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1 Einleitung

Mit der immer hoher werdenden Lebenserwartung der Bevolkerung in den Industriena-
tionen steigt gleichzeitig auch der Hauptrisikofaktor fiir Demenzerkrankungen, das Al-
ter (/). Die Demenz ist eine chronische und meist progressive Fehlfunktion des Gehirns
und fiihrt zu einer Verschlechterung der kognitiven Funktionen, gekennzeichnet durch
Storungen des Gedéchtnisses, des Denkvermdgens und der emotionalen Kontrolle. Zu-
sdtzlich kommt es zu einer Beeintrachtigung von Aktivititen des tdglichen Lebens, wel-
che mit einem Verlust sowohl von Alltagskompetenzen wie der zeitlich-6rtlichen Orien-
tierung, der Kommunikationsfahigkeit und der autobiographischen Identitét, als auch
von Personlichkeitsmerkmalen einhergeht. Parallel dazu entwickeln sich meist psycho-
pathologische Symptome. Als wichtigste sind hier Apathie, Depression, Agitiertheit,
Angstlichkeit, Schlafstdrungen und paranoide Symptome zu nennen. Das Wort Demenz
kommt vom lateinischen demens, welches sich aus dem Prifix de (miss-, fort-, weg-)
und dem Wort mens (Verstand, Denkvermdgen) zusammensetzt. Alleine in Deutschland
wird die Zahl der Neuerkrankungen an Demenz pro Jahr auf iiber 244.000 geschétzt (2).
Die Wahrscheinlichkeit eine Demenz zu entwickeln verdoppelt sich ab einem Alter von
65 Jahren alle 5 Altersjahre und steigt auf mehr als 30 Prozent bei den iiber 90-jdhrigen

(3). Etwa zwei Drittel aller Demenzerkrankungen entfallen auf Morbus Alzheimer (4).

1.1 Morbus Alzheimer

Der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer beschrieb das Krank-
heitsbild erstmals bei einem Vortrag auf der Versammlung stidwestdeutscher Irrendrzte
in Tlbingen im November 1906 anhand seiner Patientin Auguste Deter (5). Die Patien-
tin litt unter Gedachtnisverlust, Desorientierung, Halluzinationen und Wahnvorstellun-
gen (6). Nach ihrem Tod entdeckte Alzheimer in ihrem Gehirn spezifische Ablagerun-
gen, sogenannte Plaques und Neurofibrillen (vgl. Abb. 1, Seite 13).
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Abb. 1: Originalaufnahme eines Hirnschnittes von Auguste Deter
Gezeigt sind Neurofibrillenbiindel (Pfeilspitze) sowie neuritische Amyloid-Plaques (Pfeile).

(Silberfarbung aus den Archiven des Zentrums fiir Neuropathologie und Prionforschung, Miinchen).

Ihre beriihmteste und zugleich fiir die Erkrankung stark charakteristische Aussage war:
»lch habe mich sozusagen selbst verloren® (7). Emil Kraepelin prigte ab dem Jahr 1910
den Begriff Morbus Alzheimer fiir diese neu entdeckte Erkrankung des Gehirns (8).
Mittlerweile ist Morbus Alzheimer nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs und
Schlaganfillen die vierthdufigste Todesursache weltweit. Die wichtigsten Risikofakto-
ren der Erkrankung sind Alter (9), Geschlecht (70), eine positive Familienanamnese und

das Vorhandensein des e4-Allels des Apolipoprotein E (71).

Es werden zwei verschiedene Formen von Morbus Alzheimer unterschieden, die senile
und die prasenile Form. Bei der senilen, sporadischen Form manifestieren sich klinische
Symptome meist ab einem Alter von 65 Jahren. Im Gegensatz dazu tritt die présenile
Form bereits bedeutend frither auf und hat viel zu unserem heutigen Verstindnis der
Krankheit beigetragen. Diese relativ seltene Form der Erkrankung ist durch familidr
iibertragbare genetische Mutationen bedingt und betrifft etwa 1% der Alzheimer-
Patienten (12, 13). Weltweit sind etwa 30 Millionen Menschen von der présenilen und

senilen Form des Morbus Alzheimer betroffen. Schitzungen zu Folge wird sich diese
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Zahl auf Grund des demografischen Wandels unserer Gesellschaft bis ins Jahr 2050

vervierfachen (74).

1.1.1 Histopathologie des Morbus Alzheimers

Die Krankheit ist durch charakteristische neuropathologische Schidigungen, wie Hirn-
atrophie und Synapsenverlust in Gehirnregionen, die fiir die intellektuelle Leistungsfa-
higkeit verantwortlich sind, definiert (75). Von dieser Degeneration der Nervenzellen
und Synapsen ist vor allem der Kortex und Hippocampus betroffen. Kennzeichnend fiir
Morbus Alzheimer zu Beginn der Krankheit ist der Ausfall des episodischen Gedécht-
nisses. Zusétzlich kommt es zu den bereits von Alzheimer identifizierten Ablagerungen
im Gehirn. Wéhrend sich AB-Plaques auflerhalb der Nervenzellen befinden, kommt es
intrazelluldr zu der Ablagerung des hyperphosphorylierten Proteins Tau (neurofibrilldre
Biindel, fangles). Die progressive Ablagerung von AB-Peptiden im Gehirn und an den
Winden von meningealen und zerebralen Blutgefdflen gehen den manifesten kognitiven
Storungen hadufig um viele Jahre voraus (13). Neurofibrilldre Biindel, Nervenzellverlust
und Synapsenuntergang entwickeln sich dagegen parallel zum kognitiven Verfall (716).
Insbesondere bei fortschreitender Pathologie scheinen dariiber hinaus oxidativer Stress

und entziindliche Vorgédnge zu weiteren Hirngewebeschddigungen beizutragen.

1.1.1.1 Amyloid Plaques

Amyloide Plaques stellen eines der histopathologischen Hauptmerkmale des Morbus
Alzheimer dar. Bereits 1984 wurde der Hauptbestandteil der AB-Peptid Plaques, ein 4
kDa groBBes A-Peptid, identifiziert (/7). AP-Peptide entstehen als proteolytisches
Spaltprodukt aus dem Vorlduferprotein APP (Amyloid precursor protein) (18). Plaques
sind als diffuse Ablagerungen bereits viele Jahre vor Manifestation der Erkrankung im
Gehirn nachzuweisen. Histopathologisch werden zwei verschiedene Arten von Plaques,

die ,,diffusen® und die ,,nicht-diffusen unterschieden.

,Nicht-diffuse Plaques bestehen vor allem aus fibrilliren Amyloidablagerungen mit
einem kompakten Kern. In diesen finden sich mit zunehmendem Krankheitsverlauf
vermehrt Ausldufer degenerativ verdnderter Neurone, sogenannte dystrophe Neuriten.
Plaques sind typischerweise von reaktiven Astrozyten, aktivierten Mikroglia und mole-

kularen Entziindungsindikatoren umgeben. Daher werden sie auch fibrilldre Plaques
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genannt. Thr Auftreten wird mit Synapsenverlust und kognitiver Beeintrachtigung ver-

bunden und somit unter anderem fiir die Diagnose der Krankheit verwendet (19, 20).

,Diffuse Plaques* dagegen sind eher amorphe Amyloidablagerungen (76). Da diese
auch bei gesunden édlteren Personen auftreten werden sie alternativ als senile Plaques
bezeichnet. Sie weisen keine neuritischen Dystrophien auf und kénnen nicht mit dem
Verlust von Synapsen und kognitiver Beeintrachtigung assoziiert werden. Dementspre-

chend werden sie nicht fiir die Diagnose herangezogen (19).

1.1.1.2 Neurofibrillenblindel

Ein weiteres wichtiges Merkmal der Erkrankung stellen die abnormen, intrazelluldren
Ablagerungen des Proteins Tau dar. Tau ist ein Miktotubuli assoziertes Protein
(MAPT), das physiologischerweise am Axon lokalisiert ist und dort den axonalen
Transport durch Bindung und Stabilisation der Mikrotubuli unterstiitzt. Infolge der bei
Morbus Alzheimer auftretenden Hyperphosphorylierung von Tau kommt es zu einer
Beeintrachtigung des axonalen Transports. Tau, das auf Grund dieser Hyperphosphory-
lierung nicht mehr an Mikrotubuli binden kann, wird in das somatodendritische Kom-
partiment verlagert und aggregiert dort zu intraneuronalen Biindeln, sogenannten neuro-
fibrillary  tangles (NFT) (21). Die Storung axonaler und dendritischer
Transportmechanismen und das Auftreten dieser Biindel fithren hochstwahrscheinlich
zum Untergang von Neuronen (22). Dies korreliert mit dem kognitiven Verfall und wird
daher als diagnostischer Marker verwendet (23). Abnorme Tau-Aggregate kommen
allerdings auch bei anderen Erkrankungen, sogenannten Tauopathien vor. Dazu zéhlen
zum Beispiel die Frontotemporale Demenz (FTDP-17) oder Morbus Pick. Im Gegensatz
zu Morbus Alzheimer treten bei diesen jedoch keine Ablagerungen von Ap-Peptiden

auf.

1.1.1.3 Verlust von Neuronen und Synapsen

Neurone und Synapsen bilden das strukturelle und funktionelle Grundgeriist des Ge-
hirns. Bei Alzheimer-Patienten ist die Anzahl der Neuronen im Locus caeruleus (24),
Kortex und der CAl-Region des Hippocampus im Vergleich zu gesunden Personen
erniedrigt (25). Die Schadigung der Synapsen tritt bereits bedeutend frither auf und be-
trifft vor allem den Kortex und den Hippocampus (26, 27). Der Verlust von Synapsen
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im Hippocampus wird als das morphologische Korrelat des Gedéchtnisverlust beim

Morbus Alzheimer verstanden (28).

1.1.2 Amyloid-Vorlauferprotein (APP)

Das Amyloid-Vorlduferprotein ist ein integrales, transmembranéres Protein. Die Isolie-
rung der zugehorigen genetischen Information auf Chromosom 21 gelang 1987 (18, 29,
30). So lédsst sich auch die Tatsache erkldren, dass Menschen mit Down-Syndrom
(Trisomie 21), die 3 anstatt 2 Kopien des Chromosoms 21 besitzen vermehrt APP pro-
duzieren. Als Folge dessen treten hier bereits ab dem 30. Lebensjahr starke Akkumulie-
rungen von AB-Plaques und Neurofibrillen auf, was zu einem friihen Ausbruch von
Morbus Alzheimer fiihrt (37). Die Spaltung von APP wird entweder durch die a-
Sekretase oder durch die B-Sekretase (memapsin 2; BACE-1) eingeleitet und fiihrt zu
der Generierung der 16slichen Ektodomidnen APPso oder APPsP. Die C-terminalen
Fragmente C83 und C99 werden anschlieBend durch die y-Sekretase geschnitten, wobei
AICD (APP intrazellulire Domine) und entweder p3 oder Abeta entsteht (32) (vgl.
Abb. 2, Seite 16).

Nicht-Amyloidogene Prozessierung Amyloidogene Prozessierung
o N
QLJ Q‘J
N R

” a-Sekretase | B-Sekretase ﬂ y-Sekretase

Abb. 2: Nicht-amyloidogene und amyloidogene APP-Prozessierung
Bei der nicht-amyloidogenen Spaltung wird APP durch die a-Sekretase zu APPsa und C83 gespalten.
C83 wird durch y-Sekretase zu p3 und AICD prozessiert. Beim amyloidogenen Weg spaltet die [3-
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Sekretase APP zu APPsf und C99. C99 wird anschlieBend durch die y-Sekretase zu Abeta und AICD

gespalten.

Die y-Sekretase ist ein Membranproteinkomplex der aus Présenilin, Nicastrin, aph-1
(,, anterior pharynx-defective phenotype ) und pen-2 (,,presenilin enhancer ‘) im Ver-
hiltnis 1:1:1:1 besteht. Fiir die ordnungsgemélBle Funktion der y-Sekretase sind alle 4
Proteine notwendig (33). APP besitzt zwei nahe Verwandte, APLP (amyloid precursor
like protein) -1 und -2. APLP-1 und -2 sind wichtige Modulatoren der Glukose- und
Insulinhomdostase (34). Interessanterweise werden APP und APLP-1 und -2 auf die
gleiche Art und Weise durch a-, B- und y-Sekretasen prozessiert, obwohl nur APP die
AB-Region aufweist (35).

Mit Hilfe von Untersuchungen an Familien mit der familidren Form von Alzheimer
konnte gezeigt werden, dass Mutationen in Prasenilin 1, 2 und in APP mit nahezu hun-

dertprozentiger Wahrscheinlichkeit zum Ausbruch von Morbus Alzheimer fiihren.

Zellmembran
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Abb. 3: Mutationen des Amyloid-Vorliauferproteins

Dargestellt sind die wichtigsten Mutationen von APP, die zu familidren Formen von Morbus Alzheimer
fithren. Durch Spaltung mit - und y-Sekretasen entsteht AB. Aminosduren, fiir die Punktmutationen
identifiziert wurden, die zu den vererbbaren Formen von Morbus Alzheimer fithren, sind blau markiert. In
rot sind jene Aminosduren angegeben, die die blau markierten ersetzen. Zusitzlich ist jeweils der engli-

sche Name der Mutation genannt (36).
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Heute sind 24 Mutationen in APP bekannt, die mit der familidren Form des Morbus
Alzheimer assoziiert werden (71). Die Rolle der Préseniline bei Morbus Alzheimer wird

im folgenden Kapitel dargestellt.

1.1.3 Praseniline

Praseniline sind Apsartylproteasen und als katalytische Untereinheit der y-Sekretasen
(37-39) fiir die Spaltung von APP verantwortlich (39). Die Kristallstruktur von Priseni-
lin konnte bisher noch nicht entschliisselt werden. Momentan wird eine Struktur von 9
transmembranidren Doménen (TMD), die auf der ER-Membran lokalisiert sind favori-

siert (40) (vgl. Abb. 4, Seite 18).

Carboxyl-Terminus

Lumen

Zytosol

Amino-Terminus

Abb. 4: Topologisches Modell fiir Prisenilin 1
Ein 9-TMD-Modell von PS1, wobei der Amino-Terminus und die grof3e hydrophile Schleife ins Zytosol

und der Carboxyl-Terminus in das Lumen ragen. Modifiziert nach (40)

Fiir die endoproteolytische Spaltung von Proteinen filigt sich Présenilin in den vy-
Sekretase-Proteinkomplex ein, welcher anschlieBend zur Zellmembran transportiert
wird (41). y-Sekretasen sind in der Lage AB-Peptide in einer Lédnge von 37 bis 46 Ami-
nosduren zu schneiden. 1995 konnten erstmals mehrere familidre Alzheimer Mutationen
zundchst fiir Prisenilin 1 (PS1) auf Chromosom 14 (42) und kurz darauf fiir Prasenilin 2
(PS2) auf Chromosom 1 (43) nachgewiesen werden. Bis heute wurden 185 Mutationen

fiir PS1 und PS2 identifiziert (7/). Diese Mutationen haben gemein, dass sie das Ver-
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héltnis von AB42/AB40 in Richtung des toxischeren AP42 verschieben (44). Daher sind
die Préseniline ein interessantes Zielmolekiil fiir die Wirkstoffentwicklung der Pharma-

industrie.

Die enzymatische Aktivitit der y-Sekretase ist jedoch nicht spezifisch fiir APP. Bisher
konnten neben APP noch 60 weitere Proteine als Substrat fiir die y-Sekretase identifi-
ziert werden (45). So besitzen Priseniline unter anderem eine zentrale Rolle in der Pro-
zessierung des Rezeptors Notch durch y-Sekretasen (38, 46). Der Notch-Signalweg ist
an vielen Zelldifferenzierungsprozessen beteiligt und spielt somit eine wichtige Rolle
bei der Embryogenese und Entwicklung (47). Daraus resultieren sehr wahrscheinlich
auch die starken Nebenwirkungen wie gastrointestinale Toxizitit (48) und Immunsupp-
ression der ersten, unselektiven y-Sekretase Inhibitoren. Ein Beispiel ist der Wirkstoff
LY450139 von Eli Lilly, dessen weitere klinische Untersuchung gestoppt werden muss-
te (49). Priseniline besitzen zusdtzlich noch weitere, nicht proteolytische Funktionen.
Dazu zédhlen unter anderem der Transport und Umsatz von Proteinen, sowie die Beein-

flussung des Kalziumhaushaltes der Zelle (50).

1.1.4 Kalzium, Mitochondrien und Morbus Alzheimer
Kalzium

Kalzium ist einer der wichtigsten intrazelluldren Botenstoffe im Gehirn und an der Ent-
wicklung von Neuronen, synaptischer Ubertragung und der Regulation verschiedenster
Signalkaskaden beteiligt (57). Die extrazelluldre Kalziumkonzentration (1-2 mM) ist
um ein vielfaches hoher als im Zytosol (50-200 nM). Im endoplasmatischen Retikulum
(ER), welches unter anderem als intrazelluldrer Kalziumspeicher dient, liegt die Kalzi-
umkonzentration wiederum auf dem Niveau des Extrazellularraumes (1-2 mM). Dieser
Gradient wird iiber einen aktiven Transportmechanismus unter ATP-Verbrauch durch
die sarkoendoplasmatische Retikulum-ATPase (SERCA) bewerkstelligt. Es gibt im We-
sentlichen zwei Kalziumkanile, die die Freisetzung von Kalzium aus dem ER regulie-

ren: der Inositoltrisphosphatrezeptor (IP3-R) und der Ryanodin-Rezeptor (RyR).

Zahlreiche wissenschaftliche Veroffentlichungen legen nahe, dass bereits lange vor
Auftreten erster klinischer Symptome des Morbus Alzheimer eine Stérung
der neuronalen Kalziumhomoostase, zum Beispiel durch eine erhohte IPs;-Rezeptor-

Aktivitit, vorliegt (52—54). Erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentrationen verdndern
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die Spaltung von APP, was zu erhdhten Spiegeln der AB-Peptide fiihrt (55). Die Be-
handlung von HEK-Zellen mit dem Kalzium Ionophor A23187 fiihrt ebenso wie die
Applikation von Koffein {iber eine Erhohung der zytosolischen Kalziumkonzentration
zu einer Verdreifachung der Produktion von AB-Peptiden (55). Da eine Destabilisierung
des zytosolischen Kalziumspiegels zu der Bildung von freien Radikalen, Lipidperoxida-
tion und Apoptose fithren kann, gilt es als wahrscheinlich, dass die Neurotoxizitit von
AB-Peptiden auf diesen Mechanismen beruht (56). Zudem konnte in Gehirnen von Alz-
heimer-Patienten eine erhohte Kalziumkonzentration nachgewiesen werden (57). Es ist
anerkannt, dass Priasenilinmutationen Einfluss auf die Kalziumspeicher des endoplasma-
tischen Retikulums haben (58). So konnte gezeigt werden, dass in Fibroblasten von
FAD-Patienten die IP3-Rezeptor vermittelte Freisetzung von Kalzium aus dem ER ver-
starkt ist (59). Diese erhohte Freisetzung konnte auch in vitro gezeigt werden, so z.B. in
Eizellen von Xenopus laevis (60), neuronalen Primérzellkulturen (6/), in akut dissozi-
ierten Neuronen (62) und in Hirnschnitten von transgenen Médusen (63). Der zugrunde
liegende Mechanismus konnte bisher noch nicht eindeutig entschliisselt werden und
wird kontrovers diskutiert. Eine Moglichkeit wiére, dass die verstirkte Expression von
Ryanodin-Rezeptoren zu einem erhdhten Kalziumausstrom aus dem ER fiihrt (67). Eine
andere Theorie besagt, dass Priseniline physiologisch als Kalzium-Leckagekanéle im
ER dienen. Mutationen von Présenilinen sollen diese Funktion behindern und damit die
Kalziumkonzentration im ER erhéhen (64). In Folge dessen erhdht sich die Menge an
Kalzium, die aus dem ER nach Stimulation freigesetzt wird. Eine weitere Theorie be-
sagt, dass Mutationen in Prisenilin zu einer Stimulation des IPs;-induzierten Kalzi-
umausstromes fiihren. Dies geschieht im Wesentlichen iiber eine Erhéhung der Off-

nungswahrscheinlichkeit von IPs;-Rezeptoren (60, 65).

Mitochondrien

Mitochondrien sind fiir die Bildung von ATP verantwortlich und regulieren damit die
Energieversorgung der Zelle. ATP ist auBerdem fiir die Erregbarkeit und das Uberleben
von Neuronen verantwortlich. Weitere wichtige Funktionen der Mitochondrien sind die
Regulation des Kalziumsignals, der synaptischen Plastizitit und der Kontrolle des pro-
grammierten Zelltodes (Apopotose) (66). Storungen der mitochondrialen Aktivitdt tra-
gen zu neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Parkinson, Chorea Huntington

und Morbus Alzheimer bei (67). Die Folgen einer beeintrdchtigten Funktion der Mito-
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chondrien sind vielféltig. In Gehirnen von Alzheimer-Patienten besteht eine Korrelation
zwischen Stérungen der mitochondrialen Aktivitidt und dystrophen Neuriten, dem Ver-
lust der dendritischen Verzweigungen und pathologischen Verdnderungen von dendriti-
schen spines (68). Die Dysfunktion der Mitochondrien in Neuronen wird durch Ap-
Peptide zusitzlich verstirkt. AB-Peptide fithren zu einer verstidrkten Bildung von mito-
chondrialen Superoxiden, verminderter ATP-Bildung und einer erhdhten mitochondria-
len Kalziumaufnahme (69). Pathologische Verdnderungen der Kalziumhomdoostase
werden wiederum mit einer Storung der zelluldren Energieproduktion durch Mitochond-
rien, sowie einer verstiarkten AB-Peptid Bildung assoziiert (56). Die Unterstiitzung der
physiologischen Funktion der Mitochondrien stellt somit einen wichtigen Angriffspunkt

fiir die Entwicklung zukiinftiger Medikamente in der Therapie des Morbus Alzheimer.
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1.2 Medikamentose Therapie des Morbus Alzheimer

Bevor ein Wirkstoff fiir die Therapie des Morbus Alzheimer in den USA oder Europa
zugelassen wird, muss seine Wirksamkeit in einer Placebo kontrollierten Studie bewie-
sen werden. Neben einem positiven Nutzen auf die kognitive Leistung und das Verrich-
ten von alltdglichen Aufgaben muss eine allgemeine klinische Verbesserung bei gleich-
zeitig angemessener Sicherheit nachgewiesen werden. Rein symptomatisch wirkende
Substanzen werden im Rahmen von klinischen Studien in der Regel iiber einen Zeit-
raum von 6 Monaten, krankheitsmodifizierende Substanzen dagegen iiber 12-18 Monate
untersucht (70). Kognitive Kurztests, wie zum Beispiel der Mini-Mental-Status-Test
(MMST), der Test zur Fritherkennung von Demenzen mit Depressionsabgrenzung
(TFDD) oder der Uhrentest, dienen dabei als Verlaufskontrolle (77). Das Institut fiir
Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWiG) empfiehlt als Basis fiir
eine addquate Therapie folgende Schweregradeinteilung fiir Demenzen vom Typ des

Morbus Alzheimer anhand des MMST (Skala von 0-30) (72):

Schweregrad Leichte AD Mittelschwere AD | Schwere AD

Punkte 20-26 10-19 <10

Tab. 1: Schweregradeinteilung nach MMST-Punktewertung

1.2.1 Vorhandene Therapiemdglichkeiten

In Deutschland stehen derzeit 3 Cholinesterasehemmer, Memantin und der Ginkgo bi-
loba Extrakt (EGb 761%) fiir die Therapie des Morbus Alzheimer zur Verfiigung (70).
Jedoch ist keiner dieser Wirkstoffe in der Lage das Fortschreiten dieser Krankheit zu
verhindern. Im Regelfall besitzen sie nur eine geringe, rein symptomatische und zeitlich

limitierte Wirkung (73).

1.2.1.1 Acetylcholinesterasehemmer

Die erste Wirkstoffklasse, die eine Zulassung fiir die Therapie des Morbus Alzheimer
erlangte ist die der Acetylcholinesterasehemmer (vgl. Abb. 5, Seite 23): Tacrin (1995),
Donepezil (1996), Rivastigmin (1998) und Galantamin (2001). Wegen einer besonders

kurzen Halbwertszeit und dem Auftreten von Lebertoxizitidt wird Tacrin heute nicht




Einleitung 23

mehr verwendet. Die drei spdter zugelassenen Wirkstoffe besitzen diese Nachteile nicht

mehr.
(o] CH,
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Abb. 5: Verfiigbare Acetylcholinesterasehemmer

Acetylcholinesterasehemmer (AChE-I) hemmen das Enzym Acetylcholinesterase
(AChE) und erhohen iiber die Blockierung des Abbaus von Acetylcholin (ACh) dessen
Konzentration im synaptischen Spalt. In Folge dessen wird die Wahrscheinlichkeit der
Interaktion von ACh mit postsynaptischen cholinergen Rezeptoren erhoht. In Gehirnen
von Patienten mit Morbus Alzheimer konnte eine verminderte cholinerge Innervation
und ein Mangel an Acetylcholin gezeigt werden (74). Acetylcholinesterasehemmer ent-
falten ihre Wirkung also iiber eine Normalisierung des cholinergen Systems. Alle
Acetylcholinesterasehemmer besitzen eine Zulassung fiir die Behandlung leichter bis
mittelschwerer Formen des Morbus Alzheimer. Donepezil wird zusitzlich auch bei

schweren Verlaufsformen der Krankheit eingesetzt.

Selektivitat HWZ | Einnahme | Metabolisierung | Dosis
Donepezil | Selektiver AChE- | 70 h | Ix tdglich | CYP2D6 Start Smg
Inhibitor CYP3A4 > 10mg/d

Rivastigmin | AChE-I und Butyryl- | 8 h 2x taglich | kaum tiber CYP | Start

cholinesterase- metabolisiert 2x1,5mg
Inhibitor - 12mg/d
Galantamin | AChE-Inhibitor und |7 h 2x tiglich | CYP2D6 Start
allosterischer, nicoti- CYP3A4 2x4mg
nerger Effekt > 24mg/d

Tab. 2: Eigenschaften und Dosierung von Cholinesterasehemmern
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Alle 3 Substanzen zeigen bei mittlerer und/oder hoher Dosis Hinweise auf eine giinstige
Beeinflussung der Therapieziele Aktivititen des tiglichen Lebens und kognitive Leis-
tungsfihigkeit. Der klinische Gesamteindruck wird konsistent gebessert (72). Den-
noch ist die therapeutische Wirksamkeit nur miBig und verliert sich meist nach einer
gewissen Behandlungszeit. Da die einzelnen Acetylcholinesterasehemmer keine rele-
vanten Unterschiede hinsichtlich ihres klinischen Effektes aufweisen (75), orientiert
sich die Auswahl des Wirkstoffes primir an dessen Neben- und Wechselwirkungsprofil.
Die dosisabhingig auftretenden Nebenwirkungen lassen sich im Wesentlichen durch die
Aktivierung des cholinergen Systems erkldren. Neben gastrointestinalen Beschwerden
wie Nausea, Emesis und Diarrho ist auch die negativ chronotrope Wirkung der Acetyl-
cholinesterasehemmer zu nennen. Daher ist diese Strukturklasse bei Vorliegen einer

Bradykardie kontraindiziert (72).

1.2.1.2 NMDA-Rezeptor-Antagonist

Neben den Acetylcholinesterasehemmern steht mit Memantin (vgl. Abb. 6, Seite 24) ein
Modulator der glutamatergen Neurotransmission flir die Therapie des Morbus Alzhei-
mer zu Verfligung. Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Ge-
hirn, der mit Lernen, Gedichtnisprozessen und neuronaler Plastizitit verbunden ist. Ein
Uberschuss fiihrt jedoch zu einem massiven Einstrom von Kalzium in Nervenzellen,
was letztendlich zum Absterben der entsprechenden Neuronen (Exzitotoxizitét) fiihrt.
Memantin verdriangt als nicht kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist Kalium im
NMDA-Rezeptor-Kanal, was den Eintritt von Kalzium in Neuronen durch den Rezeptor
verhindert (70). Demnach soll Memantin die pathologischen Effekte des Glutamatiiber-
schusses blockieren, ohne gleichzeitig die physiologischen Funktionen des Neurotrans-
mitters zu unterdriicken.

NH;

CH,

CHsz

Memantin

Abb. 6: NMDA-Rezeptor Antagonist Memantin
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In vitro gibt es Hinweise, dass die Wirkung von Memantin nicht nur auf der Modulation
der glutamatergen Neurotransmission beruht, sondern die Substanz zudem weitere neu-
roprotektive Eigenschaften aufweist. So konnte gezeigt werden, dass Memantin die An-
zahl an Plaques und die Hyperphosphorylierung von Tau verringert (76). Zuséitzlich
konnte in hippocampalen Schnitten (Sprague Dawley-Ratten) gezeigt werden, dass
Memantin in der Lage ist eine gestorte Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentia-
tion, LTP) wiederherzustellen (77). Die Langzeitpotenzierung ist eine Form der synapti-
schen Plastizitét, die als ein physiologisches Korrelat von Lernen und Gedéchtnis ver-
standen wird (78). Bisher ist jedoch unklar, ob die in vitro beobachteten
neuroprotektiven Effekte von Memantin auch fiir die Besserung der klinischen Symp-

tomatik verantwortlich sind.

HWZ Einnahme Metabolisierung | Dosis

Memantin 60-80 h 2x taglich Keine CYP- Start S5Smg/d

Metabolisierung | = 2x10mg/d

Tab. 3: Eigenschaften von Memantin

Die Wirksamkeit von Memantin auf die Aktivititen des téiglichen Lebens und die
kognitive Leistungsfihigkeit konnte in klinischen Studien bewiesen werden. Zusitz-
lich ist Memantin in der Lage den klinischen Gesamteindruck bei Patienten mit mit-
telschweren bis schweren Formen des Morbus Alzheimer zu verbessern (MMST<15)
(79). Erstaunlicherweise zeigte Memantin bei Patienten mit leichten Verlaufsformen der
Krankheit keine Wirksamkeit auf die Aktivititen des tdglichen Lebens und nur einen
geringen Effekt auf die kognitive Leistungsfahigkeit. Eine Behandlung mit Memantin
bei Patienten mit leichter Alzheimer-Demenz wird daher nicht empfohlen (80). Die
gleichzeitige Gabe von Memantin mit Donepezil (off-label-use) zeigte in einer Studie
mit sehr schweren Verlaufsformen des Morbus Alzheimer (MMST: 5-9) eine verbesser-
te Wirkung im Vergleich zu Einzelgabe (§7). Memantin besitzt giinstige pharmakokine-
tische Eigenschaften. So wird die Bioverfiigbarkeit von Memantin durch Nahrungsauf-
nahme nicht beeinflusst. AufBlerdem wird Memantin nicht von CYP-Enzymen
metabolisiert. Da Alzheimer-Patienten auf Grund ihres Alters oftmals multimorbid sind,

ist dies ein bedeutsamer Vorteil, da Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten, die
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das CYP-System beeinflussen nicht gegeben sind. Memantin wird iiber die Niere ausge-
schieden, weswegen Dosisanpassungen lediglich bei Patienten mit Nierenfunktionssto-
rungen notwendig sind. Die hdufigsten Nebenwirkungen von Memantin sind Kopf-

schmerzen, Vertigo und Somnolenz (79).

1.2.1.3 Ginkgo biloba Extrakt EGb 761®

Neben den Acetylcholinesteraseshemmern und Memantin besitzt der Ginkgo-
Spezialextrakt EGb 761 (Tebonin®) eine Zulassung fiir die Behandlung von Demen-
zen. Durch das Herstellverfahren von EGb 761® werden pharmakologisch relevante
Inhaltsstoffe, wie Ginkgoflavon-Glykoside (22-27%) und Terpenlactone (5-7%) ange-
reichert. Ginko-Spezialextrakte wirken multifaktoriell. Neben antioxidativen und neu-
roprotektiven Eigenschaften sind Effekte auf die Neurotransmission beschrieben. Zu-
satzlich wird eine Erhohung der Cholinaufnahme und eine Verbesserung der
FlieBeigenschaften des Blutes diskutiert (82). Die zugelassenen Indikationen sind hirn-
organische Leistungsstorungen bei demenziellen Syndromen mit Gedéchtnis- und Kon-
zentrationsstorungen, Vertigo, Tinnitus und Kopfschmerzen (83). Als Nebenwirkungen
werden gelegentlich auftretende gastrointestinale Beschwerden und Kopfschmerzen
genannt (83). In einer Metastudienanalyse hat das Institut fiir Qualitdt und Wirtschaft-
lichkeit im Gesundheitswesen die tidgliche Gabe von 240 mg Ginkgo-Spezialextrakt
EGb 761% untersucht und dabei einen Nutzen fiir die Aktivitiiten des tiglichen Lebens
feststellen konnen. Basierend auf der recht heterogenen Studienlage gibt das IQWiG
dennoch keine Empfehlung fiir die Verwendung des Ginkgo-Spezialextrakts EGb 761%
bei Morbus Alzheimer (§4). In einer weiteren Studie wurde die Langzeitanwendung des
Ginkgo-Spezialextrakts EGb 761 als Privention gegen Morbus Alzheimer untersucht.

Es konnte jedoch kein signifikanter Nutzen nachgewiesen werden (§5).

1.2.2 Medikamente in der Entwicklung

Die Beschreibung des ersten Alzheimer-Patienten durch Alois Alzheimer liegt mehr als
100 Jahre zuriick. Dennoch sind bis heute keine krankheitsmodifizierenden Medika-
mente fiir die Therapie des Morbus Alzheimer verfligbar (80). Die auf dem Markt vor-

handenen Medikamente zeigen zudem nur eine zeitlich begrenzte Wirkung (86). Daher
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wird weiterhin mit Hochdruck an der Entwicklung neuer, wirkungsvollerer Medikamen-

te geforscht.

1.2.2.1 y-Sekretase Inhibitoren und Modulatoren

Die y-Sekretase ist wegen ihrer Schliisselposition in der Pathogenese des Morbus Alz-
heimer schon lange eines der wichtigsten Zielmolekiile bei der Entwicklung neuer Me-
dikamente fiir die Therapie von Morbus Alzheimer. Die erste Strukturklasse fiir die eine
inhibierende Wirkung auf die y-Sekretase nachgewiesen werden konnte sind Hydroxy-
ethylamine. Der wirksamste Vertreter dieser Klasse ist L-685,458 (Abb. 7, Seite 28).
Ein weiteres Molekiil mit hemmender Wirkung auf die y-Sekretase ist der Peptid-
basierte Inhibitor DAPT (Abb. 7, Seite 28). Dieses Dipeptidanalogon wurde im Rahmen
einer Struktur-Aktivitits-Optimierung im Anschluss an ein Hochdurchsatzscreening
identifiziert. Es konnte nachgewiesen werden, dass DAPT die Spiegel von AB-Peptiden
in vitro und auch in Gehirnen von APP transgenen Mdiusen senken kann (87). Heute
wird DAPT als wichtiges Werkzeug in der Forschung eingesetzt. Die konsequente Wei-
terentwicklung von DAPT fiihrte zu noch wirksameren Substanzen, wie Compound E
(88), LY-411,575 (89) und LY-450,139 (90) (Abb. 7, Seite 28). LY-450,139 (Semi-
gacestat) wurde erfolgreich in Phase-I und -II klinischer Studien getestet. In Phase-III
musste die Studie jedoch wegen starker Nebenwirkungen, wie gastrointestinaler Toxizi-
tiat, Immunsuppression, Hautkrebs (48, 89) und zusitzlich mangelnder Wirkung im
Vergleich zu Placebo gestoppt werden (49, 91). Das therapeutische Potential dieser un-
selektiven y-Sekretase-Inhibitoren (vgl. Abb. 7, Seite 28) ist eingeschriankt, da die y-
Sekretase eine wichtige Rolle in der Signalkaskade des Notch Rezeptors spielt (38, 46)
und die beobachteten Nebenwirkungen hochstwahrscheinlich auf die Stérung dieser

Signalkaskade zuriickzufiihren sind.
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Abb. 7: Auswahl einiger unselektiver y-Sekretase-Inhibitoren

Das Ziel der darauf folgenden Wirkstoffforschung war die Entwicklung selektiver y-
Sekretase-Inhibitoren (GSI), die keinen Einfluss auf die Notch Spaltung besitzen. Die
erste Verbindung dieser Klasse ist der kompetitive Kinaseinhibitor Imatinib (Novartis)
(92). Dieser Wirkstoff, der urspriinglich der Krebstherapie entstammt, ist in der Lage
die Anzahl an Plaques in Méusen zu vermindern. Im Anschluss an dessen Entdeckung
wurden weitere, potentere Wirkstoffe, wie GSI-953 (Begacestat; Wyeth (93)) oder
BMS-708163 (Avagacestat, Bristol-Myers-Squibb (94)) identifiziert (vgl. Abb. 8, Seite
28). Begacestat besitzt eine 15-fach hohere Selektivitét fiir die Spaltung von APP im
Vergleich zu Notch. Dieser Wirkstoff vermindert die Menge an AP-Peptiden in
Tg2576-Tieren signifikant (93). Die Begacestat Phase-I Studie verlief vielversprechend,
weshalb weiterfithrende Studien zur Zeit geplant sind (95). Avagacetstat ist im Ver-
gleich zu Begacestat noch selektiver fiir APP gegeniiber Notch (193-fach) und hat auch
einen stirkeren Effekt im Bezug auf die Fdhigkeit die AB-Peptid Bildung zu senken
(94). Die klinische Entwicklung von Avagacestat wird jedoch auf Grund mangelnder

Wirksamkeit in einer Phase-II Studie zur Zeit nicht weiterverfolgt (96).
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Abb. 8: Auswahl selektiver y-Sekretase-Inhibitoren
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In klinischen Studien zeigten y-Sekretase-Inhibitoren bisher keinen signifikanten Nut-
zen. Teilweise mussten diese Studien auf Grund massiver Nebenwirkungen vorzeitig
gestoppt werden. Eine weitere Moglichkeit die Menge an toxischen AB42-Peptiden zu
senken ist die Modulation der y-Sekretase durch y-Sekretase-Modulatoren (GSM). Die-
se Wirkstoffe verdndern nicht die AB-Peptid-Konzentration im Gehirn, sondern ver-
schieben die Produktion von ldngeren, toxischen AB-Peptiden (AB42) zu kiirzeren, bes-
ser 16slichen Formen (AB37-39) (97). Bei der Verwendung von GSM treten die fiir die
GSI beschriebenen Nebenwirkungen nicht auf. GSM besitzen zwar ebenfalls einen Ef-
fekt auf die Prozessierung von Notch, allerdings wird die Freisetzung der intrazelluldren
Doméne von Notch und damit der weiterfithrende Signalweg nicht gehemmt. In prakli-
nischen Untersuchungen zeigten einige nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAID), un-
abhéngig von ihrer Wirkung auf Cyclooxygenasen (COX), eine Wirkung im Sinne einer
v-Sekretase-Modulation (98). Der genaue Wirkmechanismus dieser Substanzen ist noch
weitgehend unklar. Erste Hinweise sprechen jedoch fiir eine allosterische Hemmung der
y-Sekretase (99). In einer prospektiven Kohortenstudie der Erasmus Universitdt Rotter-
dam konnte nachgewiesen werden, dass die Langzeiteinnahme von NSAIDs das Er-
krankungsrisiko von Morbus Alzheimer um bis zu 80 Prozent verringert (/00). In Folge
dieser vielversprechenden Daten wurden weitere Studien, wie der Alzheimer's Disease
Anti-inflammatory Prevention Trial (ADAPT) durchgefiihrt, in dem mehr als 2500
Teilnehmern téglich Celecoxib, Naproxen oder Placebo verabreicht wurde. Diese Studie
musste jedoch wegen kardiovaskuldrer Komplikationen vorzeitig abgebrochen werden.
Eine eindeutige klinische Wirksamkeit von NSAIDs konnte nicht nachgewiesen werden
(101). In einer Fall-Kontroll-Studie zeigte die langfristige Einnahme des nicht-
steroidalen Antiphlogistikums Ibuprofen jedoch wiederum ein signifikant vermindertes
Risiko fiir das Auftreten von Morbus Alzheimer (/02). Um Klarheit in diese heteroge-
nen Ergebnisse zu bringen, wurde eine Metastudienanalyse von 14 klinischen Studien
durchgefiihrt. Diese hat nun ergeben, dass weder NSAIDs noch selektive COX-2 Inhibi-
toren einen signifikanten Einfluss auf die alters- und amyloidabhéngigen Defizite bei
der Lern- und Gedichtnisleistung besitzen, weshalb die Behandlung von Morbus Alz-

heimer mit diesen Medikamenten nicht empfohlen wird (703).
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1.2.2.2 B-Sekretase Inhibitoren

An der Produktion von AB-Peptiden ist neben der y-Sekretase auch die B-Sekretase be-
teiligt. Eine Inhibierung dieser Sekretase sollte also die Menge der gebildeten AP-
Peptide vermindern und stellt somit ein weiteres Zielmolekiil der Arzneistoffforschung
bei Morbus Alzheimer dar. Hong et al. konnten die Rontgenkristallstruktur von BACE1
(B-site APP cleaving enzyme 1) im Komplex mit einem peptidischen Inhibitor identifi-
zieren (104). Dieser Inhibitor eignet sich dennoch nicht fiir die Therapie des Morbus
Alzheimer, da man mit groen Proteinmolekiilen therapeutisch nur schwer umgehen
kann. In Verbindung mit der Kristallstruktur bietet er aber ein gutes Werkzeug fiir die

Suche nach kleinen, wirkstoffartigen Molekiilen.

Aus diesen rationalen Ansdtzen und einer Lead-Optimierung wurde von der Firma Eli
Lilly der BACE-Inhibitor LY2811376 (vgl. Abb. 9, Seite 30) entwickelt. Dieser oral
verfiigbare Wirkstoff weist ein niedriges Molekulargewicht (320 g/mol) auf, was das
Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke begiinstigt. Neben seiner hohen Selektivitit fiir
BACEI konnte eine Absenkung der AB-Peptid Spiegel in vitro und in vivo gezeigt wer-
den. Allerdings machte das Auftreten toxischer Nebenwirkungen in préklinischen

Langzeitstudien die Beendigung klinischer Untersuchungen notwendig (705).
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Abb. 9: Der BACE-Inhibitor LY2811376

Ein weiterer BACE-Inhibitor CTS-21166 (CoMentis, Struktur bis jetzt noch nicht verof-
fentlicht) befindet sich momentan in Entwicklung. Der Wirkstoff zeigte in Phase-I kli-
nischer Studien eine gute Vertréglichkeit und eine Reduktion der AB-Peptid Spiegel im
Plasma von bis zu 80% (106). 2012 wurden klinische Studien fiir mehrere neue
BACEI1-Inhibitoren gestartet (Eli Lilly: LY2811376; Eisai: E2609; Merck: MK-8931;
AstraZeneca: AZD3839). Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es jedoch keine genaueren
offentlich zugédnglichen Informationen iiber diese Wirkstoffe oder den Stand der klini-

schen Studien.
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1.2.2.3 AB-Aggregationsinhibitoren

Neben der Hemmung der Produktion von AB-Peptiden ist ein weiterer therapeutischer
Ansatz die Unterbindung ihrer Aggregation. Tramiprosat (vgl. Abb. 10, Seite 31) ist ein
small molecule, das die Aggregation und Fibrillen-Bildung von AB-Peptiden bereits bei
niedrigen mikromolekularen Konzentrationen in Tg2576-Mausen verhindert (107). In
Phase-I und -II Studien konnte nachgewiesen werden, dass Tramiprosat gut vertraglich
ist und die Spiegel von AB42-Peptiden in der Zerebrospinalfliissigkeit (CSF) dosisab-
héngig senkt (108). In anschlieenden Phase-III Studien konnten diese Ergebnisse je-
doch nicht validiert werden. Das Unternehmen stoppte daraufthin die weitere klinische
Untersuchung und entwickelt nun ein Prodrug von Tramiprosat (BLU8499), welches zu

hoheren Spiegeln des Wirkstoffs im Gehirn fiihren soll (109).

HN NN 504

Tramiprosat ELNDO0O05

Abb. 10: Die Ap-Aggregationsinhibitoren Tramiprosat und ELND005

Ein weiterer Hemmstoff der Aggregation von Ap-Peptiden, die Substanz ELNDO00S5
(vgl. Abb. 10, Seite 31), ist ein Stereoisomer von Inositol. Dieser Wirkstoff ist in der
Lage die Spiegel von AB-Peptiden in transgenen AD-Mausmodellen zu senken sowie
Verhaltensauftilligkeiten zu verbessern (7/0). In klinischen Studien konnte fiir
ELNDOOS eine gute Vertriglichkeit, jedoch kein signifikanter Effekt auf die Hemmung
der Aggregation von AB-Peptiden nachgewiesen werden. Elan Pharmaceuticals fiihrt
auf Grund der biologischen Wirksamkeit dennoch die klinische Untersuchung von

ELNDO05 fort (111).

1.2.2.4 Immuntherapie

Ein weiterer Ansatz in der Wirkstoffforschung zur Therapie des Morbus Alzheimer ist
die aktive oder passive Immunisierung. Als Wirkmechanismen werden im Wesentlichen
zwel Moglichkeiten diskutiert (7/2). Die eine setzt voraus, dass die Antikorper das Ge-

hirn erreichen, dort AP-Peptide opsonisieren und damit eine Fc-Rezeptor vermittelte
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Phagozytose der Plaques durch Mikroglia induzieren. Bei der zweiten Theorie wird da-
von ausgegangen, dass der Antigen-Antikorper-Komplex in der Peripherie gebildet
wird. Damit wird das Gleichgewicht der AB-Peptide zwischen Blut und Gehirn verén-
dert, so dass AB-Peptide aus dem Gehirn in die Peripherie transportiert werden. Als
Folge dessen stehen im Gehirn nicht mehr geniigend AB-Peptide fiir die Bildung neuer

Plaques zur Verfiigung.

Aktive Immunisierung

Die Immunisierung mit AP42-Peptiden generiert eine Antikorperantwort, welche signi-
fikant die Dichte von AB-Plaques, neuritischen Dystrophien und die damit assoziierten
entziindlichen Verdanderungen vermindert (/73). Ein Nachteil der aktiven Immunisie-
rung ist, dass eine einmal hervorgerufene Immunantwort nicht mehr reversibel und da-

her schlecht zu steuern ist.

In der klinischen Untersuchung von AN1792 (Ap42-Peptide und Adjuvans QS-21)
konnte eine starke Reduzierung der AB-Plaques nachgewiesen werden. Das Fortschrei-
ten des Nervenuntergangs konnte jedoch nicht aufgehalten werden (71/4). Bei 6 Prozent
der Studienteilnehmer entwickelte sich, vermutlich auf Grund von AB-spezifischen T-
Lymphozyten, eine Meningoenzephalitis, weshalb die weitere klinische Untersuchung
gestoppt wurde. Anscheinend besitzt das AB42-Peptid innerhalb der zentralen Doméne
und an dem C-terminalen Ende Epitope, die humane T-Zellen aktivieren konnen (115).

Die aktive Immunisierung wurde aus diesen Griinden nicht weiter verfolgt.

Passive Immunisierung

Die passive Immunisierung besitzt im Gegensatz zur aktiven Immunisierung den Vor-
teil, dass keine Immunantwort des Patienten notwendig ist. Der Aufbau der Antikdrper
ist damit steuerbar und eine unspezifische Wechselwirkung mit anderen korpereigenen
Proteinen unwahrscheinlich. So wurden Miusen spezifische Anti-AB-Antikorper peri-
pher verabreicht und &hnlich positive Effekte auf die AB-Plaquebildung wie bei der ak-
tiven Immunisierung beobachtet. Dabei zeigte sich, dass die Fahigkeit AB-Plaques im
Gehirn zu verringern vor allem mit der Bindungsfahigkeit des Antikorpers an aggregier-

te AB-Peptide zusammenhingt (116).
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Bapineuzumab (Pfizer) ist ein monoklonaler, humanisierter Anti-Ap-Antikorper, der
von dem murinen Antikdrper 3D6 abgeleitet wurde. Der Antikorper 3D6 ist in der Lage
sowohl die Anzahl an AB-Plaques als auch die Menge an AB-Peptiden signifikant zu
vermindern. Zusétzlich reduziert er die Entziindung und den Verlust von Synapsen in
Gehirnen von APP-transgenen Méusen (716). Trotz der vielversprechenden Ergebnisse
von 3D6 in Tierversuchen, konnten fiir Bapineuzumab keine signifikanten Unterschiede
der primédren Endpunkte in klinischen Studien nachgewiesen werden. Als bei 9,7% der
Studienteilnehmer vasogene Hirnddeme auftraten, wurde die weitere klinische Untersu-

chung gestoppt (117).

Solanezumab (Elli Lilly) ist ebenfalls ein monoklonaler Anti-AB-Antikorper (178). Die
Hauptergebnisse zweier Phase-11I Studien erzielten zwar nicht den kombinierten pri-
maren Endpunkt von Kognition und Funktion, jedoch ergab eine Subgruppenanalyse,
dass Patienten mit leichten Formen der Erkrankung von der Verabreichung profitierten.
Obwohl die Effekte dieses therapeutischen Ansatzes nur gering sind, zeigen diese Er-
gebnisse dennoch, dass die Verminderung von AB-Peptid Spiegeln in der Tat mit einer

klinischen Verbesserung verbunden ist.

1.2.3 Zusammenfassung

Die Acetylcholinesterasechemmer Donepezil, Rivastigmin und Galantamin sind in der
Anwendung fast ausschlieBlich auf frithe Stadien der Erkrankung beschréankt und koén-
nen daher nur zeitlich begrenzt verwendet werden. In spédten Stadien der Erkrankung
wird hauptsidchlich der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantin, teils in der Add-on-
Therapie mit Donepezil, eingesetzt. Gemein haben diese Arzneimittel, dass sie nicht in

der Lage sind das Fortschreiten der Krankheit zu verhindern (72).

Die meisten der in den letzten Jahren untersuchten Wirkstoffe zielten darauf ab, die
Spiegel von toxischen AB-Peptiden zu senken. Jedoch konnte bis heute mit nahezu kei-
nem dieser verschiedenen Ansitze ein iiberzeugender klinischer Nutzen nachgewiesen
werden. Die Untersuchung von y-Sekretase-Inhibitoren musste auf Grund von Wech-
selwirkungen mit dem Notch-Signalweg gestoppt werden. Fiir die darauthin entwickel-
ten y-Sekretase-Modulatoren konnte bisher keine klinische Wirksamkeit nachgewiesen
werden. Weder die Hemmung der B-Sekretase, noch die Therapie mit Aggregationsin-

hibitoren fiihrte bislang zu iiberzeugenden Effekten in der Klinik (73). Fiir die passive
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Immunisierung mit dem AB-Antikdrper Solanezumab konnte nur ein Nutzen fiir Patien-

ten mit leichten Formen des Morbus Alzheimer gezeigt werden.

Neueste Erkenntnisse zeigen, dass das Scheitern dieser vielfdltigen Ansdtze eventuell
damit im Zusammenhang steht, dass mit der Therapie zu einem Zeitpunkt begonnen
worden ist, bei dem die Schdadigungen im Gehirn bereits irreversibel sind und ein weite-
res Fortschreiten der Erkrankung nicht mehr aufzuhalten ist (7/9). Deshalb sind neue
innovative Ansitze gefragt, die bereits zu einem frithen Zeitpunkt im Krankheitsverlauf
angreifen und so das weitere Fortschreiten tatsdchlich verhindern kénnen. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde versucht, durch die gleichzeitige Adressierung unterschied-
licher fiir die Pathogenese des Morbus Alzheimer wichtiger pathophysiologischer Me-

chanismen einen solchen neuen Therapieansatz zu erarbeiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchung der Freisetzung von Kalzium aus
dem ER

Wie bereits in Kapitel 1.1.4 erldutert wird in der Pathogenese des Morbus Alzheimer
eine Storung der intrazelluldren Kalziumhomdostase diskutiert. Um die Wirkung von
verschiedenen Molekiilen auf die Normalisierung der erhohten Freisetzung von Kalzi-
um aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) zu untersuchen, wurde ein im Arbeits-
kreis von Prof. Herms von Honarnejad et al. entwickeltes Screening-Verfahren verwen-
det (120). HEK293 Zellen, die eine krankheitsverursachende Mutation von Prisenilin 1
(M146L) iiberexprimieren, zeigen bei Applikation des muskarinergen Parasympatho-
mimetikums Carbachol eine gegeniiber Kontrollzellen erhdhte, IPs-induzierte Freiset-
zung von Kalzium aus dem ER. Zur Messung der freien intrazelluliren Kalziumkon-
zentration wurden Zellen verwendet, die zusitzlich zu der PS1-Mutation auch den
genetischen, FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) basierten Kalziumindikator Yel-

low Cameleon 3.6 (121) exprimieren (vgl. Abb. 11, Seite 35).
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Abb. 11: Yellow Cameleon 3.6

Yellow Cameleon 3.6 (YC 3.6) ist ein FRET basiertes Kalziumindikatorprotein. Bei Anregung mit 440
nm kann in Abwesenheit von Kalzium emittiertes Licht bei 480 nm gemessen werden. Sobald Kalzium an
Calmodulin bindet, vollzieht YC 3.6 eine strukturelle Verdnderung, wodurch der Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) moglich ist und CFP (Cyan fluoreszierendes Protein) YFP (Gelb (yel-
low) fluoreszierendes Protein) anregt. In Folge dessen kann nun die Emission von YFP bei 535nm gemes-

sen werden.
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Mit diesem Kalziumindikator ist es moglich, sowohl die basale Kalziumkonzentration,
als auch die durch Agonisten hervorgerufene Freisetzung von Kalzium aus dem ER zu
messen. Dafiir wurden Zellen in einer Konzentration von 13000 Zellen pro well in ei-
nem Volumen von 40 pl auf 384-well Platten (CellCarrier; PerkinElmer) gesit. Die mit
Kollagen beschichteten Platten gewéhrleisten ein optimales Wachstum der Zellen. Als
Wachstumsmedium diente Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10%
fotalem Kélberserum (FBS), 100 IU/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, I mM
GlutaMAX und Selektionsantibiotika versetzt war. Nach einer Inkubationszeit von 6
Stunden unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO;) wurden die zu untersuchenden
Wirkstoffe, die Positivkontrollen (Thapsigargin (1 uM), CPA (20 uM), TMB-8 (50
uM)) und das Vehikel (DMSO) mit Hilfe eines Pipetierroboters zugegeben. Jeder Wirk-
stoff wurde in 6 verschiedenen Konzentrationen (30 uM, 10 uM, 3 uM, 1 uM, 300 nM
und 100 nM) in 1% DMSO in 4 Parallelversuchen nach einer Inkubation von 24 Stun-
den vermessen. Das anschlieBende Anfirben des Zellkerns durch DRAQS (500 nM)
dient der spiteren automatischen Zellerkennung. Weitere 2 Stunden spéter wurden die
Platten mit Hilfe des automatisierten, konfokalen Aufnahmesystems Opera (Perkin El-
mer) vermessen (vgl. Abb. 12, Seite 37). Ein Laser mit einer Wellenldnge von 440 nm
wurde zur Anregung von Yellow Cameleon 3.6 eingesetzt, ein weiterer 640 nm Laser
zur Anregung von DRAQS. Entsprechende Filter trennten die Signale von CFP, YFP
und DRAQS. Nach der Aufzeichnung (1 Bild pro Sekunde) der basalen Kalziumkon-
zentration iliber 5 Sekunden erfolgte die Applikation von Carbachol in einer Endkon-
zentration von 10 uM ohne Unterbrechung der Aufnahmesequenz. Die Aufzeichnung
des Kalziumsignals erfolgte fiir weitere 30 Sekunden, bevor anschlieBend das nichste

well vermessen wurde.
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Abb. 12: Schematischer Uberblick iiber die Messung der Freisetzung von Kalzium
aus dem endoplasmatischen Retikulums im Hochdurchsatz und die Datenanalyse

Ein von Honarnejad et al. mit der Software Acapella (Perkin Elmer) entwickeltes Ana-
lysetool (7122) wandelt die Fluoreszenzbilder in numerische Werte um und detektiert
anhand des Signals von YC3.6 und DRAQS jede einzelne Zelle. So kann durch die Be-
rechnung des Verhéltnisses von YFP/CFP die Konzentration von Kalzium im Zytosol
einzelner Zellen iiber den gesamten Verlauf des Experiments verfolgt werden. Die Be-
rechnung des Mittelwertes der Spitzenamplituden aller Zellen eines wells dient als fina-

ler Output.
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Material

Acapella

Bravo Pipettierroboter
Carbachol

CellCarrier
Cyclopiazonic acid (CPA)
DMEM 4,5¢/L Glukose
DMSO

DRAQS

Fotales Kélber Serum SeraPlus

Geneticin (G418)
GlutaMAX
Héamozytometer
HBSS

Hygromycin B

Mikroskop Axiovert 40 CFL

Opera

PBS

PenStrep
Thapsigargin

TMB-8
Trypsin-EDTA 0,05%
Zeocin

Zentrifuge

Perkin Elmer

Agilent Technologies
Calbiochem; 212385
Perkin Elmer
Calbiochem; 239805
PAN Biotech; 004-03600
Sigma; D4540

Biostatus; DR 51000
PAN Biotech; 3702-P111606
Gibco; 11811-031

Gibco; 35050-038

Labor Optik; Neubauer Improved
PAN Biotech; P04-32500
Invitrogen; 10687-010
Zeiss

PerkinElmer

PAN Biotech; P04-36500
Gibco; 15140-122
Calbiochem; 586005
Sigma; T111

Gibco; 25300-054
Invitrogen; R25001

Eppendorf; 5804 R
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2.2 Die Substanzbibliothek DIVERSet™

Fiir die systematische Suche nach neuen Wirkstoffen wurde auf die Substanzbibliothek
DIVERSet™ der Firma ChemBridge zuriickgegriffen. Getestet wurden 2 Teilbibliothe-
ken mit jeweils 10000 Substanzen, die von der Firma ChemBride so ausgewihlt worden
waren, dass sie vielversprechende pharmakologische Eigenschaften besitzen. Diese
Auswahl basiert auf 3D-Pharmakophor-Analysen (723), bei denen Eigenschaften von
bekannten Medikamenten einbezogen worden sind. Die DIVERSet™ Bibliotheken de-
cken laut ChemBridge ein grofles Gebiet aller mdglichen Pharmakophore ab, so dass
moglichst viele, strukturell unterschiedliche Substanzen enthalten sind. Die meisten
Substanzen erfiillen die Kriterien der ,,Lipinski’s rule of five*. Diese Faustregel besagt,
dass Substanzen eine gute orale Bioverfiigbarkeit haben, die nicht mehr als 5 Wasser-
stoftbriicken-Donatoren (z.B. OH- oder NH-Gruppen), nicht mehr als 10 Wasserstoff-
briicken-Akzeptoren (z.B. O oder N), eine Molekiilmasse von unter 500 g/mol und eine

Lipophilie logP von maximal 5 besitzen (124).

Zusitzlich zu den Molekiilen wurden die chemischen Informationen der einzelnen Sub-
stanzen in Form von Dateien im sdf-Format (structure data file) von ChemBridge zur

Verfiigung gestellt. Hierbei ist jedem Molekiil eine 7-stellige Nummer zugeordnet.

2.3 Synthese von Tetrahydrocarbazolen und der
MTT Test

Die Synthese weiterer Tetrahydrocarbazole wurde von André Gehring am Department
fiir Pharmazie an der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen durchgefiihrt (120).
Fiir die eindeutige Zuordnung jedes einzelnen Molekiils tragen diese das Kiirzel von

André Gehring (gea) und eine 2- oder 3-stellige Ziffer.

Bei den kommerziell erhéltlichen und den eigens synthetisierten Tetrahydrocarbazolen
wurde von Martina Stadler aus dem Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Franz Bracher
standardmifBig ein MTT Test fiir die Bestimmung moglicher zytotoxischer Eigenschaf-

ten durchgefiihrt (725).
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2.4 Strukturelle Clusteranalyse

Fiir die Identifizierung neuer Leitstrukturen und die Anordnung strukturell dhnlicher
Substanzen in Cluster, wurde eine Lizenz fiir das kommerzielle Softwarepaket Bench-
ware HTS DataMiner der Firma Tripos erworben. Diese Software bestimmt die Ahn-
lichkeiten verschiedener Substanzen nicht direkt anhand ihrer Molekiilstrukturen, son-
dern mit Hilfe abstrakterer Beschreibungen, sogenannter Fingerabdriicke. DataMiner
verwendet hier das nicht offen dargelegte Fingerabdrucksystem UNITY. Ein chemi-
scher Fingerabdruck wird aus einem Molekiil generiert, indem spezifische Muster fiir
jedes einzelne Atom, seine Nachbarn und die Bindungsarten, iiber die sie verbunden
sind, dargestellt werden. Zusétzlich wird der Pfad und die Atome iiber bis zu 7 Bindun-
gen analysiert. Als Ausgabe dient dann ein Set an Bits, welches die strukturellen Kom-
ponenten des Molekiils beschreibt. Uber den Algorithmus ,,OptiSim“ gene-
riert DataMiner anhand struktureller Ahnlichkeiten der Molekiile Cluster und stellt
diese in Form einer SAR(structure activity relationship)-Karte dar (vgl. Abb. 13, Seite
40).
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Abb. 13: Darstellung einer mit der Software DataMiner erstellten SAR-Karte

Zu sehen sind Cluster, denen strukturell ahnliche Molekiile zugeordnet sind. Je ndher sich zwei Cluster
sind, desto dhnlicher sind die in ihnen enthaltenen Molekiile. Cluster, die am Rand angeordnet sind konn-
ten nicht in Beziehung zu anderen Clustern eingeordnet werden. Grof3e, Farbe und Form der einzelnen

Cluster sind in dieser Abbildung noch nicht weiter spezifiziert.



Material und Methoden 41

Bei der Erstellung der SAR-Karte wurden zunéchst nur jene Molekiile verwendet, die in
der Lage waren die Kalziumkonzentration im Zytosol (vgl. Kapitel 1.1.4, Seite 19) auf
unter 90% des Vergleichswertes (DMSQO) abzusenken. Somit wird jeder Hit einem
Cluster zugeordnet und anschlieBend alle inaktiven Molekiile in die bestehenden Cluster
sortiert. Der Abstand zwischen den verschiedenen Clustern ist ein Mal3 fiir die Unter-
schiedlichkeit der Substanzen, die den jeweiligen Clustern angehoren. Als néchstes
wurde die GroBe der dargestellten Symbole mit der Anzahl an allen Molekiilen in den
einzelnen Clustern korreliert. Farbe und Form représentieren die Anzahl und Haufigkeit

von aktiven Molekiilen in einem Cluster (siche Abb. 19, Seite 65).

2.5 Untersuchung des mitochondrialen

Membranpotentials

In Kapitel 1.1.4 wurden die Evidenzen einer Storung der mitochondrialen Aktivitdt in
der Pathogenese des Morbus Alzheimer beschrieben. Um die mitochondriale Aktivitét
zu bestimmen wird typischerweise das mitochondriale Membranpotential (y,,,) gemes-
sen. In Mitochondrien werden Protonen iiber die Innenmembran aus der Matrix in den
Membranzwischenraum transportiert und bilden so das mitochondriale Membranpoten-
tial. Der hier entstandene Protonengradient treibt die ATP-Synthase an (126). Die Mes-
sung des mitochondrialen Membranpotentials ist daher eine Methode zur Erfassung der
mitochondrialen Integritit und korreliert mit der zelluldren Energiesyntheseleistung. Fiir
die Messung des Membranpotentials werden positiv geladene Fluoreszenzfarbstoffe
verwendet, die auf Grund ihrer Ladung in den negativ geladenen Mitochondrien akku-
mulieren. Hier wurde der positiv geladene Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoff Tetramethyl-

rhodaminmethylester (TMRM, vgl. Abb. 14, Seite 41) verwendet (127, 128).

Abb. 14: Tetramethylrhodaminmethylester (TMRM)
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Die Messmethode wurde von Scaduto et al. adaptiert (/129). So wurden HEK293 Zellen
mit einer Dichte von 50000 Zellen pro well auf Kollagen/Poly-L-Lysin beschichtete 96-
well-Platten (Advanced-TC plates, Greiner Bio-One) gesdt. Als Wachstumsmedium
diente Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10% fotalem Kélberserum
(FBS), 100 IU/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin und 1 mM GlutaMAX versetzt
war. Nach Inkubation iiber 24 Stunden bei Standardbedingungen (37 °C, 5% CO;) wur-
den die Zellen fiir 1 Stunde mit Vehikel (DMSO) oder den zu untersuchenden Molekii-
len in 6 verschiedenen Konzentrationen (30 uM, 10 uM, 3 uM, 1 uM, 300 nM und 100
nM) in 1% DMSO behandelt und anschlieBend mit 50 nM TMRM versetzt. Die Zellen
wurden nach 30 Minuten dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend Medium, das
Vehikel oder die zu untersuchenden Substanzen enthélt, zugegeben. Als néchstes wur-
den die lebenden Zellen mit dem inversen, konfokalen Mikroskop LSM510 (Zeiss) bei
einer VergroBerung von 20x vermessen und die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU)
von TMRM aufgezeichnet. Die entstandenen Bilder wurden mit der Software Imagel

ausgewertet und der Effekt der einzelnen Molekiile in 8 verschiedenen wells analysiert.

Material

Advanced-TC plates 96 well, uclear, black Greiner Bio-One; G55986
AIM 4.2 Zeiss

DMEM 4,5¢/L. Glukose PAN Biotech; P04-03600
DMSO Sigma; D4540

Fotales Kdlber Serum SeraPlus
Epifloureszenz-Lampe HBO-100
GlutaMAX

Héamozytometer

HBSS

Imagel

Kollagen

PAN Biotech; 3702-P111606
Zeiss

Gibco; 11811-031

Labor Optik; Neubauer Improved
PAN Biotech; P04-32500

NIH, USA; Version 1.45s

Sigma; C7661
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LD Plan Neofluar 20x/0.4 Zeiss; 441340-9970
Mikroskop LSM510 invers Zeiss

Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss

PBS PAN Biotech; P04-36500
PenStrep Gibco; 15140-122
Poly-L-Lysin Sigma; P8920

TMRM Invitrogen; T668
Trypsin-EDTA 0,05% Gibco; R25001
Zentrifuge Eppendorf; 5804 R

2.6 Untersuchung der AB-Peptid Spiegel

Ein wichtiges Kennzeichen des Morbus Alzheimer sind die im Gehirn auftretenden
Amyloid Plaques, die hauptsédchlich aus aggregierten AB-Peptiden bestehen (vgl. Kapi-
tel 1.1.1.1). Man geht davon aus, dass als Folge einer medikamentdsen Verminderung
der AB-Peptid-Spiegel keine neuen Plaques mehr entstehen. Daher wurde in der vorlie-
genden Arbeit die Wirkung der im oben beschriebenen Screen identifizierten Molekiile
auf die Produktion von AB-Peptiden untersucht. Ein moglicher Effekt ist am besten zu
sehen, wenn gro3e Mengen an AB-Peptiden produziert werden, weshalb HEK293 Zel-
len verwendet wurden, die die Mutationen PS1-M146L und APPswe iiberexprimieren.
Mit Hilfe der Sandwich-ELISA-Technik konnte die Konzentration von 3 unterschied-
lich langen AB-Peptiden (Ap42, AP40 und AB38) bestimmt werden. Mit diesen 3 Wer-
ten ist man in der Lage, erste Abschitzungen zu dem Wirkmechanismus der getesteten
Molekiile zu treffen. So verdndern zum Beispiel y-Sekretase-Modulatoren das Verhélt-

nis von AB42/AB40.

Poly-D-Lysin beschichtete 24-well-Platten (BD Biocoat) wurden zusétzlich mit Kol-
lagen behandelt, damit die Zellen besser auf der Platte anhaften. Entsprechend Page et
al. (130) wurden 200000 Zellen pro well in 500 pL. Medium gesit. Als Wachstumsme-
dium diente Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), welches mit 10% fotalem
Kilberserum (FBS), 100 IU/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, 1 mM GlutaMAX
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und Selektionsantibiotika versetzt war. Nach Inkubation unter Standardbedingungen (37
°C, 5% CO;) wurde das Medium abgesaugt. Anschlieend wurde frisches Medium (500
uL), welches das Vehikel oder die zu untersuchenden Substanzen in 6 verschiedenen
Konzentrationen (30 uM, 10 uM, 3 uM, 1 uM, 300 nM und 100 nM) in 1% DMSO
enthélt, zugegeben. Nach 16 Stunden wurde das nun konditionierte Medium abgenom-
men und bis zur Vermessung bei -80 °C asserviert. Die Peptidspiegel von AB42, AB40
und AP38 wurden mit Hilfe des ,Human (6E10) Abeta 3-Plex* Sandwich-ELISA-
Immunoassay System (Meso Scale Discovery (MSD)) nach Anweisung des Herstellers
bestimmt. So wurden 150 uL des MSD Blocker-A in jedes well der ELISA Platte gege-
ben und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Im Anschluss wur-
den die Platten dreimal mit MSD Tris-Waschpuffer gewaschen und mit 25 pL Detekti-
onsantikorper, sowie 25 uL der Proben oder Kalibratoren fiir weitere 2 Stunden unter
Schiitteln inkubiert. Es erfolgten drei weitere Waschschritte und die Zugabe von 150 pL
MSD-Read-Buffer T. Im direkten Anschluss wurde die Lichtemission nach elektroche-
mischer Stimulation unter Verwendung des MSD Sector Imager 2400® aufgezeichnet
und die entsprechenden AP-Peptid Konzentrationen mit Hilfe der Software MSD
Workbench berechnet.

Material

APB1-38 Peptid MSD

APB1-40 Peptid MSD

APB1-42 Peptid MSD

Biocoat PDL 24 well Platten BD; 354414

Blocker A MSD

Blocker G (100X) MSD

DMEM 4,5¢g/L. Glukose PAN Biotech; P04-03600
DMSO Sigma; D4540

DMSO MSD

Fotales Kélber Serum SeraPlus

PAN Biotech; 3702-P111606
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Geneticin (G418) Gibco; 11811-031

GlutaMAX Gibco; 35050-038

Hémozytometer Labor Optik; Neubauer Improved
Kollagen Sigma; C7661

Mikroskop Axiovert 40 CFL

MULTI-SPOT Abeta-Peptid 3-plex Plate

MSD Sector Imager 2400
MSD Workbench

PBS

PenStrep

Read Buffer T (4X)

Sector Imager 2400"
Steriles, deionisiertes Wasser

SULFO-TAG™ 6E10 Detection
(50X)

Tris Wash Buffer (10x)
Trypsin-EDTA 0,05%
Zentrifuge

Zeocin

2.7 Glutamattoxizitat

Antibody

Zeiss

MSD

MSD

MSD

PAN Biotech; P04-36500
Gibco; 15140-122

MSD

MSD

VE-Wasser autoklaviert

MSD

MSD
Gibco; 25300-054
Eppendorf; 5804 R

Invitrogen; R25001

Glutamat ist der am stidrksten vertretene exzitatorische Neurotransmitter im Zentralen

Nervensystem und wird bei der neuronalen Signaliibertragung in grolen Mengen am

synaptischen Spalt freigesetzt. Die erhdhte Toxizitdit von Glutamat in neuronalen Pri-

mérzellkulturen von transgenen Mausmodellen des Morbus Alzheimer ist durch einen

erhohten Kalziumeinstrom bedingt (62).
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Um die erhohte Glutamattoxizitit an neuronalen Primérzellkulturen in Alzheimer-
transgenen Tieren zu untersuchen, wurden Neuronen aus den Hippocampi embryonaler
Mause auf dem Hintergrund der Wildtyp-Linie FVB in Anlehnung an die Methode von
Banker und Goslin pripariert (131, 132). Der Vorteil einer embryonalen Kultur im Ver-
gleich zu der Verwendung postnataler Hirne liegt vor allem in deren groferen Robust-
heit. Zur Untersuchung kamen hier FVB-Méuse, die entweder humanes Wildtyp Pra-
senilin-1 (S182), oder eine FAD-Mutation im Présenilin-1 Gen (A246E) exprimieren.
Die schwangere Maus wurde 17 Tage nach Befruchtung mittels zervikaler Dislokation
getdtet, der Uterus entfernt und in eine sterile Petrischale iiberfiihrt. Alle nun folgenden
Schritte erfolgten — soweit moglich — unter sterilen Bedingungen. Die Feten wurden
dekapitiert und, nach dem Entfernen der Meningen, die Hippocampi unter einem
Dissektionsmikroskop in eisgekiihlter HBSS (Hank’s balanced salt solution) herauspré-
pariert. Alle Hippocampi eines Wurfes wurden nun in einem 15 mL Zentrifugenrdhr-
chen in ebenfalls eiskalter HBSS gesammelt und 2x mit HBSS gewaschen. Dann wurde
die Fliissigkeit durch 5 mL Trypsin (0,05%) ersetzt und fiir 20 Minuten im Wasserbad
bei 37°C inkubiert. Die Enzymreaktion wurde mittels Austausch des Mediums durch
Dulbecco'’s Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10% fotalem Kélberserum
(FBS), 100 IU/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin und 1 mM GlutaMAX versetzt
war, gestoppt. Die Zellen wurden insgesamt 3x mit Medium gewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen dissoziiert und deren Anzahl mittels eines Hdmozytometers be-
stimmt. Idealerweise erhdlt man aus einem Gehirn etwa 500000 Zellen. Die Anzahl der
Zellen wurde auf 250000 pro mL eingestellt und 500 mL (125000 Zellen) in jedes well
einer mit PLL-beschichteten 24-well Platte pipettiert. Nach Inkubation von 6 Stunden
bei Standardbedingungen (37 °C, 5% CO,) wurde das Medium gegen Neurobasal A,
das mit 1 mM GlutaMAX und B27 serum-free supplement versehen war, ausgetauscht.
Nun wurde alle 3-4 Tage die Hélfte des Mediums abgenommen und durch frisches Me-
dium ersetzt. Die Zellen gelten mit 10 Tagen in Kultur (days in vitro, DIV) als reif. An-
schlieBend wurden die Zellen entweder mit DMSO oder gea 133 (Endkonzentration 10
uM) behandelt und fiir 24 Stunden inkubiert. Dann wurde Glutamat in verschiedenen
Konzentrationen (0 uM, 10 uM und 50 uM Endkonzentration) zugegeben. Da das ver-
wendete Medium kein Kalzium enthélt, wurde dieses entweder mit 300 uM oder 3 mM
Kalzium (angegeben sind jeweils die Endkonzentrationen) versetzt und fiir weitere 24
Stunden inkubiert. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mit Hilfe des Cell Proliferati-

on Kit I (Roche) gemessen. Dieser Test beruht auf der Reduktion des gelben Tetrazoli-
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umsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT) zum
violetten Formazan durch NADH und NADPH der intakten Zellen (vgl. Abb. 15, Seite
47).

Tetrazolium-Kation Formazan

Abb. 15: Reduktion des Tetrazoliumsalzes (MTT) zum Formazan

Nach Anweisung des Herstellers wurden die Zellen fiir 4 h mit MTT labeling reagent
behandelt und anschlieBend mit der Solubilization solution iiber Nacht inkubiert. Am
nichsten Tag wurde das Medium in eine 96 well Platte tiberfiihrt und mit dem ELISA
Lesegerat FLUOStar Optima bei 560 nm vermessen. Die gemessenen Daten wurden mit

Hilfe der Software Optima ausgewertet.

Material

B-27

Biocoat PDL 24 well Platten

Cell Proliferation Kit I (MTT)
MTT labeling reagent
Solubilization solution

DMEM 4,5¢g/L Glukose

DMSO

Dissektionsmikroskop Stemi 2000-C

FLUOStar Optima

Gibco; 17504-044
BD; 354414

Roche; 11 465 007 001

PAN Biotech; P04-03600
Sigma; D4540
Zeiss

BMG Labtech; Firmware 1.26
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Software Optima

Fotales Kélber Serum SeraPlus

GlutaMAX
Héamozytometer

Kalziumchlorid

Mikroskop Axiovert 40 CFL

Natriumglutamat
Neurobasal A

NUNC 96 well Platte
PBS

PenStrep

Petrischale

Pinzetten
Poly-L-Lysin

Scheren
Trypsin-EDTA 0,05%

Zentrifuge

BMG Labtech; Version 1.26
PAN Biotech; 3702-P111606
Gibco; 35050-038

Labor Optik; Neubauer Improved
Sigma; C2661

Zeiss

Sigma; 49621

Gibco; 10888-022

Nunc; 167008

PAN; P04-36500

Gibco; 15140-122
Hartenstein; PP60

FST 11009-13; 11251-20;
Sigma; P8920

FST; 91460-11; 91400-12
Gibco; 25300-054

Eppendorf; 5804 R
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2.8 In vivo Versuche

Die im Folgenden beschriebenen Tierversuche wurden durch den Antrag zum Tierver-
suchsvorhaben mit dem Titel ,,Korrelative Untersuchung der AB- und tau-assoziierten
Pathologie im Auge und in der Hirnrinde von transgenen Mausmodellen des Morbus
Alzheimer* Az. 55.2-1-54-2531-188-09 gepriift und genehmigt, und entsprechend der
Richtlinien des Zentrums fiir Neuropathologie und Prionforschung und der Regierung

von Oberbayern durchgefiihrt.

2.8.1 Toxikologie

Bevor ein bisher unbekannter Wirkstoff im Rahmen eines Therapieversuches Tieren
verabreicht werden kann, miissen mdgliche akute toxische Eigenschaften des Wirkstof-
fes identifiziert werden. Die akute Toxizitdt von gea 133 und gea 97 wurde anhand der
Richtlinien der OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development) fiir
die Testung von Chemikalien, Sektion 4 untersucht. Die Bestimmung der akuten Toxi-
zitdt wurde anhand des OECD Test 423 (Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Me-
thod) durchgefiihrt (7133). Diese Methode beschreibt ein schrittweises Vorgehen bei dem
3 gleichgeschlechtliche Tiere pro Schritt verwendet werden; sie ist aktuell dafiir aner-
kannt, bei einer moglichst geringen Anzahl von Versuchstieren den LDso-Wert einer
Substanz vorauszusagen. Die Substanzen wurden an insgesamt 9 weiblichen C57/Bl6
Maiusen im Alter von 10 Wochen getestet. Da weibliche Tiere auf toxische Substanzen
empfindlicher reagieren, werden fiir diese Untersuchung standardmifBig weibliche Tiere
verwendet. Bei bisher unbekannten Stoffen, wie den hier untersuchten Molekiilen, wird
eine Startdosis von 300 mg/kg Korpergewicht empfohlen. Zunichst wurde gea 133
beziehungsweise gea 97 in DMSO gelost. AnschlieBend wurde diese Stammldsung in
verschiedenen Anteilen mit Pflanzenol vermengt, so dass die in dem Schema angegebe-
nen Endkonzentrationen erreicht wurden. Vor Verabreichung der Losung wurde durch
3-stlindiges Fasten der Versuchstiere sichergestellt, dass deren Magen entleert ist. Die-
ses Vorgehen reduziert das Verletzungsrisiko und die Gefahr des Aspirierens der Lo-
sung wahrend der Applikation. AnschlieBend wurde die Losung der Wirkstoffe jeweils
drei Tieren mittels einer Magensonde in einer einzigen Dosis (150 puL) verabreicht. Das

weitere Schema ist in Abb. 16 auf Seite 50 zu sehen.
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_ A

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
I » 8
GO GO G 0
0
A 4 \ 4
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 05 > 5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified
|
‘ \
v A
at 17 step at 1% step
V V
P 5 25 | 30 | 50 | 500 | 1000 | 2000 | 2500 | 5000 | o ‘

- per step three animals of a single sex (normally females ) are used ‘
-0,1,2,3: Number of moribund or dead animals at each step ‘

N e - Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 3
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

- o : unclassified ‘

Abb. 16: OECD Test No. 423: Acute Oral Toxicity
Schema aus der OECD Richtlinie fiir die Testung von Chemikalien 423 (133).

Nach Verabreichung der Substanzen wurde das Aussehen der Augen, des Fells, die
Fellpflege, der soziale Kontakt mit anderen Méusen, die Nahrungsaufnahme, sowie das
allgemeine Verhalten der behandelten Tiere mindestens einmal téglich untersucht. Das
Gewicht der Versuchstiere wurde vor Beginn der Behandlung und anschlielend in wo-
chentlichem Abstand gemessen. Nach Ablauf der Beobachtungsphase von 14 Tagen

wurden die Versuchstiere per zervikaler Dislokation getotet.

Material
DMSO Sigma; D4540
Schlundiernadel FST; 18060-020

Spritze 1 mL Dispomed; 22006
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2.8.2 Untersuchung der Verabreichungsform und Dosierung

Nachdem die toxischen Eigenschaften von Tetrahydrocarbazolaminen im vorangegan-
genen Kapitel untersucht wurden, sollte nun die Dosierung und eine moglichst scho-
nende Verabreichungsform identifiziert werden. So wurden die Bioverfiigbarkeit und
die Verteilung im Korper als ma3gebliche Parameter zur Abschitzung der Tauglichkeit
von gea 133 als potentiellem Arzneistoff untersucht. Das Ziel war moglichst einfache
und gut vertrdgliche Verabreichungsformen zum Beispiel iiber eine orale Aufnahme zu
finden. Eine gédngige und bereits am Zentrum fiir Neuropathologie etablierte Methode
ist hierbei die Losung von Wirkstoffen in Erdnussbutter. Unter anderem sollte ermittelt
werden, ob der Arzneistoff peroral verfiigbar ist und die Blut-Hirn-Schranke iiberwin-

det.

2.8.2.1 Enterale Gabe von gea_133
Enterale Verabreichung mit Hilfe von Magensonden

Der Vorteil der enteralen Verabreichung mit Hilfe einer Magensonde ist, dass sicherge-
stellt ist, dass die gesamte Menge an Testsubstanz aufgenommen wird. AnschlieBend
kann die Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt untersucht werden. Dafiir wurde zu-
nichst eine 1 M Stammlosung von gea 133 in DMSO hergestellt. Diese wurde mit
Pflanzenol versetzt, so dass mit einem Volumen von 150 pL eine Dosierung des Wirk-
stoffes von 100 mg/kg Korpergewicht erreicht wurde. AnschlieBend wurde gea 133 12
weiblichen C57/BI6 Tieren im Alter von 8 Wochen verabreicht. Nach 0.5, 1, 2, 4, 8 und
24 Stunden wurden je 2 Tiere getotet, deren Blut gesammelt und das Gehirn entnom-
men. Diese Proben wurden bis zur anschlieBenden Aufbereitung (vgl. Kapitel 2.8.2.3,

Seite 56) in fliissigem Stickstoff gelagert.

Enterale Verabreichung mit der Nahrung

Die Therapie von langsam fortschreitenden neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem
Morbus Alzheimer, sollte idealerweise iiber einen ldngeren Zeitraum erfolgen. Die
Wirkstoffe und deren Verabreichungsform miissen daher fiir eine Langzeittherapie ge-
eignet sein. Ideale Verabreichungsformen fiir Versuchstiere sind zum Beispiel die Gabe
mit dem Trinkwasser oder Futterpellets. Der Nachteil der Verabreichung in Trinkwasser

ist neben einer ungenauen Dosierung die Voraussetzung der Losbarkeit des Wirkstoffes
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in Wasser. Bei der Verabreichung mit Futterpellets sind auf Grund der Herstellungs-
techniken erhebliche Mengen an Wirkstoff notwendig und eine exakte Dosierung eben-
falls nicht moglich. Daher sind diese Methoden einerseits teuer, und andererseits nicht
fiir orientierende Untersuchungen beziiglich der oralen Verfiigbarkeit eines Wirkstoffes

geeignet.

Am Zentrum fiir Neuropathologie und Prionforschung ist die Verabreichung von Wirk-
stoffen in Erdnussbutter etabliert. Daher wurde zunéchst diese Art der Wirkstoffverab-
reichung gewdhlt. Alle Versuchstiere wurden tliber 3 Tage an die tdgliche Gabe von
Erdnussbutter gewohnt, da Miuse im Allgemeinen unbekannter Nahrung gegeniiber
sehr misstrauisch sind (734). Anschliefend wurden 52 pL. der Stammldsung (1M ge-
a 133 in DMSO) mit 2 g Erdnussbutter vermengt und den einzeln gehaltenen Tieren

zum Fressen gegeben.

Um eventuelle Probleme auf Grund eines moglichen Geruchs des Wirkstoffes auszu-
schlieBen, wurde in einem weiteren Versuch die Erdnussbutter zunidchst mit 10 pLL Phe-
nethylacetat (Apfelaroma) aromatisiert und anschlieBend mit gea 133 versetzt. Das rest-
liche Vorgehen verlief analog zu dem Versuch mit nicht zusétzlich aromatisierter

Erdnussbutter.

Eine weitere Moglichkeit Medikamente iiber die Nahrung zu verabreichen ist die Gabe
mittels gesiiliter und aromatisierter Gelatine (/35). Im Gegensatz zu der Verabreichung
mit Erdnussbutter werden weniger Kalorien zugefiihrt und es besteht nicht die Proble-
matik, dass lipophile Molekiile aus der Matrix (Erdnussbutter) eventuell nur schlecht
resorbiert werden konnen. In Anlehnung an Zhang et al. wurde gea 133 in Dr. Oetker
Gotterspeise mit Himbeer-Geschmack gemischt und laut Anweisung des Herstellers
verarbeitet. So wurden 3,125 g Fertigpulver mit 100 mL Wasser erwédrmt, mit der
Stammlosung (1M gea 133 in DMSO) versetzt und je 2 mL in eine 24 well Platte ge-
fiillt und iiber Nacht bei 4°C ausgehirtet (vgl. Abb. 17A, Seite 53).
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Abb. 17: Reprisentative Bilder der mit Wirkstoff versetzten Gelatine

A: Gelatine in 24 well Platte. B: Gelatine die aus der Form entnommen worden ist. C: Menge an Gelatine

(1/8) pro Maus.

Jeder einzelne dieser Gelatine-Zylinder wurde anschlieend in 8 Stiicke zerteilt (vgl.
Abb. 17C, Seite 53) und den Mausen, die bereits an Gelatine ohne Wirkstoff gew6hnt

waren, verabreicht.

Material

Apfelaroma (Phenethylacetat) Sigma; W285706

DMSO Sigma; D4540
Erdnussbutter Barney’s Best Creamy Dockhorn & Co (Hamburg)
Gotterspeise Himbeer-Geschmack Dr. Oetker

Schlundiernadel FST; 18060-20

Spritze 1 mL Dispomed; 22006

Steriles, deionisiertes Wasser VE-Wasser autoklaviert
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2.8.2.2 Parenterale Gabe von gea_133

Ein Wirkstoff ist im Magen-Darm-Trakt vielfdltigen Einfliissen unterzogen. So kann der
Wirkstoff beispielsweise durch die Magensédure angegriffen werden oder ist eventuell
schlecht aus dem Diinndarm resorbierbar. Fiir einen Vergleich zur enteralen Verabrei-
chung wurde daher die parenterale Gabe von gea 133 untersucht. Die klassischen pa-
renteralen Verabreichungswege umfassen die intravendse, subkutane, intraperitoneale

und intramuskulére Injektion.

Intraperitoneale und subkutane Verabreichung

Bei Miusen bietet sich vor allem die intraperitoneale und subkutane Verabreichung an,
da eine intravendse Verabreichung oft zu Verletzungen der Tiere fiihrt. 50 uL der 1M
Stammlosung von gea 133 wurden mit 950 uLL. DMSO gemischt. 100 pL dieser Losung
wurde 8 Wochen alten weiblichen C57/BL6 Tieren entweder intraperitoneal (i.p.) oder
subkutan (s.c.) verabreicht. Nach 0,5, 1, 2, 4, 8 und 24 Stunden wurden je 2 Tiere geto-
tet, deren Blut gesammelt und die Gehirne entnommen. Diese Proben wurden anschlie-

Bend fiir die weitere Vermessung aufbereitet (vgl. Kapitel 2.8.2.3, Seite 56).

Subkutane Verabreichung mit Hilfe von osmotischen Pumpen (ALZET®)

Die tégliche parenterale Applikation von Losungen iibt einen nicht unwesentlichen
Stress auf die Versuchstiere aus und ist somit maximal {iber 2 Monate durchzufiihren.
Daher wurde die Verabreichung mittels osmotischer Minipumpen (ALZET®) unter-
sucht. ALZET® Pumpen sind kleine, subkutan implantierbare Infusionssysteme, mit
denen Testsubstanzen verschiedenen Versuchstieren (Méuse, Ratten, etc.) verabreicht
werden konnen. Auf Grund der vollstindigen Implantation der Pumpe ist der Bewe-
gungsspielraum der Tiere nicht eingeschrinkt und eine Einzelhaltung nicht notwendig.
ALZET® Pumpen funktionieren iiber ein rein osmotisches System, spezielle Anforde-
rungen an den Wirkstoff sind somit nicht gegeben (7/36). Die Pumpen sind nach Grof3e

und Forderleistung in verschiedene Modelle eingeteilt.

Zunichst wurde die osmotische Pumpe Model 2006 verwendet. Diese Pumpe besitzt ein
Durchschnittsvolumen von 200 pL und ist in der Lage mit einer Forderleistung von 0,15
pL/h einen Wirkstoff {iber einen Zeitraum von bis zu 6 Wochen konstant abzugeben

(137). Bei den bisherigen Versuchen zur parenteralen Verabreichung wurde gea 133 in
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100% DMSO gelost und appliziert. Die physikalischen Eigenschaften der Pumpe ge-
wihrleisten eine korrekte Durchldssigkeit der semipermeablen Pumpenmembran nicht
bei 100% DMSO, sondern nur bis zu einer Konzentration von maximal 50%. Auf
Grund der Lipophilie des Molekiils ist gea 133 jedoch weder direkt in wéssrigen Lo-
sungsmitteln 16sbar, noch die Stammldsung in DMSO mit solchen mischbar. Laut An-
weisung des Herstellers der Pumpe ist allerdings die Vermengung mit Polyethylen-
glykol 300 moglich. Mit PEG 300 konnte die Stammlosung zu gleichen Teilen gemischt
werden. Die Pumpe wurde, nachdem sie mit der Wirkstofflosung (500 pL 1M gea 133
in DMSO + 500 uL PEG 300) gefiillt worden war, iiber 60 Stunden in steriler, isotoni-
scher Kochsalzlosung bei 37°C vorbereitet. Hiermit {iberbriickt man die Anlaufzeit des
osmotischen Pumpensystems und gewéhrleistet so eine lineare Wirkstoffabgabe ab dem
Zeitpunkt der Implantation der Pumpe. Im Anschluss daran wurde weiblichen C57/Bl16
Mausen je eine Pumpe subkutan implantiert. Dazu wurden die Miuse mit Ketamin
(0,13 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (0,01 mg/kg Korpergewicht) durch intraperi-
toneale Injektion narkotisiert. Nach Erreichen der nétigen Narkosetiefe wurde die Im-
plantationsstelle rasiert und gewaschen. Ein kleiner Hautschnitt am Riicken des Tieres
wurde direkt neben der Stelle gesetzt, an der anschlieBend die Pumpe implantiert wor-
den ist. In den Einschnitt wurde eine Arterienklemme eingefiihrt und vorsichtig eine
Tasche fiir die Pumpe geformt. Die mit Wirkstoff gefiillte Pumpe wurde in die Tasche
geschoben. Die Wunde wurde anschlieBend mit Wundclips verschlossen. Nach der Ope-
ration wurde der Maus zur Schmerzprophylaxe Remadyl (4 mg/kg KG, subkutan) ap-
pliziert. Um zundchst die Spiegel von gea 133 in Blut und Gehirn nachzuweisen, wur-
den 4 Tage nach der Operation 3 Tiere mittels zervikaler Dislokation getdtet. Deren
Blut und Gehirn wurde gesammelt und fiir die weitere Vermessung aufbereitet (vgl.

Kapitel 2.8.2.3, Seite 56).

Bei spéteren Experimenten wurde die osmotische Pumpe Model 2002 verwendet. Diese
Pumpe besitzt ein Durchschnittsvolumen von 200 pL und ist in der Lage, mit einer For-
derleistung von 0,5 pL/h den Wirkstoff iiber einen Zeitraum von bis zu 2 Wochen kon-
stant abzugeben (738). Auch hier wurde die Pumpe analog dem Modell 2006 fiir eine
lineare Abgaberate liber Nacht in steriler, isotonischer Kochsalzlosung bei 37°C vorbe-
reitet. Die Implantation wurde wie bei der Pumpe 2006 beschrieben vorgenommen. 4

Tage nach der Operation wurden 3 Tiere mittels zervikaler Dislokation getotet. An-
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schlieBend wurde Blut und Gehirn gesammelt und fiir die weitere Vermessung aufberei-

tet (vgl. Kapitel 2.8.2.3, Seite 56).

Material

ALZET Pumpe 2002 Alzet; 0000296
ALZET Pumpe 2006 Alzet; 0007223
DMSO Sigma; D4540

Isotonische Kochsalzlosung 0,9%

Braun

Kaniile 27G Terumo Neolus; NN-2719R
Ketamin Inresa; 4205
Schlundiernadel FST; 18060-20

Spritze ImL

Dispomed; 22006

PEG 300 AppliChem; A5537
Reflex Clips Alzet; 0009971
Reflex Applikator Alzet; 0009974

Reflex Remover
Remadyl (Carprofen)

Rompun (Xylazin)

Alzet; 0009976
Pfizer

Bayer

2.8.2.3 Probennahme und Aufarbeitung

Fiir die Bestimmung des Verlaufs der Wirkstoffspiegel von gea 133 musste Blut und
Gehirn der Versuchstiere gesammelt werden. Hierfiir wurden die Miuse zundchst mit
Ketamin (0,13 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (0,01 mg/kg Korpergewicht) per
intraperitonealer Injektion narkotisiert. Die Bauchdecke wurde durch einen Median-
schnitt bis zum Sternum gedffnet und der Thoraxraum, nach Durchtrennen der Rippen
auf beiden Seiten, freigelegt. Als nichstes wurden die dorsalen BlutgefdB3e gekappt und

das auslaufende Blut gesammelt. Um eine Koagulation des Blutes zu verhindern wurde
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das gesammelte Blut mit Heparin beschichteten Kiigelchen (aus S-Monovette; Sarstedt)
versetzt. Nun wurde die linke Herzkammer durch eine Fliigelkaniile fiir etwa 10 Minu-
ten mit PBS gespiilt, bis die Blutgefdlle und Organe weitestgehend blutleer waren. Das
Gehirn wurde vorsichtig entnommen und, ebenso wie das gesammelte Blut, in fliissi-

gem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C asserviert.

Fiir die Bestimmung von gea 133 aus Blut beziechungsweise Gehirn wurde auf die glei-
che Art und Weise vorgegangen, das Gehirn wurde jedoch zunichst mit einem motorbe-
triebenen Pistill (Pellet Pestle; Sigma) homogenisiert. Die fiir die Aufarbeitung gewahl-
te dispersive Festphasenextraktion wurde an die von Plossl et al. etablierte Methode
angelehnt (7139). Als erster Schritt erfolgte eine Extraktion mit Acetonitril und Trock-
nung durch wasserfreies Magnesiumsulfat. AnschlieBend wurde der Extrakt mit
Bondesil® PSA weiter aufgereinigt. 500 pl Blut oder Hirnhomogenat wurden mit 125
mg Natriumchlorid, 250 mg wasserfreiem Magnesiumsulfat und 1000 pl Acetonitril
versetzt und fiir 1 Minute mittels Vortex geschiittelt. Nach Zentrifugieren bei 15000
rpm fiir 5 Minuten wurden 1000 pL des Uberstandes mit 12,5 mg Bondesil® PSA und
12,5 mg Magnesiumsulfat versetzt. Nach erneutem Schiitteln fiir 1 Minute mittels Vor-
tex wurde wiederum fiir 5 Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert und der Uberstand mit-

tels GC-MS untersucht.

Material

Acetonitril VWR; 83639.320

Fliigelkaniile Venisystems; P296A05
Bondesil PSA, 40 uM Agilent Technologies; 12213023
DMSO Sigma; D4540

S-Monovette (66x11mm) Sarstedt; 05.1553

Kaniile 27G Terumo Neolus; NN-2719R
Ketamin Inresa; 4205

Magnesiumsulfat Merck; 106067

Natriumchlorid VWR; 27810295
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PBS PAN Biotech; P04-36500
Pellet Pestle Sigma; Z359971-1EA
Pinzette FST; 11018-12; 11293-00
Schere FST; 91460-11

Spritze ImL Dispomed; 22006

Remadyl (Carprofen) Pfizer

Rompun (Xylazin) Bayer

Vortex Genie 2 Scienitfic Industries; G-560E
Zentrifuge Eppendorf; 5415 R

2.8.2.4 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Die Gewinnung und Aufarbeitung der Proben von Blut und Gehirn wurde im letzten
Kapitel beschrieben. Anschlie3end sollte die Konzentration von gea 133 in diesen mit-
tels Gaschromatographie-Massenspektrometrie bestimmt werden. Bei der Gaschroma-
tographie mit Massenspektrometrie-Kopplung wird ein Gaschromatograph, der der Auf-
trennung des zu untersuchenden Stoffgemisches dient, mit einem Massenspektrometer
zur Identifizierung und Quantifizierung der einzelnen Komponenten gekoppelt. Die
Trennsdule im Gaschromatographen trennt die einzelnen Komponenten je nach Polaritét
und Fliichtigkeit auf. Bei der Massenspektrometrie werden diese neutralen Komponen-
ten dann in lonen {iberfiihrt (Fragmentierung) und konnen iiber ihr Masse-zu-
Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt und detektiert werden. Im Gegensatz zu IR- oder
NMR-Spektroskopie wird der Analyt bei der Messung verbraucht, es handelt sich also

nicht um eine zerstorungsfreie Methode.

Die Untersuchung der gesammelten und aufbereiteten Proben (vgl. Kapitel 2.8.2.3, Sei-
te 56) wurde von Christoph Miiller im Department fiir Pharmazie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen im Arbeitskreis von Prof. Dr. Franz Bracher in An-
lehnung an die von Plossl et al. entwickelte Methode durchgefiihrt (739). Es wurden
einzelne, ausgesuchte m/z-Verhéltnisse (single ion monitoring; SIM) aufgenommen, da

dies die Nachweisgrenze um bis zu 2 GroéBenordnungen, iiber eine Optimierung des
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Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses, verbessert und eine Quantifizierung liber die Signal-

flichen ermdglicht.

Abb. 18: GC-MS-Chromatogramm von gea_ 133
Angegeben ist das Chromatogramm von Blindwert (schwarz), Probenldsung Gehirn (blau) und Probenl6-

sung Blut (rot). Der Peak bei einer Retentionszeit von 12,3 Minuten représentiert gea 133.

Bei einer Injektortemperatur von 220°C wurde 1 pL der Probe in den Injektor injiziert.
Das Temperaturprotokoll startete mit 65 °C iiber 1,5 Minuten und heizte dann mit einer
Autheizrate von 20 °C pro Minute auf 300 °C auf. Es folgte eine weitere Aufheizung,
diesmal mit 50 °C pro Minute, bis die Endtemperatur von 320 °C erreicht wurde, wel-
che dann fiir 4,35 Minuten gehalten wurde. Insgesamt dauerte ein Lauf 18 Minuten. Die
Substanz gea 133 besitzt eine Retentionszeit von 12,3 Minuten (vgl. Abb. 18, Seite 59).

Fiir die Detektion wurde das Hauptfragment (m/z = 193) herangezogen.
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2.8.3 Therapiestudie

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die Untersuchung der akuten Toxizitét, die
Dosisfindung und die ideale Verabreichungsform von gea 133 beschrieben. Aufbauend
auf diesen Daten kann nun die Beschreibung der Experimente zur Untersuchung des

therapeutischen Potentials von gea 133 erfolgen.

2.8.3.1 Mausmodelle

Im Rahmen des Therapieversuches sollte untersucht werden, ob der Wirkstoff gea 133
einen Effekt auf die Anzahl und GroBe von Amyloid-Plaques besitzt. Als transgene
Mausmodelle wurden die Linien APPPS1AE9 und APPPSI1 ausgewdhlt. Diese Mausli-
nien unterscheiden sich vor allem in dem Zeitpunkt ab dem das Auftreten von Plaques
beobachtet werden kann und in der Geschwindigkeit mit der neue Plaques auftreten,

beziehungsweise an Gréfle zunehmen.

APPPS1AE9

Das Mausmodell APPPS1AE9 (B6.Cg-Tg(APP695)3Dbo Tg(PSEN1dE9)S9Dbo/J) ko-
exprimiert die APP-Mutante APPgy. mit einer PS1-Mutante, in welcher das Exon 9 ent-
fernt ist (/40). Beide Transgene werden unter Kontrolle des Prion-Promotors exprimiert
und liegen auf einem Chromosomen-Lokus, wodurch beide Transgene wie ein einzelnes
vererbt werden. In Folge dessen ist der Nachweis von einem Transgen bei der Geno-
typisierung ausreichend (Primer: IMR 1644: AAT AGA GAA CGG CAG GA und IMR
1645: GCC ATG AGG GCA CTA AT). Fiir die hier beschriebenen Versuche wurden
ausschlieBlich heterozygote Tiere verwendet. Erste Amyloidablagerungen treten im
Alter von 4-5 Monaten auf. Ab einem Alter von 18 Monaten manifestieren sich zusétz-

liche Defizite im cholinergen System (141, 142).

APPPS1

Das Mausmodell APPPS1 (B6-Tg(Thyl-APPswe; Thyl-PS1 L166P)) koexprimiert die
APP-Mutante APPg,. mit der PSI-Mutante L166P auf reinem C57/Bl6 Hintergrund
(143). Beide Transgene werden iiber den neuronalen Promotor Thyl exprimiert und

liegen auf einem Chromosomen-Lokus. Daher werden beide Transgene gemeinsam ver-



Material und Methoden 61

erbt und der Nachweis von einem Transgen bei der Genotypisierung ist ausreichend
(Primer: IMR 7303: TCT GAG TGG CAA AGG ACC TTA GG und IMR 9296: CGC
TGA ACT TGT GGC CGT TTA CQ). Fiir die hier beschriebenen Versuche wurden
ausschlieBlich heterozygote Tiere verwendet. Diese Linie zeigt ein Auftreten erster Ap-

Plaques bereits ab einem Alter von 6 bis 8 Wochen (143).

2.8.3.2 Plaquedichte

Fiir die Bestimmung der Plaquedichte wurden zunédchst 7 Monate alte Mannchen beider
Mauslinien dreimal pro Woche mittels intraperitonealer Injektion behandelt. Dabei
wurde den Tieren entweder gea 133 (100 mg/kg Korpergewicht in 100 uL DMSO)
oder das gleiche Volumen an Losungsmittel (DMSQO) verabreicht. In einem zweiten
Versuch wurden die Tiere analog, jedoch mit einer niedrigeren Dosis von gea 133 (25

mg/kg Korpergewicht in 100 pnLL DMSO) oder Lésungsmittel behandelt.

Fiir die anschlieBende immunhistochemische Untersuchung der Plaquegréfie und
Plaquedichte wurden die Tiere nach Ablauf der Versuchsperiode geopfert. Die Méduse
wurden zundchst mit Ketamin (0,13 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (0,01 mg/kg
Korpergewicht) mittels intraperitonealer Injektion narkotisiert. Anschliefend wurde die
Bauchdecke geoffnet, der Thoraxraum freigelegt und die dorsalen Blutgefille gekappt.
Dann wurde die linke Herzkammer durch eine Fliigelkaniile mit PBS fiir etwa 5 Minu-
ten gespllt, bis die Blutgefifle und Organe weitestgehend blutleer waren. Fiir die Fixie-
rung der Organe wurde fiir weitere 5-10 Minuten mit 4% Paraformaldehydlésung (PFA
in PBS) gespiilt und das Gehirn nach vorsichtiger Entnahme tiber Nacht bei 4 °C in 4%
PFA gelagert. Die Farbung und anschlieBende Untersuchung der Organe erfolgte in 100
pm dicken Schnitten (sagittal). Diese wurden mit Hilfe des Vibratoms VT1000E (Leica)
angefertigt. Die folgenden Schritte fanden bei Raumtemperatur und unter stindigem
Schiitteln statt. Die Gehirnschnitte wurden tiber Nacht in 2% Triton X-100 (w/v) in PBS
permeabilisiert und am néchsten Tag dreimal fiir 15 Minuten mit 10% Normal Goat
Serum und 0,3% Triton X-100 in PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Plaques
fiir je 15 Minuten mit Methoxy-X04 (0,01 mg/mL in PBS) (/44) angefarbt, worauf ein
weiterer Waschschritt (dreimal fiir je 15 Minuten) folgte. Nun wurden die Schnitte mit
,Fluorescent Mounting Medium* auf Objekttrigern eingedeckt und bis zur Untersu-

chung unter Lichtausschluss bei 4 °C gelagert.
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Aufnahmen der angefarbten Plaques wurden anschlieBend mit Hilfe des Mikroskops
LSM 7 MP (Zeiss) angefertigt. Die Grofe und Dichte der Plaques wurde mit der Soft-
ware Imaris (Bitplane) analysiert. Hierfiir wurden die aufgenommenen Bilder in die

Software Imaris geladen und Anzahl und Grofe der Plaques anhand eines Schwellen-

wertes detektiert.

Material

24 well Platte

Fliigelkaniile

Cyano-Veneer

Deckglas 24x50mm

DMSO

Fluorescent Mounting Medium
Imaris 7.6.0

Kantile 27G

Ketamin

Mikroskop LSM 7 MP
Methoxy-X04

Normal Goat Serum
Objekttrager Superfrost Plus
Paraformaldehyd

PBS

Pinzette

Rompun (Xylazin)

Schere

Nunc; 142475

Venisystems; P296A05
Haager Werlon

VWR; 631-0146

Sigma; D4540

Dako; S3023

Bitplane

Terumo Neolus; NN-2719R
Inresa; 4205

Zeiss

Boris Schmidt; TU Darmstadt
Dako; X0907

Thermo Scientific; JISOOAMNZ
Sigma; 158127

PAN Biotech; P0436500
FST; 11018-12; 11293-00
Bayer

FST; 91460-11
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Schiittler Titramax 1000 Heidolph; 544-12200-00-3
Triton X-100 Sigma; T-9284

Vibratom VT1000S Leica

W Plan Apochromat 20x/1.0 DIC Zeiss; 421452-9980

ZEN 2010 Zeiss; Version 6.0

2.8.4 Histopathologische Untersuchungen an

Gewebeschnitten

Eine histologische Untersuchung ist notwendig, um eventuelle Auswirkungen des getes-
teten Wirkstoffes auf die Struktur der Organe zu untersuchen. Hierfiir wurden die Orga-
ne der perfundierten Méuse (sieche Kapitel 2.8.3.2) iiber Nacht in 4% Paraformaldehyd-
16sung (PFA) in PBS bei 4 °C fixiert. Als nichstes wurden die Organe in Paraffin
eingebettet und in circa 4 um dicke Scheiben geschnitten. Diese wurden mit der Stan-
dard Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE) behandelt. AnschlieBend wurden mit dem Mik-
roskop Olympus Bx41, der Kamera Olympus SC30 und der Software cellSens Standard

1.6 (Olympus) reprisentative Aufnahmen der Histologie der einzelnen Organe erstellt.
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3 Ergebnisse

Auf der Suche nach einem neuen Wirkstoff fiir die Therapie des Morbus Alzheimer
wurden 20000 kleine Molekiile in einem Hochdurchsatzscreening untersucht (/20). Die
dabei generierte, relativ grole Datenmenge musste nun systematisch untersucht und
geordnet werden. Zundchst wurden sdmtliche Verbindungen mit einem einheitlichen
Codesystem versehen und die verfligbaren Daten in ein einheitliches Format gebracht.
Dies ermoglichte den Import der Daten in die Datenbank ChemBioFinder (Cambridge-
soft), so dass alle Daten an einem zentralen Punkt gespeichert und miteinander vergli-
chen werden konnten. So war es mdglich die einzelnen Strukturen gezielt nach ver-

schiedenen Kriterien, wie zum Beispiel der Wirksamkeit, zu ordnen.

3.1 Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Die Analyse von Struktur-Aktivitits-Beziehungen macht es notwendig die einzelnen
Substanzen nicht nur zu ordnen, sondern auch die Zusammenhinge und strukturellen
Gemeinsamkeiten herauszuarbeiten. Dafiir wurden die erhobenen Daten zu den unter-
suchten Molekiilen sowie deren Strukturinformationen aus der Datenbank ChemBio-
Finder exportiert und zur weiteren Analyse in die Software DataMiner von Tripos im-
portiert. Diese Software gruppiert Substanzen mit dhnlicher chemischer Struktur zu
Clustern und ermoglicht dadurch die Identifizierung von moglichen Leitstrukturen. An-
schliefend kann untersucht werden, ob bestimmte Reste an einem chemischen Grund-
korper einen beobachteten Effekt verstirken oder abschwichen. Dafiir werden in einem
Cluster aktive und inaktive Substanzen dargestellt. So sind bereits erste Einblicke in die

Struktur-Aktivitdts-Beziehungen der identifizierten Leitstrukturen mdoglich.

Die so erstellten Cluster werden in einer SAR-Karte anhand ihrer Ahnlichkeit rdumlich
verteilt (siche Abb. 19, Seite 65). Jedes Symbol repriasentiert einen Cluster, wobei die
GroBe des Symbols mit der Anzahl aller Substanzen pro Cluster korreliert. Cluster mit
Substanzen @dhnlicher chemischer Struktur werden ndher aneinander angeordnet als

Cluster deren Substanzen sich stirker unterscheiden.
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Abb. 19: Cluster aus dem priméren Kalziumscreen mit den 5 identifizierten Leit-
strukturen

Die GroBe der Symbole reprisentiert die Anzahl aller Molekiile des jeweiligen Clusters. Cluster mit mehr
als 4 wirksamen Strukturen sind blau eingefarbt. Befinden sich weniger als 4 wirksame Strukturen darin,
wird der Cluster rot eingefarbt. Cluster die mehr als 50% wirksame Substanzen enthalten werden durch

einen Stern représentiert, jene die weniger wirksame Strukturen enthalten durch ein Quadrat.

Wenn ein Cluster mehr als 4 wirksame Strukturen enthilt, wird er blau eingefarbt, ande-
renfalls rot. Um die Verteilung und Anzahl der Hits in den Clustern noch deutlicher
darzustellen wird zusitzlich zur Farbe auch die Form der Symbole fiir die Cluster geén-
dert. So werden Cluster mit mehr als 50% wirksamen Substanzen durch einen Stern
dargestellt, solche mit weniger als 50% durch ein Quadrat (siche Abb. 19, Seite 65).
Aus den 20000 untersuchten Molekiilen konnten 5 vielversprechende Strukturtypen von

Leitstrukturen identifiziert werden.

Ein wesentlicher Gesichtspunkt bei der Wahl der weiter zu entwickelnden Leitstruktur
und deren Derivate ist die Patentsituation. Denn nur auf der Basis eines ausreichenden
Patentschutzes einer Struktur ist eine spitere Kooperation mit der Pharmaindustrie, oh-
ne die eine Wirkstoffentwicklung fiir diese Erkrankung unrealistisch ist, realisierbar.
Fiir eine erfolgreiche Patentierung ist es notwendig nachzuweisen, dass eine Erfindung
gewerblich anwendbar und neu ist, sowie eine erfinderische Tatigkeit vorliegt. Ein Arz-
neimittel fiir die Therapie des Morbus Alzheimer ist mit Sicherheit gewerblich anwend-
bar, die Neuheit und erfinderische Tétigkeit gilt es jedoch darzulegen. Daher wurde fiir

die identifizierten Leitstrukturen eine erste Struktursuche mit der Suchmaschine
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SciFinder (American Chemical Society) durchgefiihrt. Hierbei lduft die Suche anhand
generischer Strukturformeln (Markush-Formel) ab, so dass nicht nur Informationen {iber
die gesuchte Struktur, sondern auch Patente oder Verdffentlichungen zu strukturell ver-
wandten Substanzen angezeigt werden konnen. Laut SciFinder sind so nahezu sdmtliche
offentlich verfiigbaren Informationen fiir eine gesuchte Substanz recherchierbar. Die zu
den Leitstrukturen gehorenden Molekiile und die Ergebnisse der Suche mit Hilfe von
SciFinder sind fiir die identifizierten Leitstrukturen in den folgenden Kapiteln darge-
stellt.

3.1.1 Thiazolidin-Cluster

Der Thiazolidin-Cluster enthélt 7 Verbindungen, die in der Lage sind, die Freisetzung
von Kalzium aus dem ER auf 70-82% im Vergleich zu Kontrollbedingungen zu senken
(vgl. Abb. 20, Seite 66). Die in der Substanzbibliothek DIVERSet enthaltenen Thiazoli-

dine zeigen untereinander keine nennenswerten Unterschiede in ihrer Aktivitét.
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Abb. 20: Vertreter der Leitstruktur der Thiazolidine

Zu sehen sind die Molekiilstruktur, ID und der gemessene normalisierte Kalziumausstrom aus dem ER.
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Die Recherche nach der Patentierbarkeit der Thiazolidine ergab, dass strukturell sehr
dhnliche Thiazolidine bereits als TNF-Inhibitoren patentiert sind (745). In Abb. 21, Sei-

te 67 ist die generische Strukturformel der patentierten Substanzen dargestellt.

RZ

Abb. 21: Generische Strukturformel von patentierten TNF-Inhibitoren
Diese generische Strukturformel entstammt dem Patent von WANG et. al (145). W'™ stellt einen hete-
rocyclischen aliphatischen oder aromatischen Ring dar, der eventuell substituiert ist. R” ist als S oder O

definiert. Mogliche Reste fiir R' decken das gesamte chemische Spektrum ab.

Interessanterweise konnte unabhéngig von diesem Patent gezeigt werden, dass eine In-
kubation mit TNFa in Zellkultur (human tracheal smooth muscle cells (TSMC)) den
durch Carbachol hervorgerufenen Kalziumeinstrom in das Zytosol erhoht. Diese Akti-
vierung wird vor allem iiber den TNFa-p55 Rezeptor vermittelt (/46). Hierin liegt auch
eine mogliche Erklarung fiir den Effekt der hier untersuchten Thiazolidine auf die Frei-
setzung von Kalzium aus dem ER. Es konnte sein, dass diese Substanzen iiber eine

Hemmung von TNF-Rezeptoren die Freisetzung von Kalzium modulieren.

Es war vornehmlich in unserem Interesse eine Leitstruktur zu identifizieren, die im
Rahmen eines Patentes einen Substanzschutz erlangen kann. Der Substanzschutz einer
Verbindung stellt den hochstmoglichen patentrechtlichen Schutz dar, da er jegliche
Verwendung dieser Substanz abdeckt. In Folge der Patentierung von sehr &hnlichen
Strukturen fiir die Verwendung als Arzneimittel wire es lediglich moglich, die Verwen-
dung fiir die Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen schiitzen zu lassen. Daher
wurde die Strukturklasse der Thiazolidine in der hier vorliegenden Arbeit nicht weiter

untersucht.
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3.1.2 Benzhydrylpiperidinamin-Cluster

Eine weitere Leitstruktur ist die der Benzhydrylpiperidinamine. Hier konnten vier Ver-
treter identifiziert werden, die den Kalziumspiegel im Zytosol um bis zu 50% im Ver-

gleich zu Kontrollbedingungen senken (vgl. Abb. 22, Seite 68).
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Abb. 22: Vertreter der Leitstruktur der Benzhydrilpiperidinamine

Zu sehen sind die Molekiilstruktur, ID und der gemessene normalisierte Kalziumausstrom aus dem ER.

Anscheinend flihrt die Substitution des Piperidinringes mit einem N-Benzylrest zu einer
Abschwichung des Effektes (vgl. Substanz 5465001). Die Aktivitdt ist wiederherge-
stellt, sobald ein groferer Abstand zwischen Piperidin und dem Aromaten (N-
Phenethylrest, Substanz 5459615) vorliegt. Eine genauere Einschitzung der Struktur-
Aktivitits-Beziehungen ist jedoch erst nach Untersuchung weiterer Derivate moglich.
Bei der Recherche beziiglich der Patentierbarkeit dieser Substanzklasse zeigte sich eine
groBe Ahnlichkeit zu einigen Antihistaminika der ersten und teilweise zweiten Genera-
tion (vgl. Abb. 23, Seite 69). Der Arzneistoff Cyclizin unterscheidet sich zum Beispiel
lediglich durch ein Stickstoffatom des Piperazinringes von der Substanz 5462781.



Ergebnisse 69

O ®
o O O\/\o/\/‘“ O O\Cm O O\)D/\'oro

Hydroxycin Cyclizin Cetirizin

Abb. 23: Auswahl an Antihistaminika der ersten und zweiten Generation

Antihistaminika der ersten Generation, wie zum Beispiel Hydroxycin, Cyclizin oder
Diphenhydramin passieren die Blut-Hirn-Schranke und besitzen neben der hemmenden
Wirkung auf die Histaminrezeptoren auch eine Reihe anderer zentralnervoser Wirkun-
gen und Nebenwirkungen. So zeigen diese Verbindungen einen antagonistischen Effekt

auf Muskarin-, Dopamin- und Serotonin-Rezeptoren (147).

Damit konnte moglicherweise auch die Wirkung der hier untersuchten Substanzen er-
klart werden. Die Freisetzung von Kalzium aus dem ER wurde durch das direkt wirk-
same Parasympathomimetikum Carbachol induziert. Wird die antagonistische Wirkung
der Antihistaminika auf muskarinerge Rezeptoren auf die hier untersuchten Benzhydril-
piperidinamine {ibertragen, konkurrieren diese Substanzen moglicherweise mit Carba-

chol um die Besetzung des Rezeptors und verringern so die Freisetzung von Kalzium

aus dem ER.
o0 oY

Fendilin Fluspirilen

Abb. 24: Die unselektiven Kalziumkanalhemmstoffe Fendilin und Fluspirilen
Dargestellt sind die unselektiven Kalziumkanalhemmstoffe Fendilin (748) und Fluspirilen (747).

Eine weitere Moglichkeit wiére, dass Benzhydrilpiperidinamine auf Grund ihrer struktu-
rellen Ahnlichkeit zu den unselektiven Kalziumkanalhemmstoffen Fluspirilen und
Fendilin (vgl. Abb. 24, Seite 69) ebenfalls in der Lage sind Kalziumkanéle zu blockie-

ren und somit die Freisetzung von Kalzium aus dem ER zu vermindern. Diese Theorien



Ergebnisse 70

miissten jedoch in weiteren spezifischeren Experimenten abgeklart werden und sind

nicht Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit.

Auch hier ist auf Grund der groBen Verbreitung ein Substanzschutz der Benzhydrilpipe-
ridinamine im Rahmen einer Patentierung nicht mdglich, weshalb diese Substanzklasse

nicht weiter untersucht wurde.

3.1.3 Imidazol-Cluster

Drei Substanzen mit Imidazol-Grundstruktur konnten die Freisetzung von Kalzium aus
dem ER vermindern (vgl. Abb. 25, Seite 70). Die Substitution der Imidazole mit n- oder
i-Propyl-Resten weisen im Vergleich zu der Substitution mit einem Ethyl-Rest einen

deutlichen Unterschied in ithrer Aktivitit auf.
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Abb. 25: Vertreter der Leitstruktur der Imidazole

Zu sehen sind die Molekiilstruktur, ID und der gemessene normalisierte Kalziumausstrom aus dem ER.

Die Imidazol-Grundstruktur findet sich auch in zahlreichen auf dem Markt befindlichen

Antimykotika, wie Clotrimazol oder Bifonazol (vgl. Abb. 26, Seite 70).

Clotrimazol Bifonazol

Abb. 26: Auswahl an Antimykotika mit Imidazol-Grundstruktur
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Ausserdem hemmen Imidazole wegen ihrer Interaktion mit dem Hidm-Eisen hiufig
CYP-Enzyme in der Leber und erh6hen dadurch das Risiko flir Arzneistoff-Arzneistoff-
Interaktionen. Zudem halten Galley et. al ein Patent inne, in dem die Wirkung von sub-
stituierten Imidazolen (vgl. Abb. 27, Seite 71) fiir die Behandlung von Erkrankungen

des Zentralen Nervensystems beschrieben wird.

Abb. 27: Patentierte generische Strukturformel von Imidazolen fiir die Therapie
von Krankheiten des ZNS

R' und R" sind unabhéngig voneinander entweder H, OH, Alkyl, Alkoxy, Phenyl, Benzyl oder diese
Reste mit Substituenten. R? ist als kurzkettiges Alkyl definiert. Ar ist ein Aryl- oder Heteroarylring (149).

In dieser Patentschrift wird unter anderem auch die Verwendung fiir die Therapie des
Morbus Alzheimer beschreiben, weshalb eine Patentierung der hier identifizierten Sub-
stanzen, vor allem vor dem Hintergrund der fiir eine Patentierung notwendigen erfinde-

rischen Hohe, nicht sinnvoll erschien.
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3.1.4 Phenotiazin-Cluster

Der Phenotiazin-Cluster umfasst die meisten aktiven Derivate in der Substanzbibliothek
(vgl. Abb. 28, Seite 72). Dennoch eignet sich auch dieser Cluster nicht fiir eine Patentie-

rung, was im Folgenden dargestellt wird.
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Abb. 28: Vertreter der Leitstruktur der Phenothiazine

Zu sehen sind die Molekiilstruktur, ID und der gemessene normalisierte Kalziumausstrom aus dem ER.

Phenothiazine werden bereits seit langem als Arzneimittel verwendet. So wurde ein
Vertreter dieser Wirkstoffklasse bereits 1930 als Wurmmittel (Anthelminthikum) einge-
setzt (150). AnschlieBend konnten fiir N-substituierte Phenothiazine wie Promethazin
und Chlorpromazin antihistaminische, sedative und/oder antipsychotische Effekte nach-
gewiesen werden (7517). Bis heute werden Neuroleptika mit Phenothiazin-Grundkdérper,
wie Chlorpromazin oder Fluphenazin in der psychiatrischen Therapie eingesetzt (vgl.

Abb. 29, Seite 73).
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Abb. 29: Auswahl von Neuroleptika des Phenothiazin-Typs

Phenothiazine blockieren eine ganze Reihe von Rezeptoren, unter anderem auch muska-
rinerge M;-Rezeptoren (152). Analog zu den Benzhydrylpiperidinaminen wére es mog-
lich, dass Phenothiazine mit Carbachol um den Rezeptor konkurrieren und somit die

Freisetzung von Kalzium aus dem ER in dem hier verwendeten Assay vermindern.

Auch bei dieser Strukturklasse erscheint eine Patentierung wenn iiberhaupt nur im
Rahmen eines abhingigen Patentes moglich, weshalb keine weitere Untersuchung die-

ser Strukturklasse durchgefiihrt wurde.
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3.1.5 Tetrahydrocarbazol-Cluster

Aus 20000 getesteten Verbindungen der Substanzbibliothek wurden 10 Tetrahydro-
carbazolamine identifiziert (vgl. Abb. 30, Seite 74). Von den 10 identifizierten Substan-
zen waren 8 in der Lage, die erhohte Freisetzung von Kalzium aus dem ER bei HEK293

Zellen mit der PS1-Mutation M146L auf physiologische Spiegel zu senken.
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Abb. 30: Carbazole aus der DIVERSet-Substanzbibliothek
Gezeigt sind die in der Substanzbibliothek DIVERSet enthaltenen Tetrahydrocarbazolamine. Dieser Clus-
ter wurde mit Hilfe des Datamining identifiziert. Mittig ist die Leitstruktur angegeben, der sémtliche

untersuchten Tetrahydrocarbazole folgen. R' und R” stellen dabei variable Reste dar.

Eine erste Struktursuche beziiglich der Patentierbarkeit von Tetrahydrocarbazolaminen
verlief positiv, daher wurde diese Strukturklasse fiir die weiteren Untersuchungen her-
angezogen. Fiir die Analyse von Struktur-Aktivitits-Beziehungen war es notwendig
weitere Analoga der Leitstruktur zu testen. Daher wurden bei ChemBridge kommerziell
verfligbare Tetrahydrocarbazole (komplette Liste siehe Kapitel 8.1, Seite 141f) erwor-
ben. Um zusétzlich den Effekt von spezifischen Substituenten zu untersuchen, wurden
weitere Tetrahydrocarbazole (komplette Liste siehe Kapitel 8.2, Seite 146f) durch
André Gehring im Arbeitskreis von Prof. Dr. Franz Bracher synthetisiert (120). Aus

diesem Projekt gingen mehrere Wirkstoffkandidaten als duferst vielversprechende Ver-
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treter der Strukturklasse hervor. Diese Vertreter wurden im Rahmen einer Erfindungs-
meldung bei der Ludwig-Maximilians-Universitdt und der Bayerischen Patentallianz
(BayPat) fiir eine mogliche Patentierung eingereicht. Die daraufhin von der BayPat
durchgefiihrte Recherche beziiglich der Patentierbarkeit besagte, dass die identifizierte
Strukturklasse der Tetrahydrocarbazolamine neu und die Identifizierung erfinderisch ist.
AnschlieBend wurde aus diesen Strukturen zusammen mit den in den folgenden Kapi-
teln dargestellten Ergebnissen eine Patentanmeldung erstellt und beim Européischen

Patentamt eingereicht (753).

Die starksten Effekte wurden mit Analoga der identifizierten Leitstruktur (Abb. 30, Sei-
te 74) mit spezifischen Resten an C-6 (R') und an der exozyklischen Aminogruppe (R?)
erzielt. Fiir R' konnte vor allem fiir elektronenzichende Substituenten wie Halogene,
Nitro, Trifluormethyl und Cyano ein steigernder Effekt auf die Aktivitit in den zellula-
ren Assays fiir Kalzium, Mitochondrien und Abeta festgestellt werden. Eine Substituti-
on an C-7 oder C-8 (vgl. gea 84 in Abb. 46, Seite 148) hingegen verringerte ebenso wie
die VergroBerung des Ring A zum Siebenring (vgl. gea 139 in Abb. 46, Seite 148) die
Aktivitdt. Auch eine N-Methylierung des Pyrrol-Stickstoffes (N-9; vgl. gea 90 in Abb.
46, Seite 148f) oder der exozyklischen Aminogruppe an C-1 (vgl. gea 92 in Abb. 46,
Seite 148) verminderte die Aktivitit. Rein aliphatische Reste fiir R? (vgl. 5781439,
5781448, 5781457 in Abb. 45, Seite 145 und gea 87 in Abb. 46, Seite 148) verringerten
ebenfalls die Aktivitdt, wihrend die zusdtzliche Bindung von aromatischen Gruppen,
wie zum Beispiel eines Phenyl-Restes, an diese Reste wiederum die Aktivitét in allen
getesteten Assays erhohte (vgl. 5781441, 5781464 in Abb. 45, Seite 145). Die stirkste
Aktivitit in allen Assays wurde mit Tetrahydrocarbazolen erreicht, die in R* eine Dia-
mino-Seitenkette (Aminopiperidin), welche mit einem N-Benzyl- oder N-Phenethylrest
substituiert ist, besitzen (vgl. 5781441, 5781464 in Abb. 45, Seite 145 und gea 96, ge-
a 97, gea 101, gea 102, gea 130 und gea 133 in Abb. 46, Seite 148). Somit konnte
durch systematische Optimierung der Leitstruktur eine Unterklasse an Molekiilen ent-
wickelt werden, die in allen 3 Assays hochaktiv ist. Die prominentesten Vertreter dieser

Unterklasse wurden weiter analysiert und sind in Abb. 31 auf Seite 76 dargestellt.
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3.2 Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Die Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen chemischer Substanzen beschreibt
den Zusammenhang zwischen der Dosis einer Substanz und seiner Wirkung. Aus den
damit erstellten Dosis-Wirkungskurven kann man dann die Potenz, den Maximaleffekt
und das Spektrum zwischen minimal messbarer Wirkung und Maximalwirkung ablesen.
Werden mehrere Substanzen in einem Graphen aufgetragen, lassen sich diese Parameter

direkt miteinander vergleichen.

Die Wirkung der getesteten Substanzen auf die Freisetzung von Kalzium aus dem ER,
die Erhéhung des mitochondrialen Membranpotentials und die Verringerung der Ap-
Peptid Spiegel konnte von Honarnejad et al. bei einer fixen Konzentration von 10 uM
beschrieben werden (7/20). In der hier vorliegenden Arbeit sollten nun die Dosis-
Wirkungs-Beziehung der wichtigsten Substanzen untersucht werden. Die Auswahl die-
ser Substanzen (vgl. Abb. 31, Seite 76) orientierte sich neben threr Aktivitdt auch daran,

fiir welche der bestmoglichste Patentschutz zu erlangen ist.

5781464 gea_97 gea_130 gea_133

Abb. 31: Die 4 weiter analysierten Vertreter der Tetrahydrocarbazolamine
Zu sehen sind die prominentesten Vertreter aus der Klasse der Tetrahydrocarbazolamine. Verbindung

5781464 aus der kommerziellen Substanzbibliothek diente hierbei als Referenz.

3.2.1 Modulation der Freisetzung von Kalzium aus dem ER

Die Modulation der gestorten Kalziumhomdoostase gewinnt als mogliche Therapie des
Morbus Alzheimer immer mehr an Beachtung. Wir haben die Freisetzung von Kalzium
aus dem ER analysiert und damit die Wirkung von Tetrahydrocarbazolaminen auf einen
bestimmten Aspekt der zelluliren Kalziumhomdoostase bei 6 verschiedenen Konzentra-
tionen getestet. Als Output diente hierfiir die Peak-Amplitude der durch Carbachol her-

vorgerufenen Freisetzung von Kalzium aus dem ER. Diese Peak-Amplitude wurde ge-
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gen Kontrollbedingungen (DMSO) normalisiert. Verwendet wurden HEK-Zellen, die
neben der krankheitsverursachenden PS1-Mutation (M146L) auch den Kalziumindika-
tor YC3.6 stabil exprimieren. In Abb. 32A, auf Seite 77 sind die jeweiligen normalisier-

ten Kalziumsignale der getesteten Molekiile sowie der Kontrollsubstanzen angegeben.
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Abb. 32: Effekt von Tetrahydrocarbazolaminen auf den Ausstrom von Kalzium
aus dem ER

Es wurde die durch Carbachol hervorgerufene Freisetzung von Kalzium aus dem ER unter Behandlung
mit Testsubstanzen bestimmt. Verwendet wurden HEK-Zellen, die neben dem Kalziumindikator YC3.6
auch die PS1-Mutation M146L exprimieren. Dargestellt sind die auf die DMSO Losungsmittelkontrolle
normalisierten Peakamplituden der Freisetzung von Kalzium aus dem ER.

A: Sdulendiagramm mit Peak-Amplituden B: Dosis-Wirkungskurven

Der 1Cso-Wert gibt an, bei welcher Substanzkonzentration der beobachtete Effekt auf
die Hilfte abgesunken ist und ist damit gut fiir eine Charakterisierung eines Liganden
im Vergleich zu anderen Strukturen geeignet. Um die 1Cso-Werte der einzelnen Sub-
stanzen zu berechnen wurden die Ergebnisse zusitzlich in Form eines XY-Diagramms
dargestellt und eine Dosis-Wirkungskurve erstellt (Abb. 32B, Seite 77). Bei der Testung
von Konzentrationen iiber 30 uM zeigten die Zellen erste Anzeichen einer toxischen
Schiadigung. Unter diesen Bedingungen ist das Ergebnis der Kalziummessung nicht
mehr auswertbar. Mit den hier getesteten Wirkstoffkonzentrationen war es daher nicht
moglich eine maximale Inhibition der Freisetzung von Kalzium aus dem ER zu errei-
chen. Fiir die Berechnung von ICsp-Werten ist dieser Wert jedoch notwendig. Unabhén-

gig davon sind Tetrahydrocarbazolamine in der Lage den Kalziumausstrom aus dem ER
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dosisabhingig zu vermindern. Es ist erwdhnenswert, dass es nicht in unserem Interesse
lag, die Freisetzung von Kalzium aus dem ER maximal zu reduzieren. Eine Reduktion
des Kalziumspiegels unter physiologische Spiegel konnte zu toxischen Effekten fiihren.
Der Kalziumspiegel sollte daher lediglich auf 80-95% des Kontrollwertes (DMSO) ab-

gesenkt werden.

3.2.2 Modulation des mitochondrialen Membranpotentials

Storungen der mitochondrialen Funktion sind mit der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer assoziiert (154). Die Wirkung der Tetrahyd-
rocarbazolamine auf die Modulation des mitochondrialen Membranpotentials wurde bei
6 verschiedenen Konzentrationen getestet (vgl. Abb. 33, Seite 78). TMRM ist ein Farb-
stoff, der sich auf Grund seiner positiven Ladung in intakten Mitochondrien anreichert.
Das mitochondriale Membranpotential korreliert dabei direkt mit den messbaren relati-
ven Lichteinheiten (RLU). Die gemessenen Daten wurden gegen die Losungsmittelkon-

trolle (DMSO) normalisiert.
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Abb. 33: Effekt von Tetrahydrocarbazolaminen auf das mitochondriale Memb-
ranpotential

Das TMRM-Signal (RLU) der Testsubstanzen wurde bei 6 verschiedenen Konzentrationen (30 uM, 10
pM, 3 uM, 1 uM, 0,3 uM und 0,1 puM) in WT-HEK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind die auf DMSO
normalisierten relativen Lichteinheiten von TMRM.

A: Séaulendiagramm mit TMRM-Signalen B: Dosis-Wirkungskurven
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In Abb. 33A, Seite 78 sind die gemessenen, normalisierten relativen Lichteinheiten
nach Inkubation mit den getesteten Tetrahydrocarbazolamine und von Dimebon gezeigt.
Dimebon (Latrepirdin) ist ein vor allem in Russland verwendetes Antihistaminikum,
von dem 2010 aus in Russland durchgefiihrten klinischen Studien bekannt wurde, dass
es einen positiven Effekt bei Alzheimerpatienten haben soll (155). Diese Effekte von
Dimebon wurden seiner Wirkung auf die Funktion von Mitochondrien zugeschrieben
(156). Fir eine Charakterisierung der hier verwendeten Tetrahydrocarbazolamine auf
die Funktion von Mitochondrien wurde Dimebon deshalb als Positivkontrolle verwen-
det. Abb. 33B, Seite 78 zeigt die dazugehorigen Dosis-Wirkungskurven. Die daraus
berechneten ECsp-Werte sind in Tab. 4, Seite 79 aufgelistet.

5781464 gea 97 gea 130 gea 133 Dimebon
ECso [uM] | 6,85 2,05 3,26 4,83 2,03
R’ 0,827 0,806 0,519 0,941 0,896
Maximum 2,094 1,433 1,371 3,225 1,520

Tab. 4: Mittlere effektive Konzentrationen (ECsy) der Tetrahydrocarbazolamine
auf das mitochondriale Membranpotential

R? ist das Bestimmtheitsmal} und gibt somit die Qualitét fiir die Anpassung der Dosis-Wirkungskurve an.
Maximum bezeichnet den maximalen Effekt im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle (DMSO), den ein

Wirkstoff auf das mitochondriale Membranpotential ausiiben kann.

Die ECso-Werte aller getesteten Substanzen befinden sich im niederen mikromolaren
Bereich und liegen damit im Arzneimittelniveau. Die Substanz gea 133 ist in der Lage
das mitochondriale Membranpotential um den Faktor 3 im Vergleich zu Kontrollbedin-
gungen (DMSO) anzuheben. Die Substanz gea 133 zeigt eine 2-fach hohere Wirkstérke

als Dimebon und stellt den potentesten Vertreter der Tetrahydrocarbazolamine dar.
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3.2.3 Modulation von AB-Peptid Spiegeln

AB-Peptide sind der zentrale Baustein von Plaques im Gehirn von Alzheimer-Patienten.
Die Verminderung ihrer Spiegel ist daher ein wichtiges Ziel in der Wirkstoffforschung
fiir die Therapie des Morbus Alzheimer. Der Effekt von Tetrahydrocarbazolaminen auf
die Senkung dieser Spiegel wurde bei 6 verschiedenen Konzentrationen getestet (vgl.
Abb. 34, Seite 80). Hierflir wurden die Spiegel von AB-Peptiden unterschiedlicher Lan-
ge (38, 40 und 42 Aminosauren) mit Hilfe der Sandwich-ELISA Technik gemessen und
gegen Kontrollbedingungen (DMSO) normalisiert. Verwendet wurde das Medium von
HEK-Zellen mit PS1(M146L)- und APPswe-Mutation. In Abb. 34, Seite 80 sind die
normalisierten Spiegel der Abeta-Peptide 38 (A), 40 (B), und 42 (C) unter der Behand-
lung mit den genannten Tetrahydrocarbazolaminen dargestellt. Alle hier untersuchten
Substanzen sind in der Lage die Spiegel von AB-Peptiden unabhingig von deren Lénge

um mindestens 50 Prozent zu senken.
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Abb. 34: Effekt von Tetrahydrocarbazolaminen auf die Spiegel unterschiedlich
langer ApB-Peptide

Es wurden AB-Peptid Spiegel unter Behandlung mit Testsubstanzen bei 6 verschiedenen Konzentrationen
(30 uM, 10 uM, 3 uM, 1 uM, 0,3 uM und 0,1 pM) bestimmt. Verwendet wurde Medium, das von HEK-
Zellen mit PS1 und APP-Mutation konditioniert wurde. Dargestellt sind die auf DMSO normalisierten
Dosis-Wirkungskurven fiir AB38 (A), AB40 (B) und AB42 (C).

Fiir die Berechnung der 1Cso-Werte von Tetrahydrocarbazolaminen auf die Spiegel der
AB-Peptide wurde eine nichtlineare Kurve durch die Messwerte gelegt (vgl. Abb. 34,
Seite 80). Die berechneten I1Cso-Werte liegen im mikromolaren Bereich und somit im

Arzneimittelniveau (siehe Tab. 5, Seite 81).
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5781464 gea 97 gea 130 gea 133
- ICso [uM] 5,61 5,29 4,79 5,26
%‘ R’ 0,989 0,920 0,923 0,973
- ICso [uM] 5,66 5,23 4,71 5,19
%‘ R’ 0,966 0,837 0,949 0,921
o ICso [uM] 5,46 5,11 4,64 5,18
%‘ R’ 0,961 0,862 0,940 0,900

Tab. 5: Mittlere inhibitorische Konzentrationen (ICso) auf die Spiegel von Ap-
Peptiden unter Inkubation mit Tetrahydrocarbazolaminen

R? ist das Bestimmtheitsmall und gibt somit die Qualitét fiir die Anpassung der Dosis-Wirkungskurve an.

Als Ursache einer Verminderung in AB-Peptid Spiegeln kommen im Wesentlichen eine

Inhibierung oder Modulation der - oder y-Sekretasen in Frage. Anders als die y-

Sekretase-Inhibitoren reduzieren y-Sekretase-Modulatoren nicht direkt die Konzentrati-

on von AB-Peptiden, sondern verschieben das Verhiltnis von AB42/40 in Richtung der

weniger toxischen, kiirzeren Spezies. Um die Tetrahydrocarbazolamine dahingehend zu

charakterisieren, wurde das Verhaltnis von AB42/40 berechnet (vgl. Abb. 35, Seite 82).
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Abb. 35: Effekt von Tetrahydrocarbazolaminen auf das Verhiltnis von Ap42/40

Es wurde das Verhéltnis der AB42/40 Spiegel unter Inkubation mit den wichtigsten Vertretern der identi-

fizierten Leitstruktur bei 6 verschiedenen Konzentrationen bestimmt. Verwendet wurde Medium, das von
HEK-Zellen mit PS1 und APP-Mutation konditioniert wurde. Dargestellt sind die auf DMSO normalisier-
ten Verhiltnisse von AB42/40.

Die Verhiltnisse der unterschiedlich langen AB-Peptide ergab keine signifikante Verin-
derung unter Inkubation mit Tetrahydrocarbazolaminen. Die getesteten Substanzen ver-
halten sich somit nicht wie ein y-Sekretase-Modulator. Hier wire das Verhéltnis von

AB42/40 erniedrigt gewesen.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass Tetrahydrocarbazolamine einen direkten Effekt auf
die Aktivitdt der y-Sekretase ausiiben. Ein geeignetes Modellsystem um den isolierten
Effekt von Substanzen auf die y-Sekretase zu untersuchen ist die Messung der Ap-
Peptid Spiegel von Zellen, die das C-terminale Fragment C99 {iberexprimieren (120).
C99 entsteht nach Spaltung von APP durch B-Sekretase. Die Bildung von AB-Peptiden
ist daher nur noch von der y-Sekretase abhingig. Mit den getesteten Tetrahydrocarba-
zolaminen konnte keine Verdnderung der Konzentration von AB-Peptiden im Vergleich
zu Kontrollzellen gemessen werden, weshalb ein direkter Effekt dieser Substanzklasse

auf die Aktivitat der y-Sekretase somit ausgeschlossen ist (120).

Die zweite wichtige Sekretase, die an der Bildung von AB-Peptiden beteiligt ist, ist die
B-Sekretase (BACEL). Die Spaltung durch BACEI] ist als initialer Schritt der amyloido-
genen Prozessierung fiir die Produktion der AB-Peptide zwingend notwendig. Ein ge-

eignetes Modellsystem um zu untersuchen, ob die getesteten Tetrahydrocarbazolamine
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einen Effekt auf die a- oder B-Sekretase besitzen, ist die Messung der Spiegel der pri-
miren Spaltprodukte APPsa und APPsP. Die Behandlung von Zellen mit Tetrahydro-
carbazolaminen verdnderte jedoch die Spiegel von APPsa nicht. Eine Wirkung von Tet-
rahydrocarbazolaminen auf die a-Sekretase ist daher im Wesentlichen ausgeschlossen
(120). Fiir die Spiegel von APPsf konnten wir jedoch eine deutliche Senkung nach Be-
handlung mit Tetrahydrocarbazolaminen messen. Tetrahydrocarbazolamine sind somit
in der Lage die Aktivitdt der B-Sekretase signifikant zu vermindern (7/20). Dieses ist
wahrscheinlich bedingt durch den Effekt der Tetrahydrocarbazolamine auf die zellulédre
Kalziumhomoostase. So konnte Hayley et al. zeigen, dass die Aktivitit von BACEI
unter physiologischen Bedingungen durch die Kalziumkonzentration im Zytosol beein-
flusst wird (157). Der genaue Wirkmechanismus der Tetrahydrocarbazolamine ist noch
nicht entschliisselt, jedoch ist davon auszugehen, dass die Stabilisierung der Kalzium-
homoostase sowohl das mitochondriale Membranpotential, als auch die Aktivitit von

BACE!1 und damit die AB-Peptid Synthese beeinflusst.
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3.3 Akute Toxizitat und pharmakokinetische

Eigenschaften

3.3.1 Einfluss auf die Glutamattoxizitat

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn. Ein Uberschuss
fiihrt jedoch zu einem massiven Einstrom von Kalzium in Nervenzellen, was letztend-
lich zum Absterben der entsprechenden Neurone (Exzitotoxizitdt) fithrt. Mutationen in
den Prisenilin-Genen, die die héufigste Ursache familidrer Alzheimer-Erkrankungen
sind, filhren neben einer erhdhten Ap-Peptid-Bildung zu einer Beeinflussung der zellu-
laren Kalziumhomoostase. So kommt es bei Gabe von Glutamat im Vergleich zu Wild-
typ-Présenilin zu einer erhdhten Ausschiittung von Kalzium aus intrazelluldren Spei-
chern und damit einer verstirkten Exzitotoxizitit (62). Kainat-Rezeptoren sind
Subtypen der ionotropen Glutamatrezeptoren, die nach ihrem spezifischen Agonisten
Kainsdure benannt sind (/47). Kainsdure wirkt stark exzitatorisch und fiihrt zu einer
Degeneration von Nervenzellen (Exzitotoxizitit). Prdsenilinmutationen senken die
Schwelle der exzitatorisch-toxischen Konzentration von Kainsdure. Dantrolen verhin-
dert die Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum und ist in der
Lage diese Schwelle auf physiologische Spiegel anzuheben (62). Da die hier untersuch-
ten Tetrahydrocarbazolamine ebenfalls in der Lage sind die Freisetzung von Kalzium
aus dem ER zu verringern (siehe Kapitel 3.2.1, Seite 76), wurde untersucht ob diese die
kalziumvermittelten zytotoxischen Eigenschaften einer erhohten Glutamatkonzentration

verringern konnen.

Hierfiir wurden embryonale hippocampale Kulturen von PS1-(A246E)-Médusen mit
gea 133 und verschiedenen Glutamatkonzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurde
das Uberleben der behandelten Zellen mit Hilfe des MTT-Tests gemessen. Die Anzahl
von gesunden Zellen korreliert hierbei direkt mit der messbaren relativen Lichtintensi-
tit. Die Toxizitdt von Glutamat ist abhdngig von der extrazelluldren Kalziumkonzentra-
tion. Bei einer Kalziumkonzentration von 300 uM im Zellkulturmedium konnte keine
messbare Zelltoxizitit bei Zugabe von Glutamat in unterschiedlichen Konzentrationen
(Abb. 36A, Seite 85) festgestellt werden. Bei hoheren Kalziumkonzentrationen (3mM)
im Medium gelang es eine konzentrationsabhingige Toxizitdt von Glutamat zu be-
obachten. Die Behandlung mit gea 133 konnte die Glutamattoleranz der Zellen jedoch

nicht verbessern (Abb. 36B, Seite 85).
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Abb. 36: Glutamattoxizitit in priméiren Nervenzellkulturen von PS1(A246E)-
Miusen

Glutamattoxizitat in hippocampaler Priméarzellkultur (11 DIV) von FAD-Mausen (A246E) unter Behand-
lung mit gea_133. Auf der Ordinate ist die Zellviabilitdt in relativen Lichteineinheiten (RLU) aus dem
MTT-Test angegeben.

A: 300 pM Kalzium im Zellkulturmedium. B: 3 mM Kalzium im Zellkulturmedium.

3.3.2 Bestimmung der LDsp

Bei der Bestimmung der pharmakologischen Eigenschaften eines bisher unbekannten
Stoffes, ist die Toxizitdt im Tier von zentraler Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit
wurde die letale Dosis von Tetrahydrocarbazolaminen in Mausen getestet, da der The-
rapieversuch ebenfalls in dieser Tierart durchgefiihrt werden sollte. Die letale Dosis
(LD) ist jene Dosis eines Stoffes, die fiir ein bestimmtes Lebewesen todlich wirkt. Ein
gebrauchlicher Wert ist die LDsy (mittlere letale Dosis), welche die Konzentration an-
gibt, bei der die Hilfte aller Versuchstiere einer Spezies stirbt. Somit ist sie ein wichti-
ger Parameter filir die spitere Dosisfindung. Die LDsy wurde anhand des OECD Test
423 (Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method) bestimmt (733).

Fiir die Tetrahydrocarbazolamine gea 97 und gea 133 konnte keine akute Toxizitét in
Mausen bei einer Konzentration von 300 mg/kg Korpergewicht festgestellt werden. Der
Versuch mit dieser Dosis wurde laut dem Schema in Abb. 16 auf Seite 50 noch ein wei-
teres Mal durchgefiihrt. Dieser bestitigte das vorherige Ergebnis. Eine Verweigerung
der Nahrungsaufnahme ist eines der ersten Anzeichen von Toxizitdt und macht sich
unmittelbar am Korpergewicht der Versuchstiere bemerkbar. Daher wurde zusétzlich
das Korpergewicht der behandelten Tiere iiber 2 Wochen nach Verabreichung (Tag 0)
gemessen (vgl. Abb. 37, Seite 86). Das Korpergewicht der Versuchstiere verdnderte
sich bei einer Dosis von 300 mg/kg Korpergewicht nicht. Die getesteten Tetrahydro-
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carbazolamine werden bei dieser Dosis gut vertragen. Die ndchst hoher verabreichte
Konzentration von gea 97 und gea 133 (2000 mg/kg Korpergewicht) fiihrte jedoch
innerhalb weniger Tage zum Tod aller Versuchstiere. Anhand des Schemas in Abb. 16,
auf Seite 50, ergibt sich somit die GHS (Globally Harmonized Classification System)
Kategorie 4 (>300-2000mg/kg Korpergewicht). Da bei 2000 mg/kg Korpergewicht drei
Versuchstiere gestorben sind, ldsst sich eine LDsy von 500 mg/kg Korpergewicht be-
stimmen. Fiir einen besseren Vergleich, beziehungsweise eine Einordnung in LDso-
Werte bekannter und zugelassener Arzneimittel, wurde der gut vertrdgliche Wirkstoff
Paracetamol herangezogen. Paracetamol weist in dieser Tierart eine LDsy von 338
mg/kg Korpergewicht auf (7568). Fiir die untersuchten Tetrahydrocarbazolamine ergibt

sich somit eine niedrigere Toxizitdt als fiir Paracetamol.

A3o_ B 304 @ 300mg/kg KG (1)
M 300mg/kg KG (2)
- 2000mg/kg KG
201 _20
5 B
£ 8
2 3
2 [
& 10 S 104
0 0
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Abb. 37: Korpergewicht von C57/Bl6 Miusen wihrend der Toxizititsstudie
Gezeigt ist das Gewicht von je 3 weiblichen, 8 Wochen alten C57/B16 Méausen, die mit gea 133 (A) oder

gea 97 (B) per Magensonde in der angegebenen Konzentration behandelt wurden.

3.3.3 Versuche zur Frage der Wirkstoffapplikation

Die Erforschung von Wirkstoffen fiir die Therapie von chronisch progressiven Erkran-
kungen, wie dem Morbus Alzheimer, macht die Untersuchung einer Langzeitverabrei-
chung im Tiermodell erforderlich. Aus diesem Grund wurde nach mdoglichst gut ver-
traglichen Verabreichungsformen fiir den Therapieversuch gesucht. Gleichzeitig musste
sichergestellt werden, dass der Wirkstoff auch in addquater Weise resorbiert wird. Im
Wesentlichen stehen zwei unterschiedliche Applikationswege zur Verfiigung: die enter-

ale und die parenterale Applikation.
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Die enterale Verabreichung kann entweder iiber eine Magensonde oder iiber die Nah-
rung beziehungsweise Trinkwasser erfolgen. Mit Ausnahme der Magensonde liegen die
Vorteile dieser Applikationsart vor allem in der geringen Belastung der Tiere, was ins-
besondere bei langen Therapiezeitrdumen relevant ist. Als nachteilig ist dagegen anzu-
sehen, dass der Wirkstoff zunidchst im Gastrointestinaltrakt (GIT) resorbiert werden
muss und Geschmack bzw. Geruch der zu verabreichenden Substanz zu Schwierigkei-
ten fiilhren konnen. Die parenterale Verabreichung umgeht den Gastrointestinaltrakt.
Hier sind im Wesentlichen folgende Verabreichungsformen zu nennen: die intravendse

(i.v.), intramuskulére (i.m.), intraperitoneale (i.p.) und subkutane (s.c.) Injektion.

Die Versuche wurden ausschlieBlich mit gea 133 durchgefiihrt, da diese Verbindung
einerseits zu den potentesten Vertretern der Tetrahydrocarbazolamine zdhlt, und ande-
rerseits ein patentrechtlicher Stoffschutz fiir diese Verbindung moglich ist. Ziel war es
eine Applikationsart zu identifizieren, bei der gea 133 den Mausen iiber einen Zeitraum
von mehreren Monaten verabreicht werden kann. Auf Grund der Tatsache, dass die Re-
sorption normalerweise eine lineare Dosisabhidngigkeit aufweist, wurden die folgenden
Versuche bei einer einzigen Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht an weiblichen

C57/Bl6 Méausen durchgefiihrt.

Die enterale Verabreichung mit Hilfe von Erdnussbutter stellt eine sehr schonende Art
der Wirkstoffapplikation dar. Obwohl die Méuse an die zusétzliche Gabe mit Erdnuss-
butter gewohnt wurden, verweigerten sie die Aufnahme von Erdnussbutter, in welche
die Substanz gea 133 eingearbeitet worden war. Moglicherweise besitzt gea 133 einen
fiir die Méuse erkennbaren Eigengeruch bzw. Geschmack. Unangenehme Geriiche von
Substanzen konnen in der Regel mit Aromastoffen tiberdeckt werden. Daher wurde als
nichstes untersucht, ob Miuse eine mit Phenethylacetat (Apfelaroma) aromatisierte
Erdnussbutter zu sich nehmen. Zunichst wurde das Aroma in die Erdnussbutter einge-
arbeitet und diese anschlieBend mit gea 133 bzw. DSMO versetzt. Erneut wurden die
Tiere an die Verabreichung der nun aromatisierten Erdnussbutter gew6hnt. Bei der Ver-
flitterung der mit gea 133 versetzten aromatisierten Erdnussbutter erkannten die Ver-
suchstiere diese jedoch und verweigerten die Aufnahme. Ein Eigengeruch des Molekiils
kann also mit relativ groBBer Sicherheit ausgeschlossen werden, da auch die Aromatisie-

rung mit Phenethylacetat das Fressverhalten der Tiere nicht &ndern konnte.

Als néchstes sollte untersucht werden, ob der Geschmack von gea 133 ursédchlich fiir

die Aufnahmeverweigerung der Tiere ist. Die Uberdeckung von Geschmickern ge-
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schieht normalerweise durch die Zugabe von anderen Geschmacksstoffen. Zusétzlich
wurde fiir diesen Versuch eine andere Matrix (Gelatinelosung) gewédhlt. Diese hat den
Vorteil, dass sich der lipophile Wirkstoff leichter aus der Matrix herauslost und somit
eine bessere Aufnahme gewihrleistet ist. In diesem Versuch wurde gea 133, bezie-
hungsweise DMSO, in Dr. Oetkers Gotterspeise mit Himbeergeschmack eingearbeitet.
Nach Gewohnung an die neue Matrix wurde den Tieren die mit Wirkstoff versetzte Ge-
latine verfiittert. Auch hier verweigerten die Méuse die Aufnahme. Ein unangenehmer
Geschmack des Molekiils ist eher unwahrscheinlich, da das Versetzen der Gelatine mit
Himbeergeschmack das Fressverhalten der Tiere nicht &ndern konnte. Es besteht jedoch
auch die Moglichkeit, dass das Himbeeraroma einen unangenehmen Geschmack von

gea 133 nicht ausreichend maskieren konnte.

Eine mogliche Erklarung fiir das Fressverhalten der Tiere ist, dass gea 133 eventuell zu
lokalen Reizungen im Mundraum oder Gastrointestinaltrakt der Versuchstiere fiihrt.
Somit war eine Verabreichung von gea 133 mit der Nahrung mit den uns zur Verfii-
gung stehenden Mitteln nicht moglich. Eine weitere Mdglichkeit der enteralen Verab-
reichung von Wirkstoffen ist per Magensonde. Die tégliche Applikation per Magenson-
de muss unter Narkose verlaufen und bedeutet daher einen enormen Stress fiir die Tiere.
Diese Methode ist nur iiber einen kurzen Zeitraum anwendbar und deswegen fiir unser

Vorhaben nicht geeignet.

Bei der Suche nach alternativen Methoden der Wirkstoffapplikation stand nun der pa-
renterale Weg im Vordergrund. Die regelmifige Injektion von Wirkstoffen {ibt jedoch
ebenfalls einen gewissen Stress auf die behandelten Tiere aus. Deshalb wurde zunichst
eine schonende und gleichméBige Wirkstoffapplikation mittels kleiner implantierbarer
Wirkstoffpumpen untersucht. Die osmotischen Minipumpsysteme der Firma Alzet”
besitzen eine konstante Abgaberate und sind hierfiir sehr gut geeignet. Die verschiede-
nen Pumpen unterscheiden sich im Wesentlichen durch ihre Forderrate und damit dem
Zeitraum, iiber den sie einen Wirkstoff an das Versuchstier abgeben konnen. Wie
bereits beschreiben, sollte die Therapie mit gea 133 idealerweise iiber einen Zeitraum
von 3 Monaten erfolgen, weshalb das Modell 2006 ausgewédhlt wurde. Diese Pumpe
verbleibt iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Wochen in der Maus, ein Wechsel ist somit
nur einmal wihrend der Therapie notwendig. Dies reduziert den Stress auf die Ver-
suchstiere auf ein Minimum. Vor Beginn des Langzeitexperimentes sollten zunichst die

Wirkstoffspiegel in Blut und Gehirn nach Implantation der Pumpe untersucht werden.
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Bei der Dauerinfusion durch die Pumpen steigt zunédchst die Konzentration im Plasma
an. Gleichzeitig wird die Eliminationsgeschwindigkeit grof3er, bis sich ein Gleichge-
wichtszustand (steady state) bildet. Dieses Gleichgewicht stellt sich normalerweise nach
circa 5 Halbwertszeiten des Wirkstoffes ein (7/47). Die Halbwertszeit von gea 133 im
Blut bei subkutaner Verabreichung betrédgt circa 14 Stunden (vgl. Abb. 39A, Seite 91),
der steady state miisste demnach innerhalb von 70 Stunden erreicht sein. Um sicherzu-
gehen, dass die Bestimmung der Wirkstoffspiegel in diesem Gleichgewicht stattfindet,
wurden zusdtzlich 2 Tage als Reserve hinzugerechnet und die Spiegel somit 5 Tage
nach Implantation der Pumpe bestimmt. Bei der Explantation der Pumpe konnte eine
deutliche Verklumpung an der Offnung der Pumpen festgestellt werden (vgl. Abb. 38A,
Seite 89). Des Weiteren konnte gea 133 nicht im Blut oder Gehirn der Versuchstiere
nachgewiesen werden. Vermutlich fiihrte die Verklumpung an der Offnung der Pumpe

zu einer nicht ordnungsgemiflen Wirkstoffabgabe.

Abb. 38: ALZET® Pumpen nach Explantation aus dem Versuchstier

A: Modell 2006. Zu sehen ist der mit einem roten Kreis markierte Pfropf, der vermutlich auf Grund einer
Inkompatibilitit zwischen gea 133 (in DMSO und PEG300) und den Koérperfliissigkeiten der Maus ent-
standen ist.

B: Modell 2002. Bei dieser Pumpe ist auf Grund der Verwendung von gea 133x2HCI und der damit

verbesserten Wasserldslichkeit kein Pfropf zu sehen.

Die beobachtete Verklumpung konnte moglicherweise an einer Inkompatibilitdt zwi-
schen der Wirkstofflosung (gea 133 in DMSO und PEG300) und der Korperfliissigkeit
der Maus liegen. So konnte der lipophile Wirkstoff gea 133 in der hydrophilen Kdorper-
fliissigkeit ausgefallen sein und die Pumpe verstopft haben. Die Lipophilie eines basi-
schen Stoffes lisst sich zum Beispiel durch die Uberfiihrung in das Hydrochlorid sen-

ken. Daher wurde gea 133 mit Chlorwasserstoff zum Dihydrochlorid gea 133x2HCI
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umgesetzt. Der so entstandene weniger lipophile Wirkstoff wurde zunédchst in DMSO
als Stammlosung gelost. Diese Losung war nun in gleichen Teilen mit isotonischer
Kochsalzlosung mischbar und der Wirkstoff sollte bei Kontakt mit Korperfliissigkeiten

nicht mehr ausfallen.

Die Pumpe 2006 war vor allem wegen ihrer langen Verweildauer von 6 Wochen aus-
gewihlt worden. Da mit dieser Pumpe jedoch keine Wirkstoffspiegel in Blut und Gehirn
der Versuchstiere messbar waren, wurde neben der Verdnderung der Ldsbarkeit des
Wirkstoffes auch eine Pumpe mit hoherer Forderrate, dafiir kiirzerer Verweildauer ver-
wendet. Die Wahl fiel auf das Modell 2002, da diese Pumpe eine dreimal so hohe For-
derrate gegeniiber dem Modell 2006 aufweist und damit hohere Wirkstoffspiegel in Blut
und Gehirn zu erwarten sind. Auch hier sollte vor Start des Langzeitexperimentes unter-
sucht werden, ob messbare Wirkstoftkonzentrationen in Blut und Gehirn nachgewiesen
werden konnen. Um die Wirkstoffspiegel im steady state zu bestimmen wurden die
Spiegel 5 Tage nach Implantation der Pumpe bestimmt. Bei dieser Pumpe und der Ver-
wendung des Dihydrochlorids gea 133x2HCI war im Gegensatz zum ersten Experiment
mit dem Modell 2006 keine Verklumpung feststellbar (vgl. Abb. 38B, Seite 89). Die
Spiegel von gea 133 in Blut und Gehirn sind im folgenden Kapitel beschrieben.

3.3.4 Versuche zur Frage der Resorption

Fiir einen systemischen Effekt eines Arzneistoffes muss dieser zundchst in die Blutbahn
gelangen (7147). Die Resorption ist daher eine dullerst wichtige pharmakologische Ei-
genschaft. Die Resorption von gea 133 wurde nach einmaliger Gabe iiber verschiedene
Applikationswege untersucht. Um gleichzeitig die Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke zu bestimmen, wurde nicht nur Blut, sondern auch das Gehirn der behandelten
Tiere entnommen. Diese Proben wurden anschlieBend nach einer speziellen Festphasen-
extraktionsmethode (siehe Kapitel 2.8.2.3, Seite 56) aufbereitet und mit Hilfe eines GC-
MS-Gerites vermessen. Auf diese Weise konnte die Konzentration von gea 133 in Blut
und Gehirnproben bestimmt werden (vgl. Abb. 39, Seite 91). Aulerdem konnte gezeigt
werden, dass die Substanz gea 133 in der Lage ist die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwin-

den.
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Abb. 39: Konzentration von gea 133 in Blut und Gehirn von C57/Bl6 Miusen
Konzentration von gea 133 in weiblichen, 8 Wochen alten C57/Bl6 Miusen nach Verabreichung von
gea 133 (100 mg/kg Korpergewicht) in der angegebenen Applikationsart in Blut (A) und Gehirn (B).
Konzentration von gea 133 1 h nach intraperitonealer Injektion (C) und von gea 133x2HCI 5 Tage nach

Implantation der ALZET® Pumpe 2002 (D).

Die maximale Konzentration bei intraperitonealer Injektion betrdgt im Blut 18 umol/L
und Gehirn 49 umol/L, bei subkutaner Verabreichung im Blut 17 umol/L und Gehirn 10
umol/L und bei Applikation per Magensonde im Blut 6 umol/L und Gehirn 5 umol/L.
Die parenterale Applikation fithrt demnach zu deutlich héheren Wirkstoffspiegeln in
Blut und Gehirn als die enterale Verabreichung (vgl. Abb. 39B, Seite 91). Aulerdem
zeigt sich ein Unterschied der Wirkstoffspiegel im Gehirn zwischen subkutaner und
intraperitonealer Injektion. Die subkutane Verabreichung ist durch eine langsame Ver-
teilungsgeschwindigkeit gekennzeichnet. Die verhéltnisméBig niedrigen Wirkstoffspie-
gel bei subkutaner Injektion konnten daher eventuell auf einer Kombination von lang-
samer Verteilung und starker Metabolisierung beruhen. Eine andere Erkldrung der

niedrigen Spiegel wire, dass die Substanz nach subkutaner Injektion, analog der Ver-
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klumpung an der Pumpe, im Korper ausfdllt und die Freisetzung aus diesem "Depot"

nur sehr langsam verlauft.

Als nichstes sollte untersucht werden, in welchen Konzentrationen gea 133 in Gehirn
und Blut vorliegt, wenn die Dosis auf ein Viertel (25 mg/kg Korpergewicht) bzw. ein
Zehntel (10 mg/kg Korpergewicht) der urspriinglich verabreichten Dosis reduziert wird.
Die Wirkstoffspiegel in Blut und Gehirn wurden 1 Stunde nach intraperitonealer Verab-
reichung, sowie unter Verwendung osmotischer Pumpen (Alzet® 2002) vermessen. Bei
einer 1. p. Dosis von 25 mg/kg Korpergewicht konnte eine Wirkstoftkonzentration von
12 uM im Gehirn bestimmt werden. Bei der i. p. Verabreichung von 10 mg/kg Korper-
gewicht konnten, ebenso wie bei der subkutanen Applikation iiber osmotische Pumpen
(Alzet® 2002), nur duBerst geringe Konzentrationen von gea 133 in Blut und Gehirn
gemessen werden. Diese geringen Konzentrationen liegen bereits im unteren Bereich
der Nachweisgrenze, weshalb die subkutane Wirkstoffapplikation mit Hilfe von osmoti-

schen Pumpen nicht weiter verfolgt wurde.

3.4 Therapiestudie mit gea_133

Neben dem Wirksamkeitsnachweis in Zellkulturversuchen (siehe Kapitel 3.2, Seite 76f)
ist es notwendig, diesen Nachweis auch im Tiermodell zu erbringen. Die Ergebnisse der
Untersuchungen in Kapitel 3.3.3 und 3.3.4 ergaben, dass eine enterale Applikation oder
die subkutane Verabreichung mit Hilfe osmotischer Pumpen nicht zielfithrend sind.
Daher sollten die transgenen Mduse nun mittels intraperitonealer Injektion behandelt
werden. Das Dosierungsschema orientiert sich an einer ausreichend hiufigen Applikati-
on fiir die Aufrechterhaltung therapeutischer Wirkstoffkonzentrationen bei gleichzeitig
moglichst geringer Stressbelastung der Tiere. Daher wurden die Tiere 3x wochentlich
mit einer Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht liber 2 Monate (vgl. Abb. 40A, Seite 93)
behandelt.
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Abb. 40: Therapieplan fiir gea 133 an transgenen Méusen
A: Therapieplan mit 100 mg/kg KG, 3x wdchentlich iiber 2 Monate.
B: Therapieplan mit 25 mg/kg KG, 3x wdchentlich iiber 2 Monate.

In der dritten Woche der Behandlung mit gea 133 (100mg/kg KG) sind von 6 behandel-
ten Méusen der Linie APPPS1AE9 3 Tiere und von 5 behandelten Mausen der Linie
APPPS1 2 Tiere gestorben. Die Behandlung der restlichen Tiere wurde umgehend ge-
stoppt. Versuchstiere, die mit Losungsmittel (DMSO) behandelt wurden, wiesen keine
Zeichen toxischer Nebenwirkungen auf. Um diese plotzlich auftretende Toxizitdt ge-
nauer zu untersuchen, wurden die Organe der Tiere makroskopisch und histologisch

untersucht (siehe Kapitel 3.4.2).

Im Rahmen der Toxizitédtsstudie hatte sich gea 133 als gut vertrdglich erwiesen, eine
akute Toxizitdt konnte nicht nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.3.2). Der plotzliche
Tod einiger Versuchstiere bei ldngerer Applikation des Wirkstoffes ldsst sich am ehes-
ten mit einer Akkumulation des Wirkstoffes oder einer seiner Metabolite erkldren. In
einer zweiten Therapiestudie wurde daher die Wirkung von gea 133 mit einem Viertel
der urspriinglichen Dosis (25 mg/kg KG) untersucht. Auch hier starben nach einer The-
rapiedauer von 17 Tagen 2 von 6 behandelten Mdusen der Linie APPPS1AE9 und 2 von
4 behandelten Méusen der Linie APPPSI. Die iibrigen Versuchstiere wurden ebenfalls

getdtet und die Plaquegrdf3e und -dichte in Kortex und Hippocampus bestimmt.

3.4.1 Einfluss auf PlaquegroBe und —-dichte

Eine Standardgrof3e fiir die Bestimmung der Wirksamkeit einer Substanz im Tiermodell
fiir Morbus Alzheimer ist die Untersuchung des Effektes auf die Plaquegréfie und
Plaquedichte. Hier wurden zwei verschiedene AD-transgene Mauslinien verwendet. Bei

der Linie APPPS1AE9 treten Plaques ab einem Alter von circa 4-5 Monaten auf. Die
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andere Mauslinie, APPPS1, hingegen besitzt einen weit aggressiveren Krankheitsver-
lauf. Erste Plaques treten bei dieser transgenen Maus bereits ab einem Alter von 6-8
Wochen auf. Die GroBle und die Menge an Plaques steigen schnell an. Somit wurden
hier zwei Modelle untersucht, bei denen sowohl der Effekt zu Beginn der Pathologie als
auch zu einem spidteren Zeitpunkt untersucht werden konnte. Die Gréfe und Dichte von
Plaques in Kortex und Hippocampus wurde fiir beide Linien nach einer Behandlungs-

dauer von 17 Tagen mit gea 133 bestimmit.

APPPS1AE9

Ublicherweise werden bei Untersuchungen im Tiermodell Wurfgeschwister verglichen,
da diese das gleiche Alter haben und nur geringe genetische Unterschiede besitzen.
Wurfgeschwister standen jedoch wegen der verstorbenen Tiere nicht mehr fiir eine Un-
tersuchung zur Verfiigung. Um zu iiberpriifen, ob der gemessene Unterschied in der
Anzahl der Plaques (vgl. Abb. 41C, Seite 95) auf dem unterschiedlichen Alter der Ver-
suchstiere beruht, wurde die Plaquedichte gegen das Alter der verschiedenen Versuchs-
tiere in einem Graphen aufgetragen. Da eine exponentielle Kurve durch sdmtliche Punk-
te des Graphen gelegt werden konnte (vgl. Abb. 41D, Seite 95), ist die Anzahl der
Plaques nur durch das Alter der Tiere und somit dem Fortschreiten der Pathologie be-
stimmt. Die Behandlung mit gea 133 bewirkt, zumindest iiber diesen kurzen Zeitraum,

keine signifikante Verdnderung der Plaquedichte und -grofe (vgl. Abb. 41, Seite 95).
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Abb. 41: Einfluss von gea 133 auf die Plaquegriofle und -dichte in APPPS1AE9-
Miusen

A: Représentative Sagittalschnitte mit blau eingefarbten AB-Plaques. Insert mit vergroBerter Darstellung.
B: PlaquegroBenverteilung und absolute Grofe.

C: Plaquedichte in Kortex und Hippocampus.

D: Halblogarithmische Darstellung der Plaquedichte gegen das Alter der mit DMSO (schwarz) oder
gea_ 133 (griin) behandelten Tiere.

APPPS1

Fiir die Bestimmung der Plaquegroe und —dichte in dem Mausmodell APPPS1 ergab
sich nicht das gleiche Problem wie bei der Mauslinie APPPS1AE9. Hier konnten Wurf-
geschwister fiir die Auswertung verwendet werden. In Abb. 42B, auf Seite 96 ist die
PlaquegroBenverteilung, die absolute Grofle und die Dichte der Plaques von behandel-
ten und unbehandelten Tieren dargestellt. Beziiglich der GroBe und der Dichte der
Plaques konnte kein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und nicht behan-

delten Tieren festgestellt werden (Abb. 42C, Seite 96).
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Abb. 42: Einfluss von gea 133 auf die Plaquegroflie und -dichte in APPPS1-
Miusen

A: Représentative Sagittalschnitte mit blau eingefarbten AB-Plaques. Insert mit vergroBerter Darstellung.
B: PlaquegroBenverteilung und absolute Grofe.

C: Plaquedichte in Kortex und Hippocampus.

Eine mogliche Erklarung flir die mangelnde Wirksamkeit von gea 133 ist die kurze
Behandlungsdauer. Des Weiteren konnte die hohe Dosis des Wirkstoffes fiir die bereits
beschriebenen toxischen Effekten verantwortlich sein. Diese Effekte wiederum machten

den vorzeitigen Abbruch des Therapieversuches notwendig.



Ergebnisse 97

3.4.2 Histopathologische Untersuchung

Histologische Untersuchungen der inneren Organe der im Rahmen der Behandlung mit
gea 133 verstorbenen Tiere sollten Aufschluss tliber die Todesursache geben. Zu diesem
Zweck wurden die entsprechenden Organe pripariert, mit PFA fixiert und in Paraffin
eingebettet. Es wurden 4 pum dicke histologische Schnitte angefertigt und geméal der
Héamatoxylin-Eosin Methode geférbt.

Abb. 43: Reprisentative histologische Priparate unterschiedlicher Organe eines
Tieres der Kontrollgruppe

HE-Férbungen von Niere (A), Herz (B), Lunge (C), Hippocampus (D), Kortex (E) und Leber (F) einer
mit DMSO behandelten Kontrollmaus der Linie APPPS1. MafBstabsbalken: 100 pm

Niere, Herz, Lunge und Gehirn (Hippocampus und Kortex) zeigten bei den mit Wirk-
stoff behandelten Tieren keine pathologischen Verdnderungen (Abb. 44A-E, Seite 98).
In der Leber der behandelten Tiere konnte jedoch eine deutliche Nekrose des Gewebes

beobachtet werden (Abb. 44F, Seite 98).
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Abb. 44: Reprisentative histologische Priparate unterschiedlicher Organe eines
Tieres der Versuchsgruppe

HE-Férbungen von Niere (A), Herz (B), Lunge (C), Hippocampus (D), Kortex (E) und Leber (F) einer
mit gea 133 behandelten Maus der Linie APPPS1. In der Leber (F) ist eine deutliche Nekrose des Leber-
parenchyms zu erkennen, im rechten oberen Teil befinden sich vitale Leberzellen.

Malstabsbalken: 100 um
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4 Diskussion

4.1 Arzneimittelforschung

In der pharmazeutischen Forschung liegt der Fokus in der Entdeckung neuer Wirkstoffe
und der Entwicklung innovativer Arzneimittel, sowie der spezifischen Suche nach wirk-
sameren Wirkstoffen beziehungsweise Wirkstoffkombinationen und neuen Anwen-
dungsgebieten von bereits bestehenden Medikamenten. Die Erfolgschancen auf Heilung
sind bei gut verstandenen Erkrankungen am hdochsten (759), folglich steht am Anfang
jeder erfolgsversprechenden Therapie die umfassende Erforschung der Erkrankung,
samt der zu Grunde liegenden Mechanismen. In dieser Hinsicht stellt die pharmazeuti-
sche Grundlagenforschung mit der Charakterisierung von physiologischen und patholo-
gischen Mechanismen den ersten Schritt in dem langen Entwicklungsweg eines Wirk-
stoffes bis hin zum neuen Medikament dar. Gelingt die Identifizierung der
Mechanismen, welche als ursdchlich oder fordernd fiir den jeweiligen Krankheitsverlauf
gelten, beginnt die gezielte Forschung nach neuen Wirkstoffen die diese adressieren.
Die Modulation, Hemmung oder Aktivierung der entsprechenden Zielproteine fiihrt
idealerweise zu einer Heilung der Krankheit oder zumindest zu einer Linderung der
Symptome. Die einzelnen Entwicklungsschritte eines chemischen Stoffes bis hin zum

Medikament sollen im Folgenden beschrieben werden.

Leitstruktursuche

Die Identifizierung von Leitstrukturen ist ein zentraler Ausgangspunkt in der Arz-
neistoffentwicklung. Unter einer Leitstruktur versteht man einen chemischen Stoff, der
in vitro bereits eine gewlinschte biologische Aktivitit zeigt. Im Bezug auf Wirkstérke,
Selektivitdit und pharmakokinetischen Eigenschaften besteht jedoch noch Optimie-
rungsbedarf (159). Die aus der Erforschung neuer Wirkstoffe abgeleiteten empirischen
Regeln bilden auch heute noch die Wissensbasis fiir das rationale Design von Arznei-

mitteln.

Zu Beginn des 18. Jahrhunderts wurden Arzneimittel vor allem durch Testung unter in
vivo Bedingungen am Menschen entdeckt. Es folgten die Isolierung von pflanzlichen,
beziehungsweise tierischen Giften und Inhaltsstoffen und deren Weiterentwicklung zu

Arzneimitteln. So beruht die Entdeckung des Penicillin durch Alexander Fleming auf
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seiner Feststellung, dass einige Mikroorganismen, in diesem Fall der Schimmelpilz Pe-
nicillium chrysogenum, eine keimtdtende Wirkung besitzen (760). Der nichste Schritt
in der Geschichte der Arzneimittelforschung war die Untersuchung von Farbstoffen und
Zwischenprodukten der chemischen Synthese auf deren Effekte im menschlichen Kor-
per. Dies fiihrte zum Beispiel zu der Identifizierung von Suramin fiir die Behandlung
der Schlatkrankheit (7161). Ein wichtiger Schritt, der bis heute in der Forschung Bestand
hat, ist die Nachbildung endogen vorkommender Liganden (/igand-based drug design).
Fiir die Entwicklung von Enzyminhibitoren werden dabei zum Beispiel Ubergangszu-

stande der Reaktion imitiert, wodurch die Reaktion zum Erliegen kommt (747).

Die kombinatorische Chemie und die Kenntnis immer vielfaltigerer Naturstoffe fiihrten
zu einem extremen Anstieg der Zahl moglicher Testsubstanzen. Um aktive Molekiile
fiir bestimmte Indikationen herauszufiltern, ist ein zeitaufwandiges und kostenintensives
Durchmustern (Screening) der Substanzbibliotheken notwendig (759). Dies fiihrte zu
der Entwicklung von Methoden, bei denen eine gro3e Zahl an Molekiilen auf ihre bio-
logische Aktivitdt hin untersucht werden kann, dem sogenannten High-Throughput-
Screening (HTS). Um die strukturellen Voraussetzungen von Testsubstanzen fiir ein
solches Screening zielgerichtet auf die Wirkung an einem bestimmtem Zielprotein aus-
zuwahlen wird mittlerweile dem HTS oft ein virtual screening vorangestellt. Hiermit
werden die Testsubstanzen und das Zielprotein virtuell am Computer nachgebildet und
im Rahmen einer Simulation auf mogliche Interaktionen untersucht. Mit diesen Verfah-
ren werden aus einer groen Substanzbibliothek jene Molekiile ausgewihlt, die prinzi-
piell in die Bindungstasche des Zielproteins passen (Docking-Studie). Als grofer Vor-
teil dieser Methode ist die Zeit- und Kostenersparnis durch kleinere Substanz-
bibliotheken zu sehen. Im Gegensatz dazu stellt die Tatsache, dass die Raumstruktur des

Zielproteins bekannt sein muss, definitiv einen Nachteil dar.

Wirkstoffkandidat

Ist eine Leitstruktur erst einmal identifiziert, besteht die Herausforderung darin, diese zu
einem Wirkstoffkandidat zu modifizieren. Hierfiir ist es notwendig, basierend auf der
Leitstruktur, durch gezielte chemische Variationen wirksamere oder selektivere Ana-
loga herzustellen. Im Zuge dessen werden die fiir die Wirkung erforderlichen strukturel-
len Merkmale identifiziert und in das Molekiil integriert. Die wichtigsten Testkriterien

sind die Bindung an das Zielprotein, die Ldslichkeit, sowie die Toxizitit, Verteilung
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und der Abbau im Organismus. Nach jeder Verdnderung des Molekiils erfolgt eine er-
neute Testung, um die Zusammenhinge zwischen chemischer Struktur und biologischer

Wirkung besser zu verstehen.

Priklinische und klinische Untersuchung

Wenn eine erfolgsversprechende Substanz identifiziert werden konnte, muss deren Un-
bedenklichkeit in préklinischen Studien gezeigt werden. Hierbei werden vor allem die
akute und chronische Toxizitit, sowie eventuelle kanzerogene oder teratogene Eigen-
schaften in zwei verschiedenen Tierarten untersucht. Fallen diese Untersuchungen posi-
tiv aus, folgen klinische Untersuchungen zu Vertriglichkeit und Wirksamkeit an gesun-
den Probanden und Patienten. Die Genehmigung einer Studie wird in der Regel nur
dann erteilt, wenn die vorangegangene Studienphase erfolgreich abgeschlossen wurde.
In klinischen Studien Phase-1 erfolgt zunichst die Bestimmung der Pharmakokinetik,
Pharmakodynamik, Vertraglichkeit und Sicherheit eines Arzneimittels an gesunden,
meist ménnlichen Probanden. Die darauf folgende Phase-II dient der Uberpriifung des
Therapiekonzeptes und der Findung der geeigneten Therapiedosis an circa 50 bis 200
Patienten. Das Ziel klinischer Studien Phase-III ist der signifikante Wirkungsnachweis
an 200 bis 10000 Patienten und fiihrt im Erfolgsfall zur Marktzulassung der Therapie.
Klinische Studien der Phase-1V finden mit bereits zugelassenen Medikamenten statt und
dienen unter anderem der Findung sehr seltener Nebenwirkungen, die erst in sehr gro-

Ben Patientenkollektiven erkannt werden konnen.

4.2 Arzneimittelforschung bei Morbus Alzheimer

Die Entwicklung einer Therapie des Morbus Alzheimer ist eine der groen Herausfor-
derungen fiir die Pharmaforschung. Bis heute ist es noch nicht gelungen Therapien,
welche das Fortschreiten der Demenz dauerhaft verlangsamen, verhindern oder gar hei-
len, zu entwickeln. Die Ursache hierfiir liegt vermutlich in der Problematik, dass die
typischen klinischen Symptome des Morbus Alzheimer erst zu einem Zeitpunkt auftre-

ten, an dem der Krankheitsverlauf bereits zu weit fortgeschritten ist.
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4.2.1 Mechanismus

Fiir ein besseres Verstindnis der Krankheit wurden zunéchst deren urséchliche Mecha-
nismen und neuropathologischen Korrelate wie Alzheimer-Plaques, Neurofibrillen und
der Verlust funktionsfdhiger Neurone untersucht. Dies fiihrte zu der Identifizierung
hochorganisierter Proteinaggregate bestehend aus dem AfB-Peptid beziehungsweise dem

Protein Tau.

ApB-Peptide neigen dazu mit sich selbst zu aggregieren und anschlieend als unldsliche
Komplexe abgelagert zu werden. AB-Peptide stellen den Hauptbestandteil der Alzhei-
mer-Plaques dar (7162). Deren Bildung und Entstehung sind daher wichtige Angriffs-
punkte der pharmazeutischen Forschung. Af-Plaques sind wahrscheinlich nicht die di-
rekten Mediatoren der Toxizitdt. Mittlerweile werden 16sliche Ap-Peptidoligomere als
wichtige Vermittler der Toxizitdt angesehen (763). AB-Peptide werden mit Hilfe von
Proteasen aus dem Vorlduferprotein APP herausgeschnitten (44). Hierbei werden drei
verschiedene Proteasen unterschieden: die a-, - und y-Sekretase. Die a-Sekretase zer-
schneidet die Amyloiddoméne und verhindert damit die Entstehung von Af-Peptiden.
Die a-Sekretase agiert bei der Prozessierung von APP in Konkurrenz mit der f3-
Sekretase. Die kombinierte Aktion von (3- und y-Sekretase fiihrt zu der Bildung von Af3-
Peptiden, welche anschlieBend aus der Nervenzelle ausgeschieden werden (764). Die
primdren Zielproteine der Pharmaforschung sind daher die - und y-Sekretase. Eine
Inhibierung dieser Proteasen verhindert die Bildung toxischer AP-Peptide und sollte
daher den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen, wenn nicht gar die Entstehung ver-
hindern. Ein grundséitzliches Problem von Sekretase-Inhibtoren sind jedoch die physio-
logischen Funktionen der Sekretasen. In der Tat zeigten sich bei der klinischen Untersu-
chung von y-Sekretase-Inhibtoren massive Nebenwirkungen bei Patienten der
Verumgruppe. Diese beruhen sehr wahrscheinlich auf einer Interaktion der y-Sekretase
mit dem Notch-Signalweg (38). AnschlieBend wurden einerseits Modulatoren der
Sekretasen untersucht, die diesen Effekt nicht besitzen, andererseits wurde versucht, mit
Hilfe von Impfstoffen die Menge an entstandenen AP-Peptiden zu verringern. Die er-

hofften Effekte auf Gedéchtnisleistung und Alltagskompetenzen blieben jedoch aus
(165).

Wihrend Ap-Plaques auBlerhalb der Nervenzellen auftreten, finden sich in der Nerven-

zelle neurofibrilldre Biindel, die vornehmlich aus dem fehlgefalteten Protein Tau beste-



Diskussion 103

hen. Das Tau-Protein ist an sich sehr gut 16slich und seine hauptsédchliche physiologi-
sche Funktion besteht in der Stabilisierung von Mikrotubuli in Axonen (7166). Im ge-
sunden Gehirn besitzt Tau etwa 2-3 Phosphatgruppen. Das Phosphorylierungslevel bei
Morbus Alzheimer ist mit etwa 9 Phosphatgruppen pro Molekiil signifikant erhoht
(167). Auf Grund dieser Hyperphosphorylierung assembliert Tau bei Morbus Alzheimer
und anderen Tauopathien zu abnormen Fasern (paired helical filaments, PHF), welche
wiederum in Neuronen hoher vernetzte Aggregate (neurofibrilldre Biindel) bilden (164).
Die wichtigsten Tau-Kinasen sind GSK-3p (Glykogen Synthase Kinase 3f), CDKS5
(Cyclin-abhingige Kinase 5), PKA (Proteinkinase A), MAPK (mitogenaktivierte Pro-
teinkinase), CaMK II (Calcium/Calmodulin-abhingige Kinase Typ 2) und MARK
(MAP/Mikrotubuli-Affinitit regulierende Kinase) (168—173). Daher wird verstdrkt nach
Inhibitoren der Tau-Aggregation beziehungsweise Inhibitoren der Tau-
phosphorylierenden Kinasen als potentielle krankheitsmodifizierende Wirkstoffe bei
Morbus Alzheimer gesucht. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist allerdings noch nicht klar,
welche dieser Kinasen am wichtigsten in der Pathogenese des Morbus Alzheimer sind.
Es besteht auBerdem die Mdoglichkeit, dass mehrere Kinasen an der Hyperphosphorylie-
rung von Tau beteiligt sind. Daher kann die selektive Inhibition einer einzelnen Kinase
vermutlich nicht vor den schéddlichen Folgen der Hyperphosphorylierung von Tau
schiitzen. Die Entwicklung von unselektiven Kinaseinhibitoren trdgt jedoch ein erhohtes
Risiko von Nebenwirkungen. Selbst die selektive Inhibition von GSK-3f3 oder CDKS5
besitzt ein nicht zu unterschétzendes Risiko an Nebenwirkungen, da diese Kinasen zu-

satzliche, wichtige zellulare Funktionen regulieren (174, 175).

4.2.2 Stand der Entwicklung von neuen Therapieansatzen
Verringerung der Af-Peptid Spiegel

Semigacestat ist ein y-Sekretase-Inhibitor der im Tiermodell in der Lage ist, die AP-
Peptid-Spiegel in Plasma und CSF zu senken (776). Zwei darauthin durchgefiihrte gro-
Be klinische Studien mit mehr als 3000 Patienten mussten jedoch wegen starker Ne-
benwirkungen wie Immunsuppression und dem Auftreten von Hautkrebs gestoppt wer-
den (48, 89). Diese Probleme sind zumindest teilweise einer Interaktion mit dem
Signalweg von Notch zuzuschreiben (38, 46). Avagacestat, ein darauthin entwickelter

selektiver y-Sekretase-Inhibitor zeigte in Phase-1I der klinischen Untersuchung jedoch
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keine Wirksamkeit gegeniiber Placebo (96). Bristol Myers Squibb untersucht nach einer

vielversprechenden ersten klinischen Phase derzeit den Wirkstoff Begacestat (95).

Weggen et al. konnte zeigen, dass mehrere NSAIDs, wie Ibuprofen und Flurbiprofen
die Produktion von AB42 in Richtung AB38 verschieben und somit auf eine Art und
Weise wirken, wie es von y-Sekretase-Modulatoren zu erwarten wére (98). Wahrend
jeweils nur das (S)-Enantiomer dieser Verbindungen COX inhibiert, konnte gezeigt
werden, dass sowohl das (R)- als auch das (S)-Enantiomer gleichermallen die Produkti-
on von AB-Peptiden (777) und Defizite im rdumlichen Lernvermodgen von Tg2576-
Maiusen verringern (178). Darauthin wurde das (R)-Enantiomer von Flurbiprofen in
einer klinischen Studie mit iiber 1800 Patienten iiber einen Zeitraum von 18 Monaten

getestet. Eine eindeutige Wirksamkeit konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (179).

May et al. konnte zeigen, dass der B-Sekretase-Inhibitor LY2811376 in APP(V717F)-
Mausen die Spiegel von AB-Peptiden, APPsp und C99 verringert. Obwohl der Wirkstoff
im Menschen gut vertrdglich ist, machte das Auftreten toxischer Nebenwirkungen in
priaklinischen Langzeitstudien die Beendigung weiterer Untersuchungen notwendig
(105). Weitere Firmen, zum Beispiel Merck (MK8931), haben 2012 die Untersuchung
neuer BACE-Inhibitoren gestartet. Prinzipiell besteht die Moglichkeit, dass BACE-
Inhibitoren klinisch erfolgreich sein konnen, dafiir miissen diese jedoch hochselektiv

und potent sein (706).
Verhinderung der Af-Aggregation

Die Aggregation von AB-Peptiden zu beeinflussen hat gegeniiber einer Enzyminhibition
den Vorteil, dass die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Nebenwirkungen bedeu-
tend geringer ist, da bis heute fiir AP keine physiologischen Funktionen bekannt sind.
Gervais et al. konnten zeigen, dass Tramiprosat die Fibrillen-Bildung von AP in
Tg2576-Mausen verhindern kann (7/07). In einer klinischen Phase-III Studie konnte
jedoch keine Wirksamkeit gegeniiber Placebo gezeigt werden. ELNDO0OS, ein Ste-
reoisomer von Inositol verhindert die Akkumulation von AB-Oligomeren und ist in der
Lage die Toxizitit von AP im Hippocampus von Méusen zu vermindern. In anschlie-

Benden klinischen Studien blieben die erhofften Effekte jedoch aus (110).
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Immuntherapie

Die aktive und passive Immunisierung von transgenen Alzheimer-Méusen fiihrt zu einer
raschen Beseitigung von AB-Plaques (/73). Die Erwartungen an eine entsprechende
Behandlungsstrategie am Menschen waren folglich hoch. Die klinische Untersuchung
von AN1792 (aktive Immunisierung) musste jedoch wegen gravierenden Nebenwirkun-
gen vorzeitig gestoppt werden, da 6 Prozent der Studienteilnehmer eine vermutlich T-
Zell-vermittelte Meningoenzephalitis entwickelten. Moglicherweise besitzt das AP42-

Peptid Epitope, die humane T-Zellen aktivieren kénnen (715).

Der Vorteil der passiven Immunisierung ist, dass hierbei eine mdgliche Induktion einer
Autoimmunerkrankung umgangen wird. Hierfiir werden Antikérper gegen spezifische
Regionen des AB-Peptids entwickelt. Die beiden wichtigsten Wirkstoffe sind die huma-
nisierten, monoklonalen Anti-AB-Antikdrper Bapineuzumab und Solanezumab. Die
klinische Untersuchung von Bapineuzumab zeigte jedoch keine signifikanten Unter-
schiede gegeniiber Placebo in den primédren Endpunkten der Studie. In hoheren Dosie-
rungen traten als Nebenwirkung vasogene Hirnddeme auf, weswegen die weitere Unter-
suchung gestoppt wurde (7/7). Solanezumab ist ein Antikorper, der spezifisch gegen
APB13-28 gerichtet ist und unterscheidet sich in mehreren Punkten von Bapineuzumab:
(1) Solanezumab erkennt spezifische Epitope im zentralen Teil des Peptids, (2) wéhrend
Bapineuzumab vermehrt an AB-Plaques bindet, bindet Solanezumab selektiv an 16sliche
AB-Peptide, (3) Solanezumab zeigt wie es scheint weniger ZNS-Nebenwirkungen (115).
Die Ergebnisse zweier Phase-III Studien ergaben nun, dass, obwohl die primédren End-
punkte nicht erreicht worden sind, Patienten mit leichten Formen der Erkrankung von

der Verabreichung von Solanezumab profitieren.

4.2.3 Morbus Alzheimer ist eine chronisch progressive

Erkrankung

Morbus Alzheimer ist eine chronisch progressive Erkrankung. Ablagerungen von Af-
Peptiden und Tau treten bereits {iber 20 Jahre vor Eintritt der klinischen Symptomatik
auf (165). Ein moglicher Grund fiir das Scheitern der meisten klinischen Studien ist,
dass mit der Therapie zu einem Zeitpunkt begonnen worden ist, bei dem die Krankheit
bereits zu weit fortgeschritten war. Die Krankheit ist hier moglicherweise in einer Pha-

se, in der die Medizin nicht mehr entscheidend eingreifen kann. In zukiinftigen Studien
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soll daher der therapeutische Effekt von Wirkstoffen in fritheren, eventuell sogar pra-
dementiellen Stadien der Erkrankung untersucht werden (/79). Das aber setzt auch eine
verbesserte Diagnostik voraus, die den Ausbruch der Krankheit schon viel frither erken-

nen lésst, als das heute moglich ist (7180).

Eine andere Moglichkeit wére, alle Personen ab einem gewissen Alter vorsorglich mit
einem entsprechenden Wirkstoff zu behandeln. Selbst wenn ein geeigneter Wirkstoff fiir
diesen Ansatz gefunden werden sollte, ist das Problem von eventuell auftretenden Ne-
benwirkungen nicht zu unterschitzen. Ein dhnliches Problem ergibt sich bei der prophy-
laktischen Verabreichung von Cholesterinsenkern (,,Statine®) zur Vermeidung kardi-
ovaskuldrer Ereignisse. Die Einnahme von Statinen fiihrt nachweislich zu einer
Reduktion im Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse (/81). Dennoch sollte die Verab-
reichung von Statinen nur nach strenger Indikationsiiberpriifung erfolgen, da sdmtliche

Statine zu toxischen Myopathien (z.B.: Rhabdomyolyse) fithren kénnen (147).

Ein weiteres Problem sind die Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten des oft-

mals multimorbiden Patientenkollektivs.

4.2.4 Der Verlust von Synapsen ist nicht reversibel

Obwohl in einigen Studien eine Verminderung der Anzahl an ApB-Peptiden nachgewie-
sen werden konnte, blieb der gewiinschte Effekte auf die Kognition aus (7/9). Eine Er-
klarung hierfiir konnte sein, dass der Verlust von Synapsen und Neuronen im Gehirn
nicht reversibel ist (182). Der Verlust von Synapsen gilt bis heute als das beste neurobi-
ologische Korrelat der kognitiven Defizite bei Morbus Alzheimer. Die Zahl der Synap-
sen wird nicht nur durch absterbende Neuronen verringert, auch lebende Neuronen ver-
lieren Synapsen (183). Der exakte Mechanismus der Nervenzelldegeneration ist bisher
nur miBig verstanden. Ein grofles Problem ist, dass auf Grund von weitreichenden
Kompensationsmechanismen klinisch erkennbare Symptome meist erst auftreten, wenn
bereits mehr als zwei Drittel der vorhandenen Zellen bzw. Synapsen zerstort sind (782).
Daher erscheint es wichtig, dass bei der Suche nach neuen Wirkstoffen fiir die Therapie
des Morbus Alzheimer der Fokus auf Mechanismen gelegt wird, die dem Untergang
von Synapsen vorausgehen, wie zum Beispiel der Regulation des Kalziumhaushaltes

(184, 185).
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4.3 High-Throughput-Screening

4.3.1 Allgemein

Wie bereits im vorangegangen Kapitel beschrieben erfordert die Identifizierung einer
geeigneten Leitstruktur die Durchforstung immer groBBerer Wirkstoftbibliotheken. Hier-
fiir war die Entwicklung von automatisierten Testsystemen mit hohem Durchsatz (high-
throughput-screening) notwendig. Das allgemeine Vorgehen beschreibt zunichst ein
erstes Eingangsscreening, welches der Identifizierung sogenannter Primérhits dient. Um
falsch-positive Ergebnisse zu identifizieren werden diese Primérhits erneut und in ver-
schiedenen Konzentrationen vermessen. Als nédchstes folgt ein vertieftes Screening mit
Hilfe dessen der chemische Strukturraum untersucht werden soll. Hierbei gilt es erste
Struktur-Wirkungsbeziehungen und pharmakologische sowie physikochemische Eigen-
schaften zu bestimmen. Aus diesen Ergebnissen werden dann eine oder mehrere Leit-

strukturen identifiziert.

Es ist erwdhnenswert, dass die Qualitét eines Assays durch seine Robustheit und Repro-
duzierbarkeit definiert wird. Daher ist es wichtig, dass wiahrend der Methodenentwick-
lung die Konditionen und Abldufe des Assays so gewéhlt werden, dass das Auftreten
von ungiiltigen Ergebnissen (z.B.: falsch-positiv) moglichst gering ist. Der prinzipielle
Autbau von HTS-Testsystemen lésst sich in zwei verschiedene Vorgehensweisen unter-

teilen, die im Folgenden dargestellt werden.

Target-basierte Verfahren

Bei den sogenannten Target-basierten Screening-Verfahren muss zunichst das zu adres-
sierende Zielprotein (Target) identifiziert werden. Nachdem dieses validiert wurde, ist
es die ndchste Aufgabe Testsubstanzen zu identifizieren, die mit der Zielstruktur intera-
gieren. Bei der direkten Methode wird zum Beispiel untersucht, ob die Testsubstanz in
der Lage ist, einen markierten Liganden vom Zielprotein zu verdriangen. Bei der indi-
rekten Methode wird dagegen untersucht, in wie weit eine Testsubstanz einen spezifi-
schen Signalweg beeinflusst. Um eine solche Interaktion sichtbar zu machen, werden
meist biochemische Detektionsmethoden wie Farbintensitit, Lumineszenz und Fluores-
zenz verwendet. Auf Grund der guten Mdoglichkeiten diese Verfahren zu automatisieren

werden sie sehr hdufig in der pharmazeutischen Industrie eingesetzt.
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Phénotyp-basierte Verfahren

Das phénotypische Verfahren hingegen untersucht die Effekte von Testsubstanzen auf
das Erscheinungsbild (Phédnotyp) lebender Zellen oder Gewebe. Der Vorteil dieser Me-
thode ist die Testung von Substanzen in einem krankheitsrelevanten Umfeld (786). So
wird im Gegensatz zum Target-basierten Screening nicht die Interaktion einer Substanz
mit einem einzelnen Protein untersucht, sondern dessen Wirkung auf die gesamte Zelle.
Ein weiterer Vorteil ist, dass weder die genaue Wirkweise noch das molekulare Zielpro-
tein von vornherein bekannt sein muss. Dies eréffnet daher die Moglichkeit fiir die ge-
wihlte Indikation neue Zielproteine oder Wirkmechanismen zu entdecken. Ein Nachteil
ist die damit verbundene Notwendigkeit aufwédndiger Folgestudien, die der Entschliisse-
lung des Zielproteins und des Wirkmechanismus dienen. Werden automatisierte Mikro-

skope eingesetzt spricht man auch von High-Content-Screening (187).

4.3.2 Kalzium-Screen

Der hier verwendete Kalziumscreen zéhlt zu der Klasse der phinotypischen High-
Content-Screening-Verfahren. Er besitzt eine Reihe von Vorteilen gegeniiber bisher
verfligbaren Methoden der Kalziummessung im Hochdurchsatz. Zum einen wird ein
Fluoreszenzmessverfahren verwendet, mit dem es mdglich ist kleinste Anderungen der
Kalziumkonzentration zu verfolgen. Herkdmmlich verwendete Farbstoffe besitzen eine
gewisse Eigentoxizitidt und machen mehrere Arbeitsschritte bei Einbringen und Auswa-
schung des Farbstoffes notwendig (788). Daher sind sie fiir Hochdurchsatzmessungen
nur bedingt geeignet. Der verwendete genetische, FRET-basierte Kalziumindikator
YC3.6 dagegen besitzt diese Nachteile nicht. Unterschiedliche Expressionsspiegel von
YC3.6 der einzelnen Zellen konnen auf Grund der ratiometrischen Natur des Markers
herausgerechnet werden (121). Die High-Content-Screening Plattform Opera® besitzt
eine Klimakammer, die Temperatur, Luftfeuchtigkeit und CO,-Level iiber einen langen
Zeitraum konstant hilt. Dies und die Verwendung von YC3.6 ermdoglicht die Langzeit-

messung intrazelluldrer Kalziumstrome.

Ein weiterer Vorteil liegt in der Detektion der Kalziumstrome einzelner Zellen. So ist es
moglich, im Gegensatz zu bisherigen Methoden, wie zum Beispiel FLIPR (189), kleins-
te Anderungen der Kalziumkonzentration auf Einzelzellebene zu messen. AuBerdem

konnen einzelne Zelltypen individuell untersucht werden. So ist unter anderem eine
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getrennte Auswertung von reagierenden Zellen gegeniiber nicht reagierenden Zellen

moglich.

Die High-Content-Screening Plattform Opera® wurde zudem mit einem automatischen
Dispensiersystem ausgestattet. Dies ermoglicht die Zugabe eines Agonisten (in der vor-
liegenden Studie Carbachol) ohne Unterbrechung der Aufnahmesequenz und ist damit

fiir die Messung der Kinetik von Kalziumstrémen iiber ldngere Zeit ideal geeignet.

4.4 Target-Identifizierung

Phénotypische Screeningverfahren untersuchen den Effekt von Testsubstanzen in
krankheitsrelevanten Lebendzellmodellen. Dies macht im Anschluss Folgeuntersuchun-
gen notwendig, bei der Zielprotein und Wirkmechanismus entschliisselt werden miissen.
Oft wird angenommen, dass eine Interaktion mit einem einzigen Zielprotein zu dem
beobachteten phénotypischen Effekt fiihrt. In der Praxis zeigt sich jedoch zunehmend,
dass dieser Effekt auf einem Zusammenspiel von Interaktionen mit mehreren Proteinen
beruht (790). Die Identifizierung der jeweiligen Zielproteine unterstiitzt auch den medi-
zinisch-chemischen Optimierungsprozess der Leitstruktur beziiglich Selektivitidt und

Nebenwirkungsprofil (191).

Fiir die Target-Identifizierung stehen im Wesentlichen entweder direkte biochemische
Methoden, genetische Manipulationen oder die computergestiitzte Inferenz zur Verfii-
gung. Oftmals ist es notwendig diese Ansédtze zu kombinieren, um in Folge dessen
samtliche off- und on-Target Effekte der Testsubstanzen entschliisseln zu konnen. Bei
der direkten Methode findet tiblicherweise eine Markierung der Testsubstanz oder des
Proteins statt, welche anschlielend miteinander inkubiert und auf Interaktionen hin un-
tersucht werden (792). Bei der genetischen Manipulation wird das vermutete Zielprotein
durch molekulargenetische Verfahren modifiziert und die verdanderte Bindungscharakte-
ristik der Testsubstanz untersucht (793). Die computergestiitzte Inferenz hingegen gene-
riert Target-Hypothesen, die auf Ahnlichkeiten zwischen den Effekten der Testsubstanz
mit bekannten Referenzmolekiilen beziehungsweise genetischen Besonderheiten der
Erkrankung beruhen (7194, 195). Als Ergebnis dieser verschiedenen Untersuchungsme-
thoden erlangt man jedoch eher eine mechanistische Hypothese, als dass das Target per
se identifiziert werden kann. Das so abgeleitete Zielprotein oder der Signalweg muss

deshalb noch weitergehend verifiziert werden (796). Diese Mdglichkeit stand uns je-
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doch nicht zur Verfligung, weswegen die Target-Identifizierung in dem hier beschriebe-

nen Projekt bisher nicht durchgefiihrt worden ist.

4.5 Tetrahydrocarbazole

Die erste Beschreibung von Carbazolen und deren Isolierung aus Steinkohleteer erfolgte
bereits 1872 durch Graebe und Glazer (197). Carbazole weisen eine breite biologische
Aktivitét auf. Beschrieben worden sind zum Beispiel antimikrobielle und antiinflamma-
torische Eigenschaften (198). Carvedilol, ein Betablocker mit Carbazolgrundgeriist, ist
in Deutschland fiir die Therapie der essentiellen Hypertonie und Angina pectoris zuge-
lassen (799). Erst kiirzlich konnte fiir ein weiteres Carbazol (P7C3) eine proneurogene
Aktivitdat vermittelt durch das Verhindern der Apoptose neugeborener Neuronen nach-
gewiesen werden (200). In der Literatur sind auch vereinzelt biologische Aktivitdten
von Tetrahydrocarbazolen beschrieben, wie zum Beispiel eine mogliche Anwendung
bei Schizophrenie (201) oder gegen humane Papillomaviren (202), jedoch keine An-
wendung bei neurodegenerativen Erkrankungen. Die im Folgenden beschriebenen Tet-
rahydrocarbazolamine besitzen eine multifaktorielle Wirkweise in verschiedenen Alz-

heimer-relevanten Testsystemen.

4.5.1 Modulation der Freisetzung von Kalzium aus dem ER

Die Stérung der neuronalen Kalziumhomdoostase bei Morbus Alzheimer geht der Ent-
wicklung klinischer Symptome um Jahre voraus (52—54), und stellt eine wichtige Ursa-
che sowohl fiir die Bildung von AB- bzw. Tau Aggregaten (203), als auch fiir Schiden
an der Synapse dar (785). Altersbedingte Verdnderungen der neuronalen Kalziumho-
moostase werden, wie Storungen der mitochondrialen Funktion als mdgliche Ursache
des normalen Alterungsprozesses, dem Hauptrisikofaktor fiir Morbus Alzheimer, ange-
sehen (204). Auf Grund der vielféltigen zelluldren Funktionen von im ER gespeicherten
Kalzium auf die Pathogenese des Morbus Alzheimer erscheint es wahrscheinlich, dass
bereits eine geringe Modulation der Kalziummenge, die bei Leerung intrazelluldrer
Speicher freigesetzt wird, langfristige therapeutische Effekte haben kann (205). In der
Tat konnte in Alzheimer Mausmodellen gezeigt werden, dass eine pharmakologische
Beeinflussung der Kalziumhomoostase durch Hemmung des Ryanodin-Rezeptors mit

Dantrolen zu einer Normalisierung der synaptischen Ubertragung und Plastizitiit, einer
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Verringerung der Menge an AB-Peptiden und einer Verbesserung der kognitiven Funk-

tionen fiihrt (206, 207).

Die Entwicklung spezifischer pharmazeutischer Behandlungsstrategien, die einen lang-
fristigen Effekt auf die Speicherung und Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldren
Speichern haben, erscheint daher wichtiger denn je. Mit Hilfe des hier beschriebenen
High-Throughput-Screenings war es mdglich Substanzen zu identifizieren, die hier an-
setzten. So sind die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Tetrahydrocarbazolamine
in der Lage die nach Applikation von Carbachol pathologisch erhdhten zytosolischen

Kalziumspiegel auf ein physiologisches Mal3 abzusenken.

4.5.2 Modulation des mitochondrialen Membranpotentials

Neben der Féhigkeit erhohte Kalziumspiegel zu normalisieren sind Tetrahydrocarba-
zolamine auch in der Lage das mitochondriale Membranpotential positiv zu beeinflus-
sen. Das mitochondriale Membranpotential korreliert direkt mit der Funktion der ATP-
Synthase und damit der Energiebereitstellung der Zelle (726). Mitochondrien-
vermittelter oxidativer Stress, gestorter Kalziumhaushalt und der apoptotische Zelltod
gelten als zentrale pathophysiologische Mechanismen bei neurodegenerativen Erkran-
kungen wie dem Morbus Alzheimer, dem Morbus Parkinson und Chorea Huntington
(208). In der Tat konnte gezeigt werden, dass bei Morbus Alzheimer die mitochondriale
Funktion beeintrichtigt ist (209). Pathologische Verdnderungen der Kalziumhomdosta-
se flihren ebenfalls zu einer Storung der mitochondrialen Energieproduktion, sowie zu
einer verstarkten AB-Peptid Bildung (56). Insgesamt wird die gestorte Aktivitit von
Mitochondrien als ein frithes Ereignis in der Pathogenese des Morbus Alzheimer ange-
sehen und stellt damit einen moglichen Angriffspunkt fiir potentielle Wirkstoffe dar.
Einige Wirkstoffe, die einen direkten Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien be-
sitzen wurden demzufolge auf ihre therapeutische Wirksamkeit bei Morbus Alzheimer
hin untersucht. Hierzu zéhlen Substanzen wie Dimebon, Methylenblau, Piracetam, der
standardisierte Extrakt aus Ginkgo biloba (EGb761") und Simvastatin. Obwohl der ge-
naue Wirkmechanismus bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollends verstanden ist, konn-
ten fiir diese Substanzen durchaus positive Effekte in préklinischen Untersuchungen
gezeigt werden (210). So konnte nachgewiesen werden, dass Dimebon in der Lage ist
verschiedene Parameter der mitochondrialen Funktion, wie zum Beispiel das mito-

chondriale Membranpotential, die Produktion von ATP oder apoptotische Vorgénge in
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humanen Neuroblastomazellen (SH-SY5Y) und in kortikalen Neuronen von Ratten po-
sitiv zu beeinflussen (756). In darauthin durchgefiihrten klinischen Studien blieben die
erhofften Effekte auf die Gedichtnisleistung und die Alltagskompetenzen jedoch aus
(155). Dennoch bleibt die Verbesserung der Energiebereitstellung der Zelle weiterhin
ein wichtiger Ansatz in der Therapie des Morbus Alzheimer. Auf Grund seiner Wirkung
auf das mitochondriale Membranpotential (/56) wurde Dimebon als Referenzsubstanz
bei der Untersuchung der Effekte der Tetrahydrocarbazolamine verwendet. Die poten-
testen Vertreter der Tetrahydrocarbazolamine sind in der Lage das mitochondriale
Membranpotential bis um den Faktor 3 gegeniiber Kontrollbedingungen und den Faktor

2 gegeniiber Dimebon zu erhdhen.

4.5.3 Modulation von AB-Peptid Spiegeln

Nach heutigen Kenntnissen stellt die Akkumulation von AB-Peptiden einen der zentra-
len pathologischen Mechanismen des Morbus Alzheimer dar. Molekiile, die in der Lage
sind AB-Peptid-Konzentrationen zu reduzieren nehmen deshalb eine zentrale Stellung in
der ursachenorientierten Wirkstoffsuche ein. Die Strukturklasse der Tetrahydrocarba-
zolamine ist in der Lage mit der Normalisierung der Freisetzung von Kalzium aus dem
ER genau einen solchen friihen Vorgang zu adressieren. Gleichzeitig, oder als Folge
davon verringern Tetrahydrocarbazolamine die Konzentration von AB-Peptiden unter-
schiedlicher Linge. Da erhohte Kalziumspiegel die Aktivitit der B-Sekretase verstiarken
konnen (157), konnte der Effekt der Tetrahydrocarbazolamine auf die Konzentration
von AB-Peptiden Folge der Normalisierung des Kalziumhaushaltes der Zelle sein. In der
Tat konnten wir erniedrigte Spiegel von APPsP und somit eine verminderte Aktivitét
der B-Sekretase nach Behandlung von Zellen mit Tetrahydrocarbazolaminen messen

(120).

4.5.4 Versuche in vivo
Toxizitiat und Wirkstoffapplikation

Ein wichtiges Kapitel in der priklinischen Forschung ist die Abschédtzung der Toxizitit
eines Wirkstoffes. Ziel ist es, das Gefahrdungspotential einer Substanz vor dem Einsatz
in klinischen Studien moglichst gut zu beschreiben bzw. zu verstehen. Theoretische

Modelle zur Abschétzung der Toxizitdt mit einer ausreichenden Zuverldssigkeit gibt es
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bis heute noch nicht. Daher ist hier der Tierversuch unumgénglich. Routine ist die Be-
stimmung der akuten und chronischen Toxizitdt in mindestens zwei verschiedenen Tier-
arten. Aktuelle Richtlinien fiir die offizielle Vorgehensweise werden von der OECD
herausgegeben. Diese Anweisungen ermoglichen eine moglichst genaue Vorhersage der
Toxizitdt bei einer gleichzeitig moglichst geringen Anzahl verwendeter Versuchstiere
(133). Bei den Versuchen zur akuten Toxizitdt zeigten sich die beiden untersuchten Tet-
rahydrocarbazolamine gea 97 und gea 133 als duBlerst gut vertraglich. Die LDso-Werte
befinden sich im Bereich giangiger, freiverkduflicher Arzneimittel (/58). Die chronische
Toxizitit sollte im Rahmen des Therapieversuches untersucht werden. Die hier beo-
bachteten toxischen Effekte traten auch nach einer Reduzierung der urspriinglichen Do-
sis weiterhin auf. Da bei der Untersuchung der akuten Toxizitit keine Anzeichen toxi-
scher Effekte auftraten, wére es mdglich, dass bei wiederholter Gabe eine sehr geringe
Toxizitdt von gea 133 zu einer schleichenden Vergiftung fiihrt. Eine weitere Moglich-
keit wére, dass durch Metabolisierungsreaktionen in der Leber das Molekiil so umge-
wandelt wird, dass sich dort toxische Metabolite anreichern, die fiir die von uns beo-
bachtete Nekrose moglicherweise verantwortlich sind. Die genauen Mechanismen, auf
welche Art und Weise die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tetrahydrocarba-
zolamine metabolisiert werden, sind nicht bekannt. Die stark unterschiedlichen Wirk-
stoffspiegel im Gehirn nach enteraler bzw. parenteraler Verabreichung lassen sich mog-
licherweise mit einem ausgepragten First-Pass-Effekt erkldren. Die Untersuchung der
Metabolisierungswege, der Metabolite und ihrer Toxizitdt ist daher fiir die weitere Ent-
wicklung von Tetrahydrocarbazolaminen als Wirkstoffe in der Therapie des Morbus

Alzheimer notwendig.

Die Identifizierung der idealen Verabreichungsform eines Wirkstoffes fiir die anschlie-
Bende Therapiestudie ist von zentraler Bedeutung. Ziel ist es ein moglichst schonendes
Verfahren zu wihlen, bei dem gleichzeitig eine sichere und reproduzierbare Wirkstoft-
aufnahme gewdhrleistet ist. Gerade bei chronisch progressiv fortschreitenden Krankhei-
ten wie dem Morbus Alzheimer ist eine Untersuchung iiber einen ldngeren Zeitraum
erforderlich. Umso wichtiger ist es, die Belastung der Tiere durch die Wirkstoffapplika-
tion moglichst gering zu halten. Wird ein Arzneistoff iiber die Nahrung oder das Trink-
wasser aufgenommen stellt dies mit Sicherheit eine der schonendsten Formen der Wirk-
stoffapplikation dar (735). Dies scheiterte jedoch in der vorliegenden Studie daran, dass

die Tiere nicht bereit waren den in Erdnussbutter oder Gelatine gelosten Wirkstoff auf-
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zunehmen. Die Ursache liegt vermutlich darin begriindet, dass der Wirkstoff entweder
zu einer lokalen Reizung zum Beispiel der Schleimhéute fiihrt oder von unangenehmen
Geschmack ist. Generell stehen solche Probleme nicht zwingend einer oralen Verabrei-
chung eines Wirkstoffes entgegen. So gibt es Verfahren wie die Mikroverkapselung des
Wirkstoffes oder die Einarbeitung in Futterpellets (271, 212). Diese Verfahren sind je-
doch sehr aufwindig und kostenintensiv und nur dann sinnvoll, wenn sichergestellt ist,
dass eine enterale und parenterale Verabreichung zu entsprechenden Wirkstoffspiegeln
in Blut und Gehirn der Versuchstiere fiihrt. Auf Grund der unterschiedlichen Wirkstoff-
spiegel in Blut und Gehirn bei enteraler und parenteraler Verabreichung wurden diese
Methoden jedoch nicht weiter in Betracht gezogen, sondern stattdessen nach Applikati-
onsarten vornehmlich auf parenteralem Wege gesucht. Hier ergab nur die intraperitone-
ale Applikation ausreichende Wirkstoffspiegel in Blut und Gehirn der Versuchstiere,

weshalb diese fiir die anschlieBenden Therapieversuche ausgewiahlt wurde.

Therapiestudie

Verschiedene transgene Mausmodelle, die Mutationen in APP und/oder den Prisenili-
nen tragen, und somit vermehrt AB-Peptide produzieren, die sich zu Plaques ablagern,
stehen der Forschung zur Testung mdglicher Wirkstoffe zur Verfiigung (2/3). Nachdem
der Effekt von Tetrahydrocarbazolaminen auf die Verringerung von AB-Peptid Spiegeln
in vitro gezeigt werden konnte (vgl. Kapitel 3.2.3, Seite 80), sollte zusitzlich der Effekt
einer dieser Substanzen (gea 133) auf die PlaquegroBe und -dichte der transgenen

Mausmodelle APPPS1AE9 (140) und APPPS1 (743) untersucht werden.

Die bei chronischer Applikation auftretende Toxizitdt von gea 133 machte es unmog-
lich, den Therapieversuch iiber die urspriinglich geplante Dauer durchzufiihren. In der
daraus resultierenden kurzen Behandlungsdauer von 17 Tagen konnte kein signifikanter
Einfluss von gea 133 auf die Grofle bzw. Dichte von Plaques gemessen werden. Dieses
Ergebnis muss jedoch nicht zwangsldufig fiir die gesamte Strukturklasse der Tetrahyd-

rocarbazolamine zutreffen.
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4.5.5 Fazit

Festzuhalten bleibt, dass Tetrahydrocarbazolamine in der Lage sind drei zentrale patho-
physiologische Vorgédnge in der Pathogenese des Morbus Alzheimer zu adressieren. So

konnte in Zellkulturversuchen gezeigt werden, dass

1. die durch Expression von mutiertem PS1 gestorte Kalziumhomdoostase normalisiert

wird,
2. die Aktivitdt der Mitochondrien verbessert und
3. die Spiegel von toxischen AB-Peptiden reduziert werden.

In den daraufhin durchgefiihrten Tierversuchen blieben die zu erwartenden Effekte auf

die GréBe und Dichte von Amyloid-Plaques jedoch aus.

Dieses ist moglicherweise durch die problematischen pharmakokinetischen Eigenschaf-
ten der Substanzklasse bedingt. So wurde beobachtet, dass relativ hohe Dosen notwen-
dig waren, um therapeutische Spiegel in Blut und Gehirn zu erreichen. Diese hohen
Dosen sind vermutlich die Ursache der im Therapieversuch beobachteten hohen Letali-
tdt von gea 133, auf Grund dessen die Tiere nur iiber einen relativ kurzen Zeitraum
behandelt werden konnten. Bei der histologischen Untersuchung der inneren Organe der
unter der Therapie verstorbenen Versuchstiere wurden Lebernekrosen beobachtet. Eine
Lebertoxizitit einer neuen Wirkstoftklasse ist nicht ungewdhnlich und eine Priifung
darauf wird in der industriellen Wirkstoffforschung hdufig direkt im Anschluss an die in
vitro ldentifizierung eines Wirkstoffs durch Versuche an menschlichen Leberzellkultu-

ren (HepG2) durchgefiihrt. Diese Mdglichkeit stand uns jedoch nicht zur Verfiigung.

Eine Lebertoxizitdt muss jedoch nicht bedeuten, dass eine Stoffklasse generell ungeeig-
net ist. Durch eine Dosisreduktion mit Hilfe von neuen Strukturanaloga, die eine grof3e-
re Aktivitit besitzen, oder der Identifizierung weniger toxischer Vertreter aus der glei-
chen Stoffklasse wire es theoretisch moglich einen solchen Wirkstoff dennoch weiter

zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen neuen Wirkstoff fiir die Therapie des Morbus
Alzheimer zu entwickeln. Morbus Alzheimer ist die haufigste Demenzerkrankung in
Deutschland (7). Charakteristisch fiir diese neurodegenerative Erkrankung ist die zu-
nehmende Verschlechterung der kognitiven Leistungsfahigkeit, die mit einem Unter-
gang von Nervenzellen und Synapsen einhergeht. Fiir die neuropathologische Diagnose
des Morbus Alzheimer ist der Nachweis von extrazelluldren AB-Plaques und intrazellu-

laren versilberbaren Strukturen, den sogenannten neurofibrilliren Biindeln (tangles)

entscheidend (35).

Die Enzyme, die zu der Bildung dieser Aggregate, die im Wesentlichen aus fehlgefalte-
ten korpereigenen Proteinen, dem B-Amyloid bzw. dem Tau-Protein bestehen, beitra-
gen, sind die primdren Zielmolekiile in der Wirkstoffentwicklung auf diesem Gebiet in
den letzten 20 Jahren gewesen. So wurde eine grofle Zahl von Wirkstoffen bzw. thera-
peutischen Ansdtzen identifiziert, die effektiv in vitro und in vivo die Bildung dieser
Aggregate inhibieren (/). Die erhofften Effekte auf die alters- und amyloid-abhingigen
Defizite bei der Lern- und Gedéchtnisleistung konnten durch klinische Studien jedoch
nicht belegt werden (73). Eine mogliche Erkldrung fiir den Misserfolg dieser sehr auf-
windigen Studien ist, dass Verdnderungen durch Ablagerungen von fibrillarem A bzw.
Tau zu irreversiblen Schadigungen fiihren und somit eine ausschlieflich auf AB- bzw.
Tau fokussierte Therapie nach Ausbruch der Krankheit moglicherweise nicht ausrei-

chend ist.

Mit den in der Arbeitsgruppe etablierten zellbasierten Assays ist es moglich, Wirkstoffe
zu identifizieren, die die Storung der Speicherung von Kalzium im endoplasmatischen
Retikulum (ER), einen pathophysiologisch relevanten Mechanismus der Pathogenese
des Morbus Alzheimer, modulieren (720). Dieser Ansatz verfolgt somit nicht die seit
Jahren praktizierte Strategie, die AB- bzw. Tau-Aggregation direkt zu hemmen, sondern
der fiir die Akkumulation dieser Proteine ursdchlichen Schadigung von Nervenzellen
und deren synaptischen Kontakten entgegenzuwirken. Ziel war es, innovative Wirkstof-
fe zu entwickeln, die Storungen der zytosolischen Kalziumkonzentration bzw. der Kal-
ziumfreisetzung aus dem ER in einer frithen Phase der neuronalen Schidigung normali-
sieren.  Optimierte  Vertreter der neu  entdeckten  Strukturklasse  der

Tetrahydrocarbazolamine stabilisieren in der Tat die Kalziumfreisetzung aus dem ER,
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verbessern den Energiehaushalt der Zelle und verringern die Bildung toxischer Ap-
Peptide. Der genaue Wirkmechanismus der Tetrahydrocarbazolamine konnte in dieser
Arbeit jedoch nicht entschliisselt werden und wird Gegenstand zukiinftiger Forschungs-
projekte sein miissen. Als mogliches Target bieten sich zum Beispiel IP3-Rezeptoren an.
Eine mogliche Interaktion mit diesen konnte dazu fiihren, dass weniger Kalzium aus
dem endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol austritt. Die identifizierten Verbin-
dungen haben zusitzlich einen positiven Effekt auf die Aktivitit der Mitochondrien,
was wiederum zu einer Steigerung der Energiebereitstellung der Zelle fiihrt und einen
Effekt auf die Produktion von AB-Peptiden hat (56). Auch Kalzium beeinflusst liber
eine indirekte Hemmung der B-Sekretase die Menge an gebildetem AP (757). In Folge
dessen wirken Tetrahydrocarbazolamine sehr wahrscheinlich liber verschiedene Mecha-
nismen auf die Bildung der toxischen AB-Peptide. Eine synergistische Verstiarkung ist
daher durchaus denkbar. Tetrahydrocarbazolamine besitzen somit eine Wirkung auf drei
verschiedene Mechanismen, die bereits zu Beginn der Pathogenese von Morbus Alz-
heimer eine wichtige Rolle spielen. Zurzeit befinden sich nach den uns zugéinglichen
Informationen keine anderen Substanzen in der préklinischen oder klinischen Entwick-

lung, die ein dhnlich breites Wirkprofil aufweisen.

In den anschlieend durchgefiihrten Therapieversuchen in transgenen Mausmodellen
des Morbus Alzheimer konnte allerdings kein Effekt auf die Anzahl und Gréfle von
Plaques festgestellt werden. Dies ist vermutlich vor allem der kurzen Behandlungsdauer
zuzuschreiben. Eine ldngere Behandlung mit gea 133 war auf Grund einer Lebertoxizi-
tat, die wahrscheinlich ursédchlich fiir das Sterben der Tiere in der 3. Behandlungswoche
war, nicht moglich. Ein zentraler Punkt der zukiinftigen Erforschung dieser Substanz-
klasse wird die Entwicklung und Testung von Derivaten sein, die keine Lebertoxizitit

aufweisen.
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8 Anhang

8.1 Kommerziell verfiigbare Carbazole

Compound Structure D Molecular i ClogP Caldum  TMRM AB 42 AB 40 AP 38 MTT
and name formula
Br,
E H 5258947 C H BiNO 30920 291 1.047 1514 0.335 0.355 0317 14.15
A
2-({6-bromo-2,3,4,9-tetrahydro
1H-carbazol-1-yl)Jamino)ethanol
B,
\ Hel
N HN— 5265927 C,H,BrCIN, 40576 5.60 0.791 1922 0.292 0.278 0.176 >50
6-bromo-N-phenethyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-amine hydrochloride
o
|
N
o
5302860 C,,H,N,O, 23125 216 1.038 0.622 0473 0.494 0.421 >50
N
H
&-nitro-2,3,4,9-tetrahydro- H,
1H-carbazol-1-amine
Br.
ﬁ 5303801 C _H BrN, 26515 3.09 0.989 1116 0.269 0.271 0.309 2940
NH,
&-bromo-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-amine
B,
N
H \/@5307331 CH BN, 35527 4.66 0.703 1.508 0.683 0.503 0.357 >50
H
N-benzyl-6-bromo-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
Br.
N
K/ 5358447 (,H,BrN, 38131 6.11 0.953 1.008 0332 0.397 0421 >50
3-benzyl-8-bromo-2,3,3a 4,5,6-hexahydro-
1H-pyrazino(3,2,1-jk]carbazole
o
l.
oF
N 5373790 CH,N,O, 25926 1.86 0.944 0.656 0.988 0.875 0.981 >30
N 7
Hi \v//o
N-(6-nitro-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-yl)formamide
Q X E'/O/\
C)'A H 5781439 C,H,N.O, 34145 565 0.981 1.384 1.058 0.733 0.584 14.58

N-{4-ethylcyclohexyl)-6-nitro-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
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Anhang
Calcium  TMRM AR 42 AB 40 AP 38 MTT

Compound Structure D Malecular MW clogP
and name formula

N el i
& H/O 5781441 C,H N0, 41853 456 0914 2357 0566 0531 0523 = 50
J H

6-nitro-N-(1-phenethylpiperidin-4-yl)
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

J\/@,

o
d,}“‘ 5781442 C,H_NO,

N-(1-(3,4-dimethoxyphenyl)propan-2-yl)-6-
nitro-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

Q = N j
\r‘@?\“ s781444 C,H,NO, 34741 456 0917 1046 0785 0769 0857 >50

N-(2,3-dihydro-1H-inden-2-yl}-6-nitro
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

‘&\ 5781446 C H_NO, 31339 457 0933 1259 1.038 0593 0594 >50

T-methyl-N-({6-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol- l -ylimethyl)piperidin-4-amine

32742 5.3 0.942 0.491 0.983 0.827 0.735 >50

0
O)r 5781447 C H.NO,

N-(4-methylcyclohexyl)-6-nitro-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

32742 513 0.966

0
d}«' 5781448 C H,N,0,

N-(3-methylcyclohexyl)-6-nitro-2,3,4,9-

tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
] N/O/@
A\ i o C,H,)N.O, 389.49 6.01 0.967 1.180 1.093 0.777 0.648 16.58

40948 4.64 0.961 1329 1.053 0692 0.772 >50

1.545 0.593 0726 0.593 29.98

5781451 C,H, |

6-nitro-N-(4-phenylcyclohexyl)-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

H,.N.O

o
(}«' 5781452 C,H,N,O,

N-(1-(4-methoxyphenyl)propan-2-yl)-6-nitro-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

0.961 0.564 0.609 19.74

37945 4.90 0.952 2118




143

Anhang
Molecular vy Gogp  Calcium  TmRM AP 42 AB40  AB38 MTT

Compound Structure D
and name formula

&\ 5781453 C,H,N,0, 37945 490 0917 0554 0.896

-(1-(2-methoxyphenyl}propan-2-yl)-6-nitro-
2 3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

0.779 0.850 >50

\&j\ l 5781454 C,H_FN.O, 36742 5.12 0925 0433 0,846 0.706 0692 > 50
N-(1-(2-fluorophenylipropan-2-yl)-6-nitro
2,34 9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
JQ/\
0
P, ¢ 5781457 C H,NO, 34244 3.6 0.789 1.926 0.702 0.503 0.623 >50
N-(1-ethylpiperidin-4-yl)-6-nitro-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
0.503 0.618 =50

‘C&/O 5781458 C,H,NO, 35646 369 0.962 1756 0,683

6-nitro-N-{1-propylpiperidin-4-yl)-
2,34 9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

36144 512 0.979 1.551 0.980 0.652 0812 20.16

.O\‘
5781459 C,H, NO,

4

6-nitro-N-(1,2,3 4-tetrahydronaphthalen-2-yl)-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

OH
I
1.030 1.499 0.875 0.718 0.794 >50

N i
\e i |
=4 5781461 C,H_NO, 39545 416

2-methoxy-4-(2-((6-nitro-2,3,4,9-tetrahydro
1H-carbazol-1-yllamina)propyl)phenal

&j\ 5781463 C H,NO, 36345 536 0.982 1128 1126 0.853 0.807 20.53

6-nitro-N-(4-phenylbutan-2-yl}-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
e

0.539 0486 >50

O\/ U 0.895 3.256 0.575

N-(1-benzylpiperidin-4-yl)}-6-nitro-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

5781464 C,H,N,0, 40450 442
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Compound Structure Molecular ;
D Mw logP Calcium
and name formula e ALY

Ap 42

A 40

Ap 38

MTT

(8] /OX

it H 5781465 C,H,N0, 36950 645 0959 1157
H

J

N-{4-(tert-butyljcyclohexyl}-6-nitro-2,3,4,9-
etrahydro-1H-carbazol-1-amine

I=

= A
o 5781467 C,H,N,O, 32742 517 0.923 0.959

N-cycloheptyl-6-nitro-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

{;&k{r@:?s 1468 C,H,NO, 39348 528 0936 1476

N-(4-(4-methoxyphenyl)butan-2-yl)-6-nitro-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

o
B N 5781469 C H N0, 32540 489 0.942 0.892

\~ H 1901233
J. H

N-(bicycla[2.2.1]heptan-2-yl)-6-nitro-
2,34,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

-
I
o
N 5781470 C H N0, 27333 341 0942 0.850
N N/—<
H

N-isopropyl-6-nitro-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

&\/ 5781474 C,H.N, 32450 621 0.437 0.641

4-ethyl-N-((6-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-yl)methylicyclohexanamine

J\/ \OS?SM}'S CHN, 31146 3.9 0.499 1.259

1-methyl-N-((6-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-yllmethyl)piperidin-4-amine

\

N
H

Br.

5920301 C H.BrN, 31521 4.98 0.869 0.831

18 s

6-bromo-1-(1H-pyrrol-1-yl)-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazole

0.891

1.007

1.000

1.068

0.760

1471

1.068

0.492

0.747

0.785

0.868

0.596

0.545

0.769

0.753

0.481

0.585

0.609

0.668

0.628

0.582

0815

0.916

0.449

15.18

37.46

23.36

>50

> 50

> 50

24.84
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Compound Structure D Molecular MW

clogP Calcium
and name formula 9

TMRM

AP 42

AP 40

AR 38

MTT

137 3

Br. ;‘ E
N H 5922537 C,H,BN,O 29316 2.79 1.002

N-(6-bromo-2,3,4,9-tetrahydro
1H-carbazal-1-yliformamide

FiC.
iH 5922756 C

N-(6-(trifluoromethyl)-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-yformamide

Br,
\ el
NL/ 6044730 C H,BrCIN, 35570 472 0.968

8-bromo-3-ethyl-2,3,33,4,5,6-hexahydro-1H-
pyrazinoe(3,2,1-jk]carbazole hydrochloride

JHFNO 28226 293 1.001

Br,

\
Nkk--/1

8-bromo-3-propyl-2,3,3a,4.5,6-hexahydro-
1H-pyrazino(3,2,1-jklcarbazole

.
: :N: ;
H
WL 7129409 C H

6049723 CH,BrN, 33327 525 0.961

FN.O 23225 2.07 0.958

1313

N-(6-fluoro-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-yliformamide
O\/O
M
H i 7173317 CH,N,O, 32038 3.55 0.998

N-(6-(benzyloxy)-2,3,4,9-tetrahydro-
TH-carbazol-1-yliformamide

1.207

1.236

0.745

0.663

0.860

0.606

1.056

0.999

1.180

0.840

0.592

0712

1.033

0.745

0.642

0470

0.997

0.874

1.057

1.003

0.817

0.589

1.104

=50

>50

=50

Abb. 45: Vertreter der kommerziell erworbenen Carbazole

Zu sehen sind die Strukturformel, der [UPAC Name, ID, die Summenformel, das Molekulargewicht

[g/mol], der kalkulierte logP (clogP), die gemessenen normalisierten Ergebnisse der zelluldren Assays bei

10 uM (Kalzium, Mitochondrien (TMRM), Abeta) und der ICsp-Wert [uM] des MTT Tests.
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8.2 Synthetisierte Carbazole

Compound Structure D
and name

Calcium

TMRM

Ap 42

AR 40

AP 38

MTT

9,

N

i / } gea 82 C

1-{pyrimidin-4-yl)-SH-carbazole

I
v

3

gea_83

I=
=

N-benzyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-aminium chloride

c cr

(=]
{; ? I=
=

gea_84

N-benzyl-7,8-dichloro-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-aminium chloride

Br,

cr

gea_85

o

N-benzyl-6-bromo-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-aminium chloride

cl

o

N-benzyl-6-iodo-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-aminium chloride
B,

gea_87

Iz
=
I

6-bromo-N-cyclohexyl-2,3,4,9-tetrahydro-
TH-carbazol-1-amine

gea 87_HCl C H,BrCIN, 38375 6.01

6-bromo-N-cyclohexyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-aminium chloride

gea_88

:

2,2,9-trimethyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-one

gea_ 86 C

0.974

0.991

1.011

0.879

0.913

0.946

0.914

0.977

0.926

1.219

1.049

1.444

1.444

0.998

0.926

0.814

1.080

1.050

1.100

0910

0.901

0.779

0.848

1.218

1.086

0.835

1.050

0.765

0.767

0.564

0.608

0.850

1.164

0635

0913

0.651

0.629

0479

0.610

1013

> 50

3821

47.82

135

13.42

943

N/A

62.46
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Compound Structure D Molecular MW clogP Calcium TMRM AB42 AP 40 AB38 MTT
and name formula
Br,
T é gea_89 C,H.BrNO 27814 365 0.947 0.858 0.956 0.772 0.948 >50
6-bromo-9-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-
1H-carbazol-1-one
B,
N
! EH gea 90 C,H, BrN, 369.30 5.00 0.972 1.024 0.891 0.806 0.892 39.05
N-benzyl-6-bromo-9-methyl-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
Br, :
i == gea 92 C H BrN, 369.30 574 1.000 0.724 0815 0.754 0.745 3163
N-benzyl-6-bromo-N-methyl-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
O 0 gea_94 C,HNO 219.24 1.96 0.860 0.716 1.075 1110 1.019 50.77
4H-pyrido[3,2,1-jklcarbazol-4-cne
O N 0
i gea_95 C, HINO 34513 3.09 0.974 0.926 1.031 0.993 0.991 =50
|
5-iodo-4H-pyrido[3,2,1-klcarbazol-4-one
1
H iH
Q/Q gea 96 C H,IN, 48540 561 0.840 2.100 0.542 0.520 0.461 1332
N-(1-benzylpiperidin-4-yl)-6-iodo-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
Br,
N NH
gea 97 C,H,BrN, 43840 535 0.894 2335 0.530 0.552 0.487 12,69
N-(1-benzylpiperidin-4-yl}-6-bramo-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
Br.
\ gea 99 C H BrCIN, 30161 3.4 0.997 1.563 0.506 0.489 0.586 27.45
NH,*
H

6-bromo-2,3,49-tetrahydro-
1H-carbazol-1-aminium
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Compound Structure D Molecular
and name formula

MW clogP

Calcium

TMRM

Ap 42

AR 40

AP 38

MTT

Br,

)

)
H H

6-bromo-N-(1-phenethylpiparidin-4-yl)-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine
1

3

N
H H
Q/ g gea_102  C,H,IN,

G-iodo-N-(1-phenethylpiperidin-4-yl)-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

3\

HO |
N-(1-benzylpiperidin-4-yl)-6-chloro-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

F4C,
\

o

N-(1-benzylpiperidin-4-yl)-6-(trifluoromethyl)-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazal-1-amine

\

O\/O gea_132 C H, FN,

N-(1-benzylpiperidin-4-yl}-6-flucro
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine

\

1-{{1-benzylpiperidin-4-yl}amino)-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazole-6-carbonitrile

Br,

gea_129 C,H CIN,

gea_130 C,H,F.N

25 18! 3

H

\
N
H
: O gea_139 C,H, BN,

N-(1-benzylpiperidin-4-yl)-2-brome-5,6,7,8,9,10-
hexahydrocycloheptalblindol-6-amine

45243 549

49943 574

39395 5.2

42751 550

37750 4.63

38452 414

45243 591

0.856

0.871

0.832

0.763

0.834

0.899

0.963

1.929

1.726

1.862

2.214

2.004

2,636

0.449

0.523

0.327

0426

0.295

0.273

0.504

0.513

0.480

0.383

0478

0.361

0.308

0.576

0.441

0.479

0311

0514

0.342

0.296

0.514

18.07

18.05

1541

155

30.96

51.79

22.75

Abb. 46: Vertreter der von André Gehring synthetisierten Carbazole

Zu sehen sind die Strukturformel, der [UPAC Name, ID, die Summenformel, das Molekulargewicht

[g/mol], der kalkulierte logP (clogP), die gemessenen normalisierten Ergebnisse der zelluldren Assays bei

10 uM (Kalzium, Mitochondrien (TMRM), Abeta) und der ICsp-Wert [uM] des MTT Tests.
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