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Abstract: Maßgeschneiderte Additive fîr die Wirkstoff-For-
mulierung ermçglichen die Testung potentieller neuer Wirk-
stoffe mit ungînstigen pharmakologischen Eigenschaften. Zur
Identifizierung wirkstoffaffiner Peptidsequenzen wird die
Verteilung eines Wirkstoffes in großen Peptidbibliotheken
mittels Raman-Mikroskopie verfolgt. Die Integration der Se-
quenzen in Peptid-Polymer-Konjugate ergibt spezifische Lçs-
lichkeitsvermittler, die prophylaktische und therapeutische
Anti-Alzheimer-Wirkstoffe effektiv solubilisieren. Somit
kçnnen maßgeschneiderte Additive nicht nur fîr fluoreszie-
rende, sondern auch fîr nichtfluoreszierende Wirkstoffe ge-
funden werden.

Sowohl in akademischer als auch industrieller Forschung
wird betr�chtlicher Aufwand zur Entwicklung neuer Medi-
kamente betrieben.[1] Statistisch gesehen werden in vorklini-
schen Studien von 104 potentiellen Wirkstoffen, die Krank-
heitsverl�ufe beeinflussen kçnnen, lediglich 5–10 genauer
untersucht, und nur bei 1–2 der Wirkstoffe gelingt die Ent-
wicklung eines industriellen Produkts.[2] Von großem Inter-
esse sind vor allem stark lipophile und niedermolekulare
Verbindungen, die aufgrund ihrer meist schlechten Wasser-
lçslichkeit und Bioverfîgbarkeit oft schon in frîhen Phasen
der Wirkstoffentwicklung die Anforderungen nicht erfîllen.[3]

Die Nachfrage nach effektiven Strategien, die eine direkte
Untersuchung der Wirkstoffe ermçglichen, ist daher sehr
groß. Die Vermeidung kosten- und ressourcenintensiver

Strukturvariationen zur Verbesserung der Wasserlçslichkeit
ist hierfîr unerl�sslich.[4]

Herkçmmliche Strategien nutzen Formulierungsadditive
fîr die Wirkstoffsolubilisierung.[5] So wird in frîhen Phasen
der Wirkstoffbewertung oft Dimethylsulfoxid (DMSO) fîr
erste Biotests zugesetzt.[6] H�ufig werden auch Blockcopoly-
mere genutzt, die nicht nur die Lçslichkeit und Bioverfîg-
barkeit des Wirkstoffs erhçhen, sondern auch zur Stabilit�t
des Wirkstoffs beitragen und die Integration komplexer
Funktionen wie die �berwindung von physiologischen Bar-
rieren oder kontrollierte Freisetzung und selektive Abliefe-
rung in das Zielgewebe ermçglichen.[7]

Kîrzlich wurde das Konzept der spezifischen Formulie-
rungsadditive[8] eingefîhrt, um die pharmazeutischen Eigen-
schaften von bioaktiven Stoffen gezielt zu verbessern.
PEGylierte Peptid-Konjugate zeigten interessante Eigen-
schaften in biomedizinischen Anwendungen.[9] Durch nicht-
kovalente Bindungen der Konjugate an organische Wirk-
stoffe mit geringer Wasserlçslichkeit konnten wasserlçsliche
Komplexe erzeugt werden.[10] Die pr�zise Aufnahme des
Wirkstoffs erfolgt dabei îber die Seitenfunktionalit�ten des
Peptids, w�hrend Lçslichkeit und Abschirmung des Wirk-
stoffs durch die Polyethylenglykoleinheit (PEG) gew�hrleis-
tet werden. So konnten z. B. unlçsliche Wirkstoffe wie einige
Kinase-lpsE-Inhibitoren und der Photosensibilisator meta-
Tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-THPC)[8,10] durch Peptid-
PEG-Konjugate in wasserlçsliche Komplexe îberfîhrt
werden. Durch die erhçhte Bioverfîgbarkeit der Substanzen
konnten Biotests durchgefîhrt werden, die ohne Additive
nicht realisierbar waren.

Zuvor ermçglichte eine kombinatorische Strategie bereits
die Selektion von Peptidsequenzen mit hoher Bindungsaffi-
nit�t zu m-THPC aus umfangreichen Peptidbibliotheken
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Der Wirkstoff konnte durch
entsprechende Peptid-PEG-Konjugate gut solubilisiert
werden. Zudem waren die Auslçsung der Freisetzung und
eine Justierung der Freisetzungskinetik durch externe Stimuli
mçglich.[11] Die Erweiterung dieses Konzepts von fluoreszie-
renden auf nichtfluoreszierende Wirkstoffe ist von großem
Interesse, da nur ein Bruchteil biologisch relevanter Sub-
stanzen fluoreszierende Eigenschaften aufweisen.

Nachfolgend berichten wir îber einen erweiterten, auf
Raman-Mikroskopie basierenden Ansatz fîr die Identifizie-
rung von Peptiden zur Solubilisierung nichtfluoreszierender
Wirkstoffe aus einer Peptidbibliothek (Abbildung 1). Das
Prinzip der spezifischen Wirkstoffformulierung wurde am
Beispiel von B4A1 gezeigt, einem potentiellen Anti-Alzhei-
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mer-Wirkstoff, der die Bildung von Tau-Protein-Aggregaten
hemmen soll.[12] In DMSO-freien In-vitro-Studien konnte die
Verbesserung der Bioverfîgbarkeit des Wirkstoffs durch
Peptid-PEG-Konjugate bewiesen werden. Das Fundament
zur Untersuchung problematischer Verbindungen ist durch
diese Art der Wirkstoffformulierung gelegt.[13]

Aktuelle Behandlungen lindern in erster Linie die Sym-
ptome von Alzheimer-Patienten.[14] Fortschritte bei der Un-
tersuchung der Alzheimer-Krankheit auf molekularer Ebene
haben jedoch gezeigt, dass abgesehen von der pathologischen
Plaquebildung durch das b-Amyloid-Peptid vor allem die
abnormale Ver�nderung des Tau-Proteins, das zu neurotoxi-
schen helikalen Fibrillen aggregiert, einen Großteil zum
Fortschreiten von Alzheimer beitr�gt.[15] Um Anti-Alzhei-
mer-Wirkstoffe fîr prophylaktische oder therapeutische Be-
handlungen zu entwickeln, wurden vielversprechende Stra-
tegien mit Fokus auf Tau-Aggregationsinhibitoren entwi-
ckelt.[12] In einer In-vitro-Untersuchung wurde hierfîr, neben
Rhodanin- und Phenylthiazolylhydrazid-Derivaten,[16] die
Verbindung B4A1 identifiziert, die sich in zellfreien Modellen

als wirksam gegen Tau-Aggregation erwies und sogar zur
Deaggregation von bereits gebildeten Tau-Aggregaten fîhrte.
Allerdings wiesen die neuen potentiellen Wirkstoffe nur eine
geringe Wasserlçslichkeit auf.[17]

Um maßgeschneiderte Peptidsequenzen mit hoher Affi-
nit�t zu B4A1 identifizieren zu kçnnen, wurde eine Peptid-
bibliothek mit 77 verschiedenen Heptapeptiden unter Ver-
wendung von ChemMatrix-Harz und der Split/Mix-Synthese
hergestellt.[18] In Anbetracht der Wirkstoffstruktur wurden
zur Synthese der Bibliothek die Aminos�uren l-Arg, l-Lys,
l-His und l-Glu fîr die Bildung von ionischen Wechselwir-
kungen, l-Phe fîr Van-der-Waals- und p-Kontakte, sowie l-
Thr und l-Asn fîr polare Wechselwirkungen und Wasser-
stoffbrîcken ausgew�hlt. Um die anschließende Sequenzie-
rung des Peptidmaterials zu ermçglichen, wurde das Segment
Gly-Gly-Met zwischen die variable Peptideinheit und die
feste Phase eingebaut, da Met leicht durch Bromcyan ge-
spalten werden kann. Die vollst�ndig entschîtzte Peptidbi-
bliothek wurde îber Nacht mit einer 2.7 mm Lçsung von
B4A1 in DMSO/Wasser (4:5 V/V) inkubiert, um eine schnelle
Verteilung der kaum lçslichen Substanz zu ermçglichen.
Nach intensivem Waschen des inkubierten Tr�germaterials
wurden die Kîgelchen auf einem Glasobjekttr�ger fixiert,
und anschließend wurde ein optisches Mikroskopbild der
Tr�ger aufgenommen, um deren Positionen zu bestimmen
(Abbildung 2).

Mittels Raman-Mikroskopie konnte die Anreicherung
von B4A1 an Festphasen mit passenden Peptidsequenzen
unter Verwendung eines Lasers (l = 785 nm) analysiert
werden. Das Raman-Spektrum von B4A1 wies eine intensive

Abbildung 1. Design spezifischer Lçsungsvermittler fír den nichtfluo-
reszierenden potentiellen Anti-Alzheimer-Wirkstoff B4A1: (a) Inkubati-
on einer Peptidbibliothek (i) mit B4A1. Anschließend kçnnen mittels
Raman-Mikroskopie (ii) Tr�ger mit starker Wirkstoffanreicherung iden-
tifiziert werden (iii), sodass durch die Sequenzierung des Peptidmateri-
als einzelner Tr�ger Sequenzen mit hoher Bindungskapazit�t zu B4A1
erhalten werden kçnnen (iv). Die Synthese der Sequenzen als Peptid-
PEG-Konjugate (v) ergibt Pep1-3-PEG (b), die schließlich B4A1 solubili-
sieren sollen.

Abbildung 2. Analyse der Anreicherung von B4A1 an peptidfunktionali-
sierten Harztr�gern mittels Raman-Mikroskopie zur Identifizierung von
Peptiden mit hohen Wirkstoffaffinit�ten: Großfl�chiger Raman-Scan,
der die Intensit�ten einer fír B4A1 charakteristischen Bande bei
1600 cm¢1 zeigt (a, mit zugehçrigem optischen Mikroskopbild) und
die zugehçrigen kompletten Raman-Spektren der Festphasen (b). Opti-
sches Mikroskopbild eines Satzes inkubierter Bibliothekstr�ger (c) und
visualisierte Analyse mittels Raman-Mikroskopie, die die Intensit�ten
der Bande bei 1600 cm¢1 fír jede einzeln Festphase zeigt. (d) Messun-
gen mit „Auto-Focus-Single-Spectrum“ 2 Ö 2 s pro Spektrum.
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Bande bei 1600 cm¢1 auf, die der asymmetrischen C-C-
Streckschwingung des aromatischen Ringsystems von B4A1
entspricht und im Folgenden als Referenzsignal genutzt
wurde (Abbildung 2).[19] Ein hochauflçsender Scan von sechs
verschiedenen Tr�gern bewies, dass zwischen Tr�gern mit
hoher und niedriger Wirkstoffanreicherung klar unterschie-
den werden kann (Abbildung 2a,b). Ein grçßerer Satz von
Festphasen wurde mit der „Auto-Focus“-Methode analysiert,
wobei nur ein Spektrum in der Mitte jedes Tr�gers aufge-
nommen wurde. Auf diese Weise konnte die Messzeit enorm
reduziert und die Vergleichbarkeit der Intensit�ten der
Raman-Banden aufgrund von optimiertem Fokus gew�hr-
leistet werden (siehe Abbildung 2c,d sowie Abbildung S3 in
den Hintergrundinformationen). Infolgedessen wurde ein
Intensit�tswert von > 1000 CCD counts als Grenze fîr die
Bewertung von Festphasen mit hoher Wirkstoffanreicherung
festgelegt. 40 als positiv bewertete Tr�ger wurden identifiziert
und mittels Sequenzierung der Peptide îber MALDI-Tof-
MS/MS auf den einzelnen Tr�ger 30 Sequenzen ermittelt
(Tabelle S1). In Anbetracht der Wirkstoffstruktur erscheint
es sinnvoll, dass die erhaltenen Peptide einen hohen Anteil an
Phe und basischen Aminos�uren aufweisen. Offensichtlich
sind p-p- und Coulomb-Wechselwirkungen bei der Peptid-
B4A1-Bindung vorherrschend. Interessanterweise treten die
basischen Segmente der Peptide meist in 3er- 5er-Blçcken
neben Phe auf. Asn und Thr ermçglichen Wasserstoffbrî-
cken, z. B. mit der polaren Diamin-Pyrimidin-Kerneinheit
von B4A1. Drei der identifizierten Sequenzen wurden als
Peptid-PEG-Konjugate (Pep1-3-PEG) synthetisiert, um die
Solubilisierung des Wirkstoffs durch die Konjugate und an-
schließende Biotests der Komplexe untersuchen zu kçnnen.
Die ausgew�hlten Sequenzen weisen einen zusammenh�n-
genden Block kationischer Reste auf, unterscheiden sich
jedoch in der Stellung der Phe Einheiten. W�hrend Pep1-PEG
îber eine Phe-Phe-Dyade verfîgt, enth�lt Pep2-PEG einen
polaren Asn-Thr-Abstandshalter im aromatischen Block, und
bei Pep3-PEG flankieren die beiden Phe-Einheiten den kat-
ionischen Block. Unter Verwendung einer inversen Konju-
gationsstrategie der Festphasen-Peptidsynthese wurden die
entsprechenden Peptid-Polymer-Konjugate mit PEG-Ein-
heiten von Mn = 3200[20] synthetisiert. Nach dem Abspalten
der Konjugate Pep1-3-PEG von der Festphase erfolgte deren
Isolation und Aufreinigung, sowie der Nachweis ihrer che-
mischen Strukturen mithilfe von Massenspektrometrie und
NMR (siehe die Hintergrundinformationen).

Alle Konjugate waren sehr gut wasserlçslich und wirksa-
me Formulierungsadditive, die die Wasserlçslichkeit von
B4A1 im Vergleich zu Solubilisierungsexperimenten mit
PEG oder Wasser betr�chtlich erhçhten (Abbildung S9). UV/
Vis-Spektroskopie bei 384 nm ermçglichte die Bestimmung
der maximalen Beladungskapazit�ten der Konjugate.[10] Es
konnte eine deutliche Abh�ngigkeit der Kapazit�t von der
Peptidsequenz beobachtet werden. W�hrend Pep1-PEG und
Pep2-PEG die hçchsten Beladungen von 0.83 mmol und
0.94 mmol Wirkstoff pro mmol Transporter zeigten, wurde
bei Pep3-PEG nur eine Beladung von 0.65 mmol Wirkstoff
pro mmol Transporter erreicht. Die gemessenen Beladungen
waren 5- bis 7-fach hçher als bei Verwendung von Cremophor
ELP als Referenz.[21] Das bereits klinisch eingesetzte For-

mulierungsadditiv konnte nur 0.13 mmol B4A1 pro mmol
Cremophor solubilisieren, was die Effektivit�t der neu iden-
tifizierten Transporter unterstreicht.

Eine genauere Betrachtung der Aminos�uresequenzen
kçnnte darauf hindeuten, dass ein blockartiges Auftreten von
kationischen und aromatischen Einheiten im Peptid vorteil-
haft ist und dass ein flexibler, polarer Abstandhalter zwischen
den beiden aromatischen Resten zu optimalen Bindungs-
kontakten beitr�gt. Bemerkenswerterweise wurde mit Pep2-
PEG ein nahezu stçchiometrisches molares B4A1-Transpor-
ter-Verh�ltnis von 1:1.1� 0.1 erreicht. Damit verbessert der
Transporter die Verfîgbarkeit von B4A1 um das 20-fache im
Vergleich zur normalen Lçslichkeit des potentiellen Wirk-
stoffes in Wasser. Die anderen Transporter zeigten ebenfalls
zufriedenstellende molare Verh�ltnisse von 1:1.2� 0.1 fîr
Pep1-PEG und 1:1.5� 0.4 fîr Pep3-PEG. Um diese Se-
quenzabh�ngigkeit der Transportkapazit�t verstehen zu
kçnnen, wurden idealisierte 1:1-Komplexe von B4A1 und den
Peptid-Bindungsdom�nen (Pep1-3) simuliert (Abbildung 3,
Abbildung S10 und S11).

Die Simulationen zeigen, dass jede der drei Peptidse-
quenzen deutlich an B4A1 bindet. Die dabei entstehenden
Komplexe sind mit Wechselwirkungsenergien von rund
¢200 kJmol¢1, ¢150 kJ mol¢1 und ¢180 kJmol¢1 fîr Pep1/
B4A1, Pep2/B4A1 bzw. Pep3/B4A1 eher dynamischer Natur.
Die Analyse der beiden effektivsten Transporter ergab, dass
im Allgemeinen Pep2/B4A1-Komplexe eine grçßere Zahl an
Konformationen gleicher Energie als Pep1/B4A1 aufweisen.
Aufgrund des Abstandhalters zwischen Phe1 und Phe4 wurde
ein hçherer Freiheitsgrad an Konformationen fîr Pep2 er-
wartet. Repr�sentative Momentaufnahmen der Simulationen
(Abbildung 3) zeigen mehrere intra- und intermolekulare
Wechselwirkungen zwischen dem Wirkstoff und den Pepti-
den. Statistisch gesehen sind p-p-Wechselwirkungen bei Pep1/
B4A1 und Pep2/B4A1 mit durchschnittlichen 1.3 bzw. 1.4 p-p-
Wechselwirkungen vorherrschend. Pep1 und B4A1 bilden

Abbildung 3. Repr�sentative Momentaufnahmen der MD-Simulationen
der Bindung von B4A1 (Darstellung als Van-der-Waals-Oberfl�che) an
maßgeschneiderte Peptidsequenzen (Darstellung als Stabmodell) in
idealisierten 1:1-Komplexen: Pep1/B4A1 (oben), Pep2/B4A1 (unten).
Seitenansicht (a,c) und Draufsicht (b,d); Simulationen wurden mit
PyMOL visualisiert.
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meist p-Kontakte zwischen einem Phe-Rest und dem zen-
tralen Pyrimidinring von B4A1 aus (80% parallele und 20%
senkrechte Wechselwirkungen). Weitere p-p-Wechselwir-
kungen wurden zwischen einem der His-Reste und einer
Aminobenzoes�uregruppe von B4A1 festgestellt. Wasser-
stoffbrîcken traten zwischen dem Rîckgrat des Peptids und
beiden sekund�ren Aminen bzw. den Carboxylgruppen von
B4A1 auf. Interessanterweise deuten Phe2 und die drei Lysin-
Reste h�ufig vom Wirkstoff weg und ragen in die Lçsungs-
mittelumgebung. Die Bindungsarten zwischen Pep2 und
B4A1 weisen auf p-p-Wechselwirkungen zwischen der Pyr-
imidineinheit von B4A1 und einem Phe-Rest hin (65–75%
parallele und 25–35 % senkrechte Wechselwirkungen). In der
abgebildeten Konformation ist z.B. eine Aminobenzoes�u-
reeinheit von Phe4 und Arg1 umgeben, und T-fçrmige p-p-
Wechselwirkungen und Kation-p-Wechselwirkungen sind
deutlich erkennbar. Wasserstoffbrîcken werden zwischen der
Carbons�urefunktion von B4A1 und dem Rîckgrat des
Peptids gebildet. Der Komplex wird durch Wasserstoffbrî-
cken innerhalb des Peptides zwischen der Seitenkette von
Thr6 und den Amiden des Peptidrîckgrats zus�tzlich stabili-
siert.

Die Trennung der beiden Phe-Reste bei Pep2 durch zwei
polare Aminos�uren ermçglicht zus�tzliche Freiheitsgrade.
Dasselbe gilt fîr Arg1 und Phe4, die durch Lys2-His3 vonein-
ander getrennt sind. Verglichen mit dem Komplex Pep1/B4A1
lassen diese Abstandshalter eine dynamischere Komplexie-
rung von B4A1 durch Pep2 zu. Offensichtlich ist eine block-
artige Anordnung der aromatischen und kationischen Reste
wie bei Pep1 weniger vorteilhaft fîr die Bindung des Wirk-
stoffs. Obwohl die Bindungswechselwirkungen nur modell-
artigen Charakter besitzen, stimmen die Beobachtungen mit
den Solubilisierungsexperimenten îberein, bei denen Pep1-
PEG eine geringere Kapazit�t als Pep2-PEG zeigt. Entspre-
chend ist es umso wahrscheinlicher, dass die modulierten
Wechselwirkungen auch in den tats�chlich vorliegenden
B4A1/Transporter-Komplexen auftreten. Zum Vergleich
wurden auch fîr den Pep3/B4A1-Komplex, der bei den So-
lubilisierungsexperimenten die geringste Kapazit�t aufweist,
Simulationen durchgefîhrt. Auch wenn sich die verh�ltnis-
m�ßig geringe Kapazit�t von Pep3 nicht in der Wechselwir-
kungsenergie, die zwischen denen von Pep1/B4A1 und Pep2/
B4A1 liegt, widerspiegelt, kann sie anhand der Modellie-
rungen erkl�rt werden. Es konnten Kation-p-Wechselwir-
kungen zwischen Arg2 und B4A1 beobachtet werden, aber
anscheinend ist Phe1, das sich am N-Terminus neben Arg2

befindet, nicht an der Bindung beteiligt, da es ohne Kontakt
zu B4A1 in die Lçsungsmittelumgebung ragt (Abbil-
dung S13). Somit wechselwirkt nur eines der beiden Phe mit
B4A1, sodass sich im Durchschnitt lediglich 1.0 p-p-Wech-
selwirkungen ergeben. Auch die His-Lys-Lys-Einheit deutet
von B4A1 weg. Die Hauptwechselwirkung zwischen Pep3 und
B4A1 bildet sich also zwischen Arg2 und Phe6, wobei aller-
dings die parallele p-p-Wechselwirkung oft leicht verschoben
ist und somit weniger stark als bei Pep1/B4A1 und Pep2/B4A1
ausf�llt.

Dynamische Lichtstreuungsexperimente (DLS) zeigten,
dass alle Peptid-PEG-Konjugate bei der Wirkstoffbeladung
kolloide Aggregate bilden. W�hrend alle Konjugate vor der

Beladung molekular gelçst sind, wurden fîr die Komplexe
Pep1-PEG/B4A1, Pep2-PEG/B4A1 und Pep3-PEG/B4A1 hy-
drodynamische Radien (Rh) von 105 nm, 175 nm bzw. 110 nm
bestimmt. Aufgrund der chemischen Struktur von B4A1, die
Wechselwirkungen mit den Transporterpeptiden an mehreren
Stellen ermçglicht, wurde diese wirkstoffinduzierte Aggre-
gation erwartet. Sie ist von Vorteil, da der Abbau des
Transporters von einem Biosystem nach der Wirkstoffabgabe
erleichtert werden kçnnte. Solch ein Mechanismus war fîr
Cremophor nicht ersichtlich. Aufgrund seiner stark amphi-
philen Natur weist dieses Additiv vor und nach der Beladung
mit B4A1 in Wasser Aggregate mit Rh = 12–13 nm auf. Eine
Quantifizierung der Wirkstoff-Transporter-Bindungen mit
Dissoziationskonstanten (KD) w�re an dieser Stelle wichtig.
Aufgrund der Komplexit�t des Systems sind diese jedoch
schwer zu bestimmen.

Wirksame Formulierungsadditive mîssen nicht nur die
Lçslichkeit erhçhen, sondern auch geringe Toxizit�ten auf-
weisen und die Bioverfîgbarkeit des Wirkstoffs gew�hrleis-
ten, um Einfluss auf den ausgew�hlten Bioprozess zu haben.
Vor der Untersuchung des Einflusses der Transporter auf die
B4A1 Aktivit�t wurden die Effekte der Substanz-Transpor-
ter-Komplexe auf die Zellapoptose bei Neuroblastom-2a-
(N2a)-Zelllinien mittels Annexin-V-Test (siehe S17 in den
Hintergrundinformationen) bestimmt. Diese Zellen expri-
mieren Tau4RDDK280-Proteine und stellen ein etabliertes
Referenzsystem fîr Alzheimer-Therapieans�tze dar. Die
N2a-Zellen wurden mit B4A1 oder Transporter/B4A1-Kom-
plexen inkubiert, und apoptotische Zellen wurden mit An-
nexin V angef�rbt. Im Vergleich mit der Referenz, die 16%
Zellapoptose aufweist, zeigten alle Transporter und Pep1-3-
PEG/B4A-Komplexe eine deutlich geringere Apoptose von
8–12% (Abbildung S10). Interessanterweise weist der Cre-
mophor/B4A1-Komplex mit 55 % die bei weitem hçchste
Apoptoserate auf, was daran liegen kçnnte, dass aufgrund des
geringen Beladungsgrades eine große Menge an Solubilisator
verwendet werden musste. Offensichtlich haben Peptid-PEG-
Konjugate und die zugehçrigen Wirkstoffkomplexe eine
deutlich geringere Toxizit�t als die Cremophor-ELP-Kom-
plexe.

Die beiden vielversprechendsten Komplexe Pep1-PEG/
B4A1 und Pep2-PEG/B4A1 wurden in Hinblick auf ihre
Aktivit�t bezîglich der Deaggregation von Tau-Protein-Ag-
glomeraten n�her untersucht. In In-vivo-Studien mîssen die
Wirkstoff-Transporter-Komplexe das Eindringen von B4A1
in neuronale Gehirnzellen erleichtern, wobei sowohl die Blut-
Hirn-Schranke als auch die Zellmembran passiert werden
mîssen. Ein kîrzlich entwickelte, leistungsf�hige In-vitro-
Untersuchung ermçglichte eine schnelle Bewertung der
Wirkstoffaktivit�t. Hierbei wird der Grad der Deaggregation
zuvor gebildeter K19-Tau-Aggregate (Tau3RD ; „Wiederho-
lungseinheit“ von Tau, die fîr die Aggregation verantwortlich
ist)[22] durch konzentrationsabh�ngige Thioflavin-S(ThS)-
Fluoreszenzanalyse detektiert.

Zellfreie Modelle, die auf aggregierten Tau3RD-Plaques
basieren, zeigen mit steigender Konzentration von solubili-
siertem B4A1 eine effektive Abnahme der ThS-Fluoreszenz.
Es konnten vielversprechende mittlere Wirkstoff Konzen-
trationswerte fîr die Deaggregation von Tau-Aggregaten
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(DC50) fîr Pep1-PEG/B4A1 und Pep2-PEG/B4A1 von 31.1�
1.1 mm und 37.5� 3.0 mm bestimmt werden (Abbildung 4).
Dagegen induzierte Cremophor/B4A1 aufgrund der stark
amphiphilen Natur des Additivs zus�tzliche Aggregation des
Tau-Proteins, sodass kein DC50-Wert bestimmt werden
konnte. Darîber hinaus zeigt die Substanz B4A1 allein in
analogen DMSO-freien Untersuchungen keine messbare
Aktivit�t, da sie eine schlechte Wasserlçslichkeit und Ver-
fîgbarkeit aufweist. Kontrollexperimente bewiesen, dass
weder PEG noch die Peptide oder Peptid-PEG-Konjugate
erhebliche Effekte auf die Deaggregation des Tau-Proteins
haben (Abbildung 4). Offensichtlich erfolgt die Freigabe des
potentiellen Wirkstoffs von den maßgeschneiderten Additi-
ven problemlos, sodass die Auflçsung der Tau-Aggregate
ungehindert erfolgen kann. Untersuchungen unter gleichen
Bedingungen, jedoch unter Verwendung von DMSO, das
B4A1 anstelle der Biokonjugate solubilisierte, zeigten das
große Potenzial von B4A1. Der gemessene DC50-Wert von
13.5� 1.9 mm ist geringfîgig kleiner als Werte fîr den Peptid-
PEG-unterstîtzten Wirkstoff. Dennoch befinden sich alle
DC50-Werte in einem vergleichbaren, unteren mikromolaren
Bereich. Hierfîr muss berîcksichtigt werden, dass die Sol-
ubilisierung von B4A1 mit DMSO zu einer direkten Wech-
selwirkung zwischen Wirkstoff und Tau-Protein-Aggregaten
fîhrt, w�hrend fîr die Pep-PEG/B4A1-Komplexe ein kon-
kurrierendes Gleichgewicht zwischen B4A1, der Peptidbin-
dungsdom�ne und dem Tau-Protein zu erwarten ist. Das
kçnnte zu den erhçhten DC50-Konzentrationen bei den
B4A1-beladenen Komplexen fîhren. Zieht man jedoch ak-
tuelle Untersuchungen, die potentielle Effekte DMSO-halti-
ger Substanz-Ausgangslçsungen auf wichtige Proteinfunk-
tionen in Wirkstofftests diskutieren, in Betracht, so ist klar
ersichtlich, dass alternative Solubilisierungssysteme und
DMSO-freie Tests fîr die frîhe Wirkstoffbewertung zwin-
gend erforderlich sind.[6]

Um die Vielseitigkeit des allgemeinen Konzepts zu be-
weisen, wurden fîr BB14, einem schwer lçslichen und
strukturell deutlich abweichendem potentiellen Anti-Alz-
heimer-Wirkstoff, ebenfalls Peptid-PEG-Transporter entwi-
ckelt (siehe die Hintergrundinformationen).[16a] Die opti-

mierte Prozedur ergab eine Auswahl an
wirkstoffbindenden Peptiden (Tabelle S5).
Von diesen wurden drei Transporter mit
strukturellen øhnlichkeiten als Peptid-PEG-
Konjugate synthetisiert (Pep4-6-PEG). Die
hçchste Beladung wurde mit Pep6-PEG mit
einer Solubilisierung von 0.09 mmol BB14 pro
mmol Konjugat erreicht.

Zusammenfassend wurde eine kombina-
torische Screening-Prozedur durch konfokale
Raman-Mikroskopie erweitert, um Peptide
fîr maßgeschneiderte Lçslichkeitsvermittler
basierend auf Polyethylenglykol-block-
Peptid-Konjugaten (PEG-Peptid) zu identifi-
zieren, mit denen die nichtfluoreszierenden
potentiellen Anti-Alzheimer-Wirkstoffe
B4A1 und BB14 in wasserlçsliche Komplexe
îberfîhrt werden. Die Peptid-PEG-Trans-
porter zeigten exzellente Beladungskapazit�-

ten und solubilisierten die Substanzen in kolloiden Aggre-
gaten, die vernachl�ssigbare Apoptosewerte ergaben. Diese
waren in der Lage, Tau-Protein-Aggregate in einem DMSO-
freien In-vitro-Test mit vielversprechenden DC50-Werten
wieder aufzulçsen. Diese Studie, die die Mçglichkeit aufzeigt,
nichtfluoreszierende niedermolekulare organische Substan-
zen in wasserlçsliche Komplexe zu îberfîhren, kçnnte auf
zahlreiche potentielle Wirkstoffe mit unerwînschten phar-
makologischen Eigenschaften erweitert werden.
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