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Vorwort
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Die Forschungsergebnisse sind bereits in internationalen ,peer-reviewed
Fachzeitschriften erschienen. Alle Ergebnisse und experimentellen Daten kdénnen diesen

Publikationen entnommen werden.
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1. Einleitung

»Wie war doch gleich Ihr Name und woher kennen wir uns eigentlich?* Das
menschliche Denkorgan kann vergessen. Manchmal ist das auch gut aber wenn es um
schone Erlebnisse oder wichtige Fakten geht, mdchten wir uns auf unser Gehirn
verlassen konnen. Die Vergesslichkeit kann viele Ursachen haben und muss nicht
zwangslaufig das Resultat einer schlimmen Erkrankung sein. Neben Mdudigkeit und
Stress konnen auch Bewegungsmangel, Flussigkeitsdefizit und die Nebenwirkungen
von Medikamenten sowie Drogen die Ursache fir die Geddachtnisschwéache sein.
Abgesehen von den eben genannten Storquellen, konnen aber auch Demenz-
erkrankungen den Grund fir das Vergessen darstellen.!*!

Das demographische Altern ist ein globaler Entwicklungsprozess, der aus einer
verbesserten Gesundheitsfiirsorge resultiert. Da die Demenz eine Erkrankung ist, die
hauptsachlich dltere Menschen betrifft, steigt die Zahl der Erkrankungen weltweit jedes
Jahr dramatisch an. Laut dem World Alzheimer Report 2018 betrégt die Anzahl der
Erkrankten derzeit etwa 50 Millionen Menschen und soll sich bis 2050 auf
schatzungsweise 152 Millionen Demenzerkrankte verdreifachen. Die Uhr tickt —

weltweit erkrankt etwa alle 3 Sekunden ein Mensch an dieser Volkskrankheit.[®!

Abbildung 1 Ergebnis eines Clock-Drawing Tests”) nach SHuLman et al.®! als Schnell-
Screening fur die Erkennung dementieller Erkrankungen; Aufgabe: 5 vor 12 Uhr in einen
leeren Kreis einzeichnen.


https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Kenneth_I._Shulman&action=edit&redlink=1
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1.1 Morbus Alzheimer — die hdufigste Form der Demenz

Entgegen der weitlaufigen Meinung handelt es sich bei Demenz nicht um eine
spezifische Erkrankung sondern um ein Syndrom, welches als Folge einer meist
chronischen oder progressiven Hirnkrankheit entsteht. Laut Weltgesundheits-
organisation (WHO) geht eine Demenz mit der Stérung vieler hoherer kortikaler
Funktionen (u.a. Denken, Geddachtnis, Orientierung und Sprache) einher. Das
Bewusstsein der erkrankten Personen ist dabei nicht getribt. Gewdhnlich werden die
kognitiven Beeintrachtigungen von Verdnderungen der emotionalen Kontrolle, des
sozialen Verhaltens oder der Motivation begleitet, gelegentlich konnen diese
Veranderungen aber auch schon vorher auftreten. Fir eine sichere Kklinische
Demenzdiagnose missen die oben genannten Symptome wenigstens 6 Monate
offensichtlich bestanden haben.!!

Etwa 5 — 7 % der Menschen im Alter von > 60 Jahren sind von einer Demenz
betroffen.'%*Y Die Pravalenz von Demenz nimmt mit dem Alter kontinuierlich zu.!*"
Studien haben gezeigt, dass die leichte kognitive Stérung (MCI) h&aufig ein Vorstadium
fur eine Demenzerkrankung darstellt.!*

Es gibt viele verschiedene Demenzformen. Diese konnen aufgrund ihrer Ursachen in
primére und sekundare Demenzen unterteilt werden. In Abbildung 2 sind die haufigsten
Demenzformen in Abhédngigkeit von ihrer Ursache dargestellt. Die Alzheimer-
Krankheit (AD), die vaskulare Demenz (VaD) und die gemischte Demenz (MD) sind
die haufigsten Arten der Demenz.™® 1962 wurde erstmals die Verbindung von
vaskularen und generativen L&sionen in dem gleichen dementen Patienten beschrieben.
DELAY et al. nannten diese Entdeckung senile gemischte Demenz. In den meisten
epidemiologischen Studien wurde MD als Koexistenz von Alzheimer und vaskularer

Demenz definiert.*4
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Demenz
Primare Demenzen Sekundare Demenzen
¢ hirnorganische Ursachen o diverse Organerkrankungen
e nicht reversibel und auBere Einflussfaktoren
e nicht heilbar als Ursachen>!:

- chronisch-traumatische
Enzephalopathiel*”!

- Intoxikation (Alkohol,

Medikamente)!&-2%

Normaldruckhydrozephalus

Vitaminmangel

Vaskulére Demenz Degenerative Mischformen ) IT‘;mko.re
[21,22] [13,23) - Infektionen
(vaD) Demenzen MD _ .
e evtl. Heilung mdglich

e Hirninfakte bzw. e Abbau der e Anomalien (Behandlung der Ursache

Durchblutungs- Nervenzellen mehrerer und gezielte Rehabilitation)

stérungen im Hirn im Gehirn als Demenz-

als Ursache Ursache formen

wichtige Untergruppen

- Morbus Alzheimer (AD)
- Lewy-Kdrperchen Demen
- Frontotemporale Demenz!?®2"!

/[24.25]

Abbildung 2 Darstellung einiger Demenzformen und ihrer Ursachen.

Morbus Alzheimer ist mit geschatzten 60 — 80 % die haufigste Form unter den
Demenzerkrankungen in den USA.#%! Dije Alzheimer's Association geht davon aus,
dass 81 % der Alzheimererkrankten 75 Jahre oder alter sind.”! Die Krankheit wurde
1906 erstmals vom deutschen Psychiater und Neuropathologen Dr. Alois Alzheimer
beschrieben. ALZHEIMER entdeckte und beschrieb in ,,Uber eine eigenartige Erkrankung
der Hirnrinde* die histologischen Veranderungen, spater als Plaques und neurofibrillare
Bindel (NFTs) bekannt, im Hirn der 55-jahrigen Patientin Auguste Deter.*%3!

In der Medizin werden Krankheiten in Diagnosesystemen Kklassifiziert. Arztliche
Diagnosen erfolgen in Deutschland heutzutage normalerweise iiber die ,,Internationale
Klassifikation der Krankheiten (ICD), einem international angewandten
Klassifikationssystem der WHO. Aktuell gilt die zehnte Version, welche die Diagnosen
nach Kapiteln unterteilt. Laut ICD-10 gehort die Demenz vom Alzheimer Typ in die
Diagnosegruppe FOO (Kapitel V: Psychische und Verhaltensstorungen, Gruppe FOO —
F09: Organische, einschlieBlich symptomatischer psychischer Stérungen). Bei der
Diagnose einer Demenzerkrankung (FOO — FO3) werden die Grunderkrankungen, die zu
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der Demenz gefuhrt haben, zusatzlich mit angegeben (Kapitel VI. Krankheiten des
Nervensystems, G30: Alzheimerkrankheit). Laut ICD-10 ist die Alzheimer-Krankheit
(FO0/G30) als eine primar degenerative zerebrale Krankheit mit unbekannter Atiologie
und charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen Merkmalen definiert.
Sie beginnt meist schleichend und entwickelt sich langsam aber stetig Uber einen
Zeitraum von mehreren Jahren.™

Die Krankheit verlauft fortschreitend. REISBERG et al. haben eine siebenstufige Skala
(Global Deterioratio Scale) eingefiihrt, die beschreibt, wie sich die Fahigkeiten eines
Patienten mit primarer degenerativer Demenz (PDD) wahrend des Krankheitsverlaufes

andern.*%

Tabelle 1 Skala fiir die Beurteilung von PDD Patienten nach ReisBerG et al.*?,

Stufe  kognitiver Rickgang Auswabhl Kklinischer Merkmale
1 kein normales Verhalten, keine Gedachtnisprobleme
2 sehr mild erste Gedachtnisdefizite, Patient selbst merkt die Veranderung
3 mild geringe kognitive Leistungseinbulen (MCI), AuRenstehende

bemerken die Veranderungen
im Klinischen Interview zeigen sich deutliche Defizite (u. a.
4 moderat Zuriickrechnen,  Erinnerungsprobleme an eigene Lebens-
geschichte), keine komplexen Leistungen mehr mdglich,
bekannte Orte kdnnen bereist werden
Phase der friihen Demenz, Patienten kdnnen ohne Hilfe nicht
5 méRig stark mehr Uberleben, oft keine Orientierung in Zeit und Raum, im
Interview keine Erinnerung an relevante Dinge des Lebens (z. B.
Telefonnummer, Adresse)
Phase der mittleren Demenz, Verlust des Kurzzeit-
geddchtnisses, nur vages Wissen (ber vergangenes Leben, evtl.
6 stark Schwierigkeiten beim Zuriickzéhlen von 10, Patienten benétigen
erhebliche Unterstitzung (evtl. Inkontinenz), Wandel der
Personlichkeit, meist noch Erinnerung an den eigenen Namen
Phase der spaten Demenz, Patient vollstdndig auf Hilfe
7 sehr stark angewiesen (Toilettengang, Mahlzeiten), Inkontinenz, Verlust
grundlegender psychomotorischer Féhigkeiten (z.B. laufen),
verbalen Fahigkeiten gehen verloren

Die meisten Falle von AD treten sporadisch auf, weniger als 2 % der Patienten
entwickeln die Krankheit, als Folge von autosomal dominanten Genmutationen, in
einem friiheren Lebensstadium (< 65). Diese Mutationen befinden sich in drei DNA-
Abschnitten: Im Amyloid-Precursor-Protein Gen sowie im Gen fiir Préasenilin 1 und

Prasenilin 2.5
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1.1.1 Pathophysiologie der Alzheimerkrankheit

Morbus Alzheimer ist die haufigste Erkrankung des Alterns. Zahlreiche Wissenschaftler
und Mediziner haben daher ihre Aufmerksamkeit der AD-Forschung gewidmet. Die
ersten definierten histopathologischen Merkmale von Alzheimer waren Amyloidplaques
im extrazellularen Raum und intrazellulare NFTs.*%*4 Anfang des 20. Jahrhunderts
beobachtete der polnische Neuropathologe T. Simchowicz in seinen Hirnstudien
charakteristische pathologische Verdnderungen bei Patienten mit seniler Demenz.
Diesen Ablagerungen gab er den Namen ,,Senile Plaques“.* Es gibt friihe Berichte
uber den Zusammenhang zwischen einer bestehenden Demenz und der Intensitat der
Plague-Bildung.*®31 In den achtziger Jahren konzentrierten sich Wissenschaftler auf
die Isolierung des Amyloids. 1984 reinigten GLENNER und WONG B-Faltblatt Fibrillen
aus den Hirnhauten von Patienten mit zerebraler Amyloidangiopathie und isolierten ein
bis dato unbekanntes Protein (Amyloid-p-Protein) bestehend aus ca. 40 Aminoséauren
(4,2 kDa).*®¥l MasTeRs et al. charakterisierten das gleiche Protein, isoliert aus
GroRhirnrinden, kurz danach als Untereinheit von Amyloid-Plaque-Kernen.

1987 gelang die Identifikation des Amyloid-Vorlauferproteins (APP) als molekularem
Vorlaufer des Amyloid-B-Proteins.[***"! Eine schrittweise enzymatische Spaltung des
APP (siehe Abbildung 3) mittels a-, B- und y-Sekretasen fiihrt teilweise zur Bildung des
Amyloid-B-Proteins (Ap).1

Oligomere

a-Sekretase B-Sekretase
«— —_—

y-Sekretase I ,,Plaque“

Membran ' l "
I I I I

Abbildung 3 Proteolyse von APP auf zwei Wegen: Der nicht-amyloidogene Weg (links) und
der amyloidogene Weg (rechts). Der amyloidogene Weg fuhrt zur Bildung von AB;
Vereinfachte Abbildung nach LAFERLA et al.l*Z,

Das Amyloid-B-Protein neigt zur Aggregation. Das kleine Peptid (ca. 4 kDA) bildet u. a.
lange, unlosliche Amyloidfibrillen, die sich zu kugelférmigen Ablagerungen (senile

Plaques) akkumulieren.*!
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Etwa zur gleichen Zeit (1986) wurde das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau als
Hauptbestandteil der gepaarten helikalen Tau-Filamente (PHFs) identifiziert.*" Es
zeigte sich, dass das Tau-Protein in AD-Gehirnen abnormal phosphoryliert ist.”* PHFs
sammeln sich nicht-membrangebunden zu groRen Aggregaten im Zytoplasma von
Nervenzellen an. Diese Akkumulationen werden als neurofibrilldre Biindel bezeichnet
und reprasentieren das zweite histopathologische Merkmal von Morbus Alzheimer.!**

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde die gelaufige ,,Amyloid-Hypothese*® !

«M entwickelt. Die AB-Hypothese versucht den

sowie die ,,Tau-Hypothese
Zusammenhang zwischen den histopathologischen Léasionen, dem Zelltod im Hirn und
dem Verlust kognitiven Fahigkeiten zu erklaren. Die Hypothese ist umstritten.l* Alle
Anti-Amyloid-Wirkstoffe haben bisher in klinischen Studien versagt.

Eine weitere postulierte Hypothese nimmt an, dass der kognitive Verfall durch die
Dysfunktion bestimmter cholinerger Nervenzellen und der damit verbundenen
Abnahme des Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) begriindet werden kann.%* Die
,,Cholinerge Hypothese der Alzheimer-Krankheit" beruht auf belegten prasynaptischen
Defiziten im Hirn von AD-Patienten und Studien zur Rolle von ACh bei menschlichem
und tierischen Verhalten.® 75 % der heute zugelassenen Anti-AD Medikamente sind
Cholinesterase-Inhibitoren (siehe Abschnitt 1.3.1) und basieren somit weitestgehend auf
dieser Acetylcholin-Mangel-Theorie. Als moglicher Treiber der Neurodegeneration ist

auBerdem u. a. die Neuroinflammation zu nennen.3

1.1.2 Risikofaktoren fir die Entwicklung von Alzheimer

Neben dem Alter und genetischen Faktoren®*** ist die erhéhte Wahrscheinlichkeit fir
eine Erkrankung meist entweder mit kardiovaskuldren Risikofaktoren oder ungunstigen
Lebensgewohnheiten verbunden. Die Auswertung der prospektiven Rotterdam-Studie
fihrt zu der Annahme, dass ein erheblicher Teil der Demenzfalle verhindert werden
konnte, wenn man diese vermeidbaren Einflussfaktoren eliminieren wiirde.™® Laut den
National Institutes of Health (NIH) konnten vor allem Diabetes mellitus, Depressionen,
Rauchen und schlechte Erndhrung sowie geistige und korperliche Inaktivitat Grinde fiir
ein erhohtes Risiko an Alzheimer zu erkranken sein.®”! Etwas spéter konnte diese Liste
der Risikofaktoren noch um die Punkte Bluthochdruck und Fettleibigkeit erweitert
werden.®® Der Zusammenhang zwischen vaskuldren Risikofaktoren im mittleren
Lebensalter und einer spater auftretenden Demenz wurde schon frith erkannt®™>®%, doch
ob diese Faktoren auch direkt zu einer Ablagerung von Amyloid im Gehirn beitragen,
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war weniger gut erforscht. Erst eine 2017 durch GOTTESMAN et al. durchgefihrte

Kohortenstudie konnte diesen Zusammenhang aufzeigen.®!

1.1.3 Diagnosekriterien in der Forschung

Die ersten zur Diagnose vorgeschlagenen Kriterien wurden 1984 von dem National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) und der
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association (ADRDA, heute Alzheimer's
Association) entwickelt und konzentrierten sich ausschlieRlich auf klinische Symptome,
wie z. B. die progressive Verschlechterung des Gedachtnisses.® Aufbauend auf diesen
NINCDS-ADRDA-Richtlinien hat das National Institute on Aging-Alzheimer’s
Association (NIA-AA) neue Diagnosekriterien festgelegt. Diese NIA-AA-Kriterien
wurden 2011 publiziert und beschéftigen sich neben den AD-Stadien und der
Alzheimerdiagnose auch mit der Krankheitsbestimmung von leichten kognitiven
Stoérungen (MCI aufgrund von AD). Die neuen NIA-AA-Diagnosekriterien weisen
darauf hin, dass der pathophysiologische Prozess der Alzheimerkrankheit schon Jahre
vor den Anzeichen Kklinischer Symptome beginnt. Fir die AD-Diagnose bei
asymptomatischen Patienten wird daher die Verwendung von Biomarkern

vorgeschlagen. ¢3!

Priiklinische Phase

MCI Altern

kognitive Funktionen

Alzheimerdemenz

Zeit

»
>

Abbildung 4 Hypothetisches Modell des pathologisch-klinischen Kontinuums von AD (rot) im
Vergleich mit der normaler Alterung (grau); Abbildung nach SPERLING et al.[%%],

Im Allgemeinen kann man sagen, dass sich die NIA-AA-Kriterien in zwei wichtigen
Punkten von den urspringlichen Diagnosekriterien unterscheiden: Wahrend die
Kriterien von 1984 ausschlielflich die AD-Diagnose abhandeln, findet in den 2011
verOffentlichten  Publikationen eine Einteilung des Krankheitsverlaufes (siehe
Abbildung 4) statt. Das erste Stadium (praklinische AD), welches auftritt bevor
Veranderungen in der Wahrnehmung erkennbar werden. Das zweite Stadium (MCI
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aufgrund von AD) tritt ein, wenn erste kognitive Stérungen eintreten, diese den Alltag
aber nicht erheblich behindern. Die tatsachliche Alzheimerdemenz stellt das dritte
Stadium dar. Des Weiteren erfolgte die Aufnahme der Biomarker-Diagnostik./®® Eine
definitive AD Diagnose anhand der typischen neuropathologischen Veranderungen
kann jedoch weiterhin erst nach dem Tod gestellt werden.

Der anhaltende wissenschaftliche Fortschritt fuhrte 2018 zu einer weiteren
Aktualisierung. Nach dem neuen NIA-AA-Forschungsrahnmen ist die AD-Diagnose
vollstdndig unabhangig von klinischen Symptomen mdglich, da sie sich auf die
Auswertung von Biomarkern in lebenden Personen konzentriert. Anders als bisher
ermoglichen die neuen Kriterien eine Alzheimerdiagnose bereits bei noch lebenden

[67]

asymptomatischen  Personen. Fur die Anwendung in der klinischen

Routinediagnostik werden die folgenden Biomarker empfohlen:

e Amyloid-PET-Scan fir den Nachweis von 3-Amyloid-Ablagerungen

e erniedrigtes Amyloid-R-42 Level in der Zerebrospinalflissigkeit

e erhohte Werte von Tau und Phospho-Tau im Liquor

e Nachweis einer temporomesialen und parietalen Atrophie mittels MRT

e Bestdtigung eines erniedrigten zerebralen Glukosestoffwechsels durch
Fluordesoxyglukose-PET

Fur die Klinik gilt jedoch vorerst weiterhin die rein syndromale ICD-10 Definition der
Alzheimer-Krankheit.
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1.2 Therapiemdglichkeiten der Alzheimer-Demenz

Die Malinahmen, die gegen die Krankheit ergriffen werden konnen, lassen sich je nach
Einsatzzeitpunkt in die primére, die sekundare oder die tertidre Prévention einordnen
(Abbildung 5).

Tertiar-
pravention
MaRnahmen zur Krankheitsbeginn frihzeitig Symptome der ausgebrochenen
Vorbeugung der Krankheit erkennen und Fortschreiten des Krankheit minimieren und fir
und Vermeidung von Krankheitsverlaufes bestmégliche Betreuung der
Risikofaktoren verlangsamen Patienten sorgen

Abbildung 5 Die zeitliche Unterteilung préventiver Interventionen.

1.2.1 Primarpravention

Die Vorbeugung ist bekanntlich die beste Medizin. Interventionsstrategien, die auf die
Vermeidung von Risikofaktoren (siehe Abschnitt 1.1.2) abzielen, gehdren zu den
therapeutischen Strategien fur die Krankheitspravention. Einige Kohorten-Studien
untersuchten die Auswirkungen von verschiedenen Faktoren zur Risikovermeidung im
Zusammenhang mit dem Riickgang der Pravalenz und Inzidenz.'®®"® Die Auswertung
der Kohorten deutet darauf hin, dass die Anzahl der Neuerkrankungen in den letzten
Jahrzehnten ricklaufig ist. Als ein Grund fir diesen Ruckgang wird u. a. die bessere
Kontrolle von kardiovaskuléres Risiken vermutet.

In der Rotterdam-Studie® wurde fiir verschiedene Risikofaktoren das jeweilige
populationsbezogene attributable Risiko (PAR) berechnet. Das PAR ist der Anteil der
Demenzkrankheit, der verhindert werden konnte, wenn man den Risikofaktor beseitigen

wirde. Die wichtigsten Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2 Berechnung des populationsbezogenen attributablen Risikos (PAR) ausgewéhlter
Risikofaktoren; Tabelle erstellt nach be BrRuiiN et al.[%®,

Kohorte | (1990-2000)  Kohorte 11 (2000-2010)
Risikofaktor kombiniertes PAR  kombiniertes PAR

Bluthochdruck 0,04 0,16

Diabetes mellitus 0,04 0,06
Rauchen 0,07

Bildung 0,07 0,12

In der ersten Kohorte stellten Rauchen und ein niedriger Bildungsstand das grofite

Risiko dar. In der zweiten Kohorte hatten Hypertonie, gefolgt von einem niedrigen

9
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Bildungsniveau und Diabetes mellitus die groiten PARs. Laut dieser Studie kdnnten
potentiell etwa ein Viertel bis ein Drittel der Demenzfélle verhindert werden, wenn
durch eine optimale Prévention alle vermeidbaren Risikofaktoren verhindert werden
wiirden.®® Auch wenn durch die Vermeidung solcher Faktoren in den letzten Jahren ein
scheinbarer Ruckgang der Neuerkranken zu verzeichnen ist, schreitet der

demographische Wandel und somit auch die Zahl der Alzheimererkrankten voran.®

1.2.2 Sekundéarpravention

Diese Pravention zielt auf die Verlangsamung des Krankheitsverlaufes von Patienten,
bei denen die Demenz noch nicht klinisch manifestiert ist, ab. Ziel der
Sekundarpravention ist also die Behandlung der zugrundeliegenden Pathophysiologie,
um die Entwicklung von kognitiven Symptomen zu verhindern.'! Da die
Alzheimerkrankheit eine fortschreitende Gehirnerkrankung ist, bietet ein friihzeitiger
Therapiebeginn eine Erhéhung der Lebensqualitdt. AulRerdem kann sich ein friiheres
Eingreifen in den Krankheitsverlauf kosteneffizient auswirken.l’” Der Einsatz von
krankheitsmodifizierenden Antikdrpern wie Crenezumab und Solanezumab ist in der
Vergangenheit jedoch nicht zielfiihrend gewesen. Wissenschaftler sehen den zu spéten
Therapiebeginn als einen Grund fir das bisherige Scheitern.”® Eindeutigere
Diagnosekriterien (siehe Abschnitt 1.1.3) sind daher unerlasslich fur die Etablierung
einer wirksamen Sekundarpravention. Derzeit gibt es zahlreiche Studien an Patienten,
die sich im praklinischen AD-Stadium befinden und noch asymptomatisch sind. Einige

dieser aktuellen Studien sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3 Zusammenfassung einiger ausgewéhlter Studien zur Sekundérprévention.

Studie Beginn eingeschriebene Teilnehmer Medikament
[erwartetes Ende] [Alter] [Typ]
APLADADTA™ 12/2013 252 Crenezumab!™
[02/2022] [30-60 Jahre] [Anti-Ap Antikorper]
1212012 490 Gantenerumab!™!
DIAN-TU" 78] Solanezumab!®”!
[03/2021] [18-80 Jahre]
[Anti-AB Antikorper]
AEL82 02/2014 1150 Solanezumab!®
[07/2022] [65-85 Jahre] [Anti-AB Antikdrper]
TOMMORROW® 08/2013 3494 Pioglitazone!®
[08/2018]* [65-83 Jahre] [PPAR-y Agonist]

A4 = Anti-Amyloid Treatment in Asymptomatic Alzheimer’s (NCT02008357), AB = Amyloid-beta, AD = Alzheimerkrankheit, API-ADAD
= Alzheimer’s Prevention Initiative for Autosomal Dominant Alzheimer’s Disease (NCT01998841), DIAN-TU = Dominantly Inherited
Alzheimer Network Trials Unit (NCT01760005), NCT = ClinicalTrials.gov registry number, PPAR = Peroxisomen-Proliferator-aktivierter
Rezeptor, TOMMORROW = Studie (NCT01931566). *2018 erfolgte der Abbruch der Studie aufgrund des unzureichenden
Behandlungseffektes!®®!
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Drei der genannten Studien zur Sekundarprévention basieren auf der Annahme der
Amyloid-Hypothese und setzten daher Anti-Ap Antikorper als Testmedikament ein.
API-ADAD ist die erste Studie, die das Ziel verfolgt, kognitiv normale Personen zu
behandeln, die ein genetisch bedingtes Risiko flr die Entwicklung von AD haben. Die
Teilnehmer erhalten mindestens 260 Wochen lang subkutan oder intravends
Crenezumab bzw. ein Placebo.™!

Die zweite Studie (DIAN-TU) befasst sich mit der autosomal dominaten
Alzheimerkrankheit. Das Ziel dieser Studie ist u. a. die Beurteilung der kognitiven
Wirksamkeit, Sicherheit und Vertraglichkeit von Gantenerumab (subkutan) und
Solanezumab (intravends) bei Testpersonen, von denen bekannt ist, dass sie eine
Alzheimer verursachende Mutation haben.!’”]

Bei der A4-Studie handelt es sich um eine Klinische Studie an &lteren, kognitiv
normalen Personen, bei denen Hinweise auf Amyloid-Plaque-Anhaftungen im Gehirn
vorliegen. In dieser Studie wird ebenfalls das Anti-Amyloid-Praparat Solanezumab
getestet. Es soll gepruft werden, ob das Medikament das Auftreten der sporadischen AD
verlangsamen kann. 84

Als einzige der oben genannten Studien richtete sich TOMMORROW an einen anderen
AD-Mechanismus und ist nicht auf die Entfernung von p-Amyloid-Proteinen ausgelegt.
Das Ziel der TOMMORROW Studie war u. a. die Bewertung der Wirksamkeit von
Pioglitazon in Bezug auf die Verzégerung des Auftretens von MCI-AD bei kognitiv
normalen Probanden, welche aufgrund von genetischen Risiken eine erhdhte
Gefahrdung aufweisen.® 2018 wurde die Studie eingestellt. Eine Zwischenanalyse
zeigte die unzureichende Behandlungswirkung mit dem Priifpraparat Pioglitazon.®
TOMMORROW ist somit die erste dieser aktuellen Alzheimer Préventionsstudien, die

Ergebnisse veroffentlicht.
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1.2.3 Tertiarpravention

Die Tertiarpravention konzentriert sich auf die Bewadltigung der manifestierten
Krankheit und ihrer Komplikationen. Sie dient somit der Maximierung der
Lebensqualitat. Es gibt verschiedene Definitionen (ber den Beginn der
Alzheimerdemenz und somit auch Uber den sinnvollsten Start der tertidren

Pravention.!®! Abbildung 6 zeigt eine Moglichkeit der zeitlichen Einordnung.

Primére Sekundare Tertlarpraventlon
Préavention Préavention
Praklinische

Phase MCI

kognitive Funktionen

Alzheimerdemenz

Zeit

v

Abbildung 6 Beispiel fur die Einteilung der Prdventionsphasen beziglich des Verlaufes der
Alzheimerkrankheit; Abbildung nach Hobes et al.l®"!.

Derzeit stehen vier Medikamente zur Behandlung von AD zur Verfiigung. Diese
Préparate verbessern die kognitive Funktion (gemessen am Verlauf), kénnen die
Krankheit jedoch nicht heilen. Alle eingesetzten Mittel kdénnen das Fortschreiten der
Erkrankung nur verlangsamen. Fir die symptomatische Behandlung der
Alzheimerkrankheit sind derzeit zwei Klassen kognitionsfordernder Arzneimittel
zugelassen: drei Cholinesterase-Inhibitoren (ChEls, siehe Abschnitt 1.3.1) und ein N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptorantagonist. Memantin  (3,5-Dimethyl-1-
adamantanamin), der gegenwertig einzige freigegebene NMDA-Rezeptorantagonist, ist
fur die mittelschwere bis schwere Alzheimersymptomatik zugelassen.®® Eine 2011
publizierte Metaanalyse kommt zu dem Entschluss, dass es kaum Beweise fir einen
Nutzen des Wirkstoffs bei milder oder moderater AD gibt.®® Memantin ist gut
vertraglich und wirkt neuroprotektiv.®®Y  Memantin darf als Mono- oder
Kombinationspraparat mit Cholinesterase-Inhibitoren zusammen verwendet werden.
Vor der Genehmigung (Europa 2002 und USA 2003) war die Behandlung der
Alzheimer-Krankheit auf ChEls beschrénkt.
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1.3 Cholinesterasen und reversible Hemmstoffe

Basierend auf der Hypothese, dass die AD-Symptome auf einem Mangel an cholinerger
Neurotransmission beruhen, stellen die sogenannten Cholinesterase-Inhibitoren (ChEls)
haufig die Medikamente der Wahl gegen Alzheimerdemenz dar. Morbus Alzheimer
steht im Zusammenhang mit einer reduzierten Acetylcholin-Verfugbarkeit. Der niedrige
ACh-Gehalt ist u.a. ein Resultat der verminderten Aktivitdt des Enzyms Cholin-
Acetyltransferase (CAT, EC 2.3.1.6)!°, welches fur die Synthese des Neurotransmitters
zustandig ist. Ein weiterer Grund ist der katalytische Abbau des Acetylcholins durch
Cholinesterasen.®*

Prasynaptisches Neuron Synaptischer Postsynaptisches Neuron
(Axonterminale) Spalt (Dendrit)

Rezeptor

Abbildung 7 Vereinfachte Darstellung der cholinergen Neurotransmission und des ACh-
Abbaus; AcCoA = Acetyl-Coenzym A, ACh = Acetylcholin (Neurotransmitter), AChE =
Acetylcholinesterase, BChE = Butyrylcholinesterase, CAT = Cholin-Acetyltransferase;
Abbildung nach Scarepint et al.[*4,

Wie in Abbildung 7 gezeigt, ist nicht ausschlieBlich das Enzym Acetylcholinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7) fiir die Zersetzung des Neurotransmitters verantwortlich. Die
Butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) ist ebenfalls in der Lage ACh in Cholin und
Essigsaure abzubauen.

Die Cholinesterasen gehdren zur Protein-Superfamilie der o/p-Hydrolasen. Sie
katalysieren die hydrolytische Spaltung (EC 3.-.-.-) einer Esterbindung (EC 3.1.-.-)
eines Carboxylesters (EC 3.1.1.-). Bereits 1914 wurde die Existenz der Cholinesterasen
postuliert, ihr Nachweis erfolgte 1926.°°! Die AChE kommt in cholinergen Synapsen
des zentralen und peripheren Nervensystems sowie in nicht neuronalem Gewebe vor
und spielt u. a. fur die Beendigung der Impulstibertragung an cholinergen Synapsen eine
entscheidende Rolle.’®°"1 Die Acetylcholinesterase ist eines der effizientesten
bekannten Enzyme (Kear > 10000 s).®! Der Grund fiir die hohe spezifische Aktivitat
von AChE liegt in der Struktur des Enzyms. Mittels Rontgenkristallstrukturanalyse von
Torpedo californica AChE konnte die dreidimensionale Struktur der Cholinesterase

schon frih weitestgehend aufgeklart werden. Das Enzym besitzt eine katalytische
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Ser’®-Glu®*-His**® Triade, welche den Ort der Substratspaltung darstellt. Diese
befindet sich in etwa 2 nm Tiefe, am Fulle eines engen Hohlraumes. Das aktive
Zentrum der Acetylcholinesterase besteht neben der katalytischen Triade u. a. auch aus
einer anionische Substratbindungsstelle, deren Funktion die Fixierung der quartdren
Trimethylammoniumgruppe des Neurotransmitters (z. B. via Kation-n-Wechselwirkung
mit Trp®) darstellt.*®'® Das ebenfalls vorhandene Oxyanion-Loch dient der
Stabilisierung des negativen Carbonyl-Sauerstoffs des Esters im Ubergangszustand.
Wie in Abbildung 8 gezeigt, machen 14 aromatische Aminosaurereste einen
wesentlichen Anteil der Hohlraumoberflache aus.™®™ Ein weiterer wichtiger
Strukturbestandteil des Enzyms ist die periphere anionische Stelle (PAS), welche sich
weit entfernt vom aktiven Zentrum, in der Nahe des Hohlraumeingangs befindet.[*®!
Substratmolekile mussen zuerst die PAS durchqueren. Dieser Ort bildet die initiale
Bindungsstelle fur das Substrat ACh und leitet somit den katalytischen Pfad ein. Studien
haben gezeigt, dass Liganden, die spezifisch an diese periphere Stelle binden, eine
sterische Blockade auslésen konnen. Diese Form der Absperrung kann die
Geschwindigkeit verlangsamen, mit der andere Molekile in das aktive Zentrum
eintreten bzw. dieses verlassen.*%%1% pAS-Hemmstoffe konnen die Enzymaktivitat

auBerdem durch allosterische Veranderung des aktiven Zentrums verringern. %4

periphere
anionische Stelle

anionische
Loch
katalytische
Triade

Abbildung 8 Schematische, stark vereinfachte Darstellung des ,active-side gorge“ der
Cholinesterasen. Abbildung der aromatischen Aminoséurereste (14 in AChE und 8 in BChE)
als dunkelgraue Rechtecke; Entwurf nach[%.

Es existiert ein hohes MaR an Ahnlichkeit zwischen der Acetylcholinesterase und der

Butyrylcholinesterase. Die Sequenzidentitat zwischen der humanen BChE und der

Torpedo AChE betragt ca. 54 % und auch die L&nge der katalytischen Untereinheiten

ist ahnlich.[*®°7) Beide Enzyme verfiigen sowohl tiber das aktiven Zentrum am Boden
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des Hohlraums, sowie tiber die PAS am Eingang der Enzymtasche.*®® BChE gehort
wie AChE zu den Serin-Hydrolasen, die katalytische Triade des humanen Enzyms
besteht aus den Aminosauren Ser'®®, Glu*® und His**®.™* Die Butyrylcholinesterase
wird in der Leber gebildet. Sie kommt dort und in den meisten anderen Geweben, sowie
im zentralen und peripheren Nervensystem und im Blutplasma vor.®! Die beiden
Enzyme unterscheiden sich neben ihrem Vorkommen, auch in der Substratspezifitat.
Wahrend die Acetylcholinesterase hochselektiv fir die Hydrolyse des Neurotransmitters
ACh ist, besteht fiir die Butyrylcholinesterase eine geringere Substratspezifitat. Somit
ist BChE in der Lage, mehrere verschiedene Molekiile zu metabolisieren. Aus diesem
Grund findet das Enzym Anwendung bei der Entgiftung von toxischen Substanzen wie
z. B. Kokain.'™™! BChE enthalt nur 8 aromatische Aminosaure-Reste und besitzt somit 6
weniger als die AChE."*® Des Weiteren sind die Phenylalanin-Reste (Phe?®® und Phe?°)
im unteren Teil der Enzymtasche, von denen man erwartet, dass sie die Abmessungen
der Acyltasche einschranken, in BChE durch sterisch weniger anspruchsvolle Reste
ersetzt. ™ Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den beiden Cholinesterasen ist
ihre Kinetik. Die Effizienz von AChE ist bei niedrigen Neurotransmitterkonzentrationen
am hochsten, zu hohe ACh Konzentrationen filhren zur Hemmung des Enzyms
(Substratinhibierung). BChE ist im Gegensatz dazu bei niedrigen Konzentrationen
weniger effizient, bei hoheren Konzentrationen dagegen nimmt die Effizienz zu und
eine Substrathemmung bleibt aus.**? Die physiologische Rolle von BChE ist noch
nicht vollstandig geklart. Es wurden u. a. entgiftende, morphogenetische und
wachstumsférdernde Funktionen beschrieben.® Studien an genmanipulierten Mause
lassen eine Beteiligung der BChE am Neurotransmitter-Abbau vermuten: Die
Verabreichung von selektiven AChEI fiihrte nur bei den Mausen zum Tod, welche
ausschlieBlich die Cholinesterase AChE besalRen. Die Méuse, die nur tber BChE
verfiigten, waren gegen die toxische Wirkung immun.**

Im Verlauf der Alzheimerkrankheit nimmt der AChE Spiegel im Gehirn ab,
wahrenddessen das BChE Level signifikant zunimmt.™*! In einer Studie von PERRY et
al. nahm die AChE Aktivitat im Temporallappen und im Hippocampus bei Patienten
mit Alzheimerdemenz deutlich ab und erreichte nur noch 62 — 67 % des normalen
Wertes. Im Vergleich zu den gleichaltrigen, nicht an AD erkrankten Personen stieg die
Aktivitat der Butyrylcholinesterase drastisch an und erreichte etwa 140 — 165 % des
normalen Spiegels.'**! Des Weiteren konnten Studien eine Verbindung zwischen der
Aktivitat von BChE und der Reifung von gefahrlichen Ap-Plaques herstellen.[51!
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1.3.1 Cholinesterase-Inhibitoren

Die klinische Anwendung von Cholinesterase-Inhibitoren begann Anfang der achtziger
Jahre mit der Verabreichung des Indolalkaloids Physostigmin.™*" Die Halbwertszeit
des Wirkstoffes war mit weniger als 30 Minuten sehr gering.'**1" Aufgrund
unerwiinschter Nebenwirkungen (Schwindel, Ubelkeit) konnte die bendtigte
Maximaldosis den Probanden oft nicht verabreicht werden.!

1993 wurde das Acridin-Alkaloid Tacrin (1,2,3,4-Tetrahydroacridin-9-amin) als erster
ChEI zugelassen.™! HEILBRONN beschrieb die Substanz bereits 1961 als reversiblen
ChE-Hemmstoff."??! Tacrin fiihrte zu einer geringfiigigen Verbesserung der kognitiven
Leistungen.??%?1" Aufgrund seiner leberschadigenden Wirkung ist Tacrin seit 2013
nicht mehr zugelassen.'®!%®! Es folgte die zweite Generation der ChEls. Diese
Medikamente sollten auf der einen Seite selektiver und somit wirksamer sein und auf

der anderen Seite eine bessere Vertraglichkeit aufweisen.

Abbildung 9 Strukturen der derzeitig eingesetzten Antidementiva Donepezil (links),
Rivastigmin (mittig) und Galantamin (rechts).

Donepezil (Donepezil Hydrochlorid, Aricept®) ist der zweite Anti-ChE-Wirkstoff der
fur die symptomatische Behandlung von milder bis moderater Alzheimerdemenz
zugelassen wurde (1996/1997).%") Wie in Abbildung 9 gezeigt, besteht Donepezil aus
einer 1-Indanoneinheit sowie einer 1-Benzylpiperidingruppe und wurde zweckgerichtet
als potenter, hoch selektiver Acetylcholinesterase-Inhibitor (AChEI) designt.?!%°! Bej
dem Wirkstoff handelt es sich um einen nichtkompetitiven und reversiblen AChEI.*¥%
Die deutlich langere Plasmahalbwertszeit™" von Donepezil erméglicht eine taglich
einmalige Dosierung. Durch die Einnahme des allgemein gut vertréglichen
Medikamentes zeigten AD-Patienten eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten in
zahlreichen Studien. %% Die Sicherheit von Donepezil konnte in diesen Studien
ebenfalls belegt werden. Dessen ungeachtet kann die Einnahme des Medikamentes von
einigen unerwunschten Nebenwirkungen, wie z. B. Erbrechen und Diarrhde, begleitet

sein.[*¥]
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Der zweite gegenwaértig verwendete Wirkstoff wurde, nach seiner Anerkennung in
Europa, 2000 auch in den USA zugelassen. Rivastigmin (Rivastigmin (2R,3R)-
hydrogentartrat, Exelon®, Abbildung 9) fiihrte bei Patienten mit milder bis maRig
schwer ausgepragter AD in zahlreichen Studien ebenfalls zu einer verminderten
Abnahmerate der kognitiven Funktionen.!*®%*% Dje Verabreichung von Rivastigmin
kann oral oder transdermal erfolgen. Nebenwirkungen wie Ubelkeit traten bei der
Verwendung von Pflastern wesentlich seltener auf als nach einer oralen Einnahme.[*
Bei dem Wirkstoff handelt es sich um einen hirnselektiven, reversiblen (pseudo-
irreversibel) AChEI, der ebenfalls auch als Butyrylcholinesterase-Inhibitor (BChEI)
fungiert.®8 |n einer zweijahrigen Vergleichsstudie von Donepezil und Rivastigmin
zeigten die Probanden, die mit Rivastigmin behandelt wurden, eine deutliche
Verbesserung der Féhigkeit zur Bewaéltigung von Alltagsaktivitaten. Eine mogliche
Erklarung flr dieses Ergebnis hat laut Autoren in der zusétzlichen Inhibierung der
BChE gelegen, die sich vor allem in subkortikalen Hirnbereichen befindet, welche in
Zusammenhang mit der Durchfuhrung von alltdglichen Aktivitaten, wie z.B. der
Haushaltsfihrung, stehen. Die Rivastigmin Probanden zeigten jedoch ein erhdhtes
Aufkommen an Nebenwirkungen in der Titrationsperiode der Studie.[*?

Galantamin (Galantamin Hydrobromid, Reminyl®, Razadyne®) erhielt seine Zulassung
im Jahr 2000/2001 und ist somit der neueste ChE Hemmer auf dem Markt.l*%1%]
Das Alkaloid (Abbildung 9) wurde Anfang der 1950er Jahre erstmals aus
Schneegléckchen (Galanthus ssp.) isoliert und fand friher Anwendung als Gegenmittel
des Muskelrelaxans Curare in der Anasthesie.l**®! Bei dem Wirkstoff handelt es sich um
einen selektiven und kompetitiven AChE Hemmer™"8 welcher zusétzlich
nikotinische Rezeptoren modulieren kann.*¥! Die Verabreichung des ChEI wirkte sich
in vielen Studien vorteilhaft auf die kognitiven Funktionen von Patienten mit milder bis

moderater AD aus. [1491%7

Auch dieser Wirkstoff ist mit keinen groferen
Sicherheitsbedenken verbunden und zeigte eine gute Vertréglichkeit.

Aufgrund des begrenzten Angebots an natirlichen Quellen wurde eine Synthese des
Wirkstoffes unerlasslich, verschiedenste Syntheserouten wurden in der Literatur

beschrieben. >3
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2. Zielstellung

Die Alzheimerkrankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung mit progressivem
Verlauf. Es ist anzunehmen, dass der demographische Wandel in den ndchsten Jahren
flr einen dramatischen Anstieg der Patientenzahlen sorgen wird. Derzeit sind bereits
etwa 33 Millionen Menschen erkrankt. Trotz exzessiver Forschung ist es bisher nicht
gelungen ein Heilmittel gegen AD zu finden. Im aktuellen Welt Alzheimer Report wird
beklagt, dass in den letzten 20 Jahren nur vier der (ber 100 getesteten Anti-AD-
Wirkstoffe eine Zulassung erhalten haben.®

Zu den wirksamsten Medikamenten gehort die Klasse der Cholinesterase-Inhibitoren,
welche dreiviertel der gegen Alzheimersymptome zugelassenen Arzneimittel
ausmachen. Die letzte Zulassung erfolgte allerdings um die Jahrtausendwende.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese neuer Cholinesterase-Hemmer. Hierbei sollte
sich besonders auf die Derivatisierung leicht zuganglicher Naturstoffanaloga
konzentriert werden. Flr eine moglichst grofle Bandbreite an Inhibitoren sollten
verschiedenste Grundgeruste modifiziert und anschlieBend auf ihre inhibitorischen
Fahigkeiten gegen die Enzyme Acetylcholinesterase und Butyrylcholinesterase getestet
werden. Ein besonderes Augenmerk sollte dabei unter anderem auf Diterpen- und
Triterpenderivate gelegt werden, da diese in unserer Arbeitsgruppe bereits
vielversprechende Ergebnisse in Bezug auf Cholinesterase-Inhibierung gezeigt haben.
Die Behandlung der Alzheimer-Symptome konzentriert sich bisher primér auf die
Hemmung der Acetylcholinesterase, da diese im Hirn hauptsachlich fur den Abbau des
Neurotransmitters ACh verantwortlich ist. Im Gegensatz zu AChE nimmt die Aktivitat
von BChE im Verlauf von Alzheimer stark zu.l'*® Die Inhibierung von BChE konnte
daher einen positiven Effekt auf die Behandlung von fortgeschrittenen AD-Stadien
haben. Aus diesem Grund soll die Synthese und biologische Evaluierung von selektiven
BChE-Hemmern eine zentrale Rolle dieser Arbeit spielen. Die Bestimmung der Anti-
ChE-Féhigkeit wird photometrisch mittels Ellman‘s Assay erfolgen. Die
Inhibierungskonstanten K; (kompetitive Hemmung) und K;* (unkompetitive Hemmung)

sollen Aufschluss Uber die Affinitat des Inhibitors und den Typ der Inhibierung geben.
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3. Zusammenfassung der Ergebnisse

3.1 Picloxydin-Derivate — mehr als bisbiguanide Antiseptika

Die  Neupositionierung von schon erforschten  Medikamenten fur neue
Anwendungsbereiche ist eine géngige Strategie fir die Zulassung neuer Arzneimittel.
Gegenlber der Entwicklung eines neuen Medikamentes bietet die Neupositionierung
oftmals viele Vorteile z. B. in Bezug auf Nebenwirkungen und Kosten.!*>*]

Als erfolgreiche Beispiele in der Vergangenheit sind unter anderem das ADHS-

Medikament Atomoxetin[*°®!

, Welches anfénglich als Antidepressiva Verwendung
finden sollte, und Sildenafil zu nennen. Letzteres wurde urspringlich als Mittel gegen
Angina entwickelt und gilt heute als das fiihrende Préparat (Viagra®) bei der erektilen
Dysfunktion.**®!

Guanidin-haltige Verbindungen kommen tberall in der Natur vor und stellen schon seit
langem einen vielversprechenden Gegenstand in der medizinischen Forschung dar. Es
gibt eine Vielzahl von Guanidin-Derivaten mit wichtigen pharmakologischen
Eigenschaften.™*"! Die Stoffklasse der Bisbiguanide (z. B. Chlorhexidin, Alexidin) ist
bekannt fir ihre antimikrobiellen Eigenschaften.['*®%) Das Bisbiguanidin-Derivat
Picloxydin (PD), welches derzeit Anwendung als Antiseptikum bei bakteriellen
Augeninfektionen findet, konnte nun wvon wuns ebenfalls als Inhibitor der
Butyrylcholinesterase identifiziert werden. Ausgehend von diesem Erfolg bestand das
Ziel dieser Publikation darin, durch systhematische Variation der Phenylsubstituenten
eine Steigerung der Anti-Cholinesteraseaktivitat zu erhalten. Ausgehend von
verschieden substituierten Anilinen wurden mittels Natriumdicyanamid zun&chst die

jeweiligen Cyanoguanidin-Derivate (1 — 21) generiert. Diese wurde anschliefend mit

Piperazin zu den Zielmolekilen (Abbildung NH NH C .
10, 22 — 43) umgesetzt. Eine detaillierte ‘/\N NJ\N N
Beschreibung der Synthese, die ermittelten o~y

(2 NH NH 22-43

Inhibierungskonstanten (K; und K;°) aller

Bisbiguanide sowie die Ergebnisse der Abbildung 10 Allgemeine Struktur der synthetisierten
Bisbiguanidin-Derivate.

Molecular Modelling Untersuchungen sind

der Publikation P1 »Repurposing N,N'-bis-(arylamidino)-1,4-

piperazinedicarboxamidines: An unexpected class of potent inhibitors of

cholinesterases” im Anhang zu entnehmen. Die Bestimmung der Enzymaktivitat der

Cholinesterasen erfolgte photometrisch nach ELLMANM.
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Aufgrund der Homologie zum humanen Enzym, der besseren Verfugbarkeit und des
signifikant geringeren Preises arbeitet unsere Arbeitsgruppe mit AChE der Spezies
Zitteraal und BChE aus Pferdeserum.*®!

Es handelt es sich bei nahezu allen getesteten Derivaten um Inhibitoren des Mischtyps.
Da die Affinitat des Hemmers am freien Enzym zu binden (kompetitive Hemmung) in
allen Fallen grofRRer ist als die Bindung am Enzym-Substrat-Komplex (unkompetitive
Hemmung), wird fiir eine bessere Ubersichtlichkeit nachfolgend auf die Angabe der
K;‘-Werte verzichtet.

In Bezug auf das Enzym Acetylcholinesterase zeigte ausschlieBlich die para-Nitro-
Verbindung 43 eine herausragende Hemmwirkung. Mit einer Inhibierungskonstante von
Ki = 0,52 uM erreichte 43 eine Verminderung der AChE-Aktivitat, die vergleichbar mit
der des Standards Galantamin Hydrobromid (GH) ist. Durchgefiihrte Docking-Studien
lassen vermuten, dass diese Beobachtung u. a. auf die Ausbildung einer Wasserstoff-
bruckenbindung zwischen der p-NO,-Gruppe und einer Tyrosin-Hydroxygruppe im
aktiven Zentrum des Enzyms zuriickzufuhren sind. Viele der getesteten Substanzen
zeigen mit Inhibierungskonstanten im niedrigen uM-Bereich eine exzellente Affinitat
zur Butyrylcholinesterase. Die Begrindung fir diese Beobachtung liegt in dem
grolReren verfiigbaren Platzangebot innerhalb der BChE-Enzymtasche, welches eine
Faltung des Inhibitors zuldsst und somit optimale Wechselwirkungen ermdglicht. Im
Vergleich der para-substituierten Halogenderivate (siehe Abbildung 11) wird deutlich,
dass die Abnahme der Atomgrolie wie erwartet mit einem schrittweisen Rickgang der
Bindungsaffinitét (p-1 (35) > p-Br (32) > p-Cl (PD, 28) > p-F (25)) einhergeht.

25 - AChE ®BChE

o ITRL
10 - J
.

28 (PD) 25
R=CI R=F

R =NO, R=tBu R= R= Br

Abbildung 11 Graphische Darstellung der inhibitorischen Aktivitdt (Ki in uM) ausgewéhlter
Verhindungen bezogen auf AChE und BChE.
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Bei Verbindung 35 (Kj = 0,31 uM) handelt es sich somit um einen der aktivsten
Hemmer in unserer Serie. Der effektivste BChEI ist das para-substituierte tert-
Butylderivat 42 (K; = 0,12 uM). Verantwortlich fur die hohe Affinitat dieses Molekiils
ist wahrscheinlich die durch intramolekulare Wechselwirkungen hervorgerufene

Biegekonformation von 42, welche die Bindung zum aktiven Zentrum stark begunstigt.

3.2 Anti-Acetylcholinesterase-Aktivitat von trans-2-Alkensauren

Wie Dbereits in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, konnen kardiovaskuldre Risikofaktoren
einen negativen Einfluss auf die Entstehung der Alzheimerkrankheit haben. Eine
klrzlich erscheinende Metaanalyse zur Wirkung der Mittelmeer-Diat auf die Pravention
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen kommt zu dem Entschluss, dass sich diese
Ernahrungsform als vorteilhaft erweist.'®? Wissenschaftlern ist es gelungen den
vorbeugenden Effekt der Mittelmeer-Diat in Bezug auf das AD-Risiko
nachzuweisen.['*¥ Die erhohte Aufnahme von Olivendl gilt als ein Markenzeichen der
mediterranen Ernahrungsweise. Dieses Ol ist reich an einfach ungeséttigten Fettsduren
und scheint eine schiitzende Funktion gegen altersbedingten kognitiven Verfall
auszutiben.™®! Die Analysen einiger Pflanzenextrakte, welche hauptsachlich aus
langkettigen, gesattigten Fettsduren und cis-Monoenfettsauren bestanden, zeigten bisher
nur magige Anti-AChE-Fahigkeiten und kaum Inhibierung der BChE.!®*% Wir haben
uns infolgedessen fur das ChE-Inhibierungspotential von langkettigen, einfach
ungeséttigten Fettsduren mit trans-Konfiguration interessiert. Eine Serie von a,f-
ungesattigten Fettsauren (7 — 16) wurde hergestellt und in Abhangigkeit der Kettenlange
auf ihre Wirksamkeit und Selektivitat als potentielle Cholinesterase-Inhibitoren zu
fungieren getestet. AnschlieRend erfolgte der Vergleich mit den gesattigten Derivaten
(17 — 26) dieser Reihe. Die Synthese der trans-Fettsauren erfolgte ausgehend von den
tert-Butylestern (siehe Abbildung 12). Diese wurden zuvor via Wittig-Reaktion aus den

Aldehyden generiert.

O >LO O
e — SAoAAY — A

Abbildung 12 Synthesechema der trans-2-Alkenséuren 7 — 16.
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Die Synthese aller Verbindungen und die Ergebnisse der dazugehdrigen enzymatischen
Studien sind in der Publikation P2 ,, Unexpected AChE inhibitory activity of (2E)a,f-
unsaturated fatty acids* zusammengefasst. Die durchgefiihrten Modellrechnungen
weisen auf einen unterschiedlichen Bindungsmodus von aktiven und inaktiven
Verbindungen fiir die Cholinesterasen hin.

Das Vorscreening der synthetisierten trans-Fettsauren (7 — 16) und der geséttigten
Verbindungen (17 — 26) ergab drei sehr aktive, potentielle AChEI (siehe Tabelle 4).
Alle getesteten Sduren waren dagegen nur sehr schwache Butyrylcholinesterase-
Inhibitoren (Inhibierung < 15 %). Auf fortfihrende kinetische Untersuchungen wurde
hinsichtlich der BChE daher verzichtet.

Tabelle 4 Zusammenfassung der Ergebnisse der enzymatischen Studien fiir ausgewahlte
Verbindungen.

o) o) o)
HOW HOW HOW
23 13 14
Inhibierung (%) 78.35 0,99 80,64 + 0,25 94.92 £ 0,04
ICsp (UM) 7,50 + 0,92 4,30 + 0,54 5,00 £ 0,34
Ki (M) 4,40 + 0,25 3,21+0,18 1,51 +0,09
Ki¢ (nM) 3,62 0,06 551+ 0,18 7,15+ 0,55

Die kinetischen Experimente zeigten, dass es sich sowohl bei 13 als auch bei 23 um
gute AChE-Inhibitoren des gemischten Typs handelt. Das ungeséttigte Derivat 13 wies
dabei nicht nur beim ICsp-Wert (4,30 pM) sondern auch bei der Inhibierungskonstante
(K; = 3,21 uM) die niedrigeren Werte auf und kann somit als der aktivere AChEI
angesehen werden. Die aktivste Verbindung in unserer Reihe ist die (2E)-2-
Eicosensaure (14), welche im Vergleich zu 13 um eine Methyleneinheit verlangert ist.
14 inhibiert die Acetylcholinesterase als Hemmer des Mischtyps, bei dem der
kompetitive Teil der Inhibition Gberwiegt (K; = 1,51 uM < Kj'= 7,15 uM). Die Docking-
Studien ergaben, dass die drei aktiven Verbindungen mit derselben Tyrosin-
Hydroxylgruppe in AChE wechselwirken. Derivat 14 ist nicht nur wegen des
unerwarteten Hemmpotentials eine interessante Verbindung. Aufgrund der geringen
Molmasse und der amphiphilen Struktur konnte die Verbindung maoglicherweise fir die
transdermale Applikation, welche oft mit vielen Vorteilen verbunden ist, geeignet

sein.[1¢7]
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3.3 Polyzyklische Terpencarbonsaureamide als selektive Inhibitoren
von Butyrylcholinesterase

Terpene sind sekundére Pflanzeninhaltsstoffe und umfassen die strukturell vielfaltigste
Klasse von Naturstoffen. Die Diversitat der Terpenoide ist auf ihre komplexe
Biosynthese zurtickzufiihren. Vereinfacht gesagt handelt es sich bei den Terpenen um
enzymatisch zyklisierte/lumgelagerte Produkte von linearen Alkenketten, welche eine

charakteristische Anzahl an 1-4-verkniipften Isopreneinheiten enthalten.™® Wie in

Tabelle 5 gezeigt, bestimmt die Anzahl der Tabelle 5 Klassifizierung der Terpene.
Isopreneinheiten (Isoprenregel™®®)) den Typ des C-Atome im  Einheiten Typ
o Grundgerist  Isopren

Terpens. Besonderes Interesse gilt in unserer 5 1 Hemiterpene
Arbeitsgruppe den Diterpenen und Triterpenen. 10 2 Monoterpene
Erstere bestehen aus vier Isopreneinheiten und 15 8 Sesquiterpene
. o . . 20 4 Diterpene
kdénnen abhéngig von ihrem Grundgerust in

25 5 Sesterterpene
lineare, bi-, tri-, tetra-, penta- oder 30 6 Triterpene
makrozyklische Diterpene eingeteilt werden. 40 8 Tetraterpene
Aufbauend auf die bereits durch unseren > 40 >8 Polyterpene

Arbeitskreis veroffentlichte Publikation Uber die hemmende Wirkung von Derivaten des
Dehydroabietylamins (Abieta-8,11,13-trien-18-amin) auf die Enzymaktivitat der
Acetylcholinesterase*™ und der vielversprechenden Wirkung von Abieta-8,11,13-trien-
12-ol als ChE-Inhibitor'¥™ haben wir uns entschlossen, ausgehend vom 12-

Hydroxydehydroabietylamin (1), potentielle Anti-Cholinesterase-Wirkstoffe zu

[172]

synthetisieren. Zunéchst erfolgte dafir die Derivatisierung am C-Ring des

Dehydroabietylamins, gefolgt von der Modifikation der Aminogruppe an C-18 (siehe
Abbildung 13).

OH OH

~
HN HNT 1 HN” 13 R=(4NO,)-Ph

2\ 17 R =4-Pyridinyl

(¢} R

Abbildung 13 Synthesechema der 12-Hydroxydehydroabietylamide mit 13 und 17 als aktivste
Verbindungen im Test.
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Verbindung 1 sowie die synthetisierten Amide 2 — 18 wurden anschlieend auf ihre

inhibitorischen Fahigkeiten getestet.

Tabelle 6 Ergebnisse der enzymatischen Studien einiger ausgewahlter Verbindungen.

AChE BChE
. . Typ der
Verbindung Inhibierung (%0) Inhibierung (%0) Ki/ K¢ (uM) Inhibierung

1 1151+1,74 31,65 £ 0,05
9 93,22 £ 0,09 59,54 + 0,11
12 52,28 £ 0,38 75,46 + 0,12 1,44 +0,14 /7,00 £ 1,44 gemischt
13 6,32+0,31 71,01+ 0,26 0,72+ 0,06 kompetitiv
14 19,65+ 0,10 7,48 = 0,36
16 12,54 + 0,69 74,53 + 0,66 1,02 + 0,09 kompetitiv
17 9,77 £0,75 75,87 + 0,72 0,86 + 0,19 kompetitiv
18 0,81+0,14 6,90 £ 0,97

Mit Ausnahme der para-CFs;-Verbindung 9 (siehe Tagelle 6) zeigt keines der
hergestellten Derivate eine signifikante Hemmung der Acetylcholinesterase. In Bezug
auf die BChE zeigten dagegen viele der Diterpenamide eine vielversprechende
Hemmwirkung und waren somit wesentlich aktiver als die Ausgangsverbindung 1. Die
Verbindungen mit dem hdochsten Inhibierungspotential im Test waren die meta- und
para-substituierten Nitroaromaten 12 und 13 sowie die Pyridinverbindungen 16 und 17.
Die fir diese Substanzen durchgefiihrten kinetischen Experimente zeigten 12 als guten
BChEI des Mischtyps. Bei den drei anderen Verbindungen handelt es sich um
kompetitiv wirkende Inhibitoren der BChE. Die hochste Affinitdt zum Enzym zeigten
das 4-NO,-Derivat 13 (K; = 0,72 uM) und das Isonicotinoyl-Derivat 17 (K; = 0,86 uM).
Da die Acetylierung dieser Verbindungen zu einer enormen Herabsetzung der
prozentualen Hemmung (14 und 18) fiihrte, wurde auf diese Modifikation bei den
ubrigen Derivaten verzichtet. Fr ein tieferes Verstandnis tber den Wirkmechanismus
von 13 und 17 wurden Docking Studien durchgefiihrt. Interessanterweise haben beide
kompetitiven Inhibitoren eine unterschiedliche Stellung in der Enzymtasche der BChE.
Der Grund fir die ungleiche Orientierung liegt in der Nitrogruppe von 13. Die genaue

Beschreibung der Docking Experimente kann dem Anhang enthnommen werden.
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Pentazyklische Triterpene kommen in vielen verschiedenen Heilpflanzen vor. Sie
zeigen die unterschiedlichsten biologischen Aktivitdten und dienen daher oft als
Leitstrukturen fiir die Synthese potenzieller Therapeutika.l'”®! Aufgrund ihrer Vielfalt
und des breiten Derivatisierungsspektrums stellen sie schon seit langer Zeit einen
wichtigen Teil der Forschung in unserer Arbeitsgruppe dar. In der Vergangenheit
konnten wir zeigen, dass gezielte Veranderung des Grundgeristes zu potenten ChEl
fuhren kann. Aufgrund der exzellenten Ergebnisse, die wir fir die Amino-Platansaure-
Derivate!"™ und der in P3 beschriebenen Amide erhalten haben, wollten wir unser
Augenmerk auf die biologische Evaluierung von pentacyklischen Triterpencarbonséure-
amiden, die zuséatzlich eine endstandiger Aminogruppe besitzen, setzen. Es wurden 40
verschiedene  Derivate  synthetisiert. ~ Als  Ausgangsstoff  dienten  finf
Triterpencarbonséuren (Ursolsédure (US), Oleanolsaure (OS), Maslinsaure (MS),
Betulinsaure (BS) und Platansdure), deren freie OH-Gruppen acetyliert wurden. Die
anschlieBend generierten Saurechloride wurden direkt mit einer Diaminkomponente

(siehe Abbildung 14) umgesetzt und die Schutzgruppe abschlie3end entfernt.

0 0
OH HN—R,

|
R;=Hoder Ac R,= v ~NH; AN 1{\,1@ 1(\,1@

Abbildung 14 Allgemeines Syntheseschema der Triterpencarbonsdureamide; T symbolisiert
die unterschiedlichen Triterpengrundgeriste.

Die Bestimmung der prozentualen Inhibierung diente erneut als \Vorscreening. Es
konnten insgesamt 17 potenzielle ChEI identifiziert werden. Nur zwei Derivate zeigten
eine starke hemmende Wirkung auf die AChE. Von den 15 BChE-hemmenden
Substanzen waren sieben Verbindungen in der Lage die Enzymaktivitat sehr stark
(Inhibierung > 80 %) zu senken. Es handelt sich hierbei nahezu ausschlieRlich um
Platansaurederivate. Weiterfiihrende kinetische Untersuchungen und das Aufstellen
einer Struktur-Wirkungs-Beziehung zeigen deutliche Unterschiede der verwendeten
Triterpengrundgeriste in Bezug auf die Inhibierungskonstanten. In Abbildung 15 sind
die aktivsten Verbindungen eines jeden Grundgeristes dargestellt. Es ist ersichtlich,
dass die Maslinsdure-Derivate die geringste inhibierende Wirkung auf die
Butyrylcholinesterase haben. Weiterhin haben unsere Tests ergeben, dass Verbindungen
mit einem Aminoethylrest ebenfalls nur moderate BChE-Inhibitoren darstellen. Die
Umsetzung mit N,N-Dimethylethylendiamin und 1-(2-Aminoethyl)pyrrolidin flhrte bei
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den Derivaten der US, OS, MS und BS jeweils zu den aktivsten Substanzen. Es ist
dabei klar zu erkennen, dass die Verbindungen mit einem Pyrrolidinrest die hochste
Bindungsaffinitat zur BChE besitzen. Die Verbindungen 34 (K; = 0,39 uM), 36
(Ki=0,47 uM) und 37 (K; = 0,55 uM) zeigen exzellente Inhibierungskonstanten in
Bezug auf BChE.

R, =
2 PN N

| Ry= H H H Ac Ac. H Ac H Ac H |

(v [os) [(ws) [es)

2,5 A

Ki (UM)

0,5 -

GH 26 36 27 37 28 38 24 34 25 30 35 40 45 50

Abbildung 15 Graphische Darstellung der inhibitorischen Aktivitdt (Ki in pM) der aktivsten
Verbindungen bezogen auf BChE.

Mit Ausnahme der Aminoethyl-Derivate zeigen alle Verbindungen der Platansdure, wie
eingangs erwartet, gute bis exzellente K;j-Werte. Neben den Piperidin-haltigen
Substanzen weisen erneut die Verbindungen mit einem Pyrrolidinrest die besten
Ergebnisse auf. Der aktivste Inhibitor in unserer Reihe ist das Platansdurederivat 35
(Ki= 0,07 pM). Bei dieser Verbindung handelt es sich &hnlich der zweitbesten
Verbindung (34) um die acetylierte Form eines vom Lupan-Typ abgeleiteten
Grundgertstes. Der herausragende Ki-Wert von 35 ist unter anderem mit der
Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Acetylgruppe der
Verbindung und einer phenolischen Tyrosin-Hydroxygruppe zu begriinden.
Ausfihrliche Informationen zu allen synthetisierten Derivaten, die Ergebnisse des
Ellman Assays sowie der Docking Experimente kdnnen den Publikationen P3 ,, Novel
12-hydroxydehydroabietylamine  derivatives act as potent and selective
butyrylcholinesterase inhibitors “ und P4 , Triterpene-based carboxamides act as good

inhibitors of butyrylcholinesterase “ entnommen werden.
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4. Zusammenfassung der Dissertation und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in vier Publikationen verdffentlicht.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Substanzbibliothek von 22 Picloxydin-Derivaten
synthetisiert und erstmals auf ihre potenzielle Hemmwirkung auf die beiden Enzyme
Acetylcholinesterase (AChE) und Butyrylcholinesterase (BChE) untersucht werden. In
Bezug auf die BChE konnte durch systematische Veranderung der Arylsubstituenten
eine Vielzahl von Bisbiguaniden generiert werden, deren Kij-Werte deutlich niedriger als
die der Referenzsubstanz Galantamin Hydrobromid GH (K; = 2,07 uM) sind. Das in
Abbildung 16 dargestellte tert-Butylderivat 42 ist die aktivste Verbindung dieser Reihe
und stellt mit K; = 0,12 uM und Ki* = 4,41 uM einen exzellenten BChE-Inhibitor des
gemischten Hemmtyps dar. Die inhibitorische Aktivitat der Leitverbindung Picloxydin
PD (K;j=0,62 uM, K;* = 9,37 uM) konnte somit deutlich verbessert werden.

C|/©/ \[I\]I/H \[I\]I/H ><©/ \I[\I(H \IQ/H

Abbildung 16 Struktur von PD (links) und des aktivsten BChEI 42 (rechts) der Publikation P1.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in der Synthese und anschlielenden biologischen
Evaluierung von trans-2-Alkenséuren. Der Einfluss der Doppelbindung sowie der
Kettenldnge auf die ChE-Inhibierung sollten untersucht werden. Im Allgemeinen konnte
gezeigt werden, dass die getesteten Verbindungen keine inhibitorische Wirkung auf das
Enzym BChE haben. Des Weiteren weisen die gesattigten Fettsduren im Vergleich zu den
trans-konfigurierten Fettsduren einen geringeren Inhibierungsgrad auf. Die Variation der
Kettenldnge hat dabei eine signifikante Auswirkung auf die Hemmwirkung. Eine Anzahl
von 18 bzw. 20 Kohlenstoffatomen erwies sich als die ,,optimale” Kette. Eine unerwartet
gute AChE-Inhibierung zeigte die (2E)-2-Eicosensdaure 14 (Abbildung 17). Es konnte
gezeigt werden, dass 14 (Kij = 1,51 uM, Ki* = 7,15 uM) im Vergleich zur (2E)-2-
Octadecensaure 13 (K = 3,21 uM, K = 5,51 uM) eine doppelt so hohe Affinitat zur
Bindung an das aktive Zentrum der AChE besitzt.

(0]

HO)J\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

Abbildung 17 Struktur des (2E)-2-Eicosensédure 14 (Publikation P2).
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Im letzten Teil dieser Arbeit lag das Hauptaugenmerk auf der Modifizierung der
weitverbreiteten Naturstoffklasse der pentazyklischen Terpene. Im Schwerpunkt stand
die Derivatisierung des Dehydroabietylamins. Das Grundgerist dieses Diterpens wurde
zunéchst an C-12 modifiziert und anschliefend mit einer aromatischen Carbonséure
umgesetzt. Die Serie von 12-Hydroxydehydroabietylamin-Derivaten — wurde
enzymatisch untersucht. Die Evaluierung der Inhibierungsfahigkeit hat gezeigt, dass
einige dieser Verbindungen in der Lage sind die BChE in einem hohen Ausmal} zu
hemmen. Fir die AChE konnte hingegen keine bedeutsame Senkung der Aktivitat
festgestellt werden. Die Veranderung des aromatischen Restes hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Anti-BChE-Féhigkeit. Die kinetischen Experimente konnten drei
selektiv wirkende Inhibitoren der BChE mit Inhibierungskonstanten im einstelligen
mikromolaren Bereich aufzeigen. Diese BChEI sind in der Lage das Enzym kompetitiv
zu hemmen und besitzen somit denselben Hemmtyp wie die Referenzsubstanz GH.
Abbildung 18 zeigt die die para-Nitro-Verbindung 13 (Kj = 0,72 pM) und das
Isonicotinoyl-Derivat 17 (K; = 0,86 uM), die zwei aktivsten Substanzen dieser Reihe.

OH OH
HN— HN"
o o
7 N\
=N
NO,

Abbildung 18 Struktur der aktivsten BChEIs 13 (links) und 17 (rechts) der Publikation P3.

Ein weiterer Fokus der Arbeit lag auf der Derivatisierung ausgewahlter pentazyklischer
Triterpencarbonsduren. Ausgehend von der Ursol-, Oleanol-, Maslin, Betulin- und
Platansdure wurde eine Substanzbibliothek von 40 Carbonsdureamiden mit
unterschiedlichen endstandigen Aminogruppen aufgebaut. Die generierten Substanzen
weisen ein wesentlich héheres Hemmpotential fur die Butyrylcholinesterase auf. Die
Untersuchungen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung zeigen, dass es sich bei Pyrrolidin
um die effektivste Aminkomponente handelt. Die Derivate der Betulinsdure 34,
Ursolsdure 36 und Oleanolsdure 37 zeigen herausragende Kj-Werte (0,39 — 0,55 puM)
und fungieren somit als sehr gute Inhibitoren der BChE. Besonders hervorzuheben ist
das hohe Potential der BChE-Inhibierung der Platansdure-Derivate. Die Ergebnisse der

enzymatischen Studien zeigen vier Verbindungen mit K;-Werten unterhalb von 1 pM.
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Mit der Kombination aus Platanséure-Grundgertst und Pyrrolidin als endstandigem
Amin erfolgte die Synthese der aktivsten Verbindung der Serie. Derivat 35 (Abbildung
19) ist mit K; = 0,07 uM und K;* = 2,38 uM) ein uberragender Inhibitor der BChE.

AcO

Abbildung 19 Struktur des aktivsten BChEI 35 der Publikation P4.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten das enorme Potential von Naturstoffanaloga
hinsichtlich der Inhibierung von Cholinesterasen verdeutlichen. Die Synthese von
selektiven Butyrylcholinesterase-Hemmstoffen ist von hoher Relevanz, da diese
Wirkstoffklasse bisher eine untergeordnete Rolle unter den géngigen Anti-Alzheimer-
Medikamenten spielt und besonders in spaten Stadien der Krankheit von Bedeutung
sein konnte. Eine tiefgrindigere Erforschung der neuen ChE-Inhibitoren ist zur besseren

Einschétzung des pharmakologischen Potentials notwendig.
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Repurposing N,N’-bis-(arylamidino)-1,4-piperazinedicarboxamidines: An

unexpected class of potent inhibitors of cholinesterases
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Graphical abstract:

Abstract:
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R ='Bu: K; = 1.41 uM (AChE), K; = 0.12 pM (BChE)
Galantamine HBr: K; = 0.54 pM (AChE), K; =2.07 pM (BChE)

Drug repurposing (=drug repositioning) is an effective way to cut costs for the development

of new therapeutics and to reduce the time-to-market time-span. Following this concept a

small library of compounds was screened for their ability to act as inhibitors of acetyl- and

butyrylcholinesterase. Picloxydine, an established antiseptic, was shown to be an inhibitor for

both enzymes. Systematic variation of the aryl substituents led to analogs possessing almost

the same good properties as gold standard galantamine hydrobromide.

Keywords: Picloxydine, Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, Bisbiguanides
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Graphical abstract:
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Abstract:

A small library of (E) a,B-unsaturated fatty acids was prepared, and 20 different saturated and
mono-unsaturated fatty acids differing in chain length were subjected to Ellman’s assays to
determine their ability to act as inhibitors for AChE or BChE. While the compounds were
only very weak inhibitors of BChE, seven molecules were inhibitors of AChE holding
ICs0=4.3-12.8 uM with three of them as significant inhibitors of this enzyme. The results
have shown trans 2-mono-unsaturated fatty acids are better inhibitors for AChE than their
saturated analogs. Furthermore, the screening results indicate that the chain length is crucial
for obtaining an inhibitory efficacy. The best results were obtained for (2E) eicosenoic acid
(14) showing inhibition constants Kij=1.51+0.09 uM and K;'=7.15+0.55 uM. All tested
compounds were mixed-type inhibitors with a dominating competitive part. Molecular
modelling calculations indicate a different binding mode of active/inactive compounds for the
enzymes AChE and BChE.

Keywords: Acetylcholinesterase, Alzheimer's disease, Butyrylcholinesterase, Fatty acid
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Abstract:

The skeleton of the diterpene dehydroabietylamine was modified, and a set of 12-hydroxy-
dehydroabietylamine derivatives was obtained. The compounds were screened in colorimetric
Ellman’s assays to determine their ability to act as inhibitors for the enzymes
acetylcholinesterase (AChE, from electric eel) and butyrylcholinesterase (BChE, from equine
serum). Additional investigations concerning the enzyme Kkinetics were performed and
showed 12-hydroxy-N-(4-nitro-benzoyl)dehydroabietylamine (13) and 12-hydroxy-N-
(isonicotinoyl)dehydroabietylamine (17) as selective BChE inhibitors holding good inhibition
constants K; =0.72 £ 0.06 uM and K; = 0.86 + 0.19 uM, respectively.

Keywords: cholinesterase inhibitors, 12-hydroxydehydroabietylamine derivatives
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butyrylcholinesterase
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Graphical abstract:

Abstract:

A set of overall 40 carboxamides was prepared from five different natural occurring
triterpenoids including oleanolic, ursolic, maslinic, betulinic, and platanic acid. All of
which were derived from ethylene diamine holding an additional substituent connected
to the ethylene diamine group. These derivatives were evaluated regarding their
inhibitory  activity of the enzymes acetylcholinesterase = (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) employing Ellman’s assay. We further determined the
type of inhibition and inhibition constants. Carboxamides derived from platanic acid
have been shown to be potent and selective BChE inhibitors. Especially the mixed-type
inhibitor (3B)-N-(2-pyrrolidin-1-ylethyl)-3-acetyloxy-20-0x0-30-norlupan-28-amide
(35) showed a remarkably low K; of 0.07 + 0.01 pM (Kj' = 2.38 £ 0.48 uM) for the
inhibition of BChE.
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