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Die Wirksamkeit von Pharmazeutika lasst sich klassischer-
weise nur durch einen schrittweisen Prozess verbessern:
durch das systematische Modifizieren des chemischen
Grundgeriistes der Ausgangssubstanz. Bisher nahm man an,
dass die maximale pharmakologische Wirkung zweier unter-
schiedlicher Wirkstoffklassen nur durch gleichzeitige Verab-
reichung der optimierten Einzelsubstanzen zu erreichen sei.
Fiir den besonderen Fall, dass zwei unabhéngige Substanz-
klassen auf dasselbe Molekiil abzielen, bestand unsere Idee
nun darin, durch ihre chemische Verkniipfung zu einer Hy-
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bridsubstanz einen synergistischen Effekt zu erzielen: Die
resultierende Wirksamkeit sollte die Summe der Wirkungen
der Ausgangsubstanzen deutlich iibertreffen. Solche multi-
funktionellen Hybridsubstanzen, in denen unterschiedliche
Hybridsubstanzteile unterschiedliche Funktionen ausiiben,
um einen synergistischen pharmakodynamischen Effekt zu
erzielen, haben bekannte Vorbilder in der Natur: So wurde
z.B. Bleomycin als natiirliche Substanz mit drei Substanztei-
len beschrieben, die im Zusammenspiel DNA spalten.!!

Wir beschreiben hier eine neue, rational entworfene
Klasse von Hybridsubstanzen, die die Auflosung neurotoxi-
scher Amyloid-beta(Af)-Oligomere bewirken. Ausgedehnte
B-Faltblattstrukturen in AB-Oligomeren oder Amyloid sind
ein Kennzeichen des Morbus Alzheimer. Die Fehlprozessie-
rung des amyloidogenen Fragments Af, das aus der proteo-
lytischen Prozessierung des Amyloid-Precursor-Proteins
(APP) entsteht, ist der Ausgangspunkt einer Abfolge mole-
kularer Reaktionen, die mit der Oligomerisierung von Af}
beginnen und mit massivem Absterben der Neuronen im
Gehirn enden.” Rational entworfene, kleine organische
Molekiile, die an p-Faltblattstrukturen binden und diese
auflosen (p-Faltblattbrecher, ,,(3-sheet breaker), sind in
zellfreien In-vitro-Systemen sehr effizient, waren aber wegen
ihrer stark unspezifischen Bindung bislang in vivo nicht sehr
wirkungsvoll.

Unsere Uberlegung war daher, die Wirksamkeit kleiner
organischer p-Faltblattbrecher durch Hinzufiigen einer mo-
lekularen Erkennungsdoméne zu verbessern, den [3-Falt-
blattbrecher also als Bestandteil einer neuen Hybridsubstanz
zum Zielmolekiil zu lotsen. Molekulare Erkennung ist eine
Grundeigenschaft von Polypeptiden, die durch die Verwen-
dung von evolutiondren Algorithmen (z.B. Phagen-Display)
iterativ identifiziert und optimiert werden kann. Auf diese
Weise fanden wir in einem Spiegelbild-Phagen-Display™* das
D3-Peptid, ein D-enantiomeres Dodecapeptid, das iiber seine
spezifische Wechselwirkung die Ap-Aggregation, Plaquebil-
dung und neuroinflammatorische Prozesse in Hirnen von
transgenen (APPswe/PSDE9)-Miusen modulieren kann.!

In unserer Hybridsubstanz (Abbildung 1) wiirden wir
somit zwei vollig unterschiedliche Strategien der Substanz-
entwicklung miteinander vereinen: einerseits die evolutionir
geleitete Selektion aus Bibliotheken und andererseits die
Verwendung rational entworfener niedermolekularer orga-
nischer Substanzen. Als (-Faltblattbrecher wihlten wir die
Aminopyrazole, die eine spezifische Donor-Akzeptor-Donor-
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Abbildung 1. Design, Funktion und Modellierung der Hybridsubstan-
zen. a) Schema der Hybridsubstanz, bestehend aus einem molekula-
ren Erkennungsteil, der die Bindung an das Zielmolekiil bewirkt (hier:
AB-Oligomere), und einem funktionellen Teil, der mit der intermoleku-
laren B-Faltblattstrukturbindung wechselwirkt. Die Hybridsubstanzteile
sind uiber einen flexiblen Linker verbunden. b) Chemische Struktur der
Leit-Hybridsubstanz Trimer-TEG-D3 (1). c) Modellierung des AB-1-
Komplexes. Die Seitengruppen der Glutamatreste (orange) an Positi-
on 22 in nebeneinander liegenden AB-Monomeren (gelb) sind in raum-
licher Ndhe angeordnet und binden an die basischen Aminosauresei-
tenketten des D3-Peptids (griin). Das Aminopyrazol-Trimer (rot) bindet
an AP durch Wechselwirkung mit den beiden Phenylalaninresten an
den Positionen 19 und 20 (in Grau). Die Farbkodierung der unter-
schiedlichen Teile von 1 entspricht jener von (a) und (b).

Sequenz von Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren
aufweisen, die zu der von peptidischen B-Faltblattstrukturen
gebildeten perfekt komplementir ist,”” somit selektiv an das
Grundgeriist fehlgefalteter Peptide in -Faltblatt-Konforma-
tion binden!”! und auch bereits gebildete Ap-Fibrillen in vitro
auflésen kann.™

Mit Molecular Modeling und Molekiildynamiksimulatio-
nen untersuchten wir die Wechselwirkung von AP® mit den
Aminopyrazol-Einheiten, die mit dem D3-Peptid iiber Linker
verschiedener Linge verbunden sind. In gleicher Weise
wurde ein Pentalysinpeptid (KKKKKG) als Ladungskon-
trollpeptid fiir D3 modelliert. Auf Grundlage unserer expe-
rimentellen Befunde (Abbildung 1 in den Hintergrundinfor-
mationen) wurde eine Wechselwirkung des Aminopyrazol-
teils der Hybridsubstanz mit dem diaromatischen Motiv F19/
F20 modelliert, wobei der D3-Teil in rdumlicher Nihe zur
negativ geladenen Oberfliche der AB-Protofibrille positio-
niert wurde, um die elektrostatische Komplementaritdt zu
maximieren (siche auch Hintergrundinformationen). Diese
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Simulationen ergaben, dass nach 10ns die mehrfachen
Wechselwirkungen zwischen dem D3-Peptid und den E22-
Aminosdureresten von Af stabil bleiben (Abbildung 1c;
Abbildung 2 in den Hintergrundinformationen), wogegen
zwischen dem Pentalysinteil und der Ap-Protofibrille nur
eine Salzbriicke erhalten bleibt (Abbildung 2D in den Hin-
tergrundinformationen). Dies erklért, warum D3 aktiver ist
als andere Substanzen (Abbildung 2a; Abbildung 4B in den
Hintergrundinformationen).

Die Zugabe der Hybridsubstanz mit einem Triethylen-
glycol(TEG)-Linker, Trimer-TEG-D3 (1) genannt, zu kon-
stant AB-Oligomer sezernierenden Zellen (7PA2-Zellen!")
ergab eine dosisabhingige Inhibition der AP-Oligomerisie-
rung (Abbildung 2a,b). Die getrennte Zugabe der Einzel-
substanzen oder die gleichzeitige Gabe beider Einzelsub-
stanzen in jeweils den gleichen Konzentrationen hatte in
diesem Assay keine Wirkung — damit konnten wir die starke
synergistische Wirkung der beiden kovalent verbundenen
Komponenten dieser multifunktionellen Hybridsubstanz
sowie die Entstehung einer neuen Funktion demonstrieren
(Abbildung 2 a). Nach Zugabe von 1 verringerte sich nur die
AB-Oligomerfraktion signifikant, wiahrend die Af-Monome-
re unverdndert blieben; es kam auch zu keinem Anstieg C-
terminaler APP-Fragmente, was darauf schlieBen ldsst, dass 1
weder die AB-Monomerproduktion noch die y-Sekretase in-
hibiert (Abbildung 2 a). Auch sehr hohe Konzentrationen von
jeder der Einzelsubstanzen oder deren Kombination fiithrten
nicht zu einer Verringerung von Af-Oligomeren (Abbil-
dung 3 in den Hintergrundinformationen); 1 war nur in einem
Konzentrationsbereich > 100 um toxisch (Abbildung 4 in den
Hintergrundinformationen).

Eine Hybridsubstanz mit einem D-Peptid ,,D1%, das A an
einem anderen Epitop bindet, wurde hergestellt, um die
Spezifitat des D3-Anteils in der Erkennung des Zielmolekiils
zu priiffen.® Mit dieser Substanz konnte lediglich eine
schwache Inhibition der A-Oligomerisierung beobachtet
werden (Abbildung 2 a). Weiterhin — und wie auf Grundlage
der Molekiildynamiksimulation vorhergesagt — hatte das AP-
Pentalysinhybrid keine Auswirkungen auf die Bildung von
Ap-Oligomeren (Abbildung 5B in den Hintergrundinforma-
tionen).

Nach unserem Konzept der synergistisch wirkenden Hy-
bridsubstanzen sollte der Linge des Linkers zwischen den
beiden Komponenten eine entscheidende Bedeutung zu-
kommen. Uberlegungen zu den strukturellen und energeti-
schen Eigenschaften der Hybridsubstanz legten den Schluss
nahe, dass ein kiirzerer Linker wegen eines kleineren entro-
pischen Verlustes bei der Bindung eine stdrkere Affinitét
haben sollte, wihrend lédngere Linker unvorteilhaft sein soll-
ten. Durch die Synthese von Hybridsubstanzen ohne Linker
sowie mit einer kiirzeren y-Aminobuttersiure(GABA)-
Briicke oder einer lingeren (TEG),-Briicke (Abbildung 5 A
in den Hintergrundinformationen) wurde diese Vorhersage
bestétigt, da sich die Hybride ohne Linker oder mit der
fiinfatomigen GABA-Briicke durch eine deutlich stdrkere
Inhibition der Af-Oligomerisierung auszeichneten (Abbil-
dung 5B,C in den Hintergrundinformationen).

Synaptische Pathologie ist eine wesentliche biologische
Wirkung von Af-Oligomeren, die von 1 revertiert werden
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Abbildung 2. Biochemische und biologische Effekte der Hybridsubstanzen. a) Western Blot der immunprizipitierten AB-Oligomere und -Monome-
re von 7PA2-Zellen, die mit verschiedenen Substanzen behandelt wurden. Die Zugabe von 1 fiihrte zu einer dosisabhingigen Reduzierung von
AB-Oligomeren. Behandlung mit p-Peptid (D3), Aminopyrazol-Trimer (AP), jeweils alleine oder zusammen (D3/AP) verabreicht, ergab hingegen
keine Verringerung der Menge an AB-Oligomer. Weitere Kontrollexperimente umfassten die Gabe einer Hybridsubstanz mit einem anderen b-
Peptid (10 um; D1), die Gabe des y-Sekretase-Inhibitors (ysi) LY411575 (10 nm), 7PA2-Zellen, die mit der AP |6senden Substanz DMSO in glei-
chen Konzentrationen behandelt wurden (B), sowie untransfizierte CHO-Zellen, die keine Af3-Oligomere sezernieren (C). Die Expression von APP
und die Abwesenheit von C-terminalen APP-Fragmenten (CTF) nach Gabe der Substanzen werden in den unteren Bildern gezeigt. b) Vergleich
fiinf unabhingiger Experimente von 7PA2-Zellen, die mit 1 in Konzentrationen von 1, 5 und 10 um behandelt wurden und die eindeutige Wirkun-
gen auf AB-Oligomere zeigten (*** p=0.0007, ** p=0.0082), wogegen monomeres Af} nicht signifikant verindert war (oligomeres AP} schwarze
Balken, monomeres A graue Balken). c) 10 um 1, nicht aber die Kombination beider Einzelsubstanzen mit 10 um, revertierte die Wirkung von
7PA2-Zellkulturiiberstand auf die mEPSC-Frequenz in primiren neuronalen Zellkulturen der Maus. Eine signifikante Reversion der mEPSC-Sup-
pression war sichtbar (* p <0.025 gemifR studentschem t-Test nach Bonferroni-Korrektur) Die Balken reprisentieren den Durchschnittswert

+ Standardfehler (Hintergrundinformationen fiir Details). d) 1 verhinderte die AB-vermittelte Verminderung der LTP in akuten organotypischen
Hippokampusschnitten; EPSP = excitatorische postsynaptische Potentiale. Verglichen mit dem Leerkontrollexperiment (@) reduzierte oligomeres
AP signifikant die Ap-vermittelte Verminderung von LTP (0); diese Verminderung konnte durch gleichzeitige Gabe von 10 um 1 verhindert werden
(&; * p<0.05 gemiR Varianzanalyse (ANOVA) mit wiederholten Messungen; statistische Signifikanz zwischen dem Kontrollexperiment und A}

sowie zwischen AP und AB/1).

sollte. 1 blockierte die Ap-Oligomer-induzierte Verringerung
der mEPSC-Frequenz (mEPSC =spontaner excitatorischer
postsynaptischer Miniaturstrom), die durch AMPA-Rezep-
toren vermittelt wird,""! in priméren kortikalen Neuronen,
anderte aber nicht die durchschnittliche mEPSC-Amplitude.
Diese Wirkung wurde ausschlieSlich durch Applikation von
10 um 1 erreicht, aber nicht durch Applikation der Einzel-
substanzen oder eine Kombination beider Einzelsubstanzen
(Abbildung 2¢). Ebenso konnte die AB-Oligomer-induzierte
Verringerung der Langzeit-Potenzierung (Long Term Poten-
tiation, LTP),'"” einer Form der synaptischen Plastizitiit, in
organotypischen hippokampalen Hirnschnittkulturen durch
Gabe von 10 pm 1 revertiert werden (Abbildung 2d). Diese
Resultate zeigten in zwei unabhingigen Modellen, dass 1 die
Ap-induzierte Synaptotoxizitit verhindern kann.

Die verbesserte Bindung der beiden Komponenten von 1
an AP-Oligomere sollte deren weitere Multimerisierung zu
Amyloidfibrillen verhindern. In der analytischen Ultrazen-
trifugation von synthetischem AB!¥ zeigte sich eine gleich-
miBige Verteilung von AP durch alle multimeren Fraktionen
in vitro (Abbildung 3a, oben). Nach Vorinkubation von Af
mit 1 verschob sich Af} von den oligomeren Fraktionen zu den
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hochmolekularen Fraktionen (Abbildung3a, Mitte), als
Hinweis auf eine direkte Wechselwirkung von 1 mit AB-Oli-
gomeren mit Folgen fiir die Ap-Aggregation. Da die Thio-
flavin-T(ThT)-Fluoreszenz von Af als Indikator fiir die Ge-
genwart von Amyloidfibrillen aber nach Gabe von 1 abnahm
(Abbildung 3b), kénnen diese hochmolekularen Fraktionen
keine Ap-Fibrillen sein, sondern sind eher als irregulir
strukturierte, hochmolekulare Komplexe zu sehen. Dement-
sprechend konnten bei der Untersuchung dieser Af/1-Mix-
turen mit der Transmissionselektronmikroskopie auch keine
fibrilldren Strukturen gefunden werden (Abbildung 6 in den
Hintergrundinformationen). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass 1 die AB-Oligomer-Bildung hin zu ungiftigen,
nichtamyloiden Komplexen verschiebt. Ahnlich wie fiir die
Inhibierung der Bildung der nativen Af-Oligomere aus
7PA2-Zellen (Abbildung 5C in den Hintergrundinformatio-
nen) konnten wir auch im zellfreien ThT-Assay eine Struktur-
Aktivitits-Beziehung der Hybridsubstanzen sehen (Abbil-
dung 3b), mit der Substanz ohne Linker als aktivstem Wirk-
stoff. Unsere biophysikalische Analyse mit drei unabhingigen
Methoden sowie die Tatsache, dass die Konzentration des
monomeren AP bei Verringerung der AP-Oligomer-Kon-
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Abbildung 3. Biophysikalische Charakterisierung der Auswirkungen der
Hybridsubstanzen auf den Prozess der AB-Zusammensetzung. a) Ana-
lyse der Auswirkungen von 1 auf die Af-Aggregation mithilfe analyti-
scher Ultrazentrifugation und Darstellung durch SDS-PAGE mit Silber-
farbung. Kontinuierliche Fraktionen wurden nach Masse von leicht
(links) bis schwer (rechts) aufgetragen: monomeres Af ist in den
leichtesten Fraktionen (Spur 1), oligomeres A in den rot umrandeten
Fraktionen (Spuren 5-10), und multimeres, aggregiertes Af ab Spur 12
zu sehen. Anders als bei unbehandeltem AP [125 um] (oberes Bild)
oder kontrollbehandeltem AP (unteres Bild) fiihrte die Zugabe von 1
[62.5 um] (mittleres Bild) zu einer Verschiebung der oligomeren Frak-
tionen zu hochmolekularen, nichtamyloiden Fraktionen. Eine Kalibrie-
rung der Fraktionen nach Sedimentationskoeffizienten S (schwarze
Doppelpfeile) erfolgte mit a-Lactalbumin (a-LACT), Rinderserumalbu-
min (BSA), Immunglobulin G (IgG) und Apoferritin. b) Inhibierung der
ThT-positiven AB-Fibrillogenese durch 1 (TEG) und Hybridsubstanzen
mit kiirzerem (GABA-) oder lingerem (TEG,-)Linker sowie ohne Linker
(null); mock=unbehandelte Kontrolle. Mittelwerte + Standard-
abweichungen von vier verschiedenen Laufen mit jeweils drei Wieder-
holungen: *** p <0.001 gemiR studentschem t-Test. Klare antiamyloi-
de Wirkungen von allen Hybridsubstanzen, mit der Substanz ohne
Linker als stirkstem Wirkstoff.

zentration nicht anstieg (Abbildungen 2b, 3a), lassen uns
schlussfolgern, dass die Hybridsubstanzen nicht direkt die
AB-Oligomer-Bildung hemmen, sondern zu einer inkorrek-

ten, bioinaktiven und nichtamyloidogenen Af-Fehlzusam-
mensetzung fiithren, die — moglicherweise — leichter abgebaut
werden kann.

Wir konnten zeigen, dass die chemische Verkniipfung
zweier vollig unterschiedlicher, am gleichen Zielmolekiil an-
greifender Substanzklassen unter Bildung einer neuen, ko-
valent verbundenen Hybridsubstanz in einer synergistischen
oder gar neuen Wirkung resultiert. Am Beispiel der Auflo-
sung von Af-Oligomeren konnten wir auflerdem demon-
strieren, dass zwei grundverschiedene Prinzipien der Sub-
stanzentwicklung kombiniert werden konnen: 1) Polypeptide,
identifiziert mithilfe evolutiondrer Algorithmen auf moleku-
lare Zielerkennung im Spiegelbild-Phagendisplay-System
und 2) rational entworfene, niedermolekulare organische [3-
Faltblattbrecher. Unsere Untersuchungen lassen darauf
schlieen, dass dhnliche Vorgehensweisen auch bei anderen
Zielmolekiilen erfolgreich sein konnten und dass auf diese
Weise die Entwicklung effizienter pharmakologischer Sub-
stanzen stark beschleunigt werden konnte.
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