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VII. Kurzfassung 
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Die Alzheimer’sche Demenz ist eine bislang unheilbare, progrediente neurodegenerative 

Erkrankung, die innerhalb weniger Jahre nach Ausbruch der ersten Symptome zum Tod 

führt. Sie ist die häufigste Form der Demenz und bis 2050 wird mit weltweit über 100 

Millionen Patienten gerechnet. Die beiden pathologischen Hauptmerkmale der Erkrankung 

sind neurotoxische Proteinablagerungen im Gehirn: extrazelluläre Amyloid β (Aβ) Protein-

Ablagerungen und intrazelluläre hyperphosphorylierte Tau Protein-Aggregate. 

Ein aktueller therapeutischer Ansatz ist die Entwicklung D-enantiomerer Peptide, die die als 

besonders toxisch geltenden Aβ-Oligomere spezifisch und direkt eliminieren, um so deren 

Neurotoxizität zu verringern. Die Leitstruktur dieser Substanzklasse ist das aus 12 

D-enantiomeren Aminosäure-Resten bestehende Peptid D3, dessen therapeutische Aktivität 

bereits in zahlreichen Studien in transgenen Mausmodellen der Alzheimer’schen Demenz 

bestätigt wurde. Zur D3-Optimierung wurden zahlreiche Derivate entwickelt. Die Tandem-

Peptide RD2D3 und D3D3 bestehen beispielsweise aus 24 Aminosäure-Resten und zeigen 

in vitro hervorragendes Aβ-Oligomer-Eliminierungs-Potenzial, weisen jedoch unvorteilhafte 

pharmakokinetische Eigenschaften auf. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die pharmakokinetischen Eigenschaften der Tandem-

Peptide, v.a. im Hinblick auf deren Blut-Hirn-Schranken (BHS)-Gängigkeit, durch N- zu C-

terminale Zyklisierung effizienter gestaltet werden. Die Untersuchung verschiedener linearer 

D3-Derivate (D3, RD2D3, D3D3) und ihrer zyklischen Äquivalente (cD3r, cRD2D3, cD3D3) in 

Wildtyp-Mäusen zeigte, dass die Zyklischen, bei gleicher Plasma-Konzentration, deutlich 

höhere Gehirn-Konzentrationen aufwiesen als die Linearen. cRD2D3 wurde als D3-Derivat 

mit der effizientesten BHS-Gängigkeit selektiert und wies eine hohe proteolytische Stabilität 

sowie vorteilhafte pharmakokinetische Eigenschaften auf. Seine BHS-Durchlässigkeits-

Parameter lagen in derselben Größenordnung wie die eines Heptapeptids, das als 

Positivkontrolle für BHS-Permeabilitäts-Studien in der Literatur beschrieben wird. 

Exemplarisch wurde für vier D3-Derivate gezeigt, dass die D-Peptid-Konzentrations-Zeit-

Verläufe in Gehirn und CSF direkt korrelieren, während die Konzentrationen in Plasma und 

Gehirn bzw. CSF erst nach ca. 24 h ähnliche Werte annehmen. 

Bei der Untersuchung von ANK6, eines in vitro optimierten D3-Derivats, das aus anderen 

Aminosäure-Resten als D3 besteht, und zwei seiner Derivate wurde erneut gezeigt, dass das 

in vitro Aβ-Oligomer-Eliminierungs-Potenzial für Tandem-Peptide (tANK6) größer ist als für 

die Einzel-Peptide, wobei das zyklische Derivat (cANK6r) ebenfalls hervorragende in vitro 

Eigenschaften aufwies. Auch die pharmakokinetischen Eigenschaften waren für die ANK6-

Derivate effizienter als für das ANK6, wobei diese, v.a. in den nach oraler Gabe erreichten 

Plasma- und Gehirn-Konzentrationen, nicht mit denen der direkten D3-Derivate, RD2, 

cRD2D3 etc. mithalten konnten. 



VIII. Abstract 
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Alzheimer’s disease is a still incurable, progressive neurodegenerative disease causing 

death within a few years after symptom onset. It is the most common form of dementia and in 

2050 more than 100 million Alzheimer’s disease patients are expected. The two hallmarks of 

the disease are neurotoxic protein deposits in the brain: extracellular plaques consisting of 

amyloid β proteins, and intracellular tangles consisting of hyperphosphorylated Tau proteins. 

One current therapeutic approach is the development of D-enantiomeric peptides that 

specifically and directly eliminate the, considered to be most neurotoxic, amyloid β oligomers 

to reduce their toxicity. The lead compound is named D3 and consists of 12 D-enantiomeric 

amino acid residues. Its therapeutic activity has already been confirmed in numerous studies 

in transgenic Alzheimer’s disease mouse models. To optimize D3, several derivatives have 

been developed. The tandem D-peptides RD2D3 and D3D3 e.g. consist of 24 amino acid 

residues and show excellent amyloid β oligomer eliminating potential but only have 

disadvantageous pharmacokinetic characteristics. 

In this work it could be shown that the tandem D-peptides’ pharmacokinetic characteristics, 

especially with regard to their ability to permeate the blood-brain barrier (BBB), were 

enhanced by N- to C-terminal cyclization. Investigation of several linear D3-derivatives (D3, 

RD2D3, D3D3) and their cyclic equivalents (cD3r, cRD2D3, cD3D3) in wildtype mice showed 

that the cyclic D-peptides reached remarkably higher brain levels as compared to their linear 

equivalents, although their plasma levels were similar. cRD2D3 was selected to be the D3-

derivative with the most efficient BBB permeability. It revealed high proteolytic stability, and 

advantageous pharmacokinetic characteristics. Its BBB permeability parameters were in the 

same order of magnitude as those of a heptapeptide that is described as positive control in 

literature. It could be shown exemplarily for four D3-derivatives that the D-peptide 

concentration-time curves in brain and CSF directly correlate while levels in plasma and 

brain respectively plasma and CSF only have similar values 24 h after administration. 

Investigation of ANK6, an in vitro optimized D3-derivative consisting of different amino acid 

residues as compared to D3, and of two of its derivatives once again revealed that the 

tandem D-peptides’ (tANK6) amyloid β oligomer elimination potential is more efficient than 

that of the single peptides, whereby the cyclic derivative (cANK6r) also shows excellent in 

vitro characteristics. The pharmacokinetic characteristics of the ANK6-derivatives were more 

favorable than those of ANK6. Still, plasma and brain levels, especially after oral 

administration, were remarkably lower than those of the direct D3-derivatives, e.g. RD2, 

cRD2D3. 
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1 Einleitung 

1.1 Alzheimer’sche Demenz (AD) 

Vor 110 Jahren stellte Alois Alzheimer bei seiner inzwischen weltberühmten, damals 

51-jährigen Patientin Auguste Deter eine Persönlichkeitsveränderung fest, die mit 

zunehmendem Alter weiter fortschritt. Von anfänglichen „Eifersuchtsideen gegen den Mann“, 

„Gedächtnisschwäche“, absonderlichen Verhaltensweisen sowie von „zeitlich(er) und 

örtlich(er Desorientierung)“ war in Alzheimers Krankheitsbeschreibung die Rede [1]. Vier 

Jahre nach Ausbruch der Erkrankung verstarb Auguste Deter in einer Frankfurter 

Psychiatrie, nachdem sie dort bettlägerig, inkontinent und wund gelegen war. Da ihm die 

Ursache ihres außergewöhnlichen Verhaltens unerklärlich war, untersuchte Alzheimer nach 

dem Tod der Patientin ihr Gehirn und diagnostizierte schon damals eben jene 

morphologischen Veränderungen, die noch heute als typisch für Patienten mit 

Alzheimer’scher Demenz (AD) gelten: Atrophie des Gehirngewebes, Anreicherungen 

intrazellulärer neurofibrillärer Bündel sowie extrazellulärer Plaques und eine Zunahme von 

Entzündungszellen [1, 2]. 

Die AD ist eine neurodegenerative Erkrankung, die durch Veränderungen im Gehirn mit einer 

allmählich fortschreitenden kognitiven Beeinträchtigung der Patienten einhergeht und die das 

alltägliche Leben nachhaltig negativ beeinflusst [3]. Sie ist mit ca. 60 % die häufigste Form 

aller Demenz-Erkrankungen [4]. Derzeit sind weltweit 47 Millionen Menschen erkrankt [5]. 

Prognosen der Vereinten Nationen zufolge steigt diese Zahl bis 2050 auf 106,8 Millionen an 

[6]. Hochrechnungen der „Alzheimer’s Association“ zufolge werden 2050 in den USA Kosten 

in Höhe von 1 Billion US$ für die Therapie und Versorgung aller über 65-jährigen AD-

Patienten anfallen [7]. 

Während die Erkrankung einige Jahre bis Jahrzehnte symptomfrei und dadurch in der Regel 

unerkannt verläuft („Präklinischer Verlauf“), leiden die Patienten nach Ausbruch der 

Symptomatik zunächst an leichteren kognitiven und olfaktorischen Beeinträchtigungen, die 

im Laufe der Zeit zunehmen („moderate Demenz“) und schließlich so weit führen, dass der 

Patient nicht mehr ohne Betreuung leben kann („schwere Demenz“) [8-10]. Oftmals leiden 

die Patienten vor allem im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung zusätzlich an 

psychischen (Depression, Aggressivität etc.) und neurologischen (Sprachprobleme, 

Inkontinenz) Störungen. Die gesamte Symptomatik führt oft zur Bettlägerigkeit der Patienten 

und schreitet bis zum Tode der Patienten voran. Durch den stark geschwächten 

Allgemeinzustand wird dieser häufig durch Lungenentzündungen, kardiovaskuläre 

Ereignisse o.ä. ausgelöst [11]. 
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Betrachtet man die 110 Jahre alten Beschreibungen Alois Alzheimers, wird deutlich, dass 

der AD-Krankheitsverlauf genauso noch heute in Erscheinung tritt, ohne dass es eine 

kurative Therapiemöglichkeit gibt. Dieser Umstand unterstreicht die Dringlichkeit der 

Entwicklung einer kausalen Therapie gegen die AD. 

1.2 Formen der AD: sporadische und familiäre AD 

1.2.1 Sporadische AD 

Da die AD einen äußerst hohen Leidensdruck für die Patienten und deren Umfeld sowie 

enorm hohe Kosten für die Gesundheitssysteme erzeugt, forschen Wissenschaftler weltweit 

seit Jahrzehnten an Therapie-Optionen gegen das Fortschreiten bzw. den Ausbruch der 

Erkrankung. Ein großes Problem ist in diesem Zusammenhang, dass die Ursache der sog. 

sporadischen AD (sAD, ˃ 95 % aller AD-Patienten), die in der Regel erst in einem Alter von 

über 65 Jahren auftritt (late-onset AD), bislang ungeklärt ist. Folglich ist es schwierig, 

geeignete Therapie-Ansätze zu entwickeln, die die Erkrankung kausal bekämpfen. Es ist 

jedoch bekannt, dass es Faktoren gibt, die das Risiko, an sAD zu erkranken, deutlich 

erhöhen. Hierzu gehören beispielsweise ein hohes Lebensalter, weibliches Geschlecht, 

Apolipoprotein E4 (Apoε4)-Polymorphismus, Hyperhomocysteinämie, niedriger 

Bildungsstand, geringe geistige und körperliche Aktivität im fortgeschrittenen Alter, 

Hypercholesterinämie, Bluthochdruck, Arteriosklerose, Metabolisches Syndrom, Adipositas 

und Kopfverletzungen [4, 12-18]. 

Der genaue Zusammenhang einiger der erwähnten Risikofaktoren und der tatsächlichen AD-

Erkrankung ist noch nicht final geklärt. Es kann einerseits einen direkten Zusammenhang 

geben, bei dem die Bildung der im Folgenden noch genauer beschriebenen neurotoxischen 

Amyloid β (Aβ)-Proteinablagerungen (Plaques) und die Hyperphosphorylierung des Tau-

Proteins, beides Hauptmerkmale der AD, beeinflusst werden [2]. Andererseits kann das 

erhöhte Risiko auch in einem indirekten Zusammenhang mit der Erkrankung stehen, wenn 

beispielsweise die Durchblutung des Gehirns negativ beeinflusst wird und es infolgedessen 

zu kognitiven Beeinträchtigungen kommt [4]. 

1.2.2 Familiäre AD 

Im Gegensatz zur sAD tritt die auf vererbten Gendefekten beruhende familiäre AD (fAD) 
(weniger als 1 bis 5 % aller AD-Fälle) häufig schon ab einem Alter von etwa 50 Jahren oder 

früher auf (early-onset) [12]. Der fAD liegen hauptsächlich Mutationen in drei Genen (dem 

Amyloid Precursor Protein (APP)-Gen, dem Presenilin 1 (PSEN1)-Gen und dem Presenilin 2 

(PSEN2)-Gen) zu Grunde, sodass die fAD an weiter vererbt werden kann. Als Folge dieser 

Mutationen kommt es zu einer vermehrten Bildung neurotoxischer Aβ-Proteinspezies im 
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Gehirn, die wiederum in direkten Zusammenhang mit dem Ausbruch der AD gebracht 

werden können (s. 1.4) [19-21]. 

1.3 Zugelassene Wirkstoffe zur symptomatischen AD-Therapie 

Momentan gibt es nur zwei Wirkstoffklassen, die für die Behandlung der AD zugelassen sind. 

Mit ihrer Hilfe kann der progrediente neurodegenerative Verlauf der Erkrankung bestenfalls 

kurze Zeit herausgezögert werden, die Behandlung ist jedoch nicht ursächlich, sodass die 

Patienten nicht geheilt oder der Krankheitsfortschritt gebremst werden kann. 

Patienten mit milder bis moderater AD werden mit Wirkstoffen aus der Klasse der 

Acetylcholinesterase-Inhibitoren (Donezepil, Galantamin und Rivastigmin) behandelt [22]. 

Normalerweise ist die Konzentration des Neurotransmitters Acetylcholin bei AD-Patienten 

durch die geringere Anzahl funktionstüchtiger Nervenzellen herabgesetzt, weshalb die 

Signalweiterleitung innerhalb des Gehirns vermindert wird. Durch Behandlung mit 

Acetylcholinesterase-Inhibitoren wird weniger Acetylcholin abgebaut, sodass mehr zur 

Signalweiterleitung im Gehirn der Patienten bleibt. Dieser Umstand sorgt kurzfristig zu einer 

geringen Steigerung der geistigen Leistungsfähigkeit [23]. 

Patienten mit moderater bis schwerer AD bekommen einen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptor-Antagonisten (Memantin). Eine Behandlung mit Memantin sorgt für einen 

verminderten Einstrom des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat in die Neuronen. Da 

auch dieser Glutamat-Einstrom neurotoxisch sein kann, führt eine Memantin-Behandlung zu 

einer kurzzeitigen Verzögerung der AD-Symptomatik [24]. 

Auch eine Kombinationstherapie aus einem Acetylcholinesterase-Inhibitor und einem 

NMDA-Antagonisten ist zur Behandlung der schweren AD geeignet [25]. Der 

Behandlungserfolg ist allerdings bei beiden Wirkstoffklassen nur von kurzer Dauer (ca. 9 bis 

12 Monate) und geht z.T. mit erheblichen unerwünschten Arzneimittelwirkungen im 

Zusammenhang mit Funktionen des vegetativen Nervensystems einher [26], was die 

Dringlichkeit der Entwicklung eines neuen Therapieansatzes einmal mehr unterstreicht. 

1.4 Pathophysiologie der AD 

1.4.1 Hauptmerkmale der AD: Amyloid β und Tau 

Um die Wirkansätze, aktuell in der Entwicklung befindlicher AD-Therapeutika, besser 

erläutern zu können, ist eine genauere Betrachtung des pathophysiologischen Verlaufs der 

Erkrankung hilfreich. 
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1.4.1.1 Amyloid β 

Eines der beiden Hauptmerkmale der AD sind die eingangs erwähnten neurotoxischen Aβ-
Proteinspezies und Aβ-Aggregate [27]. Sie sind größtenteils extrazellulär im Gehirn der 

AD-Patienten zu finden und entstehen sowohl bei der sAD als auch bei der fAD [3]. Bei 

Bildung des Aβ-Proteins aus seinem Vorläuferprotein APP, die in einem geringeren Ausmaß 

als bei AD-Patienten auch im gesunden Organismus stattfindet, können unterschiedlich 

lange Aβ-Moleküle aus i.d.R. 39 bis 43 Aminosäuren (AS) entstehen (z.B. 40 AS langes Aβ1-

40 und 42 AS langes Aβ1-42) [15, 28]. Derzeit gelten Aβ1-42 (42 AS langes Aβ) und 

posttranslational, N-terminal modifiziertes Pyroglutamat-Aβ (pEAβ3-42) aufgrund ihrer hohen 

Aggregationsneigung als toxischste Aβ-Varianten. Die N-terminale Modifikation des pEAβ3-42 

führt zu einer Zyklisierung des Glutamats an Position 3 oder 11 der Aβ-AS-Sequenz, welche 

mit einer erhöhten Tendenz zur β-Faltblatt-Struktur-Bildung in Verbindung gebracht wird [29]. 

Aβ-Monomere, -Oligomere, -Protofibrillen, unlösliche Fibrillen und -Plaques stehen in 

einem dynamischen Gleichgewicht miteinander (Abbildung 1) [15, 30]. 

Derzeit wird angenommen, dass die Bildung des Aβ-Proteins (auch Aβ-Prozessierung) 

folgendermaßen abläuft: Nach Proteinbiosynthese des auf Chromosom 21 codierten APP-
Gens im Golgi-Apparat, werden die 753 AS langen Proteine in Endosomen oder an die 

Zelloberfläche transportiert. Den Großteil des Proteins stellt die N-terminale Ektodomäne 

dar. Sowohl in den Endosomen als auch an der Zelloberfläche wird APP mit 

unterschiedlichen Sekretasen gespalten. Auf dem nicht-amyloidogenen Weg wird APP mit 

der α-Sekretase inmitten der Aβ-AS-Sequenz gespalten, sodass im weiteren Verlauf der 

Prozessierung kein Aβ entstehen kann. Auf dem amyloidogenen Weg, wird APP durch die 

β-Sekretase (β-site of APP cleaving enzyme, BACE1) direkt oberhalb der N-terminalen Aβ-

Sequenz gespalten, sodass im nächsten Schritt, durch Spaltung der γ-Sekretase am C-

terminalen Ende der Aβ-Sequenz, Aβ entsteht. Findet die Spaltung des transmembranen 

Proteins an der Zelloberfläche statt, wird Aβ direkt in den Extrazellularraum freigegeben. 

Nach Prozessierung in den Endosomen verschmelzen diese im Anschluss mit der 

Zellmembran und sezernieren Aβ ebenfalls in den Extrazellularraum. Welche Aβ-Spezies 

(länge der AS-Sequenz) bei der Prozessierung entsteht, hängt davon ab, wo die γ-Sekretase 

APP schneidet (Abbildung 1) [31]. 
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Abbildung 1: APP-Prozessierung, Aβ-Gleichgewicht und Aβ-Oligomer-Neurotoxizität 
Nach O’Brien und Wong, 2011 [31] 

Die sequentiel le Prozessierung  des „Amyloid Precursor Proteins “ (APP) findet 
auf zwei Wegen statt:  Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung (Pfeil nach 
l inks) sind die α- und die γ-Sekretase involviert. Bei der amyloidogenen 
Prozessierung (Pfeil nach rechts) sind die β- (auch BACE) und die γ-Sekretase 
involviert und es entsteht Aβ (rotes Rechteck).  Beide Prozesse erzeugen 
lösliche Ektodomänen (sAPPα and sAPPβ) und identische intrazelluläre C-
terminale Fragmente (AICD).  

Aβ-Monomere, -Oligomere und lösliche -Fibri l len bzw. unlösliche -Plaques 
stehen miteinander im dynamischen Gleichgewicht . Aβ-Oligomere gelten 
derzeit als neurotoxischste Aβ -Spezies [31].  

Während Aβ-Monomere vermutlich die Informationsübertragung an den Synapsen 

regulieren und damit eine hilfreiche Aufgabe im Organismus haben, interagieren die als 

toxisch geltenden, aggregierten Aβ-Oligomere nach aktuellem Wissensstand mit Neuronen 

und verändern pathologisch die Funktionen ihrer Membranproteine (Abbildung 1) [15, 32-35]. 

Die Aβ-Aggregate (Fibrillen bzw. Plaques) können vermutlich als Reservoir für die Bildung 

der toxischen Oligomere dienen und sind gleichzeitig raumfordernd, was ebenfalls negativ 

für das Fortbestehen der Neuronen ist [36, 37]. 

Bisher wurden unterschiedliche molekulare Mechanismen zur Aβ-Neuro- bzw. 
Synaptotoxizität aufgeklärt. Obwohl Aβ hauptsächlich extrazellulär auftritt, kann es in 

monomerer oder oligomerer Form auch über die Zellmembran in den Intrazellularraum 

gelangen. Intrazellulär kann Aβ die Mitochondrien hemmen, was letztlich zur Zellschädigung 

führen kann [38]. Aβ bzw. eine Domäne, die intrazellulär bei der APP-Prozessierung 

entsteht, die „APP intracellular domain“ (AICD, Abbildung 1), kann die Calcium-Spiegel der 

Neuronen negativ verändern. Weitere, Neuronen-schädliche Einflüsse hat intrazelluläres Aβ 

auf die Konstitution des zweiten Hauptmerkmals der AD, das Mikrotubuli-assoziierte Protein 

(MAP) Tau (1.4.1.2). Aβ hemmt die Proteasomen, deren Aufgabe der Abbau 
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hyperphosphorylierten Taus ist, welches zur Bildung neurofibrillärer Bündel (neurofibrillary 

tangles (NFT)) führt. Folglich kommt es zur NFT-Bildung, zur Mikrotubuli-Depolymerisierung 

und dadurch zur Unterbrechung des axonalen Transports (s. 1.4.1.2). Außerdem können 

intrazelluläre Aβ-Dimere über Wechselwirkung mit unterschiedlichen Enzymen (z.B. 

Calcineurin, Proteinphosphatase 2A, Glykogen Synthase Kinase 3β (GSK3β), Cyclin-

abhängige Kinase 5 (CDK5)) die Tau-Hyperphosphorylierung anregen, wodurch es 

schließlich zur Neurodegeneration kommt (Abbildung 1) [31, 39]. 

Um diesen neurotoxischen Prozessen vorzubeugen, werden Aβ, Aβ Oligomere und die AICD 

in funktionstüchtigen Neuronen normalerweise durch das Insulin-abbauende Enzym sowie 

durch Neprilysin abgebaut [40]. Folglich könnten auch Gen-Defekte, in den diese Proteine 

codierenden Enzymen, die Wahrscheinlichkeit, an AD zu erkranken, verändern [41]. 

Im Extrazellularraum bilden sich durch Aggregation toxische Aβ-Oligomere und -Plaques, 

die das Komplementsystem und die Astrozyten- bzw. Mikroglia-Aktivierung anregen. 

Hierdurch werden die für die AD typischen Entzündungsreaktionen im Gehirn ausgelöst 

[15] und die Bildung der neurotoxischen NFT (1.4.1.2) angeregt. Zusätzlich inhibieren Aβ-

Oligomere die Phagozytose, was eine weitere Ansammlung neurotoxischer Aβ-Aggregate 

und -Plaques zur Folge hat [15]. Die raumfordernden Plaques und die NFT haben eine 

Störung der Signalweiterleitung zur Folge. Eine Aβ-Oligomer-Ansammlung im 

synaptischen Spalt hat negativen Einfluss auf die synaptischen Signalweiterleitungs-

Funktionen, da so nikotinische Acetylcholinrezeptoren, NMDA-Rezeptoren und „α-amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid“ Rezeptoren, eine Untergruppe der 

Glutamat-Rezeptoren, internalisiert bzw. inhibiert werden. Somit wird die postsynaptische 
Dichte (PSD) verringert, die Signalweiterleitung unterbrochen und es kommt zum 

Untergang der Neuronen (Abbildung 1) [42]. 

Eine weitere Begleiterscheinung der AD ist die cerebrale Amyloidangiopathie (CAA). 

Hierbei kommt es zur Ablagerung unlöslicher Aβ-Plaques an den Innenseiten der das Gehirn 

versorgenden Blutgefäße. Infolgedessen können Gefäße verstopfen und es kommt zur 

Unterversorgung gewisser Hirnregionen. Im schlimmsten Fall können Gefäße (bedingt durch 

den immer größer werdenden Blutdruck als Folge der immer kleiner werdenden 

Gefäßdurchmesser) sogar reißen, wodurch es zu Gehirnblutungen kommen kann. Durch die 

kaputten Gefäße und das austretende Blut werden Entzündungsmediatoren aktiviert, was 

letztlich zu einem hämorrhagischen Schlaganfall führen kann [43]. 

1.4.1.2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau 

Das zweite Hauptmerkmal der AD, welches ebenfalls bei beiden Formen der AD, sAD und 

fAD, eine Rolle spielt, ist das intrazellulär vorkommende MAP Tau [3]. Im gesunden 
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Organismus ist es für die Stabilisierung axonaler Mikrotubuli und damit für die 

Aufrechterhaltung der Zellstruktur und des intrazellulären Verkehrs verantwortlich [3]. Bei 

AD-Patienten aggregiert das Tau-Protein durch außergewöhnliche Hyperphosphorylierung 

zu NFT, welche nicht mehr in der Lage sind, an die Mikrotubuli zu binden und diese so zu 

stabilisieren [3]. Daraufhin bricht der intrazelluläre Verkehr zusammen und es kommt zum 

Absterben neurologischer Axone und folglich ganzer Neurone [3]. Beim Untergang der 

Neuronen gelangen hyperphosphorylierte Tau-Proteine nicht nur ins Soma der Neuronen, 

wovon sie sonst durch die „Tau diffusion barrier“ abgehalten werden, und sorgen dort für 

einen Rückgang der Dendriten, sondern auch in den Extrazellularraum, von wo aus sie sich 

vermutlich zu anderen Zellen ausbreiten können [15, 44]. Dass die Hyperphosphorylierung 

des Tau-Proteins durch die Anwesenheit von Aβ-Oligomeren ausgelöst werden kann, wurde 

in 1.4.1.1 anhand mehrerer Mechanismen erläutert. 

1.4.2 Entstehung der AD: Die „Amyloid Kaskaden Hypothese“ 

Bereits 1992 wurde die Amyloid Kaskaden Hypothese (AKH) postuliert. Darin wurde 

vermutetet, dass die Bildung der Aβ-Spezies (u.a. Plaques) bzw. ein Ungleichgewicht im 
Aβ-Auf- und -Abbau innerhalb des Gehirns der Ursprung der AD sind und dass alle 

weiteren pathologischen Veränderungen im Gehirn der AD-Patienten (Bildung der NFT, 

vaskuläre Schäden, Neurodegeneration, Entzündungsreaktionen) eine Folge dessen sind 

[28]. Ein stark für die AKH sprechendes und nicht widerlegtes Argument ist, dass Menschen, 

die an Trisomie 21 leiden, schon in frühem Alter deutlich erhöhte Aβ-Spiegel aufweisen und 

die Wahrscheinlichkeit, an Demenz zu erkranken, für diese Menschen sehr hoch ist [28]. Da 

das APP-Gen auf dem bei dieser Erkrankung dreifach vorhandenen Chromosom 21 liegt, 

produzieren die Patienten deutlich mehr APP, und infolgedessen auch deutlich mehr Aβ [28]. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass Aβ die Bildung von Tau-Ablagerungen triggern kann, 

während ein umgekehrter Mechanismus bislang nicht nachgewiesen werden konnte [45, 46]. 

Außerdem wird die AKH durch die Entdeckung einer Missense-Mutation im APP-Gen 
(A673T) einer isländischen Kohorte untermauert, die dafür sorgt, dass das APP 

möglicherweise weniger effizient von der β-Sekretase geschnitten werden kann und 

infolgedessen weniger Aβ entsteht. Träger dieser Mutation haben ein deutlich geringeres 

Risiko, an AD zu erkranken und sogar vergleichsweise weniger kognitive Beeinträchtigungen 

im Alter als andere gesunde Probanden, die diese Mutation nicht tragen [47]. Weiterhin für 

die AKH sprechen die erblich bedingte fAD, die aufgrund einer genetisch bedingten erhöhten 

Aβ-Produktion entsteht, sowie aktuelle klinische Studien mit drei verschiedenen Aβ-
Antikörpern (1.5.3), die eine Verlangsamung der kognitiven Verschlechterung leicht kognitiv 

beeinträchtigter Patienten zeigt [48]. 
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25 Jahre nach erstmaliger Postulierung der AKH wurde diese dahingehend erweitert, dass 

hauptsächlich die Aβ-Oligomeren für die die Aβ-vermittelte Neurotoxizität verantwortlich 

gemacht werden. Es wurde gezeigt, dass Aβ-Oligomere u.a. die synaptische Dichte 

verringern, die Langzeit-Potenzierung inhibieren, Tau-Proteine hyperphosphorylieren und 

Nervenzellen zerstören [45]. 

1.5 Verlauf, Diagnostik und Therapieansätze der AD 

1.5.1 Zeitlicher Verlauf der AD 

Möglicherweise gibt die zeitliche Abfolge, in der die oben genannten Hauptmerkmale und 

viele weitere, kleinere Merkmale der AD nachweisbar sind, Aufschluss über die Kausalität 

der Erkrankung und neue Therapie-Ansätze. Um den AD-Verlauf in Stadien einteilen zu 

können, haben Braak und Braak die Anatomie der Gehirne verstorbener AD-Patienten und 

gesunder Probanden verglichen, die extrazelluläre Aβ-Pathologie aufsteigend in die Stadien 

A bis C und die intrazellulären NFT-Veränderungen aufsteigend in die Stadien I bis VI 

eingeteilt [49]. Diese Einteilung gilt noch heute als Orientierung für den Schweregrad einer 

AD-Erkrankung, die post mortem diagnostiziert wird. Um jedoch auch bei lebenden Patienten 

eine Aussage über das Stadium der klinischen Erkrankung treffen bzw. überhaupt eine 

Diagnose stellen zu können, werden die Aβ-Akkumulation, die synaptische Dysfunktion, die 

durch Tau-vermittelten neuronalen Schäden, die Gehirn-Struktur, die Kognition und die 

klinischen Funktionen untersucht und ihr Verlauf von normalen zu abnormalen, 

pathologischen Werten eingeteilt (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Zeitlicher Verlauf der AD 
Nach Sperling et al., 2011 & Jack et al., 2010 [10, 50] 

Erweitertes hypothetisches Modell dynamischer AD-Biomarker zur Erklärung 
des zeit l ichen Verlaufs der präklinischen AD. Aβ1- 42-Anreicherung (rote Linie) 
in der Cerebrospinalf lüssigkeit (Aβ 1-42-Assay) bzw. im Gehirn (Positronen-
Emissions-Tomographie, PET). Synaptische Dysfunktion (orange Linie) 
nachgewiesen durch 18F-2-Fluor-2-desoxy-D-glucose (FDG)-PET oder 
funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRI). Die gestrichelte Linie zeigt, 
dass die synaptische Dysfunktion in ε4-Allel-Trägern des Apolipoprotein  E-
Gens evtl.  noch vor der Aβ 1-42-Anreicherung detektierbar ist. Neuronale 
Schäden (grüne Linie) werden durch CSF-Tau oder CSF-Phospho-Tau 
nachgewiesen, während die Gehirn Struktur (blaue Linie) durch volumetrische 
MRI Messungen ermittelt  wird. Die Biomarker verändern sich von „normal“ zu 
maximal „abnormal“ (y-Achse) als Funktion des Stadiums der kl inischen 
Erkrankung (x-Achse). Der zeit l iche Kurvenverlauf zweier Indikatoren des 
Stadiums der kl inischen Erkrankung, Kognit ion (l i la Linie) und kl inische 
Funktionen (braune Linie), ist ebenfalls abgebildet  [10, 50]. 

Folglich gelten sowohl Aβ als auch Tau inklusive ihrer Auf- und Abbaumechanismen seit 

vielen Jahren als Zielstrukturen für die Entwicklung neuer AD-Therapeutika (1.5.3). 

1.5.2 AD-(Früh-)Diagnostik 

Sobald eine AD-Therapie entwickelt worden ist, hat eine frühzeitige AD-Diagnose den 

Vorteil, dass noch vor Beginn der irreversiblen Schädigung zahlreicher Neurone mit einer 

Therapie begonnen werden kann [10]. Im Idealfall kann so künftig der Ausbruch der AD-

Symptomatik komplett verhindert werden. Da inzwischen bekannt ist, dass sowohl Aβ- als 

auch Tau-Ablagerungen im Gehirn der AD-Patienten bereits einige Jahre vor Äußerung der 

typischen kognitiven Symptome entstehen (Abbildung 2), werden Aβ und Tau als Biomarker 

zur AD-Diagnose verwendet und sollen künftig auch zur Früherkennung der präklinischen 
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AD dienen [51]. Um Aβ bzw. Tau zu diagnostischen Zwecken im Gehirn potentieller AD-

Patienten nachweisen zu können, gibt es zwei Möglichkeiten: die Cerebrospinalflüssigkeit 

(CSF) kann mit Assays (z.B. sFIDA, 1.5.2.1) auf den Aβ- bzw. Tau-Gehalt untersucht werden 

und bildgebende Verfahren (z.B. Positronenemissionstomographie (PET) und 

Magnetresonanztomographie (magnetic resonance imaging, MRI),) können zeigen, wie viel 

Aβ bzw. Tau in bestimmten Gehirnregionen vorhanden ist bzw. wie sich das Gehirn 

strukturell verändert (Abbildung 2). 

1.5.2.1 Entwicklung eines Diagnose-Verfahrens zur selektiven Aβ-Oligomer-Detektion in 

CSF und Plasma: sFIDA 

Da Aβ-Oligomere derzeit als toxischste und am frühesten nachweisbare Aβ-Spezies im 

Organismus der AD-Patienten gelten, zielt der im Arbeitskreis um Professor Willbold 

entwickelte „surface fluorescence intensity distribution anaylsis (sFIDA)-Assay“ auf eine 

möglichst genaue Differenzierung zwischen löslichen Aβ-Monomeren und -Oligomeren in der 

CSF bzw. im Plasma potentieller AD-Patienten ab [30]. 

1.5.3 Übersicht aktueller Therapieansätze in der Forschung 

Auf der Suche nach neuen AD-Wirkstoffen werden zahlreiche Therapieansätze verfolgt und 

in klinischen Studien getestet. Zahlreiche Wirkstoffkandidaten haben es dabei in klinische 

Studien der Phase III (letzte Phase vor der Zulassung) geschafft, bislang sind dort jedoch 

alle mangels nachweisbarer Wirksamkeit in großen AD-Patienten-Kohorten ausgeschieden. 

Der derzeit vielversprechendste antikörperbasierte Ansatz beruht auf einem humanen 

monoklonalen Antikörper (Aducanumab), der sowohl mit löslichen Aβ-Oligomeren als auch 

mit unlöslichen Aβ-Fibrillen interagiert. Nach einmal monatlicher Gabe über den 

Gesamtzeitraum eines Jahres konnte mittels PET-Messungen eine deutliche Aβ-Plaque-

Reduktion im Vergleich zu vorher sowie eine deutlich verlangsamte Progredienz der 

kognitiven Beeinträchtigung, verglichen mit Placebo-behandelten Probanden, gezeigt 

werden [52]. Der therapeutische Erfolg der Aducanumab-Studien bestätigt zugleich, dass 

Aβ-Oligomere ein vielversprechendes Target für die Entwicklung neuartiger AD-Wirkstoffe 

sind. Bei der Entwicklung immunotherapeutischer Ansätze ist allerdings zu beachten, dass 

die Patienten für eine erfolgreiche passive Immunisierung ein intaktes Immunsystem 

brauchen, was v.a. bei älteren Menschen oft problematisch ist. Folglich ist eine frühe AD-

Diagnose, gefolgt von einer frühen Behandlung, voraussichtlich vorteilhaft. Neben weiteren 

Ansätzen zur Aβ-Eliminierung durch passive Immunisierung (z.B. Crenezumab, 

Solanezumab [53]) und aktive Immunisierung (z.B. CAD106 [54]) wird durch β- und γ-
Sekretase-Inhibitoren (z.B. MK8931 [55]) probiert, die Aβ-Produktion zu verringern 

(Abbildung 3). Dieser Ansatz löste allerdings häufig unerwünschte Arzneimittelwirkungen 
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aus, da beide Sekretasen auch physiologische Funktionen haben, deren Hemmung sich 

negativ auf die Funktionen des Organismus auswirken kann [56]. 

 

Abbildung 3: Therapieansätze gegen die Alzheimer’sche Demenz 
Im Zentrum zahlreicher Therapieansätze (grüne Beschriftung) gegen die 
Alzheimer’sche Demenz steht die Amyloid β (Aβ)-Prozessierung und das 
dynamische Aβ-Gleichgewicht.  Die direkten und indirekten neurotoxischen 
Auswirkungen (rote Blitze) der Aβ -Oligomere sollen auf zahlreichen Wegen 
wiederum direkt und indirekt inhibiert werden. Im grünen Kasten 
hervorgehoben sind D-Peptide, die toxische Aβ -Oligomere direkt und spezif isch 
eliminieren sollen, indem sie Aβ -Monomere in nicht-toxischen, nicht-
amyloidogenen Komp lexen abfangen und so das Aβ -Gleichgewicht weg von 
toxischen Aβ-Oligomeren, hin zu neuroprotektiven Aβ -Monomeren verschieben 
(1.6). Dies ist der im Arbeitskreis um Professor Wil lbold entwickelte 
Therapieansatz, um dessen pharmakokinetische und pharmakodynamische 
Untersuchung es in dieser Arbeit geht.  

Auch der Tau-Metabolismus wird in einigen Ansätzen gezielt beeinflusst (Abbildung 3). Der 

Tau-Aggregations-Inhibitor TRx0237 ist ein weniger toxischer und höher bioverfügbarer 

Abkömmling des Methylenblaus und wurde bereits in klinischen Studien der Phase III 

untersucht [57]. Ebenfalls von aktuellem Interesse ist der aktive Tau-Impfstoff AADvac-1, 

der bereits in transgenen AD-Ratten eine Verbesserung des klinischen Phänotyps erzielen 

konnte [58]. Bis Februar 2019 läuft eine klinische Studie Phase II zu diesem Impfstoff 

(NCT02579252) [59]. Tau Antisense-Oligonucleotide wurden erfolgreich in transgenen 
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Mäusen getestet, die humanes Tau exprimieren. Sie verringerten dort selektiv die Tau-

mRNA sowie die Tau-Proteine [60]. 

Weiterhin gibt es zahlreiche Wirkansätze, die nicht auf den Aβ- oder Tau-Metabolismus 

abzielen und in unterschiedlichen AD-Tiermodellen vielversprechende Wirkung zeigten: 

Levetiracetam [61], Fyn-Kinase-Hemmstoffe [62], intranasale Insulingabe [63], 

Nahrungsergänzungsmittel [64], körperliche Aktivität im aeroben Bereich [65] u.v.a. mehr. 

1.6 Entwicklung D-enantiomerer Peptide zur selektiven Eliminierung toxischer 
Aβ-Oligomere 

Grundlage der AD-Wirkstoff-Entwicklung im Arbeitskreis um Professor Willbold war das so 

genannte „Mirror-Image Phage Display“ (MIPD) Peptid-Selektionsverfahren [66]. Es basiert 

auf dem Prinzip des Phagen-Displays, soll aber, anders als beim „normalen“ Phagen-

Display, ein D-enantiomeres Peptid (D-Peptid) hervorbringen, das an ein natürlich 

vorkommendes (L-enantiomeres) Zielmolekül (z.B. Aβ), bindet. Vorzüge der D-Peptide 

gegenüber L-Peptiden als Therapeutika oder Diagnostika sind u.a. eine deutlich geringere 
Immunogenität und höhere proteolytische Stabilität, wodurch sie z.T. sogar oral 

verabreicht werden können [67-70]. 

In der MIPD-Selektion zur AD-Wirkstoff-Entwicklung wurde gegen Aβ-Monomere selektiert, 

um diese in nicht-toxischen, nicht-amyloidogenen, höhermolekularen Komplexen abzufangen 

und so das dynamische Gleichgewicht der verschiedenen Aβ-Spezies (Abbildung 1) von den 

toxischen Aβ-Oligomeren, hin zu den als neuroprotektiv geltenden Aβ-Monomeren [33], zu 

verschieben. Aus einer solchen Selektion wurde u.a. das aus 12 AS-Resten bestehende 

D-Peptid D3 (rprtrlhthrnr) hervorgebracht, welches nach wie vor als Leitstruktur für die 

Entwicklung weiterer AD-Wirkstoff-Kandidaten gilt. 

1.6.1 In vitro-Untersuchungen zur D-Peptid-Selektion und Optimierung der 

Leitstruktur 

In zahlreichen in vitro-Tests mit Aβ1-40 und Aβ1-42 wurde zunächst für D3, und später auch für 

andere D-Peptide, ihre Aβ-Interaktion, ihre Aβ-Aggregations-inhibierende Wirkung sowie 

ihre Aβ-Oligomer-reduzierende Wirkung gezeigt [71-75]. Mittels 

Oberflächenresonanzspektroskopie (SPR)-Messungen wurde die D-Peptid-Aβ-Interaktion 

getestet [76] und dabei deren Dissoziationskoeffizienten (KD) an Aβ-Monomere, -Oligomere 

und -Fibrillen ermittelt [77]. Mittels Thioflavin T (ThT)-Test und dem sog. „Seeding-Assay“ 

wurde untersucht, in wie weit die D-Peptide die Aβ-Aggregation verzögern bzw. verhindern 

[78]. Zellviabilitäts-Tests, nach dem im Test verwendeten gelben Farbstoff 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) auch MTT-Tests genannt, 
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zeigten, dass die D-Peptide den zytotoxischen Einfluss von Aβ-Oligomeren verringern [71, 

79]. Der „quantitative determination of interference with Aβ aggregate size distribution“ 

(QIAD)-Assay untersucht den Einfluss von Wirkstoffen auf die natürliche Aβ-Aggregat-

Größenverteilung (Monomere, Oligomere, höhermolekulare Aggregate) nach Inkubation in 

physiologischem Puffer. Mit Hilfe dieses Assays konnte bestätigt werden, dass die D-Peptide 

einen Aβ-Oligomer-reduzierenden Einfluss haben, was im Hinblick auf die Aβ-Oligomer-

Toxizität von besonderer Bedeutung ist [74, 80]. Zusätzlich zu Tests, die auf die Interaktion 

der D-Peptide mit Aβ abzielen, wurden die D-Peptide auf unterschiedliche Weise auf ihre 

proteolytische Stabilität und ihre Bindung an humane Plasmaproteine untersucht [81-86]. 

Erst wenn die D-enantiomeren Peptid-Wirkstoffkandidaten in diesen in vitro Tests erfolgreich 

waren, wurden mit ihnen weitere pharmakokinetische und pharmakodynamische in vivo 

Studien durchgeführt (1.6.2). 

Um die Aβ-Spezifität und somit die pharmakodynamischen Eigenschaften (1.6.2.2) der D3-

Leitstruktur zu verbessern, wurden unterschiedliche D3-Derivate entwickelt. Hierzu wurde 

zunächst die AS-Sequenz der Leitstruktur nach rationalem Ansatz umsortiert und dabei die 

D-Peptide selektiert, die großes Aβ-Interaktionspotenzial aufwiesen. RD2 (ptlhthnrrrrr) stellte 

sich, mit allen fünf Arginin-Resten kumuliert am C-Terminus, dabei als vielversprechender 

Wirkstoffkandidat heraus [78, 80, 87]. Im nächsten Optimierungsschritt wurden so genannte 

head-to-tail Tandempeptide aus den beiden zuvor genannten Peptiden, D3 und RD2, 

gebildet (D3D3, RD2D3) und untersucht [74, 84, 87, 88]. Weiterhin wurde der Einfluss der 

Nettoladung sowie der konformativen Starrheit auf das Vermögen, Aβ-Oligomere zu 

reduzieren bzw. die Aβ-induzierte Zytotoxizität zu verringern untersucht, wobei cD3r (N- zu 

C-terminal zyklisiertes D3 mit einem zusätzlich eingebauten Arginin) sich als effizientester 

Kandidat herausstellte [89]. In einem weiteren Optimierungsansatz wurde jeder AS-Rest der 

D3-Leitstruktur gegen 19 proteinogene (alle außer Zystein) und 13 nicht-proteinogene AS-

Reste ausgetauscht und die entstandenen D-Peptide nach ihrer spezifischen Bindung an Aβ-

Monomeren selektiert, wobei ANK6 als vielversprechendster Kandidat benannt wurde [90]. 

1.6.2 In vivo-Untersuchungen zur pharmakokinetischen und pharmakodynamischen 

Eignung der in vitro selektierten D-Peptide 

Da neu entwickelte Wirkstoffkandidaten nicht direkt in erkrankten Menschen auf ihre 

Verträglichkeit und Wirksamkeit getestet werden dürfen, werden diese, nach zahlreichen in 

vitro-Tests, in Tiermodellen auf die beiden Parameter untersucht. Ist ein Wirkstoffkandidat in 

einem Tiermodell verträglich, wird er im Anschluss (ebenfalls in einem Tiermodell) auf seine 
pharmakokinetische und pharmakodynamische Eignung (1.7) getestet [91]. Während 

pharmakokinetische Studien zunächst in nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Tieren 
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durchgeführt werden, wird die Wirksamkeit in pharmakodynamischen Studien in genetisch 

modifizierten Tiermodellen untersucht, die ein dem Menschen ähnliches Krankheitsbild 

aufweisen. Zeigt der Wirkstoffkandidat geeignete pharmakologische Eigenschaften und 

beeinflusst nach einer Therapie die pathologische Symptomatik positiv, wird er in einem 

weiteren Tiermodell auf seine Verträglichkeit und Wirksamkeit untersucht. Das erste 

Tiermodell, in dem ein neuer Wirkstoff getestet wird, ist i.d.R. ein Nagetier-Modell, das zweite 

Tiermodell ein „Nicht-Nager“-Tiermodell. All diese Schritte zählen zur präklinischen Wirkstoff-

Entwicklung, bei der – im Gegensatz zur klinischen Wirkstoff-Entwicklung – noch keine 

Anwendung im Menschen stattfindet. 

1.6.2.1 Pharmakokinetische Untersuchungen zuvor in vitro selektierter D-Peptide 

Um einen Wirkstoff mit überzeugenden in vitro-Eigenschaften in Wildtyp-Mäusen auf seine 

pharmakokinetischen Eigenschaften untersuchen zu können, wird dieser den Mäusen 

zunächst auf unterschiedlichen Applikationswegen verabreicht. Im Anschluss wird die 

Konzentration des Wirkstoffs im Plasma sowie unterschiedlichen Organen (z.B. Gehirn, 

Leber und Niere) zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Applikation gemessen und auf 

Basis dieser Daten Konzentrations-Zeit-Profile erstellt. Daraus können weiterhin zahlreiche 

pharmakokinetische Parameter berechnet werden. Da das Gehirn der Wirkort für AD-

Wirkstoffe ist, ist deren Blut-Hirn-Schranken (BHS)-Gängigkeit besonders wichtig. Diese 

wurde für D3 zunächst in einem Zellkultur-Modell bestimmt. 

1.6.2.2 Pharmakodynamische Untersuchungen zuvor in vitro selektierter D-Peptide 

Um die D-Peptide, die die vorherigen in vitro-Tests und pharmakokinetischen in vivo-Studien 

erfolgreich durchlaufen haben, auch auf ihre pharmakodynamische Eignung zu untersuchen, 

werden therapeutische in vivo-Studien in unterschiedlichen Mausmodellen durchgeführt. Zur 

Testung neu entwickelter, potentieller AD-Wirkstoffkandidaten machen sich Forscher die 

oben (1.2) beschriebenen genetischen fAD-Mutationen zu Nutze, indem sie diese 

Mutationen in Form eines Transgens ins Genom von Mäusen einführen. Da es bislang kein 

allumfassendes AD-Mausmodell gibt, können immer nur Teilaspekte der AD untersucht 

werden. Die pharmakodynamische Studie, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurde, 

wurde in folgendem transgenen Mausmodell durchgeführt: 

1.6.2.2.1 APPswe/PS1dE9-Mausmodell mit kognitiven Defiziten 

Sog. APPswe/PS1dE9 Mäusen wurde ein Transgen mit APP und der sog. „Swedish“-

Mutation, die bei einer schwedischen Familie, in der überdurchschnittlich viele Mitglieder in 

verhältnismäßig jungem Alter an AD erkranken, entdeckt wurde, ins murine Genom inseriert. 

Gleichzeitig wurde eine Mutation im Presenilin 1-Gen, welche durch Deletion des Exons 9 

zustande kommt, inseriert. Durch die Insertionen entwickeln die Mäuse bereits ab einem 
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Alter von 6 Monaten eine Astrogliose, ab 9 Monaten eine Aβ-Pathologie (Amyloidose) in 

Hippocampus und Cortex und ab 8 bis 10 Monaten leichte neuronale Verluste. Diese 

pathologischen Veränderungen des Gehirns haben kognitive Defizite zur Folge [92-94]. 

Infolgedessen können mit therapeutischen Behandlungsstudien in diesem Mausmodell die 

Einflüsse eines AD-Wirkstoffkandidaten auf kognitive Defizite untersucht werden. 

1.6.2.2.2 Durchgeführte therapeutische in vivo Behandlungsstudien mit D-Peptiden 

Für D3 und einige seiner Derivate wurden bereits zahlreiche therapeutische in vivo-

Behandlungsstudien in transgenen AD-Mäusen erfolgreich durchgeführt. Hierbei wurden die 

D-Peptide auf unterschiedlichen Wegen appliziert: intraperitoneal (i.p.) mit einer Pumpe, die 

operativ in die Bauchhöhle der Mäuse eingesetzt wurde und kontinuierlich für bis zu vier 

Wochen das D-Peptid freisetzte [74, 89]; per oral (p.o.) täglich mit einer Fütternadel, über 

das Trinkwasser [75, 87]; intrakraniell über eine Kanüle direkt in den Hippocampus aus 

einer Pumpe, die den Mäusen subkutan implantiert wurde [71, 72, 95, 96]. Die 

Behandlungsdauer und das Alter der Mäuse zu Beginn der Behandlung variierten dabei 

deutlich. Kurz vor dem Ende der Behandlungsstudien wurden Verhaltenstests durchgeführt, 

die, abhängig vom Mausmodell, die kognitiven oder motorischen Fähigkeiten der Mäuse 

untersuchten. In allen Studien konnte eine signifikante Erhöhung der kognitiven bzw. 

motorischen Fähigkeiten durch die D-Peptid-Behandlung, im Vergleich zu den mit Placebo 

behandelten Mäusen, gezeigt werden. Nach Abschluss der Behandlung wurden die Gehirne 

(Zielwirkort) der Mäuse untersucht: immunhistochemische Färbungen (Aβ-Plaques, aktivierte 

Astrozyten und Mikroglia, Neurone etc.) oder immunbiochemische Untersuchung mittels 

ELISA oder Western Blot zur Bestimmung des Aβ-Gehalts wurden durchgeführt. In diesen 

Untersuchungen konnte eine D-Peptid-vermittelte Reduktion des Aβ-Gehalts bzw. der Aβ-

vermittelten Entzündungsreaktionen im Gehirn der Mäuse gezeigt werden. 

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse der in vitro-Tests, der pharmakokinetischen und 

pharmakodynamischen in vivo-Studien das therapeutische Potenzial der D-Peptide zur AD-

Therapie. Folglich ist es nicht verwunderlich, dass der derzeit vielversprechendste D-Peptid-

Wirkstoffkandidat kurz davor steht, in einer klinischen Studie Phase I getestet zu werden. 

1.7 Pharmakologie 

„Sola dosis facit venenum.“ – „Allein die Dosis macht das Gift.“ (nach Paracelsus, *1493) 

Die Pharmakologie wird i.d.R. in zwei Teilbereiche, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik 

unterteilt. Während die Pharmakokinetik sich damit auseinandersetzt, was ein Organismus 

mit einem Wirkstoff macht, befasst sich die Pharmakodynamik damit, welche Auswirkung ein 

Wirkstoff auf einen Organismus hat (Abbildung 4) [97]. Neuerdings gibt es noch eine weitere 
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Subkategorie, die Pharmakogenetik, die sich mit der genetischen Ausstattung eines 

Organismus und dem daraus resultierenden Einfluss auf die Wirkung eines Wirkstoffs 

beschäftigt [98]. 

1.7.1 Pharmakokinetik 

Da es in dieser Arbeit hauptsächlich um die pharmakokinetische Charakterisierung 

D-enantiomerer Peptide geht, wird dieser Teilbereich der Pharmakologie im Folgenden 

genauer erläutert. Um eine Wirkung erzielen zu können, muss der Wirkstoff zunächst 

verabreicht werden. Dies ist durch zahlreiche Applikationsarten (z.B. intravenös, oral, 

subkutan, transdermal, etc.) und Darreichungsformen möglich. Alleine für die orale 

Applikation gibt es unzählige Darreichungsformen (z.B. Tabletten, Kapseln mit modifizierter 

Wirkstofffreisetzung, Säfte, Tropfen, u.v.m.). Ein Wirkstoff durchläuft nach der Applikation im 

Organismus mehrere Schritte, bis er letztlich am Ziel, seinem Wirkort, ankommt bzw. den 

Organismus wieder verlässt. Die im Folgenden beschriebenen Abläufe werden häufig unter 

dem Überbegriff „LADME“ zusammengefasst (Abbildung 4) [99]. 

 

Abbildung 4: Pharmakokinetik und Pharmakodynamik 
Nach Hein, 2011 und Herdegen, 2013 [97, 100] 

Die Pharmakologie kann in die Teilgebiete der Pharmakokinetik und der 
Pharmakodynamik unterteilt werden. Die Pharmakokinetik beschreibt, was ein 
Organismus mit einem Wirkstoff macht (z.B. Plasmakonzentrations -Zeit-
Verlauf), während die Pharmakodynamik beschreibt, welche Wirkung ein 
Wirkstoff auf einen Organismus hat (z.B. Dosis -Wirkungs-Kurve) [97, 100].  
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Freisetzung („Liberation“): Der Wirkstoff wird aus der Applikationsform, z.B. im 

Gastrointestinaltrakt aus einer Tablette, freigesetzt. Es gibt zahlreiche Applikationsformen mit 

modifizierter Wirkstofffreisetzung. Ist ein Wirkstoff beispielsweise säureinstabil, soll jedoch 

oral verabreicht werden, kann eine Darreichungsform gewählt werden, die den Wirkstoff erst 

im Darm (ca. pH 6-8) und nicht bereits im Magen (ca. pH 1-2) freisetzt. 

Aufnahme („Absorption“): Der Wirkstoff gelangt z.B. aus dem Gastrointestinaltrakt über die 

Schleimhäute in die Blutbahn. Dies kann auf verschiedenste Arten (passiver und aktiver 

Transport, Diffusion etc.) stattfinden. Allgemein gelangen kleine, lipophile Wirkstoffe besser 

über Zellmembranen als große, hydrophile Wirkstoffe. 

Verteilung („Distribution“): Der Wirkstoff verteilt sich hauptsächlich über die Blutbahn im 

gesamten Organismus und tritt an gewissen Stellen über Blut-Gewebe-Schranken (z.B. der 

BHS) hin zu seinem Zielwirkort. Gleichzeitig ist es möglich, dass der Wirkstoff zu Orten 

gelangt, an denen er gewünschte Nebenwirkungen oder unerwünschte 

Arzneimittelwirkungen hervorruft. Eine weitere Möglichkeit ist die Ablagerung in Geweben 

(z.B. dem Fettgewebe), wo der Wirkstoff zwar keinen pharmakodynamischen Effekt 

hervorruft, jedoch durch die dortige Ansammlung auch nicht an seinen Zielwirkort gelangt. 

Außerdem kann es sein, dass der Wirkstoff, während er sich im Blut befindet, dort an 

Plasmaproteine bindet (Plasmaproteinbindung). Dies kann wiederum zur Folge haben, 

dass weniger Wirkstoff frei im Blut bzw. Organismus zirkuliert, wodurch die Wirkung weniger 

stark ausgeprägt ist. Umgekehrt wird das Risiko für unerwünschte Nebenwirkungen 

gemindert und ein relativ konstanter Wirkspiegel, durch das dynamische Gleichgewicht 

zwischen gebundenem und ungebundenem Wirkstoff, erreicht. Nimmt ein Patient gleichzeitig 

zwei Wirkstoffe ein, die an das gleiche Plasmaprotein binden, kann es zu Veränderungen der 

ungebundenen Wirkstoffkonzentration kommen, da die Wirkstoffe sich gegenseitig aus den 

Bindungen an den Plasmaproteinen verdrängen. In diesem Fall spricht man von einer 

Wechselwirkung (Interaktion). 

Metabolisierung („Metabolization“): Da der Körper Wirkstoffe i.d.R. als „körperfremd“ 

erkennt, werden diese v.a. in der Leber, die hauptsächlich für den Metabolismus zuständig 

ist, chemisch so verändert (häufig durch enzymatisch katalysierte Reaktionen), dass sie 

hydrophiler und damit der Ausscheidung über Leber und Niere zugänglicher gemacht 

werden. Oftmals hat diese Veränderung auch einen Verlust der Wirksamkeit zur Folge. 

Vereinzelt gibt es jedoch Wirkstoffe, die durch eine bestimmte metabolische Reaktion erst in 

ihre wirksame Form umgewandelt werden, diese heißen „Prodrugs“. Levodopa wird z.B. 

gegen Morbus Parkinson verabreicht, der durch Metabolisierung im Gehirn wirksame 

Metabolit ist jedoch Dopamin. 
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Eliminierung („Elimination“): Der Wirkstoff oder dessen Metabolit wird z.B. über Leber, Galle 

und Darm, im Stuhl, oder die Niere, im Urin, ausgeschieden. Andere Wege, z.B. über die 

Atemluft oder die Haut, sind ebenfalls möglich. Wie groß der Zeitraum zwischen der 

Wirkstoff-Applikation und seiner Ausscheidung ist, kann von wenigen Sekunden oder 

Minuten bis hin zu Tagen oder sogar Wochen und Monaten variieren. 

Stoffe, die dem sog. „First-Pass-Effekt“ unterliegen, gelangen nach der Aufnahme über den 

Gastrointestinaltrakt über die Pfortader zur Leber und werden dort so metabolisiert, dass sie 

umgehend über die Galle zurück in den Darm gelangen und (zum Großteil) ausgeschieden 

werden. Dieser Vorgang wird auch als „präsystemische Elimination“ bezeichnet und kann 

dazu führen, dass über 95 % eines per oral verabreichten Wirkstoffs ausgeschieden werden, 

ohne jemals über die Blutbahn in den Organismus zu gelangen. 

Bei Stoffen, die dem sog. „enterohepatischen Kreislauf“ unterliegen, sieht es zunächst 

ähnlich aus wie bei denen, die dem First-Pass-Effekt unterliegen. Allerdings werden die 

Metabolite aus der Leber, die über die Galle in den Darm gelangen, dort nicht sofort 

ausgeschieden, sondern durch Darmbakterien wiederum chemisch so verändert, dass sie 

rückresorbiert werden und erneut über die Pfortader zur Leber transportiert werden können. 

Folglich werden diese Wirkstoffe nur sehr langsam ausgeschieden. 

Um die komplexen Vorgänge, die für jeden Wirkstoff im Zusammenhang mit jedem 

Organismus anders verlaufen können, genauer beschreiben und vergleichbar machen zu 

können, wird der Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf in einem bestimmten Organismus 

häufig durch pharmakokinetische Parameter beschrieben. Hierzu wird, wenn ein Wirkstoff 

in einem Tier oder einem Menschen pharmakokinetisch untersucht werden soll, zunächst die 

Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve des Wirkstoffs aufgezeichnet. Diese kann, abhängig 

von der Applikationsart und der Darreichungsform, sehr unterschiedlich verlaufen (Abbildung 

5). 

 

Abbildung 5: Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven 
(a) nach Lüllmann, Mohr, Hein, 2008 [101] 
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(a) Der Verlauf einer Plasmakonzentrations -Zeit-Kurve hängt stark von der 
jeweil igen Applikationsart ab. Die Geschwindigkeit des init ialen 
Plasmakonzentrations-Anstiegs nimmt von intravenöser (rot) , über 
intraperitoneale (grün) und subkutane (blau) bis hin zu oraler (l i la) Applikation 
ab [101]. 
(b) Pharmakokinetische Parameter können direkt aus dem Verlauf der 
Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve abgelesen oder indirekt aus ihr berechnet 
werden. Die Fläche unter der Plasmakonzentrations -Zeit-Kurve (hellgrün) wird 
dabei häufig als „area under the curve (AUC)“ bezeichnet. Die mitt lere 
Verweildauer des Wirkstoffs im Organismus (MRT), die maximale 
Plasmakonzentration (c max), die halbmaximale Plasmakonzentration (c 1/2 max) 
und die Halbwertszeit (t 1 /2 ) sind Beispiele für pharmakokinetische Parameter. 

Abhängig davon, ob der Wirkstoff einmal oder mehrmals (z.B. während einer Therapie, bei 

der täglich ein oder zwei Mal Wirkstoff eingenommen wird) verabreicht wird, variiert der 

Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf ebenfalls. Im Folgenden werden einige 

pharmakokinetische Parameter erläutert, die im Rahmen dieser Arbeit für D-enantiomere 

Peptid-Wirkstoffkandidaten gegen die AD experimentell ermittelt wurden: 

1.7.1.1 Plasmakonzentrationsmaximum (cmax) 

Maximale Plasmakonzentration, die nach (einmaliger) Wirkstoffapplikation erreicht wird. 

Einheit:  oder  , dabei ist %ID = prozentualer Anteil der injizierten Dosis 

Formel: wird direkt aus der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve abgelesen 

1.7.1.2 Zeit bis zum Erreichen des Plasmakonzentrationsmaximums (tmax) 

Zeit, die zwischen Applikation und Erreichen der maximalen Plasmakonzentration vergeht. 

Diese kann abhängig von der jeweiligen Darreichungsform zwischen wenigen Sekunden (i.v. 

Applikation) und mehreren Stunden (retardierte orale Darreichungsformen, subkutane 

Injektion, o.ä.) variieren. 

Einheit: h 

Formel: wird aus der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve abgelesen 

1.7.1.3 Terminale Eliminationskonstante (λz) 

I.d.R. findet die Wirkstoffelimination nach einer Kinetik 1. Ordnung (exponentieller 

Konzentrationsabfall) statt, d.h. „Die Konzentrationsänderung zum Zeitpunkt t hängt von der 

aktuellen Konzentration (ct) ab.“ [102]. Hierbei beschreibt die terminale Eliminationskonstante 

(λz) den Konzentrationsabfall eines Wirkstoffs, welcher alle für dessen Ausscheidung aus 

dem Blutkompartiment verantwortlichen Prozesse (z.B. Metabolisierung und Eliminierung) 

umfasst [102]. 

Einheit:  
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Formeln:  

   

  c0 = Plasmakonzentration zum Zeitpunkt 0 

  c1 = Plasmakonzentration zum Zeitpunkt 1 

  c2 = Plasmakonzentration zum Zeitpunkt 2 

  t1 = Zeitpunkt 1 

  t2 = Zeitpunkt 2 

1.7.1.4 Eliminationshalbwertszeit (t1/2) 

Die Eliminationshalbwertszeit (t1/2) ist die Zeitspanne, nach der die Hälfte der zu Beginn der 

Zeitmessung (t0) im Organismus vorhandenen Wirkstoffmenge metabolisiert bzw. eliminiert 

wurde. Bei einer Wirkstoffelimination nach einer Kinetik 1. Ordnung ist diese 

dosisunabhängig. Üblicher Weise wird die terminale Eliminationshalbwertszeit angegeben, 

bei der die Wirkstoffaufnahme abgeschlossen ist und lediglich die Metabolisierung und 

Elimination eine Rolle spielen. Ein durch Einmalgabe applizierter Wirkstoff ist nach fünf 

Halbwertszeiten zu mehr als 95 % metabolisiert bzw. eliminiert [97]. 

Einheit: h 

Formeln:  

  V = Verteilungsvolumen 

  CL = Clearance 

1.7.1.5 Clearance (CL) 

Die Clearance beschreibt das formale Blut- bzw. Plasmavolumen, das pro Zeiteinheit durch 

Ausscheidung über die Niere (renale Clearance), Leber (hepatische Clearance), Haut, 

Lunge, etc. sowie durch Metabolisierung vollständig vom Wirkstoff befreit wird [97]. 

Einheit:  

Formel:  

  D = Dosis 

  AUC = Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve 
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1.7.1.6 Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (Area under the curve, AUC) 

Die Fläche unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) ist gleich der Wirkstoffmenge, 

die den Kreislauf erreicht, geteilt durch die Clearance. Sie spiegelt wider, in welchem 

Ausmaß ein Organismus dem Wirkstoff über einen gewissen Zeitraum (t) in Abhängigkeit der 

CL ausgesetzt ist [103]. 

Einheit:  

Formel: intravenöse Applikation:      

  extravaskuläre Applikation (z.B. p.o.):    

  allgemein (mathematisch, grafisch): sog. Trapezregel  

1.7.1.7 Fläche unter der 1. Moment-Kurve (Area under the first moment curve, AUMC) 

Die Fläche unter der 1. Moment-Kurve (AUMC) ist die Fläche unter der Kurve des Produktes 

aus der Zeit (t) und der Plasmakonzentration (c) von t = 0 bis unendlich. Sie wird z.B. zur 

Bestimmung der mittleren Verweildauer und des Verteilungsvolumens im „Steady State“ 

(Kumulationsgleichgewicht, wenn Resorption und Elimination gleich schnell ablaufen) 

verwendet [103]. 

Einheit:  

Formel:  

1.7.1.8 Mittlere Verweildauer (Mean Residence Time, MRT) 

Die mittlere Verweildauer (MRT) entspricht der Zeit, die ein verabreichtes Wirkstoffmolekül 

durchschnittlich im Organismus verweilt [104]. 

Einheit: h 

Formel: i.v. Applikation:     

  extravaskuläre Applikation (z.B. p.o.):  

(MIT = mean input time  Zeit, die nach extravaskulärer Applikation 

durchschnittlich vergeht, bis ein Wirkstoffmolekül im Organismus ankommt.) 
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1.7.1.9 Bioverfügbarkeit (F) 

Die Bioverfügbarkeit (F) beschreibt den prozentualen Anteil, zu dem die nicht i.v. 

verabreichte Dosis (D) eines Wirkstoffs aus der jeweiligen Darreichungsform, relativ zur 

gleichen i.v. verabreichten Dosis, systemisch verfügbar wird. Die Bioverfügbarkeit kann 

beispielsweise durch unvollständige Freisetzung aus der Arzneiform, unvollständige 

Resorption am Applikationsort oder präsystemische Elimination (z.B. First-Pass-Effekt im 

Gastrointestinaltrakt) vermindert werden [97]. 

Einheit: % 

Formel:  

 

1.7.2 Blut-Hirn-Schranke 

Die das Gehirn durchblutenden Gefäße sind von besonders dichten, kontinuierlichen 

Endothel- und Gliazellen umgeben, die durch so genannte „tight junctions“ verbunden sind, 

um v.a. hydrophilen Substanzen den Übertritt aus dem Blut ins Gehirngewebe und damit ins 

zentrale Nervensystem (ZNS) zu erschweren. Auf diese Weise sollen unerwünschte 

Arzneimittelwirkungen im ZNS vermieden werden, was im Gegenzug die erwünschte 

Wirkung eines Wirkstoffs im ZNS (z.B. bei der AD) erschwert. Für Moleküle mit einem 

Molekulargewicht kleiner 60-600 Da ist die Blut-Hirn-Schranke (BHS) durchlässig [97], wobei 

es eine Reihe spezifischer Transporter gibt, die dafür sorgen, dass größere Moleküle, die ins 

ZNS gelangen sollen, die BHS passieren können. Für Moleküle, die fälschlicher Weise ins 

ZNS gelangt sind oder solche, die wieder ausgeschleust werden sollen, weil sie ihren Zweck 

erfüllt haben, gibt es ebenso spezifische Transporter, die bestimmte Substanzklassen aus 

dem ZNS über die BHS zurück in den Blutkreislauf transportieren. Hierzu zählen u.a. die 

ABC (ATP binding cassette)-Transporter und die Low Density Lipoprotein Receptor-related 

Protein 1 (LRP1)-Transporter (auch CD91 genannt), die u.a. das Aβ-Protein aus dem ZNS 

transportieren und dadurch mit der AD in Zusammenhang gebracht werden [105, 106]. Da 

diese Transporter spezifisch für Peptide bzw. Proteine sind, spielen sie möglicherweise 

ebenfalls eine Rolle beim ZNS-Auswärts-Transport der gegen die AD entwickelten D-Peptide 

[85]. 

Da eine effiziente BHS-Gängigkeit für die AD-Therapie besonders wichtig ist, wird diese im 

Rahmen dieser Arbeit für die gegen die AD entwickelten D-Peptide untersucht. Hierzu 

werden unterschiedliche BHS-Durchlässigkeits-Parameter bestimmt, sodass die erhaltenen 

Werte mit denen anderer Peptide aus einer internationalen Peptid-Datenbank [107] 
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verglichen werden können. In diesem Zusammenhang wurden die folgenden vier BHS-

Durchlässigkeits-Parameter ermittelt [107]. 

1.7.2.1 Blut-Gehirn-Gleichgewichtsverteilung (logBB Wert) 

Die Blut-Gehirn-Gleichgewichtsverteilung (logBB Wert) beschreibt das Verhältnis der 

Konzentrationen in Blut und Gehirn nach Einstellen des „Steady States“ (bei Mehrfachgabe) 

bzw. das Verhältnis der AUCs in Blut und Gehirn (bei Einfachgabe). Der Wert ist zusätzlich 

sowohl von der Plasmaproteinbindung des Wirkstoffs als auch von Bindung des Wirkstoffs 

an das Gehirngewebe abhängig [107]. 

 

Einheit: ohne Einheit 

Formel:  

1.7.2.2 Einseitige Zuflussgeschwindigkeitskonstante (Kin) 

Die einseitige Zuflussgeschwindigkeitskonstante (Kin) beschreibt die Kinetik der BHS-

Gängigkeit (vom Blut ins Gehirn) eines Wirkstoffes und kann mit Hilfe der Daten der Plasma- 

und Gehirnkonzentrations-Zeit Kurven graphisch bestimmt werden. Sie beschreibt wie viel 

Plasma- bzw. Blut-Volumen durch eine Gehirnpassage pro Zeiteinheit vom applizierten 

Wirkstoff befreit wird [108, 109]. 

Einheit: mL/(g*min) 

Formel: graphische Bestimmung durch  (Kin = Steigung) 

1.7.2.3 Initiales Verteilungsvolumen (Vi) 

Das initiale Verteilungsvolumen (Vi) umfasst das intravaskuläre Volumen (V0) sowie das 

Volumen sämtlicher Kompartimente des Gehirns, die in einem sich schnell einstellenden, 

reversiblen Gleichgewicht mit dem Plasma stehen, und ist eine funktionelle Größe. [109, 

110] 

Einheit: mL/g 

Formel: graphische Bestimmung durch  (Vi = Achsenabschnitt) 

1.7.2.4 Permeabilitäts-Oberflächen-Produkt (permeability surface-area product, PS) 

Das Permeabilitäts-Oberflächen-Produkt (PS) ist das Produkt aus der Permeabilität (P) und 

der Kapillar-Oberfläche (S). Es gibt an, wie viel Wirkstoff nach einmaliger i.v.-Bolusinjektion 
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aus einem bestimmten Volumen Blut pro Zeiteinheit in eine bestimmte Masse Gehirngewebe 

übergeht und wird auch als „uptake clearance from blood to brain“ (Beseitigung durch 

Aufnahme vom Blut ins Gehirn [107]) definiert [109]. 

Wenn die BHS-Permeabilität im Vergleich zum cerebralen Blutfluss (CBF) relativ gering ist 

(≤ 0,2 * CBF), ist PS ≈ Kin [109]. 

Der logarithmische PS-Wert (logPS) korreliert oftmals mit dem Oktanol/Wasser-

Verteilungskoeffizienten (logPOktanol/Wasser) [109]. 

Einheit: mL/(g*min) 

Formel: PS = (-CBF)* ln(1-Kin/CBF) 

wobei CBF = muriner cerebraler Blutfluss = 1,07 mL/(g*min) [111] 

Nach Renkin-Crone-Gleichung: PS = (-CBF) * (1-Hct) * ln(1-E) [112] 

Hct = Hämatokritwert [%] 

E = Extraktionskonstante: Anteil des Wirkstoffes, der den Blutgefäßinnenraum 

beim ersten Durchfluss nach einer Bolusinjektion durch das Blutgefäßsystem 

(ins Gehirngewebe) verlässt 
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2 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war die pharmakokinetische und pharmakodynamische Untersuchung Aβ-

Oligomer eliminierender D-enantiomerer Peptide, die zur AD-Therapie entwickelt wurden. 

Während die pharmakokinetischen Studien, mit besonderem Augenmerk auf die BHS-

Gängigkeit der D-Peptide, in Wildtyp-Mäusen durchgeführt werden sollten, sollten für die 

pharmakodynamische Therapie-Studie transgene Mäuse eines AD-Mausmodells mit 

kognitiven (1.6.2.2.1) Defiziten behandelt und untersucht werden. 

 

2.1 Untersuchung der pharmakokinetischen Eigenschaften sowie der Blut-
Hirn-Schranken-Gängigkeit D-enantiomerer Peptide 

Damit ein gegen die AD entwickelter Wirkstoff im Gehirn der Patienten seine Wirkung 

entfalten kann, muss dieser geeignete pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen, die 

BHS überwinden und therapeutisch wirksam sein. In dieser Arbeit sollten u.a. die 

pharmakokinetischen Eigenschaften D3‘s und zahlreicher seiner Derivate, die zuvor in vitro, 

und z.T. auch therapeutisch in vivo [74, 88] getestet wurden, untersucht werden. Ein 

besonderes Augenmerk sollte dabei auf die zuvor für die D-Peptide nur in vitro untersuchte 

BHS-Gängigkeit gelegt werden. 

In Studien zu Beginn dieser Arbeit stellte sich heraus, dass Tandem-D-Peptide, die in 

vorherigen Behandlungsstudien eine hohe therapeutische Effizienz aufgewiesen hatten, 

keine vorteilhaften pharmakokinetischen Eigenschaften zeigten. Daher sollten deren 

pharmakokinetische Eigenschaften optimiert und in weiteren Studien dieser Arbeit untersucht 

werden, um das hohe Aβ-Oligomer-Eliminierungspotenzial der Tandem-D-Peptide effizienter 

nutzen zu können. Außerdem sollte eine wirksame Konzentration im Gehirn auch nach oraler 

Gabe erreicht werden, um so das Nutzen-Risiko-Verhältnis bei einer Langzeit-Therapie zu 

optimieren. Je geringer die nötige zu applizierende Dosis eines Wirkstoffes ist, desto 

geringer ist das Risiko unerwünschter Arzneimittelwirkungen und desto geringer sind 

langfristig die Therapie-Kosten. 

Um herauszufinden, ob eine N- zu C-terminale Zyklisierung die BHS-Gängigkeit der 

D-Peptide effizienter macht, sollten ein lineares (RD2) und drei head-to-tail zyklisierte (cD3r, 

cD3D3, cRD2D3), direkte D3-Derivate (Sequenz bestehend aus den gleichen AS-Resten wie 

D3, z.T. jedoch abweichende AS-Reste-Anzahl) pharmakokinetisch in Wildtyp-Mäusen 

untersucht und miteinander verglichen werden. Das D3-Derivat mit der effizientesten BHS-

Gängigkeit sollte dabei selektiert und detaillierteren pharmakokinetischen Untersuchungen 
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unterzogen werden, um seine Eignung für den Einsatz in einer therapeutischen Studie in 

transgenen AD-Mäusen zu überprüfen. Mithilfe der D-Peptid-Konzentrations-Zeit-Profile in 

Plasma und Gehirn sollten außerdem BHS-Durchlässigkeits-Parameter des selektierten 

D-Peptids berechnet werden, um einen Vergleich mit anderen, z.T. bereits als Wirkstoffe 

zugelassenen, Peptiden zu ermöglichen. 

Die Gehirn-Konzentration eines Wirkstoffs kann im Rahmen klinischer Studien (in Menschen) 

nicht direkt ermittelt werden, die Konzentration des Wirkstoffs in der das Gehirn umgebenden 

CSF jedoch schon. Folglich sollte anhand der für die D-Peptid-Selektion erhobenen Daten 

überprüft werden, ob die Konzentrations-Zeit-Verläufe in Gehirn und CSF von Wildtyp-

Mäusen direkt miteinander korrelieren. Weiterhin sollte die Korrelation der Konzentrations-

Zeit-Verläufe in Gehirn und CSF mit denen im Plasma der Mäuse untersucht werden. 

 

2.2 In vitro und in vivo Vergleich dreier D-enantiomerer Peptide gegen die AD 

In einer weiteren Studie sollte ein in vitro gegen Aβ-Monomere selektiertes D3-Derivat der 

zweiten Generation (andere AS-Reste-Zusammensetzung als D3), ANK6, sowie zwei seiner 

Derivate, Tandem-ANK6 (tANK6) und zyklisches ANK6 (cANK6r), untersucht und 

miteinander verglichen werden. Dabei sollten unterschiedliche in vitro Tests zur Aβ-

Interaktion und zum Aβ-Oligomer-Eliminierungspotenzial der D-Peptide sowie 

pharmakokinetische in vivo Untersuchungen in Wildtyp-Mäusen zur Ermittlung der 

Konzentrations-Zeit-Profile und der BHS-Durchlässigkeits-Parameter durchgeführt werden. 

Auch hier sollte eine mögliche Eignung der D-Peptide für den Einsatz in therapeutischen 

Studien in transgenen AD-Mäusen überprüft werden. 

 

2.3 Untersuchung der pharmakodynamischen Eignung eines D-enantiomeren 
Peptids in einem transgenen AD-Mausmodell 

Um die zuvor in vitro auf ihre Aβ-Interaktion und in vivo auf ihre pharmakokinetische Eignung 

untersuchten D-Peptide pharmakodynamisch in vivo in einer mehrwöchigen, oralen 

Therapiestudie in transgenen AD-Mausmodellen auf ihre Wirksamkeit testen zu können, 

sollte eine orale Darreichungsform gefunden werden, die die tägliche orale Gabe eines D-

Peptid-Kandidaten minimalinvasiv gewährleistet. 

Mit dieser Darreichungsform sollte eine 12-wöchige Therapiestudie (tägliche orale Wirkstoff-

Gabe) in einem transgenen Mausmodell mit kognitiven Defiziten (APP/PS1dE9) mit dem D3-
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Derivat RD2 durchgeführt werden. Um zu testen, ob die tägliche orale D-Peptid-Behandlung 

den AD-Phänotyp der transgenen Mäuse (verglichen mit Placebo-behandelten transgenen 

Mäusen) verringert, sollten zu Beginn und am Ende der Behandlung Verhaltenstests 

durchgeführt werden. Nach Abschluss der Behandlung sollten die Gehirne (Zielwirkort) der 

Mäuse immunhistochemisch und immunbiochemisch auf ihren Aβ-Gehalt sowie auf 

Entzündungsmarker untersucht werden. 
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4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

In der zunehmend älter werdenden Bevölkerung spielen neurodegenerative Erkrankungen 

eine immer größer werdende Rolle. Die AD stellt dabei die häufigste Form der Demenz dar 

und führt, als bisher unheilbare Erkrankung, innerhalb weniger Jahre zum Tod [4, 11]. 

Sowohl für die Patienten als auch für ihre Angehörigen ist der schnell fortschreitende Verlauf 

der Erkrankung nach Ausbruch der ersten Symptome, z.B. Gedächtnis- und 

Persönlichkeitsstörungen, eine sehr große psychische und physische Belastung. Aus diesem 

Grund sind Forscher weltweit auf der Suche nach einer kurativen Therapie oder sogar 

Prophylaxe gegen die AD. Zahlreiche Wirkansätze zielen dabei auf zwei pathologische 

Hauptmerkmale, beides neurotoxische Proteinablagerungen im Gehirn, ab: extrazelluläre 

Aβ-Ablagerungen und intrazelluläre Tau Protein-Aggregate [2]. 

Im Arbeitskreis um Professor Willbold wird seit einigen Jahren an der Entwicklung 

D-enantiomerer Peptide gearbeitet, die besonders toxische Aβ-Oligomere spezifisch und 

direkt eliminieren [74, 80]. Infolgedessen wird die von den Aβ-Oligomeren ausgehende 

Neurotoxizität vermindert. Die therapeutische Aktivität der Leitstruktur, D3, konnte bereits in 

zahlreichen Studien in transgenen Mausmodellen der AD bestätigt werden [95, 96]. Um die 

pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften der D-Peptide zu 

optimieren, wurden in den vergangenen Jahren und werden fortwährend zahlreiche direkte 

(gleiche AS-Reste-Zusammensetzung) und indirekte (unterschiedliche AS-Reste-

Zusammensetzung) D3-Derivate entwickelt. Die von Willbold et al. selektierten D-Peptide 

zeichnen sich durch ihre besondere proteolytische Stabilität und ihre sehr gute 

Verträglichkeit bzw. geringe Immunogenität aus [68]. Als sehr vielversprechender Kandidat 

gilt derzeit das D3-Derivat RD2 [80]. Die Untersuchung pharmakokinetischer Eigenschaften 

neuer Wirkstoffe macht bei deren präklinischer Entwicklung einen wichtigen Selektions-

Bestandteil aus [113]. 

4.1 Untersuchung der pharmakokinetischen Eigenschaften sowie der Blut-
Hirn-Schranken-Gängigkeit D-enantiomerer Peptide gegen die AD 

In der Regel ist eine gute BHS-Gängigkeit für Wirkstoffe, deren Wirkort nicht im ZNS liegt, 

unvorteilhaft, da diese dort unerwünschte zentralnervöse Wirkungen hervorrufen könnten. 

Für Wirkstoffe, deren Wirkort im Gehirn ist, z.B. Wirkstoffe zur Therapie der AD, ist eine 

effiziente BHS-Gängigkeit jedoch von großer Wichtigkeit. Zu Beginn dieser Arbeit wurden D3 

und seine direkten Derivat RD2, D3D3 und RD2D3 in Wildtyp-Mäusen auf ihre 

pharmakokinetischen Eigenschaften nach unterschiedlichen Applikationsarten untersucht. In 

Voruntersuchungen stellte sich heraus, dass alle vier Peptide proteolytisch stabil waren. Die 
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nach intravenöser Gabe (3,3 mg/kg Körpergewicht) erreichten cmax-Level im Gehirn der 

Wildtyp-Mäuse waren für die Einzel-Peptide (D3 und RD2) höher als für die Tandem-Peptide 

(D3D3 und RD2D3). Ein nennenswerter Unterschied zwischen den Einzel- und den Tandem-

Peptiden wurde auch in Bezug auf die ermittelten terminalen Halbwertszeiten im Plasma 

deutlich. Während die Einzel-Peptide Halbwertszeiten im Bereich von ca. 30 bis 60 h 

aufwiesen, hatten die Tandem-Peptide lediglich Halbwertszeiten zwischen 0,5 und 3 h. 

Aufgrund der pharmakokinetischen Unterlegenheit der Tandem-Peptide sollte in weiteren 

Studien im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, die pharmakokinetischen Eigenschaften 

der Tandem-Peptide effizienter zu gestalten. Dabei sollte v.a. die BHS-Gängigkeit der in vitro 

sehr gut Aβ-Oligomer-eliminierenden Tandem-Peptide [74] erhöht werden, um in 

anschließenden therapeutischen Studien höhere D-Peptid-Level im Gehirn erreichen zu 

können. Daraufhin wurde in einer Studie getestet, ob eine N- zu C-terminale Zyklisierung der 

D-Peptide deren BHS-Gängigkeit positiv beeinflussen kann. Der direkte Vergleich dreier 

linearer D3-Derivate und ihrer zyklischen Äquivalente zeigte, dass die D-Peptid-Zyklisierung 

deren BHS-Gängigkeit in Wildtyp-Mäusen (i.p. Applikation) deutlich effizienter macht, obwohl 

sich die Plasmawerte der linearen und zyklischen Äquivalente im Verlauf der 

Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven kaum voneinander unterschieden (Abbildung 6). 

 

Abbildung 6: Gehirn- & Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven zyklischer und linearer 
D-Peptide nach i.p. Applikation 
cD3r (schwarze durchgezogene Linie, gefüllte Quadrate), D3 (schwarze 
gestrichelte Linie, leere Quadrate), cD3D3 (rote durchgezogene Linie, gefüllte 
Rauten), D3D3 (rote gestrichelte Linie, leere Rauten), cRD2D3 (grüne 
durchgezogene Linie, gefüllte Kreise) und RD2D3 cRD2D3 (grüne gestrichelte 
Linie, leere Kreise) wurden Wildtyp-Mäusen i.p. (10 mg/kg) verabreicht. Der 
Konzentrations-Verlauf der D-Peptide in Gehirn (a) und Plasma (b) wurde 
gegen die Zeit aufgetragen. Die Konzentration wurde als prozentualer Anteil 
der inj izierten Dosis pro Gramm Gehirn (% ID/g) oder pro Mil l i l i ter Plasma 
(% ID/mL) angegeben. Die zyklischen D-Peptide (durchgezogene Linien) 
weisen höhere Konzentrationen im Gehirn auf als ihre l inearen Äquivalente 
(gestrichelte Linien), während die Konzentrationen im Plasma für die 
zyklischen und die l inearen D-Peptid-Paare jeweils ähnlich verlaufen.  
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Pharmakodynamisch wurde exemplarisch für cD3r bereits gezeigt, dass die mit der 

Zyklisierung einhergehende Erhöhung der konformativen Starrheit eines D-Peptids seine 

Affinität zum Zielmolekül, seine Effizienz, zytotoxische Oligomere zu eliminieren sowie seine 

Fähigkeit, Aβ-induzierte Neurotoxizität zu vermindern, erhöhen kann [89]. Diese 

pharmakodynamischen Aspekte, in Kombination mit den vorteilhaften pharmakokinetischen 

Eigenschaften, stellen eine erhöhte in vivo Effizienz der zyklischen D-Peptide in Aussicht. 

Das aus RD2 und D3 zusammengesetzte, zyklische Tandem-D-Peptid, cRD2D3, wurde in 

einer Studie mit vier D3-Derivaten (drei Zyklische und ein Lineares) als D-Peptid mit der 

effizientesten BHS-Gängigkeit selektiert (Abbildung 6) und daraufhin intensiver untersucht. 

Tests zur proteolytischen Stabilität und zur Plasmaproteinbindung sprachen cRD2D3 die 

gleichen vielversprechenden Eigenschaften wie D3, RD2 und den Tandem-D-Peptiden 

RD2D3 und D3D3 zu. Die in Wildtyp-Mäusen untersuchten pharmakokinetischen Profile 

nach i.v., i.p. und oraler Gabe bestätigten cRD2D3, im Gegensatz zu den linearen Tandem-

D-Peptiden, eine wünschenswert lange Halbwertszeit (29-58 h). Weiterhin zeigte cRD2D3 

eine sehr hohe orale Bioverfügbarkeit (Tabelle 1, Abbildung 8). Sowohl eine lange 

Halbwertszeit mit großer proteolytischer Stabilität, sprich eine ausreichend lange 

Wirkungsdauer, als auch eine hohe orale Bioverfügbarkeit sind für Wirkstoffe zur Therapie 

der AD äußerst vorteilhaft. Da davon auszugehen ist, dass eine AD-Therapie über einen 

längeren Zeitraum (unter Umständen mehrere Jahre bis Jahrzehnte) stattfinden soll, ist ein 

Therapieregime mit einer einmal täglichen oralen Wirkstoffeinnahme für den Patienten am 

komfortabelsten. Therapieregime mit einmal täglicher Wirkstoffeinnahme, die nur bei 

Wirkstoffen mit einer ausreichend hohen Halbwertszeit angewandt werden können, werden 

zudem mit einer deutlich höheren Therapietreue (Compliance) verbunden als solche, bei 

denen die Wirkstoffeinnahme mehrmals täglich durchgeführt werden muss. Eine Übersicht 

über die Halbwertszeiten und oralen Bioverfügbarkeiten einiger für diese Arbeit relevanter 

D-Peptide ist in Tabelle 1 zusammengestellt. Während RD2 mit einer enorm langen 

Halbwertszeit von fast 60 h nach intravenöser Gabe hervorsticht, konnte die Zyklisierung bei 

cRD2D3 die Halbwertszeit im Vergleich zu der seines linearen Äquivalents RD2D3 um ein 

Vielfaches verlängern. Weiterhin zeigte cRD2D3 eine herausragende orale Bioverfügbarkeit, 

wobei auch die der anderen, nach oraler Gabe untersuchten D-Peptide, verglichen mit 

L-enantiomeren Peptiden, außergewöhnlich hoch war. 

Tabelle 1: Pharmakokinetische Parameter nach einmaliger Applikation 
D-Peptid t1/2 [h] (i.v.) F [%] (p.o.) 

D3 32 58,3 

RD2 59 76,5 

D3D3 0,7 na 

RD2D3 0,8 na 
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cRD2D3 29 98,0 

ANK6 15 11,8 

tANK6 18 49,4 

cANK6r 18 9,9 

 

Da die Konzentration eines Wirkstoffs im menschlichen Gehirn i.d.R. nicht direkt bestimmt 

werden kann, die in der CSF jedoch schon, wird behandelten Patienten häufig CSF 

entnommen und geschaut, ob der Wirkstoff dort in für eine zu erwartende Wirkung 

ausreichend hohen Konzentrationen vorliegt. Dabei wird davon ausgegangen, dass die 

Wirkstoff-Konzentrationen im Gehirn und der CSF direkt miteinander korrelieren. Da dies 

jedoch nicht immer der Fall ist [114], wurde in dieser Arbeit untersucht, in wie fern die 

D-Peptid-Konzentrations-Zeit-Verläufe nach Einmalgabe (i.p.) in Gehirn, CSF und Plasma 

von Wildtyp-Mäusen korrelieren. Dabei verlief das Verhältnis der D-Peptid-Konzentrationen in 

CSF und Gehirn konstant, was auf ein sich rasch nach der Applikation einstellendes 

Gleichgewicht zwischen CSF und Gehirn, also eine direkte Korrelation hindeutete (Abbildung 

7 a). Die Verhältnisse der D-Peptid-Konzentrationen in Gehirn und Plasma bzw. CSF und 

Plasma stiegen wiederum von 0 h bis etwa 24 h nach der Applikation konstant an und 

erreichten erst dann einen vergleichbaren Wert (Abbildung 7 b&c). Aufgrund der schnellen, 

aber nicht proportional zur Plasmakonzentration ansteigenden, D-Peptid-Aufnahme ins 

murine Gehirn sowie aufgrund der langanhaltend hohen D-Peptid-Konzentrationen im Gehirn 

wurde angenommen, dass die D-Peptide direkt (Endozytose-unabhängig) über die BHS ins 

Gewebe eindringen und dass dieser Prozess sättigbar ist [85, 115]. Die Sättigbarkeit der 

BHS-Gängigkeit wird, exemplarisch für cRD2D3, deutlich, wenn man beachtet, dass die 

Konzentrationen im Gehirn nach intravenöser Gabe, also anfänglich extrem hohen 

Plasmakonzentrationen, in etwa in der gleichen Größenordnung liegen wie nach oraler 

Gabe, also anfänglich eher niedrigen Plasmakonzentrationen. Erst wenn ein Teil des 

zirkulierenden D-Peptids im Gehirn angekommen ist und ein Teil aus dem Plasma bereits 

metabolisiert oder eliminiert wurde, sind die Konzentrationen in Gehirn und Plasma 

äquivalent und bleiben es dann auch für mehrere Tage (Abbildung 7 d). Weiterhin wird 

angenommen, dass D3 und seine Derivate die BHS besonders effizient (vom Blut Richtung 

Gehirn) überwinden können, weil ihre AS-Sequenz zahlreiche Arginine (bei D3 und RD2 sind 

5 von 12 AS-Resten Arginine) beinhaltet. Sie haben in ihrer AS-Sequenz ein sog. „arginine 

rich motif“ (Arginin-reiche Sequenz), das dem des Humanen Immundefizienz-Virus Typ 1 

Transkriptions-Transaktivator (HIV-1 Tat)-Protein ähnelt [116, 117]. Aufgrund dieser 

Ähnlichkeit wird vermutet, dass die D-Peptide durch einen ähnlichen, direkten 

Transportmechanismus über Membranen und letztlich auch die BHS transportiert werden 

wie die HIV-1 Tat-Proteine. 
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Abbildung 7: Gehirn/CSF-, CSF/Plasma- und Gehirn/Plasma-Verhältnisse 
(a-c) cRD2D3 (grüne Linie, Kreise), RD2 (blaue gestrichelte Linie, Dreiecke), 
cD3D3 (rote gestrichelte Linie, Rauten) und cD3r (schwarze gestrichelte Linie, 
Quadrate) wurden Wildtyp-Mäusen i.p. (10 mg/kg) verabreicht. Die D-Peptid-
Konzentrationen (Dreifachbestimmung) in Plasma, Gehirn und CSF wurden 
bestimmt und miteinander ins Verhältnis gesetzt. Das Verhältnis von 
Gehirn/Plasma (a), CSF/Plasma (b) und Gehirn/CSF (c) wurde gegen die Zeit 
aufgetragen. 
(d) Die Gehirn- und Plasmakonzentrationen von cRD2D3 wurden zusätzl ich 
nach i.v. (3,3 mg/kg; mittelgrüne gestrichelte Linie, Quadrate) und p.o. ( 10 
mg/kg; dunkelgrüne gestrichelte Linie, Dreiecke) Applikation untersucht und 
bis zu 4 Tage nach der einmaligen Applikation miteinander ins Verhältnis 
gesetzt (d).  

Um die BHS-Gängigkeit der entwickelten D-Peptide mit der anderer Peptide, die z.T. bereits 

als Wirkstoffe für diverse Erkrankungen zugelassen sind, vergleichen zu können, wurden 

BHS-Durchlässigkeits-Parameter für D3 und einige seiner Derivate bestimmt. Die 

Vergleichswerte sind in einer internationalen, von der Universität Gent geführten, Datenbank 

(Brainpeps: www.brainpeps.ugent.be) gelistet [107]. Als Positivkontrolle für gute BHS-

Durchlässigkeit wird häufig das Heptapeptid „Dermorphin“ verwendet [118]. In Tabelle 2 sind 

die BHS-Durchlässigkeits-Parameter D3s und einiger seiner Derivate gelistet. Es wird 

deutlich, dass cRD2D3 und tANK6 die verhältnismäßig höchsten Kin-Werte und 

vorteilhaftesten logBB-Werte haben. Ein hoher Kin-Wert bestätigt den beiden D-Peptiden 

einen verhältnismäßig schnellen Übergang vom Blut ins Gehirn d.h. sie liegen in der gleichen 

Größenordnung wie die Positivkontrolle. Je positiver der logBB-Wert eines Peptids ist, desto 

mehr Peptid gelangt innerhalb von 24 h, relativ zur Plasmakonzentration, ins Gehirn. Die 

außergewöhnlich guten BHS-Durchlässigkeits-Parameter des tANK6 werden allerdings 

durch, verglichen mit den anderen D-Peptiden, sehr niedrige initiale Plasmaspiegel nach der 
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i.v.-Applikation relativiert. Die verhältnismäßig niedrigen initialen tANK6-

Plasmakonzentrationen können beispielsweise durch einen hohen First-Pass-Effekt und/oder 

eine schnelle Elimination entstanden sein. Zusammenfassend zeigte cRD2D3 in diesen 

Studien herausragende pharmakokinetische Eigenschaften, da es hohe Gehirnspiegel, 

vorteilhafte BHS-Durchlässigkeits-Parameter, eine lange terminale Halbwertszeit und eine 

hohe orale Bioverfügbarkeit aufweist. In künftig geplanten Therapiestudien in AD-

Mausmodellen mit kognitiven Defiziten soll cRD2D3s in vivo Wirksamkeit zur Verbesserung 

dieser Defizite untersucht werden. 

Tabelle 2: Blut-Hirn-Schranken-Durchlässigkeits-Parameter 

D-Peptid 
Kin 

[mL/(g*min)] 
Vi 

[mL/g] 
PS 

[mL/(g*min)] 
logBB 

(0-24 h) 

D3 0,0002 0,0446 0,0002 -0,526 

RD2 0,0005 0,0437 0,0005 -0,445 

D3D3 0,0003 0,0531 0,0003 -0,396 

RD2D3 0,0003 0,0512 0,0003 -0,411 

cRD2D3 0,0020 0,1955 0,0020 -0,105 
ANK6 0,0003 0,0575 0,0003 -0,401 

tANK6 0,0016 0,5833 0,0016 0,335 
cANK6r 0,0003 0,0396 0,0003 -0,329 

Dermorphin* 0,0022 0,0215 na na 

 
* Dermorphin-Werte entnommen aus Brainpeps [108, 119]. 

4.2 In vitro und in vivo Vergleich dreier D-enantiomerer Peptide gegen die AD 

Die ersten, direkten D3-Derivate bestanden alle aus denselben AS-Resten wie D3, lediglich 

in unterschiedlichen Anordnungen. Um zu prüfen, ob es jedoch sinnvolle AS-Austausche in 

der D3-Sequenz gibt, die das Aβ-Oligomer-Eliminierungs-Potenzial weiter erhöhen, wurden 

die einzelnen D3-AS systematisch jeweils gegen 19 proteinogene bzw. 13 nicht-

proteinogene AS-Reste ausgetauscht und, mittels SPR, die Affinität der entstandenen 

D-Peptide an Aβ-Monomere untersucht [90]. Das vielversprechendste Derivat, das 

ausschließlich aus proteinogenen AS-Resten besteht (ANK6), wurde daraufhin im Rahmen 

dieser Arbeit in unterschiedlichen in vitro Tests zur Aβ-Interaktion (ThT- und MTT-Test), zum 

Aβ-Oligomer-Eliminierungspotenzial (QIAD-Assay) und zur Plasmaproteinbindung sowie in 

pharmakokinetischen in vivo Untersuchungen in Wildtyp-Mäusen (Konzentrations-Zeit-

Profile, pharmakokinetische und BHS-Durchlässigkeits-Parameter) mit seinem eigenen 

Tandem-Derivat (tANK6) und seiner zyklisierten Version (cANK6r) verglichen (Tabelle 1, 

Tabelle 2, Tabelle 3). 
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Wie erwartet, zeigten alle drei D-Peptide außergewöhnlich gute Ergebnisse in den in vitro 

Tests. Während tANK6 im ThT-Test zur Aβ-Fibrillen-Bildungs-Inhibition und im MTT-Test zur 

Untersuchung der Verringerung des zytotoxischen Aβ-Einflusses die effizientesten 

Ergebnisse zeigte, schnitt cANK6r im QIAD-Assay am besten ab. Obwohl cANK6r’s Aβ-

Oligomer-Eliminierungs-Potenzial in der gleichen Größenordnung lag wie das von ANK6 und 

tANK6 (Tabelle 3), wurden dem zyklischen Peptid noch bessere Eigenschaften 

zugesprochen, da es die Aβ-Monomer-Fraktionen (Aβ-Monomere gelten als potentiell 

neuroprotektiv [33]) weniger stark gesenkt hat als die anderen beiden. Folglich weist es eine 

noch spezifischere Aβ-Oligomere-Eliminierungs-Spezifität aus als ANK6 und tANK6. Die 

pharmakokinetischen in vivo Untersuchungen in Wildtyp-Mäusen nach i.v. und oraler 

Applikation zeigten für alle drei D-Peptide verhältnismäßig niedrige Plasma- und 

Gehirnkonzentrationen im Vergleich zu den D3-Derivaten der ersten Generation (Abbildung 

8). Allerdings erreichte das zyklische cANK6r nach i.v. Applikation, wie auch die zyklischen 

D3-Derivate der ersten Generation, im Gehirn höhere Konzentrationen als die beiden 

linearen D-Peptide ANK6 und tANK6. Dies bestätigt die Hypothese, dass zyklische D-Peptide 

effizienter im Gehirn ankommen als ihre linearen Äquivalente, wobei die D-Peptid-AS-

Sequenz offenbar eine noch bedeutendere Rolle für die BHS-Gängigkeit spielt. Die relativ 

hohen Konzentrationen in Leber und Niere sowie die relativ niedrigen 

Plasmakonzentrationen aller drei D-Peptide könnte darauf hindeuten, dass sie dem 

enterohepatischen Kreislauf (1.7.1) unterliegen. 

 

Abbildung 8: Gehirn- & Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven verschiedener D3-
Derivate nach oraler Applikation 
D3 (schwarze Linie, gefüllte Quadrate),  RD2 (blaue Linie, gefüllte Dreiecke), 
cRD2D3 (grüne Linie, gefüllte Kreise), ANK6 (rote Linie, leere Quadrate), 
tANK6 (orange Linie, leere Rauten) und cANK6r (violette Linie, leere 
Sechsecke) wurden Wildtyp-Mäusen oral (10 mg/kg) verabreicht. Der 
Konzentrations-Verlauf der D-Peptide in Gehirn (a) und Plasma (b) wurde 
gegen die Zeit aufgetragen. Die Konzentration wurde als prozentualer Anteil 
der inj izierten Dosis pro Gramm Gehirn (% ID/g) oder pro Mil l i l i ter Plasma 
(% ID/mL) angegeben. D3 und seine direkten (gleiche Aminosäure-Reste in der 
Sequenz wie D3) Derivate RD2 und cRD2D3 weisen sowohl im Gehirn als auch 
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im Plasma deutl ich höhere Konzentrationen auf als die indirekten (andere 
Aminosäure-Reste in der Sequenz als D3) D3-Derivate. Insgesamt weist 
cRD2D3 nach oraler Gabe die mit Abstand höchsten Konzentrationen in Gehirn 
und Plasma auf.  

Diese Studie zeigte, dass ANK6 und seine beiden Derivate tANK6 und cANK6r zwar in den 

in vitro Tests effizienter sind als D3 und seine Derivate der ersten Generation (Tabelle 3), 

ihre pharmakokinetischen Eigenschaften jedoch deutlich unvorteilhafter (Tabelle 1), v.a. im 

Hinblick auf die verhältnismäßig deutlich niedrigen Plasma- und Gehirnkonzentrationen, 

einzuordnen sind (Abbildung 8). Möglicherweise sind die unterlegenen pharmakokinetischen 

Eigenschaften z.T. in der bei ANK6 und seinen Derivaten nicht vorhanden HIV-Tat-Sequenz 

begründet [85, 115]. Diese Ergebnisse in Kombination mit den von Klein et al. beschriebenen 

Ergebnissen einer Therapiestudie, in der ANK6 keine signifikante Verbesserung der 

Kognition in einem AD-Mausmodell zeigen konnte [90], machen deutlich, dass eine sehr 

hohe Aβ-Oligomer-eliminierende in vitro Effizienz alleine nicht ausreicht, um einen in vivo 

potenten AD-Wirkstoff zu entwickeln, sondern dass die pharmakokinetischen Eigenschaften 

ebenfalls eine entscheidende Rolle für die Wirksamkeit spielen. Folglich sollten, trotz des 

herausragenden Aβ-Oligomer-Eliminierungs-Potenzials der ANK6-Peptide, keine weiteren 

therapeutischen Studien in transgenen Mäusen eines AD-Mausmodells mit ANK6 und seinen 

Derivaten durchgeführt werden, bevor deren pharmakokinetische Eigenschaften nicht durch 

Änderungen der AS-Sequenz, eine geeignete Formulierung o.ä. effizienter gestaltet wurden. 

Tabelle 3: Parameter zur D-Peptid-Aβ-Interaktion & Plasmaproteinbindung 
 ThT-Test MTT-Test QIAD Plasmaproteinbindung 

D-Peptid IC50 
Zellviabilität 
(Aβ:Peptid) 

Aβ-Oligomer-
Eliminierung 
(Aβ:Peptid) 

KD 
(humanes 

Serumalbumin) 

KD 
(saures α1-

Glykoprotein) 

D3 7,2 μM ̴ 60 % (1:5) [90] 50 % (4:1) ≥ 1,4 mM** 1,8 μM 

RD2 7,7 μM 76 % (1:5) 71 % (4:1) ≥ 1,4 mM** 2,77 μM 

D3D3 nb ̴ 90 % (1:1) [87] 96 % (8:1) [87] ≥ 1,4 mM** 0,03 μM 

RD2D3 1,9 μM* ̴ 100 % (1:1) [87] 98 % (8:1) [87] ≥ 1,4 mM** 0,04 μM 

cRD2D3 1,8 μM* 82,2 % (1:2,5)* nb 33,2 μM 1,2 μM 

ANK6 3,6 μM 65,3 % (1:5) 98,2 % (4:1) ≥ 1,4 mM** 0,29 μM 

tANK6 2,1 μM 75,5 % (1:5) 98,9 % (4:1) 137,7 μM 0,06 μM 

cANK6r 3,7 μM 58,2 % (1:5) 96,5 % (4:1) 598,6 μM 0,28 μM 

 
nb = nicht bestimmt   * unveröffentlichte Daten. 

** Da die D3-Derivate aufgrund ihrer positiven Ladung bei physiologischem pH-Wert lediglich eine geringe 
Affinität zu humanem Serumalbumin aufweisen, konnte mit dem für die Plasmaproteinbindungs-Bestimmung 
verwendeten Kit kein KD ermittelt werden. Das Detektionslimit des Kits lag bei 1,4 mM. Der KD der mit einem * 
markierten D3-Derivate liegt folglich darüber. 
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4.3 Untersuchung der pharmakodynamischen Eignung eines D-enantiomeren 
Peptids in einem transgenen AD-Mausmodell 

Neben pharmakokinetischen Untersuchungen wurde in dieser Arbeit eine orale 

Darreichungsform für die D-Peptide etabliert, die die minimalinvasive Durchführung einer 

mehrwöchigen pharmakodynamischen in vivo Therapiestudie in einem transgenen AD-

Mausmodell ermöglicht. Die häufig verwendete Darreichungsform eines Wirkstoffes in 

Nagetieren mittels Schlundsonden ist v.a. über einen längeren Therapiezeitraum mit 

täglicher Applikation stark belastend für die Mäuse. Die hier etablierte orale 

Darreichungsform ist ein Gummibärchen-artiges „Jelly“ (eine wässrige Lösung mit 30 % 

Sucrose, 10 % Sucralose und 18,75 % Kaltrührgelatine erwies sich als geeignetste 

Formulierung), in das entweder Wasser (Placebo) oder eine wässrige D-Peptid-Lösung 

(Verum), die dem Durchschnittsgewicht der Mäuse und der täglich zu applizierenden Dosis 

entspricht, hinzugefügt wird. In einer pharmakokinetischen Pilotstudie konnte gezeigt 

werden, dass der D-Peptid-Wirkstoff in vergleichbaren Mengen im Blut und Gehirn ankommt 

wie nach Applikation mit der Schlundsonde. 

Die „Jellies“ wurden während der Therapiestudie wöchentlich frisch hergestellt, um die 

D-Peptid-Dosierung an das aktuelle Gewicht der jeweiligen Behandlungsgruppen transgener 

Mäuse anpassen zu können und um zu gewährleisten, dass die Jellies nicht verderben. Um 

die tägliche Behandlung der transgenen Mäuse möglichst schonend (gemäß dem 3R-Prinzip 

bei Tierversuchen: „Replace, Reduce, Refine“) zu gestalten, wurden sie während der 

mehrwöchigen Therapiephase jeden Vormittag in einen sog. Futterkäfig (leerer Käfig mit 

einem Wirkstoff- oder Placebo-haltigen „Jelly“) und, nachdem sie das „Jelly“ komplett 

aufgegessen hatten, zurück in den Haltungskäfig gesetzt. 

Die mit dieser Darreichungsform durchgeführte 12-wöchige Therapiestudie (tägliche orale 

Einmalgabe des Wirkstoffs) in einem transgenen Mausmodell zeigte jeweils eine signifikante 

Verringerung des AD-Phänotyps der mit dem sehr aussichtsreichen D-Peptid-

Wirkstoffkandidaten RD2 behandelten transgenen Mäuse im Vergleich zu den mit Placebo 

behandelten transgenen Mäusen. Die transgenen Mäuse dieser Studie stammten aus einer 

internen Zucht des in 1.6.2.2.1 beschriebenen APPswe/PS1dE9-Mausmodells und zeigten 

aufgrund ihres hohen Alters bereits zu Beginn der Therapie (18 ± 2 Monate) eine vollständig 

ausgeprägte Pathologie. Sie wurden mit 200 mg RD2/kg Körpergewicht/Tag behandelt. Der 

„Morris Water Maze“ ist einer der aussagekräftigsten kognitiven Tests, der für transgene AD-

Mäuse mit kognitiven Defiziten etabliert wurde [120]. In der pharmakodynamischen 

Therapiestudie erzielten die mit RD2 behandelten Mäuse signifikant erhöhte kognitive 

Leistungen als ihre mit Placebo behandelten Geschwistertiere. Kürzlich wurde das 

Hirnhomogenat der behandelten Mäuse mit einer Kombination zweier oben beschriebener 
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Testverfahren, QIAD- und sFIDA-Assay (1.6.1, 1.5.2.1), analysiert. Zusammenfassend 

konnte RD2 in drei AD-Mausmodellen (APP/PS1dE9, TBA2.1 [Schemmert et al. 2018, 

eingereicht], APPSL) [87]) in drei verschiedenen Laboratorien seine Wirksamkeit unter 

Beweis stellen und es konnte erstmals in vivo nachgewiesen werden, dass die Aβ-Oligomer-

Konzentration im Gehirn durch die RD2-Behandlung selektiv gesenkt wurde. 

4.4 Ausblick 

Nach eingehenden pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Studien zeigen einige 

der von Willbold et al. entwickelten D-Peptide großes Potenzial zur prophylaktischen oder 

sogar kurativen Therapie der AD. 

Das in dieser Arbeit als besonders vorteilhaft charakterisierte D3-Derivat, cRD2D3, soll in 

naher Zukunft in einer mehrwöchigen, oralen Therapiestudie in einem AD-Mausmodell mit 

kognitiven Defiziten auf seine pharmakodynamische Eignung untersucht werden. Dabei soll 

es direkt mit RD2 verglichen werden, dessen therapeutische Aktivität bereits in mehreren 

oralen Therapiestudien in verschiedenen AD-Mausmodellen bestätigt wurde. Mit diesen 

Studien soll überprüft werden, ob die gute in vitro Effizienz und die vorteilhaften 

pharmakokinetischen Eigenschaften auch zu einer hohen therapeutischen in vivo Effizienz 

führen. 

Um v.a. die orale Bioverfügbarkeit einiger D3-Derivate weiter zu erhöhen, sollen diese 

künftig mit Substanzen reversibel gekoppelt werden, die die Aufnahme aus dem 

Gastrointestinaltrakt erhöhen. Nach der Aufnahme sollen diese Substanzen unter 

physiologischen Bedingungen (z.B. enzymatisch) wieder abgekoppelt werden, sodass das 

freie D3-Derivat seine Wirkung entfalten kann. So müssten geringere Mengen des Wirkstoffs 

verabreicht werden, um eine in vivo wirksame Konzentration zu erreichen. Infolgedessen 

sollen die Gefahr potentiell auftretender unerwünschter Arzneimittelwirkungen sowie die 

Therapiekosten gesenkt werden. 

Die AD weist zwei pathologische Hauptmerkmale angesammelter Proteinspezies im Gehirn 

auf, die Amyloidose und die Tauopathie. Da sich die D-Peptide bei der Amyloidose bewährt 

haben und auch geeignete pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen, soll das Konzept 

künftig auf die Therapie der Tauopathie ausgeweitet werden. Die D-Peptide sollen dann in 

entsprechenden AD-Mausmodellen mit einer Tauopathie auf ihre kurative Wirkung 

untersucht werden. 

Auch eine Anwendung der D-Peptide in der AD-(Früh-)Diagnostik ist von großem Interesse. 

Beispielsweise sollen sie künftig zu PET-Tracern weiterentwickelt werden. Hierzu müssen 

die D-Peptide radioaktiv markiert werden (z.B. mit 18F oder 68Ga), nach intravenöser 
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Applikation schnell ins Gehirn gelangen, dort spezifisch an Aβ-Oligomere oder –Plaques 

bzw. an neurofibrilläre Tau-Bündel binden und anschließend innerhalb einer kurzen Zeit 

wieder aus dem Gehirn und dem gesamten Organismus ausgeschleust werden. 

Gearbeitet wird derzeit außerdem daran, den Wirkmechanismus der D-Peptide auf andere 

neurodegenerative Erkrankungen auszuweiten, denen ebenfalls Akkumulationen 

fehlgefalteter Proteine im Gehirn zugrunde liegen. Zu diesen Erkrankungen zählen z.B. 

Morbus Parkinson, die Amyotrophe Lateralsklerose und Chorea Huntington. 
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