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Die Alzheimer-Krankheit (AK) ist die hiufigste Art von
Demenz. Sie ist charakterisiert durch eine fortschreitende
Ansammlung von extrazelluldiren [-Amyloid-Polypep-
tid(Ap)-Ablagerungen und intrazelluliren neurofibrilldren
Biindeln (NFTs), die vorwiegend aus dem Tau-Protein be-
stehen.?! Das Tau-Protein ist intrinsisch ungeordnet und
kommt verstdrkt in neuronalen Axonen vor. Dort férdert und
stabilisiert es den Aufbau der Mikrotubuli.®! Mit dem Fort-
schreiten der AK aggregiert Tau und reichert sich in NFTs
an.”! Da es bisher keine kausale Therapie fiir die AK und
andere Tauopathien gibt, ist das Ziel der Tau-Proteinfor-
schung, die pathologischen Konsequenzen der Amyloid-Bil-
dung zu untersuchen und neue therapeutische Strategien zu
entwickeln. In diesem Bestreben spielen Aggregationsinhi-
bitoren als potenzielle krankheitsmodifizierende Arzneimit-
tel und die Untersuchung ihrer Wirkweise eine wichtige
Rolle.

Methylenblau (MB), ein tricyclisches Phenothiazin, das
auch als Methylthionin-hydrochlorid bekannt ist,’! wird
schon seit mehr als 100 Jahren fiir diverse medizinische An-
wendungen und fiir spezifische zellulire Ziele genutzt.”! MB
kann die Tau-Aggregation in vitro verhindern,*! und es re-
duzierte die Menge von Tau-Aggregaten in einem C. elegans-
Modell.”) Zudem hat diese Behandlung Tau-induzierte To-
xizitdt bei den behandelten Wiirmen gelindert.’? Dariiber
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hinaus hat MB in einer klinischen Studie der Phase?2 an
Alzheimer-Patienten zu vielversprechenden Ergebnissen ge-
fiihrt,'” und wie vor kurzem angekiindigt, wird es bald in
Phase 3 iibergehen.'!! Trotz dieser positiven Ergebnisse ist zu
Vorsicht zu raten, da MB und seine Derivative, Azur A und
Azur B, bei erhohten Konzentrationen toxische Nebenwir-
kungen haben konnen. In Modellsystemen (z.B. Tau-ex-
primierenden neuronalen Zellen, Tau-V337M-exprimieren-
dem C. elegans® und Tau-P301S-exprimierendem Zebra-
fisch)!"* gibt es keine nachweisbaren toxischen Wirkungen bei
den in den Experimenten verwendeten Konzentrationen.

Neben der Hemmung der Tau-Aggregation wurden
andere Wirkungsweisen, wie z. B. eine antioxidative Wirkung,
fiir MB bei der AK vorgeschlagen. Dariiber hinaus inhibiert
MB die Oligomerisierung des Amyloid-f-Peptids durch eine
Verstiarkung der Fibrillenbildung und stort die Aggregation
des Prionproteins.'** Mono- und Di-N-Demethylierung von
MB ergeben Azur B bzw. Azur A (Schema 1), die auch ag-
gregationshemmende und pharmakologische Effekte
zeigen.?l Hier enthiillen wir einen spezifischen Wirkme-
chanismus von MB und seinen Metaboliten Azur A und
Azur B bei der Hemmung der Tau-Aggregation. Wir zeigen,
dass der Mechanismus der Tau-Aggregationshemmung auf
dem Zusammenspiel von Reduktion und Oxidation der na-
tiven Cysteinreste von Tau basiert. MB und seine Metaboliten
verhindern die Bildung von Filamenten und deren toxischen
Vorstufen, indem sie Tau in seiner momomeren ungeordneten
Konformation bewahren.
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Schema 1. Die Reduktion von MB ergibt Leucomethylenblau (1). MB
wird in oxidierenden Bedingungen regeneriert (2). Mono- und Di-N-
Demethylierung fiihren zu Azur B (3) und Azur A (4).
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Die berichteten 1Cs,-Werte fiir die Hemmung der Tau-
Aggregation durch MB variieren von ca. 2 uM fiir Tau mit vier
Wiederholungseinheiten (4-Repeat-Tau) bis ca. 30 um fiir Tau
mit drei Wiederholungseinheiten (3-Repeat-Tau).l%%1% Zur
Identifizierung der Tau-Aminosduren, welche fiir die Inter-
aktion mit MB zusténdig sind, verwendeten wir NMR-Spek-
troskopie. Bei steigenden MB-Konzentrationen wurden Ver-
dnderungen der NMR-Signalfrequenz und der Intensitit in
zweidimensionalen  'H-""N-Korrelations(HSQC)-Spektren
des 441 Aminosduren langen Volllingen-Tau-Proteins,
htau40, beobachtet (Abbildung 1a und Abbildung S1, Hin-

tergrundinformationen). Anderungen in den chemischen
Verschiebungen traten in den Wiederholungseinheiten (Re-
peats) R2 und R3 in der Mikrotubulibindungsdoméne auf und
umfassten das zweite Hexapeptid **VQIVYK?", das essen-
tiell fir die Tau-Aggregation ist. AuBerdem wurden Verén-
derungen des NMR-Signals am N-Terminus in Nachbarschaft
der aromatischen Reste Y18 und Y29 festgestellt. Am auf-
falligsten war die starke Signalverbreiterung der Reste in der
Nihe der beiden Cysteine C291 und C322 (Abbildung 1a).
Substitution der beiden Cysteine durch Alanin oder Glycin
fiihrte zu einem Verschwinden der NMR-Linienverbreite-
rung in der Repeat-Region (Abbildung 1b). Gleichzeitig
verlor MB seine hemmende Wirkung auf die Tau-Aggrega-
tion (Abbildung 2a,b, Abbildung S2).
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Probe gegeben. Dies fiihrte zu einer verminderten Signal-
verbreiterung (siche Abbildung S3) und deutet auf eine MB-
induzierte Oxidation der nativen Cysteinreste hin. Durch
NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie wurde ferner
nachgewiesen, dass MB Cysteine zu Sulfensdure, Sulfinsdure
und Sulfonsdure modifiziert (Abbildung3a—c und Abbil-
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Abbildung 1. Die Interaktion von MB mit Tau. NMR-Intensititsverhalt- 20 4

nisse I/l, (I=Intensitdt der Tau-Resonanzen in Anwesenheit der Ver-
bindung; l,= Signalintensititen von ungebundenem Tau) in 2D-'H-
*N-HSQC Spektren von htau40 (a, b, c, d). Der Austausch von Tau
zwischen dem ungebundenen und gebundenen Zustand fiihrt zu Si-
gnalverbreiterungen (//l;<1.0). (a) und (b) zeigen die NMR-Verbreite-
rungsprofile des Wildtyp-Proteins und der Cystein-freien Variante bei
steigenden MB-Konzentrationen (die Ligand/Protein-Verhiltnisse sind
farbkodiert). Eine entsprechende Titrationsanalyse wurde mit Wildtyp-
htau40 und Azur A (c) und Azur B (d) durchgefiihrt. Die Doménen-
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Abbildung 2. a,b) Filter-Assay und immunologischer Nachweis von

htau40/C291A/C322A (siehe auch Abbildung S2) mit Azur B (a) und
MB (b). Es ist zu beachten, dass Azur B und MB die ThS-Fluoreszenz
stéren und daher eine Verwendung der ThS-Fluoreszenz zum Fibrillen-
nachweis nicht geeignet ist. c) Aggregation des 3-Repeat-Tau-Kon-
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struktur von htau40 ist oberhalb gezeigt (I=Insert, P=prolinreiche
Region, R=Pseudo-Repeat). &) NMR-Signal-Verbreiterung in "H-"*N-
HSQC-Spektren von htau23 (fehlende 11, 12 und R2) in der Gegenwart
von Azur B. Alle NMR-Experimente enthielten 100 um Protein und

1 mm DTT in 50 mm Phosphatpuffer, pH 6.8.

strukts K19 in Gegenwart verschiedener DTT- und MB-Konzentratio-
nen. Der Nachweis erfolgte mittels eines Filter-Assays (siehe auch Ab-
bildung S5). Hinweise zur Probenaufarbeitung finden sich in den Hin-
tergrundinformationen. Die Intensitit bezieht sich auf die Menge an
aggregiertem Tau-Protein.
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Abbildung 3. a,b) Massenspektrometrische Analyse der ESI-MS-Spek-
tren der freien Aminosiure Cystein in Abwesenheit (a) und Anwesen-
heit von MB (b). Die farbkodierten Fragmente entsprechen verschiede-
nen Oxidationsstufen der Sulfhydrylgruppe entsprechend den in (c) ge-
zeigten chemischen Strukturen.

Oxidations-Reduktions-Reaktionen einzugehen. Obwohl bei
neutralem pH-Wert die Autoxidation der reduzierten Form
von MB, Leucomethylenblau (LMB), sehr schnell ist und
LMB nicht stabil ist, konnen Dithiolverbindungen LMB
unter quasi-physiologischen Bedingungen erzeugen (Abbil-
dung $4).'" Da wir 1 mm DTT verwendet haben, um die
nativen Cysteinreste von Tau in einem reduzierten Zustand
zu halten, befand sich bei Erhohung der MB-Konzentration
ein steigender Anteil von MB in der oxidierten Form.

Mit NMR-Spektroskopie wurde eine verminderte Bin-
dungsfahigkeit von MB an Tau in Gegenwart von DTT ge-
messen (Abbildung S3). Um die Frage zu beantworten, ob
MB auch unter diesen reduzierenden Bedingungen eine
hemmende Wirkung auf die Tau-Aggregation hat, wurde ein
Filter-Assay mit dem 3-Repeat-Tau-Konstrukt K19 (enthilt
nur ein Cystein) in Gegenwart unterschiedlicher DTT- und
MB-Konzentrationen durchgefithrt. K19-Protein (10 pm)
wurde mit Heparinsy, (2.5 uM) iiber einen Zeitraum von
168 h mit DTT (0, 0.5, 1 und 5 mMm) inkubiert. Der Aggrega-
tionsstatus dieser MB-freien Probe wurde in einem Thiofla-
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vin S(ThS)-Assay untersucht (Abbildung S5). Diese Mes-
sungen zeigten, dass die Anwesenheit von DTT zu einer
verminderten Tau-Aggregation fiihrt. Das ThS-Signal sank
auf 36 % der DTT-freien Kontrolle, was im Einklang mit einer
verringerten Konzentration von K19-Dimeren durch eine
DTT-vermittelte Zerstérung intermolekularer Disulfidbrii-
cken ist.

Im néchsten Schritt untersuchten wir die Aggregations-
fahigkeit von K19 unter verschiedenen reduzierenden Be-
dingungen. MB wurde im Bereich zwischen 0 und 1 mm ein-
gesetzt, die Probe wurde iiber einen Zeitraum von 168
Stunden aggregiert und mittels eines Filter-Assays analysiert
(Abbildung 2¢ und Abbildung S5). In der DTT-freien Kon-
trolle senkte MB die Aggregationseffizienz des K19-Proteins
um ca. 70%. Mit Zugabe von steigenden DTT-Konzentra-
tionen sank der Einfluss von MB auf die Tau-Aggregation:
bei 0.5 mm und 1 mm DTT senkte MB die Aggregationseffi-
zienz um ca. 30 %, und mit 5 mM DTT um 25 %. Diese Ex-
perimente zeigen jedoch, dass MB die Aggregation von 3-
Repeat-Tau selbst unter reduzierenden Bedingungen und bei
DTT-Konzentrationen bis 5 mm hemmen kann.

In lebenden Zellen wird die reduzierende Funktion durch
Glutathion (GSH) vermittelt, ein Antioxidans, das Schiden
an wichtigen Zellbestandteilen verhindert. Fiir die korrekte
Funktion im Zytosol der Zelle erreicht GSH oft niedrige
millimolare Konzentrationen."™ Die in unseren In-vitro-Ex-
perimenten verwendeten DTT-Konzentrationen sind daher
vergleichbar mit einer relativ hohen zelluliren GSH-Kon-
zentration. Jedoch ist bekannt, dass die GSH-Konzentration
mit zunehmenden Alter und bei altersbedingten, neurode-
generativen Erkrankungen abnimmt."” Als Konsequenz wird
das reduzierende Potential im Zytosol schwicher, und die
Aggregation des Tau-Proteins wird begiinstigt. Ein weiterer
Faktor, der die Aggregation des Tau-Proteins unterstiitzen
kann, ist oxidativer Stress. Dieser ist in Neuronen, die von
neurodegenerativen Erkrankungen betroffen sind, erhoht
und fithrt zu einer Verschiebung des Redoxgleichgewichts
von GSH zu weniger antioxidativen Werten und damit zu
schwicheren antioxidativen Eigenschaften.”

In vitro und in vivo wird die Demethylierung von MB
begiinstigt.’! Um den Einfluss der Demethylierung von MB
auf die Wechselwirkung mit Tau zu verstehen, haben wir die
Bindung der didemethylierten und monodemethylierten
Derivate von MB, Azur A und Azur B (Schema 1), mit
htau40 untersucht. Bei niedrigen Konzentrationen fiihrten die
beiden Derivate zu NMR-Signalverbreiterungen in der Néhe
der htau40-Cysteine (Abbildungen 1c,d), was im Einklang
mit deren Oxidation ist. Bei hoheren Konzentrationen und im
starken Gegensatz zu MB traten jedoch bei Azur A und
Azur B starke Signalverbreiterungen auch in Regionen mit
aromatischen Resten auf, wie z.B. am N-Terminus und im
Bereich der Reste 360-400 (*GTYG", “GGYT?,
"LEDEAAGHVT'®, **HVPGGG™, “*'IETH* und
MTDHGAEIVYKS*). Zudem wurde ein #hnlicher Effekt
bei der Tau-Isoform mit drei Repeats, welche nur das Cystein
C322 enthilt, beobachtet: Starke Signalverbreiterungen fiir
die Reste **HVPGGG™ und *'IETH** (Abbildung 1e).
Der Grund dafiir, dass Azur A und Azur B, nicht aber MB an
die aromatischen Reste des Tau-Proteins binden, liegt ver-
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mutlich in der hydrophilen Natur des MB-Molekiils. So wurde
der hydrophile Charakter von MB in fritheren Studien dafiir
verantwortlich gemacht, dass es sich nicht fiir eine effiziente
Fiarbung normaler Blutzellen eignet, Azur B hingegen
schon.’! Somit erlaubt die Demethylierung von MB neue
Arten der Wechselwirkung im Einklang mit dem Befund, dass
Azur A und Azur B die Tau-Aggregation 30-fach stiarker als
MB hemmen.”!

In Gegenwart von MB, Azur A und Azur B behilt das 'H-
N-HSQC-Spektrum von htaud0 eine geringe Dispersion der
chemischen Verschiebungen — ein charakteristisches Merk-
mal eines ungeordneten Proteins. Um weitere Einblicke in
die von MB stimulierten Tau-Konformere zu erhalten,
wurden Circulardichroismus(CD)-Messungen und Rontgen-
kleinwinkelstreuung (SAXS) durchgefiihrt. Auf Basis der
CD-Messungen wird klar, dass die Bindung von Azur B nicht
die Bildung regelméBiger Sekundéirstrukturen in Tau her-
vorruft (Abbildung 4a). SAXS zeigte ferner, dass auch bei
groBem Uberschuss an Azur B Tau ein ungeordnetes Protein
ist (Abbildung 4b,c). So war der mittels SAXS bei fiinffa-
chem Uberschuss an Azur B bestimmte Gyrationsradius R,
von (6.7 £0.3) nm vergleichbar mit dem R, von monomerem
Tau.”! Dies zeigt, dass die MB-Tau-Wechselwirkung nicht in
der Bildung von Tau-Aggregaten resultiert. Die Bestimmung
des hydrodynamischen Radius durch NMR-Spektroskopie
mit gepulsten Feldgradienten (PFG)? und dynamische
Lichtstreuung (DLS) wies zudem auf eine leichte Verdich-

gngewandte
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tung des Tau-Konformerensembles hin. Diese Verdichtung
wurde in Gegenwart von iiberschiissigem DTT aufgelost
(Abbildung 4 d). Wir schlussfolgern, dass MB und seine De-
rivate Azur A und Azur B das Tau-Protein in einer mono-
meren, zur Aggregation unfidhigen Form halten.

Ein groBes Problem bei Aggregationshemmern ist, dass
diese die physiologische Funktion des Proteins storen
konnen. Bei Tau wire dies die Fdhigkeit, den Mikrotubuli-
aufbau zu fordern.! Azur A stort jedoch die Tau-Tubulin-
Wechselwirkung nicht einmal, wenn Azur A in 1000-fachem
Uberschuss gegeniiber Tau vorliegt.["! Zudem beeinflusst MB
nicht den Tau-geforderten Mikrotubuliaufbau.®?!! Diese Er-
gebnisse zeigen, dass die durch MB und seine Derivate her-
vorgerufenen Tau-Konformationen in der Lage sind, effizient
mit Mikrotubuli zu interagieren.

Unsere Messungen beweisen, dass MB und seine N-de-
methylierten Derivative Azur A und Azur B die beiden na-
tiven Tau-Cysteine zu Sulfensdure, Sulfinsdure und Sulfon-
sdure des Cysteins verdndern. Die Modifizierung von Cys-
teinresten durch reversible Oxidation der Sulthydrylgruppe
und die Bildung von Sulfensduren spielen eine wichtige re-
gulatorische Rolle in biologischen Systemen.””! Der nukleo-
phile Charakter der Sulthydrylgruppe ermoglicht mehrere
verschiedene Redoxreaktionswege und spielt eine fordernde
Rolle bei Elektronenabgabe, Hydrid-Transfer-Reaktionen
und Reaktionen mit freien Radikalen. Hierbei ist die Disul-
fidbriickenbildung die dominierende chemische Reaktion,

welche die Proteinstabilitdt erhoht. Im Fall von
Tau wurde gezeigt, dass eine intramolekulare

a) b) log /, Relativ c) log/*s® Vernetzung der beiden in den 4-Repeat-Isoformen
1 0 Fosur Bltaudi vorhander%.en Cyste.mres.ten die Aggregatlon stark
., -1000 . 01 20 hemmt, wihrend die Bildung von intermolekula-
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d) o nomeren Zust?nd uberfuh.rt (Abbildungen 3, 4):
[ bis ] MB hemmt die Aggregation von 4-Repeat-Tau
T 65 1 2 -1.0 und 3-Repeat-Tau mit ICy-Werten von ca.
S 8] E &3 s 2 um®1% und ca. 30 um.! Ein niedrigerer ICs,-Wert
- - . ' fiir 3-Repeat-Tau steht im Einklang mit der Tat-
o
s B3| |=] |E8]l=e]| [2]|=< 1 2.0 sache, dass 3-Repeat-Tau nur das Cystein C322
I NG v BN | R 515 enthélt und damit im Gegensatz zu 4-Repeat-Tau
=4 N o] o © e . . . e . . .
£ 138 || 8 P8 35 nur eine einzige Modifizierungsstelle besitzt. Die
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Abbildung 4. MB und seine Metaboliten halten Tau im monomeren ungeordneten
Zustand. a) Fern-UV-CD Spektren von htau40 in Abwesenheit (schwarz) und Anwe-
senheit von Azur B (20:1, rot). b) SAXS-Profile und c) Kratky-Diagramme von htau40
allein (schwarz) und zusammen mit Azur B bei steigenden Ligand/Protein Verhilt-
nissen (farbkodiertes Panel). s=4msin(6) /A, wobei € der Streuwinkel ist und

A=1.5 A die Wellenlange an der EMBL-Strahlfuhrung X33. Zur besseren Visualisie-
rung sind die Kurven gegeneinander verschoben (mit normierten y-Werten). d) Hy-
drodynamischer Radius von htau40 in Abwesenheit und Anwesenheit eines 20-
fachen Uberschusses an Azur B und nach Zugabe von 8 mm DTT (rechts). Es han-
delt sich um NMR- und DLS-Messungen. Details zur Probenvorbereitung finden

sich in den Hintergrundinformationen.
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Ersetzen der Cysteinreste durch Alanin die Fila-
mentbildung nicht stort (Abbildung S2), jedoch die
hemmende Wirkung von MB auf die Tau-Aggre-
gation aufhebt (Abbildungen 2a,b).

Unsere Studie erlaubt mechanistische Einbli-
cke in die Hemmung der Tau-Aggregation durch
Phenothiazine. Eine spezifische Modifikation der
nativen Cysteinreste bewahrt das Tau-Protein in
einer monomeren Konformation und verhindert
die Bildung von Filamenten und deren toxischen
Vorstufen. Demethylierung von Methylenblau
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schafft neue Interaktionen mit Tau und ermoglicht zusatzli-
che Wege zur Modulierung der Tau-Aggregation.

Experimentelles

Die Expression, Aufreinigung und Isotopenmarkierung von Wildtyp-
htau40 und mutiertem Protein wurde entsprechend etablierter Pro-
tokolle durchgefiihrt.””? MB, Azur A und B wurden von MP Bio-
medicals (MP Biomedicals S.A. Heidelberg, Deutschland) gekauft.
Die NMR-Experimente wurden bei 5°C an einem Bruker Avance
700 MHz oder Avance III 800 MHz Spektrometer durchgefiihrt. Die
NMR-Proben enthielten "N-markiertes Tau (100 pm) in Phosphat-
puffer (50 mMm, pH 6.8), DTT (1 mm) und D,O (10%, v/v). SAXS-
Daten wurden bei X33 am European Molecular Biology Laboratory
DORIS III (DESY) bei einer Wellenléinge von 1.5 A bei 25°C mit
einem Pilatus 1M Photonenzdhldetektor gemessen. Die Proben
wurden in Phosphatpuffer (50 mm) hergestellt und enthielten htau40
(100 um, 4.5mgmL™") und DTT (1 mm). Vollstindige Methoden
finden sich in den Hintergrundinformationen.
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