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Kurzfassung 

Die Alzheimer’sche Demenz (AD) ist eine unheilbare, neurodegenerative Erkrankung, 

pathologisch charakterisiert durch zerebrale Amyloid-β (Aβ)-Ablagerungen und neurofibrilläre 

Bündel, einhergehend mit einem progressivem Verlust der Gedächtnisleistung. Die Suche 

nach einer kausalen Therapie gegen die AD stellt Forscher, aufgrund der Komplexität der 

multifaktoriellen Erkrankung, weltweit vor eine enorme Herausforderung. Derzeit 

zugelassene Medikationen bewirken ausschließlich eine Verzögerung der klinischen 

Symptome, oft einhergehend mit unerwünschten Nebenwirkungen, ohne die kausale 

Ursache der Erkrankung zu behandeln. Seit mehreren Jahren forscht die Arbeitsgruppe um 

Prof. Dr. Willbold am Forschungszentrum Jülich und der Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf an einer kausalen Therapie gegen die AD, die selektiv toxische Amyloid-β-

Oligomere eliminiert, um deren Neurotoxizität zu reduzieren. Diese Therapie beruht auf 

Peptiden, einzig bestehend aus D-enantiomeren Aminosäureresten, die mittels Spiegelbild-

Phagendisplay gegen monomeres Aβ selektiert worden sind. Ausgehend von der 

Leitsubstanz D3, die sowohl in vitro gezielt toxische Aβ-Oligomere eliminiert und in vivo in 

verschiedenen AD-Mausmodellen den Wirksamkeitsnachweis erbracht hat, wurden 

verschiedene D3-Derivate entwickelt. Das vielversprechendste dieser Derivate, RD2, wurde 

in dieser Arbeit ausgiebig charakterisiert. Dazu erfolgte eine detaillierte in vitro 

Charakterisierung die zeigte, dass RD2 toxische Aβ-Oligomere effizienter eliminiert als die 

Leitsubstanz D3 sowie anschließend Behandlungsstudien in verschiedenen AD-

Mausmodellen. In einer initialen Studie konnte belegt werden, dass RD2 nach einer vier-

wöchigen intraperitonealen Behandlung die kognitiven Fähigkeiten steigert ohne die AD-

assoziierte Pathologie zu beeinflussen. Aufgrund der erfolgreichen initialen 

Behandlungsstudie und der zu diesem Zeitpunkt bekannten Daten über die orale 

Verfügbarkeit wurden verschiedene orale Behandlungsstudien mit RD2 in verschiedenen 

AD-Mausmodellen durchgeführt. In einer groß angelegten in vivo Studie, in der mehrere D3-

Derivate zeitgleich im APPSL AD-Mausmodell oral getestet worden sind, konnte belegt 

werden, dass RD2 und das D3-Tandemderivat D3D3 die kognitiven Fähigkeiten der Mäuse 

steigerte. Jedoch konnte auch hier keine Änderung der AD-assoziierten Pathologie 

verzeichnet werden. In einer weiteren Behandlungsstudie, in der alte APPswe/PS1ΔE9 

Mäuse mit starken kognitiven Beeinträchtigungen und einer ausgeprägten AD-assoziierten 

Pathologie oral behandelt wurden, konnte gezeigt werden, dass RD2 die kognitiven 

Fähigkeiten in diesem AD-Modell signifikant steigert. Neben der Steigerung der kognitiven 

Fähigkeiten konnte ein signifikanter Rückgang der Aβ-Ablagerungen im Kortex gezeigt 

werden. Weiterhin wurde erstmalig der Beweis erbracht, dass RD2 signifikant toxische Aβ-

Oligomere in den Gehirnen der behandelten Mäuse reduziert (sog. „Target Engagement“). 

Trotz der hoch eingesetzten Dosierung wurden keine unerwünschten Arzneimittelwirkungen 



Kurzfassung 

xix 

nachgewiesen, welches durch eine Analyse diverser Plasmaenzymparameter sowie 

verschiedener Zytokine und Chemokine im Plasma belegt wurde. In einer weiteren oralen 

Behandlungsstudie an einem AD-Mausmodell, den sog. TBA2.1 Mäusen, welches durch 

motorische Defizite und eine enorme Neurodegeneration charakterisiert ist, konnte 

demonstriert werden, dass RD2 den sich progressiv ausbildenden Phänotyp signifikant 

verringert. Zusammenfassend zeigte RD2 in drei AD-Mausmodellen, in drei verschiedenen 

Laboratorien, selbst nach oraler Applikation eine signifikante Verbesserung, ohne 

unerwünschte Arzneimittelwirkungen aufzuweisen. Die erfolgsversprechenden 

pharmakokinetischen Eigenschaften, wie eine lange terminale Halbwertszeit, eine hohe orale 

Bioverfügbarkeit (über 70%) und ein Überwinden der Blut-Hirn-Schranke, sodass der 

Wirkstoff seinen Zielort erreichen kann sowie die herausragenden pharmakodynamischen 

Eigenschaften (selbst nach oraler Applikationen) qualifizieren RD2 als einen möglichen 

Kandidaten für eine erste Anwendung im Menschen und bietet eine neuartige 

Substanzklasse zur kausalen und erkrankungsmodifizierenden Therapie der AD. 
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Abstract 

Alzheimer’s disease (AD) is an incurable neurodegenerative disorder, mainly characterized 

by amyloid-β (Aβ)-deposits and neurofibrillary tangles, resulting in cognitive decline of the 

affected patients. Despite considerable efforts by scientists all over the world, no disease 

modifying or curative treatment against this multifactorial disease is available so far. 

Currently, approved medications only slow down the disease symptoms accompanied by 

undesirable adverse drug reactions. Since several years, Prof. Dr. Dieter Willbold’s group at 

the Forschungszentrum Jülich and the Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf is looking for a 

disease modifying therapy against AD. Their approach is based on the specific and direct 

elimination of toxic Aβ-oligomers. The elimination of toxic Aβ-oligomers is achieved by 

peptides solely consisting of D-enantiomeric amino acid residues, which were identified by 

mirror image phage display. Originating from the lead compound D3, which eliminates toxic 

Aβ-oligomers in vitro and enhances cognition in vivo in several AD mouse models, different 

lead optimization approaches were conducted. In this thesis, RD2, the most promising D3-

derivative, was intensively characterized. For this purpose, several in vitro experiments were 

conducted, revealing that RD2 eliminates toxic Aβ oligomers more efficiently than D3. 

Moreover, treatment studies were performed to verify RD2’s in vivo efficacy. In an initial 

intraperitoneal treatment study, it was proven that RD2 enhances cognition impairment 

without changing the AD-associated pathology in the brain. Based on the positive outcome of 

this study and the determined oral bioavailability, different oral RD2-treatment studies were 

conducted. In a large-scale oral treatment study in APPSL AD mice several D3-derivatives 

were directly compared. This study revealed that RD2, as well as the D3-tandem derivative 

D3D3, improved cognition. Again, there were no differences in the AD-associated pathology. 

Within a further treatment study, old-aged APPswe/PS1ΔE9 with severe cognitive 

impairments and a full-blown pathology were orally treated, resulting in a significant 

improvement of cognition. Besides the amelioration of cognitive impairments, a significant 

reduction of Aβ-deposits was demonstrated in this study. For the first time, it was proven that 

RD2 eliminates toxic Aβ-oligomers out of RD2-treated brains (target engagement). Despite 

the high administered dose, no adverse drug reactions were observed by analysis of different 

plasma enzymes, as well as different cytokines and chemokines. Additionally, an oral 

treatment study was performed in an AD mouse model, the TBA2.1 mouse model, which is 

characterized by a motor phenotype and enormous neurodegeneration. It was shown that 

RD2 significantly decelerates the neurodegenerative phenotype. 

In this thesis, the proof of concept of RD2 was demonstrated in various AD mouse models in 

different laboratories, even after oral administration. Amelioration of cognition and the 

deceleration of a neurodegenerative phenotype were demonstrated without exhibiting 
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adverse drug reactions. The promising pharmacokinetic properties, e.g. the high oral 

bioavailability, the long terminal half-life, and the favorable blood-brain-barrier penetration, 

even after oral administration, qualify RD2 as a potential first-in-man, first-in-class drug 

candidate for a disease modifying and curative treatment of AD. 
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1. Einleitung  

Als Alois Alzheimer im Jahr 1907 erstmalig eine bis dahin unbekannte Krankheit beschrieb 

[1] ahnte er nicht, dass die Alzheimer’sche Demenz (AD) über 100 Jahre später ein großes 

medizinisches und volkwirtschaftliches Problem darstellen würde Der Fall seiner Patientin 

Auguste Deter ließ sich mit keinem bisher bekannten Krankheitsbild in Einklang bringen, ihr 

„Gebaren (trug) den Stempel volliger Ratlosigkeit“, sie litt unter fortschreitender 

„Gedächtnisschwäche“ und „Merkfähigkeit“ [1]. Bis zu ihrem Tod konnte sich Alzheimer die 

Ursache ihres absonderlichen Verhaltens nicht erklären. Untersuchungen ihres Gehirns 

zeigten schon damals die bis heute als charakteristisch geltenden pathologischen 

Veränderungen der AD: 1) extrazelluläre Ablagerungen des Amyloid-β(Aβ)-Proteins, die 

sogenannten Aβ-Plaques, 2) neurofibrilläre Bündel (NFT), bestehend aus dem 

hyperphosphorylierten Tau-Protein, 3) eine Atrophie der grauen Substanz des Gehirns, 

einhergehend mit einer Vergrößerung der Ventrikel und 4) eine pathologische Anhäufung 

von Entzündungszellen (Abbildung 1) [1].  

 

Abbildung 1: Die Alzheimer’sche Demenz.  
Links: Abbildung eines pathologisch unauffälligen Gehirns im Vergleich zu einem Gehirn eines 
Alzheimer Patienten, mit deutlich sichtbarer Atrophie und vergrößerten Ventrikeln. Rechts: 
Mikroskopische Hauptkennzeichen der AD; Aβ-Plaques und neurofibrilläre Bündel.  
Quellen: https://www.nia.nih.gov/sites/default/files/inline-images/brain_slices_alzheimers_0.jpg und 
Perl, 2010. 

Heutzutage gilt die AD, eine neurodegenerative, irreversible Erkrankung, generell 

einhergehend mit Gedächtnisverlust und Abbau der kognitiven Fähigkeiten der betroffenen 

Patienten, als die am häufigsten verbreitete Form der Demenz. Klassisch wird die AD in zwei 

Formen gegliedert: Die familiäre, vererbte Form (fAD, oder auch „early onset AD“, (EOAD)) 

und die sporadische Form (sAD, oder auch „late onset AD“, (LOAD)). Während die Ursachen 

der sAD bis heute wissenschaftlich unzulänglich aufgeklärt sind, gelten Mutationen in den 

https://www.nia.nih.gov/sites/default/files/inline-images/brain_slices_alzheimers_0.jpg
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Genen, die für die Proteine Präsenilin-1 und -2 (PS1 und PS2) sowie dem Amyloid-Vorläufer-

Protein (APP) kodieren, ursächlich als Auslöser der fAD [2].  

Trotz intensiver Forschungsbemühungen (Publikationen (pubmed) im Feld der AD 

Forschung ca. 130.000, Stand Januar 2018) und erheblicher Förderungen gilt die AD nach 

wie vor als unheilbar. Zugelassene Medikationen wie Acetylcholinesteraseinhibitoren 

(AChEI) und N-methyl-D-Aspartat(NMDA)-Rezeptor-Antagonisten bewirken nur eine 

kurzzeitige Linderung der Symptome ohne die kausale Ursache zu behandeln.  

1.1 Ätiologie der multifaktoriellen Erkrankung AD: Genetik, Epidemiologie und 
Risikofaktoren  

Der Begriff „Demenz“ ist eine generalisierte Bezeichnung für eine verminderte geistige 

Fähigkeit, insbesondere des Gedächtnisses. Die Prävalenz an Demenz zu erkranken liegt 

bei Personen, die jünger als 60-65 Jahre alt sind unter einem Prozent. Diese steigt jedoch 

exponentiell mit dem Alter, sodass Menschen in der westlichen Welt mit einem Alter über 85 

Jahren ein Risiko von 24 bis 33 % haben, an einer Form der Demenz zu erkranken [3]. Des 

Weiteren wird mit einer exponentiellen Verdopplung der Fälle alle 20 Jahre von 46,8 

Millionen Patienten im Jahr 2015 bis hin zu 131,5 Millionen Betroffenen im Jahr 2050 

gerechnet [3], auch bedingt durch den demographischen Wandel der Bevölkerung.  

Die AD ist die am häufigsten verbreitete Form der Demenz, mit 60 bis 80 % der an Demenz 

erkrankten Patienten [4]. Bezugnehmend auf den „World Alzheimer’s Report“ aus dem Jahr 

2015, betragen die weltweiten Kosten für die Therapie und Versorgung aller 

Demenzerkrankten 818 Milliarden US$, wobei für 2030 bereits mit Kosten in Höhe von 2 

Billionen US$ gerechnet wird [4]. 

Die kausale Ursache für die Entwicklung der AD ist höchstwahrscheinlich durch eine Vielzahl 

diverser Umstände geprägt, zu denen unter anderem genetische, epigenetische und 

Umwelteinflüsse zählen. Der größte und offensichtlichste Risikofaktor, an AD zu erkranken, 

ist das Alter. Neben diesem gelten weitere Aspekte als mögliche Risikofaktoren. Zu diesen 

zählen persönliche und teilweise vermeidbare Faktoren wie Fettleibigkeit, Rauchen, zu 

geringe physische Aktivität, ein geringer Bildungsstatus sowie eine reduzierte Aktivität im 

weiteren Lebensverlauf [5]. Des Weiteren können Erkrankungen wie Diabetes mellitus, 

Hypertonie, Depressionen, koronare Herzerkrankung, vaskuläre Erkrankungen, 

Hypercholesterinämie und Atherosklerose zu einem erhöhten Risiko beitragen an AD zu 

erkranken [2, 6-9]. 

Die AD gilt als eine heterogene genetische Erkrankung, die in eine familiäre, vererbte und 

eine sporadische Form gegliedert werden kann. Die fAD ist eine autosomal dominant 
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vererbte Erkrankung, besonders geprägt durch einen frühzeitigen Ausbruch der Demenz 

unter 65 Jahren. Das klinische Erscheinungsbild der fAD und sAD lässt sich hinsichtlich der 

kognitiven Beeinträchtigungen und der Pathologie nicht unterscheiden [10]. Es wurden drei 

Gene identifiziert die, wenn sie mutiert sind, zur Ausprägung der fAD führen: APP, PS1 und 

PS2 [11]. Die erste bekannte Mutation, die ursächlich für die familiäre Form der AD 

beschrieben wurde, ist eine Mutation des APP-Gens. Das APP-Gen liegt auf Chromosom 

21q21 und ist ein ubiquitär exprimiertes Transmembranprotein. Es gibt drei verschiedene 

Isoformen des APP-Gens: APP695, APP751 und APP770. APP695 wird hauptsächlich in 

Neuronen und APP751 in Astrozyten exprimiert [12]. In der Literatur werden über 30 

Mutationen beschrieben, die vermehrt in der Aβ-Domäne auftreten (Exon 16 und 17), vor 

allem im C-terminalen Bereich [13]. Die daraus resultierende Verschiebung der APP-

Prozessierung, die unter Kapitel 1.3 näher erläutert wird, führt zu einer vermehrten Bildung 

des stark amyloidogenen Aβ42, einer reduzierten Aβ40-Bildung und somit zu einer Änderung 

des Aβ42/40 Verhältnisses, ohne die Aβ-Gesamtmenge zu verändern [14]. Trotz der vielen 

verschiedenen Mutationen sind jene im APP-Gen vorkommenden nicht die dominantesten. 

Mutationen in den Genen PS1 und PS2 hingegen kommen in nahezu allen Fällen der fAD 

vor [15, 16]. Die beiden Gene PS1 (Chromosom 14q23.4) und PS2 (Chromosom 1q31-q42) 

weisen eine strukturelle Ähnlichkeit auf und sind wesentliche Bestandteile des γ-Sekretase-

Komplexes, welcher APP zu Aβ spaltet [17]. Zusammengefasst sind diese Mutationen für 30 

bis 50 % der autosomal vererbten AD-Fälle verantwortlich und nur für 0,5% der sAD-Fälle 

[13]. Obwohl diese Mutationen nur für eine verschwindend geringe Zahl der gesamten AD-

Fälle verantwortlich sind, kann man sich diese in der Gentechnik zu Nutze machen, z.B. um 

Mausmodelle zu generieren. Mit Hilfe dieser ist es möglich, die Entstehung der AD sowie 

neue therapeutische Ansätze auf deren Wirksamkeit zu untersuchen. Diese werden unter 

Kapitel 1.5 näher erläutert. Neben Mutationen in den genannten Genen (APP, PS1 und 

PS2), die hautsächlich für die Entstehung der fAD verantwortlich sind gelten Mutationen im 

Apolipoprotein E (ApoE) ε4 Allel als stärkster Risikofaktor für die sAD. Ein heterozygotes 

Vorliegen des ApoEε4 trägt zu einem dreifach erhöhten Risiko bei, ein homozygotes 

Vorliegen des ApoEε4 zu einem fünfzehnfachen Risiko [18].  

1.2 Diagnose und Pathologie/Pathophysiologie der AD 

Der pathophysiologische Verlauf der AD beginnt viele Jahre, wenn nicht sogar Jahrzehnte 

bevor die klinische Diagnose der AD gestellt werden kann. D.h. bevor eine Manifestation 

kognitiver Beeinträchtigung sichtbar wird, können über diverse Nachweisverfahren, wie 

bildgebende Verfahren (Positronen-Emissions-Tomographie (PET)) und 

Magnetresonanztomographie (MRT)) und der Nachweis von Biomarkern aus z.B. der 

Cerebrospinalflüssigkeit (CSF)), erste pathologische Veränderungen detektiert werden 
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(Abbildung 2) [19]. Kriterien für die Diagnose der AD wurden bereits vor über 30 Jahren 

festgelegt, wobei bis heute eine definitive Diagnose zumeist erst post mortem gestellt 

werden kann [20]. 

 

Abbildung 2: Theoretisches Modell des Auftreten von typischen Biomarkern der Alzheimer’schen Demenz 
und Auftreten der klinischen Symptome. 
Weit vor dem Auftreten erster kognitiver Beeinträchtigungen (klinischer Symptome) 
können sowohl über Biomarker aus der Cerebrospinalflüssigkeit (CSF), als auch über 
bildgebende Verfahren, wie der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) pathologische 
Veränderungen nachgewiesen werden. Abbildung modifiziert nach [19]. 

Der Beginn einer Demenzerkrankung beginnt in der Regel damit, dass sich der Erkrankte an 

alltägliches nicht mehr erinnern kann, jedoch sehr wohl an vergangene Ereignisse. Durch die 

Beeinträchtigung des episodischen Gedächtnisses können neue Informationen nicht 

aufgenommen und verarbeitet werden, da das Lernen, und somit die Verarbeitung neuer 

Informationen, durch fehlende neuronale Verbindungen, vor allem in kortikalen und 

hippocampalen Strukturen, beeinträchtigt ist. All unsere Sinneswahrnehmungen werden über 

neokortikale Regionen aufgenommen und von dort aus in entorhinale Regionen projiziert. 

Von dort aus werden die Informationen in den Hippocampus weitergeleitet, verarbeitet und 

zurück in tiefe entorhinale Regionen und, schlussendlich, wieder zurück in den Neokortex 

projiziert. Ein Verlust dieser für das Lernen und somit für die Gewinnung neuer Erinnerungen 

essentiellen Verbindungen bewirkt die typischen klinischen Symptome einer Demenz [21]. 

Wie bereits zu Beginn dieses Abschnittes beschrieben, können pathologische 

Veränderungen im Gehirn eines AD Patienten bereits Jahrzehnte bevor klinische Symptome 

erkennbar sind detektiert werden. Mittels verschiedener bildgebender Verfahren konnte, vor 

allem im Frontallappen, eine Atrophie des Gehirns bei AD Patienten dokumentiert werden 
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[22]. Die Atrophie des entorhinalen Kortex korreliert mit der Einschränkung des episodischen 

Gedächtnisses und geht mit einer Reduktion der grauen Substanz (Neuronen) einher. Die 

beschriebene Atrophie eines Gehirns eines an AD erkrankten Patienten ist auf den Verlust 

von Dendriten, Synapsen und Axonen sowie einer reduzierten Myelinisierung, resultierend in 

einer Neurodegeneration, zurückzuführen.  

Der pathologische Verlauf und somit die Schwere der AD lässt sich unter anderem in sechs 

sog. „Braak-Stadien“ (engl. Braak stages) gliedern [23]. Ausgehend vom medialen 

Temporallappen (Stadien 1 und 2, prodromale AD) breitet sich die Pathologie in limbische 

Regionen aus (Stadien 3 und 4, frühe moderate AD) und manifestiert sich schlussendlich im 

Neokortex (Stadien 5 und 6, späte moderate AD, klinische Manifestation der Erkrankung) 

[24]. Braak-Stadien wurden ursprünglich in Bezug auf die Ausbreitung neurofibrillärer Bündel 

entwickelt, lassen sich jedoch auch auf die Aβ Verteilung übertragen [21]. Aβ-Ablagerungen 

entwickeln sich immer zunächst im Neokortex, gefolgt von Aβ-Ablagerungen im entorhinalen 

Kortex und medialen Schläfenlappen. Anschließend sind Aβ-Ablagerungen im Hippocampus 

und diesen assoziierten Regionen zu finden (z.B. Striatum) sowie im basalen Vorhirn (z.B. 

Nucleus basalis Meynert), bis Aβ Ablagerungen final im Hirnstamm sowie im Kleinhirn zu 

finden sind [25].  

Auf der mikroskopischen Ebene gibt es eine Vielzahl von Merkmalen, die als charakteristisch 

für die AD gelten. Die Hauptmerkmale der AD sind senile Plaques und NFT‘s in 

verschiedenen Bereichen des Gehirnes. Mitochondriale Dysfunktionen, oxidativer Stress, 

Veränderungen des Zellzyklus, neurovaskuläre Veränderungen, inflammatorische Prozesse 

sowie die Hyperphosphorylierung des tau Proteins mit Bildung von neurofibrillären Bündeln 

und die Aβ-Aggregation sind einige der zugrundeliegenden pathogener Mechanismen der 

charakteristischen Neuropathologie der AD [2]. 

1.3 Das Amyloid β Protein 

1.3.1 Prozessierung 

Während der letzten Jahre wurde der Fokus der Wissenschaft zur kausalen Therapie der AD 

unter anderem auf Aβ und dessen (toxische) Prozessierung gelegt, da Aβ eine zentrale Rolle 

in der Pathogenese der AD einnimmt. Nichtsdestotrotz darf nicht außer Acht gelassen 

werden, dass monomeres Aβ auch normale physiologische Funktionen, wie z.B. 

Genregulation, Entwicklung des Gehirns und Zell-Zell-Interaktionen, zugesprochen werden 

[26]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression des APP-Gens einen positiven 

Effekt auf Zellen hat, z.B. führt es zu vergrößerten Neuronen [27] und gesteigerte kognitive 

Fähigkeiten sowie einer erhöhten synaptischen Dichte [28, 29]. Des Weiteren wurde erst 
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kürzlich über eine Mutation im APP-Gen berichtet, die dazu führt, dass die Betroffenen nicht 

an AD erkranken (Island-Mutation) [30].  

Hauptbestandteil der extrazellulären Plaques ist das Aβ, das kontinuierlich durch 

enzymatische Proteolyse des humanen APP gepalten wird [31]. Das humane APP ist ein 

110 bis 130 kDa großes Protein, zugehörig zu einer konservierten Familie Typ 1 

transmembraner Glykoproteine, zu denen ebenfalls die APP ähnlichen Proteine APLP1 und 

APLP2 gehören [32], die funktionelle Ähnlichkeiten aufweisen, jedoch nicht die Aβ-Sequenz 

enthalten [33]. APP kann über zwei Wege, abhängig von der Sekretase, proteolytisch 

gespalten und prozessiert werden: den amyloidogenen und den nicht-amyloidogenen Weg. 

Unter physiologischen Bedingungen wird APP kontinuierlich im normalen Zellmetabolismus 

über den nicht-amyloidogenen Weg prozessiert (Abbildung 3) [2]. Dabei wird APP initial von 

der α-Sekretase innerhalb der Aβ-Domäne geschnitten, sodass die Bildung und Freisetzung 

des Aβ-Peptides verhindert wird [31]. Neben dem löslichem sAPPα-Fragment, welches in 

den extrazellulären Raum sekretiert wird [34], entsteht das C83-Fragment (83-amino-acid C-

terminal fragment), welches über die γ-Sekretase weiter zu dem P3 und AICD Protein 

(amino-terminal APP intracellular domain) gespalten wird (Abbildung 3) [32].  

Aβ wird über den amyloiden Weg generiert [35]. Dabei wird APP oberhalb der Aβ-Domäne 

mittels der β-Sekretase (auch β-site APP cleaving enzyme (BACE-1) genannt) geschnitten, 

sodass der N-terminale Teil, als sAPPβ, in den extrazellulären Raum freigesetzt wird. Über 

eine γ-Sekretase wird die Aβ-Domäne vom C-terminalen Rest (C99-Fragment) gespalten 

und ebenfalls in den extrazellulären Raum sezerniert [32]. Wie auch beim nicht-amyloiden 

Weg entsteht das AICD Protein, welches im Zytosol verbleibt (Abbildung 3). Abhängig von 

der spaltenden γ-Sekretase können verschieden große Aβ-Fragmente entstehen (38 bis 42 

Aminosäuren lang), wobei Aβ(1-40) die dominanteste Form ist [36]. Einigen Formen, z.B. Aβ(1-

42) und Aβ(3-40) wird ein erhöhtes amyloidogenes Potential zugesprochen [37], als anderen, 

z.B. Aβ(1-40) und Aβ(1-38) [35]. Ein erhöhtes amyloidogenes Potential bedeutet, dass diese 

Isoformen eine erhöhte Neigung zur Aggregation und ein toxischeres Potential haben sowie 

vermehrt in den Aβ-Plaques in Gehirnen von transgenen AD Mäusen sowie an AD 

erkrankten Patienten zu finden sind [31, 38]. Neben extrazellulärem Aβ wurde dieses 

ebenfalls intrazellulär nachgewiesen, sowohl in verschiedenen transgenen AD 

Mausmodellen, als auch im Menschen [35].  
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Abbildung 3:Bildung und Prozessierung des Amyloid-β-Proteins (Aβ).  
Aβ kann über den nicht-amyloidogenen Weg, oder über den amyloidogenen Weg gebildet werden. 
Während über den nicht-amyloidogenen Weg das Amyloid-Vorläuferprotein (APP) mittels der α- 
und γ –Sekretase geschnitten und in nicht toxische Produkte prozessiert wird, entsteht über den 
amyloidogenen Weg das Aβ-Protein durch Prozessierung des APP mittels der β- und γ –Sekretase 
(links). Monomeres Aβ kann im weiteren Verlauf zu toxischen Aβ-Oligomeren, Aβ-Protofibrillen, Aβ-
Fibrillen bis hin zu Aβ-Plaques aggregieren. Die Bildung der Aβ-Oligomere kann unter anderem zu 
einer Fehlfunktion der Synapsen führen, und die synaptische Dichte reduzieren was im weiteren 
Verlauf zu den der klinischen Symptomatik der Alzheimer’schen Demenz führt (rechts).  

1.3.2 Aβ-Isoformen und -Modifikationen  

Neben den bereits beschrieben Aβ-Spezies gibt es weitere Modifikationen/Isoformen, z.B. 

posttranslationale Modifikationen (PTM), denen eine besondere Rolle, wie eine erhöhte 

Toxizität und ein erhöhtes Aggregationspotential, zugesprochen werden. Da Aβ-

Ablagerungen/Plaques generell sehr heterogen sind, bestehen sie aus einer Vielzahl Aβ-

Isoformen, die sowohl C- als auch N-terminal verändert sein können [39, 40]. Neben Aβ(1-40) 

und Aβ(1-42) gelten N-terminal modifizierte Aβ-Spezies als die dominantesten Formen [41]. 

Die häufigste vorkommende N-terminale Modifikation des Aβ-Peptids ist das Pyroglutamat-

modifizierte Aβ-Peptid (pEAβ) [42, 43]. Die Bildung des pEAβ ist ein mehrstufiger Prozess, 

der mit einer N-terminal verkürzten Form des Aβ als Substrat, an den Stellen 3 oder 11 

(Glutamat) startet. Daraufhin erfolgt die Zyklisierung des Glutamat, durch die 

Glutaminylzyklase, an den entsprechenden Stellen zu Pyroglutamat. Die Verkürzung des Aβ 

kann entweder durch Endoproteolyse des APPs durch eine bestimmte β-Sekretase erfolgen, 

oder durch PTM des Gesamtlängen Aβ durch Aminopeptidasen (Abbildung 4) [42].  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der pEAβ-Bildung 
Der exakte Mechanismus zur Entstehung der N-terminal verkürzten Aβ-Isoform zur Bildung des 
pEAβ ist wissenschaftlich unzulänglich geklärt. Er wird vermutet, dass Aβ entweder durch eine 
alternativ schneidende β-Sekretase endoproteolytisch vom APP gespalten wird, oder durch eine 
posttranslationale Modifikation über Aminopeptidasen verkürzt wird. Liegt Glutamat an den 
Stellen 3 oder 11 frei erfolgt die Zyklisierung durch die Glutaminylzyklase zur Bildung des pEAβ. 
Abbildung modifiziert nach [42]. 

Es wird dokumentiert, dass pEAβ(3-42) im Vergleich zu Aβ(1-42) eine erhöhte Tendenz zur 

Aggregation zeigt und dadurch eine verstärke Neurotoxizität aufweist und zu einer 

Beeinträchtigung der Langzeitpotenzierung führt [42, 44-49]. Daneben konnte ebenfalls 

beschrieben werden, dass pEAβ(3-42) die Aggregationskinetik von Aβ(1-42) beeinflussen kann 

[50]. Des Weiteren ist es resistent gegenüber einem proteolytischem Abbau [42, 44-47]. Die 

Bedeutung dieser PTM des Aβ-Peptides wird von der Tatsache gestützt, dass es die einzige 

PTM ist, gegen die nicht nur gezielt therapeutisch aktive Substanzen entwickelt und sowohl 

in vitro als auch in vivo getestet werden, sondern bereits klinische Studien am Menschen 

durchgeführt wurden [51].  
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1.3.3 Aβ-Oligomere 

Bereits 1984 wurde postuliert, dass die amyloidogene Proteinakkumulation des Aβ-Peptids 

die kausale Ursache für die Entstehung der AD sei [52]. Für lange Zeit wurde angenommen, 

dass senile Aβ-Plaques in den Gehirnen der AD erkrankten Personen die hauptsächliche 

Ursache für die Fehlfunktion der Synapsen, Neurodegeneration und letztendlich die 

kognitiven Defizite sind. Nachdem Aβ aus APP generiert wurde, aggregiert dieses zunächst 

über Aβ-Oligomere (AβO), zu Aβ-Protofibrillen, Aβ-Fibrillen bis hin zu den senilen Aβ-

Plaques (Abbildung 3). Da Aβ-Plaques auch in kognitiv unauffälligen/gesunden Individuen 

nachgewiesen wurde, entstand immer größerer Zweifel, dass die Aβ-Plaques das toxische 

Agens sind [53]. Neueren Studien zufolge wurde determiniert, dass lösliche AβO 

verantwortlich für die Entstehung und Progression der AD sind und diese unter anderem die 

NMDA- und AMPA (α-amino-3-hydorxy-5-methyl-4-isoxazole) vermittelte synaptische 

Übertragung inhibieren und schlussendlich für den Verlust von Synapsen, 

Neurodegeneration, Inflammation und Gedächtnisverlust verantwortlich sind [53, 54]. Durch 

die Entwicklung spezifischer Nachweismethoden, wie spezialisierte biochemische Analysen 

(ELISA, Westen Blot) und Massenspektroskopie konnte gezeigt werden, dass der Gehalt 

löslicher AβO, im Gegensatz zum Vorkommen von Aβ-Plaques, eine erhöhte Korrelation mit 

Anwesenheit und Progression kognitiver Defizite darstellt [55-60]. Der exakte AβO-

vermittelte Mechanismus, der dazu führt, dass eine kognitive Beeinträchtigung entwickelt 

wird, ist noch nicht final geklärt [53]. Es konnte gezeigt werden, dass isolierte AβO die 

Langzeitpotenzierung, ein essentieller Mechanismus für das Lernen, einschränken, speziell 

in hippocampalen Strukturen [61, 62].  

1.3.4 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese 

Die zentrale Hypothese der ursächlichen Entstehung der AD ist die sogenannte „Amyloid-

Kaskaden-Hypothese“, die im Jahre 1992 von John Hardy und Gerald Higgins erstmalig 

beschrieben wurde [63]. Das zentrale Dogma der Hypothese besagt, dass eine Disparität 

zwischen Aβ-Bildung und –Abbau zu der AD führen. Eine erhöhte Bildung des Aβ-Peptids in 

der fAD ist durch Mutationen bedingt, welche  zu einer Lebenslangen Überproduktion des Aβ 

führen. Ein verringerter Aβ-Abbau in der sAD ist unter anderem durch Prädispositionen 

bedingt [63-65]. Die aktualisierte Form der Amyloid-Kaskaden-Hypothese führt auf, dass in 

beiden Formen der AD eine erhöhte Präsenz des Aβ-Peptids im Gehirn und dessen 

Akkumulation und Oligomerisierung vorliegt, wodurch die AβO ihr toxisches Potential auf 

Synapsen ausüben können [64]. Neben der Bildung der senilen Aβ-Plaques, der Aktivierung 

von Entzündungszellen wie Mikroglia und Astrozyten und einer gestörten Homöostase, 

führen die AβO zur direkten Bildung der NTF’s. Alle fehlerhaften Prozesse, ausgelöst durch 



Einleitung 

10 

AβO, führen final zu einer ausgedehnten synaptischen Dysfunktion, Neurodegeneration und 

final zur Demenz. 

1.4 Behandlung der Alzheimer’schen Demenz 

Die AD gilt trotz intensivster Forschungsbemühungen immer noch als irreversible, unheilbare 

neurodegenerative Erkrankung. Die derzeitigen zugelassenen Behandlungen sind einzig 

darauf ausgelegt, die Progression der mit der AD einhergehenden Symptomatik zu 

verlangsamen und beruhen darauf, den gestörten Neurotransmitterhaushalt zu 

normalisieren, um die verbleibende Aktivität der Transmission zu erhöhen [66].  

1.4.1 Erste Generation: symptomatische Behandlung 

Bevor Aβ als AD auslösendes Agens identifiziert wurde, wurde lange Zeit vermutet, dass ein 

Mangel an dem Neurotransmitter Acetylcholin (ACh), einem der wichtigsten Neurotransmitter 

des zentralen Nervensystems, die ursächliche Veränderung der Erkrankung darstellt [67, 

68]. Um das Verbleiben des Neurotransmitters im synaptischen Spalt zu erhöhen und somit 

die physiologischen Funktionen aufrechtzuerhalten, wurden sogenannte 

Acetylcholinesteraseinhibitoren (AChEI) entwickelt, die den Abbau von ACh im synaptischen 

Spalt durch die Acetylcholinesterase inhibieren. Für diese pharmakologische Intervention 

sprechen diverse Aspekte. Zum einen konnte in präklinischen und klinischen Studien belegt 

werden, dass cholinerge Agonisten die Lernfähigkeit erhöhen, sodass anzunehmen ist, dass 

ACh eine wichtige Rolle im Lernprozess einnimmt [69]. Des Weiteren wurde in 

Gehirnbiopsien und Autopsien von AD Patienten nachgewiesen, dass das ACh 

synthetisierende Enzym in kortikalen Strukturen eine verminderte Aktivität zeigt sowie ein 

Verlust cholinerger Neurone in jenen kortikalen Strukturen, die zum Hippocampus projizieren 

und somit Einfluss auf das Lernverhalten haben [70, 71]. Unter den vielen verschiedenen 

pharmakologischen Interventionen zur Modifikation der cholinergen Neurotransmission hat 

sich nur die Klasse der AChEI zu Behandlung der AD manifestiert. Zu diesen zählen 

Donezepil, Rivastigmine und Galantamine, welche bei milder bis moderater AD eingesetzt 

werden [72]. 

Neben einem Mangel an ACh besteht bei AD eine pathologisch erhöhte Erregung des 

NMDA-Rezeptors durch den Neurotransmitter Glutamat, dem exzitatorischen 

Neurotransmitters des Gehirns/Nervensystems [66]. Die so entstehende Dauererregung des 

glutamatergen Systems und der entsprechenden Neurone resultiert in Schädigung der 

Neurone, bis hin zur Neurodegeneration, einem der charakteristischen Merkmale der AD. 

Die glutamaterge und über den NMDA-Rezeptor vermittelte Reizübertragung spielt eine 

enorme Rolle in Gedächtnisprozessen, welche bei AD Patienten beeinträchtigt sind [73]. 
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Aufgrund dessen wurde an Substanzen geforscht, die spezifisch den NMDA-Rezeptor 

blockieren (sog. Antagonisten), um so die pathologisch erhöhte Reizweiterleitung zu 

inhibieren. Memantine, welches nun seit mehr als 10 Jahren zugelassen ist, ist der einzige 

NMDA-Rezeptor-Antagonist, der zu Behandlung von mittlerer bis schwerer AD eingesetzt 

wird.  

1.4.2 Zweite Generation: kausale Behandlung 

Neue Bestrebungen zur Entwicklung einer kurativen und krankheitsmodifizierenden 

Medikation zur Behandlung der AD basieren, aufgrund der pathologischen Komplexität, auf 

verschiedenen Targets und Wirkansätzen (Abbildung 4). In den letzten Jahren wurden 

verschiedene therapeutische Strategien entwickelt. Wie vielfältig die Ansätze einer 

möglichen Therapie sind spiegelt auch die Anzahl jener Substanzen wider, die sich in einer 

der Phasen der klinischen Forschung befinden [74]. Wie in Abbildung 5 gezeigt, setzten die 

möglichen kausalen Behandlungen auf die hauptsächlichen pathologischen Kennzeichen der 

AD an: Geringere/erhöhte Konzentrationen diverser Neurotransmitter (ACh, Glutamat) 

(Neurotransmittermodulation), Aβ-Aggregate (Anti-Amyloid-Strategien), NFT’s (Anti-Tau-

Strategien), Modulation verschiedener Signalkaskaden, Reduktion des oxidativen Stresses 

und Neuroinflammation, wobei das Hauptaugenmerk der Wissenschaft auf Anti-Amyloide- 

und Anti-Tau-Strategien gelegt ist.  
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Abbildung 5: Mögliche Ansätze einer kausalen Therapie der Alzheimer’schen Demenz (AD). 
Die AD ist eine multifaktorielle Erkrankung, deren klinisches Erscheinungsbild durch diverse 
pathologische Veränderungen geprägt ist. Die pathologischen Hauptmerkmale sind zum einen die 
zerebralen Amyloid β-Ablagerungen sowie neurofibrilläre Bündel, bestehend aus dem Protein Tau. 
Beide pathologischen Merkmale bieten einen möglichen Ansatz neuer potentiell kurativer 
Therapien, in dem unter anderem die Aggregation der Proteine gehemmt wird oder der Abbau der 
fehlgefalteten Proteine gefördert wird.  

Neurotransmittermodulation 

Trotz der intensiven Forschung an kausalen Behandlungen werden Behandlungsstrategien 

der ersten Generation weiter verfolgt. Neben möglichen Optimierungen der AChE-Inhibition 

wird an Medikationen geforscht, die zusätzlich einen Effekt auf den APP-Metabolismus 

haben (Huperzin A). Neben den AChEIs besteht unter anderem die Möglichkeit der 

Modulation GABAerger Neuronen, eine Weiterentwicklung der NMDA-Rezeptor-

Antagonisten, eine Modulation des Serotoninrezeptors, oder eine Reduktion des oxidativen 

Stresses zur Behandlung der AD [75].  
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Anti-Tau-Strategien 

In seiner physiologischen Form nimmt das Tau-Protein eine wichtige Rolle zur Stabilisierung 

der Mikrotubuli ein, um für eine zuverlässige Funktion der Neurone zu sorgen. Zur 

Inhibierung der Hyperphosphorylierung gelten verschiede Enzyme als Target. Eines der 

erfolgversprechendsten Enzyme ist die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3), für die 

Inhibitoren bereits in klinischen Phasen getestet werden. Neben diesen wird, ebenso wie bei 

den Anti-Amyloiden-Strategien, durch pharmakologische Interventionen versucht, die 

Aggregation des Tau-Proteins zu verhindern. Auch hier wird daran geforscht, ob 

Immuntherapien eine mögliche therapeutische Wirkung zeigen [76]. 

Anti-Amyloide-Strategie 

Anti-Amyloide-Strategien können auf vielfältige Weisen in den APP-Metabolismus eingreifen. 

Zu diesen zählen unter anderem die Modulation der für die APP-Prozessierung 

verantwortlichen Sekretasen, ein aktives Eingreifen in die Aβ-Aggregation, um diese zu 

inhibieren, ein erhöhter Aβ-Abbau, oder auf Impfungen beruhende Therapien.  

Sekretase-Inhibitoren 

Ein Ansatz für eine mögliche Therapie der AD ist die Inhibierung der für die APP-

Prozessierung verantwortlichen β- oder γ-Sekretasen [77], sodass die Aβ-Bildung inhibiert 

wird (Abbildung 6). Vielfältige Substanzen wurden bereits erfolgreich präklinisch in vivo 

getestet, jedoch stellte sich bei der klinischen Testung einiger γ-Sekretase-Inhibitoren 

heraus, dass unerwünschte On-Target Effekte entstehen, unter anderem da die γ-Sekretase 

für die Prozessierung einiger wesentlicher Proteine verantwortlich ist [78]. Eines jener 

Proteine ist das sog. Notch-Protein, das zahlreiche Funktionen, wie z.B. Regulation der 

Zellproliferation, -entwicklung und –kommunikation einnimmt [79]. Da der Einsatz von γ-

Sekretase-Inhibitoren dieses Enzym völlig inhibiert, werden diese nicht weiter eingesetzt. 

Stattdessen wird, auf γ-Sekretase-Modulatoren umgestellt, oder auf jene gesetzt, die eine 

Spezifität für die APP-spaltende γ-Sekretase aufweisen [78]. Ein ähnliches Bild zeigte sich 

bisher für β-Sekretase-Inhibitoren (BACE1-Inhibitoren). In einigen klinischen Studien konnte 

gezeigt werden, dass einige β-Sekretase-Inhibitoren die Aβ-Produktion senken (Nachweis 

über Aβ-Konzentrationsbestimmung im CSF) [80, 81]. Jedoch konnten auch hier 

Nebenwirkungen nachgewiesen werden, die ebenfalls darauf beruhen, dass neben APP 

noch weitere, physiologisch relevante Substrate dieser Sekretase existieren (z.B. ADAM10) 

[82]. 
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Eine weitere Möglichkeit bietet die Erhöhung der Aktivität der α-Sekretase über z.B. die 

Proteinkinase C (PKC), um eine Prozessierung des APPs über den nicht-amyloidogenen 

Weg zu fördern [83]. Bryostatin, ein natürlicher PKC-Aktivator, wurde bereits erfolgreich in 

vivo getestet [84] und befindet sich zurzeit in der klinischen Testung [83]. Des Weiteren kann 

die PKC über M1-und M3 muskarine Rezeptor-Agonisten aktiviert werden [85]. Jedoch wird 

beschrieben, dass eine chronische Aktivierung dieser beiden Rezeptoren zu unerwünschten 

Nebeneffekten führen kann [85]. 

Anti-Amyloide-Immuntherapie 

Die Anti-Amyloide-Immuntherapie schließt die aktive, wie auch die passive Immunisierung 

gegen Aβ ein, wobei in beiden Ansätzen versucht wird, den Aβ-Abbau zu fördern und somit 

den Aβ-Gehalt zu reduzieren (Abbildung 6).  

Bei der aktiven Immunisierung werden entweder Gesamtlängen Aβ(1-42) oder synthetische 

Fragmente dessen genutzt, um eine durch stimulierte B- und T-Zellen ausgelöste 

Immunreaktion zu bewirken. D.h. Aβ wird durch Bindung der gebildeten Antikörper in seiner 

Funktion so verändert, dass es nicht mehr seine „toxische“ Funktion auf den Körper ausüben 

kann. Die ablaufende Immunreaktion ist ähnlich wie bei einer Impfung z.B. gegen den 

Masernerreger. Die erste Generation dieser Wirkstoffgruppe (z.B. AN1792) zeigte 

vielversprechende Effekte in präklinischen Studien. Jedoch stellte sich in einer klinischen 

Studie II heraus, dass es zu schwerwiegenden Nebenwirkungen kommt. Aufgrund einer 

Autoimmunantwort erlitten 6% der Patienten eine Meningoencephalitis [86]. Bei der zweiten 

Generation wurde darauf verzichtet, Gesamtlängen Aβ(1-42)
 zu verwenden, sondern 

ausschließlich Fragmente dessen (z.B. Aβ(1-6)), die ebenfalls eine therapeutische Aktivität 

aufweisen [87]. 

Bei der passiven Immunisierung wird darauf verzichtet, die körpereigene Antikörperbildung 

anzuregen. Somit wird das Risiko einer T-Zellen-vermittelten Entzündung als Quelle 

möglicher Nebenwirkungen minimiert. Zwei für lange Zeit als therapeutisch vielversprechend 

geltende Antikörper waren der erste humanisierte monoklonale Antikörper Bapineuzumab 

und Solanezumab, ein ebenfalls humanisierter monoklonaler Antikörper. Der Antikörper 

Bapineuzumab bindet bevorzugt an Aβ-Plaques gegenüber löslicher Aβ-Spezies, zu denen 

auch die toxischen AβO zählen. Da heutzutage angenommen wird, dass lösliche AβO das 

toxische Agens sind und nicht Aβ-Plaques, ist der Umstand, dass Bapineuzumab bevorzugt 

an Aβ-Plaques bindet ein denkbarer Grund, warum es in klinischen Studien nicht erfolgreich 

war. Trotz ausschließlich minimaler Erfolge in klinischen Phasen II wurde eine klinische 

Phase III mit einer großen Patientenkohorte durchgeführt. In dieser stellte sich heraus, dass 

die Immunisierung mit diesem Antikörper keine therapeutische Wirksamkeit erzielte, jedoch 
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schwerwiegende Nebenwirkungen auftraten, wie z.B. arterielle Ödeme oder zerebrale 

Mikroblutungen [88]. Solanezumab, der anstelle unlöslicher Aβ-Plaques lösliche Aβ-Spezies 

bindet, zeigte während der klinischen Phasen II vielversprechendere Ergebnisse ohne 

erkennbare Nebenwirkungen. Jedoch scheiterte auch dieser Antikörper in einer groß 

angelegten Phase III Studie mangels Wirksamkeit [89]. Ein derzeit vielversprechender 

monoklonaler Antikörper zur kurativen Behandlung der AD ist Aducanumab. Im Gegensatz 

zu den zuvor beschriebenen Antikörpern ist dieser nicht humanisiert sondern wurde aus 

humanen Gedächtnis-B-Zellen gewonnen, die eine Reaktivität gegen aggregiertes Aβ 

aufwiesen. Wie in präklinischen Studien gezeigt wurde, reagiert dieser mit verschiedenen 

Aβ-Aggregaten, vor allem auch mit toxischen AβO und unlöslichen Aβ-Fibrillen und zeigt 

eine geeignete Blut-Hirn-Schranken-Gängigkeit [90]. In einer klinischen Phase Ib Studie 

konnte gezeigt werden, dass nach einjähriger Behandlung mit Aducanumab Aβ-Plaques 

deutlich zurückgingen. Von größerer Wichtigkeit: es konnte gezeigt werden, dass durch die 

Behandlung die Progression der kognitiven Beeinträchtigung signifikant verringert wurde 

[91]. Neben der erfolgsversprechenden therapeutischen Wirksamkeit zeigt diese Studie 

ebenfalls, dass AβO, bzw. die Eliminierung dieser, eine vielversprechende Zielstruktur für 

eine erfolgreiche AD Therapie sind. 

Inhibierung der Aβ-Aggregation 

Die Aggregation von monomeren Aβ zu toxischen AβO gilt als ursächlich für die 

Neurotoxizität. Aufgrund dessen ist die Inhibierung der Aβ-Aggregation (Abbildung 6) ein 

weiterer höchst interessanter Ansatz für eine kausale Behandlung der AD, mit der bereits 

vielversprechende Ergebnisse in Behandlungsstudien an transgenen AD Mausmodellen 

gezeigt werden konnte. Einige dieser Substanzen zeigten ein so großes Potential, dass sie 

den Schritt in klinische Studien schafften. Homotaurin, oder auch Tramiprosat, ein 

Glykosaminoglykan (GAG) Mimetikum, verhindert die Aggregation von Aβ-Monomeren, 

indem es um die GAG-Bindungsstelle des Aβ konkurriert. Nach dem Abschluss erfolgreicher 

präklinischer Studien ist Tramiprosat die erste Aggregationsinhibitor, die in verschiedenen 

klinischen Studien getestet worden ist. Jedoch stellte sich in einer großangelegten klinischen 

Phase II heraus, dass Tramiprosat keine therapeutische Wirksamkeit aufweisen konnte. Ein 

weiterer Kandidat dieser Gruppe, Scyllo Inositol (ELND005), zeigte ebenfalls Wirksamkeit in 

präklinischen Studien sowie positive Ergebnisse in einigen klinischen Studien. Jedoch bleibt 

noch offen, ob diese Substanz einen Effekt auf die Gedächtnisleistung erzielt. Colostrinin, ein 

Prolin-reiches Peptid, gewonnen aus dem ovinen Kolostrum, zeigte ebenfalls Potential zur 

Steigerung der Gedächtnisleistung in transgenen AD Mäusen [92] sowie in einer ersten 

klinischen Pilotstudie [93].  
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Peptide zur Therapie der AD 

Peptide, (i.d.R. lineare) Moleküle bestehend aus zwei oder mehr Aminosäureresten, zeigen 

diverse Vorteile gegenüber anderen Pharmazeutika, die zur kausalen Behandlung der AD 

eingesetzt werden, wie ihre hohe Spezifität. Diese kann durch einfachen Austausch einer 

oder mehrerer Aminosäureresten weiter optimiert werden, d.h. es besteht ein großer 

Spielraum für eine rationale Umstrukturierung der Aminosäurerestesequenz zur Steigerung 

der Effektivität oder Wirksamkeit, in dem z.B. die Affinität für die entsprechende Zielstruktur 

(Aβ) erhöht wird. Des Weiteren können Peptide die Blut-Hirn-Schranken (BHS), im Vergleich 

zu anderen Therapien, effizienter passieren und zeigen eine geringe Akkumulation in 

Organen und Geweben [94]. Die meisten Peptide, die zur kausalen Therapie der AD 

entwickelt wurden, sind von der Aβ(1-42)-Sequenz abgeleitet und weisen aufgrund dessen 

charakteristische Eigenschaften, wie z.B. die Inkorporation mit dem β-Faltblatt, auf oder 

zeigen eine starke Bindungsaffinität [95]. Ursprünglich wurden Peptide hinsichtlich dessen 

entwickelt, dass sie eine starke Bindung mit bestimmten Sequenzen innerhalb des Aβ-

Peptids aufzeigen, z.B. dem aus fünf Aminosäuren (KLVFF) bestehenden hydrophoben Kern 

(dieser gilt als besonders aggregationsfreudig) [96, 97], oder dem C-Terminus. Seither wurde 

eine große Anzahl Peptide für eine kausale Therapie der AD entwickelt (eine ausführliche 

Zusammenfassung dieser kann unter [94] gefunden werden).  

 
Abbildung 6: Anti Amyloid β (Aβ) Therapieansätze gegen die Alzheimer’sche Demenz (AD). 

Die Prozessierung des Amyloidvorläuferproteins (APP) zu Aβ und dessen Aggregation gewährt 
eine Vielzahl möglicher Angriffspunkte für eine kausale Therapie der AD. Durch eine Erhöhung der 
α-Sekretaseaktivität soll eine Verschiebung der APP-Prozessierung in Richtung des nicht-
amyloiden Weges bewirkt werden, sodass APP nicht zu Aβ prozessiert werden kann. Der gezielte 
Einsatz von β- und γ-Sekretaseinhibitoren/modulatoren soll bewirken, dass diese APP nicht mehr 
schneiden können und keine Aβ-Monomere entstehen und somit eine mögliche Aggregation zu 
toxischen Aβ-Oligomeren verhindert wird. Neben diesen stellen Antikörper-basierte 
Immuntherapien einen vielversprechenden Ansatz für eine kausale Therapie der AD dar. Antikörper 
sollen dabei verschiedene Aβ-Spezies (Monomere, Oligomere, Fibrillen) binden und so deren 
Abbau durch das Immunsystem fördern. Aggregationsinhibitoren werden eingesetzt, um eine 
Aggregation von Aβ-Monomeren zu Aβ-Oligomeren zu verhindern. Eine weitere Möglichkeit besteht 
darin, Aβ-Monomere zu stabilisieren (z.B. durch D-enantiomere Peptide). Dies führt dazu, dass das 
herrschende Gleichgewicht hin zu Aβ-Monomeren verschoben wird. 



Einleitung 

17 

D-enantiomere Peptide zur selektiven Eliminierung toxischer Aβ-Oligomere 

Der in dieser Arbeit beschriebene Ansatz für eine kausale Behandlung der AD beruht 

ebenfalls auf Peptiden, genauer auf D-enantiomeren Peptiden, die nur aus D-enantiomeren 

Aminosäureresten bestehen. Diese D-Peptide wurden zur spezifischen Eliminierung 

toxischer AβO entwickelt. Dabei binden einige der beschrieben D-Peptide an monomeres 

Aβ(1-42) und verschieben so das Gleichgewicht zwischen AβO und Aβ-Monomeren in 

Richtung Aβ-Monomere (Abbildung 6). So entstehen in vitro nicht-toxische, 

aggregationsinkompetente Kopräzipitate [98]. Die Leitsubstanz D3 (Tabelle 1), ein aus 12 D-

enantiomeren Aminosäureresten bestehendes Peptid, wurde im Jahr 2003 mittels 

Spiegelbild-Phagendisplay gegen monomeres Aβ(1-42) selektiert [99]. In zahlreichen in vitro 

Untersuchungen konnte belegt werden, dass D3 eine Bindungsaffinität im mikromolaren 

Bereich an monomeres Aβ(1-42) zeigt, die Aβ(1-42)-Fibrillenbildung inhibiert, die Aβ(1-42) 

induzierte Zelltoxizität hinabsetzt sowie effizient toxische Aβ(1-42)-Oligomere eliminiert [98, 

100-104]. Neben der in vitro Charakterisierung wurden ausgiebige pharmakokinetische- und 

Stabilitätsuntersuchungen mit D3 durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass D-Peptide 

gegenüber ihrem L-enantiomeren Äquivalent diverse Vorteile aufweisen, da sie eine erhöhte 

Stabilität gegenüber einer Proteolyse sowie eine erhöhte orale Bioverfügbarkeit aufweisen 

[105]. Es konnte gezeigt werden, dass D3 eine hohe proteolytische Stabilität in 

verschiedenen Medien (simulierter Magen- und Darmsaft sowie humane Lebermikrosomen 

und humanes Plasma) aufweist [105] sowie aussichtsreiche pharmakokinetische Parameter 

(hohe orale Bioverfügbarkeit, lange terminale Halbwertszeit) und ein Überwinden der BHS, 

sowohl in vitro, als auch in vivo [106, 107]. In zahlreichen in vivo Studien in verschiedenen 

transgenen AD Mauslinien konnte die Wirksamkeit von D3 belegt werden. Intraperitoneale, 

wie auch orale Behandlungsstudien ergaben eine signifikante Steigerung kognitiver wie auch 

motorischer Defizite sowie eine Reduktion von Aβ-Plaques und inflammatorischen Zellen 

(Mikroglia und Astrozyten) [100-103, 108-110].  

Zur Optimierung der Leitstruktur D3 wurden verschiedene Ansätze durchgeführt. Basierend 

auf Peptid-Mikroarrays wurde systematisch nach möglichen, optimierten D3-Derivaten 

selektiert, die eine erhöhte Affinität sowie Spezifität gegenüber monomerem Aβ(1-42) 

aufweisen. Resultierend aus diesen Ansätzen entstanden die sogenannten DB3 und ANK D-

Peptide [111, 112]. Durch ein rationales Wirkstoffdesign wurden weitere D3-Derivate 

entwickelt. Eines der vielversprechendsten D-Peptide dieser Entwicklung ist RD2 (Tabelle 1). 

Erste pharmakokinetische Analysen und Stabilitätstest wiesen darauf hin, dass auch RD2 

eine vielversprechende orale Verfügbarkeit zeigt sowie effizient an seinen Zielort (das 

Gehirn) gelangt und eine lange terminale Halbwertszeit (über 50 Stunden) aufweist [113]. 
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Die lange terminale Halbwertszeit und die orale Verfügbarkeit bieten eine hohe 

Therapietreue.  

D-Peptid Sequenz Aminosäurereste 

D3 rprtrlhthrnr 

D3D3 rprtrlhthrnrrprtrlhthrnr 

cD3r rprtrlhthrnrr (N- zu C-terminale Verbindung) 

RD2 ptlhthnrrrrr 

RD2D3 ptlhthnrrrrrrprtrlhthrnr 

cRD2D3 ptlhthnrrrrrrprtrlhthrnr (N- zu C-terminale Verbindung) 

ANK6 rkrirlvtkkkr 

tANK6 rkrirlvtkkkrrkrirlvtkkkr 

cANK6 rkrirlvtkkkrr (N- zu C-terminale Verbindung) 
Tabelle 1: Auflistung der Sequenzen der Aminosäurereste der verschiedenen D-Peptide 

1.5 Pharmakologie - Pharmakokinetische und pharmakodynamische Analysen 

Die Pharmakologie, die Lehre der Wechselwirkung zwischen Wirkstoffen (Pharmaka) und 

biologischen Systemen (Organismen/Lebewesen), ist ein Überbegriff für diverse Teilbereiche 

und wurde erstmalig 1953 von F.H. Dost eingeführt [114]. Allgemein lässt sich die 

Pharmakologie in zwei große Teilbereiche gliedern, die Pharmakokinetik - Was macht der 

Körper mit dem Wirkstoff? und die Pharmakodynamik – Was macht der Wirkstoff mit dem 

Körper? (Abbildung 7).  

In der Pharmakokinetik werden verschiedene Aspekte der Metabolisierung und des 

Transportes eines Pharmakons basierend auf dem (L)ADME-Schema (Liberation, 

Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion) beschrieben. Nach Applikation des 

Pharmakon/Wirkstoffs erfolgt zunächst die Freisetzung/Liberation [115]. Unter der 

Freisetzung versteht man das Herauslösen des Arzneistoffes aus seiner Darreichungsform 

(z.B. Tablette). Die Applikation eines Wirkstoffes kann über verschiedene Wege erfolgen, 

unter anderem davon abhängig, ob der Wirkstoff schnell in den Körper gelangen soll 

(intravenöse Applikation), oder ob er oral verfügbar ist. Die einfachste Applikationsform bei 

Menschen ist die orale Darreichung eines Wirkstoffes, da diese nicht invasiv ist und eine 

hohe Therapietreue (Compliance) gewährleistet, jedoch muss bei dieser der sogenannte 

First-Pass-Effekt (erste Metabolisierung in der Leber vor systemischer Verteilung) 

berücksichtigt werden [116]. Mit der Absorption wird die Aufnahme des Wirkstoffes von der 

Applikation, über die Freisetzung des Wirkstoffes, bis ins Plasma beschrieben. Die 

Absorption eines Wirkstoffes ist vor allem bei einer oralen Verabreichung von Bedeutung, da 

hier der Wirkstoff den Gastrointestinaltrakt passieren muss. Um eine systemische Verteilung 
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(Distribution) eines Wirkstoffes zu gewährleisten, muss dieser verschiedene Zellmembranen 

des Köpers passieren, wobei die BHS eine besondere Stellung einnimmt und Wirkstoffe, die 

als Zielorgan das Gehirn haben diese zwingend (aktiv oder passiv) überschreiten müssen. 

Die systemische Verteilung eines Wirkstoffes wird über den Blutkreislauf gewährleistet. Die 

Elimination eines Wirkstoffes erfolgt über die Metabolisierung (Biotransformation) und/oder 

die Exkretion (Ausscheidung) [114-117]. Die Metabolisierung eines Wirkstoffes durch den 

Organismus dient dem Zweck sie chemisch so zu modifizieren, dass sie leichter 

ausgeschieden werden können. Die chemische Modifikation erfolgt i.d.R. in zwei Phasen 

(Phase I: hinzufügen einer funktionellen Gruppe, z.B. –OH Gruppe, Phase II: Konjugation 

einer z.B. Glucuronsäure oder Schwefelsäure) und dient der renalen Exkretion. Enzyme des 

Cytochrom-P450-Systems (CYP), die hauptsächlich in der Leber vorkommen, nehmen eine 

besondere Rolle in der Metabolisierung von Wirkstoffen ein. CYP-Enzyme können durch 

Wirkstoffe (z.B. Omeprazol, Rifampicin), aber auch durch Genussmittel (Grapefruitsaft, 

Tabakrauch) inhibiert oder induziert werden. Wechselwirkungen eines Arzneistoffes mit 

diesen sollten aufgrund dessen zwingend berücksichtigt werden. Einige Wirkstoffe, sog. 

„Prodrugs“, erlangen erst durch eine Metabolisierung im Organismus (i.d.R. hepatisch) ihre 

Wirksamkeit [114-117].  

Die Pharmakokinetik eines Wirkstoffes lässt sich hauptsächlich über sog. 

Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven darstellen. Neben diesen können diverse Parameter 

berechnet werden, mit denen eine Aussage über die Bioverfügbarkeit, die Halbwertszeit 

u.v.m. eines Wirkstoffes getroffen werden kann [115] (Abbildung 7). 

Ergänzend zur Pharmakokinetik, untersucht die Pharmakodynamik die erwünschte, aber 

auch mögliche unerwünschte (toxische) Wirkung eines Pharmakons auf den Organismus 

(zeigt ein Medikament seine gewünschte Wirkung?). Weitergehend befassen sich 

pharmakodynamische Analysen mit komplexen Dosis-Wirkungsbeziehungen und 

zugrundeliegenden Wirkmechanismen [118]. Dosis-Wirkungsbeziehungen lassen sich 

anhand diverser experimenteller Verfahren (Zellkultur, isolierte Organe, Tierversuche, 

Probanden) untersuchen. Ziel dieser ist es oft, eine therapeutische Breite zu determinieren, 

d.h. ab welcher eingesetzten Dosierung kann ein (gewünschter) Effekt erzielt werden und ab 

welcher Konzentration sind erste unerwünschte (toxische) Wirkungen zu verzeichnen. Für 

Wirkstoffe, die z.B. einen Rezeptor oder ein Enzym aktivieren oder inhibieren sollen, sind 

solche Studien mit geringem Aufwand und etablierten Testsystemen durchführbar, da das 

Target (die Zielstruktur, z.B. Rezeptor oder Enzym) und das Wirkprinzip klar definiert und 

angreifbar sind.  
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Abbildung 7: Beziehung von Pharmakokinetik und Pharmakodynamik. Abbildung modifiziert nach [115]. 

1.6 Mausmodelle der AD 

Mausmodelle stellen ein wichtiges Werkzeug in der Erforschung von Erkrankungen sowie 

zur Entwicklung neuer Medikationen dar. Die Entwicklung transgener Mausmodelle war eine 

herausragende wissenschaftliche Errungenschaft, für jene drei Wissenschaftler (Mario 

Capecchi, Sir Martin Evans und Oliver Smithies) 2007 den Nobelpreis für Physiologie oder 

Medizin erhielten.  

Transgene Mausmodelle der AD basieren unter anderem darauf, dass man sich die 

bekannten Mutationen der fAD (z.B. APP, PS1 und PS2) zu Nutze macht, um gezielt 

verschiedene Aspekte der Neuropathologie und Verhaltensbeeinträchtigungen der 

Erkrankung zu modellieren. Jedoch ist zu bedenken, dass keines der verfügbaren 

Mausmodelle alle Aspekte der humanen AD widerspeigelt (Translation auf den Menschen). 

In der Regel tragen Mausmodelle zur Erforschung der AD entweder APP- oder Tau-

Mutationen, die entweder eine Amyloidose, oder eine Tauopathie zeigen. Dies bedeutet, 

dass jeweils nur ein wichtiger Aspekt der AD-Pathologie widergespiegelt wird, ohne den 

jeweils anderen zu berücksichtigen. Es gibt jedoch auch einige Mausmodelle, die sowohl 

eine APP- als auch eine Tau-Mutationen tragen (z.B. das biAT AD-Mausmodell [119] oder 

das dreifach-transgene AD-Mausmodell 3xTg-AD [120]). Ein großer Nachteil jener Modelle 

ist, dass sie in der Regel keine Neurodegeneration aufweisen. Derzeit gibt es kein 

Mausmodell der AD, welches alle Aspekte in Gänze widerspiegelt.  

Das erste transgene AD Mausmodell (PDAPP, V717F Indiana-Mutation), welches eine 

manifestierte Aβ-Pathologie aufweist, wurde im Jahr 1995 von Games und Kollegen 



Einleitung 

21 

generiert [121]. Seitdem wurden weit über 100 Mausmodelle entwickelt (aufgelistete AD 

Mausmodelle (ALZFORUM) im Feld der AD Forschung ca. 127, Stand Januar 2018), die 

entweder eine oder mehrere Mutationen humaner AD-relevanter Gene tragen. Aufgrund der 

Vielzahl der Modelle werden nur jene beschrieben, die eine Relevanz für diese Arbeit haben 

(Abbildung 8).  

APPswe/PS1dΔE9 

Das ausgiebig charakterisierte APPswe/PS1dΔ9 (kurz APP/PS1) AD-Mausmodell ist unter 

Wissenschaftlern, die sich mit der AD befassen, weit verbreitet. Entwickelt 2004 von 

Jankowsky und Kollegen, trägt dieses Mausmodell zwei Transgene unter Kontrolle eines 

murinen Thy2.1 Promoters bzw. einer  Expressionskassette auf Chromosom 9 der Maus: die 

schwedische APP-Doppelmutation (APPswe, Austausch der Aminosäuren K670N/M671L, 

die eine Änderung der Schnittstelle der β-Sekretase bewirk) und die ΔE9-Mutation des 

humanen PS1-Gens (Deletion des Exon 9, bewirkt eine Form der EOAD)[122]. Das 

Mausmodell ist durch ein relativ frühes Auftreten der Aβ-Plaques (ab einem Alter von 6 

Monaten), vor allem im Hippocampus charakterisiert. Ab diesem Zeitpunkt steigt die Anzahl 

der zerebralen Aβ-Ablagerungen progressiv, einhergehend mit einer Gliose, gekennzeichnet 

durch Astrozyten und Mikroglia, vor allem in unmittelbarer Nähe von Aβ-Plaques [122-124]. 

Kognitive Defizite können in diesem Mausmodell ab einem Alter von 12 Monaten gefunden 

werden, vor allem innerhalb der Trainingsphase des sogenannten Morris Water Maze [125]. 

Neben den kognitiven Defiziten konnten auch weitere Verhaltensbeeinträchtigungen, wie 

z.B. ein vermindertes Nestbauverhalten in dieser Linie nachgewiesen werden [126] 

(Abbildung 8).  
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APPSL 

Das APPswedish-london (kurz APPSL) AD Mausmodell wurde im Jahr 2001 erstmalig von 

Rockenstein und Kollegen beschrieben [127]. Es trägt, wie auch die APP/PS1 Linie, die 

schwedische APP-Mutation, zusätzlich jedoch noch eine weitere APP-Mutation, die APP-

London Mutation (V717I) unter Kontrolle einer murinen Thy2.1 Promoters bzw. 

Expressionskassette. Dieses Modell ist durch einen progressiven Anstieg der kognitiven 

Defizite, die vor allem im Morris water maze (MWM) nachgewiesen wurden, charakterisiert, 

ohne Defizite in der Motorik oder im allgemeinen Verhalten (z.B. Hyper- oder Hypoaktivität) 

zu zeigen [128]. Die AD-typische Pathologie dieser Linie beginnt mit der Ausprägung 

zerebraler Aβ-Ablagerungen im frontalen Kortex ab einem Alter von 3 Monaten, die sich 

progressiv mit dem Alter über verschiedene Regionen des Gehirns ausbreitet. Ab einem 

Alter von 11 Monaten sind Aβ-Plaques nahezu über den gesamten Neokortex verteilt zu 

finden sowie im Hippocampus, insbesondere im Subiculum und im Thalamus [127-129]. 

Neben diesen steigt auch die Anzahl der die Aβ-Plaques umgebenden Entzündungszellen 

(Gliose), wie Astrozyten und Mirkoglia [129] (Abbildung 8). 

TBA2.1 

Das TBA2.1 AD Mausmodell wurde im Jahr 2011 von Alexandru und Kollegen entwickelt 

[130]. Im Gegensatz zu den bereits erwähnten Mausmodellen produziert dieses Mausmodell, 

durch PTM, Pyroglutamat-modifiziertes Aβ(3-42). Unter der Kontrolle einer murinen Thy1.2 

regulatorischen Sequenz wurde Aβ(Q3-42) in das Chromosom transgener Tiere integriert. 

Durch eine Fusion des Thyreotropin-freisetzenden Hormons (TRH) an den N-Terminus des 

Aβ(Q3-42) kann dieses Schrittweise durch endogene Glutaminylzyklasen posttranslational zu 

pEAβ(3-42) modifiziert werden [130]. Die Freisetzung des pEAβ(3-42) bewirkt, dass transgene 

Tiere Aβ-Ablagerungen entwickeln, die sich stark von Aβ-Plaques unterscheiden. Im 

Gegensatz zu Aβ-Plaques anderer Mausmodelle (z.B. APP/PS1) sind diese um ein 

Vielfaches kleiner und zeigen klare Abgrenzungen zu dem umliegenden Gewebe. Wie auch 

in den anderen Mausmodellen steigt die Anzahl der Aβ-Ablagerungen, die insbesondere in 

der CA1 Region des Hippocampus, im sensomotorischen Kortex und im Striatum zu finden 

sind, progressiv mit dem Alter (Abbildung 8). Eines der herausragendsten charakteristischen 

Merkmale dieses transgenen Mausmodells ist der Verlust von Neuronen innerhalb der CA1 

Region in homozygoten Tieren (Abbildung 7). Ein Verlust von Neuronen, unabhängig von der 

Region, tritt in den klassischen Modellen der Amyloidose (z.B. Tg2576 oder APP/PS1) nicht 

oder nur unzureichend auf. Neben den pathologischen Veränderungen zeigen homozygote 

Tiere einen stark ausgeprägten motorisch eingeschränkten Phänotyp, der sich vor allem in 

einem hohem SHIRPA-Score (siehe Kapitel 1.5.1, Allgemeine und motorische 
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Verhaltenstests) sowie einer verschlechterten Leistung im Rotarod (siehe Kapitel 1.5.1, 

Allgemeine und motorische Verhaltenstests) widerspiegelt und progressiv mit dem Alter 

ansteigt [109, 130]. Durch den Schweregrad der phänotypischen Belastung müssen 

homozygote Tiere dieser Linie (aus tierschutzrechtlichen und ethischen Gründen) mit einem 

Alter von 22 Wochen euthanasiert werden, da sie sonst, aufgrund des Phänotyps, sterben 

würden. Bisher ist nicht bekannt, ob dieses Mausmodell kognitive Defizite ausprägt.  

 

Abbildung 8: Übersicht der pathologischen und phänotypischen Charakteristika der Mausmodelle 
APPswe/PS1ΔE9 (APP/PS1), APPSL und TBA2.1.. 
Die Mausmodelle APP/PS1 (links) und APPSL (Mitte) sind durch ein Auftreten zerebraler Aβ-
Plaques und kognitiver Defizite charakterisiert, die beide progressiv mit fortschreitendem Alter 
zunehmen. Das TBA2.1 Mausmodell (rechts), insbesondere homozygote Tiere, sind durch einen 
sensomotorischen Phänotyp beschrieben. Als besonders charakteristisches Merkmal gilt der 
Verlust von Neuronen innerhalb der CA1-Region des Hippocampus. Histologische Abbildungen 
modifiziert nach [129-131]. 

1.5.1 Testung der Kognition und des Verhaltens in Mäusen 

In der präklinischen Entwicklung neuer Medikamente für eine Therapie der AD spielen 

Verhaltenstests, insbesondere jene zur Darstellung der kognitiven Leistung, eine kritische 

Rolle. Der Hippocampus ist u.a. für die Gedächtniskonsolidierung verantwortlich. Er ist einer 

jener Regionen, die aufgrund einer AD beeinträchtigt sind. Neben der Langzeitpotenzierung 

(dem Lernen und dem Gedächtnis) ist der Hippocampus am räumlichen Lernen beteiligt. 

Diese Gegebenheit lässt sich anhand des Hippocampus von Londoner-Taxifahrern 

veranschaulichen. Während ihrer Berufsjahre nimmt das Volumen des Hippocampus, 

aufgrund ihres räumlichen Lernverhaltens, zu [132, 133]. Folglich können definierte Tests zur 

Untersuchung des räumlichen Gedächtnisses genutzt werden, um mögliche Defizite zu 

analysieren.  
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Kognitive Verhaltenstests 

Unter der Vielzahl der beschriebenen Verhaltenstests gilt der sog. Morris Water Maze 

(MWM), der erstmalig von Richard Morris im Jahr 1984 beschrieben wurde [134], als 

Goldstandard zur Testung kognitiver Fähigkeiten (räumliches Lernen) der Ratte und, im 

späteren Verlauf der Entwicklung des Testes, auch der Maus. Während der Durchführung 

eines MWM ist es das Ziel, dass Mäuse oder Ratten eine sich unter der Wasseroberfläche 

befindliche Plattform finden, die aufgrund einer Trübung des Wassers nicht erkennbar ist. 

Dabei können sich die Tiere anhand von Markierungen, die entweder außerhalb oder 

innerhalb des Beckens angebracht sind, orientieren. Während der Trainingsphase lernen die 

Tiere, sich an die Lage der Plattform zu erinnern. Innerhalb der Testphase von mehreren 

Tagen können sich Mäuse bzw. Ratten ohne kognitive Beeinträchtigung an die Lage der 

Plattform erinnern und diese nach kurzer Schwimmdauer wiederfinden [135]. Kognitiv 

beeinträchtigte transgene AD Mäuse können dies aufgrund ihrer pathologischen 

Veränderungen nicht. Darüber hinaus kann mit Hilfe des MWM das Langzeitgedächtnis 

untersucht werden. Zusätzlich zum MWM gibt es noch weitere Labyrinthe zur Analyse der 

Kognition (z.B. „Y-Maze“, „T-Maze“, „Radial-Arm-Maze“) [136].  

Neben diesen gibt es auch Tests, die nicht ausschließlich auf dem Prinzip des räumlichen 

Erinnerungsvermögens beruhen. Der sogenannte Object recognition test (ORT) [137, 138] 

beruht auf der natürlichen Neigung der Tiere ein gestärktes Interesse an neuen, 

unbekannten Objekten zu zeigen [139]. Es konnte gezeigt werden, dass hippocampale und 

kortikale Regionen für das visuelle Gedächtnis der Objekterkennung verantwortlich sind 

[140]. Da diese Regionen aufgrund pathologischer Veränderungen der AD besonders 

beeinträchtigt sind, findet der ORT hier Anwendung. Ein Vorteil dieses Testes ist, dass er 

ohne negative oder positive Verstärkung durchgeführt werden kann. Der MWM nutzt 

hingegen bei der Maus das Wasser als negative Verstärkung, da Mäuse zwar schwimmen 

können, jedoch eine Aversion gegen Wasser zeigen und somit einen inneren Antrieb zeigen, 

dem Wasser zu entkommen.  

Allgemeine und motorische Verhaltenstests 

Bei der Entwicklung neuer transgener AD Mausmodelle mit kognitiven Defiziten sollte vor 

Verwendung dieser in kognitiven Tests sichergestellt werden, dass etwaige motorische 

Defizite diese nicht in der Durchführung beeinflussen [141]. Des Weiteren stellen Tests für 

das generelle Verhalten sowie motorische Verhaltenstests ein wichtiges Werkzeug zur 

Analyse des Phänotyps von transgenen Mäusen dar. Motorische Verhaltenstests nehmen 

eine wichtige Rolle in der Evaluation eines motorisch defizitären Phänotyps ein. Es gibt eine 
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Vielzahl solcher Verhaltenstest. Zu den am häufigsten verwendeten Tests zählen z.B. der 

Offenfeldtest, die SHIRPA-Testbatterie oder der Rotarod-Test.  

Der Offenfeldtest ist ein experimentelles Prozedere zur Determination der Motorik 

(Lokomotion) und des Angstverhaltens von Mäusen [142]. Zu diesem Zweck werden Mäuse 

in eine Arena gesetzt, die imaginär in zwei Bereiche gegliedert wird: einen Rand- und einen 

Zentrumsbereich. Da Mäuse eine Aversion gegen offene und helle Flächen zeigen, sollten 

diese mehr Zeit im Randbereich der Arena verbringen [143]. In der Regel dauert der Test 30 

Minuten. Eine Einteilung der Explorationszeit in einzelne Zeiteinheiten, z.B. 5 Minuten, kann 

dazu genutzt werden, um einen möglichen Habituationseffekt oder das generelle 

Explorationsverhalten zu untersuchen.  

Die SHIRPA-Testbatterie (SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal London 

Hospital, phenotype assessment) wurde zur semiquantitativen Analyse eines Phänotyps von 

Mäusen entwickelt [144]. Dieser Test beinhaltet eine Reihe von Subtests, wie z.B. das 

Verhalten einer Maus im Käfig, die Beurteilung des Erscheinungsbildes und Evaluation der 

Reflexe (z.B. Pinna-Pedal-Reflex). Dabei werden die Tiere anhand eines definierten 

Auswerteschemas (Punkteskala null bis drei) beurteilt. Null Punkte bedeuten, dass sich die 

Maus in den jeweiligen Eigenschaften ganz normal verhält. Drei Punkte bedeuten, dass das 

Tier stak von normalen Verhalten abweicht. Beispiel: Ohrmuschelreflex. Hierbei werden die 

Haut und Haare am bzw. im Ohr stimuliert. Null Punkte (keine Auffälligkeiten) - vehementes 

Kopfumdrehen und Abwehrhaltung; Ein Punkt: Reaktion vorhanden; Zwei Punkte: kaum 

Reaktion; Drei Punkte: keine Reaktion. 

Der Rotarod-Test dient zur Analyse der Motorik und der Koordination [141]. Originär wurde 

der Test im Jahr 1957 entwickelt unter Anwendung einer gleichbleibenden Geschwindigkeit 

[145]. Während der Durchführung des Rotarod-Tests laufen die Tiere über einen definierten 

Zeitraum auf einem sich rotieren Zylinder, dessen Geschwindigkeit im Laufe der Testzeit 

ansteigt. Motorisch unauffällige Tiere sollten es schaffen, sich während der Testzeit auf dem 

rotierenden Zylinder zu halten. Fallen Tiere von diesem, so bedeutet es, dass sie einen 

motorischen defizitären Phänotyp haben. Heutzutage können Apparaturen erworben werden, 

die Vielfältige Funktionen aufweisen (aufsteigende Geschwindigkeiten usw.). 
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2. Zielsetzung 

Trotz intensivster Forschungsbemühungen gibt es bisher kein Medikament, welches die AD 

heilen kann. Zugelassene Medikationen dienen ausschließlich dem Zweck, die Symptome 

kurzzeitig zu unterdrücken oder auch nur kurzzeitig zu verlangsamen, ohne die Progression 

nachhaltig zu verlangsamen. Aufgrund dessen wurden für eine kausale Therapie der AD, 

unter Leitung von Prof. Willbold im Institut für komplexe System des Forschungszentrums 

Jülich und dem Institut für Physikalische Biologie der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, 

D-enantiomere Peptide entwickelt, die spezifisch toxische Aβ-Oligomere eliminieren, welche 

neuesten Kenntnissen zufolge als krankheitsauslösend gelten. Für die Leitstruktur D3 konnte 

in einer Vielzahl erfolgreicher Studien der Wirksamkeitsnachweis demonstriert werden. Zur 

Optimierung des Wirkstoffprofils wurden verschiedene systematische, aber auch rationale 

Ansätze durchgeführt. Das erfolgversprechendste D-Peptid des rationalen Wirkstoffdesigns 

ist RD2 (Abkürzung für „rationales Design“). Nach Erstellung des in vitro Profils war das 

Hauptziel dieser Arbeit die ausführliche in vivo Charakterisierung der 
pharmakodynamischen Eigenschaften des D-enantiomeren Peptides RD2. Des Weiteren 

sollten D3-Derivate, für die bereits herausragende in vitro Eigenschaften beschrieben 

worden sind, aufgrund ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften untersucht werden.  

Zur Charakterisierung des D-enantiomeren Peptides RD2 sollten verschiedene 

Fragestellungen beantwortet werden.  

Zeigt RD2 in vivo Wirksamkeit? 

Zeigt RD2 Wirksamkeit nach oraler Applikation? 

Zeigt RD2 nicht nur präventive, sondern auch kurative Wirksamkeit, d.h. nach 

Krankheitsausbruch? 

Zeigt RD2 Wirkung in einem weiteren AD-Mausmodell mit einem pEAβ induzierten 

neurodegenerativen Phänotyp? 

Die Aufklärung der Fragestellungen sollte mit Hilfe von verschiedenen Behandlungsstudien 

an verschiedenen AD-Mausmodellen verschiedener Altersstufen durchgeführt werden. In 

einer initialen Studie sollte überprüft werden, ob RD2 eine Wirksamkeit, nach 

intraperitonealer Behandlung, in einem jungen AD-Mausmodell zeigt, welches zwei AD-

relevante Mutationen trägt (APP und PS1) (Zeigt RD2 in vivo Wirksamkeit?). Die 

intraperitoneale Applikation sollte dabei gewährleisten, dass der Wirkstoff schnell und 

unverändert an seinen Wirkort (das Gehirn) gelangt. Darüber hinaus sollte, auch in einem 
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jungen AD-Mausmodell, überprüft werden, ob RD2 nach oraler Darreichung eine 

Wirksamkeit aufweist, da eine orale Applikation die bevorzugte Darreichungsform beim 

Menschen darstellt (Zeigt RD2 Wirksamkeit nach oraler Applikation?). Im Vergleich zu dem 

zuvor verwendeten AD-Mausmodell trägt dieses keine PS1-Mutation, sodass ebenfalls 

evaluiert werden sollte, ob eine Wirkung auf verschiedene Aβ-Spezies erzielt werden kann. 

Zur Ermittlung einer kurativen Wirkung sollte eine orale Behandlungsstudie an gealterten, 18 

Monate alten AD-Mäusen durchgeführt werden, die sowohl schwere kognitive Defizite, als 

auch eine ausgeprägte Pathologie aufweisen (Zeigt RD2 kurative Wirksamkeit nach oraler 
Applikation?). Viele potentiell kausale AD-Medikationen scheitern in späteren klinischen 

Studien. Dieser Umstand könnte darauf zurückzuführen sein, dass diese ausschließlich in 

AD-Mausmodellen mit APP-Mutationen getestet worden sind. Ein Nachteil vieler AD-

Mausmodelle ist, dass diese oft nur die Amyloidose widerspiegeln, ohne andere wichtige 

Aspekte der AD-assoziierten Pathologie, z.B. die Neurodegeneration, zu berücksichtigen. 

Aufgrund dessen sollte in einer weiteren Studie überprüft werden, ob eine orale RD2-

Behandlung die Progression des neuromotorischen Phänotyps des TBA2.1 AD-Mausmodells 

aufhält (Zeigt RD2 Wirkung in einem weiteren AD-Mausmodell mit einem pEAβ 
induzierten neurodegenerativen Phänotyp?). Im Vorfeld dieser Studie wurde darüber 

hinaus zunächst das TBA2.1 Modell ausgiebig charakterisiert, um die für die 

Behandlungsstudie passenden motorischen Tests zu etablieren. 

Nach Abschluss der erfolgreichen Therapiestudien, in denen der Wirksamkeitsnachweis 

demonstriert wurde, erfolgte ein Vergleich aller Behandlungsstudien.  
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3.1 Large-Scale Oral Treatment Study with the Four Most Promising D3 Derivatives for 
the Treatment of Alzheimer’s Disease 

Autoren: Kutzsche J.*, Schemmert S.*, Tusche M., Neddens J., Rabl R., 
Jürgens D., Brener O., Willuweit A., Hutter-Paier B., Willbold D. 

   *Autoren sind gleichberechtigt 

Journal:  Molecules (2017), veröffentlicht am 10. Oktober 2017 

DOI:   10.3390/molecules22101693 

Impact Factor:  2,861 (2016) 

Beitrag: Auswertung und Darstellung der Daten  

Anfertigung der meisten Abbildungen 

statistische Auswertung 

Hauptverfasserin des Manuskriptes gemeinsam mit J. Kutzsche 



Manuskripte 

29 



Manuskripte 

30 



Manuskripte 

31 



Manuskripte 

32 



Manuskripte 

33 



Manuskripte 

34 



Manuskripte 

35 



Manuskripte 

36 



Manuskripte 

37 



Manuskripte 

38 



Manuskripte 

39 

 



Manuskripte 

40 

3.2 The Aβ oligomer eliminating D-enantiomeric peptide RD2 improves cognition 
without changing plaque pathology 

Autoren: van Groen T., Schemmert S., Brener O., Gremer L., Ziehm T., Tusche 
M, Nagel-Steger L., Kadish I., Schartmann E., Elfgen A., Juergens D., 
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DOI:   10.1038/s41598-017-16565-1 

Impact Factor:  4,259 (2016) 
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statistische Auswertung  
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3.3 Development and validation of an UHPLC-ESI-QTOF-MS method for quantification 
of the highly hydrophilic amyloid-β oligomer eliminating all-D-enantiomeric peptide 
RD2 in mouse plasma 

Autoren: Hupert M., Elfgen A., Schartmann E., Schemmert S., Buscher B., 
Kutzsche J., Willbold D., Santiago-Schübel B. 

Journal: Journal of Chromatography B (2017), veröffentlicht am 08. Dezember 
2017 

DOI: 10.1016/j.jchromb.2017.12.009 

Impact Factor:  2,603 (2016) 

Beitrag: RD2-Behandlung der Mäuse  

Vorbereitung der murinen Plasmaproben 

Erstellung Kalibrierreihen zur Erprobung der Methode 

Mitverfassung und Prüfung des Manuskriptes 
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3.4 Comparison of blood-brain barrier penetration efficiencies between linear and 
cyclic all-D-enantiomeric peptides developed for the treatment of Alzheimer's disease 

Autoren: Schartmann E., Schemmert S., Ziehm T., Leithold L.H.E., Jiang N., 
Tusche M., Jon Shah N., Langen K-J., Kutzsche J., Willbold D., 
Willuweit A. 

Journal: European Journal of Pharmaceutical Sciences (2017), veröffentlicht am 
07. Dezember 2017 

DOI: 10.1016/j.ejps.2017.12.005 

Impact Factor:  3,756 (2016) 

Beitrag: Gemeinsam mit Elena Schartmann: Planung der Studie und 
Durchführung der pharmakokinetischen Experimente 

Mitverfassung und Prüfung des Manuskriptes 
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3.5 Aβ oligomer eliminating compounds interfere successfully with pEAβ(3–42) 
induced motor neurodegenerative phenotype in transgenic mice 

Autoren: Dunkelmann T., Teichmann K., Ziehm T., Schemmert S., Frenzel D., 
Tusche M. Dammers C., Jürgens D., Demuth H-U., Langen K-J., 
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Journal:  Neuropeptides (2017), veröffentlicht am 26. November 2017 
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Impact Factor:  2,486 (2016) 
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Anfertigung der Abbildungen (Immunhistologie) 

statistische Auswertung 

Mitverfassung und Prüfung des Manuskriptes. 



Manuskripte 

73 



Manuskripte 

74 



Manuskripte 

75 



Manuskripte 

76 



Manuskripte 

77 



Manuskripte 

78 



Manuskripte 

79 



Manuskripte 

80 



Manuskripte 

81 

 

 



Manuskripte 

82 

3.6 Comprehensive characterization of the pyroglutamate Aβ induced motor 
neurodegenerative phenotype of TBA2.1 mice 

Autoren: Dunkelmann T.*, Schemmert S.*, Honold D., Teichmann K., 
Butzküven E., Demuth H-U., Shah N. J., Langen K-J., Kutzsche J., 
Willbold D., Willuweit A. 
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Impact Factor:  3,731 (2016) 

Beitrag: Durchführung verschiedener Verhaltensversuche (Offenfeldtest, 
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4. Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

4.1 Mausmodelle der Alzheimer’schen Demenz – Das TBA2.1 Mausmodell 

Zur Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen der AD und zur Entwicklung neuer 

Medikationen ist der Nutzen von Tiermodellen mangels Alternativen zurzeit noch 

unerlässlich. In der Literatur werden weit über 100 Mausmodelle der AD beschrieben, die 

entweder durch Einbringen menschlicher, AD-relevanter Gene, oder durch intrazerebrale 

Injektion verschiedener (humaner) Aβ-Spezies einen AD-ähnlichen Phänotyp und die 

zugehörige Pathologie ausprägen. Jedoch kristallisierte sich in den letzten Jahren heraus, 

dass die meisten Mausmodelle nur einen Bruchteil der menschlichen AD widerspiegeln. Das 

Versagen vieler neuer Wirkstoffkandidaten gegen die AD wird auch darauf zurückgeführt, 

dass diese in zu wenigen oder nicht ausreichend diversen Mausmodellen in der Präklinik 

evaluiert worden sind. Aufgrund dessen ist es unerlässlich, die Entwicklung adäquater 

Mausmodelle voranzutreiben, die entweder ein optimiertes Modell darstellen, oder einen 

Zusatz zu den klassischen Mausmodellen bieten. Ein Nachteil einiger der zurzeit 

verfügbaren Modelle ist, dass diese keine, oder eine unzureichende Neurodegeneration 

aufweisen, eines der pathologischen Charakteristika der AD. Darüber hinaus ist die 

Pathologie der meisten Modelle der Amyloidose auf eine Überexpression der Aβ(1-42) 

zurückzuführen, ohne andere, potentiell toxischere Aβ-Spezies zu berücksichtigen.  

Im Jahr 2011 wurde das TBA2.1 AD Mausmodell erstmalig von Alexandru und Kollegen 

vorgestellt [130]. Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, das Mausmodell hinsichtlich seines 

motorischen Phänotyps und seiner Pathologie eingehender zu charakterisieren. Homozygote 

Tiere des TBA2.1 Mausmodells kennzeichnen sich durch eine pEAβ(3-42) Freisetzung aus, die 

in einem motorischen Phänotyp mit einer enormen Neurodegeneration in der CA1 Region 

des Hippocampus resultiert [130]. pEAβ(3-42) ist neben Aβ(1-42) eine der 

aggregationsfreudigsten und toxischsten Aβ-Spezies [45]. Basierend auf der initialen 

Charakterisierung des Mausmodells durch Alexandru und Kollegen wurde durch 

Dunkelmann und Kollegen das Mausmodell weitergehend charakterisiert (Manuskripte 

Kapitel 3.5 und 3.6). In diesen Studien konnte, durch die Verwendung weiterer motorischer 

und allgemeiner Verhaltenstests, validiert werden, dass homozygote TBA2.1 Mäuse einen 

progressiven neuromotorischen Phänotyp aufweisen, der bereits ab einem Alter von zwei 

Monaten im SHIRPA- und Rotarod-Test detektierbar ist (Manuskripte Kapitel 3.5 und 3.6). 

Pathologisch sind die Tiere durch Aβ-Ablagerungen in der CA1-Region, dem Striatum, dem 

motorischen und olfaktorischen Kortex, dem Colliculus Inferior (Mittelhirn) und dem 

Cerebellum gekennzeichnet. Es konnte bereits durch Alexandru et al. gezeigt werden, dass 

homozygote TBA2.1 Mäuse in diesen Bereichen Aβ-Ablagerungen zeigen. Die in dieser 
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Arbeit durchgeführte Studie validiert und erweitert diese Ergebnisse, indem verschiedene 

Altersgruppen und Genotypen miteinander verglichen wurden und weitere Zelltypen 

(Neuronen, Gliazellen) quantifiziert wurden. Die Aβ-Ablagerungen der TBA2.1 Mäuse 

unterscheiden sind stark von Aβ-Plaques, der z.B. APP/PS1 Mäuse. Sie sind wesentlich 

kleiner und weniger bis gar nicht diffus mit klaren Abgrenzungen zum umliegenden Gewebe. 

Neben den Aβ-Ablagerungen weisen die homozygoten Tiere eine starke Neurodegeneration, 

vor allem in der CA1 Region auf. Generell zeigt auch dieses Mausmodell, wie z.B. auch das 

APP/PS1 AD-Mausmodell, eine verstärke Gliose in jenen Regionen, in denen Aβ-

Ablagerungen auftreten. Auffallend ist jedoch der signifikante Rückgang reaktiver Astrozyten 

in der CA1 Region homozygoter Tiere im Alter von drei bis fünf Monaten (Manuskript Kapitel 

3.6). Dieser Umstand ist vermutlich auf die Neurodegeneration in dieser Region 

zurückzuführen, da so die chemische Transmission zwischen Neuronen und Astrozyten nicht 

gewährleistet ist [146]. Neurone rekrutieren bei Schädigung Astrozyten und mögliche weitere 

inflammatorische Zellen durch die Freisetzung von verschiedensten Botenstoffen 

(Zytokine/Chemokine), um schädliche Einflüsse abzuwenden. Da die Zahl der Neuronen in 

dieser Region stark vermindert ist, können diese keine Signale aussenden, sodass in der 

CA1-Region fünf Monate alter homozygoter TBA2.1 Mäuse keine Entzündungszellen mehr 

vorzufinden sind. Die Kombination zwischen Ablagerungen der Aβ-Aggregate und der 

Neurodegeneration in den beschrieben Gehirnregionen legt nahe, dass die motorischen 

Defizite auf eine dysfunktionale Basalganglienverschaltung zurückzuführen sind [147, 148]. 

Im Vergleich zu den häufig genutzten APP oder APP/PS1 AD Mausmodellen weisen 

homozygote TBA2.1 Mäuse eine früh auftretende Neurodegeneration auf, sowie einen 

progressiven und manifestierten Phänotyp im frühen Alter. In der Literatur werden einige 

wenige weitere Mausmodelle beschrieben, die N-terminal modifizierte Aβ-Spezies ausbilden 

(pEAβ(3-42) und Aβ(4-42)). Jedoch zeigen diese Modelle erst relativ spät Neurodegeneration 

oder zeigen ausschließlich kognitive Defizite mit einem sehr schwachen motorischen 

Phänotyp (Tabelle 2).  

Die von uns generierten Daten über das TBA2.1 Mausmodell legen nahe, dass der Phänotyp 

und die Pathologie der Tiere stark von der Ausbildung des humanen pEAβ(3-42) und somit von 

der Genexpression abhängig sind. Dies wird auch anhand der Charakterisierung der 

heterozygoten Tiere deutlich. Diese weisen auch einen Phänotyp auf, der sich vor allem in 

einem erhöhten SHIRPA-Score widerspiegelt. Jedoch zeigen heterozygote TBA2.1 Mäuse 

diesen erst im späten Alter, mit einer deutlich geringeren Pathologie. Allerdings besteht nur 

die Möglichkeit, die Pathologie homo- und heterozygoter Tiere mit einem Alter von maximal 5 

Monaten direkt zu vergleichen, da homozygote TBA2.1 Mäuse bedingt durch ihren schwer 

belasteten Phänotyps mit diesem Alter getötet werden müssen. Aufgrund dieser erzielten 
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Ergebnisse lässt sich die Hypothese aufstellen, dass der Phänotyp der TBA2.1 Mäuse stark 

von der Genexpression abhängig ist (Manuskript Kapitel 3.6).  

Das genutzte Testsetup und die erzielten Ergebnisse bestätigen, dass homozygote Tiere ein 

geeignetes Mausmodell darstellen, um Wirkstoffe gegen AD in diesem Mausmodell zu 

testen, um so zu überprüfen, ob der eingesetzte Wirkstoff einen Einfluss auf den 

neuromotorischen Phänotyp und die Pathologie zeigt. In einer ersten Behandlungsstudie mit 

diesem Mausmodell konnte seine Eignung prinzipiell gezeigt werden, indem demonstriert 

wurde, dass D3 und eins seiner Derivate die Progression des Phänotyps verringern 

(Manuskript Kapitel 3.5). Der Umstand, dass an AD erkrankte Patienten nicht nur unter 

kognitiven Beeinträchtigungen leiden, sondern auch motorisch eingeschränkt sind [149, 150], 

stützt die Bedeutung dieses Mausmodells noch zusätzlich. Da dieses Modell jedoch nicht 

alle Aspekte der humanen AD widerspiegelt, vor allem aber bisher nicht gezeigt wurde, dass 

Mäuse dieser Linien einen kognitiv defizitären Phänotyp ausprägen, sollten neu entwickelte 

Pharmaka zunächst in einem klassischen Modell, mit kognitiven Defiziten (AD-Mausmodelle 

der Amyloidose, z.B. APP/PS1, tgSwDI, APPSL u.v.m.), auf ihre Wirksamkeit untersucht 

werden.  

Mausmodell Mutation Pathologie Neurodegeneration Phänotyp Literatur 

TBA2.1 AβQ(3-42) 
Aβ-Ablagerungen (2 M) 

Gliose (2 M) 
√ 5 M 

Motorik (2 M) ↓ 
Kognition k.A. 

[109, 130] 

Tg4-42 - 
Aβ-Ablagerungen (3 M) 

Gliose (2 M) 
√ 8 M 

Motorik k.A. 
Kognition (8 M) ↓ 

[151] 

Tg2576 APPswe 
Aβ-Ablagerungen (12 M) 

Gliose (10 M) 
Nicht bekannt 

Motorik (k.A.)  
Kognition (12 M) 
↓ 

[152, 153] 

5XFAD APPsweFlL

on 

Aβ-Ablagerungen (1,5 
M) 

Gliose (2 M) 
√ 5 M 

Motorik (k.A.)  
Kognition (4 M) ↓ 

[154] 

APP/PS1 
APPswe 

PS1dE9 

Aβ-Ablagerungen (6 M) 

Gliose (3 M) 
√ 10 M 

Motorik (k.A.)  
Kognition (12 M) 
↓ 

[122, 124, 
155] 

TBA42 AβQ(3-42) 

Aβ-Ablagerungen (k.A.) 

Neurodegeneration (12 
M) 

Gliose (k.A.) 

 
Motorik (6 M) ↓ 
Kognition (12 M) 
↓ 

[156] 

TBA2 AβQ(3-42) 

Aβ-Ablagerungen (2 M) 

Neurodegeneration (12 
M) 

Gliose (k.A.) 

 
Motorik (k.A.) 
Kognition (k.A.) 

[157] 

Tabelle 2:Vergleich einiger AD Mausmodelle, in denen ein neuronaler Verlust beschrieben wird (k.A. keine 
Angabe, M Monate). 
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4.2 D-enantiomere Peptide zur kausalen Behandlung der Alzheimer’schen Demenz 

Die Leitsubstanz D3 

Der in dieser Arbeit beschriebene Ansatz für eine kausale Behandlung der AD beruht auf 

Peptiden, die aus mindestens 12 Aminosäureresten bestehen und in D-enantiomerer 

Konfiguration vorliegen. Diese wurden aus einer Peptidbibliothek mittels Spiegelbild-

Phagendisplay gegen monomeres Aβ(1-42) selektiert [99]. 

Für die Leitsubstanz D3 konnte in diversen Studien der in vitro und in vivo 

Wirksamkeitsnachweis demonstriert werden. D3 eliminiert effizient toxische AβO im Aβ-QIAD 

assay [103], inhibiert die Aβ-Fibrillenbildung (Aβ(1-42) und pEAβ(3-42)) und das 

Nukleationsverhalten [110, 112]. Des Weiteren reduziert D3 die Aβ(1-42) und pEAβ(3-42) 

induzierte Zelltoxizität [110, 158]. In mehreren in vivo Studien mit unterschiedlichen 

kognitiven AD Mausmodellen konnte belegt werden, dass D3 die kognitiven Fähigkeiten der 

Tiere (MWM und ORT) steigert und die AD assoziierte Pathologie reduziert (Aβ-Plaques, 

Gliose, lösliches und unlösliches Aβ). Zur weiteren Charakterisierung des D-Peptids D3 

wurde eine intraperitoneale Behandlungsstudie am TBA2.1 Mausmodell durchgeführt 

(Manuskript Kapitel 3.5). In dieser konnte gezeigt werden, dass D3 die Progression des 

neuromotorischen Phänotyps, im direkten Vergleich zu Placebo-behandelten Mäusen, 

verringert. Des Weiteren bewirkte die D3-Behandlung, dass tendenziell weniger Neuronen 

innerhalb der CA1-Region absterben und weniger aktivierte Astrozyten in jener Region 

präsent sind (Manuskript Kapitel 3.5).Neben dem Wirksamkeitsnachweis wurden weitere 

Studien zur Untersuchung der pharmakokinetischen Eigenschaften sowie zur Stabilität von 

D3 durchgeführt. Diese ergaben, dass D3 eine aussichtsvolle orale Bioverfügbarkeit und 

terminale Halbwertszeit aufweist [107] und in verschiedenen Körperflüssigkeiten bzw. 

Organen über einen großen Zeitraum stabil ist [105]. Zusammenfassend legen diese 

Ergebnisse nahe, dass D3 ein potentieller Kandidat für eine kausale Therapie der AD wäre, 

jedoch zeigen einige D3-Derivate, insbesondere RD2, dessen Ergebnissen im Folgenden 

beschrieben werden, optimierte Eigenschaften.  

Optimierungsstrategien - D3-Derivate 

Trotz der vielversprechenden Eigenschaften der Leitsubstanz D3 als ein möglicher Wirkstoff 

zur kausalen Therapie der AD, wurde an weiteren Wirkstoffen, abgeleitet von der 

Leitsubstanz, geforscht, um die pharmakologischen Eigenschaften (z.B. eine höhere 

Effizienz zur AβO-Eliminierung, oder gesteigerte pharmakokinetische Eigenschaften) zu 

optimieren. Im Zuge dessen wurden, entweder durch rationales Wirkstoffdesign, z.B. 
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Umstrukturierung der Aminosäurereste (z.B. RD2), Zyklisierung der Peptide (z.B. cRD2D3), 

oder sequenzieller Austausch der D3-Aminosäureresten (ANK-Peptide) die sog. D3-Derivate 

entwickelt. 

Das D3-Derivat RD2 

Unter Verwendung eines rationalen Ansatzes zur Optimierung der Leitstruktur entstand das 

sog. D-Peptid RD2, welches aus exakt den gleichen Aminosäureresten besteht wie D3, nur in 

veränderter Reihenfolge. RD2 zeigt weiterhin das sog. Arginin-reiche-Motiv, jedoch mit einer 

Anreicherung der Arginine am C-Terminus. Durch die C-terminale Anhäufung der Arginine 

wurde angestrebt, die Bindung zu erhöhen und so effizienter AβO zu eliminieren. 

Pharmakokinetische Analysen des Peptides zeigten, dass es ähnlich positive Parameter 

aufweist wie die Leitstruktur, darüber hinaus noch eine erhöhte orale Verfügbarkeit und eine 

verlängerte Halbwertszeit zeigt [113].  

In einer initialen Studie erfolgte die ausführliche in vitro Charakterisierung des D-Peptids 

RD2, sowie eine erste in vivo Studie, in der weibliche APP/PS1 transgene AD Mäuse (Alter: 

7 Monate) über 28 Tage hinweg mittels einer intraperitonealen osmotischen Minipumpe 

kontinuierlich pro Tag mit 5,3 mg/kg RD2 behandelt worden sind. Durch das rationale 

Wirkstoffdesign erhöhte sich die AβO-Eliminierungseffizient. Im direkten Vergleich zu D3 

eliminierte RD2 die AβO um ca. 70% (D3 ca. 50%). Darüber hinaus konnte in dieser Studie 

gezeigt werden, dass RD2 in vitro die Aβ-Fibrillenbildung dosisabhängig mit einem IC50 von 

7,7 µM reduziert und diese unter Verwendung der höchsten eingesetzten Konzentrationen 

vollständig inhibiert. Des Weiteren konnte eine Bindungsaffinität von RD2 an Aβ-Monomere 

mit einem KD von 3,6 µM gezeigt, sowie der Nachweis erbracht werden, dass RD2 das 

Nukelationspotential herabsetzt. Zudem erzielte RD2 eine Reduktion der Aβ(1-42)-induzierten 

Zelltoxizität, ohne selbst ein zytotoxisches Potential aufzuweisen. Ferner bestätigten die 

Ergebnisse der Behandlungsstudie, dass die intraperitoneale RD2-Applikation zu einer 

signifikanten Steigerung der kognitiven Fähigkeiten im MWM führte, jedoch ohne einen 

signifikanten Einfluss auf die typische zerebrale Pathologie aufzuzeigen. Die Aβ-Plaques in 

Gehirnen RD2 behandelter APP/PS1 Mäuse wurden nur tendenziell verringert. Gleichwohl 

wurde die Konzentration unlöslicher Aβ(x-42) signifikant verringert. Aufgrund dessen ist 

anzunehmen, dass eine Steigerung der kognitiven Defizite nicht auf eine Reduktion der Aβ-

Plaques beruht, sondern vielmehr auf einer Reduktion der toxischen AβO (Manuskript 

Kapitel 3.2, [158]).  

Diese Studie lieferte einen ersten Hinweis, dass die AβO-Eliminierung ein 

vielversprechendes Ziel für eine AD-Therapie darstellt.  
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Aufgrund der vielversprechenden oralen Bioverfügbarkeit und der ersten erfolgreichen 

Behandlungsstudie wurde RD2, im direkten Vergleich zu weiteren D3-Derivaten (RD2RD2, 

RD2D3, D3D3) in einer groß angelegten oralen Behandlungsstudie getestet. In dieser 

wurden 32 Wochen alte weiblichen APPSL Mäuse mit einer Dosierung von 20 mg/kg/Tag des 

jeweiligen Peptides behandelt. Es konnte der Nachweis erbracht werden, dass sowohl RD2, 

als auch D3D3 die kognitiven Fähigkeiten der Mäuse im MWM signifikant steigerte. Mäuse, 

die mit RD2RD2 oder RD2D3 behandelt wurden zeigten keine Steigerung ihrer kognitiven 

Leistung. In keiner der Behandlungsgruppen konnte eine Veränderung der Aβ-Pathologie 

oder der Gliose verzeichnet werden (Manuskript Kapitel 3.1 [159]). Sowohl in dieser Studie, 

als auch in der zuvor beschriebenen, konnte erwiesen werden, dass RD2 eine 

therapeutische Wirkung zeigt, die wegen des geringen Alters zum Zeitpunkt der Behandlung 

zum Teil jedoch auf einer präventiven Wirksamkeit beruhen kann.  

Deshalb war es interessant herauszufinden, ob RD2 auch eine klare kurative Wirkung zeigt, 

da in den zuvor beschrieben Studien AD-Mausmodelle in einem Alter behandelt wurden, in 

dem weder die Pathologie, noch die kognitiven Defizite bereits allzu stark ausgeprägt sind 

(Manuskript Kapitel 3.7). Zu diesem Zweck wurden sehr alte (18 Monate ± 2 Wochen) 

APP/PS1 Mäuse oral behandelt. Laut der Literatur ist bekannt, dass APP/PS1 Mäuse in 

diesem Alter eine stark ausgeprägte AD-ähnliche Pathologie zeigten und starke kognitive 

Beeinträchtigungen aufweisen. Die männlichen Tiere wurden über einen Zeitraum von 12 

Wochen mit 200 mg/kg/Tag RD2 oral behandelt. Im Zuge des 3R Prinzips des Tierschutzes 

(Reducement, Refinement, Replacement), wurden den Mäusen die Substanz nicht mittels 

einer üblichen Schlundsonde verabreicht, sondern in Form von neu entwickelten 

Gelatinedrops („Jellies“). Die orale Applikation von Substanzen über eine Schlundsonde 

kann, insbesondere über längere Zeiträume, zu einem vermehrten Stress für die Tiere führen 

sowie Verletzungen der Speiseröhre hervorrufen und im schlimmsten Fall, durch eine falsche 

Applikation in die Lunge, zum Tod der Versuchstiere führen. Im Menschen stellt die orale 

Applikation die Darreichungsform der Wahl da, da eine orale Gabe z.B. in Form von 

Tabletten eine hohe Therapietreue (Compliance) gewährleistet (Manuskript Kapitel 3.7). 

Am Ende der zwölfwöchigen Behandlung konnte festgestellt werden, dass die RD2-

Behandlung zu einer signifikanten Steigerung der kognitiven Fähigkeiten (MWM) der Tiere 

sowie eine Aufhebung des Phänotyps in allgemeinen Verhaltenstests (Offenfeldtest) führte. 

Die Analyse der AD-assoziierten Pathologie zeigte, dass die RD2-Behandlung in einer 

signifikanten Reduktion der Aβ-Plaques im Kortex sowie einer Reduktion löslicher Aβ(x-42)-

Spezies resultierte. Da die Tiere mit einer relativ hohen Dosis behandelt worden sind (200 

mg/kg/Tag), wurden verschiedene Plasmaenzyme untersucht (Laktatdehydrogenase, Alanin-

Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase und Alkaline-Phosphatase). Diese Parameter 
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werden in der Humanmedizin verwendet, um Aussagen über eine mögliche Intoxikation 

(Leber, Herz) durch eine zu hohe Dosierung von Wirkstoffen vorherzusagen. Eine 

Behandlung mit RD2 führte zu keiner Erhöhung oder Senkung der analysierten Parameter im 

Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen. Da sich in der Vergangenheit gezeigt hat, dass 

einige potentiell kausale Therapien gegen die AD (Antikörper-basierte Therapien) 

verheerende Nebenwirkungen mit sich bringen, die auf einer (Über-)Aktivierung des 

Immunsystems beruhen, wurden in dieser Studie auch eine Vielzahl Entzündungsmarker im 

Plasma der Tiere analysiert (Zytokine, Chemokine). Auch hier konnte keine Erhöhung oder 

Senkung der analysierten Parameter im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen 

verzeichnet werden. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass selbst unter 

Einsatz hoher Dosen RD2 keine Nebenwirkungen verursacht wurden (Manuskript Kapitel 

3.7).  

Eine weitere bemerkenswerte Errungenschaft dieser Studie war, dass in dieser zum ersten 

Mal ein sog. „Target-Engagement“ in vivo demonstriert werden konnte. Als Target-

Engagement wird die Interaktion des Liganden (der Substanz, in diesem Fall RD2) mit der 

Zielstruktur beschrieben (in diesem Fall AβO). Untersuchungen des in vivo Target-

Engagements wurden unter Verwendung des neu entwickelten diagnostischen Werkzeugs, 

des sFIDA-Assays (Surface-based Fluorescence Intensity Distribution Analysis), 

durchgeführt. Der sFIDA-Test, ursprünglich etabliert, um AβO als Biomarker aus 

Körperflüssigkeiten (z. B. Cerebrospinalflüssigkeit oder Plasma) zu quantifizieren, kombiniert 

die Spezifität eines ELISA-ähnlichen Tests mit hochauflösender Fluoreszenzmikroskopie 

[160-163]. Unter Verwendung des sFIDA-Tests werden Aβ-Spezies aus Körperflüssigkeiten 

durch einen Anti-Aβ-Antikörper (z.B. 6E10), der gegen den N-Terminus des Aβ gerichtet ist, 

an einer Oberfläche gebunden. Zur Diskriminierung gebundener Aβ-Monomere von AβO 

bzw. Aβ-Aggregaten beinhalten die verwendeten Fänger- und Detektions-Antikörper 

überlappende Epitope. Dadurch ist der sFIDA völlig unempfindlich für Aβ-Monomere. Um 

gebundene AβO und Aβ-Aggregate nachzuweisen, werden kolokalisierte Signale über einem 

vordefinierten Cutoff durch TIRF-Mikroskopie (Total Internal Reflection) gezählt. 

Anschließend wird die AβO-Konzentrationen unter Anwendung eines geeigneten 

Kalibrierungsstandards berechnet [160-162]. Mit dem Ziel, den sFIDA-Test auch für den 

Nachweis von AβO aus Hirnhomogenaten zu verwenden, wurde der sFIDA-Test mit dem Aβ-

QIAD-Assay kombiniert, um Aβ-Spezies entsprechend ihrer Größe zu fraktionieren. Unter 

Verwendung dieser Kombination konnte eine signifikante Reduktion toxischer AβO in den 

Gehirnen von RD2-behandelten Mäusen gezeigt werden. Dieser Versuch ist ein weiterer 

Beleg für den Wirkmechanismus von RD2 – die gezielte Eliminierung toxischer AβO 

(Manuskript Kapitel 3.7). 
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Verglichen zu den anderen mit RD2 durchgeführten Studien, in denen auch AD-Modelle der 

Amyloidose behandelt wurden, konnte in dieser Studie, wie bereits beschrieben, ein 

schwacher aber signifikanter Rückgang der Aβ-Plaques im Kortex verzeichnet werden. Eine 

Reduktion von Aβ-Plaques ist nicht zwingend notwendig, um eine Steigerung kognitiver 

Fähigkeiten zu erzielen, da AβO für diese verantwortlich gemacht werden. Es ist davon 

auszugehen, dass in dieser Studie Aβ-Plaques reduziert worden sind, da hier die 

Behandlungsdauer erheblich länger war und eine zehnfach höhere Dosierung eingesetzt 

wurde (200 mg/kg/Tag RD2 anstatt 20 mg/kg/Tag RD2).  

Wie bereits zuvor erwähnt, ist es zwingend notwendig, neue Substanzen zur potentiell 

kausalen Therapie der AD in mehreren AD-Mausmodellen zu evaluieren, insbesondere im 

Hinblick auf eine mögliche Veränderung der Neurodegeneration. Zu diesem Zweck wurde in 

dieser Arbeit eine weitere RD2-Behandlungsstudie mit dem TBA2.1 AD-Mausmodell 

durchgeführt (Manuskript Kapitel 3.8). Wie unter Kapitel 1.6 und 3.6 näher beschrieben, 

zeichnen sich homozygote Mäuse dieser Linie durch einen motorischen Phänotyp aus, 

einhergehend mit einer starken Neurodegeneration innerhalb der CA1 Region. Wie auch in 

der Studie mit gealterten APP/PS1 Mäusen, wurde diese Studie mit oraler Applikation 

(mittels Jellies) durchgeführt. Die Mäuse erhielten entweder 20 oder 100 mg/kg RD2 täglich 

über einen Zeitraum von 12 Wochen. Eine Besonderheit dieser Studie ist, neben dem 

genutzten Mausmodell, dass in dieser nicht nur transgene (homozygote) Mäuse, sondern 

auch nicht-transgene Geschwistertiere mit den o.g. Konzentrationen RD2 behandelt wurden. 

Dies diente dem Zweck, zu evaluieren, ob eine Behandlung zu möglichen unerwünschten 

Arzneimittelwirkungen führt, die sich auf das Verhalten der Tiere niederschlägt, und um die 

Spezifität der Behandlung in transgenen Mäusen zu demonstrieren. Ersteres ist 

insbesondere von besonderer Wichtigkeit, da in dieser Studie eine relativ hohe Dosierung 

gewählt wurde (100 mg/kg/Tag RD2). Die Analyse der durchgeführten motorischen und 

allgemeinen Verhaltenstests, die zuvor in der Charakterisierung des Mausmodell evaluiert 

wurden, (Manuskript Kapitel 3.6) zeigte, dass RD2 einen positiven Effekt auf die Progression 

des Phänotyps der homozygoten Tiere hat, indem diese in verschiedenen Tests (SHIRPA-, 

Stangen- und Clasping-Test) eine signifikant gesteigerte Leistung im Vergleich zu den 

Placebotieren zeigten. Jedoch war kein Unterschied zwischen den beiden 

Behandlungsgruppen mit unterschiedlicher Dosierung zu erkennen, beide zeigten eine 

ähnliche Verbesserung des Phänotyps. Ausgegend von einer möglichen Dosisabhängigkeit 

wäre zu erwarten gewesen, dass die Wirkung von 100 mg/kg/Tag RD2-Behandlung stärker 

ist als eine Behandlung mit 20 mg/kg/Tag. Jedoch konnte kein Unterschied zwischen den 

beiden RD2-Behandlungsgruppen determiniert werden. Eine mögliche Erklärung ist, dass die 

Dosis-Wirkungs-Kurve bereits im Sättigungsbereich liegt (Manuskript Kapitel 3.8).  
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Auf histologischer Ebene konnte insgesamt kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Behandlungsgruppen determiniert werden. Es konnte zwar eine Tendenz für einen 

möglichen Rückgang der Aβ-Ablagerungen im Striatum der 100 mg/kg/Tag RD2-

behandelten Tiere gezeigt werden, jedoch zeigte weder eine Analyse der Neuronen, noch 

der analysierten Entzündungszellen (aktivierte Mikroglia und Astrozyten) eine Änderung der 

Pathologie dieses AD-Mausmodells (Manuskript Kapitel 3.8).  

Die behandelten Wildtypen zeigten weder Auffälligkeiten im Verhalten, noch Veränderungen 

auf histologischer Ebene. Dieser Umstand verstärkt die Vermutung, dass eine Behandlung 

mit RD2 zu keinerlei Nebenwirkungen führt. Außerdem konnte demonstriert werden, dass die 

mit RD2-behandelten nicht-transgenen Geschwistertiere keinerlei Abweichungen zu den 

Placebo-behandelten Tieren zeigten, was die Spezifität der RD2-Behandlung gegen Aβ 

beweist.  

Durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lässt sich schlussfolgern, dass RD2 ein 

äußerst vielversprechender Kandidat für eine kausale Therapie der AD sein könnte. 

Unabhängig vom ausgewählten Mausmodell (APP/PS1, APPSL, TBA2.1) und der gewählten 

Applikationsart (intraperitoneal, oral), konnten immer positive Ergebnisse erzielt werden. In 

den drei Studien, die an kognitiven Mausmodellen der AD durchgeführt wurden, konnte jedes 

Mal der Wirksamkeitsnachweis erbracht werden (Manuskripte Kapitel 3.1, 3.2 und 3.7). 

Darüber hinaus wurde RD2 nicht nur in kognitiven Mausmodellen der AD evaluiert, sondern 

auch in einem Mausmodell, welches durch einen neurodegenerativen und motorischen 

Phänotyp gekennzeichnet ist, das TBA2.1 AD-Mausmodell. In diesem konnte demonstriert 

werden, dass RD2, unabhängig von der eingesetzten Dosierung, den Phänotyp signifikant 

verbessert, ohne dabei geringste Anzeichen möglicher unerwünschter Arzneimittelwirkungen 

aufzuweisen (Behandlung nicht-transgener Geschwistertiere). Im Vergleich zu vielen Studien 

mit anderen potentiell kausalen Therapien ist dies ein entscheidender Vorteil. Ein Versagen 

vieler klinischer Studien ist unter anderem darauf zurückzuführen, dass die Substanzen 

ausschließlich in einer Art AD-Mausmodelle getestet wurden (z.B. Modelle der Amyloidose 

(APP/PS1).  

Die hier evaluierten Daten und die zuvor veröffentlichen pharmakokinetischen Studien 

zeigen, dass RD2 eine neue und geeignete Substanz für eine Therapie der AD darstellt. 

Nicht nur der neue Wirkmechanismus stellt eine Errungenschaft dar. Die gezielte 

Eliminierung von AβO, ohne auf z.B. Komponenten des Immunsystems angewiesen zu sein, 

ist ein entscheidender Vorteil gegenüber anderen Therapien, wie z.B. der Antikörper-

basierten Therapie. In der Vergangenheit zeigte sich, dass durch die Aktivierung des 

Immunsystems, die zur Behandlung der Erkrankung durch diesen Therapieansatz zwingend 
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notwendig ist, gravierende Nebenwirkungen verzeichnet wurden. Eine mögliche Therapie mit 

RD2 ist nicht auf das Immunsystem angewiesen. Dies wird vor allem dadurch deutlich, dass 

in keiner der durchgeführten Studien eine Veränderungen (weder eine Erhöhung, noch eine 

Senkung) des zerebral-entzündlichen Milieus erkennbar war. Darüber hinaus zeigte sich 

keine Änderungen pro- und anti-inflammatorischer Zytokine, welche im Plasma RD2- und 

Placebo-behandelter Mäuse, sowie deren nicht-transgener Geschwistertiere analysiert 

wurden. Aufgrund der von Leithold et al. 2016 durchgeführten pharmakokinetischen 

Analysen ließ sich eine hervorragende orale Bioverfügbarkeit mit einer langen terminalen 

Halbwertszeit erkennen, die nahe legte, dass RD2 orale Wirksamkeit zeigt [113]. Dies wurde 

in dieser Arbeit mit drei Behandlungsstudien an drei Mausmodellen belegt. Die orale 

Verfügbarkeit und die lange terminale Halbwertszeit sind wieder ein entscheidender Vorteil 

gegenüber anderen Wirkstoffkandidaten, wie z.B. Antikörpern. Eine tägliche orale 

Darreichung bietet die beste Therapietreue und wird in der Regel von Patienten besser 

angenommen, als immer wiederkehrende Injektion, wie sie bei der passiven Immunisierung 

nötig sind. 

Die D3-Derivate D3D3, cD3r, RD2D3, cRD2D3 und RD2RD2 

Im Zuge der letzten Jahre wurde eine Vielzahl weiterer D3-Derivate entwickelt, von denen 

die effizientesten in pharmakokinetischen und/oder Behandlungsstudien analysiert worden 

sind. Zur Optimierung der Leitstruktur wurde nicht nur eine rationale Umstrukturierung der 

Aminosäurereste (RD2) vorgenommen. Daneben wurde auch versucht, durch sog. 

Tandempeptide (Kopf-Schwanz-Verbindung) aus zwei Kopien eines Ursprungspeptids (z.B. 

D3D3, RD2RD2, ANK6ANK6 (tANK6)), oder einer Kombination aus zwei Ursprungspeptiden 

(RD2D3) die Effizienz zur AβO-Eliminierung zu erhöhen. Weiterhin wurden zyklische Peptide 

aus den bekannten Strukturen entwickelt (head-to-tail-Zyklisierung; cD3r, cRD2D3). In vitro 

zeigten die von RD2 und D3 abgeleiteten Substanzen eine erhöhte Effizient zur AβO-

Eliminierung im Aβ-QIAD Assay sowie eine z.T. erhöhte Bindungsaffinität an monomeres 

Aβ(1-42) (Tabelle 3). Neben den in vitro Untersuchungen wurden mit einigen dieser 

Substanzen (D3D3, cD3r, RD2RD2, RD2D3) in vivo Experimente in entweder einem, oder 

mehreren Mausmodellen der AD durchgeführt. D3D3 zeigte in zwei kognitiven 

Mausmodellen (tgSw-DI, APPSL) (Manuskript Kapitel 3.1 [103, 159]) eine Steigerung der 

kognitiven Fähigkeiten im Vergleich zu den Placebo-behandelten Mäusen. Des Weiteren 

konnte eine Stagnation des Phänotyps im TBA2.1 Mausmodell verzeichnet werden 

(Manuskript 3.4 [110]). Für die D-Peptide cD3r, RD2RD2 und RD2D3 konnte bisher keine 

Steigerung der Kognition nach einer Behandlung nachgewiesen werden [159, 164]. Die 

pharmakokinetischen Eigenschaften der D-Peptide D3, cD3r, D3D3, RD2, RD2D3 und 

cRD2D3 wurden in diversen Studien untersucht (Manuskript 3.4 [107, 113, 165, 166]). In 
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diesen Studien konnte gezeigt werden, dass alle D-Peptide ihren Wirkort (das Gehirn) 

erreichen. Auffällig war, dass vor allem cRD2D3, trotz ähnlicher Plasmawerte, in höheren 

Konzentrationen im Gehirn nachzuweisen war. Aufgrund der erhobenen Daten zur Effizient 

der BHS-Gängigkeit [166] wurde die Hypothese erstellt, dass die Zyklisierung der D-Peptide 

zu erhöhten CSF- und Gehirnkonzentrationen führt. Die Analyse einiger universell 

einsetzbarer BHS-Parameter [167] zeigt, dass eine Zyklisierung der D-Peptide, vor allem im 

Vergleich von RD2D3 und cRD2D3, einen positiven Einfluss auf die Effizient der BHS-

Gängigkeit hat [166] (Tabelle 3) (Manuskript 3.4 [166]). Wir postulieren, dass cRD2D3, 

aufgrund seiner erhöhten Effizienz der Überschreitung der BHS und somit einer erhöhten 

Konzentration im Zielorgan Gehirn, eine gesteigerte in vivo Wirksamkeit aufzeigen wird. Ein 

solcher Nachweis würde den endgültigen Beweis erbringen, dass die Zyklisierung der D-

Peptide eine vielversprechende Optimierungsform darstellt.  

Ausgehend von einer weiteren systematischen Optimierung der Leitstruktur D3 entstanden 

die sog. ANK1 bis ANK 7 D-Peptide. Während dieser Optimierung wurden zur Steigerung der 

Sequenzvariabilität neben den 18 natürlichen Aminosäuren (außer Cystein) auch 13 nicht 

natürlich vorkommende Aminosäuren verwendet. In vitro zeigten diese neuartigen Peptide 

eine gesteigerte Bindung an monomeres Aβ sowie eine erhöhte Aβ-Fibrilleninhibierung. 

Darüber hinaus zeigten die D-Peptide ANK1 bis ANK7 eine gesteigerte Effizienz zur AβO-

Eliminierung [112]. Jedoch konnte in einer initialen in vivo Studien mit ANK6, dem 

vielversprechendsten der ANK D-Peptide, keine signifikante Steigerung der kognitiven 

Fähigkeiten im tgSw-DI Mausmodells gezeigt werden (Tabelle 3).  

Zu Überprüfung der pharmakokinetischen Eigenschaften des D-Peptides ANK6 und dessen 

Tandem- (tANK6) und zyklisierter-Form (cANK6) wurde mit den drei ANK D-Peptiden eine 

ausgiebige pharmakokinetische Studie durchgeführt (Manuskript Kapitel 3.9). In dieser 

Studie sollte ebenfalls die aufgestellte Hypothese überprüft werden, ob die Zyklisierung des 

Peptides zu einer erhöhten BHS-Gängigkeit führt. Im Vergleich zu den anderen getesteten  D 

-Peptiden zeigten die ANK6-Peptide, trotz der gesteigerten in vitro Qualitäten, weniger 

erfolgsversprechende pharmakokinetische Eigenschaften (Manuskript Kapitel 3.9). Diese 

könnten eine mögliche Erklärung für die nicht signifikant erfolgreiche Behandlungsstudie mit 

ANK6 darstellen [112].  

Ein direkter Vergleich der unter Tabelle 3 aufgeführten D-Peptide zeigt, dass trotz 

herausragender in vitro Eigenschaften, wie z.B. eine erhöhte Effizienz zur AβO-Eliminierung, 

diese nicht direkt auf die in vivo Ergebnisse (Pharmakokinetik und Wirksamkeitsnachweis) 

übertragbar sind. Im Vergleich zu der Leitstruktur D3 und dem Derivat RD2 zeigen alle unter 

Tabelle 3 aufgeführten D3-Derivate eine erhöhte Effizienz zur AβO-Eliminierung, sowie z.T. 
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erhöhte Bindungseigenschaften (D3D3, RD2D3 und ANK6) und eine erhöhte Inhibierung der 

Aβ(1-42)-Fibrillenbildung (cRD2D3, ANK-Peptide). Jedoch konnte bisher nur das D3-Derivat 

D3D3, neben der Leitstruktur und RD2, in vivo den Wirksamkeitsnachweis liefern 

(Manuskripte Kapitel 3.1 und 3.2 [103, 110, 159]). Die ANK6-Peptide (ANK6, tANK6, cANK6) 

verdeutlichen diesen Umstand. Alle zeigen im Vergleich zu den anderen unter Tabelle 3 

aufgelisteten D-Peptiden die effizientere in vitro Eigenschaften. Jedoch konnte für ANK6 

bisher kein Wirksamkeitsnachweis in vivo erzielt werden [112]. Darüber hinaus konnte in 

pharmakokinetischen Studien gezeigt werden, dass ANK6, tANK6 und cANK6, im Vergleich 

zu RD2, unvorteilhaftere Parameter aufweisen. Diese spiegeln sich insbesondere in einer 

niedrigeren terminalen Halbwertszeit, eine geringeren oralen Verfügbarkeit und einer 

niedrigeren maximalen Konzentration im Gehirn wider (Manuskript Kapitel 3.9). Jedoch 

können keine direkten Rückschlüsse von einer vielversprechenden Pharmakokinetik auf eine 

spätere Wirksamkeit im Tiermodell geschlossen werden. Dies wird am Beispiel des D3-

Derivates D3D3 deutlich. Im Vergleich zu D3 und RD2 zeigt dieses D-Peptid unvorteilhaftere 

pharmakokinetische Eigenschaften [107, 113, 165], zeigte jedoch aufgrund einer deutlich 

höheren in vitro Effizienz im TBA2.1 Tiermodell eine tendenziell erhöhten Wirksamkeit als D3 

(Manuskript Kapitel 3.5 [103, 110]).  

Mit Referenz zu allen bis hierhin generierten Daten der D-Peptide kristallisiert sich heraus, 

dass RD2 das herausragendste pharmakologische Profil präsentiert. Die evaluierten Daten  

1. der Wirksamkeitsnachweis in drei AD-Mausmodellen in drei verschiedenen 

Laboratorien,  

2. die orale Verfügbarkeit, kombiniert mit einer zuverlässigen BHS-Gängigkeit und einer 

langen terminalen Halbwertszeit, 

3. die in vivo erwiesene Effektivität für die Zerstörung der Zielstruktur (Eliminierung 

toxischer AβO in Gehirnen behandelter Mäuse), 

4. keine bis zu diesem Zeitpunkt in Erscheinung getretenen unerwünschten 

Arzneimittelwirkungen in Mäusen, selbst nach Behandlungsstudien mit hohen 

Dosierungen, 

sprechen für eine potentiell erste Anwendung im Menschen. RD2 stellt eine neue 

Substanzklasse zur kausalen Behandlung der AD dar, mit einem neuartigen 

Wirkmechanismus.  
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D3 D3D3 cD3r RD2 RD2RD2 RD2D3 cRD2D3 ANK6 tANK6 cANK6 

AβO-
Eliminier-
ung [%] 

51 96 90 71 95 98 n.D. 98 99 97 

KD Aβ(1-42) 
[µM] 4,0 1,2 2,9 3,8 n.D. 0,5 n.D. 2,3 n.D. n.D. 

KD pEAβ(3-

42) [µM] 11,2 0,3 n.D. 26,6 n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 

Inhibition 
Fibrillen-
bildung 
Aβ(1-42) 

√ √ √ √ n.D. √ √* √ √ √ 

IC50 ThT      
Aβ(1-42) [µM] 7,2 n.D. n.D. 7,7 n.D. n.D. 1,8 * 3,6 2,1 3,7 

Reduktion 
Zelltoxizität 
Aβ(1-42) 
(pEAβ(3-42)) 

√ (√) √ (√) √ √ √ √ √ √ √ √ 

orale 
Bioverfüg-
barkeit [%] 

58 n.D. n.D. 77 n.D. n.D. 98 11,8 49,4 9,9 

orale 
terminale 
Halbwerts-
zeit (t1/2) [h] 

41 h n.D. n.D. 58 n.D. n.D. 58 22 31 h 30 

logBB -0,07 n.D. n.D. 0,78 n.D. -0,22 -0,09 -0,4 0,34 -0,33 

KD HSA 
[µM] n.a. n.a. n.D. n.a. n.D. n.a. 33,2 n.a. 137,7 598,7 

KD AGP 
[µM] 1,8 n.a. n.D. 2,8 n.D. n.a. 1,2 0,29 0,06 0,28 

Kognition ↑ ↑ (i.p. 
ORT) 

k.V. 
(i.p. 
MWM) 

↑ 
(MWM) n.D. k.V. (i.p. 

MWM) n.D. 
k.V. 
(i.p. 
MWM) 

n.D. n.D. 

Kognition 
nach oraler 
Gabe 

↑ ↑ 
(MWM) n.D. ↑ 

(MWM) 
k.V.(MWM
) 

k.V.(MW
M) n.D. n.D. n.D. n.D. 

Motorik 
(TBA2.1) 

k.V.(i.
p.) ↑ n.D. ↑ k.V. (i.p.)* k.V. 

(i.p.)* n.D. n.D. n.D. n.D. 

Aβ-Plaques ↓ k.V. k.V. ↓ k.V. k.V. n.D. n.D. n.D. n.D. 

Gliose ↓ k.V. n.D. k.V. k.V. k.V. n.D. n.D. n.D. n.D. 

Biochemie     
(Aβ40 und 42) ↓ n.D. n.D. ↓ n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 

Biochemie 
(pEAβ(3-42)) ↑ ↑ n.D. ↑ n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 

Literatur 

[98, 
100, 
102, 
103, 
107] 

[103, 
110, 
165] 

[164, 
166] 

[113, 
158, 
159] 

[159] [159, 165] [166] [111]   

Tabelle 3: Übersicht der D-Peptide hinsichtlich ihrer in vitro Charakteristika, pharmakokinetischen 
Eigenschaften und in vivo Wirksamkeit. k.V. keine Veränderung; n.D. nicht determiniert; i.p. intraperitoneal; 
ORT object recognition test; MWM Morris water maz
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5. Ausblick 

Die AD stellt ein immer größer werdendes gesundheitliches und ökonomisches Problem in 

unserer alternden Gesellschaft dar. Für Betroffene als auch für deren Angehörige birgt die 

Erkrankung, nach ihren ersten erkennbaren klinischen Symptomen – dem fortschreitenden 

Gedächtnisverlust – progressiv fortschreitend sowohl physische, als auch starke psychische 

Belastungen. Aufgrund dessen ist es unerlässlich, an neuen und kausal wirkenden 

Wirkstoffen zu forschen, die nicht nur die Progression der Krankheit hinauszögern, sondern 

diese auch heilen.  

In dieser Arbeit wurde eine neuartige Arzneimittelklasse für eine mögliche Behandlung der 

AD beschrieben. Das umfassend analysierte D-enantiomere Peptid RD2 konnte in mehreren 

Mausmodellen der AD eine signifikante Verbesserung des Phänotyps (Kognition, Motorik 

und AD-assoziierte Pathologie) bewirken. Darüber hinaus konnte bestätigt werden, dass 

RD2 in vivo eine Spezifität für seine Zielstruktur zeigt. Aufgrund dieser erhobenen Daten 

stellt RD2 einen vielversprechenden Kandidaten für eine mögliche Anwendung im Menschen 

dar. Die hervorragenden pharmakokinetischen Eigenschaften, insbesondere die hohe orale 

Verfügbarkeit, sowie der in vivo Wirksamkeitsnachweis nach oraler Applikation zeigen, dass 

der hier gebotene Therapieansatz einen entscheidenden Vorteil gegenüber anderen 

Therapien bietet. Es ist davon auszugehen, dass an AD erkrankte Patienten über mehrere 

Jahre, wenn nicht sogar Jahrzehnte hinweg behandelt werden müssen. Die orale Gabe 

bietet hier die bestmögliche Darreichungsform, da sie durch ihre Einfachheit und 

Praktikabilität eine hohe Therapietreue (Compliance) gewährleistet. Eine orale 

Darreichungsform kann nicht bei jeder neuartigen, kausalen Therapie der AD gewährleitet 

werden, ganz besonders wie bei Antikörper-basierten Therapieansätzen. Darüber hinaus 

konnte bisher kein Hinweis auf eine unerwünschte (Über-)Reaktion des Immunsystems 

beobachtet werden, die oft in bisherigen klinischen Studien mit Antikörper-basierten 

Therapieansätzen beobachtet wurden. Der hier beschriebene Therapieansatz zielt 

ausschließlich auf die direkte Eliminierung toxischer AβO ab. Da die bisher veröffentlichten 

Ergebnisse keine weiteren Wechselwirkungen mit anderen Zielstrukturen beschreiben, liegt 

die Vermutung nahe, dass keine Nebenwirkungen auftreten werden (On/Off-Target Effekte, 

die z.B. unter dem Einsatz von γ-Sekretaseinhibitoren beobachtet wurden). Jedoch bleiben, 

trotz der umfassend erhobenen Daten, einige Fragen offen, die es gilt in der Zukunft zu 

beantworten. Dazu zählt der genaue in vivo Wirkmechanismus – wie wird die Toxizität der 

AβO hinabgesetzt? Bewirkt eine Behandlung mit RD2 eine Normalisierung der synaptischen 

Transmission? Können Signalwege, die in der AD beeinträchtigt sind, durch eine 

Behandlung mit RD2 wiederhergestellt werden?  
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Zusätzlich besteht trotz der (präklinisch) erwiesenen Wirksamkeit von RD2 die 

Notwendigkeit, nach weiteren von D3 oder RD2 abgeleiteten Strukturen (Derivaten) zu 

forschen, um die pharmakologischen, insbesondere die pharmakokinetischen Eigenschaften 

noch weiter zu erhöhen. Trotz der aussichtsreichen oralen Bioverfügbarkeit kann diese durch 

weitere Modifikationen erhöht werden. Ein solches Derivat könnte das zyklische cRD2D3 

darstellen, welches vorteilhaftere pharmakokinetische Eigenschaften aufweist. Bei gleich 

eingesetzten Konzentrationen gelangt cRD2D3 effizienter in das Gehirn als RD2.  

Da bereits gezeigt werden konnte, dass D3 nicht nur an Aβ bindet, sondern auch einen 

Einfluss auf die SEVI-Fibrillen (HIV) zeigt, liegt es nahe zu untersuchen, ob D3 und seine 

Derivate auch einen Einfluss auf andere Proteine, die in der AD involviert sind haben (z.B. 

auf das Tau-Protein). Des Weiteren besteht die Möglichkeit, die Wirksamkeit von D3 und 

seinen Derivaten auf andere neurodegenerative Erkrankungen auszuweiten, denen ebenfalls 

eine Akkumulationen fehlgefalteter Proteine im Gehirn zugrunde liegen, wie die Amyotrophe 

Lateralsklerose, Chorea Huntington, Morbus Parkinson oder Tauopathien. 
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Abkürzungsverzeichnis 

ACh   Acetylcholin 

AChE   Acetylcholinesterase 

AChEI   Acetylcholinesterasehemmer 

AD   Alzheimer’sche Demenz 

AGP   α-1-saueres Glykoprotein 

AMPA   α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

APLP   Amyloid-like protein 1 

ApoE   Apolipoprotein E 

APP   Amyloidvorläuferprotein (engl. Amyloid protein precursor) 

Aβ   Amyloid β 

AβO   Amyloid β Oligomere 

BACE   β-site of APP cleaving enzyme 

BHS   Blut-Hirn-Schranke 

CSF   Cerebrospinalflüssigkeit 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay  

EOAD   early onset AD 

fAD   familiäre AD 

GABA   γ-Aminobuttersäure 

GAG   Glykosaminoglykane 

GSK   glycogen synthase kinase 

HSA   human serum albumin 

LOAD   late onset AD 

logBB-Wert  Blut-Gehirn-Gleichgewichtsverteilung 

lon   London 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MWM   Morris Water Maze 

NFT   neurofibrillary tangles 

NMDA   N-methyl-D-Aspartat 

ORT   Object recognition test 

pEAβ   pyroglutamate Amyloid β 

PET   Positionsemissionstomographie 

PKC   Proteinkinase C 

PS   Präsenilin 

PTM   Posttranslationale Modifikation 

QIAD   quantitative determination of interference with aggregate size distribution 

sAD   sporadische AD 

sFIDA   surface-based Fluorescence Intensity Distribution Analysis 

SPR   surface plasmon resonance 

Swe   swedisch 

T1/2   Halbwertszeit 

Tg   Transgen 

ThT   Thioflavin T 

TIRF   Total Internal Reflection
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