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Die In-vivo-Proteinaggregation zu zytotoxischen Oligome-
ren und Amyloidfibrillen hdngt mit Zellschddigung und der
Pathogenese einer Zahl verheerender zelldegenerativer
Krankheiten zusammen. Zu diesen zdhlen die Alzheimersche
und Parkinsonsche Krankheit sowie die Typ-II-Diabetes.l:?
Obwohl spezifische krankheitsassoziierte Proteine oder Po-
lypeptide als Schliisselkomponenten der Amyloidablagerun-
gen bei jeder der Krankheiten gelten, liegen den amyloido-
genen und zytotoxischen Selbstassoziationsprozessen der
verschiedenen Proteine doch gemeinsame Mechanismen zu-
grunde, wie zunehmend evident wird.!"? Daher ist es inzwi-
schen ein sehr wichtiges Ziel in der biomedizinischen For-
schung, Molekiile zu entwickeln, die diese Prozesse blockie-
ren konnten. Dies sollte sowohl zum Verstidndnis der mole-
kularen Mechanismen, die Proteinaggregation mit Krankheit
verkniipfen, beitragen als auch die Entwicklung von Strate-
gien zur Therapie solcher bisher unheilbaren Krankheiten
fordern. In den letzten beiden Jahrzehnten wurden verschie-
dene Stoffe entwickelt, die die Selbstassoziation und/oder die
Zelltoxizitdt der Amyloidpolypeptide modulieren oder hem-
men konnen. Hierzu zdhlen niedermolekulare organische
Verbindungen, Antikorper sowie designte Peptide.** Aller-
dings findet bisher keines dieser Molekiile therapeutische
Anwendung.

Einer der ersten chemischen Ansédtze zum Design pep-
tidbasierter Inhibitoren der Amyloidbildung und -toxizitét
machte sich das hohe Selbstassoziationspotenzial von spezi-
fischen, kurzen, 3-Faltblatt und Amyloid bildenden Segmen-
ten der Amyloidpeptide zunutze.®’) So wurde gezeigt, dass
nichtamyloidogene Peptidanaloga von so genannten ,,Amy-
loidkernsequenzen“ der amyloidbildenden Polypeptide die
Amyloidbildung und Zelltoxizitit inhibieren konnen.” Bei
solchen Peptidanaloga handelt es sich oft um kurze Peptid-
sequenzen, die ,,f-Faltblatt brechende, nichtnatiirliche oder
N-Methylaminosiuren enthalten.”! Allgemein anwendbare
computergestiitzte Ansédtze zum Design von Inhibitoren der
Amyloidbildung sind bisher allerdings noch nicht verfiigbar.
Mogliche Griinde hierfiir konnten die unzureichende Infor-
mation auf atomarer Ebene iiber die Fibrillenstruktur und die
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zytotoxischen Aggregate sowie in einigen Fillen die konfor-
mative Flexibilitdt der amyloidogenen Polypeptide sein. Sol-
che allgemein anwendbaren Ansédtze wiirden es ermoglichen,
eine grof3e Zahl potenzieller Amyloidinhibitoren zu identifi-
zieren und wiirden daher die Entwicklung von Therapeutika
beschleunigen.

In ihrer aktuellen Studiel stellen nun Eisenberg, Baker
et al. einen neuen, strukturbasierten und computergestiitzten
Ansatz zum Design von peptidbasierten Inhibitoren der
Amyloidbildung vor, der vermutlich allgemein anwendbar
und offensichtlich hoch effektiv ist (Abbildung 1). Die Pep-
tide, die nach diesem Ansatz entworfen wurden, zielen auf
das Fibrillen-Ende und sollten somit die weitere Verldnge-
rung der Fibrillen blockieren. Zum Design wurde die Roset-
ta-Software verwendet, und das Motiv des ,,sterischen Reil3-
verschlusses“ lag als Strukturtemplat zugrunde.®! Beim ste-
rischen Reifverschluss handelt es sich um eine Struktur von
einem Paar dicht gepackter (3-Faltbldtter mit komplementé-
ren und verzahnten Seitenketten, die die beiden Faltblitter
zusammenhalten.® In vorangehenden Studien hatte die
Gruppe um Eisenberg die fibrillenartigen atomaren Struk-
turen einer Reihe von sterischen Reif3verschliissen in Mi-
krokristallen charakterisiert. Die Mikrokristalle bestanden
aus kurzen, Fibrillen bildenden und identischen Segmenten
eines amyloidogenen Proteins; solche Mikrokristalle lieen
sich aus verschiedenen amyloidogenen Proteinen herstel-
len.®! Eisenberg et al. schlugen vor, dass solche ReiBver-
schlussmotive das Riickgrat der Amyloidfibrille bilden und
somit ihre grundlegende Struktureinheit sind.”®! Das in der
aktuellen Studie angewendete Amyloidinhibitor-Designprin-
zip bestand darin, dass eine dichte Kontaktfliche zwischen
dem sterischen ReiB3verschluss am Ende der Fibrille und dem
inhibitorischen Peptid entworfen wurde, wodurch eine wei-
tere Fibrillenverldngerung blockiert werden sollte. Hierzu
konnen natiirliche wie auch nichtnatiirliche Aminosduren
eingesetzt werden. Das inhibitorische Peptid sollte sich an das
Ende des ReiBverschlussmotivs der Amyloidfibrille als -
Faltblattstrang anhéngen koénnen; dabei sollten alle Riick-
grat-Wasserstoffbriicken des Inhibitorpeptids mit den {-
Faltblattstrangen des Amyloid-Rei3verschlusses gebildet
werden (Abbildung 1). Zusitzlich sollte das Inhibitorpeptid
Seitenketten aufweisen, die mit den Seitenketten der 3-Falt-
blattstringe des Reiverschlussmotivs iiber die Fliche des f3-
Faltblattes eine maximale Zahl an Wasserstoffbriicken und
hydrophoben Wechselwirkungen eingehen konnen. Aufgrund
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Abbildung 1. Design der peptidbasierten Inhibitoren der Amyloidbil-
dung, wie beschrieben von Eisenberg et al.”! Die Atomstruktur eines
kurzen, Fibrillen und Mikrokristalle bildenden Segmentes eines amyloi-
dogenen Proteins wird durch Mikrokristallanalyse bestimmt. Der iden-
tifizierte sterische Reifdverschluss (in der Basis des Trichters) wird an-
schlieRend als Templat eingesetzt, um Inhibitoren der Amyloidbildung
mithilfe einer computergestiitzten Methode zu entwerfen (unterer Teil
der Abbildung, unterhalb der Basis des Trichters). Die Inhibitoren wur-
den entworfen, a) um fest an vorhandene Amyloid-f-Faltblitter zu bin-
den und b) um die Addition weiterer Amyloidpeptid-B-Stringe (Ein-
schub rechts oben) iiber Seitenketten-vermittelte sterische Zusammen-
stéRe zwischen dem Inhibitor (griine Struktur im gelben Kreis; Ein-
schub links oben) und dem Amyloidpeptid zu blockieren (Einschub
links oben).

sterischer Hinderung sollten nun so genannte ,,sterische Zu-
sammenstoBe“ zwischen den Seitenketten der spezifisch ein-
gefiihrten Aminosdurereste des Inhibitorpeptids und den
Seitenketten eines sich dem oberen Ende des Reifver-
schlussmotivs anndhernden Amyloidpeptid-33-Stranges statt-
finden, die zu einer Inhibition der weiteren Addition von
Amyloidpeptid-p-Stringen und somit der Fibrillenverldnge-
rung fithren sollten.

Die Kristallstruktur des fibrillenartigen sterischen Reil3-
verschlusses, der vom Hexapeptidsegment VOIVYK des Tau-
Proteins (Tau(306-311)) gebildet wird, wurde als ein erstes
Templat verwendet, um Hexapeptide zu entwerfen, die aus-
schlieBlich aus D-Aminosduren bestanden und als Tau-Fi-
brillierungsinhibitoren fungieren sollten. Die intrazelluldre
Bildung neurofibrillirer Biindel (neurofibrillar tangles,
NFTs), die hauptsédchlich aus den fibrilliren Aggregaten des
Tau-Proteins bestehen und die extrazelluldre Ablagerung von
Amyloidplaques, die aus fibrilliren Aggregaten des 3-Amy-
loidpeptides (AP) bestehen, sind die beiden zentralen histo-
pathologischen Kennzeichen des Gehirns von Alzheimer-
Patienten. Die Verwendung der VQIVYK-Struktur als
Strukturtemplat beruhte auf seiner entscheidenden Rolle
beim Selbstassoziationsprozess des Tau-Proteins sowie auf
der Hypothese, dass sich diese Struktur auch in Amyloidfi-
brillen des Voll-Lingen-Tau-Proteins bildet.”

Vier der entworfenen Peptide wurden als potenzielle
Inhibitoren identifiziert. Thre Wirkungen auf die Fibrillen-
bildung des VQIVYK-Templats und der zwei Tau-Protein-
Konstrukte K19 und K12 (ca. 130 bzw. 150 Reste) wurden
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transmissionselektronenmikroskopisch (TEM) und iiber den
amyloidspezifischen Thioflavin-T-Bindungsassay untersucht.
Das Hexapeptid b-TLKIVW wurde als der potenteste Inhi-
bitor identifiziert. So inhibiert p-TLKIVW die Fibrillenbil-
dung von sowohl VQIVYK als auch den beiden Tau-Kon-
strukten in einer dosisabhédngigen und sequenzspezifischen
Art und Weise. Dagegen beeinflusste das Diastereomer L-
TLKIVW die Tau-Fibrillierung nicht, wéahrend p-TLKIVW
keine Auswirkungen auf die Fibrillenbildung von Af hatte.
Diese Befunde deuteten darauf hin, dass der inhibitorische
Effekt von p-TLKIVW auf spezifische Wechselwirkungen
zuriickgeht. Biophysikalische Studien zu den inhibitorischen
Effekten von bD-TLKIVW, zu Fibrillverlingerungs-Ge-
schwindigkeiten und zu seiner Wechselwirkung mit den fi-
brilldren oder 16slichen Zustédnden der Taukonstrukte wiesen
darauf hin, dass D-TLKIVW vorwiegend mit Amyloidfibril-
len-artigen Aggregaten und nicht mit Monomeren wechsel-
wirkt; fiir diese Wechselwirkung wurde eine Bindungsaffini-
tdt im niedrigen mikromolaren Bereich bestimmt. SchlieBlich
wiesen TEM-Studien darauf hin, dass D-TLKIVW entspre-
chend dem Designkonzept in der Tat an die Enden der Fi-
brillen bindet.

Erste Hinweise auf eine breitere Anwendbarkeit des
vorgestellten Inhibitor-Designansatzes wurden durch den
Entwurf eines Inhibitors der Amyloidbildung des Proteins
PAP(248-286) erzielt. PAP(248-286) ist ein proteolytisches
Fragment des Spermienproteins Prostataspezifische Saure
Phosphatase (PAP) und besteht aus dessen Resten 248-286.
PAP(248-286) aggregiert und bildet Amyloidfibrillen. Diese
konnen Virionen des humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
»einfangen® und erhohen die Infektiositdt von HIV drastisch,
indem sie die Anheftung der Viren an die Zielzellen for-
dern.' Das entworfene Hexapeptid (abgekiirzt WW61) ba-
sierte auf dem sterischen ReiBBverschluss von GGVLVN, ei-
nem Segment von PAP(248-286), und enthielt sowohl natiir-
liche als auch nichtnatiirliche L-Aminosduren. Biophysikali-
sche Studien zeigten, dass WW61 die Fibrillogenese von
PAP(248-286) in vitro stark verzogert, wobei sein Inhibitor-
effekt dosis- und sequenzabhéngig ist. Vor allem aber ver-
hinderte WW61 die PAP(248-286)-Fibrillen-abhéngige Er-
hohung der HIV-Infektiositit in einem funktionalen Assay-
System. Diese Befunde zeigten, dass die Inhibition der PAP-
(248-286)-Amyloidbildung die HIV-Infektiositdt unterdrii-
cken kann, und fiihrten zu einer Leitstruktur fiir die Ent-
wicklung von Anti-HIV-Infektiva.

Insgesamt sind die Befunde der dargelegten Amyloid-
inhibitor-Designstrategie von Eisenberg et al. hoch interes-
sant, da gezeigt wird, dass es moglich ist, peptidbasierte (und
zukiinftig vielleicht auch aus anderen Molekiilklassen beste-
hende) Amyloidinhibitoren mithilfe einer computergestiitz-
ten Designmethode zu entwerfen. Hierzu werden bekannte
Strukturen kurzer, Fibrillen bildender Segmente amyloido-
gener Proteine als Template verwendet. Dass das Design der
Peptide, die sich als Amyloidinhibitoren erwiesen haben, auf
dem Prinzip des sterischen Reif3verschlusses basierte, spricht
auBerdem stark fiir das Vorkommen dieses Motivs in Am-
yloidfibrillen, wie bereits frither von der Eisenberg-Gruppe
vorgeschlagen."® Die Charakterisierung der sterischen
Reifverschliisse auf atomarer Ebene ist inzwischen technisch

Angew. Chem. 2011, 123, 11489 — 11491


http://www.angewandte.de

moglich. Durch das Designkonzept der Eisenberg-Gruppe
sollte nun auch das Design grof8er Zahlen potenzieller Inhi-
bitoren der Amyloidbildung fiir die verschiedenen krank-
heitsassoziierten Proteine zu einem erreichbaren Ziel ge-
worden sein.”* Da es sich bei diesen Amyloidinhibitoren um
kurze Peptide handelt, die auch nichtnatiirliche Aminosiduren
enthalten konnen, sollten sie vielversprechende Kandidaten
fir Therapeutika bei Amyloidkrankheiten, nichtinvasive
Amyloid-Diagnostika sowie Forschungswerkzeuge zur Un-
tersuchung pathogener Proteinaufbauprozesse sein. In die-
sem Zusammenhang ist es nun wichtig, auch die Frage zu
stellen, in welcher Weise diese neuen Inhibitoren die Bildung
zytotoxischer Proteinaggregate beeinflussen. So konnte die
Inhibition der Amyloidbildung durch Blockieren der Enden
protofibrillirer Aggregate oder Fibrillen zu einer verringer-
ten oder erhohten Zelltoxizitit fithren, da sich sowohl nied-
rigere als auch hohere Mengen von zytotoxischen Aggregat-
arten bilden konnten.

Zwar ist derzeit noch nicht vorhersagbar, was bei diesen
Studien herauskommen wird, allerdings ldsst sich jetzt schon
sagen, dass der von Eisenberg et al. prasentierte Designansatz
den Weg geebnet hat, der zu einem besseren Verstandnis der
Mechanismen der pathogenen Proteinaggregation und
Amyloidbildung fithren kann und zur Entwicklung neuer
Molekiile mit biomedizinischer und therapeutischer An-
wendbarkeit bei Amyloidkrankheiten beitragen sollte.
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