibitoren beschrieben wurden,*! konnte mit-
hilfe von Verdrangungsexperimenten gezeigt werden, dass
ihre Bindungsstelle auch Liganden anderer Stoffklassen auf-
nimmt,[""! sodass sie mit bekannten Inhibitoren, etwa N744,
iiberlappen konnten.™ Der Befund, dass die Bindung des
Tau-Aggregationsinhibitors N744 mit giangigen -Amyloid-
bindern wie ThS konkurriert, ldsst dariiber hinaus vermuten,
dass die Bindung von Thioflavinen und Kongorot an Tau- und
B-Amyloidfibrillen tiber dhnliche Bindungsmodi erfolgt. Die
aromatischen Wechselwirkungen spielen in diesem Modell
eine vorherrschende Rolle, da der Inhibitor parallel zur
Peptidkette interkaliert (Abbildung 18, Modell A).

Fine ebenfalls vorgeschlagene, senkrechte Anord-
nung™7! wird durch Ladungswechselwirkungen zwischen
den positiv geladenen Seitenketten der Fibrille und den ne-
gativ geladenen Sulfonsédureresten von Kongorot stabilisiert.
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Tau-Aggregationshemmer

Kongorot

Abbildung 18. Struktur von Kongorot und Modelle fur die Bindung an
Amyloidfibrillen. A) Bindung parallel zu den B-Faltblittern. B) Bindung
senkrecht zu den f3-Faltblittern. C) Aggregation von Kongorot (rote
Striche) entlang der helikalen Fibrillenstruktur.

Basierend auf dem Abstand zwischen den Sulfonsduregrup-
pen (19 A) wurde eine Bindung iiber fiinf Polypeptidketten
hinweg vorgeschlagen (Abbildung 18, Modell B). Dieser
Optimalabstand stimmt mit der optimierten GroBe iiberein,
wie sie fiir Curcumin-Analoga beschrieben wurde. Lineare
Doppelbrechungsaufnahmen von mit Kongorot angefarbten
Amyloidplaques, die eine zum Peptid rechtwinklige Bindung
zeigten (dhnlich wie Modell B, Abbildung 18), stiitzen diesen
transversalen Bindungsmodus.”” Durch konfokale Mikro-
skopie mit polarisiertem Laserlicht wurde ein dhnlicher Bin-
dungsmodus fiir die Bindung von ThT an bovines Insulin und
B-Lactoglobulin nachgewiesen. Das Modell ist in Einklang
mit der Verdnderung des Fluoreszenzspektrums bei der Fi-
brillenbindung, wobei die verringerte Flexibilitdt des in der
fibrilliren Furche (Modell B) gebundenen Molekiils die
Fluoreszenzquantenausbeute der Verbindung erhoht.¥

Basierend auf der pH-Abhingigkeit der Bindung von
Kongorot an AP40-Amyloidpeptide wurde ein drittes Modell
vorgeschlagen, demzufolge unter physiologischen Bedingun-
gen elektrostatische Wechselwirkungen zwischen positiv ge-
ladenen Histidinresten des Proteins und den anionischen
Sulfonatresten am Kongorot auftreten.” Das Modell sieht
eine regelméfBige Anordnung von Histidinseitenketten vor,
die aus der Peripherie einer 3-helikalen Nanorohre oder eines
Protofilaments paralleler $-Faltbldtter ragen und somit eine
Matrize fiir den Einbau von Kongorot bilden (Modell C,
Abbildung 18). Die resultierenden Wechselwirkungen
wiirden die Selbstorganisation des Kongorots begiinstigen
und zu einer fiir J-Aggregate charakteristischen bathochro-
men Verschiebung der UV/Vis-Absorption fithren. Die von
anziehenden Wechselwirkungen zwischen m-Systemen ge-
triebene Selbstorganisation der Carbocyanine und Porphyri-
ne zu H- oder J-Aggregaten ist in der Literatur gut doku-
mentiert. Durch Cryo-TEM erzeugte Aufnahmen solcher
Aggregate enthiillen eindrucksvolle supramolekulare Super-
helixstrukturen (Abbildung 19).1

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Identifizierung von Aggregationsinhibitoren und die
Untersuchung ihrer Bindungsmodi ist ein entscheidender
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Abbildung 19. Aus dem Carbocyanin 17 gebildete J-Aggregate, rekon-
stituiert aus Cryo-TEM-Aufnahmen.®l

Aspekt bei der Erforschung der Amyloidbildung und ihrer
pathologischen Folgen. Faszinierend ist unter anderem, dass
sogar extrazellulire AB-Oligomere und -Aggregate, die ge-
meinhin als Hauptverursacher der Alzheimerkrankheit
gelten, ihre toxische Funktion iiber das Tau-Protein als
grundlegende intrazellulire Komponente ausiiben.”*! Ein
Verstdandnis der komplexen Selbstorganisationsprozesse bei
der Fibrillenbildung und der Wirkung niedermolekularer
Inhibitoren erfordert interdisziplindre Anstrengungen. Zu-
nehmend treten gemeinsame Struktureigenschaften zwischen
unterschiedlichen Substanzklassen zum Vorschein, so etwa
aromatische/hydrophobe Bereiche und Wasserstoftbriicken-
motive entlang flach ausgedehnter Strukturen.

Die nanomolaren ICs,-Werte, die von N744, Rhodaninen
und Phenylthiazolylhydrazid in vitro erreicht werden, ermu-
tigen zur Suche nach verbesserten Aggregationsinhibitoren,
wobei ein besonderes Augenmerk auf Disaggregationsver-
mogen, Permeabilitdt und Zytotoxizitédt liegt. Der gezielte
Entwurf zellgingiger Substanzen wird ein maBgeblicher
Schritt bei der Entwicklung neuer Generationen von Aggre-
gationsinhibitoren sein. Vor allem erschwert der ionische
Aufbau der meisten Inhibitoren die Membrangéngigkeit,
sodass die Entwicklung ladungsneutraler Inhibitoren ein
vordergriindiges Ziel sein wird. Die erfolgreiche Substanz-
optimierung hin zu ladungsneutralen zellgédngigen Strukturen
wird anhand der Entwicklung diagnostischer Imaging-Sub-
stanzen wie Pittsburgh B (PIB) und Methoxy-X04 illustriert,
die von schwach permeablen Thioflavinen und Kongorot
abgeleitet sind.*** In ersten Studien mit ladungsneutralen
Substanzen moderater In-vitro-Aktivitét, z.B. 3 (Tabelle 1),
konnten die bei der Disassemblierung von Tau-Filamenten
auftretenden Effekte auf die zelluldre Lebensfdhigkeit cha-
rakterisiert werden, was in der Verhinderung oder Umkehr
der durch Tau-Aggregation hervorgerufenen Toxizitdt im
Zytosol resultierte.’!! Diese Beobachtung unterstreicht die
Rolle von Tau als Schliisselkomponente bei neurodegenera-
tiven Prozessen."-*

FEine beeindruckende Fihigkeit vieler Aggregationsinhi-
bitoren ist die Bildung von H- und J-Aggregaten. Mehr noch
als promiskuitive nichtspezifische Inhibitoren, die aus unge-
ordneten Micellen hervorgehen,®™ *! kénnten diese Selbstor-
ganisationseigenschaften eine Moglichkeit zur Optimierung
von Amyloidinhibitoren in Form supramolekularer Struktu-
ren mit verbesserter Spezifitdt und Wirksamkeit aufzeigen.
Allerdings konnten sich Arzneiformulierung und ADME-
Optimierung als problematisch herausstellen.”*=?!
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In der aktuellen Diskussion um die neurotoxischen Ei-
genschafen kleiner Oligomere®**! wurde die Vermutung
geduBert, dass Eingriffe, die die Amyloidkonzentration ver-
ringern, gleichzeitig aber die Konzentration kleiner Oligo-
mere erhohen, schidlich sein konnten.” Daher ist es not-
wendig, die Bindung der Inhibitorsubstanzen an oligomere
Amyloidvorstufen zu bestimmen. Die kiirzlich gewonnene
Erkenntnis, dass ThT und Kongorot an AB-Oligomere binden
und damit neuroprotektive Wirkungen hervorrufen, ist er-
mutigend und unterstreicht das therapeutische Potenzial
dieser Substanzen gegen amyloide Pathologien.*
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