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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 DIE ALZHEIMERSCHE DEMENZ

Die Alzheimersche Demenz (AD) ist mit derzeit 35 Millionen Erkrankten die haufigste neuro-
degenerative Krankheit weltweit. Aufgrund der demographischen Entwicklung unserer Ge-
sellschaft, die durch eine fortschreitende Alterung der Bevolkerung gekennzeichnet ist, wird fir
die nachsten 30 Jahre ein Anstieg dieser Zahl auf 80 Millionen prognostiziert (Ballard et al.,
2011). Die Entdeckung dieser Demenzform durch Alois Alzheimer liegt mehr als 100 Jahre zuriick
(Alzheimer, 1907), dennoch sind derzeit weder eine zuverlassige Diagnose (vgl. 1.2.1) noch eine
effektive Therapie (vgl. 1.2.2) verfiigbar und ein sicherer Befund ist gegenwartig nur post
mortem moglich. Dies erhoht die Gefahr einer Fehldiagnose der AD, was letztlich zu einer sub-
optimalen Behandlung der Patienten fiihrt. Als Konsequenz entstehen enorme finanzielle Kosten
fiir das Gesundheitssystem und starke psychische Belastungen fiir Patienten und Angehoérige.

Die molekularen Ursachen der AD sind nicht vollstandig geklart, es werden aber unter-
schiedliche Faktoren diskutiert. Nur 5% aller bekannten Falle lassen sich auf erbliche
Mutationen zurickfiuhren. Diese Falle werden der familidaren AD (FAD) zugeordnet, die wiederum
in sogenannte late-onset sowie early-onset Formen klassifiziert werden, welche demzufolge
durch einen spaten bzw. frilhen Krankheitsbeginn gekennzeichnet sind. Die Mehrheit der Falle
mit bis zu 95 % lasst keine genetische Ursache erkennen und wird daher als sporadische AD
bezeichnet (Avramopoulos, 2009). Der bisher einzige belegte Risikofaktor, abgesehen von
genetischen Komponenten, ist das Alter, wobei die Zahl der Krankheitsfalle positiv mit dem
Patientenalter korreliert. Faktoren wie Herz-Kreislauf-Stérungen, Ubergewicht, erhdhte Choles-
terinwerte, Tabak- und Alkoholkonsum werden zwar mit einer erhéhten Inzidenz in Verbindung

gebracht, konnten aber bisher nicht zweifelsfrei bestatigt werden (Burns und lliffe, 2009).

1.1.1 DIeE PATHOGENESE DER ALZHEIMERSCHEN DEMENZ

Eins der Hauptmerkmale der AD ist die Akkumulation verschiedener fehlgefalteter,
gesundheitsschadlicher Proteine im Gehirn der Patienten. Die Anreicherung dieser toxischen
Aggregate flhrt zu schweren Ausfallerscheinungen, die insbesondere im kognitiven und affekti-
ven Bereich auftreten, wie etwa Lern-, Erinnerungs- und Orientierungsdefizite, Depressionen,
Angstzustande, aber auch Sprach- und Verhaltensstérungen sind symptomatisch fir eine pro-
gressive Demenz (Ritchie und Lovestone, 2002). In den letzten Jahren sind zwar groRe
Fortschritte in unserem Verstindnis der Atiologie der AD gelungen, viele Vorgénge sind jedoch
noch immer ratselhaft und ungeklart. Im Folgenden soll deshalb genauer auf die Ursachen sowie

Pathomechanismen eingegangen werden.
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1.1.1.1 Die PATHOLOGIE DER ALZHEIMERSCHEN DEMENZ

Welches Protein und welche Aggregatform genau die Hauptursache fir die Entwicklung der
AD darstellt ist nicht vollstandig geklart. Im Fokus der Forschung stehen das Tau-Protein und das
Amyloid-B (AB) Peptid, wobei Tau zu intraneuronalen, hyperphosphorylierten, helikalen
Fibrillenblindeln, genannt tangles, und AP zu extraneuronalen, fibrillaren, B-Faltblatt-reichen
Amyloidablagerungen, genannt Plaques, aggregiert. Diese Aggregate treten zusammen mit
einem Verlust des Hirnvolumens im Endstadium auf. Abbildung 1 zeigt die typischen Krank-

heitsmerkmale der AD im Gehirn eines Patienten in der fortgeschrittenen Phase der Demenz.

gesundes = Alzheimer im
fc

Abbildung 1: Schematische Darstellung der fortgeschrittenen Alzheimerschen Pathologie. Abgebildet ist das
geschrumpfte Hirnvolumen eines Alzheimerpatienten im fortgeschrittenen Demenzstadium im Vergleich zu gesun-
den Personen. Deutlich zu erkennen sind die verkleinerten Hirnwindungen sowie die vergrofRerten Hirnfurchen. Die
mikroskopisch-anatomische Zeichnung zeigt die unterschiedlichen Ablagerungen im Detail: Die hellbraunen extra-
zelluldren Plaques sowie die dunkelbraunen intrazellularen tangles in den Zellsoma (abgeédndert nach www.alz.org).

Im Allgemeinen werden drei verschiedene parenchymale Depositionstypen von AP
beschrieben (1) GroRflachige diffuse Plaques (2) Stellare Astrozyten-ahnliche Plaques und
(3) Fokale Plagues mit einer dichten und fibrillaren Ablagerung des AB-Peptids. Neben diesen
parenchymalen Ablagerungen sind auch vaskuldare Plaques in den Blutgefalen im Hirn von
Alzheimerpatienten Ublich. Diese als zerebrale amyloide Angiopathie bezeichnete Pathologie
variiert jedoch von Typ zu Typ und ist vor allem bei mutationsbedingten AD-Fallen starker
ausgepragt (Duyckaerts et al., 2009). Pathologisch werden nach Thal et al. finf Phasen der
graduellen Verbreitung der Plaques unterschieden. Zu Beginn der Demenz sind vor allem der
Neo- und Isokortex betroffen, gefolgt vom Enthorinalkortex sowie Hippocampus. Striatum und
Dienzephalon werden im dritten Stadium von Plaques besiedelt und im weiteren Verlauf
wichtige Zellkerne im Hirnstamm wie die Substantia nigra. Zuletzt werden das Kleinhirn und
weitere Zellkerne geschadigt (Thal et al., 2002). Symptome der AD treten hingegen erst zu
spateren Stadien auf, allerdings konnen sich sogenannte leichte kognitive Beeintrachtigungen
(MCI = mild cognitive impairment) schon friiher manifestieren (Burns und Iliffe, 2009). Eine MCI
flhrt aber nicht zwangslaufig zur Ausbildung der AD. Die durchschnittliche Lebenserwartung der

Alzheimerpatienten nach der Diagnose betragt etwa acht Jahre (Barclay et al., 1985).
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Im Folgenden wird ein detaillierter Uberblick iber den derzeitigen Wissensstand zu den
biochemischen Prozessen der AD gegeben. AP spielt dabei eine wichtige Rolle in der
Krankheitsentwicklung. Nachfolgend werden deshalb insbesondere das AB-Peptid und dessen
diverse Aggregat- und Isoformen genauer beschrieben und die beteiligten neurobiologischen

Vorgange erklart.

1.1.1.2 PROZESSIERUNG VON APP zu A3

Das Amyloid-Prakursor-Protein (APP) ist ein hauptsachlich neuronal exprimiertes Membran-
protein. Die genaue physiologische Funktion ist nicht bekannt, eine potentielle Rolle als
neurotropher Faktor und eine Beteiligung an der Transkription werden aber diskutiert. Die
Prozessierung von APP unterliegt zahlreichen komplexen Prozessierungsmoglichkeiten, was in
einer Vielzahl von AB-Isoformen resultiert. Je nachdem ob a-, B- oder y-Sekretasen beteiligt sind,
wird dabei zwischen einem amyloidogenen sowie nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg
unterschieden. Aus dem nicht-amyloidogenen Typ geht das I6sliche, nicht-toxische Protein p3
hervor, wahrend der amyloidogene Weg zur Bildung des aggregationsanfalligen AB-Peptids fihrt
(Evin und Weidemann, 2002). Abbildung 2 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen

beteiligten Proteine und Enzyme.

nicht-amyloidogen (: ﬂ G :) amyloidogen
sAPPa sAPPB AR
pP3
y-Sekretase a-Sekretase B-Sekretase y-Sekretase
|

Zellmembran

Zytosol
vt AICD CTFa APP CTFB AICD

C49-50 C49-50

Abbildung 2: Schematische Ubersicht der APP-Prozessierung. APP ist ein Transmembranprotein und besteht aus je
einem zytosolischen und membranintegrierten Teil. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird der Transmem-
branbereich von der a-Sekretase gespalten, so dass ein 83 Aminosaduren langes Carboxy-terminales Fragment (CTFa)
und das losliche APPa (sAPPa) freigesetzt werden. CTFa wird von der y-Sekretase weiter zur Amyloid-Intrazellular-
Domane verdaut (AICD = amyloid intracellular domain), was zur Freisetzung von |6slichem p3 fiihrt.

Bei der Spaltung von APP durch die B-Sekretase wird der amyloidogene Weg initiiert. Hierbei werden das verkirzte
sAPPB sowie das 99 Aminosauren lange CTFp freigesetzt. Die weitere Prozessierung von CTFB durch die y-Sekretase
resultiert in der Sezernierung von AB (abgedndert nach Querfurth und LaFerla, 2010).

Die monomere Form von AP ist ein 4,5 kDa groRes Peptid, dessen physiologische Funktion
ungeklart ist, verschiedene Experimente implizieren aber eine synaptische sowie neuro-
protektive Funktion des Monomers (Pearson und Peers, 2006; Giuffrida et al., 2009). Aufgrund

von multiplen Schnittstellen der y-Sekretase innerhalb von APP entstehen verschiedene ApB-
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Isoformen, deren Lange zwischen 38 und 43 Aminosduren variiert. Hauptsachlich dominieren das
40 Aminosduren lange AB1-40 sowie das AP1-42 mit zwei zusatzlichen Carboxy-terminalen
Resten (Chiang et al., 2008), aber die Mehrheit des exprimierten AR gehort zur verkirzten Form
AB1-40 (90 - 95 %). Nur ein kleiner Anteil der AB-Gesamtmenge besteht aus der AB1-42-Isoform
(5 - 10 %), welches aufgrund der zwei zusatzlichen aliphatischen Aminosauren Isoleucin und
Alanin  einen hydrophoberen Charakter hat und aggregationsanfilliger ist als
AB1-40 (Murphy und Levine, 2010). Sowohl in der familiaren als auch sporadischen AD liegen die
gleichen prozentualen Verhaltnisse zwischen den beiden Isoformen vor (Portelius et al., 2010).
Amino-terminale Verklrzungen und Modifikationen sind ebenfalls von Bedeutung und
konnen die Aggregations- und Toxizitatseigenschaften von AB verandern. Auf diese soll in einem

spateren Kapitel ndaher eingegangen werden (vgl. 1.1.1.5).

1.1.1.3 MUTATIONSBEDINGTE VERANDERUNGEN DER APP-PROZESSIERUNG

Verschiedene Mutationen kdnnen die Prozessierung von APP beeinflussen und so zu einem
veranderten Gleichgewicht zugunsten der AB1-42-Bildung fiihren. Es sind zahlreiche Mutations-
varianten im APP-Gen in der Nahe der Sekretase-Schnittstellen bekannt (van Dam und De Deyn,
2006). Ein bekanntes transgenes Mausmodel mit der Bezeichnung Tg2576 exprimiert das
humane AB-Peptid mit der schwedischen Mutation (APPswe). In diesem Fall liegen zwei
Substitutionsmutationen vor, in denen das Lysin an der Position 670 durch ein Asparagin und das
Methionin an der Position 671 durch ein Leucin ersetzt wurden. Dieses Tiermodell entwickelt
kognitive Storungen, hat eine gesteigerte AB-Expression sowie vermehrte Plaquebildung im
Kortex (Hsiao et al., 1996) und weist somit ahnliche Pathologien auf wie die humane AD.
Mutationen in den katalytisch aktiven y-Sekretase-Untereinheiten Presenilin 1 und 2 (Levy-Lahad
et al., 1995) werden zu den seltenen autosomal-dominanten early-onset FAD-Fallen gezahlt. Die
unterschiedliche Allelausbildung des Suszeptibilititsgens ApoE kann den Krankheitsbeginn
beschleunigen und folglich das Demenzrisiko beeinflussen. Diese Formen werden den late-onset
FAD-Fallen zugeordnet (Khachaturian et al., 2004).

1.1.1.4 AGGREGATION UND TOXIZITAT VON AP

Die monomere Form von AP zeichnet sich durch einen amphipathischen Charakter aus,
dessen sekundare Struktur, abhangig von der chemischen Umgebung, sowohl als a-Helix als auch
B-Faltblatt oder random coil vorliegen kann (Coles et al., 1998; Crescenzi et al., 2002; Zhang et
al., 2000). Viele Hinweise deuten darauf hin, dass zu Beginn der eigentlichen Aggregation eine
Konformationsanderung in eine B-Faltblatt-reiche Form der Monomere stattfindet, welches die
Aggregation beglnstigen kann (Lazo et al., 2005; Xu et al., 2005). Ausgehend vom |6slichen
Monomer erfolgt die Oligomerisierung zu weiteren l6slichen Multimeren und bis hin zu
unldslichen fibrillaren Aggregaten. Die Theorie zur Bildung dieser Aggregate ist vielfdltig,

kompliziert und keinesfalls unumstritten. Eine schematische Darstellung des Aggregations-
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mechanismus ist in Abbildung 3 gezeigt. Die Grafik macht deutlich, wie dynamisch, komplex und

multidirektional dieser Prozess sein kann.

Lag-Phase Keimgeférderte Aggregation
|
3 —

| l |
* ey
Losliches

AB Monomer Dir‘r{ / Nukleus
Anomale ‘l Kleine Oligomere \

, Aggregate

Fibrillen

B-Faltblatt Konformation \
Normale l I Protofibrillen

helikale Konformation \

Protofibrillblindel

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des Aggregationsmechanismus von AB. AB-Monomere kdnnen einer
Konformationsdanderung aus einem a-helikalen Zustand in eine anomale B-Faltblatt-Struktur unterliegen, die
aggregationsanfilliger ist. Uber dimere Vorstufen werden kleinere 18sliche Oligomere gebildet. Diese Oligomere
konnen als Aggregationskeime (Nukleus) dienen und eine beschleunigte Fibrillation bewirken, wodurch die Lag-
Phase in die keimgeforderte Aggregationsphase libergehen kann. Intermediate wie Protofibrillen und Protofibrill-
bindel stellen den Zwischenschritt zu den dichtgepackten Fibrillen und deren Assoziation zu fibrillaren Aggregaten
dar. Diese werden letztendlich in Plaques abgelagert. Wie die roten Pfeile verdeutlichen, ist der gesamte Prozess
sehr dynamisch und eine Riickbildung in die jeweiligen transienten Vorstufen kann jederzeit stattfinden (abgeandert
nach Finder und Glockshuber, 2007).

Lange war die allgemeine Vermutung, dass Fibrillen die eigentliche toxische Form des AB-Peptids
darstellen. Die urspringliche Amyloid-Kaskaden-Hypothese besagt, dass ein Ungleichgewicht
zwischen der AB-Produktion und dem -Abbau zu einer vermehrten Ablagerung von AP in Plaques
flihrt und diese der Hauptgrund fir die AD sind. Prozesse wie die Ausbildung neurofibrillarer
tangles, Apoptose sowie die Demenz seien direkte Folgen dieser AB-Plaques (Hardy und Higgins,
1992). Allerdings war keine Korrelation zwischen dem Grad der Demenz und der Manifestation
der fibrillaren Plagques im Gehirn zu belegen (Ingelsson et al., 2004), auch wenn die
AB-Gesamtmenge in Patienten deutlich héher ist als in Kontrollgruppen und die Bildung der
Plaques der der tangles vorangeht (Naslund et al., 2000). Im Gegensatz zu den fibrillaren Plaques
lasst sich hingegen ein schllissiger Zusammenhang zwischen der Oligomerbildung und dem
Demenzzustand erstellen, bei der die kognitiven Storungen direkt mit der Menge von |6slichen
Oligomeren im Gehirn korrelieren (Gong et al., 2003; Lacor et al., 2004; Tomic et al., 2009).
Zusatzlich konnte in Zellkulturstudien eine deutlich toxischere Wirkung der Oligomere auf
neuronale Zellen im Vergleich zu Fibrillen und Monomeren nachgewiesen werden (Cizas et al.,
2010; Deshpande et al., 2006). Dies wird unter anderem durch eine leichtere Internalisierung der

Oligomere in die Zellen (Chafekar et al., 2008) und die Initiilerung des Zelltods durch oxidativen
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Stress erklart (Mattson, 1997). Zudem deuten verschiedene Studien darauf hin, dass AR an der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, Lipidperoxidierung, Proteinoxidierung, Kalzium-
dyshomoostase, mitochondriellen Schaden und zahlreichen anderen apoptotischen Prozessen
beteiligt ist (Butterfield et al., 2001). AuBerdem wurde gezeigt, dass sowohl synthetische als
auch endogene Oligomere kognitive Storungen in Tiermodellen auslosen konnen (Cleary et al.,
2005; Lesné et al., 2006; Reed et al., 2009). Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass anstatt der
Fibrillen eher die kleinen, 16slichen Oligomere vielfaltige primare und toxische Auswirkungen auf
unterschiedliche zellulare Funktionen haben kénnen und weitere Symptome wie die Ausbildung
der tangles und der neuronale Zelltod direkte, nachgeschaltete Prozesse sind (Blennow et al.,
2006). Ein veranschaulichendes Diagramm dieser aktualisierten Theorie ist in Abbildung 4

dargestellt.

Sporadische AD

Risikofaktoren (z. B. Alter)

Familidre AD

Mutationen in AB-relevanten Genen

Zunahme der AB-Produktion Abnahme der AB-Degradation

AB-Akkumulation und -Oligomerisierung

Beeintrachtigung der synaptischen Funktion

Graduelle Ablagerung der Oligomere als diffuse Plaques

Inflammatorische Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten

Veranderung der neuronalen lonenhomoostase

Neuronale und neuritische Dysfunktion mit Transmitterdefiziten [l

Gestorte
Tau-Funktion
Demenz <«

Abbildung 4: Schematische Darstellung der aktualisierten Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Sowohl| die Entstehung
der familidren als auch sporadischen AD ist kompatibel mit dieser Theorie, aufbauend auf unterschiedlichen
Ausgangssituationen. Beide Umstadnde fiihren zu der Anreicherung von Oligomeren, die bereits im frilhen Stadium
die synaptische Funktion hemmen konnen. Nach der Ablagerung der Aggregate in extrazelluldren Plaques erfolgen
die entziindungsbedingte Aktivierung von neuronalen Gliazellen sowie die Stérung der neuronalen lonen-
homoostase. Letztendlich ist auch die Transmitterfunktion beeintrdchtigt. In bisher ungeklarter Weise wird in
nachgeschalteten Prozessen die Tau-Funktion ebenfalls eingeschrankt. All diese Faktoren flihren nach dem heutigen
Stand der Kenntnis zur Ausbildung der Demenz (abgedndert nach Blennow et al., 2006).

Die Struktur der Oligomere ist sehr vielfdltig, so dass viele unterschiedlich groe Oligomere
definiert werden. Das Spektrum reicht von Dimeren und Trimeren Uber kleinere Oligomere und
sogenannte ADDLs (AB-derived diffusible ligands = AB-abgeleitete diffusierende Liganden) bis hin
zu Protofibrillen. All diesen Konformationen ist aber gemeinsam, dass sie toxisch auf Neurone

wirken.
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Endogene Dimere und Trimere sind erst seit kurzem als toxisch potente Konformere bekannt
(Shankar et al., 2008; Reed et al., 2009). Beide Oligomerformen werden mit einer erhohten
Neurotoxizitdt in Zusammenhang gebracht (Hung et al., 2008). Endogene Trimere inhibieren
zudem die fiir die Gedachtnisfunktion wichtige Langzeitpotenzierung (Townsend et al., 2006).

GroRere l6sliche Oligomere scheinen ebenfalls eine wichtige pathogene Funktion zu haben.
So zeigten Lambert et al., dass bis zu 42 kDa groe, synthetische Multimere bereits in
physiologischen, nanomolaren Konzentrationen toxisch auf neuronale Gewebekulturen wirken
und die Langzeitpotenzierung hemmen (Lambert et al., 1998). Dies wurde durch eine weitere
Gruppe spater nochmal verifiziert (Chromy et al., 2004).

Protofibrillen, die eine Intermediatform zu den Fibrillen darstellen, wurden erstmals in vitro
nachgewiesen (Harper et al., 1999) und bewirken ebenfalls toxische Effekte in neuronalen
Zellkulturmodellen (Ward et al., 2000).

In den letzten Jahren hat das AB1-42 immer mehr an Bedeutung gewonnen und die Funktion
von AB1-40 hinsichtlich der Atiologie ist teilweise in den Hintergrund geriickt. Aktuelle Studien
heben aber wieder die Bedeutung beider Isoformen hervor, indem sie komplexe Interaktionen
zwischen den beiden Formen nachweisen. Es wurde z. B. gezeigt, dass das molare Verhaltnis
zwischen AB1-42 und AB1-40 die gegenseitige Aggregation beeinflussen kann. Eine aquimolare
Konzentration von AB1-40- und APB1-42-Monomeren inhibiert die Fibrillation von AB1-42,
wahrend eine geringere AB1-40-Konzentration die Oligomerisierung stort (Jan et al., 2008;
Murray et al., 2009). Kuperstein et al. konnten zudem zeigen, dass das Verhéltnis zwischen
diesen beiden Isoformen die synaptische Funktion beeinflussen kann (Kuperstein et al., 2010).

Diese Befunde fligen eine zusatzliche Dimension zu der Ursachenkomplexitat hinzu und
verdeutlichen, wie vielseitig die einzelnen Isoformen miteinander agieren kdénnen. All diese
Tatsachen verdeutlichen zudem, dass toxische Oligomere als duflerst potente Einheiten
vermutlich eine wichtige Rolle in der Pathogenese der AD einnehmen und deshalb einen

vielversprechenden Fokus zur Diagnose und Therapie prasentieren.

1.1.1.5 PYROGLUTAMAT-APB

Die genaue Bedeutung des AB-Peptids wurde bereits ausfiihrlich beschrieben und auf die
toxischen Effekte der verschiedenen Konformationen eingegangen (vgl. 1.1.1.4). Im Folgenden
soll das Pyroglutamat-AB (ABpE), das bestimmte Amino-terminale Modifikationen im Vergleich
zu den Volllangen-Peptiden AB1-40 und AP1-42 aufweist, detaillierter vorgestellt werden.
Obwohl diese Isoform schon seit fast zwei Jahrzenten bekannt ist, wurde erst in den letzten
Jahren ein verstarkter Schwerpunkt auf diese Spezies gelegt.

ABpE ist ein Amino-terminal verkirztes Peptid, dessen freiliegender Glutaminsdure-Rest an
der Position 3 bzw. 11 in zyklisierter Pyroglutamatform vorliegt, woher auch die Bezeichnung
ABpE3-x bzw. ABpE11-x abgeleitet wird. Diese Peptide wurden erstmals 1992 massenspektros-

kopisch im Gehirn von Alzheimerpatienten nachgewiesen (Mori et al., 1992). Die chemische
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Umwandlung der Glutaminsdure und die Peptidsequenzposition vom Pyroglutamat sind in
Abbildung 5 dargestellt.

DAEFR HDSGYEVHHQ KLVFF sanr

. '

Glutamat Pyroglutamat
HO O
- @]
- NH +  HO
H Glutaminylzyklase H
HoN ™R R

O o]

Abbildung 5: Chemische Katalyse der Pyroglutamatbildung. Die Umwandlung eines Volllangen-AB-Peptids in die
Pyroglutamatform ist ein vielstufiger Prozess. Zuerst erfolgt die Verkiirzung des Amino-terminalen Endes bis zur
Position E3 bzw. E11. Die freigelegte Glutaminsaure dissoziiert zum Glutamat und wird mittels Glutaminylzyklase
unter Abspaltung von Wasser zum Pyroglutamat zyklisiert (Abgeandert nach Gunn et al., 2010).

Bisher konnten mehrere Formen vom ABpE-Peptid im Gehirn von AD-Patienten nachgewiesen
werden (Hosoda et al., 1998; Russo et al., 1997), von denen das AB mit dem Pyroglutamat an
Position 3 (ABpE3-x) in den Plagues am haufigsten vorkommt (Saido et al., 1996). Mehrere
Studien weisen darauf hin, dass ABpE die dominante Isoform im Hirn von Alzheimerpatienten ist
(Piccini et al., 2005) und sich auch in BlutgefdaRen ansammelt (Harigaya et al., 2000). Diese
Befunde deuten auf eine wichtige Rolle des ABpE-Peptids in der AD-Pathogenese hin. Dies wird
dadurch unterstiitzt, dass das ABpE potentielle pathogeneseférdernde Eigenschaften hat, denn
sowohl die verkirzte Form AB3-40 als auch dessen Pyroglutamatform zeigen eine deutlich
gesteigerte Aggregationsanfalligkeit im Vergleich zum AB1-40/42-Peptid (Pike et al., 1995; He
und Barrow, 1999; Schilling et al., 2006). Dies ist vermutlich auf eine gesteigerte Hydrophobizitat
und damit reduzierte Loslichkeit zurtickzufiihren (Kuo et al., 1997).

Zur toxischen Wirkung der AB-Pyroglutamatform wurden unterschiedliche Ergebnisse publi-
ziert. Wahrend Russo et al. in in vitro-Applikationen auf Neurone von einer erhéhten toxischen
Wirkung von ABpE im Vergleich zu den anderen Isoformen berichten (Russo et al., 2002), kénnen
Tekirian et al. keinen Unterschied bzgl. der Neurotoxizitat feststellen (Tekirian et al., 1999).

Die in vivo-Bedeutung von ABpE wird durch weitere zahlreiche Beobachtungen gestiitzt. So
konnten Marcello et al. etwa nachweisen, dass in AD-Patienten der gegen APpE-gerichtete
IgM-Antikorpertiter deutlich reduziert ist (Marcello et al., 2009). Sehr interessant ist auch die
Tatsache, dass die Behandlung mit einem Glutaminylzyklase-Inhibitor in transgenen Mausen zu
einer deutlichen Reduktion der Plaquebildung, einer Verringerung von inflammatorischen
Prozessen sowie einer verbesserten kognitiven Leistung fiihrt (Schilling et al., 2008).

Die Summe dieser Beobachtungen macht das APpE-Peptid zu einem interessanten und
wichtigen Faktor in der Pathogenese der AD, dessen weitere Untersuchung vielversprechende

Kenntnisse zur Aufklarung, Diagnose und Therapie der Demenz in Aussicht stellt.
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1.2 DIAGNOSE UND THERAPIE

Wie bereits im Einleitungskapitel erwahnt gestaltet sich die Diagnose der AD als duRerst
schwierig, da immer noch zu wenig Uber die genauen pathologischen Ursachen und Vorgange
bekannt ist. Wahrend die Diagnose sich zurzeit auf neuropsychologische Tests und der
unterstitzenden Anwendung bildgebender Verfahren beschrankt, zielt die derzeitige Therapie
auf palliative Methoden, da die Ursachenbehandlung der AD mit heutigen Methoden nicht
moglich ist. In den folgenden Kapiteln soll daher eine kurze Ubersicht (iber aktuelle Diagnose-
und TherapiemaRBnahmen mit einem Schwerpunkt auf innovativen Moglichkeiten gegeben

werden, um die Ziele dieser Arbeit in den nétigen Kontext zu setzen.

1.2.1 DIAGNOSE

Eine zweifelsfreie Diagnose der AD ist ausschlieBlich post mortem nach der histopathologi-
schen Analyse des Hirns der Verstorbenen moglich. Deshalb wird meist anhand einer Vielzahl
von Kriterien versucht, einen relativ gesicherten Befund zu erstellen. Hierbei werden zum einen
klinische Symptome, wie der Abfall kognitiver Leistungen bei Patienten, beurteilt, um eine
Demenz nachzuweisen. Zur Abgrenzung von anderen Demenzkrankheiten, wie der MCI oder
frontotemporalen Demenz, werden zusatzlich bildgebende Verfahren wie Magnetresonanz-
tomographie (MRT) und Positronenemissionstomographie (PET) eingesetzt sowie zunehmend
Versuche zu Biomarkermessungen in Korperflissigkeiten durchgefiihrt (Mucke, 2009).

MRT-Messungen dienen zur Beurteilung des Hirnvolumens und sollen eine Abnahme der
Gehirnmasse nachweisen. Allerdings ist diese Methode erst im Spatstadium der AD einsetzbar,
wenn das Organ bereits groRflachig von der Pathologie betroffen ist und schwere
Demenzerscheinungen vorliegen (Jagust, 2006).

PET-Messungen dienen zur Evaluation der allgemeinen Gehirnaktivitdit in Form vom
Glukosemetabolismus. Eine neuere Alternative ist der Einsatz des AB-bindenden Radioliganden
Pittsbourgh Compound B (PIB) (Klunk et al., 2004). AD-Patienten zeigten eine erhohte PIB-
Bindung im Hirn im Vergleich zu Kontrollfallen (Klunk et al., 2005). Allerdings sind PET-
Untersuchungen mit PIB noch in der Versuchsphase und werden noch nicht weitldufig
eingeflhrt, da diese Methode nicht immer eine zweifelsfreie Diagnose ermoglicht.

Zusatzliche neue experimentelle Diagnoseverfahren ermdglichen die Erfassung von
Biomarker-Leveln in verschiedenen Korperflissigkeiten wie etwa Zerebrospinalfliissigkeit (CSF =
Cerebrospinal fluid) oder Blutplasma. Als AD-relevante Biomarker im CSF sind das APP (Lannfelt
et al., 1995), die B-Sekretase (Holsinger et al., 2006) oder AB1-42 selbst (Strozyk et al., 2003)
bekannt. Allerdings sind die Korrelationen zwischen dem Biomarker-Level und dem Demenzgrad
nicht immer eindeutig, so dass eine alleinige Diagnose mittels bisheriger Biomarker nicht méglich

ist.
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1.2.2 THERAPIE

Die allgemein zugelassenen Therapien der AD beschrdanken sich zurzeit auf die
symptomatische Behandlung der Demenzerscheinungen. Hierbei kommen zumeist die drei
Cholinesteraseinhibitoren Donezepil, Rivastigmin sowie Galantamin zum Einsatz, die den
fortschreitenden Verlust der Neurone durch die Reduktion des Azetylcholin-Transmitterabbaus
kompensieren sollen. Zusatzlich werden die psychiatrischen Beschwerden mit einer Kombination
aus Antidepressiva und Antikonvulsiva behandelt (Ballard et al., 2011). Da jedoch keine
Ursachenbekampfung durchgefiihrt wird, handelt es sich ausschlieRlich um palliative Therapie-
moglichkeiten, der Krankheitsfortschritt wird nicht aufgehalten. Einige Therapieentwicklungen
nehmen die eigentlichen atiologischen Komponenten, etwa das AB-Peptid, in den Fokus. Dabei
wird die moglichst frihzeitige Modulation des Krankheitsverlaufs mit AP-Aggregations-
inhibitoren und Enzyminhibitoren der AB-Produktion zum Ziel gesetzt. Immuntherapeutische
Ansatze sind ebenfalls eine Moglichkeit, die Pathologie zu beeinflussen (van Marum, 2008). In
den folgenden Abschnitten sollen insbesondere peptidartige Aggregationsinhibitoren sowie

immuntherapeutische Ansatze im Detail vorgestellt werden.

1.2.2.1 THERAPIE MIT PEPTIDEN
Die Therapie mit Peptidinhibitoren kann einige aussichtsreiche Erfolge vorweisen (Kokkoni et al.,
2006; Taddei et al., 2008; Frydman-Marom et al., 2009). Die Pramisse fir den Einsatz von
Peptidinhibitoren ist die Bildung eines Bindungskomplexes des Peptids mit AR und die anschlie-
Rende Modulation der Aggregation. Verschiedene Wirkmechanismen sind dabei denkbar.
Ladiwala et al. definieren drei unterschiedliche Kategorien, nach denen etwa aromatische Mole-
kiile die Oligomerbildung remodulieren kénnen: (1) Uberfiihrung von Oligomeren vom reguliren
Fibrillationsweg weg in amorphe, nicht-toxische Aggregate (2) Uberfiihrung von toxischen
Oligomeren in reguldre Fibrillen (3) Disassemblierung von I6slichen Oligomeren und Fibrillen zu
niedermolekularen, nicht-toxischen Einheiten (Ladiwala et al., 2011). Ahnliche Mechanismen
kénnen auch bei der Aggregationsmodulierung durch Peptide stattfinden. Die Moglichkeiten sind
also vielseitig, so dass viele verschiedene Peptidsubstanzen entwickelt wurden und werden.
Grundvoraussetzung aller pharmakologischer Substanzen sind verschiedene Charakteristika:
Proteolyse-Resistenz und eine ausreichend lange Halbwertszeit fiir eine funktionelle in vivo-
Aktivitat, eine geringe Immunogenitat zur Vermeidung inflammatorischer Reaktionen, Blut-Hirn-
Schranken-Permeabilitdt und natirlich keine in vivo-Toxizitat. Diese Eigenschaften miussen
selbstverstandlich auch auf potentiell therapeutische Peptide zutreffen (Amijee und Scopes,
2009). Bei der Konzeption dieser Peptide kommt sowohl die rationale Wirkstoffplanung anhand
bestimmter erwiinschter Eigenschaften (Ghanta et al., 1996) als auch die Selektion unter
vorgegebenen Konditionen, etwa im Phagendisplay, zur Anwendung. Die Peptidselektion beruht

auf einer Anreicherungsprozedur aus meist kombinatorischen Peptidbibliotheken, aus denen
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durch einen definierten Selektionsdruck Varianten unabhangig von Struktur und Chemie selek-
tiert werden, die aufgrund der Kombination individueller Eigenschaften an das Zielpeptid binden
kdnnen (Brakmann et al., 1995). Einige Kandidaten aus beiden Ansatzen haben ihre in vivo-
Eignung bereits unter Beweis gestellt und werden im Folgenden naher dargestellt.

Eines der ersten rational geplanten inhibitorischen Peptide mit therapeutischen
Eigenschaften ist das sogenannte iAB5-Peptid von Soto et al., welches von der zentralen
hydrophoben Peptidregion LVFFA in AB abgeleitet wurde. Dieses kurze Hexamer |6st
vorgeformte Fibrillen auf, hemmt die AB-induzierte Neurotoxizitat in vitro und verringert die
Plaquebildung in Ratten in vivo (Soto et al., 1998). Folgestudien bestatigen den therapeutischen
Effekt in transgenen Mausen und weisen nach, dass das Peptid Blut-Hirn-Schranken permeabel
ist (Permanne et al., 2002).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden noch weitere Peptide, basierend auf der zentralen
AB-Region, konzipiert (Pallitto et al., 1999; Akikusa et al., 2003; Gibson und Murphy, 2005;
Rangachari et al., 2009), allerdings konnte fiir diese bisher keine in vivo-Wirkung gezeigt werden.

Die Selektion aus kombinatorischen Peptidbibliotheken unter definierten Bedingungen
brachte ebenfalls vielversprechende Peptide hervor. Die orale Applikation des sogenannten
D-4F-Peptids reduziert z. B. die Plaquebildung und verbessert die kognitiven Funktionen in
transgenen Tieren (Handattu et al., 2009).

Ein Peptid mit ebenfalls interessanten Eigenschaften ist D3, welches aus einer
Phagendisplayselektion abgeleitet wurde. Dieses Dodekamer besteht aus Aminosauren in nicht-
physiologischer D-Enantiomerkonformation und zeigt aggregationshemmende sowie anti-
toxische Eigenschaften in vitro (Wiesehan et al., 2008). Sowohl die intrazerebrale Injektion als
auch die orale Verabreichung von D3 in transgenen Tg2576 Mausen reduziert die Plaquebildung
und die inflammatorischen Reaktionen und verbessert die kognitiven Fahigkeiten der Mause
signifikant (van Groen et al., 2008; Funke et al., 2010), wodurch die in vivo-Effizienz bestatigt
wird. Dieses D-enantiomere Peptid erfillt wichtige Kriterien fiir effektive therapeutische
Wirkstoffe, denn Peptide mit D-enantiomeren Aminosduren sind Proteolyse-resistenter als
diejenigen mit L-enantiomeren Aminosauren und im Allgemeinen weniger immunogen (Van
Regenmortel und Muller, 1998; Poduslo et al., 1999).

Neben D3 sind noch weitere aus Phagendisplays gewonnene Peptide bekannt, die ebenfalls
vielversprechende Resultate erzielten (Orner et al., 2006; Kawasaki et al., 2010; Larbanoix et al.,

2011). Diese haben allerdings bisher noch keine in vivo-Tauglichkeit bewiesen.

1.2.2.2 IMMUNTHERAPIE

Der immuntherapeutische Ansatz zur Behandlung von AD basiert auf der Starkung des
natlirlichen Immunsystems gegen toxische AB-Formen. Humane Plasmaprdparationen weisen
bereits AB-Antikorperaktivitat vor (Szabo et al., 2008; O’Nuallain et al., 2010), wobei eine
Affinitat fur diverse AB-Konformationen moglich ist (Szabo et al., 2010).
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In Bezug auf den anti-AB-Antikorpergehalt in der AD sind widerspriichliche Ergebnisse
bekannt. Wahrend in einigen Fallen keine abweichenden anti-AB-Antikorpertiter in AD-Patienten
und Kontrollen festgestellt wurden (Hyman et al., 2001; Baril et al., 2004; Xu et al., 2008;
Britschgi et al., 2009), zeigen andere, dass der Titer in Demenzfallen hoher liegt (Nath et al.,
2003; Gruden et al., 2004; Mruthinti et al., 2004; Gustaw et al., 2008). Es wird aber auch zugleich
von signifikant reduzierten Antikérpermengen in AD-Patienten berichtet (Jiangping et al., 2006;
Brettschneider et al., 2005; Song et al., 2007; Sohn et al., 2009).

Die Erhéhung der anti-AB-Antikorperaktivitat — Giber korpereigene Antikdrper hinaus — kann
zur Verbesserung bzw. Vermeidung der AD-Pathologie fiihren. Dabei gibt es die Option,
entweder AB bzw. dessen Derivat als Antigen einzusetzen, oder passiv mit AB-spezifischen
Antikdrpern zu immunisieren. Bei der aktiven Immunisierung wird die humorale Immunantwort
zur Produktion Antigen-spezifischer Antikorper ausgelost. Dagegen wird bei der passiven
Immunisierung die Aktivierung der Immunantwort durch den direkten Transfer von
vorselektierten Antikérpern umgangen. Abbildung 6 veranschaulicht die immunologischen

Vorgange bei der aktiven und passiven Immuntherapie.
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Abbildung 6: Schematischer Vergleich der aktiven und passiven Immuntherapie. Bei der aktiven Immunisierung
werden das komplette AB-Peptid bzw. -Fragmente unter Zuhilfenahme eines Adjuvans verabreicht und eine humo-
rale Immunantwort ausgel6st. Dabei internalisieren antigenprasentierende Zellen die AB-Antigene und Gbermitteln
dessen T-Zellepitop an T-Zellen, die dadurch aktiviert werden und pro- bzw. anti-inflammatorische Zytokine
aktivieren. Derweil aktiviert das B-Zellepitop die B-Zellen und diese bilden mit Unterstutzung der aktivierten T-Zellen
AB-spezifische Antikorper. Bei der passiven Immunisierung werden vorselektierte AB-spezifische Antikérper verab-
reicht, die die AB-Antigene direkt binden und deren Abbau auslésen (abgedndert nach Lemere und Masliah, 2010).
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Die potentiellen Wirkmechanismen der induzierten Immunantwort sind nicht vollstandig geklart,
es werden aber verschiedene Theorien angenommen: (1) Antikdrper treten in das zentrale
Nervensystem ein und binden Fibrillen, wodurch eine Fc-vermittelte Phagozytose durch
aktivierte Mikroglia stattfindet (2) Der Abbau von AR im Plasma verursacht ein gestortes
Gleichgewicht zu zerebralem AB, weshalb ein Efflux des neuronalen Peptids in die Peripherie
stattfindet (3) Antikorper binden an AB und verhindern so die weitere Aggregation bzw. |6sen
vorgeformte Aggregate auf (Gelinas et al., 2004). Bei der tatsachlichen Immunreaktion ist es
durchaus moglich, dass nicht nur ein Mechanismus eingreift, sondern vielmehr eine Kombination
aus verschiedenen Prozessen stattfindet.

Die erste Studie zur aktiven Immuntherapie fihrten Schenk et al. 1999 mit der Immunisierung
von transgenen Mausen mit synthetischen AB-Aggregaten durch. Diese Behandlung verhinderte
die Plaquebildung, bewirkte den Abbau vorhandender Deposite und verbesserte die kognitiven
Fahigkeiten in transgenen Mausen (Schenk et al., 1999; Janus et al., 2000; Morgan et al., 2000).
Aufbauend auf diesen erfolgreichen Versuchen wurde die erste Studie in AD-Patienten gestartet,
die Behandlung wurde aber vorzeitig abgebrochen, nachdem etwa 6% der Patienten
Meningoenzephalitis und Leukoenzephalopathie entwickelten (Orgogozo et al., 2003; Gilman et
al., 2005). Nach der Auswertung der vorhandenen Daten wurde aber im Hirn der spater
verstorbenen Patienten eine reduzierte Plaquebildung festgestellt (Nicoll et al., 2003; Ferrer et
al., 2004; Masliah et al., 2005).

Basierend auf den Resultaten aus diesen Versuchen werden AB-Impfstoffe fir die aktive
Immuntherapie so konzipiert, dass B-Zellen aktiviert werden, die Beteiligung der gegen AP
gerichteten T-Zellen moglichst reduziert (Morgan, 2010) und sowohl praventiv als auch
rickwirkend die Pathologie und Kognition verbessert werden (Tabira, 2010).

Die Vorteile der passiven Immunisierung gegenlber der aktiven Immuntherapie liegen zum
einen darin, dass die Applikation von starken Adjuvantien entfallt und das Risiko unerwiinschter
Immunreaktionen sinkt, zum anderen passive Therapien im Gegensatz zu den aktiven jederzeit
gestoppt werden kdnnen falls starke Nebenwirkungen auftreten. Das wichtigste Argument einer
passiven Immuntherapie ist jedoch, dass Antikorper, die spezifisch flir bestimmte AB-Konfor-
mere sind, verabreicht werden kénnen, um so z. B. gezielt den Abbau von Oligomeren zu
fordern. Monomere werden nicht gebunden, so dass die physiologische Funktion der Monomere
unverandert bleibt. Ein Nachteil dieser Vorgehensweise ist allerdings, dass eine ununterbro-
chene Immunisierung der Patienten erfolgen muss, die im Vergleich zur einmaligen Immuni-
sierung in der aktiven Immuntherapie sehr kostenintensiv ist. Auerdem besteht die Gefahr,
dass neutralisierende Antikorper gebildet werden kdnnen (Lemere und Masliah, 2010).

Nichtsdestotrotz wurden zahlreiche anti-AB-Antikdrper entwickelt, die interessante in vivo-
Eigenschaften haben. So hat ein protofibrillenspezifischer Antikorper die Amyloidogenese in
Ratten verhindert (Lord et al., 2009) und ein oligomerspezifischer Antikdrper in transgenen

Mausen signifikante Verbesserungen im Lern- und Erinnerungsvermogen bewirkt (Lee et al.,
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2006). Klinische Studien in AD-Patienten konnten jedoch bisher keine lberzeugende therapeu-
tische Wirkung verzeichnen. Stattdessen traten unerwiinschte Nebeneffekte auf, bei denen es
sich hauptsachlich um AB-Ablagerungen in zerebralen BlutgefdaRen handelte (Boche et al., 2008).

Eine innovative Methode zur aktiven Immunisierung erméglicht die von der AFFIRIS AG
entwickelte Affitom-Technologie. Mittels dieser Technik wird eine Bibliothek aus sogenannten
Affitopen mittels Selektionsantikorper gescreent. Affitope sind hexamere Peptide, die die
AB-Struktur funktionell imitieren. Die Bindungseigenschaften bestimmter Antikdrper werden an
die selektierten Affitope weitergegeben. Diese Affitope werden anschlieBend zur aktiven
Immunisierung eingesetzt, so dass die aktivierten endogenen Antikdrper dieselben
Eigenschaften tragen wie die zum Screening eingesetzten synthetischen Antikorper
(Schneeberger et al., 2009). Diese Antikdrper erkennen ausschlielRlich ein AB-Epitop, das nach
der Abspaltung von AB von APP entsteht. Die Vorteile dieser Affitom-Technologie sind wie folgt:
(1) Es sind korperfremde Peptide, so dass leichter eine Immunantwort ausgelost werden kann
(2) Die kurze Lange von sechs Aminosaduren schliefSt die Aktivierung AB-spezifischer T-Zellen aus
(3) Es erfolgt keine Kreuzreaktion mit APP und anderen humanen Proteinen. Es sind zurzeit
mehrere Affitop-Kandidaten in der Entwicklung, die sich in Wirksamkeitsstudien beweisen

missen (Schneeberger et al., 2010).

1.2.3 PHAGENDISPLAYSELEKTION VON PEPTIDEN FUR THERAPIE UND DIAGNOSE

Das Phagendisplay ist ein innovatives Verfahren zur Identifikation von Interaktionen zwischen
unterschiedlichen Biomolekiilen und vielfaltigen Ligandentypen. Das Prinzip des Phagendisplays
beruht auf der Expression von Peptid- bzw. Proteinliganden auf der Oberflache von Phagen, wo-
bei die Aminosduresequenzen in das Phagengenom inseriert und als Fusionskonstrukt zusam-
men mit dem Hiullprotein auf der Phagenoberfliche exprimiert werden (Smith und Petrenko,
1997).

Es existieren unterschiedliche Varianten des Phagendisplays, in denen verschiedene
Parameter variiert werden konnen: Die Wahl des Phagenvektors, des Zielmolekiltyps, des
prasentierten Molekiltyps, des Fusionskonstrukts und der Insertsequenzlange. Bei den meisten
Methoden erfolgt die grundlegende Selektion nach Affinitat der prasentierten Liganden fir die
Zielmolekile unter einem genau definierten Selektionsdruck.

Der am haufigsten im Phagendisplay zum Einsatz kommende Phage ist der Bakteriophage
M13. Dieser Phage zdhlt zu den filamentésen Bakteriophagen und zeichnet sich durch eine
langliche, diinne Form sowie zirkuldre einzelstrangige DNA aus. Filamentose Phagen werden
zusatzlich noch in sogenannte Ff-Phagen unterteilt, die nur Bakterien mit einem F*-Plasmid
infizieren konnen. Eine Besonderheit der filamentdsen Phagen ist, dass sie zwar die replizierten

Viruspartikel freisetzen, aber nicht lytisch sind und die Wirtszelle intakt lassen. Daher hat dieser
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Phage zwar einen hohen Titer, die Kolonien der Phagen sind aber aufgrund der unversehrten
E. coli-Zellen trib statt klar wie bei lytischen Phagen (Hofschneider, 1963).

Eine verbreitete Anwendung im Phagendisplay ist die Selektion von Antikérpern, bei der ver-
schiedene Fragmente, etwa Antigen-bindende Arme oder deren variablen Fragmente, auf
Phagen oder E. coli- sowie Hefezellen prasentiert werden kénnen (Azzazy und Highsmith, 2002).

Ein weiterer Einsatz ergibt sich aus der Selektion von Peptiden gegen diverse Zielproteine.
Hierbei konnen Liganden gegen Rezeptoren, virale Proteine, Bindedomanen, Hitzeschock-
proteine etc. identifiziert werden. Diese Liganden sind vielseitig einsetzbar, um etwa die Sequenz
bioinformatisch zu verarbeiten und durch Genomsequenzvergleich physiologische
Interaktionspartner zu identifizieren. Zudem koénnen die selektierten Peptide als in vivo- oder
in vitro-Interaktionspartner eingesetzt werden (Kay et al., 2001).

Die allgemeine Durchfihrung einer Phagendisplayselektion ist in Abbildung 7 zusammen-
gefasst. Zur Immobilisierung der Zielproteine auf festen Oberflachen stehen verschiedene
Moglichkeiten zur Verfligung, wobei sowohl hydrophobe Wechselwirkungen als auch kovalente
Bindungen zum Einsatz kommen. Als weiterer Immobilisierungsmechanismus wird auch die hohe
Streptavidin-Biotin-Affinitat genutzt. Hierbei werden die biotinylierten Zielmolekile auf einer

Streptavidin-beschichteten Oberflache gebunden (Menendez und Scott, 2005).

ﬂ Jl Phagenbibliothek auf Zielprotein

!

Kompetitiver Waschschritt mit Biotin

W Stringentes Waschen

glalalalold Elution mittels pH-Verschiebung

R
AN
Amplifikation in ER2738
“

!

Nach vier Selektionsrunden:

Isolierung und Sequenzierung einzelner Phagen

Abbildung 7: Schematische Ubersicht der Phagendisplayselektion. Das biotinylierte Zielprotein wird auf einer
Streptavidin-beschichteten Platte immobilisiert und die Phagenbibliothek appliziert. Nach ausreichender Inkuba-
tionszeit wird Biotin zugegeben, um Streptavidin-bindende Phagen kompetitiv zu verdrangen. Anschliefend werden
ungebundene Phagen abgenommen und die gebundenen Phagen stringent gewaschen, um unspezifische Binder zu
entfernen. Die Elution der spezifisch-bindenden Phagen erfolgt mittels pH-Verschiebung in den aziden Bereich, um
die Bindung der Phagen an das Zielprotein zu unterbrechen. Die freigewordenen Phagen werden abgenommen und
durch Zugabe eines alkalischen Puffers neutralisiert. Nach der Amplifikation der Phagen in ER2738 E. coli-Zellen
werden diese Phagen erneut auf das Zielprotein gegeben und selektiert. Nach vier Selektionsrunden werden
einzelne Phagen isoliert und die Einzelstrang-DNA sequenziert (abgedndertes Schema aus der Phagendisplay-
Anleitung von New England Biolabs, 2009).
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Im optimalen Fall werden insgesamt vier Selektionsrunden durchgefiihrt, damit die Diversitat
der angereicherten Phagen durch Peptidsequenzaffinitat zum Zielprotein gewahrleistet wird und
nicht etwa, weil Replikations-, Infektions- oder Elutionsvorteile bestimmter Phagen wahrend der
Amplifikation vorliegen (Kay et al., 2001). Die Phagendisplayselektion zur Identifikation von
AB-Liganden ist eine effiziente Methode zur Selektion von affinen Bindern. Insbesondere die
Selektion von Antikérpern als Einzelketten-Fragmente ist duRerst erfolgreich und kann bereits
einige vielversprechende Ergebnisse vorweisen (Habicht et al., 2007; Lafaye et al., 2008; Wang et
al., 2009). Die therapeutische und diagnostische Wirksamkeit lasst sich durch die Reduktion von
Amyloidablagerungen (Medecigo et al., 2010) sowie die spezifische Bindung an Plaques im Hirn

transgener Mause (Larbanoix et al., 2011) bestatigen.

1.2.3.1 SPIEGELBILD-PHAGENDISPLAY ZUR SELEKTION VON D-PEPTIDEN

Eine elegante Methode zur Optimierung der therapeutischen Eigenschaften von Peptiden
bietet das sogenannte Spiegelbild-Phagendisplay. Hierbei wird die Chiralitdt von Aminosauren zu
Nutze gemacht, um letztendlich Peptide mit b-enantiomeren Aminosauren aus der Selektion von
spiegelbildlichen L-Peptiden abzuleiten. Die pharmakologischen Vorteile dieser sogenannten
D-Peptide wurden bereits beschrieben (vgl. 1.2.2.1). Ein Schema fiir diese besondere Form des

Phagendisplays ist in Abbildung 8 beschrieben.

L-Zielprotein p-Zielprotein ﬂ ﬂ

D-Peptid L-Peptid p-Zielprotein

Phagen-prasentierte
G L-Peptide
Spiegel

Abbildung 8: Prinzip eines Spiegelbild-Phagendisplays. Die Strategie dieser modifizierten Form des Phagendisplays
beruht auf der Chiralitdt von Aminosduren. Statt des L-Zielproteins mit natiirlich vorkommenden L-enantiomeren
Aminosduren wird dessen Spiegelbild als D-Zielprotein mit D-enantiomeren Aminosduren eingesetzt. Phagen-
prasentierte Peptide mit L-enantiomeren Aminosauren (L-Peptid), die an das D-Zielprotein binden, kénnen somit als
spiegelbildliche D-enantiomere Aminosaureketten (D-Peptid) auch an das natirlich vorkommende L-Zielprotein
binden (abgeédndert nach Funke und Willbold, 2009).

L-Zielprotein
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Das Spiegelbild-Phagendisplay ist eine verhdltnismaBig neue Methode, die wenigen
Publikationen dazu sind aber duBerst erfolgversprechend. So wurde etwa das Peptid D1
selektiert, das interessante diagnostische Eigenschaften vorweist. Dieses D-Peptid farbt
ausschlieRlich AB-Amyloidplaques in Hirnschnitten von Alzheimerpatienten an, wahrend
Amyloidosen aus anderen Krankheiten nicht erkannt werden (Wiesehan et al., 2003). Diese
Spezifitat ist ausgesprochen wichtig, um bei der bildgebenden Diagnose der AD die Abgrenzung

von anderen Demenzkrankheiten zu gewahrleisten.

17



Zielsetzung

2 ZIELSETZUNG

Die Alzheimersche Demenz ist eine neurodegenerative Krankheit, die auf einer Fehlfaltung
und Anreicherung von gesundheitsschadlichen Proteinen im Gehirn beruht. Als das atiologisch
relevante Protein gilt das AB-Peptid, dessen Aggregation zu |6slichen Oligomeren als treibender
Faktor gesehen wird. AB-Oligomere |6sen zahlreiche zelltoxische Prozesse aus, die letztendlich
den Verlust von Neuronen bewirken und eine Verschlechterung der kognitiven und affektiven
Fahigkeiten zur Konsequenz haben. Dabei ist die Interaktion von verschiedenen AB-Spezies
miteinander moglich, die von 40 bzw. 42 Aminosauren langen Peptidketten bis hin zu
Pyroglutamatisoformen reichen. Bisher ist weder eine friihzeitige, sichere Diagnose noch eine
kausale Therapiemoglichkeit verfligbar, so dass die Versorgung der Patienten immer noch sehr
schwierig und ungeniigend ist. Innovative Diagnose- und Therapiemethoden sind daher von
groBer Bedeutung und stellen den Hauptschwerpunkt der gegenwartigen Alzheimerforschung
dar. Folgende Ziele wurden fir diese Dissertation gesetzt:

e Zur Grundlagenforschung wurde in Kooperation mit der Probiodrug AG (Halle) die in vitro-
Aggregation von unterschiedlichen AB-lsoformen mittels dynamischer Lichtstreuung
charakterisiert und verglichen, um zur Aufklarung der Pathogenese beizutragen.

e Es wurde ein Prdparationsprotokoll fiir Monomere, Oligomere und Fibrillen etabliert.
AnschlieBend wurden, in Kooperation mit Carsten Korth (Institut fiir Neuropathologie,
Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf), die freien, AB-bindenden Antikérper in Seren von
Demenz- und Kontrollpatienten bzgl. der Bindung an unterschiedliche Konformere quanti-
tativ bestimmt. Unterschiede zwischen den Gruppen kdnnen mogliche Erklarungsansatze fir
die unterschiedliche Suszeptibilitat der Patienten fir die toxischen Formen von AR liefern.

e Analog erfolgte die Quantifizierung von freien, AB-bindenden Antikdrpern in Seren
transgener Mausen nach einer aktiven immuntherapeutischen Behandlung mit Affitopen in
Kooperation mit der AFFIRIS AG (Wien, Osterreich). Es sollte gezeigt werden, ob die
Antikorperaktivitat gezielt gegen bestimmte toxische AB-Formen moduliert werden konnte.
Dies wirde eine gerichtete und prazise Behandlung der AD mit definierten therapeutischen
Zielkonformeren ermoglichen.

e Es wurden therapeutische und diagnostische Ansdtze konzipiert und evaluiert. Hierflr
wurden mittels Spiegelbild-Phagendisplay bD-Peptide selektiert, die entweder als
diagnostische Sonden oder therapeutische Substanzen einsetzbar sind. Im Fokus waren unter
anderem toxische Oligomere, um eine optimale Detektion und Modifikation der AD im
Anfangsstadium zu ermoglichen. Es wurde dabei gegen die Isoformen AB1-42 und ABpE3-x
selektiert, um mehrere kausale Aspekte der AD-Pathogenese zu beriicksichtigen. Die
selektierten p-Peptide wurden bzgl. ihrer plaguebindenden sowie aggregationshemmenden
Eigenschaften analysiert, um den diagnostischen sowie therapeutischen Nutzen dieser

Peptide zu evaluieren.
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3 MATERIAL UND MEETHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 PEPTIDE UND PEPTIDVERBINDUNGEN

Folgende synthetische AB-Peptide wurden in dieser Dissertation verwendet. Die Lyophyllisate

wiesen eine Reinheit von mindestens 95 % auf und wurden bei -20 °C gelagert.

Tabelle 1: Auflistung der synthetischen AB-Peptide. Angegeben sind Isoformbezeichnung, Aminosduresequenz mit
Amino- und Carboxy-terminalen Modifikationen, Enantiomerform, Anwendung und Herstellerfirma. Es gilt die Ein-
Buchstaben-Kodierung der Aminosduren. Abk.: Bio = Biotin; p = pyro; PEG = Polyethylenglykol.

Isoform Aminosauresequenz Enantiomer Anwendung Hersteller
AB1-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-OH Bachem (Bubendorf, Schweiz)
Bio-AB1-42  Bio-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-OH L ELISA AnaSpec
AB1-42-Bio DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-K-Bio (Fremont, USA)
AB1-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-OH Phagen- JPT
Bio-AB1-42  Bio-A-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-OH ° display (Berlin)
AB1-40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-OH

AB1-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-OH Dynamische

ABE3-40 EFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-OH . Lichtstreuung

ABpE3-40 pEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-OH Probiodrug AG
ABpE3-40 pEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-OH (Halle)
ABpE3-38-Bio  pEFRHDSGYEVHHQOKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGG-PEG-Bio D Phagen-

ABpE3-38 pEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGG-OH display

Folgende D-Peptide wurden in dieser Dissertation mittels Phagendisplay selektiert und von
der Firma JTP (Berlin) synthetisiert. Die Lyophyllisate wiesen eine Reinheit von mindestens 95 %
auf und wurden bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2: Auflistung der synthetischen D-Peptide. Angegeben sind Peptidbezeichnung, Aminosduresequenz, Car-

boxy-terminale Konjugate und Molekulargewicht. Alle Aminosauren bis auf Glycin und FAM-gekoppeltes Lysin lagen
als b-Enantiomer vor. Es gilt die Ein-Buchstaben-Kodierung der Aminosauren. Abk.: FAM = 5(6)-Carboxyfluoreszein.

Bezeichnung Aminosauresequenz Konjugat Molekulargewicht (Da)
D4 H-KMEHPNHPPPQR-NH, - 1467
D4-F H-KMEHPNHPPPQR-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 1954
D5 H-NGAPNKIPRDRE-NH, - 1365
D5-F H-NGAPNKIPRDRE-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 1852
D6 H-AGERLKFIDEHV-NH, - 1412
D6-F H-AGERLKFIDEHV-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 1900
D7 H-HTRFEYYVYHMS-NH, - 1632
D7-F H-HTRFEYYVYHMS-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 2199
DO1 H-SQPLWPP-NH, - 823
DO1-F H-SQPLWPP-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 1310
D02 Acetyl-QPHSRLP-NH, - 875
DO2-F H-QPHSRLP-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 1362
DO3 H-SGWHYNWQYWWK-NH, - 1740
DO3-F H-SGWHYNWQYW W K-K-(FAM)-NH, 5(6)-Carboxyfluoreszein 1095
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3.1.2 PUFFER, MEDIEN UND KITS

In den Tabellen 3 und 4 sind die verwendeten Puffer und Medien aufgelistet. Zum Ansetzen
wurde ausschliefllich hochreines, zweifach-deionisiertes Wasser verwendet. Die Sterilisation
erfolgte durch Autoklavieren fiir 20 Minuten bei 1,2 bar und 121 °C.

Tabelle 3: Auflistung der Puffer. Angegeben sind Bezeichnung, Zusammensetzung mit Angaben zur Molaritat und
zum pH sowie Anwendung. . Abk.: IPTG = Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid; X-Gal = 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid.

Bezeichnung Zusammensetzung Anwendung
PBS 140 mM NacCl; 2,7 mM KCl; pH 7,4

PBS-T PBS; 0,1 % (v/v) Tween-20 Dilution
TBS 25 mM Tris/HCI; 0,9 % NaCl; pH 7,4 und Waschen
TBS-T TBS; 0,1 % (v/v) Tween-20

Immobilisierungspuffer 100 mM NaHCO3; pH 9,3

Blockpuffer PBS; 1 % (w/v) BSA
ELISA

Dilutionspuffer PBS-T; 0,1 % (w/v) BSA
Substratpuffer 50 mM Phosphatzitrat; 10 % (v/v) Tetramethylbenzidin in DMSO
Blockpuffer TBS-T; 3 % (w/v) BSA Western- und Dot-Blot
Elutionspuffer 50 mM NaP;; 150 mM NacCl; 0,6 % (v/v) Tween-20; pH 7,4 Gelfiltration
Phosphatpuffer 50 mM NaP; 100 mM NacCl; pH 7,5
Natriumhydroxid 100 mM Pynamlsche

Lichtstreuung
Salzsdure 100 mM
Tris-HCI 1 M Tris-HCl; pH 9,1
Glycin-HCI 200 mM Glycin-HCI; pH 2,2
PEG/NacCl 20 % (w/v) Polyethylenglykol-8000; 2,5 M NaCl Phagendisplay
IPTG/X-Gal Dimethylformamid; 5 % (w/v) IPTG; 4 % (w/v) X-Gal

Natriumacetatpuffer 3 M Natriumazetat:Tris-EDTA 10:1

Tabelle 4: Auflistung der Medien. Angegeben sind Bezeichnung und Zusammensetzung. Abk.: IPTG = Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid; Tet = Tetrazyklin; X-Gal = 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid.

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Tet-Flussigmedium 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefe; 0,5 % (w/v) NaCl; vor Gebrauch 0,1 % (v/v) Tetrazyklin

LB-Tet-IPTG/X-Gal- 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefe; 0,5 % (w/v) NaCl; 1,5 % (w/v) Agar; 0,1 % (v/v)
Festmedium Tetrazyklin; 0,1 % (v/v) IPTG/X-Gal
TOP-Agar 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefe; 0,5 % (w/v) NaCl; 0,7 % (w/v) Agarose

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders beschrieben, von den Firmen AppliChem (Darm-
stadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA) bezogen.
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Die in Tabelle 5 aufgezahlten Kits wurden fir verschiedene Anwendungen eingesetzt.

Tabelle 5: Auflistung der Kits. Angegeben sind Bezeichnung, Komponenten, Anwendung und Hersteller.

Bezeichnung Komponenten Anwendung Hersteller
Lésung MA
MicroBCA-Kit Losung MB Protelnko.nzentratlons—
) bestimmung Thermo Scientific
Losung MC (Waltham, USA)
SupersSignal Luminol/Verstarkerldsung Substratdetektion im
West Dura Peroxidaselosung Western- und Dot-Blot
Natriumchlorid; 80 %
Amyloid Stain, Sigma-Aldrich

Congo Red Kit

Natriumhydroxid; 1 %

Kongorotlésung; 0,2 %

Histologische Farbungen

(St. Louis, USA)

Phagedisplay

Peptidbibliotheken 12- und 7-mer

Biotin, 10 mM

Phagendisplay

New England Biolabs
(Ipswich, USA)

LMW Gel Filtration
Calibration Kit

Conalbumin (75 kDa)

Carboanhydrase (29 kDa)

Ribonuklease (14 kDa)
Aprotinin (6,5 kDa)

Kalibration der
Gelfiltrationssdule

GE Healthcare
(Little Chalfont, UK)

3.1.3 ANTIKORPER UND SEREN

Im Rahmen dieser Dissertation wurden unterschiedliche Antikorper eingesetzt.

Auflistung aller verwendeten Antikorper findet sich in folgender Tabelle.

Eine

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Antikdrper. Angegeben sind Bezeichnung, Antigen, Spezifitdt, Konjugat und

Hersteller.
Bezeichnung Antigen Spezifitat Konjugat Hersteller
6E10 Covance (Princeton, USA)

Humanes AB Maus-anti-AB
NAB 228 — Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
All Oligomer Hase-anti-Oligomer Millipore (Billerica, USA)
goat-a-mouse Ziege-anti-Maus Southern Biotech

lgG1 o

mouse-a-human Maus-anti-Human (Birmingham, USA)
Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) IgG (H+L) Ziege-anti-Maus HRP Thermo Scientific (Waltham, USA)
HRP/Anti-M13 M13 Maus-anti-gp8 GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
Sheep Anti FITC:HRP FITC Schaaf-anti-FITC AbD Serotec (Disseldorf)
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Zusatzlich wurden Seren sowohl murinen als auch humanen Ursprungs verwendet.

An transgenen Tg2576-Mausen wurde eine aktive immuntherapeutische Behandlung mit den
beiden Affitopen ADO3 und ADO2 durchgefiihrt. Im Alter von 6 Monaten wurden die Tiere
sechsmal im Abstand von einem Monat immunisiert. Anschlieend erfolgte die Blutentnahme im
Alter von 12 bis 14 Monaten. Die verschiedenen untersuchten Gruppen sind in Tabelle 7

zusammengefasst.

Tabelle 7: Ubersicht der murinen Seren. Angegeben sind die Serennummer und die jeweilige Behandlungsgruppe
mit dem entsprechenden Affitop.

Serennummer

Affitop-Gruppe

Serennummer

Affitop-Gruppe

Serennummer

Affitop-Gruppe

MV04_08 5/3767

MV04_08 5/3828

MV04_08 5/3829

MV04_08 5/3830

MV04_08 5/3859

Keine
Immunisierung

MV02_09 2/5991

MV02_09 2/5953

MV02_09 2/5952

MV02_09 2/5950

MV02_09 2/5949

ADO3

MV02_09 4/6079

MV02_09 4/6066

MV02_09 4/6063

MV02_09 4/5987

MV02_09 4/6010

ADO2

Zur Beurteilung der Antikdrperaktivitat in Seren wurden humane Seren aus unterschiedlichen

Patientengruppen untersucht. Diese sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Ubersicht der humanen Seren. Angegeben sind Serennummer und Befundgruppe. Abk.: AD =
Alzheimersche Demenz; MCI-CO = MCI an der Basislinie, kognitiv unauffillig bei Folgeuntersuchung, regressive MCl;
MCI-MCI = stabile MCI; MCI-AD = progressive MCI.

Serennummer Befund
AA-1006, AA-1007, AA-1010, v-1004, v-890, v-96 Kontrolle
EX-1018, EX-1030, EX-1079, EX-1086 MCI-CO
EX-1032, EX-1038, EX-1039, v-1008, v-279, v-279 MCI-MCI
EX-1005, EX-1019, EX-1078, F-809, F-823, v-1017, v-369 MCI-AD
ARI-151, F-286, F-447, F-799, F-924, F-940 AD
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3.2 METHODEN

3.2.1 DYNAMISCHE LICHTSTREUUNG
AB1-40, AB1-42, AB3-40 und APBpE3-40 wurden in 99 % 1,1,1,3,3,3,-Hexafluoro-2-propanol

(HFIP; Fluka, Neu-Ulm) zu einer Konzentration von 1 mM aufgenommen und lber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Die AB-L6sungen wurden zu je 100 ul aliquotiert und bei -20 °C
gelagert. Flr die Praparation von AP ohne Aggregationskeime wurde das HFIP in den Aliquots
Uber Nacht abgedampft. Der Peptidfilm wurde fir 10 Minuten in 100 mM Natriumhydroxid
(NaOH) angelost und mit dem Phosphatpuffer zu einer AB-Endkonzentration von 5 uM aufge-
flllt. Durch die Zugabe von 100 mM Salzsdure (HCl) und der daraus resultierenden pH-Verschie-
bung wurde die Aggregation gestartet. Samtliche Puffer und Losungen wurden zuvor gefiltert.
Die Messungen erfolgten am DynaPro Dynamischen Lichtstreuungssystem (Protein Solutions,
Lakewood, USA) in einer Quartzkiivette mit 3 mm Lichtweg (Hellma, Mihlheim). Messwerte
wurden bei Raumtemperatur und einem festen Winkel von 90° aufgenommen. Die
Datenakquisition erfolgte alle 3 Sekunden Uber einen Zeitraum von 10 Minuten mit einem
655,6 nm Laser. Die Analyse und Durchschnittsberechnung erfolgte mit der Software Dynamic V6
(Protein Solutions, Lakewood, USA). Nach der Berechnung der Autokorrelationsfunktion und der

Regularisationsanpassung wurde das GroBenverteilungsprofil ermittelt.

3.2.2 PRAPARATION UND CHARAKTERISIERUNG VON AB-IMIONOMEREN,
-OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

3.2.2.1 GELFILTRATIONSCHROMATOGRAPHIE VON A3-IMIONOMEREN UND -OLIGOMEREN

Zur Praparation von AB-Oligomeren und -Monomeren wurde eine Gelfiltrationschromato-
graphie durchgefiihrt. Hierfliir wurde das Protokoll von Johansson et al. (2006) in abgeanderter
Form verwendet. AB wurde zuvor in HFIP zu einer Konzentration von 2 mg/ml aufgenommen
und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die entsprechende Menge wurde dann
aliquotiert und das HFIP in der Vakuumzentrifuge abgedampft (1 Stunde, Raumtemperatur).
Restliche Losungsmittelreste wurden durch offene Inkubation Uber Nacht entfernt. Dieser
Peptidfilm wurde im Elutionspuffer zu einer Konzentration von etwa 400 bis 450 uM
aufgenommen und auf eine Superdex 75 10/300 Saule (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)
appliziert. Die unterschiedlichen Fraktionen wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von
0,6 ml/min zu je 200 ul aliquotiert. Die Absorption wurde bei 214 nm detektiert. Die Oligomere
eluierten bei 8 ml und Monomere bei etwa 14,5 ml.

Die Kalibration der Saule erfolgte nach Angaben des Herstellers (LMW Gel Filtration
Calibration Kit; GE Healthcare, Little Chalfont, UK).
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3.2.2.2 PRAPARATION VON FIBRILLEN

Zusatzlich zu den Oligomeren und Monomeren wurden Fibrillen prapariert. Hierfir wurde der
Peptidfilm zu ca. 600 pg/ml in 1xPBS aufgenommen und fiir 24 Stunden bei 37 °C sowie 350 rpm
inkubiert. Anschlieend wurde diese Fibrillenpraparation zentrifugiert (20 Minuten, 13000 rpm,
Raumtemperatur) und das Pellet vorsichtig im Gelfiltrations-Elutionspuffer resuspendiert, um

eine homogene Mischung der Fibrillen zu erhalten.

3.2.2.3 PROTEINKONZENTRATIONSBESTIMMUNG IN AB-IMIONOMEREN, -OLIGOMEREN UND
-FIBRILLEN

Zur Bestimmung der Peptidkonzentration in den Monomer- und Oligomer-Fraktionen sowie in
der Fibrillenprobe wurde eine Bicinchoninsaure-Proteinkonzentrationsbestimmung mit den
verschiedenen Praparationen durchgefiihrt. Die generelle Durchfiihrung erfolgte nach Angaben
des Herstellers (MicroBCA Assay; Thermo Scientific, Waltham, USA). Zuerst wurde ein Aliquot
der verschiedenen Peptidlésungen im Verhaltnis 1:1 mit Harnstoff (Endkonzentration 3 M)
versetzt, griindlich gevortext und anschliefend fiir 30 Minuten bei 60 °C inkubiert, um die
Aggregate in ihre monomere Form zurilickzufiihren. Zur Erstellung der Eichgerade wurde als
Standardprotein Rinderserumalbumin Fraktion V (Bovine serum albumin, BSA; Roche, Basel,
Schweiz) in den Konzentrationen 0, 10, 20 und 40 pg/ml verwendet und die Absorption in
Abhangigkeit der Konzentration aufgetragen. Anhand dessen wurde die Konzentration der

Monomere, Oligomere und Fibrillen bestimmt.

3.2.2.4 THIOFLAVIN T-TeST MIT AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

Zur Bestimmung des relativen Fibrillengehalts wurde Thioflavin T (ThT; Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) als B-Faltblatt-bindender Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Durch die Anlagerung von
ThT an fibrillare B-Faltblatt-reiche Strukturen ldsst sich die Fluoreszenzemission mit dem
relativen Fibrillengehalt in der Probe korrelieren. Zur Bestimmung des Fibrillengehalts in den
Monomer-, Oligomer- und Fibrillenproben wurden je 4 uM der jeweiligen Losungen mit
10 uM ThT versetzt und mit dem Elutionspuffer auf 50 ul aufgefillt. Fir die Pufferkontrollen
wurden je eine 10 uM ThT- sowie 1xPBS-Losung ohne AB1-42 angesetzt. Die Proben wurden zu
jeweils 50 pl in eine 384-Well Polypropylenplatte (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)
pipettiert. Die Messung der Fluoreszenzintensitdt (Aex = 490 nm; Aer = 440 nm) erfolgte bei
Raumtemperatur. Bei der Auswertung wurde ein Mittelwert aus der vierfachen Bestimmung

gebildet und davon anschlieBend die Fluoreszenz der ThT-Kontrolle abgezogen.
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3.2.2.5 Dot-BLoT MmIT AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

Fiir die Dot-Blot Analysen wurden je 13 ng der Monomer-, Oligomer- und Fibrillenproben auf
eine Nitrozellulosemembran (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) pipettiert und fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur immobilisiert. Nach dem Blockieren mit 10 mg/ml BSA und anschlie-
Rendem 15-minitigem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem nicht-konformerspezifischen
anti-AB-Antikérper NAB 228 (1:1000). Danach wurde dreimal fiir 5 Minuten gewaschen und mit
dem Ziege-anti-Maus HRP-Konjugat (1:10000; Thermo Scientific, Waltham, USA) inkubiert. Alle
Inkubationsschritte erfolgten fir 1 Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln. Als
Wasch- und Inkubationspuffer wurde TBS-T eingesetzt. Die Substratdetektion erfolgte mit dem

Kit SuperSignal West Dura nach Angaben des Herstellers (Thermo Scientific, Waltham, USA).

3.2.3 WESTERN-BLOT MIT AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

Die Monomer-, Oligomer- und Fibrillenproben wurden mittels semi-nativer Proteingel-
elektrophorese nach Angaben des Herstellers aufgetrennt (Invitrogen, Carlsbad, USA). Hierfir
wurden vorgefertigte 4-12%-ige Bis-Tris-Gradientengele verwendet. Die Proben wurden im
Lithiumdodecylsulfat 1x-Ladepuffer nach Angaben des Herstellers ins Sammelgel aufgetragen.
Nach 45 Minuten bei 200 V mit 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure als 1x-Laufpuffer wurde der
Elektrophoreselauf beendet und der Proteintransfer auf eine PVDF-Membran (Roth, Karlsruhe)
in einer Semi-Dry Blotkammer (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Der Transfer erfolgte fiir 40 Minuten bei 80 mA. Die Membran wurde in 3 % BSA
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und die anschlieRende Proteindetektion erfolgte
mit dem nicht-konformerspezifischen anti-AB-Antikdrper NAB 228 (1:1000, 4 °C, iber Nacht).
Nach einem zweimal 5- und einmal 15-miniitigem Waschschritt wurde anschlieRend das Ziege-
anti-Maus-HRP-Konjugat (1:10000, Raumtemperatur, 1 Stunde; Thermo Scientific, Waltham,
USA) zugegeben. Als Wasch- und Inkubationspuffer wurde TBS-T eingesetzt. Die
Substratdetektion erfolgte mit dem Kit SuperSignal West Dura nach Angaben des Herstellers
(Thermo Scientific, Waltham, USA).

3.2.3.1 ELISA zuR DETEKTION VON AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

Die Monomer-, Oligomer- und Fibrillenproben wurden im ELISA eingesetzt und detektiert.
Hierfir wurden Amino-terminal biotinylierte AB-Peptide zu je 0,5 und 5 pug/ml in Streptavidin-
beschichteten 96-Well Polystyrolplatten (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) bei
Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln fir 1 Stunde immobilisiert. Die Blockierung erfolgte
mit dem ELISA-Blockpuffer. Danach wurde der nicht-konformerspezifische anti-AB-Antikorper
6E10 eingesetzt (1:1000). AnschlieRend wurde das Ziege-anti-Maus-HRP-Konjugat (1:10000;
Thermo Scientific, Waltham, USA) zugegeben. Alle Inkubationsschritte erfolgten fiir 1 Stunde bei
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Raumtemperatur unter leichtem Schitteln und dreifachen Waschschritten mit PBS-T zwischen
den einzelnen Inkubationen. AbschlieRend wurde die Substratdetektion durchgefiihrt, bei der
Tetramethylbenzidin-Lésung zu den Wells gegeben und der Substratumsatz anhand des
Farbwechsels beobachtet wurde. Bei ausreichender Farbentwicklung nach etwa 5 bis 10
Minuten wurde die Reaktion durch die Zugabe einer 2 M Schwefelsdaureldsung gestoppt und die

Absorption bei 450 nm gemessen.

3.2.4 PHAGENDISPLAY

3.2.4.1 PRAPARATION VON VERSCHIEDENEN KONFORMEREN VON PYROGLUTAMAT-A

Samtliche Pyroglutamat-AB-Peptide wurden in HFIP zu einer Konzentration von 1 mM
aufgenommen und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend entsprechend
des jeweiligen Praparationsprotokolls aliquotiert. Das HFIP wurde (iber Nacht abgedampft und
alle Aliquots bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert. Die Immobilisierung der
verschiedenen Praparationen erfolgte auf Streptavidin-beschichteten 96-Well Polystyrolplatten
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln.

Fir die Prdparation von hochmolekularen Aggregaten von Pyroglutamat-AB wurden
ABpE3-38-Bio sowie APpE3-40 zu jeweils 10 sowie 100 uM in HFIP verdlinnt. AnschlieRend
wurden beide Peptide in einem Verhaltnis von 1:20 zusammen zu 15 pgaliquotiert. Zur
Praparation von hochmolekularen Aggregaten wurde der Peptidfilm in 5 pl Dimethylsulfoxid
angeldst und in 95 pl 1xPBS aufgenommen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation bei 37 °C und
500 rpm fiir 3 Tage, gefolgt von einer 1-stiindigen Immobilisierung.

Fiir die Praparation von niedermolekularen Aggregaten wurden ebenfalls ABpE3-38-Bio und
ABpE3-40 eingesetzt. Zunachst wurde 871 ng ABpE3-38-Bio als Peptidfilm in NaOH angel6st und
in Natriumphosphat (NaP;) aufgenommen und zu 87 ng pro Well aliquotiert. Nach einer
20-minltigen Immobilisierung wurde die Losung abgenommen und verworfen. AnschlieSend
wurde 871 ng ABpE3-40 ebenfalls in NaOH angeldst und in 250 pul NaP; aufgenommen, zu dem
pra-immobilisierten Well gegeben und fir weitere 2 Stunden immobilisiert.

Fiir die Praparation von Peptiden ohne Aggregationskeime wurde die 1 mM Stammldsung von
ABpE3-38-Bio in HFIP zu 1 uM weiterverdinnt und zu je 871 ng aliquotiert. Nach dem
Abdampfen vom HFIP Uber Nacht wurde der Peptidfilm in 53 ul NaOH angeldst, 947 ul NaP;
zugegeben und jeweils 100 ul mit 87 ng AB in die Wells pipettiert. Es folgte eine Immobilisierung
far 30 Minuten.

Eine Ubersicht (iber die verschiedenen Prdparationen und deren Zusammensetzung ist in

Abbildung 9 zusammengestellt.
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Hochmolekulare ABpE-Aggregate  Niedermolekulare APpE-Aggregate APBpE ohne Aggregationskeime

ABPE3-40 ABpE3-40 ABPE3-40
ABpE3-40 ABpE3-40 ABpE3-40
ABpE3-32 ABpE3-38 ABpE3-38 ABpE3-38 ABpE3-38
ABpE3-40l". ABpE3-40 \ | [ [
Bio Bio Bio Bio Bio
Streptavidin Streptavidin Streptavidin Streptavidin Streptavidin

|
Abbildung 9: Schematische Darstellung der immobilisierten ABpE-Peptidpraparationen. Zusammengefasst sind die

unterschiedlichen ABpE-Peptid-Bestandteile der Praparationen fiir die hoch- und niedermolekularen Aggregate
sowie Aggregationskeim-freien ABpE-Praparationen fiir das Phagendisplay. Die Immobilisierung erfolgte in
Streptavidin-beschichteten 96-Well Polystyrolplatten (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich).

3.2.4.2 PRAPARATION VON AB1-42-OLIGOMEREN

Zur Praparation von AB-Oligomeren wurde eine Gelfiltrationschromatographie durchgefiihrt
(vgl. 3.2.2.1). Hierfur wurde AB1-42 mit einem 1/10 Anteil des biotinylierten AB1-42-Peptids
verwendet. Fir die Phagendisplayselektion wurde daraufhin eine Oligomerkonzentration von
10 pg/ml in 100 mM NaHCOs; (100 mM, pH 9,3) erstellt und in einem Volumen von 100 pul pro
Well mit 1 pg immobilisiert. Nach einer 1-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur unter
leichtem Schitteln wurde die Losung verworfen und das Well nach einem einmaligen
Waschschritt mit dem Immobilisierungspuffer im selbigen Puffer Gber Nacht bei 4 °C bis zum

weiteren Einsatz gelagert.

3.2.4.3 DURCHFUHRUNG DER SELEKTIONSRUNDEN

Fir jedes immobilisierte Zielpeptid wurden je vier Selektionsrunden durchgefiihrt. Die
Selektionen erfolgten modifiziert nach Anleitung des Herstellers (Phage Display Libraries
Instruction Manual, New England Biolabs, Ipswich, USA). Nach einem 1-stlindigen Blockschritt
der Wells mit 10 mg/ml BSA in TBS-T erfolgte das sechsmalige Waschen der Platten mit TBS-T.
AnschlieBend wurden pro Well 2x10M Phagen in 100 pl TBS eingesetzt und 20 Minuten lang
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die direkte Zugabe von Biotin in die Wells (Endkonzentration
100 mM in TBS) fiir weitere 5 Minuten zur kompetitiven Verdrangung von Phagen mit
Streptavidin-bindenden Peptidsequenzen. Diese Inkubationslésung wurde abgenommen und die
Wells zehnmal mit TBS-T gewaschen. Die Elution mittels pH-Verschiebung erfolgte durch Zugabe
von 100 ul Glycin-HCI (pH 2,2). Die Neutralisation der eluierten Phagenlosung erfolgte mit 25 pl
Tris-HCI (pH 9,1). Die anschlieRende Bestimmung des Output-Titers wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt (Phage Display Libraries Instruction Manual; New England Biolabs,
Ipswich, USA). Ein Teil der Phagenlosung wurde hierzu entsprechend in 100 ul LB-Losung
verdinnt und mit 100 pl einer ER2738 E. coli-Kultur (o0.D. 0,6) sowie 800 ul TOP-Agar auf einer
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LB-Tet-IPTG/X-Gal-Platte ausplattiert. Es wurden jeweils Verdinnungen von 107 bis 107
ausplattiert. Die Inkubation der Kolonien erfolgte tiber Nacht bei 37 °C.

Die Amplifikation der Phagen erfolgte nach modifizierten Angaben des Herstellers. Einer
20 ml ER2738 E. coli-Kultur (0.D. 0,1) wurden die restlichen eluierten Phagen zugegeben. Die
Amplifikation erfolgte fir 4,5 Stunden bei 37 °C und 160 rpm. Zusatzlich wurden einmalig
1x10* Phagen aus der Phagenbibliothek parallel dazu amplifiziert, um spater die Affinitat der
nicht-selektierten Phagen fiir das Zielpeptid beurteilen zu kénnen. Anschliefend wurde die
Bakterienkultur zentrifugiert (20 Minuten, 5000 rpm, 4 °C) und 1 ml des Uberstands fiir spatere
Anreicherungs-ELISA bei 4 °C verwahrt. Der Rest wurde durch Zugabe von 7 ml der PEG/NaCl-
Losung Uber Nacht bei 4°C gefdllt. Am folgenden Tag wurde die Losung zentrifugiert
(60 Minuten, 5000 rpm, 4 °C). Das Pellet wurde in 1 ml TBS gel6st und nochmals zentrifugiert
(5 Minuten, 10000 rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen und mit 200 pul der PEG/NaCl-
Losung versetzt. Nach einer 1-stlindigen Inkubation auf Eis folgte der letzte Zentrifugations-
schritt (20 Minuten, 13000 rpm, 4 °C). Zur Resuspension des Pellets wurde 100 ul TBS
verwendet. Die Input-Titer Bestimmung erfolgte ebenfalls nach Angaben des Herstellers analog
zum Output-Titer mit den Verdiinnungen 10°® bis 10™°. Die Zahl der plaque forming units wurde

ermittelt und in den sukzessiven Selektionsrunden wie zu Beginn ca. 2x10"* Phagen eingesetzt.

3.2.4.4 ANREICHERUNGS-ELISA

Der Anreicherungs-ELSIA dient zur Untersuchung der Affinitdt der gesamten Phagen-
population fir das Zielpeptid tGber den kompletten Selektionsverlauf. Die Praparation der
Zielpeptide erfolgte exakt wie diejenige der eigentlichen Selektionen. Parallel dazu wurden nicht-
immobilisierte, leere Streptavidin-beschichtete Wells eingesetzt, die zur Beurteilung der
unspezifischen Bindung der Phagen an die Polystyroloberflache sowie das Streptavidin dienen.
Nach der Immobilisierung wurden alle Wells mit 10 mg/ml BSA in TBS-T geblockt. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe der jeweiligen Phagenlosungen aus den verschiedenen Runden 1:1 versetzt
mit dem Blockpuffer. Der anschlieRende HRP-konjugierte Antikorper ist spezifisch fir das
Oberflachenprotein gp8 vom M13-Phagen (1:5000, TBS-T). Alle Inkubationsschritte erfolgten fir
1 Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln mit flinffachen Waschschritten zwischen
den jeweiligen Inkubationsschritten. Als Waschpuffer diente TBS-T. Die Substratdetektion
erfolgte wie in Kapitel 3.2.3.1 beschrieben.

3.2.4.5 EINZELPHAGENAMPLIFIKATION

Die Amplifikation der Phagen diente fur weitere Einzelphagen-ELISA Versuche sowie zur
Praparation der Phagen-DNA. Sie erfolgte modifiziert nach Angaben des Herstellers (Phage
Display Libraries Instruction Manual; New England Biolabs, Ipswich, USA). Einzelne
Phagenkolonien von den jeweiligen Output-Titerplatten der vierten Runde wurden in 5 ml einer
ER2738 E. coli-Kultur (0.D.0,1) angeimpft und amplifiziert (4,5 Stunden, 160 rpm, 37 °C).
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AnschlieBend wurde die gesamte Bakterienkultur zentrifugiert (20 Minuten, 5000 rpm, 4 °C). Der
Uberstand mit den amplifizierten Phagen wurde daraufhin fiir verschiedene weitere
Anwendungen aufgeteilt: Je 0,5 ml wurden 1:1 mit 80 % Glyzerin versetzt und fiir den weiteren
Gebrauch bei -80 °C gelagert; je 2 ml wurden fir die DNA-Praparation und Einzelphagen-ELISA

aliquotiert.

3.2.5 EINZELPHAGEN-ELISA

Der Einzelphagen-ELISA diente zur Analyse der Spezifitdt und Affinitdt von einzelnen Klonen
fir das Zielpeptid. Er erfolgte analog zum Anreicherungs-ELISA mit dem einzigen Unterschied,
dass statt der Phagenamplifikation aus den jeweiligen Runden die Amplifikate der

Einzelphagenklone eingesetzt wurden.

3.2.5.1 EINZELPHAGEN-DNA PRAPARATION

Die Praparation der Phagen-DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll vom Hersteller
mit Anpassungen aus einer Diplomarbeit (Phage Display Libraries Instruction Manual; New
England Biolabs, Ipswich, USA; Identifizierung und Charakterisierung artifizieller SH3-Liganden,
Gliick, 2006). Dem Uberstand eines zweifach zentrifugierten Phagenklonamplifikats wurde 400 pl
der PEG/NaCl-Lésung zugefugt und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (10 Minuten, 13000 rpm, 4 °C) wurde das Pellet in Natriumazetatpuffer
resuspendiert und 500 ul 99%-iges Ethanol zugegeben. Das Gemisch wurde fir weitere
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut zentrifugiert (13000 rpm, 10 Minuten,
4 °C). Das Pellet wurde mit 250 pl 70%-igem Ethanol gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das restliche Ethanol in der Vakuumzentrifuge abgedampft (ca.
15 Minuten, 30 °C). Das DNA-Pellet wurde in 100 pl Wasser aufgenommen und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Die Sequenzierung der DNA erfolgte durch die Firma GATC
(Konstanz), die eingesandte DNA wurde hierfiir nach den entsprechenden Vorgaben prapariert
und eingeschickt. Zur Sequenzierung wurde der Primer -96 gplll mit der Primersequenz 5-CCC
TCA TAG TTA GCG TAA CG verwendet. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem
Programm MAP2 (A Multiple Alignment Program for synthetic genomic sequences, lowa State
University, USA).
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3.2.6 CHARAKTERISIERUNG DER SELEKTIERTEN D-PEPTIDE

3.2.6.1 GEGEN PYROGLUTAMAT-A SELEKTIERTE D-PEPTIDE

3.2.6.1.1 APB-BINDEEPITOP-ANALYSE VON D4, D5, D6 UND D7 MITTELS PEPSPOT MEMBRAN

Zur Bestimmung des Bindeepitops der einzelnen b-Peptide wurde eine PepSpot-Membran aus
Zellulose (JPT, Berlin) eingesetzt, auf der unterschiedlich lange AB-Fragmente via Carboxy-
Terminus immobilisiert vorlagen (vgl. Anhang, Abbildung 47). Hierfiir wurde die Membran erst
far 5 Minuten in 100 % Methanol aktiviert und anschlieBend fiir weitere 10 Minuten in Wasser
aquilibriert. Nach einem zusatzlichen 10-minitigen Aquilibrierungsschritt in TBS erfolgte die
Inkubation in Blockpuffer (TBS, 10 % (v/v) Western Blocking Reagent; Roche, Basel, Schweiz). Die
weitere Inkubation mit dem jeweiligen Fluoreszein-pD-Peptid erfolgte bei einer Konzentration von
35uM in TBS-T. Nach einem zweimaligen 5-minlitigem Waschschritt wurde zur D-Peptid-
Detektion ein anti-FITC HRP-Konjugat eingesetzt (TBS-T, 1:5000). Alle Inkubationsschritte
erfolgten fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln. Als Waschpuffer wurde
TBS-T eingesetzt. Die Substratdetektion erfolgte mit dem Kit SuperSignal West Dura nach
Angaben des Herstellers (Thermo Scientific, Waltham, USA).

3.2.6.1.2 HISTOLOGISCHE FARBUNGEN IM HIRN TRANSGENER MAUSE mIT D4, D5, D6 unD D7

Fiir die Farbung von frontalen Hirnschnitten wurden Praparate transgener Tg2576-Mdause im
Alter von 10 bis 11 Monaten verwendet, die aufgrund des humanen APP-Gens mit der
schwedischen Mutation eine erhohte AP1-42 Expression vorweisen. Die Hirnschnittpraparate
wurden von Dirk Bier (Institut flir Nuklearchemie, Forschungszentrum Jilich, Jilich) bereit
gestellt. Kryofixierte Schnitte der transgenen Mause und Geschwistertiere mit einem
Wildtyphintergrund wurden zuerst fir 10 Minuten in 1xPBS gewaschen und anschlieBend fir
1 Stunde in der jeweiligen Inkubationslésung (Fluoreszein-markiertes p-Peptid in Ethanol/Wasser
1/1; 1:30 in 1xPBS) inkubiert. Nach einem nochmaligen Waschschritt in 1xPBS fiur 3 und
7 Minuten wurden die Schnitte kurz in Wasser gespult, um anschlieBend die Aufnahmen der
Fluoreszeinfluoreszenz (Aex = 480 nm; Aerm = 535 nm) durchzufiihren. AnschlieBend erfolgte die
Kongorotfarbung der Schnitte nach Anleitung des Herstellers (Congo Red Kit; Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) und die Aufnahme der Kongorotfluoreszenz (Aex = 553 nm; Aey, = 610 nm).
AbschlieBend wurden die Praparate mit Fluoreszenz-Eindeckmedium (Dako, Hamburg)

eingedeckt und dunkel aufbewahrt.
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3.2.6.2 GEGEN AB1-42-OLIGOMERE SELEKTIERTE D-PEPTIDE

3.2.6.2.1 PRAPARATION VON AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN FUR ELISA

Zur detaillierten Bestimmung der Affinitat der selektierten p-Peptide wurden ELISA-Versuche
durchgefiihrt, bei denen die Bindungsaffinititen der Fluoreszein-markierten D-Peptide fiir
AB-Monomere,- Oligomere und -Fibrillen mittels eines HRP-konjugierten anti-FITC-Antikorpers
ermittelt wurden.

Fir die Herstellung der Oligomere und Monomere wurde eine Gelfiltrationschromatographie
durchgefihrt und Fibrillen separat prapariert (vgl. 3.2.2.1 und 3.2.2.2). Fir die Gelfiltrations-
chromatographie wurde komplett Amino-terminal biotinyliertes AB1-42 verwendet, um eine
Bindung der gesamten Monomere an das Streptavidin zu gewahrleisten. Fir die
Fibrillenpraparation wurde AB1-42 mit einem 1/10 Anteil desselben am Amino-Terminus
biotinylierten Peptids eingesetzt. Zusatzlich zu diesen Prdparationen von Amino-terminal
biotinylierten AB1-42-Monomeren wurde Carboxy-terminal biotinyliertes AP1-42 prapariert.
Dieses diente dazu die Bindung der Peptide an Monomere selbst dann detektieren zu kénnen
falls die D-Peptide aufgrund des Amino-terminalen Biotins nicht am Amino-Terminus von AR
binden kénnen. Das Carboxy-terminal biotinylierte Peptid wurde nicht mittels Gelfiltration
prapariert, sondern als HFIP-vorbehandelter Peptidfilm in NaHCO3; (100 mM, pH 9,3) zu einer
Konzentration von 45 pg/ml aufgenommen. Diese Monomerpradparation wird fortan stets als
seedless-Monomer bezeichnet.

Samtliche Peptidprdparationen wurden zu 5 pg/ml weiterverdiinnt und zligig in die Wells zur
direkten Immobilisierung gegeben. Der alkalische pH des Puffers diente dazu, die Aggregation

des Peptids in groRere Multimere zu verhindern.

3.2.6.2.2 ELISA-DETEKTION VON AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN MIT DO1, DO2 unp DO3

Samtliche Wells wurden nach der Immobilisierung fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit
Blockpuffer inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der Fluoreszein-markierten p-Peptide zu
jeweils 10 und 20 pg/ml. Als qualitative Kontrolle der Immobilisierung wurde der nicht-
konformerspezifische anti-ApB-Antikorper 6E10 eingesetzt (1:1000). AnschlieBend wurde der
HRP-konjugierte anti-FITC-Antikorper (1:5000) in den pD-Peptid-inkubierten Wells und das Ziege-
anti-Maus HRP-Konjugat (1:1000; Southern Biotech, Birmingham, USA) in 6E10-inkubierten Wells
eingesetzt. Samtliche Inkubationsschritte erfolgten fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur unter
leichtem Schitteln und dreifachen Waschschritten mit TBS-T zwischen den Antikorper-

inkubationen. AbschlieRend fand die Substratdetektion wie zuvor beschrieben statt (vgl. 3.2.4.4).
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3.2.6.2.3 THIOFLAVIN T-TeST MIT AB1-42 IN GEGENWART vON DO1, DO2 unp DO3

AB1-42 wurde zu 2 mg/ml in HFIP aufgenommen und Uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Diese Stocklésung wurde aliquotiert und das HFIP in der Vakuumzentrifuge
abgedampft (1 Stunde, Raumtemperatur). Fiir die Kontrollen wurde der AB-Peptidfilm in jeweils
10 uM ThT in 1xPBS zu einer Endkonzentration von 10 uM aufgenommen. Fir die Koinkubation
mit den D-Peptiden wurde das jeweilige Peptid in einer Endkonzentration von je 1, 5 und 10 uM
in 1xPBS zugegeben, wobei das Peptid DO3 in Wasser vorgelost wurde. Fir die D-Peptid
Kontrollen wurden die Peptide in gleicher Weise ohne AP verdiinnt. Fiir die Pufferkontrollen
wurden eine 10 uM ThT- sowie 1xPBS-Losung ohne AP und D-Peptid angesetzt. Die Loésungen
wurden zu je 50 ul in eine 384-Well Polypropylenplatte (Greiner Bio-One, Kremsmiunster,
Osterreich) pipettiert. Die Messung der Fluoreszenz (Aex = 490 nm; Aem = 440 nm) erfolgte fiir
16 Stunden in einem Messintervall von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Bei der Auswertung
wurde ein Mittelwert aus der vierfachen Bestimmung gebildet und davon anschlielend die

Fluoreszenz der ThT-Kontrolle abgezogen.

3.2.6.2.4 MESSUNG DER DYNAMISCHEN LICHTSTREUUNG VON APB1-42 IN GEGENWART VON DO3

AB1-42 wurde in HFIP zu einer Konzentration von 2 mg/ml aufgenommen und liber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Die AB-L6sung wurde aliquotiert und das HFIP in der Vakuum-
zentrifuge entfernt (1 Stunde, Raumtemperatur). Das restliche HFIP wurde Uber Nacht bei
offener Inkubation abgedampft. Der Peptidfilm wurde fiir 10 Minuten in 100 mM NaOH angelost
und mit dem Phosphatpuffer zu einer AB-Endkonzentration von 5 uM aufgefiillt. Bei der
Koinkubation von AB und p-Peptid wurde das p-Peptid in den Konzentrationen von 0,5, 2,5 und
5 uM zugegeben. Das D-Peptid wurde hierfiir in Wasser vorgeldst. Durch die Zugabe von 100 mM
HCl und der daraus resultierenden pH-Verschiebung wurde die Aggregation gestartet. Als
Kontrollen wurden separate Messungen von 5 uM A und dem D-Peptid bei einer Konzentration
von 0,5, 2,5 und 5 uM durchgefiihrt. Sdmtliche Puffer und Losungen wurden zuvor gefiltert.

Die Messungen erfolgten am DynaPro Dynamischen Lichtstreuungssystem (Protein Solutions,
Lakewood, USA) in einer Quartzkiivette mit 3 mm Lichtweg (Hellma, Mihlheim). Messwerte
wurden bei Raumtemperatur und einem festen Winkel von 90° aufgenommen. Die
Datenakquisition erfolgte alle 5 Sekunden Uber einen Zeitraum von 10 bis 20 Minuten mit einem
655,6 nm Laser. Die Analyse erfolgte mit der Software Dynamic V6 (Protein Solutions, Lakewood,
USA). Nach der Berechnung der Autokorrelationsfunktion und der Regularisationsanpassung

wurde das GroRRenverteilungsprofil ermittelt.
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3.2.7 ELISA MIT SAUGETIERSEREN

Zur Quantifizierung von freien anti-AB-Antikdrpern in humanen Seren und freien anti-AB-
Antikorpern in immunisierten, transgenen Tg2576-Mausen bzgl. der Bindung an unterschiedliche
AB-Konformere wurde das ELISA-Nachweisverfahren eingesetzt. Hierfliir wurden AB-Monomere,
-Oligomere sowie -Fibrillen nach den bereits beschriebenen Protokollen (vgl. 3.2.2.1 und 3.2.2.2)
hergestellt und in Streptavidin-beschichteten 384-Well Polypropylenplatten (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich) immobilisiert. Das Carboxy-terminal biotinylierte AP1-42 wurde
ebenfalls eingesetzt und analog zu Kapitel 3.2.6.2.1 als seedless-Monomer prapariert. Die
Konzentration der immobilisierten AB1-42-Proben betrug 0,5 und 5 pg/ml.

Die Immobilisierung der Peptide erfolgte fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Blockierung
der unspezifischen Bindestellen erfolgte mit dem ELISA-Blockpuffer. Die murinen Seren wurden
1:500 verdiinnt eingesetzt und anschlieend mit einem Ziege-anti-Maus-HRP-Konjugat (1:1000;
Southern Biotech, Birmingham, USA) behandelt. Die humanen Seren wurden 1:50 verdiinnt
eingesetzt und anschlieBend mit einem Maus-anti-Human Antikérper (1:1000) inkubiert.
AbschlieBend wurde dasselbe Ziege-anti-Maus-HRP-Konjugat (1:1000; Southern Biotech,
Birmingham, USA) zugegeben. Alle Inkubationsschritte erfolgten fir 1 Stunde bei Raum-
temperatur unter leichtem Schitteln und dreifachen Waschschritten mit PBS-T zwischen den
Seren- und Antikorperinkubationen. Die Substratdetektion erfolgte wie in Kapitel 3.2.4.4

beschrieben.
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4 ERGEBNISSE

4.1 AGGREGATIONSANALYSE VON AB-ISOFORMEN

Die Aggregation verschiedener AB-Spezies wurde mittels dynamischer Lichtstreuung unter-
sucht. Hierfiir wurde die Partikelbildung von AB1-40, AB1-42, AB3-40 und APBpE3-40 bei einer
Konzentration von 5 uM lber einen Zeitraum von 24 Stunden verfolgt. Zu Beginn der Aggre-
gation lagen die Peptide ohne keimfordernde Aggregate vor und erst zum Messbeginn wurde die
Aggregation mittels pH-Verschiebung initiiert, um die primare Wachstumsphase zu beurteilen.
Das Ausmal} der Integralflachen ist ein MaR fiir die Polydispersitdt einer Partikelpopulation.
Diese Polydispersitat gibt die Heterogenitat der GrofRe der vorhandenen Aggregate wieder. Der
berechnete hydrodynamische Radius beinhaltet sowohl den eigentlichen Partikeldurchmesser

als auch die Hydrathille. Eine Zusammenfassung der Messungen ist in Abbildung 10 gezeigt.
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Abbildung 10: Messung der dynamischen Lichtstreuung von verschiedenen AB-Isoformen. Dargestellt sind die
PartikelgroRen von AB1-40, AB1-42, AB3-40 sowie ABpE3-40 bei einer Konzentration von 5 pM in Natriumphosphat-
puffer bei pH 7,4. Die Abbildung zeigt die prozentuale Streuintensitdt der Partikel in Abhangigkeit vom
hydrodynamischen Radius der Partikel in logarithmischer Darstellung. Die Inkubation erfolgte Gber 24 Stunden bei
Raumtemperatur. Abgebildet sind Punktmessungen nach 0, 6 und 24 Stunden.
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Bei samtlichen Isoformen war zu Beginn der Messung bereits eine Partikelpopulation mit
einem Radius von etwa 20 nm zu detektieren, dessen Streuintensitat ca. 10 bis 20 % betrug. Im
Fall von ABpE3-40 war eine bimodale Partikelverteilung zu erkennen mit einer weiteren
Partikelpopulation mit einem Radius von etwa 90 nm, welche im Vergleich zu der kleineren
Population relativ heterogen im Durchmesser war.

Nach 6 Stunden waren bereits groRRere Aggregate vorhanden. Die Partikel haben dabei sowohl
im Radius als auch in der Intensitdat zugenommen. AB1-40 wies eine Population mit einem relativ
einheitlichen Radius von etwa 40 nm und einer Intensitdt von 40 % auf. Die Ubrigen Isoformen
haben grolRere Partikel geformt mit Intensititen von etwa 20 bis 30 %. Diese Partikel-
populationen waren deutlich heterogener im Radius als bei AB1-40. Dies war insbesondere bei
den Amino-terminal verkirzten Peptiden AB3-40 und ABpE3-40 der Fall. Hier betrugen die Radii
40 bis 50 nm.

Zum Ende der Messung nach 24 Stunden war eine bimodale Partikelpopulation der ABpE3-40-
Isoform vorhanden. Die librigen Isoformen waren unimodal. Wahrend alle Isoformen Partikel mit
einem Radius von 60 bis 80 nm vorzuweisen hatten, war im Fall von ABpE3-40 eine zusatzliche,
vergleichsweise heterogene Population zu verzeichnen, dessen Radius ungefahr 3000 nm betrug.
Die Intensitaten haben zum groBten Teil abgenommen, was darauf hinweist, dass der Anteil der
Partikel mit groBem Durchmesser gesunken ist, da unter Umstdanden teilweise eine Prazipitation

der grolRen Aggregate stattgefunden haben konnte.
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4.2 PRAPARATION UND CHARAKTERISIERUNG VON AB-IMIONOMEREN,
-OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

Nachfolgend werden die Ergebnisse zur Etablierung eines Praparationsprotokolls von
AB-Monomeren, -Oligomeren sowie -Fibrillen aufgefiihrt und die anschlieBende Charakterisie-
rung der praparierten Konformationen beschrieben. Dieses Protokoll dient dazu, schnell und
zuverlassig reproduzierbare und stabile AB-Konformere fir verschiedene biophysikalische und

biochemische Versuche praparieren zu kénnen.

4.2.1 PRAPARATION VON AB-MONOMEREN UND -OLIGOMEREN MITTELS
GELFILTRATIONSCHROMATOGRAPHIE

Die Gelfiltrationschromatographie basierte auf dem Protokoll von Johansson et al. (2006).
Jeweils 400 bis 450 uM AP wurden im Elutionspuffer aufgenommen und auf die Saule appliziert.
Das Chromatogramm ist zusammen mit einem globuldren Proteinkalibrationsstandard in
Abbildung 11 dargestellt.

Der Partitionskoeffizient eines Proteins wurde aus dem jeweiligen Retentionsvolumen, dem
Totvolumen der Saule sowie dem Gesamtvolumen der Sdule nach folgender Rechnung

abgeleitet:

Retentionsvolumen — Séulentotvolumen / (Sdulengesamtvolumen — Sdulentotvolumen)

Mit den Partitionskoeffizienten der Proteinstandards wurde eine Eichgerade mit dem
Molekulargewicht des Proteins in Abhangigkeit vom Partitionskoeffizienten erstellt. Anhand der
Retentionsvolumina der beiden AB-Fraktionen kann man die Partitionskoeffizienten und damit
die apparenten Molekulargewichte der Oligomere und Monomere bestimmen. Diese sind aber
auf globuldre Proteine bezogen und entsprechen daher nicht der realen molekularen Masse des

nicht-globularen AB-Peptids.
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Abbildung 11: Gelfiltrationschromatogramm von A. Dargestellt ist die Absorption (mAU = milli absorption unit) bei
den angegebenen Wellenlangen in Abhdngigkeit vom Retentionsvolumen. Das Chromatogramm der globuldren
Kalibrationsproteine besteht aus den Absorptionsmaxima fiir Conalbumin (75 kDa), Carboanhydrase (29 kDa),
Ribonuklease A (14 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa). Die beiden Fraktionen fiir oligomeres AB (= 100 kDa) sowie
monomeres AB (10 kDa) eluierten nach 8 ml direkt nach dem Totvolumen der Siule sowie nach ca. 14,5 ml. Die
Auftrennung erfolgte auf einer Superdex 75 10/300 Saule bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,6 ml/min.

Die erste AB-Fraktion eluierte bei 8 ml, die zweite nach 14,5 ml. Nach der Berechnung anhand
der Eichgerade ergab sich eine Masse von 10 kDa fiir die AB-Monomere in der zweiten Fraktion
(tatsachliche Masse: 4,5 kDa) sowie > 100 kDa fiir die niedermolekularen AB-Oligomere in der
ersten Fraktion. Da die auf der Saule aufgetrennte Probe frisch prapariert und zentrifugiert
wurde (13000 rpm, 1 Minute), befanden sich in dieser Fraktion keine unléslichen und fibrillaren
Partikel.

Weil das AB-Peptid nur drei Phenylalanine und ein Tyrosin in seiner Aminosauresequenz
vorweist wurde die Absorption deshalb anhand der Peptidkettenbindung bei 214 nm detektiert.

Die Absorptionswerte der beiden Maxima lassen keine Riickschliisse auf die eigentliche
Peptidmenge in den Fraktionen zu, da Oligomere starker streuen als Monomere und dies nicht

zwangslaufig auf eine hdohere AB-Konzentration in der ersten Fraktion hinweist.

4.2.2 THIOFLAVIN T-TEST ZuM NACHWEIS VON AB-FIBRILLEN

ThT ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich an fibrillare B-Faltblatt-reiche Strukturen anlagert
und dessen Fluoreszenzemission mit dem relativen Fibrillengehalt in der Probe korreliert. Die
eluierten oligomeren und monomeren AB-Peptide, welche mithilfe der Gelfiltration aufgetrennt

wurden, sowie die separat prdparierten Fibrillen konnen so mittels ThT auf ihren relativen
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Fibrillengehalt bestimmt werden. Von den Monomer-, Oligomer- und Fibrillenproben wurden je
4 uM, basierend auf der Monomerkonzentration, in einer vierfachen Bestimmung eingesetzt.
Nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz von ThT ergaben sich die in Abbildung 12 dargestellten

Fluoreszenzintensitaten flr die Monomere, Oligomere und Fibrillen.
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Abbildung 12: ThT-Aggregationstest zur relativen Quantifizierung des Fibrillengehalts in AB-Monomeren,
Oligomeren und -Fibrillen. Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzintensitiaten (RFU = relative fluorescence unit)
von vierfach bestimmten Monomer-, Oligomer- und Fibrillenproben nach Abzug der ThT-Hintergrundfluoreszenz bei
Aex = 440 nm und A., = 490 nm. Eingesetzt wurden die Monomere und Oligomere aus der Gelfiltrations-
chromatographie sowie die separat pradparierten Fibrillen in einer Konzentration von 4 uM bezogen auf die
Monomeraquivalente.

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen zeigt, dass in der Monomerprobe keine
nennenswerte ThT-Fluoreszenz vorlag. Somit enthielt die Monomerprobe keinen signifikanten
Fibrillengehalt. Die Oligomerprobe hatte eine relativ geringe Fluoreszenzintensitat aufzuweisen.
Im Gegensatz dazu hatte die Fibrillenprobe eine deutlich héhere ThT-Fluoreszenzintensitat, die
mehr als doppelt so hoch war als die in der Oligomerprobe. Somit hatte diese Fibrillenprobe
relativ gesehen einen deutlich héheren Anteil an B-Faltblatt-reichen Fibrillen als die Monomer-

und Oligomerprobe.

4.2.3 ANALYSE VON AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN MIT
DOT-BLOT UND WESTERN-BLOT

Zur weiteren Charakterisierung der drei Proben wurden zusatzlich Dot-Blot- und Western-
Blot-Detektionen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Dot-Blot-Experimente sind in Abbildung 13
zusammengefasst. Die Monomere, Oligomere und Fibrillen wurden immobilisiert und mit dem
nicht-konformerspezifischen anti-AB-Antikorper NAB 228 sowie dem oligomerspezifischen

Antikorper A11 detektiert.
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Abbildung 13: Dot-Blot-Analysen von AB-Monomeren, -Oligomeren und -Fibrillen. Immobilisiert wurden jeweils
13 ng der drei Proben. In der oberen Reihe ist die Immundetektion mit dem nicht-konformerspezifischen anti-Ap-
Antikérper NAB 228 (1:1000), in der unteren die mit dem oligomerspezifischen Antikérper A11 (1:500) dargestellt.
Die Expositionszeit betrug 2 Minuten bei NAB 228 sowie 1 Minute bei All. Die Expositionszeiten wurden so
gewadhlt, dass ein optimales Verhdltnis zwischen spezifischer Antikdérperbindung und unspezifischem
Hintergrundsignal vorlag.

Die deutlichen Signale in der NAB 228-Immundetektion haben bestatigt, dass in allen drei Pro-
ben das AB-Peptid vorhanden war, wahrend die Analyse mit A11 zeigte, dass nur die Oligomer-
fraktion aus der Gelfiltration oligomere Strukturen enthielt, die von A1l detektiert wurden. Fir
die Monomere und Fibrillen wurden keine bzw. nur sehr geringe Signale mit A11 detektiert.

Zusatzlich zu der Dot-Blot-Detektion wurden eine semi-native Gradientengelelektrophorese
und eine anschlieBende Western-Blot-Analyse durchgefiihrt, um die drei Proben detaillierter zu
analysieren. Hierflir wurden ebenfalls Immundetektionen mit den beiden Antikorpern NAB 228

und A11 durchgefiihrt. Abbildung 14 fasst die Ergebnisse hierzu zusammen.
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Abbildung 14: Western-Blot-Analysen von AB-Monomeren, -Oligomeren und -Fibrillen. Aufgetrennt wurden
jeweils 7,5 ul der drei Proben auf einem 4-12%-igen Bis-Tris-Gradientengel unter semi-nativen Bedingungen. Auf der
rechten Seite ist die Immundetektion mit dem nicht-konformerspezifischen anti-AB-Antikdrper NAB 228 (1:1000),
auf der linken Seite die mit dem oligomerspezifischen Antikorper A11 (1:500) dargestellt. Die Expositionszeit betrug
5 Sekunden bei NAB 228 sowie 5 Minuten bei A1l. Die Expositionszeiten wurden so gewahlt, dass ein optimales
Verhaltnis zwischen spezifischer Antikorperbindung und unspezifischem Hintergrundsignal vorlag.
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Die Immundetektion mit dem AB-spezifischen Antikérper NAB 228 hat deutliche Banden-
signale in den Oligomer- und Monomerproben erkennen lassen. In der Bahn mit der
Oligomerprobe waren drei Banden bei ca. 8, 14 und 17 kDa zusehen, die der Masse von
AB-Dimeren, -Trimeren und -Tetrameren entsprachen. Zusatzlich lagen schlierenartige Banden
zwischen der ersten und zweiten Bande sowie bei etwa 35 bis 40 kDa vor. In der Bahn mit der
Monomerprobe war eine einzige deutliche Bande bei ca. 5 kDa zu detektieren, die der Masse des
Monomers entspricht. Die Bande bei ca. 8 kDa in der Bahn mit der Oligomerprobe lauft nur
geringfligig Uber der Bande bei etwa 5 kDa in der Bahn mit der Monomerprobe, was vermutlich
auf die nicht-globuldare Struktur vom Oligomer und dadurch bedingte veranderte
Laufgeschwindigkeit im Gel zuriickzufiihren ist. In der Bahn mit der Fibrillenprobe wurden keine
Signale detektiert.

Die Immundetektion mit A1l lieR nur in der Bahn mit der Oligomerprobe Signale erkennen.
Hier waren erneut zwei Banden bei etwa 8 und 14 kDa zu sehen. Die beiden anderen Bahnen mit
den Monomer- und Fibrillenproben wiesen keine deutlichen Signale auf.

Diese Ergebnisse bestatigen die Dot-Blot-Experimente und zeigen zusatzlich, dass einzig in der
Oligomerprobe auch oligomere Strukturen mit dem konformerspezifischen Antikérper All
detektiert werden konnten, wahrend die Monomerprobe nur eine deutliche NAB 228-positive
Bande bei etwa 5kDa vorzuweisen hatte. Sowohl die NAB228- als auch die

All-Immundetektion haben keine Signale in der Bahn mit der Fibrillenprobe erkennen lassen.

4.2.4 ELISA-DETEKTION VON AB-MONOMEREN, -OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN

Mittels ELISA wurde die relative Menge an biotinylierten Monomeren, Oligomeren und
Fibrillen, die auf einer Streptavidin-beschichteten Platte immobilisiert wurden, quantitativ
bestimmt. Hierfir erfolgte die Immundetektion mit AB-spezifischen Antikorpern. Die Etablierung
dieses ELISA-Nachweises von verschiedenen AB-Konformeren diente dazu, die AB-Proben in
spateren ELISA-Versuchen mit Antikdrpern aus Seren zu detektieren. Es wurden zwei
verschiedene Konzentrationen der Amino-terminal biotinylierten Konformere immobilisiert und
mit dem nicht-konformerspezifischen anti-AB-Antikérper 6E10 detektiert. Die Ergebnisse zu
diesen ELISA-Versuchen sind in Abbildung 15 dargestellt.

40



Ergebnisse

08 OAB 5 pg/ml

B AB 25 pg/ml
0,5

0,1

0,0

Monomere Oligomere Fibrillen

Abbildung 15: ELISA zur relativen Quantifizierung von immobilisierten AB-Monomeren, -Oligomeren und
-Fibrillen. Jeweils 5 und 25 pg/ml der Amino-terminal biotinylierten Proben wurden auf einer Streptavidin-
beschichteten Platte immobilisiert und anschlieBend mit dem nicht-konformerspezifischen anti-Ap-Antikérper 6E10
(1:1000) und einem Maus-anti-Human-HRP-Konjugat (1:10000) detektiert. Gezeigt ist die Absorption (AU =
absorption unit) der jeweiligen Proben bei 450 nm als Mittelwert einer zweifachen Bestimmung nach Abzug der
Hintergrundabsorption.

Die Absorption in allen Proben betrug etwa 0,4 bis 0,5 Einheiten. Den Werten zufolge lag
vermutlich eine Sattigung im ELISA vor, da die Quantifizierung des Signals nahezu gleiche
Absorptionswerte in samtlichen Proben ergab. Zwischen den beiden Konzentrationen 5 und
25 pg/ml lagen in allen drei Konformeren nur leicht erhéhte Werte in der hoher konzentrierten
immobilisierten AB-Probe vor. Es reichen 5 pg/ml immobilisiertes AR, um ein deutliches

Detektionssignal fiir die Monomere, Oligomere und Fibrillen im ELISA zu erhalten.
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4.3 QUANTIFIZIERUNG VON ANTI-AB-ANTIKORPERTITERN IN SEREN
VON DEMENZPATIENTEN

Die Antikorpertiter gegen unterschiedliche AP1-42-Konformere wurden in Seren von

verschiedenen Demenzpatienten und Kontrollgruppen quantifiziert. Dies diente dazu, eventuelle
Unterschiede in anti-AB-Antikorpertitern bzgl. der Bindung an unterschiedliche AB-Konformere
nachzuweisen. Hierfir wurden biotinylierte AB-Monomere, -Oligomere und -Fibrillen auf einer
Streptavidin-beschichteten Platte immobilisiert. AnschlieBend wurden die humanen Seren
eingesetzt und die relative Menge der freien Antikorper, die an die jeweiligen Konformere
binden, quantifiziert. Zusatzlich wurde stets eine Detektion mit dem nicht-
konformerspezifischen anti-AB-Antikdrper 6E10 durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Die

Ergebnisse zur Quantifizierung der Monomer-bindenden Antikdrper sind in Abbildung 16.
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Abbildung 16: ELISA zur relativen Quantifizierung der AB1-42-Monomer bindenden Antikérper in humanen Seren
verschiedener Patientengruppen. Die Monomere wurden zu 5 pg/ml immobilisiert. Die Seren wurden 1:50
verdinnt eingesetzt. Dargestellt ist die Bindung der Antikdrper in Seren von gesunden Kontrollpatienten und
regressiven MCI- (MCI-CO), stabilen MCI- (MCI-MCI), progressiven MCI- (MCI-AD) sowie AD-Gruppen in einer
zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption.
Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen. Zur statistischen
Auswertung wurde der ANOVA-Test verwendet. * und ** entsprechen einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bzw. p
<0,01.

Die statistische Auswertung ergab, dass zwischen der Kontrollgruppe und der regressiven
MCI-Gruppe ein signifikanter (p < 0,05) und zwischen der Kontrollgruppe und der stabilen MCI-
Gruppe ein hochsignifikanter Unterschied bzgl. der Antikorpertiter vorlag (p < 0,01). Zwischen
den Kontrollen und den tbrigen progressiven MCI- sowie AD-Patienten war gruppenweise kein
statistisch signifikanter Unterschied vorhanden. Die MCI- und AD-Patienten unterschieden sich
untereinander ebenfalls nicht.

Zusatzlich wurden in denselben Seren auch die Oligomer-bindenden Antikérper quantifiziert.

Die entsprechende Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abbildung 17.
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Abbildung 17: ELISA zur relativen Quantifizierung der AB1-42-Oligomer bindenden Antikérper in humanen Seren
verschiedener Patientengruppen. Die Oligomere wurden zu 5 pg/ml immobilisiert. Die Seren wurden 1:50 verdinnt
eingesetzt. Dargestellt ist die Bindung der Antikérper in Seren von gesunden Kontrollpatienten und regressiven MCI-
(MCI-CO), stabilen MCI- (MCI-MCI), progressiven MCI- (MCI-AD) sowie AD-Gruppen in einer zweifachen Bestimmung
als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption. Gezeigt sind Mittelwert
und Standardabweichung innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen. Zur statistischen Auswertung wurde der
ANOVA-Test verwendet. *, ** und *** entsprechen einem Signifikanzniveau von jeweils p < 0,05, p < 0,01 bzw. p <
0,001.

Auch hier sind statistisch signifikante Differenzen zwischen unterschiedlichen Gruppen
vorhanden. Die Menge an AB-Oligomer bindenden Antikdrpern in der Kontrollgruppe
unterschied sich teils hochsignifikant von der in den regressiven, stabilen sowie progressiven
MCI-Patienten. Wahrend der Unterschied zu den regressiven MCI-Patienten ein Signifikanz-
niveau von p < 0,5 hatte, lag er in den stabilen MCI- und den progressiven MCI-Patienten bei
p<0,001 bzw. p<0,01. Es lag kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der AD-Gruppe vor. Zwischen den jeweiligen MCI-Gruppen und der AD-
Gruppe untereinander wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede ermittelt.

Die Ergebnisse zur Quantifizierung der Fibrillen-bindenden Antikdrper sind in folgender

Abbildung gezeigt.
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Abbildung 18: ELISA zur relativen Quantifizierung der AB1-42-Fibrillen bindenden Antikdrper in humanen Seren
verschiedener Patientengruppen. Die Fibrillen wurden zu 5 pg/ml immobilisiert. Die Seren wurden 1:50 verdiinnt
eingesetzt. Dargestellt ist die Bindung der Antikérper in Seren von gesunden Kontrollpatienten und regressiven MCI-
(MCI-CO), stabilen MCI- (MCI-MCI), progressiven MCI- (MCI-AD) sowie AD-Gruppen in einer zweifachen Bestimmung
als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption. Gezeigt sind Mittelwert
und Standardabweichung innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen. Zur statistischen Auswertung wurde der

ANOVA-Test verwendet.

Hier ergab die statistische Auswertung keine signifikanten Unterschiede zwischen allen
Gruppen untereinander bzgl. der Quantifizierung der Antikérper, die an Fibrillen binden.
Die Ergebnisse zur Quantifizierung der Antikorper in den Seren von AD-Patienten sind

zusatzlich in der folgenden Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 19: ELISA zur relativen Quantifizierung der Antikérperbindung an AB1-42-Konformere in humanen
Seren der AD-Gruppe. Dargestellt ist die Bindung der Antikorper in den Seren (1:50) gegen Monomere, Oligomere
und Fibrillen aus Amino-terminal biotinyliertem AB (alle je 5 pg/ml) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption
(AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption. Gezeigt sind Mittelwert und
Standardabweichung innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen. Zur statistischen Auswertung wurde der ANOVA-
Test verwendet. ** und *** entsprechen einem Signifikanzniveau von jeweils p < 0,01 bzw. p < 0,001.
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Die Quantifizierung der Antikorper zeigt, dass der Titer der AB-bindenden Antikorper relativ
gering ist, wobei statistisch signifikante Unterschiede in den Titern bzgl. der Monomer-,
Oligomer- und Fibrillenbindung vorliegen. Es sind mehr Antikérper vorhanden, die die Oligomere
und Fibrillen im Vergleich zu den Monomeren binden. Dieser Unterschied ist in beiden Fallen
statistisch hochsignifikant.
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4.4 QUANTIFIZIERUNG VON ANTI-AB-ANTIKORPERTITERN IN MURINEN
SEREN NACH EINER AKTIVEN IMMUNTHERAPIE MIT AFFITOPEN

Die Folgen der aktiven Immunisierung mit den Affitopen ADO3 und ADO02 auf die
Antikorperaktivitdt in Seren von transgenen Tg2576-Mausen wurde in Kooperation mit der
AFFIRIS AG (Wien, Osterreich) untersucht. Hierfiir wurden die Titer der Monomer-, Oligomer-
und Fibrillen-bindenden freien Antikorper in murinen Seren mittels ELISA quantifiziert. Zuvor
wurden zwei Tiergruppen jeweils mit ADO3 und AD02 behandelt. Die Mause wurden im Alter von
sechs Monaten sechsmal im Abstand von einem Monat mit dem jeweiligen Affitop immunisiert
und anschlieBend wurden Blutproben entnommen. Im ELISA wurden Monomere mit einem
Carboxy-terminalen Biotin als seedless-Monomere und Oligomere sowie Fibrillen mit Amino-
terminalen Biotinylierungen immobilisiert. Es wurden keine Monomere mit Amino-terminalem
Biotin aus der Gelfiltrationschromatographie eingesetzt, da die Affitope ihr AB-Bindeepitop
teilweise am duBersten Amino-Terminus haben und das Biotin die AB-Bindung der
immuninduzierten Antikorper hemmen konnte. Die Bindung der Antikorper in den Seren an
diese AB-Proben wurde anschlieBend im ELISA quantitativ bestimmt. Auch hier wurde wie in
Kapitel 4.3 stets eine Immundetektion mit dem nicht-konformerspezifischen anti-AB-Antikdrper
6E10 durchgefiihrt, um die relative Menge der verschiedenen Konformere in den Wells zu
vergleichen (Daten nicht gezeigt).

In Seren von transgenen Mausen, die nicht immunisiert wurden, war der Titer der
AB-bindenden Antikorper relativ gering, wobei die Menge der Fibrillen-bindenden Antikorper

leicht erhoht war. Die zugehorige Quantifizierung der Antikodrper ist in Abbildung 20.
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Abbildung 20: ELISA zur relativen Quantifizierung der Antikdrperbindung an AB1-42-Konformere in murinen Seren
vor einer Immunisierung. Dargestellt ist die Bindung der Antikorper in je 4 Seren (1:750) an seedless-Monomere aus
Carboxy-terminal biotinyliertem AP sowie Oligomere und Fibrillen aus Amino-terminal biotinyliertem A (alle je 5
pg/ml) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der
Hintergrundabsorption. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen. Zur statistischen Auswertung wurde der ANOVA-Test verwendet.
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Die Quantifizierung der Antikdrperbindung zeigt, dass die relativen Verhaltnisse zwischen den
Monomer-, Oligomer- und Fibrillen-bindenden Antikdrpertitern denen in AD-Patienten dhneln
(vgl. Abbildung 19). Auch hier wurden verhaltnismaRig mehr Antikorper detektiert, die Fibrillen
binden. Dieser Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant.

In Abbildung 21 ist die Quantifizierung der Bindung der Antikdrper in den Seren an
verschiedene AB-Konformere nach der Immunisierung mit ADO3 dargestellt.
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Abbildung 21: ELISA zur relativen Quantifizierung der Antikdrperbindung an AB1-42-Konformere in murinen Seren
nach der Immunisierung mit AD03. Dargestellt ist die Bindung der Antikérper in je 5 Seren (1:500) an seedless-
Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AP sowie Oligomere und Fibrillen aus Amino-terminal
biotinyliertem AB (alle je 5 ug/ml) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm
nach Abzug der Hintergrundabsorption. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen. Zur statistischen Auswertung wurde der ANOVA-Test verwendet. *** entspricht einem Signifi-
kanzniveau von p < 0,001.

In den Seren der mit ADO3 immunisierten Mausen war der Titer der Antikoérper, die an
Oligomere binden, im Vergleich zu dem in nicht-immunisierten Mausen erhoht. Vergleichsweise
mehr Antikorper haben an die Monomere und Fibrillen gebunden. Der Unterschied zwischen der
Antikorper-Oligomer-Bindung und der Antikorper-Monomer- sowie Antikorper-Fibrillen-Bindung
war jeweils hochsignifikant mit einem Signifikanzniveau von jeweils p < 0,001.

Die Bindung der Antikrper an Monomere, Oligomere und Fibrillen in den Seren von Mausen,
die mit ADO2 immunisiert wurden, wurde ebenfalls im ELISA quantifiziert. Abbildung 22 zeigt die

zugehdrige Auswertung.
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Abbildung 22: ELISA zur relativen Quantifizierung der Antikdrperbindung an AB1-42-Konformere in murinen Seren
nach der Immunisierung mit AD02. Dargestellt ist die Bindung der Antikérper in je 5 Seren (1:500) an seedless-
Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AR sowie Oligomere und Fibrillen aus Amino-terminal
biotinyliertem AB (alle je 5 ug/ml) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm
nach Abzug der Hintergrundabsorption. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen. Zur statistischen Auswertung wurde der ANOVA-Test verwendet. ** entspricht einem Signifikanz-
niveau von p < 0,01.

In Mausen, die mit ADO2 immunisiert wurden, lag eine schwachere Immunaktivitat vor als in
den mit ADO3 immunisierten Mdusen. In den Seren der mit ADO2 behandelten Mduse waren
insgesamt weniger Antikorper vorhanden, die alle drei AB-Konformere gebunden haben. Vor
allem Monomer- und Oligomer-bindende Antikérper hatten einen relativ geringen Titer. Es lag

aber eine signifikant erhohte Menge an Antikorpern vor, die Fibrillen gebunden haben (p < 0,01).
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4.5 D-PEPTIDE ALS POTENTIELLE DIAGNOSE- ODER THERAPIESUBSTANZ

Die Selektion von D-Peptiden im Spiegelbild-Phagendisplay erfolgte zur Identifizierung
potentieller pharmakologischer Peptide zur bildgebenden Diagnose oder kausalen Therapie der
AD. In den nachfolgenden Kapiteln sind die Phagendisplayselektionen und in vitro- sowie
ex vivo-Charakterisierungen verschiedener Peptide zusammengefasst, die vielversprechende
Eigenschaften als molekulare Plaquesonden bzw. aggregationshemmende Substanzen

vorweisen.

4.5.1 PYROGLUTAMAT-AB-BINDENDE D-PEPTIDE ALS POTENTIELLE
DIAGNOSTISCHE PLAQUESONDEN

4.5.1.1 PHAGENDISPLAYSELEKTION DER D-PEPTIDE D4, D5, D6 UND D7

Die Selektionen im Spiegelbild-Phagendisplay wurden gegen ABpE ohne Aggregationskeime
und in niedermolekularer sowie hochmolekularer Aggregatform durchgefiihrt (vgl. 3.2.4.1,
Abbildung 9). Dies diente dazu, moglichst viele verschiedene Aggregationsstufen detektieren zu
kénnen. Es wurden keine Monomere und Oligomere mittels Gelfiltration prapariert, da die
chromatographische Auftrennung der Pyroglutamat-lsoform noch nicht etabliert ist. Vier
verschiedene dodekamere b-Peptide D4 (KMEHPNHPPPQR), D5 (NGAPNKIPRDRE), D6
(AGERLKFIDEHV) und D7 (HTRFEYYVYHMS) wurden aus den selektierten spiegelbildlichen
L-Peptiden abgeleitet. D4 und D5 hatten Aggregationskeim-frei prapariertes ABpE als
Selektionsziel, D6 und D7 jeweils niedermolekulare und hochmolekulare ABpE-Aggregate. Die

Ergebnisse zu den Selektionen sind in den folgenden Kapiteln zusammengefasst.

4.5.1.1.1 ANREICHERUNGS-ELISA

Zur Beurteilung der spezifischen Affinitat der angereicherten Phagen wurden Anreicherungs-
ELISA mit den amplifizierten Phagen aus den jeweiligen Runden sowie der nicht-selektierten
Phagenbibliothek durchgefiihrt. Im ELISA wurde die spezifische Bindung der Phagen an die
unterschiedlichen ABpE-Konformere aus den jeweiligen Selektionen und die unspezifische
Bindung an das Streptavidin und die Polystyroloberflache in leeren Streptavidin-beschichteten
Wells quantifiziert.

Abbildung 23 zeigt die Quantifizierung der Bindung der Phagen aus der Selektion gegen ABpE

ohne Aggregationskeime im Anreicherungs-ELISA.
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Abbildung 23: Anreicherungs-ELISA mit Phagen, die gegen ABpE ohne Aggregationskeime selektiert wurden.
Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Phagenbindung vor der Selektion und nach den Selektionsrunden 1, 3
und 4. Gezeigt ist die Affinitat fir das Aggregationskeim-freie ABpE (schwarze Balken) und die unspezifische Bindung
in leeren Streptavidin-beschichteten Wells (weiBe Balken) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU =
absorption unit) bei 450 nm. Nach der Selektionsrunde 2 wurde keine Phagenlésung fiir den ELISA aufbewahrt.

Die Phagen wiesen in allen vier Selektionsrunden eine niedrige Affinitat flr das Streptavidin
und die Polystyroloberflache auf. Die Affinitat der selektierten Phagen fiir das ABpE war nach der
ersten Runde dhnlich wie die der nicht-selektierten Phagen. Es zeigte sich eine deutliche Affinitat
fiir das ABpE in der dritten Runde. Die Absorptionswerte in der dritten und vierten Runde waren
vergleichbar. Dies deutet darauf hin, dass die Signaldetektion im ELISA offenbar gesattigt war.

Eine ahnliche Entwicklung bzgl. der Bindungsaffinitat war in der Selektion der Phagen gegen

niedermolekulare ABpE-Aggregate zu erkennen. In Abbildung 24 sind die Ergebnisse

zusammengefasst.
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Abbildung 24: Anreicherungs-ELISA mit Phagen, die gegen niedermolekulare ABpE-Aggregate selektiert wurden.

Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Phagenbindung vor einer Selektion und nach den Selektionsrunden 1,

3 und 4. Gezeigt ist die Affinitat fir niedermolekulare ABpE-Aggregate (schwarze Balken) und die unspezifische

Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells (weille Balken) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption
(AU = absorption unit) bei 450 nm. Nach der Selektionsrunde 2 wurde keine Phagenlésung fir den ELISA

aufbewahrt.
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Die Affinitat fiir das Streptavidin und die Polystyroloberflaiche war stets schwach. Bereits vor
Beginn der Selektion lag eine leicht erhohte Affinitat fir niedermolekulare ABpE-Aggregate vor.
Dies kann moglicherweise dadurch erklart werden, dass eine relativ hohe Konzentration an
immobilisiertem ABpE in den Wells vorlag und dadurch eine unspezifische Bindung der
Phagenbibliothek an die ABpE-Aggregate erfolgte. Die spezifische Affinitat fiir das ABpE ist ab
der dritten Runde deutlich gestiegen. Die Absorption in der dritten und vierten Runde ist in etwa
gleich, was wiederum auf eine Sattigung des Signals im ELISA hindeuten kdnnte.

Als letztes wurde die Affinitat derjenigen Phagen analysiert, die gegen hochmolekulare ABpE-

Aggregate selektiert wurden. Die ELISA-Auswertung hierzu ist in Abbildung 25 zu finden.
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Abbildung 25: Anreicherungs-ELISA mit Phagen, die gegen hochmolekulare ABpE-Aggregate selektiert wurden.
Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Phagenbindung vor der Selektion und nach den Selektionsrunden 1
bis 4. Gezeigt ist die Affinitat fiir hochmolekulare ABpE-Aggregate (schwarze Balken) und die unspezifische Bindung
in leeren Streptavidin-beschichteten Wells (weiRe Balken) in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU =
absorption unit) bei 450 nm.

In dieser Selektion hatten die angereicherten Phagen eine schwache Affinitat fir das
Streptavidin und die Polystyroloberflache in allen vier Runden. Die Quantifizierung der Bindung
an das ABpE ergab eine steigende Affinitat fir die hochmolekularen Aggregate in der dritten und

vierten Runde.

4.5.1.1.2 EINZELPHAGEN-ELISA

Der Einzelphagen-ELISA diente zur Charakterisierung von einzelnen, isolierten Phagen aus den
letzten Selektionsrunden und zur Auswahl von Kandidaten fiir spatere DNA-Sequenzanalysen.
Hierflr wurden einige Einzelphagen aus Runde 4 amplifiziert. Diese Phagenl6sungen wurden im
ELISA bzgl. ihrer Affinitat fir die jeweiligen ABpE-Konformere untersucht. Die relative Affinitat
der Einzelphagen wurde, nach Abzug der unspezifischen Bindung an das Streptavidin und die
Polystyroloberflache in leeren Wells, quantifiziert und verglichen. Von vielversprechenden

Klonen mit einer hohen Affinitat fir das Zielpeptid wurde die DNA sequenziert. Nachfolgend sind
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die Auswertungen der ELISA mit Angaben der Peptide der sequenzierten Klone
zusammengefasst.
In Abbildung 26 ist der Einzelphagen-ELISA einiger Phagen zu sehen, die gegen ABpE ohne

Aggregationskeime selektiert wurden.
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Abbildung 26: Einzelphagen-ELISA mit Phagen, die gegen ABpE ohne Aggregationskeime selektiert wurden.
Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Phagen 1 bis 10 aus Runde 4. Gezeigt ist die Affinitat fur
ABpE nach Abzug der unspezifischen Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells in einer zweifachen
Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm. Klone mit roten Balken wiesen das Peptid
KMEHPNHPPPQR, griine das Peptid NGAPNKIPRDFWS und blaue das Peptid NGAPNKIPRDRE auf. Es gilt die
Ein-Buchstaben-Kodierung der Aminosauren. Fiir Klone mit schwarzen Balken lagen keine Sequenzdaten vor, Klone
mit weillen Balken wiesen andere unspezifische Peptide auf.

Gemal der Absorption ergab sich die hochste Affinitat fir das Peptid KMEHPNHPPPQR in
sechs Klonen, gefolgt von NGAPNKIPRFWS bzw. NGAPNKIPRDRE in zwei anderen Klonen.
Das letztere Peptid wurde ein weiteres Mal in einem anderen Klon nachgewiesen. Die aus diesen
Peptiden abgeleiteten spiegelbildlichen bp-Peptide KMEHPNHPPPQR und NGAPNKIPRDRE
wurden entsprechend mit D4 und D5 bezeichnet.

Die gleiche Analyse wurde mit Einzelphagen durchgefiihrt, die gegen niedermolekulare ABpE-
Aggregate selektiert wurden. Die entsprechenden ELISA-Ergebnisse sind in Abbildung 27

zusammengestellt.
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Abbildung 27: Einzelphagen-ELISA mit Phagen, die gegen niedermolekulare ABpE-Aggregate selektiert wurden.
Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Phagen 1 bis 10 aus Runde 4. Gezeigt ist die Affinitat fur
ABpE nach Abzug der unspezifischen Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells in einer zweifachen
Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm. Klone mit roten Balken wiesen das Peptid
AGERLKFIDEHV und grine das Peptid NATPINLPRMNQ auf. Es gilt die Ein-Buchstaben-Kodierung der
Aminosauren. Fir Klone mit schwarzen Balken lagen keine Sequenzdaten vor, Klone mit weien Balken wiesen

andere unspezifische Peptide auf.

Auch hier wurden zwei Peptide, AGERLKFIDEHV sowie NATPINLPRMNQ, identifiziert, die
eine relativ hohe Affinitat fir niedermolekulare ABpE-Aggregate hatten. Da das Peptid
AGERLKFIDEHV mit finf Klonen haufiger vorkam als NATPINLPRMNQ, wurde das
entsprechende Spiegelbild-p-Peptid fiir weitere Analysen ausgewahlt und als D6 bezeichnet.

Die Auswertung der Phagen, die gegen hochmolekulare ABpE-Aggregate selektierten wurden,

ist in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Einzelphagen-ELISA mit Phagen, die gegen hochmolekulare ABpE-Aggregate selektiert wurden. Dar-
gestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Phagen 1 bis 10 aus Runde 4. Gezeigt ist die Affinitat fur
ABpE nach Abzug der unspezifischen Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells in einer zweifachen
Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm. Klone mit roten Balken wiesen das Peptid
HTRFEYYVYHMS vor. Es gilt die Ein-Buchstaben-Kodierung der Aminosduren. Klone mit weiBen Balken wiesen

andere unspezifische Peptide auf.

Hier haben sich ausschlielllich Phagen mit dem Peptid HTRFEYYVYHMS angereichert. Das

entsprechende spiegelbildliche D-Peptid wurde als D7 bezeichnet.
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4.5.1.1.3 AMINOSAURE-ZUSAMMENSETZUNG DER D-PEPTIDE

Die in den Einzelphagen-ELISA identifizierten spezifischen Peptide wurden bzgl. ihres Anteils
an verschiedenen Aminosauregruppen verglichen. Hierflir ergaben sich unterschiedliche
Charakteristika der Peptide, abhangig vom ABpE-Zielkonformer wahrend der Selektion. Eine
Zusammenfassung der unterschiedlichen Aminosdure-Zusammensetzung in den Phagen-
prasentierten Peptiden, die gegen ABpE im Aggregationskeim-freien Zustand, niedermolekularen

und hochmolekularen Aggregatzustand selektiert wurden, ist in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Aminosidure-Zusammensetzung der Peptide, die gegen verschiedene ABpE-Konformere selektiert
wurden. Dargestellt ist die Anzahl der aromatischen, aliphatisch hydrophoben, polar ungeladenen, basisch positiv-
geladenen sowie sauren negativ-geladenen Aminosauren in Peptiden, die gegen ABpE ohne Aggregationskeime,
niedermolekulare und hochmolekulare ABpE-Aggregate selektiert wurden. Berechnet wurde der gewichtete Mittel-
wert der Anzahl der Aminosduren pro Sequenz in allen spezifisch bindenden Peptiden, die im Einzelphagen-ELISA
untersucht wurden.

Peptide, die gegen ABpE im Aggregationskeim-freien Zustand und niedermolekularen
Aggregatzustand selektiert wurden, hatten einen vergleichsweise hohen Anteil an aliphatisch
hydrophoben Aminosauren (> 40 %). In beiden Peptidgruppen war der Anteil der aromatischen
und polaren Reste relativ gering mit weniger als 10 %. Der durchschnittliche Anteil der basischen
Aminosduren pro Peptid lag bei etwa 20 bis 30 %, der der sauren Aminosauren bei 8 % (ABpE
Aggregationskeim-frei) bzw. 18 % (niedermolekulare ABpE-Aggregate).

Peptide, die gegen ABpE mit hochmolekularen Aggregaten selektiert wurden, wiesen andere
Eigenschaften auf als diejenigen, die gegen APpE im Aggregatskeim-freien Zustand sowie
niedermolekularen Aggregatzustand selektiert wurden. In dieser Peptidgruppe war ein hoher
Anteil an aromatischen Resten pro Peptid vorhanden (33 %). Der Anteil an aliphatisch
hydrophoben Resten war mit 17 % deutlich geringer als in den anderen beiden Peptidgruppen.
Der Anteil der polaren, basischen sowie sauren Reste in den Peptiden war vergleichbar mit

demjenigen in den Peptiden, die gegen die beiden anderen ABpE-Konformere selektiert wurden.
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4.5.1.2 BESTIMMUNG DES AB-BINDEEPITOPS MITTELS PEPSPOT-MEMBRAN

Zur Bestimmung des Bindeepitops der selektierten p-Peptide D4, D5, D6 und D7 am AB-Peptid
wurden PepSpot-Analysen mit unterschiedlichen AB1-42- und ABpE-Fragmenten durchgefiihrt.
Hierfliir wurden die Fluoreszein-markierte D-Peptide auf die Membran appliziert und mit einem
anti-FITC HRP-Konjugat detektiert. Die Zusammenfassung der PepSpot-Analysen ist in Abbildung
30 gezeigt. Eine schematische Ubersicht aller immobilisierten AB-Fragmente auf der Membran
ist im Anhang aufgefihrt (vgl. Abbildung 47).
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Abbildung 30: PepSpot-Analysen zur Bestimmung des Bindeepitops der Fluoreszenz-markierten D-Peptide an
AB1-42 und ABpE. Dargestellt sind die Zellulose-Membranen mit unterschiedlichen, am Carboxy-Terminus immobi-
lisierten AB- und ABpE-Fragmenten nach der Applikation von D4-F (5 Minuten Expositionszeit), D5-F (0,5 Minuten
Expositionszeit), D6-F (5 Minuten Expositionszeit) und D7-F (0,5 Minuten Expositionszeit) sowie einem anti-FITC
HRP-Konjugat mit anschlieBender Substratdetektion. Die Expositionszeiten wurden so gewahlt, dass ein optimales
Verhaltnis zwischen spezifischer Antikorperdetektion und unspezifischem Hintergrundsignal vorlag. Es gilt die Ein-
Buchstaben-Kodierung der Aminosauren. Die unterschiedlichen Aminosduregruppen sind wie folgt markiert:
schwarz = aliphatisch hydrophob; orange = aromatisch; griin = polar ungeladen; blau = basisch positiv-geladen; rot
= sauer negativ-geladen.

55



Ergebnisse

Die Expositionszeiten wurden variiert und lagen bei einer halben Minute und bis zu finf
Minuten. Analysiert wurde diejenigen Bilder, die ein optimales Verhaltnis zwischen spezifischer
Antikorperdetektion und unspezifischen Hintergrundsignal vorweisen konnten. Anhand der
Signale wurden unterschiedliche Bindepraferenzen der vier Peptide festgestellt. D4 zeigte eine
deutliche Bindung an den zentralen hydrophoben Bereich, der unter anderem durch die
Gruppierung der hydrophoben Aminosdauren LVFFA gebildet wird. Die Bindung an FFA alleine
war hingegen wesentlich schwacher. Der Amino-Terminus wurde ebenfalls schwach gebunden,
aber erst ab der dritten und bis zur flinften Aminosaure (EFR).

D5-F hat nur relativ schwach an einige Fragmente gebunden. Diese Bindung beschrankte sich
ausschlieRlich auf die Amino-terminalen Peptide EFR sowie die zentrale KLVFFA-Region.

D6-F zeigte dahnliche Bindungseigenschaften wie D4 mit dem Unterschied, dass das Peptid EFR
starker gebunden wurde.

D7-F zeigte eine vergleichsweise starke Bindung, die insbesondere auf den zentralen Bereich
mit LVFFA konzentriert war. Zusatzlich zu den anderen drei D-Peptiden wurde aber auch der
Carboxy-Terminus gebunden. Das Peptid EFR am Amino-Terminus war auch hier wieder als

Binderegion zu erkennen.

4.5.1.3 EX vIivo-PLAQUEBINDEEIGENSCHAFTEN IN TRANSGENEN MAUSEN

Des Weiteren wurden erganzend zu den in vitro-Bindungsstudien zusatzliche ex vivo-
Bindungseigenschaften untersucht. Hierzu wurden Hirnschnitte transgener Tg2576-Mause (Alter
10 bis 11 Monate) verwendet. Die Praparate wurden von Dirk Bier (Institut fir Nuklearchemie,
Forschungszentrum Jilich, Jilich) bereitgestellt. Die Kryo-Schnitte wurden mit den Fluoreszein-
markierten D-Peptiden behandelt und mikroskopiert.

Als Kontrolle wurden im Anschluss Kongorot-Farbungen derselben Proben durchgefiihrt, die
zur Verifizierung der Plaquestrukturen dienten. Schnitte von Wildtyp-Tieren ohne Plaquebildung
wurden ebenfalls behandelt. In diesen Proben konnte keine Kongorot- sowie Fluoreszein-
Fluoreszenz detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Es werden im Folgenden jeweils beispielhafte Plaquebilder gezeigt. Die beobachteten Strukturen
waren aber in samtliche Plaques in den jeweiligen Schnittprdaparaten zu beobachten.
Das Ergebnis der histologischen Farbungen mit den Peptiden D4-F und D5-F ist in Abbildung 31

gezeigt. Dargestellt sind kortikale Strukturen in frontaler Ansicht.
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Abbildung 31: Histologische Firbung von Plaques im Kortex von Tg2576-Mausen mit D4-F, D5-F und Kongorot. In
der oberen Reihe ist die Kongorotfluoreszenz (A, = 553 nm; A.,, = 610 nm) bei einer Expositionszeit von 200 ms
abgebildet. In der unteren Reihe ist die Bindung der Fluoreszein-markierten D-Peptide in denselben Plaques (A =
480 nm; A = 535 nm) bei einer Expositionszeit von 500 ms gezeigt. Fiir jedes D-Peptid sind links ausgewahlte dichte
Plagues und rechts diffuse bzw. kleine Plaques abgebildet. Die Pfeile kennzeichnen stdrker konzentrierte
Binderegionen der Peptide in den Plaques. Die Aufnahmen erfolgten bei einer 100-fachen VergréRerung. Der weille
MaRstabsbalken entspricht einer Lange von 50 um und gilt fur alle Bilder.

In den Gehirnschnitten, die sowohl mit D4-F als auch mit D5-F behandelt wurden, wurden nur
diejenigen Plaques von den D-Peptiden gebunden, die gemal} der Kongorot-Kontrollfarbung eine
dichte Struktur vorweisen. Diffuse und kleinere Plaques hingegen wurden nicht gefarbt. Zudem
zeigten D4-F und D5-F eine lokalisierte Bindung, bei der ringférmige Strukturen um den inneren
Plaquekern herum starker gefarbt wurden.

Die Auswertung der Farbungen mit den Peptiden D6-F und D7-F sind in Abbildung 32

zusammengefasst.

D6 D7

Abbildung 32: Histologische Farbung von Plagues im Kortex von Tg2576 Mausen mit D6-F, D7-F und Kongorot.
Dargestellt ist in der oberen Reihe die Kongorotfluoreszenz (Ao, = 553 nm; A, = 610 nm) bei einer Expositionszeit
von 200 ms. In der unteren Reihe ist die Bindung der Fluoreszein-markierten D-Peptide in denselben Plaques (A =
480 nm; Ay = 535 nm) bei einer Expositionszeit von 500 ms abgebildet. Fir jedes D-Peptid sind links ausgewahlte
dichte Plaques und rechts diffuse bzw. kleine Plaques abgebildet Die Pfeile kennzeichnen starker konzentrierte
Bindebereiche der Peptide in den Plaques. Die Aufnahmen erfolgten bei einer 100-fachen VergroRerung. Der weilRe
MaRstabsbalken entspricht einer Lange von 50 um und gilt fur alle Bilder.
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D6-F und D7-F haben ebenfalls keine diffusen, sondern ausschliefllich dichte Plaques
gebunden. Wahrend D6-F ebenfalls wie D4-F und D5-F ringférmige Strukturen auBerhalb des
Plaquekerns anfarbte, zeigte D7-F ein davon abweichendes Muster, bei der hauptsachlich der

zentrale Kern der Plaques gebunden wurde.
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4.5.2 AB1-42-OLIGOMER BINDENDE D-PEPTIDE ALS POTENTIELLE
AGGREGATIONSINHIBITOREN

4.5.2.1 PHAGENDISPLAYSELEKTION DER D-PEPTIDE DO1, DO2 unp DO3

Die Selektion im Spiegelbild-Phagendisplay mit Dodekamer- und Septamer-prasentierenden
Phagen wurde gegen die oligomere Form von AB1-42, die mittels Gelfiltration prapariert wurde,
durchgefiihrt. Dieses Konformer gilt als die am starksten toxische Form des AB-Peptids. Die
Umformung von Oligomeren und die Modifikation ihrer Toxizitdat stellen daher
vielversprechende therapeutische Ziele fiir die Behandlung der AD dar. Zwei septamere
D-Peptide SQPLWPP und QPHSRLP sowie ein dodekameres Peptid SGWHYNWQYWWK
wurden aus den spiegelbildlichen L-Peptiden aus der Phagendisplayselektion abgeleitet und
entsprechend mit DO1, DO2 und DO3 bezeichnet. Die Ergebnisse zu den Selektionen sind in den

folgenden Kapiteln zusammengefasst.

4.5.2.1.1 ANREICHERUNGS-ELISA

Zur Beurteilung der Affinitat der Phagen aus den Selektionen wurden Anreicherungs-ELISA mit
den amplifizierten Phagen aus den vier Selektionsrunden sowie der nicht-selektierten
Phagenbibliothek durchgefiihrt. Im ELISA wurde die spezifische Bindung der Phagen an das
AB1-42-Oligomer und die unspezifische Bindung an das Streptavidin und die Polystyroloberflache
in leeren Streptavidin-beschichteten Wells quantifiziert.

Abbildung 33 zeigt die Auswertung vom Anreicherungs-ELISA fiir die Selektion von
Dodekameren gegen AB1-42-Oligomere.
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Abbildung 33: Anreicherungs-ELISA mit Dodekamer-prasentierenden Phagen, die gegen AP1-42 Oligomere

selektiert wurden. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Phagenbindung vor der Selektion und nach den

Selektionsrunden 1 bis 4. Gezeigt ist die Affinitat fir das oligomere AB1-42 (schwarze Balken) sowie die

unspezifische Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells (weile Balken) in einer zweifachen Bestimmung

als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm.

AU [450 nm]
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Die Phagenbibliothek wies bereits vor der eigentlichen Selektion eine héhere Affinitat fir das
AB1-42-Oligomer im Vergleich zum leeren Well auf, was eventuell auf eine hohe Konzentration
der immobilisierten Oligomere und einer unspezifischen Bindung der Phagen an diese zurilickzu-
flihren ist. Die unspezifische Bindung der Phagen an Streptavidin und die Polystyroloberflache
blieb im Laufe der vier Selektionsrunden schwach, wahrend die Affinitat fiir das Oligomer ab der
zweiten Runde zunahm. Die Affinitaten in der dritten und vierten Runde waren ahnlich, was auf
eine Sattigung der Signaldetektion im ELISA hinweisen kdnnte.

Die Ergebnisse zum Anreicherungs-ELISA zur Selektion der Septamere sind in folgender

Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 34: Anreicherungs-ELISA von Septamer-prasentierenden Phagen, die gegen AB1-42 Oligomere
selektiert wurden. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Phagenbindung vor der Selektion und nach den
Selektionsrunden 1 bis 4. Gezeigt ist die Affinitat fir das oligomere AP1-42 (schwarze Balken) sowie die
unspezifische Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells (weiRe Balken) in einer zweifachen Bestimmung
als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm.

Die Phagenbibliothek wies auch hier bereits vor der Selektion eine hohere Affinitat fir die
Oligomere auf im Vergleich zu der unspezifischen Bindung in leeren Wells. Dies wird vermutlich
ebenfalls durch eine konzentrationsbedingte unspezifische Bindung der Phagen an die
immobilisierten Oligomere verursacht. Die Affinitat fiir die Oligomere stieg ab der zweiten
Runde. Das Signal ist bis zur vierten Runde nicht gesattigt. Die unspezifische Bindung der Phagen
an das Streptavidin und die Polystyroloberfliche in den leeren Wells war in allen

Selektionsrunden unverandert schwach.

4.5.2.1.2 EINZELPHAGEN-ELISA

Der Einzelphagen-ELISA diente zur Charakterisierung von einzelnen, isolierten Klonen aus den
letzten Selektionsrunden und zur Auswahl von Kandidaten fiir spatere DNA-Sequenzanalysen.
Hierfliir wurden einige Einzelphagen aus Runde 4 amplifiziert Diese Phagenlésungen wurden im

ELISA bzgl. ihrer Bindung an die AP1-42-Oligomere untersucht. Die relative Affinitat der
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Einzelphagen wurde, nach Abzug der unspezifischen Bindung an das Streptavidin und die
Polystyroloberfliche in leeren Wells, quantifiziert und verglichen. Von vielversprechenden
Klonen wurde die DNA sequenziert. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der
Einzelphagen-ELISA mit Angaben der Peptide der sequenzierten Klone zusammengefasst.

Die Quantifizierung der Bindung an Oligomere in den Septamer-prasentierenden Phagen ist in

Abbildung 35 zu finden.

4 B QPHSRLP
0. B SQPLWPP
B LPPNPTK
0.3
z
f o
2
202
-]
<T
0.1
0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 35: Einzelphagen-ELISA mit Septamer-prasentierenden Phagen, die gegen AB1-42 Oligomere selektiert
wurden. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Phagen 1 bis 10 aus Runde 4. Gezeigt ist die
Affinitat fir das AB1-42-Oligomer nach Abzug der unspezifischen Bindung in leeren Streptavidin-beschichteten Wells
in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm. Klone mit roten Balken wiesen
das Peptid QPHSRLP, blaue das Peptid SQPLWPP und griine das Peptid LPPNPTK auf. Es gilt die Ein-Buchstaben-
Kodierung der Aminosauren. Fir Klone mit schwarzen Balken lagen keine Sequenzdaten vor, Klone mit weillen

Balken wiesen unspezifische Peptide auf.

Es traten drei Phagen mit einer relativ hohen Affinitat fiir das AB1-42-Oligomer auf. Die
Sequenzierung der DNA dieser Phagen ergab die Peptide QPHSRLP, SQPLWPP und LPPNPTK.
Diese Peptide haben einen hohen Anteil an der unpolaren Aminosdure Prolin. Fiir weitere
Studien wurden die entsprechenden Spiegelbild-pD-Peptide SQPLWPP sowie QPHSRLP mit DO1
und DO2 bezeichnet.

In Abbildung 36 ist die Quantifizierung der Bindung von einigen amplifizierten Dodekamer-

prasentierenden Phagen an das AB1-42-Oligomer im Einzelphagen-ELISA zu sehen.
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Abbildung 36: Einzelphagen-ELISA mit Dodekamer-prasentierenden Phagen, die gegen APB1-42 Oligomere
selektiert wurden. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Phagen 1 bis 10 aus Runde 4. Gezeigt
ist die Affinitat fur das AP1-42-Oligomer nach Abzug der unspezifischen Bindung in leeren Streptavidin-
beschichteten Wells in einer zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm. Alle
spezifisch bindenden Klone wiesen unterschiedliche Peptide auf. Es gilt die Ein-Buchstaben-Kodierung der
Aminosduren. Fir Klone mit schwarzen Balken lagen keine Sequenzdaten vor, Klone mit weilen Balken wiesen
unspezifische Peptide auf.

Im Gegensatz zu dem Einzelphagen-ELISA mit den Dodekamer-prasentierenden Phagen
hatten die im ELISA untersuchten Septamer-prasentierenden Phagen keine mehrfach
auftretenden Peptide vorzuweisen. Allerdings besaBen samtliche identifizierte Peptide einen
sehr hohen aromatischen Aminosaureanteil mit zumeist Tryptophanen und Tyrosinen. Einzig das
Peptid SGWHYNWQYWWK konnte in einem weiteren Phagenklon, der spater zusatzlich
sequenziert wurde, nachgewiesen werden, weshalb dieses Peptid fiir weitere Versuche

ausgewahlt wurde. Das abgeleitete Spiegelbild-D-Peptid wurde folglich mit DO3 bezeichnet.

4.5.2.1.3 AMINOSAURE-ZUSAMMENSETZUNG DER D-PEPTIDE

Die in den Einzelphagen-Analysen identifizierten Peptide wurden bzgl. ihres Anteils an
verschiedenen Aminosduregruppen verglichen. Hierflir ergaben sich unterschiedliche
Charakteristika der Peptide in Abhdngigkeit von der Peptidlange. Eine Zusammenfassung der
verschiedenen Eigenschaften der Septamere und Dodekamere, die im Einzelphagen-ELISA

spezifisch fir AB1-42-Oligomere sind, ist in Abbildung 37 dargestellt.
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Abbildung 37: Aminosdure-Zusammensetzung der septameren und dodekameren Peptide, die gegen AP1-42
Oligomere selektiert wurden. Dargestellt ist die Anzahl der aromatischen, aliphatisch hydrophoben, polar
ungeladenen, basisch positiv-geladenen sowie sauren negativ-geladenen Aminosduren in den Peptiden, die
spezifisch fur AB1-42-Oligomere waren. Berechnet wurde der gewichtete Mittelwert der Anzahl der Aminosduren
pro Sequenz in allen spezifisch bindenden Peptiden, die im Einzelphagen-ELISA untersucht wurden.

Septamere und dodekamere Peptide, die gegen AB1-42-Oligomere selektiert wurden und die
gemdll Einzelphagen-ELISA eine Affinitat flir das Zielpeptid vorweisen, unterschieden sich
hinsichtlich der Zusammensetzung der Aminosduren. Dodekamere Peptide hatten mit
durchschnittlich 38 % einen hdheren Anteil an aromatische Aminosauren als Septamere, bei
denen der Anteil dieser Aminosauren bei nur 6 % lag. Zusatzlich hatten Dodekamere auch
vergleichsweise mehr basische Reste mit 19 %. Der Anteil an polaren Aminosdauren war mit 29 %
in beiden Peptidgruppen identisch. Hingegen hatten Septamere mit durchschnittlich 53 % mehr
aliphatisch hydrophobe Reste pro Peptid als Dodekamere, bei denen der Anteil 14 % betrug. Der
relative Anteil an sauren Aminosdauren war in beiden Gruppen duflerst gering bzw. nicht

vorhanden.

4.5.2.2 IN VITRO-BINDEEIGENSCHAFTEN DER D-PEPTIDE

Die relativen in vitro-Bindungsaffinitdten und -spezifitaten von DO1, DO2 und DO3 wurden
mittels ELISA-Experiment quantifiziert. Hierfliir wurden verschiedene biotinylierte Ap1-42-
Konformere immobilisiert und das jeweilige Fluoreszein-markierte p-Peptid appliziert. Mit einem
anti-FITC HRP-Konjugat wurden gebundene DbD-Peptide nachgewiesen. Es wurden sowohl
seedless-Monomere aus Carboxy-terminal biotinylierten AB als auch Monomere aus der Gelfil-
trationschromatographie aus Amino-terminal biotinyliertem AP eingesetzt. Dies diente dazu,
potentielle AB1-42-Bindeepitope im monomeren Zustand, die moglicherweise an den beiden
Termini lokalisiert sein konnten, nicht durch das jeweilige Biotin fiir die b-Peptide zu blockieren.

Abbildung 38 zeigt die ELISA-Auswertung zur Quantifizierung der Bindung von DO1-F an

AB1-42-Monomere, -Oligomere und -Fibrillen.
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Abbildung 38: ELISA zur relativen Quantifizierung der Bindung von DO1-F an verschiedene AB1-42 Konformere.
Seedless-Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AB und Monomere, Oligomere und Fibrillen aus Amino-
terminal biotinyliertem AP wurden zu je 5 pg/ml immobilisiert und das p-Peptid in einer Konzentration von 10 und
20 ug/ml appliziert. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Peptide in einer zweifachen
Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption.

Die niedrigen Absorptionswerte deuten auf eine relativ schwache Bindung von DO1-F im
ELISA hin. Von allen Konformationen wurden einzig die Amino-terminal biotinylierten Mono-
mere schwach gebunden. Diese Bindung war nicht konzentrationsabhangig, da die Absorption
bei der geringeren DO1-F-Konzentration héher war. Die spezifische Affinitat fir die Monomere
war daher nicht eindeutig nachweisbar. Seedless-Monomere aus Carboxy-terminal biotiny-
liertem AB, Oligomere und Fibrillen wurden der ELISA-Analyse zufolge nicht gebunden.

Die Ergebnisse zur Quantifizierung der Bindung vom Septamer DO2-F an AB1-42-Monomere,

-Oligomere und -Fibrillen im ELISA sind in Abbildung 39 zusammengefasst.
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Abbildung 39: ELISA zur relativen Quantifizierung der Bindung von DO2-F an verschiedene AB1-42 Konformere.
Seedless-Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AB und Monomere, Oligomere und Fibrillen aus Amino-
terminal biotinyliertem AB wurden zu je 5 pg/ml immobilisiert und das p-Peptid in einer Konzentration von 10 und
20 ug/ml appliziert. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Peptide in einer zweifachen
Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption.
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DO2-F hat an alle Konformere von AB1-42 relativ schwach gebunden. Dabei war eine etwas
hohere Affinitat fir die Fibrillen vorhanden, wahrend die Bindung an die anderen Konformere
schwacher war. Die Bindung an die einzelnen Konformere war konzentrationsabhangig, wobei
das Bindungssignal der Peptide an die Fibrillen im ELISA gesattigt war. DO2-F wies sowohl fiir die
seedless-Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AP als auch fir die Monomere aus der
Gelfiltration aus Amino-terminal biotinyliertem AR eine dahnliche Affinitat auf.

In Abbildung 40 sind die Ergebnisse zu den ELISA-Bindungsstudien vom Dodekamer DO3-F an

AB1-42-Monomere, -Oligomere und -Fibrillen zusammengefasst.
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Abbildung 40: ELISA zur relativen Quantifizierung der Bindung von DO3-F an verschiedene AB1-42 Konformere.
Seedless-Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AB und Monomere, Oligomere und Fibrillen aus Amino-
terminal biotinyliertem AP wurden zu je 5 pg/ml immobilisiert und das p-Peptid in einer Konzentration von 10 und
20 ug/ml appliziert. Dargestellt ist die relative Quantifizierung der Bindung der Peptide in einer zweifachen
Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption.

DO3-F hat die seedless-Monomere, Oligomere sowie Fibrillen mit einer relativ starken
Affinitat gebunden. Das Bindungssignal war im ELISA bei 10 pg/ml bereits gesattigt. Im
Gegensatz zu dem seedless-Monomer aus Carboxy-terminal biotinyliertem AB wurden die
Amino-terminal biotinylierten Monomere aus der Gelfiltration nicht von DO3-F gebunden, was
auf eine mogliche Lokalisation des Epitops am Amino-Terminus von AB deuten kdnnte.

Es wurden die gleichen ELISA-Versuche mit dem Peptid D3 (RPRTRLHTHRNR) gemacht. Dieses
Peptid zeigte eine relativ hohe Affinitat fir Oligomere und Fibrillen. Die entsprechende

Abbildung befindet sich im Anhang (vgl. Abbildung 48).

4.5.2.3 EINFLUSS DER D-PEPTIDE AUF DIE IN VITRO-FIBRILLATION VON A31-42
Neben den in vitro-Bindungseigenschaften wurde auch der Einfluss der drei b-Peptide auf die
Fibrillation von AB1-42 untersucht. AB in einer Konzentration von 10 pM wurde in

unterschiedlichen Verhadltnissen mit den beiden Septameren DOl und DO2 sowie dem
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Dodekamer DO3 fir 15 Stunden bis zum Erreichen der Plateauphase der Fibrillation koinkubiert
und die Proben mittels ThT-Fluoreszenz ausgewertet. Die Fluoreszenz des Farbstoffs korreliert
mit dem relativen Fibrillengehalt in der gemessenen Probe. Die Fluoreszenzintensitat der
Kontrollinkubation von AP1-42 ohne D-Peptid wurde als 100 % gesetzt. Die (Ubrigen
Fluoreszenzwerte der koinkubierten Proben wurden als prozentualer Anteil von dieser AB-
Kontrollinkubation ermittelt.

Die entsprechende Auswertung zu DO1 ist in Abbildung 41 zusammengefasst.
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Abbildung 41: ThT-Aggregationstest von AB1-42 zur Quantifizierung des relativen Fibrillengehalts in Gegenwart
von DO1. Die Konzentration von A betrug 10 uM, DO1 wurde im Verhéltnis von 1:1 und 1:10 (AB:DO1) zugegeben
sowie einzeln in einer 10 und 100 uM Konzentration gemessen. Flr jede Probe wurden vierfach Bestimmungen
durchgefiihrt und nach 15 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Mittelwert der relativen ThT-
Fluoreszenz (RFU = relative fluorescence unit) bei Ao, = 440 nm und A, = 490 nm ermittelt. Die Fluoreszenz von
10 pM AB wurde als 100 % gesetzt und die Werte und Standardabweichungen der ubrigen Inkubationen sind als
prozentuale Anteile dieses Maximalwerts angegeben.

In der Inkubation von DO1 alleine waren in beiden Konzentrationen keine Fluoreszenz und
damit Fibrillenbildung zu detektieren. Die Fluoreszenzintensitat in den koinkubierten Proben von
DO1 und AB entsprach in beiden Verhaltnissen der der AB-Kontrolle. Demnach wurde die AB-
Fibrillation nicht durch DO1 modifiziert.

Die Auswertung der ThT-Fluoreszenzintensitdt nach Zugabe von DO2 ist in Abbildung 42
zusammengefasst. Auch hier wurden die prozentualen Fluoreszenzintensitaten der

koinkubierten Proben von AB und DO2 abhangig von der AB-Kontrollinkubation ermittelt.
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Abbildung 42: ThT-Aggregationstest von AB1-42 zur Quantifizierung des relativen Fibrillengehalts in Gegenwart
von DO2. Die Konzentration von AR betrug 10 uM, DO2 wurde im Verhaltnis von 1:1 und 1:10 (AB:DO2) zugegeben
sowie einzeln in einer 10 und 100 uM Konzentration gemessen. Fiir jede Probe wurden vierfach Bestimmungen
durchgefiihrt und nach 15 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Mittelwert der relativen ThT-
Fluoreszenz (RFU = relative fluorescence unit) bei A, = 440 nm und A, = 490 nm ermittelt. Die Fluoreszenz von
10 uM AB wurde als 100 % gesetzt und die Werte und Standardabweichungen der tbrigen Inkubationen sind als
prozentuale Anteile dieses Maximalwerts angegeben.

Es wurden die Verhaltnisse 1:1 sowie 1:10 (AB:DO2) untersucht. Ein 1:1 Verhaltnis zwischen
AB und DO2 hatte keinen Effekt auf die Fibrillation. Bei einer Koinkubation von AR mit einem
zehnfachen Uberschuss von DO2 erfolgte eine Reduktion des Fibrillengehalts gemaR der ThT-
Fluoreszenzintensitit um etwa 25%. Die beiden Kontrollen mit den unterschiedlich
konzentrierten DO2-Proben zeigten keine Fluoreszenz in den Proben, somit fibrillierte das Peptid
allein nicht bei diesen Konzentrationen.

Fiir das Dodekamer DO3 wurden dieselben Messungen durchgefiihrt. Es wurden die molaren
Verhaltnisse 10:1, 2:1 und 1:1 (AB:DO3) analysiert. Die zugehdrige Auswertung ist in Abbildung

43 gezeigt.
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Abbildung 43: ThT-Aggregationstest von AB1-42 zur Quantifizierung des relativen Fibrillengehalts in Gegenwart
von DO3. Die Konzentration von AB betrug 10 uM, DO3 wurde im Verhaltnis von 10:1, 2:1 und 1:1 (AB:DO3) sowie
einzeln in einer 1, 5 und 10 uM Konzentration gemessen. Fiir jede Probe wurden vierfach Bestimmungen
durchgefiihrt und nach 15 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Mittelwert der relativen ThT-
Fluoreszenz (RFU = relative fluorescence unit) bei Aoy = 440 nm und A., = 490 nm ermittelt. Die Fluoreszenz von
10 uM AP wurde als 100 % gesetzt und die Werte und Standardabweichungen der Gbrigen Inkubationen sind als
prozentuale Anteile dieses Maximalwerts angegeben.

Die ThT-Fluoreszenzintensitit in der Probe von DO3 mit einem zehnfachen Uberschuss des
AB-Peptids zeigte keinen Unterschied zur AB-Kontrolle auf. Die Erhéhung der DO3-Konzentration
fiihrte aber zu einer deutlichen konzentrationsabhangigen Verringerung der Fluoreszenz-
intensitat und somit des relativen Fibrillengehalts. Ein 2:1 Verhaltnis zwischen AB1-42 und DO3
bewirkte bereits eine Reduktion des relativen Fibrillengehalts um fast 50 %. Ein dquimolares
Verhaltnis zeigte eine um 70 % reduzierte Fluoreszenzintensitat. Die entsprechenden DO3-
Kontrollen ohne AR zeigten bei den gleichen Konzentrationen keine signifikante

Fluoreszenzintensitat bzw. Fibrillation.

4.5.2.4 EINFLUSS VON DO3 AUF DIE PARTIKELGRORE VON AB1-42

ThT-Studien dienen zum Nachweis von ThT-positiven B-Faltblatt-reichen Fibrillen. Zur Detektion
von Partikeln unabhangig von deren Sekundarstruktur wurden Messungen mit dynamischer
Lichtstreuung durchgefiihrt, um den Effekt von DO3 auf die Aggregatbildung im Allgemeinen zu
testen. Hierfiir wurde jeweils 5 UM AP1-42 alleine und in Gegenwart von DO3 wieder im
Verhaltnis von 10:1, 2:1 und 1:1 (AB:DO3) untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 44

zusammengefasst.
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Abbildung 44: Messung der dynamischen Lichtstreuung von AB1-42 in Gegenwart von DO3. Dargestellt ist der
hydrodynamische Radius der Partikel in Abhangigkeit von der Zeit. Gemessen wurden 5uM AB1-42 in
Natriumphosphatpuffer bei pH 7,4 zusammen mit 0 (schwarz), 0,5 (griin), 2,5 (blau) und 5 uM (rot) DO3 (liber einen
Zeitraum von 20 Minuten bei Raumtemperatur. Die Datenakquisition erfolgte alle 5 Sekunden.

In Gegenwart von DO3 fand eine konzentrationsabhangige Steigerung der AB-Partikelbildung
statt. Die Koinkubation mit 0,5 uM DO3 beeinflusste die AB-Aggregation nicht, wie der Vergleich
mit der AB-Kontrolle zeigt. In beiden Fallen lagen zum Ende der Messung etwa 100 nm groRe
Partikel vor. Hingegen fiihrte die Zugabe von héheren DO3-Konzentrationen zu einer deutlichen
Steigerung der Durchmesser auf etwa 500 bis 600 nm bei 2,5 uM DO3 sowie 700 bis 800 nm bei
5 uM DO3. Das Erstere entspricht einem 2:1 und das Letztere einem 1:1 Verhaltnis zwischen
AB1-42 und DO3. Die Auswertung der Intensitdten der Partikel in Abhéangigkeit des
hydrodynamischen Radius lassen Intensitdit von 30 bis 50% in den unterschiedlichen
Partikelpopulationen erkennen (vgl. Anhang, Abbildung 49).

Die entsprechenden DO3-Kontrollen haben bei keiner Konzentration eine signifikante

Aggregatbildung des D-Peptids alleine erkennen lassen (Daten nicht gezeigt).
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5 DISKUSSION

Die Alzheimersche Demenz ist die weltweit hdufigste neurodegenerative Erkrankung und hat
unter anderem die Akkumulation von toxischen AB-Oligomeren zur Ursache. Das Absterben von
neuronaler Zellen ist die direkte Folge dieser Krankheit. Die genauen molekularen Ursachen der
AD sind nicht bekannt, eine gesicherte Diagnose ist erst nach dem Ableben der
Demenzpatienten moglich. Die ungeklarten neurobiologischen Vorgdange erschweren die
zuverlassige Diagnose und kausale Therapie der Patienten.

Das korpereigene Immunsystem tritt in der Grundlagenforschung immer mehr in den
Vordergrund. Mittlerweile sind immunologische Defizite in Demenzpatienten bekannt, die sich
unter anderem anhand eines reduzierten anti-AB-Antikdrpertiters im CSF und Plasma
nachweisen lassen.

Neuartige, gegen AP gerichtete Peptidliganden und Immuntherapien stellen innovative
Methoden zur ursachenbezogenen Behandlung dar. Eine elegante Methode zur ldentifikation
von diagnostischen oder therapeutischen Peptiden ist das Spiegelbild-Phagendisplay, welches
die schnelle und effiziente Identifikation spezifischer Peptidliganden aus D-enantiomeren
Aminosauren ermoglicht. Diese D-Peptide sind pharmakologisch besonders vorteilhaft flr die in
vivo-Anwendung, da sie aufgrund ihrer nicht-physiologischen D-enantiomeren Aminosaure-
konformation meist weniger immunogen sind und eine hohere Proteolyse-Resistenz vorweisen
als naturlich vorkommende Peptide mit L-enantiomeren Aminosauren.

Die aktive Immuntherapie mit AR und ApB-artigen Peptiden erzielte duBerst erfolgreiche
Ergebnisse in transgenen Tiermodellen der AD. Wirkstoffe, die im Menschen eingesetzt werden
sollen, missen bereits bei niedrigen Konzentrationen eine immunisierende Reaktion
hervorrufen, ohne dass starke, abwehrbedingte Entzindungsreaktionen auftreten. Die von der
Firma AFFIRIS AG etablierte Affitom-Technologie ermdglicht die Entwicklung von Peptiden, die

genau diese Eigenschaften vereinen.
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5.1 VERGLEICH DER AGGREGATION VERSCHIEDENER AB-ISOFORMEN

Die Messung der dynamischen Lichtstreuung ermoglicht eine schnelle und direkte Messung
der PartikelgréBe verschiedener Molekiile, ohne dass eine Markierung dieser nétig ist. Somit
sind Aggregationsstudien von amyloiden Proteinen moglich, ohne diese etwa mit
Fluoreszenzmarkern zu versehen oder interagieren zu lassen und dadurch moglicherweise die
Aggregation zu beeinflussen.

Die Messung der Lichtstreuung wurde an den vier Isoformen AB1-40, AB1-42, AB3-40 und
ABpE3-40 bei einer Konzentration von 5puM Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei
Raumtemperatur vorgenommen. Hierflir wurde die Aggregation in Aggregationskeim-freien
AB-Praparationen mittels pH-Verschiebung initiiert. Nach 0, 6 und 24 Stunden Inkubationszeit
wurden Messungen durchgefiihrt, um die GroRe und Heterogenitat der Partikelpopulationen zu
bestimmen (vgl. 4.1, Abbildung 10). Bei der dynamischen Lichtstreuung wird der Durchmesser
anhand des hydrodynamischen Radius ermittelt, das heilst sowohl der eigentliche Partikelradius
als auch die Hydrathille flieRen mit in die Auswertung ein. Die Polydispersitat wird durch den
Umfang der Integralflache reprasentiert und ist ein Mald fiir die Heterogenitat der Partikelgrofie
in einer Population.

Samtliche Isoformen hatten nach der Initiierung der Aggregation eine relativ homogene
Partikelform mit einem hydrodynamischen Radius von 20 nm aufzuweisen. Die Pyroglutamat-
form APBpE3-40 war zu diesem Zeitpunkt bereits bimodal und bildete zusatzlich groRere
Aggregate mit einem Radius von etwa 90 nm.

Nach 24 Stunden war eine hohe Heterogenitat in samtliche Proben vorhanden. ABpE3-40 hat
die groRten Fragmente mit einem Radius von bis zu 3000 nm vorzuweisen.

Die beobachtete Partikelbildung von AB1-40 in der Lichtstreuung deckte sich groRtenteils mit
der aus anderen Publikationen. Carrotta et al. zeigten fur 185 uM AB1-40, ebenfalls nach einer
Aggregationskeim-freien Praparation, eine Partikeldistribution, die nach 4 Stunden der hier
prasentierten Messung mit einem hydrodynamischen Radius von 20 nm entsprach (Carrotta et
al., 2007). Auch in anderen Veroffentlichungen wurden dhnliche Radii angegeben (Kim und
Murphy, 2004; Liu und Murphy, 2006). Murphy und Pallitto konnten nach acht Stunden, wie in
der hier gezeigten Messung nach sechs Stunden, Aggregate mit etwa 40 nm in einer 140 uM
AB1-40-Probe detektieren (Murphy und Pallitto, 2000). Interessanterweise scheint die
anfangliche Aggregation von AP1-40 unabhangig von der AB-Konzentration zu erfolgen, da
unterschiedliche Molaritdten des Peptids zu Beginn keine nennenswerten Unterschiede im
Durchmesser bewirken.

Nach 24 Stunden lagen in der hier durchgefiihrten Messung Partikel mit einem Radius von
60 nm vor. Chen et al. zeigten nach demselben Zeitraum etwas groBere Aggregate mit etwa
80 nm (Chen und Glabe, 2006), allerdings bei einer héheren Konzentration von 220 uM.

Pai et al. fihrten eine Messung in einer 12,5 uM AB1-42-Probe in HEPES-Puffer durch, die

nach 2 Stunden Schuttelinkubation bereits eine bimodale Partikeldistribution mit einem Radius
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von 30 bis 40 nm sowie etwa 130 nm entwickelte (Pai et al., 2006). Nach 6 Stunden wurde in
dem hier vorgestellten Versuch ebenfalls eine bimodale Verteilung detektiert, allerdings mit
kleineren Radii (10 und 50 nm); in diesem Fall scheint die AB-Konzentration, die Schiittel-
inkubation bzw. der Inkubationspuffer einen Einfluss auf den Aggregationsverlauf zu haben. Im
Vergleich dazu zeigen Funke et al. flir eine 5 uM AB-Probe — ebenfalls Aggregationskeim-frei in
Natriumphosphatpuffer prapariert — den gleichen Partikelradius von etwa 20 nm wie in der hier
gezeigten Messung (Funke et al., 2010).

Fiir die Amino-terminal verkirzte Form AB3-40 sowie die Pyroglutamatform ABpE3-40 sind
auBer der hier publizierten Resultate (Schlenzig et al., 2009) keine weiteren Daten zur Messung
der dynamischen Lichtstreuung bekannt. In den hier gezeigten Versuchen wies das AB3-40-
Peptid nach 24 Stunden mit einem Radius von etwa 70 bis 80 nm die groflten nicht-
pyroglutamatisierten Aggregate im Vergleich zu den beiden Volllangen-Peptiden AB1-40/42 auf.
Die Pyroglutamatform bildete nach 24 Stunden ebenfalls Partikel mit einem Radius von 70 bis
80 nm, deren Durchmesser jedoch anhand der Integralflache sehr viel polydisperser und damit
heterogener waren als die der Aggregate in den Ubrigen Isoformen. Zusatzlich waren Aggregate
mit einem Radius von etwa 3000 nm zu detektieren, die ebenfalls heterogen waren.

Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse die These, dass AB1-42 deutlich schneller aggregiert als
AB1-40 (Thunecke et al., 1998). Amino-terminal verkiirzte Isoformen im Allgemeinen (McColl et
al., 2009) sowie die Pyroglutamatform im Speziellen (Harigaya et al., 2000; Schilling et al., 2006)
aggregieren im ThT-Aggregationstest schneller als AB1-42, was durch die hier gezeigte Messung
der Lichtstreuung belegt werden konnte. Diese erhohte Aggregationsanfalligkeit ist
moglicherweise unter anderem auf eine Erhdhung der Hydrophobizitat durch das zyklische
Pyroglutamat und die dadurch verringerte Zahl von Ladungen (Kuo et al., 1997) sowie auf eine
veranderte pH-abhangige Loslichkeit zuriickzufihren (Schlenzig et al., 2009).

Allerdings ist bei der dynamischen Lichtstreuung zu beachten, dass im Fall von AB-Peptiden
die Datenanalyse nur dann optimal ist, wenn der Radius der Aggregate nicht 100 bis 150 nm
Uiberschreitet. Uber diesen Wert hinaus ist die strukturelle Information eher qualitativen Werts
und dient zur ungefdahren GroéRenverhaltnisbestimmung zwischen verschiedenen Proben und
gibt keine maRgetreuen Angaben lber die tatsdchliche GroRe der Aggregate wieder (Lomakin et
al., 1999). Dementsprechend sollten insbesondere die Durchmesser der detektierten ABpE3-40-
Aggregate nach 24 Stunden eher als Richtwert und nicht als absolute GrofRe interpretiert

werden.
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5.2 ETABLIERUNG EINER PRAPARATION VON AB-MONOMEREN,
-OLIGOMEREN UND -FIBRILLEN FUR IN VITRO-STUDIEN

Die verlassliche und reproduzierbare Praparation von Monomeren, Oligomeren und Fibrillen
ist dulerst wichtig fur die Planung von Versuchen und die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen.
In vitro-Protokolle fiir die Praparation von Monomeren und Oligomeren mittels verschiedener
Puffer, pH-Werte, Inkubationszeiten und -temperaturen sowie AB-Konzentrationen sind zwar
bekannt (Dahlgren et al., 2002; Stine et al., 2011), allerdings umstritten, da sie nicht immer
zuverldssig und reproduzierbar sind. Das Ziel der hier aufgefiihrten Versuche war deshalb die
Etablierung einer schnellen und verlasslichen Praparationsmethode von unterschiedlichen AB-
Konformeren. Dies ist wichtig fur biophysikalische und biochemische in vitro-Experimente mit
AB, da das Peptid aufgrund seiner hohen Aggregationsanfalligkeit sehr unbestidndig ist. Eine
zuverlassige Praparationsmethode fiir Oligomere und Monomere bietet die Gelfiltration, bei der
einzelne Formen anhand des Molekulargewichts voneinander getrennt werden (Jan et al., 2010).
Die Peptide wurden in dem hier vorgestellten Gelfiltrationsprotokoll jedes Mal identisch
vorbehandelt und nach der molekularen Masse aufgetrennt. Anschliefend erfolgte die
Konzentrationsbestimmung der Monomere, Oligomere und der separat praparierten Fibrillen.
Eine vorherige Harnstoffbehandlung diente dazu, die Aggregate in Monomere zu liberfiihren, um
so die Konzentration der unterschiedlichen Konformere, basierend auf der Monomereinheit,
unter reproduzierbaren Bedingungen durchzufiihren. Harnstoff diente dabei als denaturierendes
Agens. Diese Prdparationsmethode ergibt ausreichende Mengen an verschiedenen Konfor-
meren, die in biotinylierter Form vor allem in Festphasen-Assays basierend auf der Streptavidin-
Biotin-Immobilisierung eingesetzt werden kdnnen.

Die Gelfiltrationschromatographie von AP resultierte in zwei deutlichen Absorptionsmaxima
im Chromatogramm (vgl. 4.2.1, Abbildung 11). Die Masse von AP in diesen Fraktionen entsprach,
falls man die Elutionszeiten mit denen der Kalibrationsproteine vergleicht, einem
Molekulargewicht von >100 kDa sowie etwa 10 kDa. Die Monomere befanden sich in der
zweiten eluierten Fraktion und haben ein apparentes Molekulargewicht von 10 kDa
aufgewiesen. Die Diskrepanz zu dem tatsachlichen Molekulargewicht von 4,5 kDa ist damit zu
erklaren, dass das nicht-globulare Peptid einen groBeren hydrodynamischen Radius besitzt und
demnach schneller durch das Saulenmaterial lauft als die zur Kalibrierung eingesetzten
globuldren Proteine. In anderen Literaturreferenzen wurde gezeigt, dass es sich bei den
Monomeren in dieser Fraktion tatsachlich um 4,5 kDa schwere Molekiile handelte, und dass die
Oligomere als heterogene Gruppe unterschiedlicher GréRen vorlagen (Hepler et al., 2006).

Die ThT-Analyse ermoglicht durch die Detektion der Fluoreszenz des Fibrillen-bindenden ThTs
die relative Quantifizierung des Fibrillengehalts in den Proben. Der ThT-Test zeigte, dass die

Monomerprobe keine ThT-positiven fibrillairen Formen enthielt. Im Verhaltnis dazu zeigte die
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Fibrillenprobe eine starke Fluoreszenzintensitat, was einem hohen Fibrillengehalt gleichzusetzen
ist.

In der Oligomerprobe war ebenfalls ThT-Fluoreszenzintensitdt detektierbar (vgl.4.2.2,
Abbildung 12), die allerdings deutlich unter den Werten fiir die der Fibrillen lag. Das auf die Saule
applizierte Material wurde ohne Aggregationskeime prapariert und mogliche unlésliche, fibrillare
Aggregate waren aufgrund der vorherigen Zentrifugation nicht in der Probe vorhanden. Das
Fluoreszenzsignal ist deshalb vermutlich auf 16sliche Protofibrillen zuriickzufiihren, die bei der
Praparation von synthetischen Oligomeren auftreten. Von diesen protofibrilldaren Strukturen ist
bekannt, dass sie ebenfalls von ThT gebunden werden (Pires et al., 2011). Fir das protofibrillare
AB-Peptid wird das damit erklart, dass Protofibrillen ebenfalls B-Faltblatt als Sekundarstruktur
vorweisen konnen (Walsh et al., 1999).

Die Dot-Blot-Studien mit dem nicht-konformerspezifischen anti-AB-Antikorper NAB 228
bestatigten, dass in samtlichen Proben AR vorhanden war. Der Antikorper Al1 ist spezifisch fir
Oligomere und erkennt ein konformerspezifisches Epitop, das im Peptidstrang lokalisiert ist
(Kayed et al., 2003). Die Detektion mit A1l zeigte, dass ausschlieBlich die Oligomerfraktion aus
der Gelfiltration diese oligomere Strukturen vorzuweisen hatte (vgl.4.2.3, Abbildung 13).

Die Western-Blot-Detektion zeigte zudem, dass die Oligomere hauptsachlich in Dimere,
Trimere, und Tetramere (ca. 8 kDa, 14 kDa bzw. 17 kDa ) aufgetrennt wurden, die mit dem
oligomerspezifischen Al1l-Antikorper nachgewiesen wurden. AulRerdem sind noch schlieren-
artige immunpositive Banden zu sehen gewesen, die mit etwa 35 kDa eventuell als Oktamere
gedeutet werden koénnen (vgl. 4.2.3, Abbildung 14). Diese Bandensignale fiir oligomere
Praparationen sind typisch flir AB und wurden bereits haufig beschrieben (Dahlgren et al., 2002;
Chen et al., 2006). Wahrend die Oligomerpraparation nach einem bestimmten Protokoll anhand
AB-Konzentration, Inkubationszeit, -puffer, und -dauer stets zur Rickbildung in Monomere in der
Proteingelelektrophorese fiihrte (Stine et al., 2003), ist dies in der hier etablierten Gelfiltrations-
praparation nicht der Fall gewesen. Die Gegenwart von kleineren Oligomeren statt der nieder-
molekularen Aggregate aus der Gelfiltration ist vermutlich unter anderem auf die Anwesenheit
von SDS im Lauf- und Auftragspuffer wahrend der Gelelektrophorese zuriickzufiihren.

Die Monomerprobe wies eine deutliche Bande bei etwa 5kDa auf, welches der
physiologischen Masse von AB entspricht. Die Immundetektion mit All zeigte, dass keine
Oligomere prasent waren (Abbildung 14).

Die Western-Blot-Analyse der Fibrillenprobe bestatigte, dass keine Oligomere und Monomere
mit dem AB-spezifischen Antikdrper detektiert werden konnten (Abbildung 14). Da die vorherige
Dot-Blot-Detektion bestatigt hat, dass AB in der Fibrillenprobe vorhanden war, bedeutet das,
dass hochmolekulare fibrillire Aggregate vermutlich nicht in das Trenngel eingewandert sind.

Die Detektion der Monomer-, Oligomer- sowie Fibrillenproben im ELISA zeigte, dass die
Immobilisierung von 5 pg/ml AB die Detektion der Monomere, Oligomere und Fibrillen
ermoglicht (vgl. 4.2.4, Abbildung 15).
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5.3 AB-ANTIKORPERAKTIVITAT IN SEREN VON DEMENZPATIENTEN

Die Antikorperaktivitdit in Seren beeinflusst moglicherweise die Pathologie der AD.
Korpereigene, AB-bindende Antikérper haben wichtige Funktionen, wie z. B. die Hemmung der
AB-Aggregation, die Disassemblierung vorgeformter Fibrillen, sowie die Inhibition der
AB-induzierten Zytotoxizitat (Paul et al., 2010). Eine Veranderung dieser korpereigenen
Antikorperfunktion kdnnte somit moglicherweise zur Pathogenese beitragen. In den hier
vorgestellten ELISA-Experimenten wurden die freien Antikdrper in Seren von Patientengruppen
verschiedener Demenzformen auf ihre Bindung an verschiedene AB-Konformere hin
guantifiziert. Dabei wurde gezeigt, dass zwischen gesunden Kontrollpersonen und MCl-Patienten
unterschiedlicher Auspragung zum Teil signifikante Unterschiede im Titer der ungebundenen,
AB-bindenden Antikorper vorlagen (vgl. 4.3). Die folgenden Messungen wurden an je 5 Patienten
pro Gruppe durchgefiihrt. Die Ergebnisse und daraus folgende mdogliche Schlussfolgerungen
werden daher im Kontext dieser Probandengruppe diskutiert. Ein definitives Fazit flur die
allgemeinen Bedingungen in den Demenzkrankheiten ist daher nicht beabsichtigt.

In gesunden Patienten wurde ein héherer Titer Monomer-bindender Antikorper gemessen als
in MCI-Patienten (Abbildung 16). In diesen Demenzpatienten liegt demnach anscheinend eine
veranderte Antikdrperaktivitat und damit womaoglich einhergehende Suszeptibilitat fiir A vor.

In den MCI-Patienten lagen im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen auch signifikant
reduzierte Antikorpertiter gegen Oligomere vor. Insbesondere zwischen den Kontrollen und den
progressiven MCI-Patienten war der statistische Unterschied hochsignifikant (Abbildung 17).

Zwischen allen Patientengruppen konnten untereinander keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der Menge der Fibrillen-bindenden Antikdrper gemessen werden (Abbildung 18).

Zusammenfassend zeigte die Auswertung der Antikérperquantifizierung in MCl-Patienten im
Vergleich zu den Kontrollpersonen gewisse Tendenzen in der Monomer- und Oligomerbindung,
die darauf hindeuten, dass in MCI-Patienten ein reduzierter Antikdrpertiter gegeniiber diesen
Konformeren vorliegt. Eine verlassliche statistische Auswertung sowie Validierung der
gemessenen Unterschiede fiir die Allgemeinheit ist allerdings aufgrund der geringen
Probandenzahl derzeit nicht moglich. Demzufolge muss selbstverstandlich die Zahl der
untersuchten Patienten erhoht werden. Dies wirde die statistischen Auswertungen
aussagekraftiger machen.

Die Dissoziation der gebundenen, AB-spezifischen Antiképer von natirlichen, im humanen
Plasma vorkommenden Liganden ermoglicht die Messung aller im Plasma vorkommenden
AB-bindenden Antikorper (iber die freien Antikdrper hinaus. Das AB-Peptid selbst z. B. ist in einer
Konzentration von 10 bis 100 pM im humanen Blut vorhanden und kdnnte in Assoziation mit den
Antikorpern die Bindung an das synthetische, immobilisierte AB-Peptid kompetitiv hemmen
(Szabo et al., 2008).

Du et al. haben ebenfalls gezeigt, dass in Demenzpatienten der AB-spezifische Antikorpertiter

im Vergleich zu dem in Kontrollgruppen reduziert war (Du et al., 2001). Wahrend dies bzgl. der

75



Diskussion

Zerebrospinalflissigkeit gezeigt wurde, wurde in den hier vorgestellten Versuchen das gleiche
fir humanes Plasma bestatigt. Dasselbe konnten auch Weksler et al. zeigen, wobei hier
zusatzlich nachgewiesen wurde, dass die reduzierten Antikoérper zu der IgG-Gruppe gehoren
(Weksler et al., 2002).

Die hier erbrachten Ergebnisse zeigen zudem, wie differenziert und konformerspezifisch das
Antikorperdefizit in Demenzpatienten sein kann, da anscheinend insbesondere Antikérper gegen
die Oligomere signifikant reduziert zu sein scheinen. Moir et al. konnten ebenfalls zeigen, dass in
Demenzpatienten der oligomerspezifische anti-AB-Antikorpertiter im Vergleich zu gesunden
Kontrollen reduziert war (Moir et al., 2005). Der besondere Fokus auf Oligomere mit
konformerspezifischen Antikorpern ist somit ein aussichtsreicher Therapieansatz, der z. B. in den
Versuchen von Hillen et al. bereits erfolgreich getestet wurde. Demnach hat die Behandlung von
transgenen Mausen mit dem oligomerspezifischer Antikorper A-887755 die kognitiven und

synaptischen Funktionen in vivo verbessern konnen (Hillen et al., 2010).
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5.4 AKTIVE IMMUNTHERAPIE DER ALZHEIMERSCHEN DEMENZ MIT
AFFITOPEN IN TRANSGENEN MAUSEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die immunisierenden Effekte zweier Peptide untersucht, die
zur aktiven Immuntherapie in transgenen Mausen eingesetzt wurden. Diese Hexamere werden
als sogenannte Affitope bezeichnet. Affitope ahmen die funktionelle Struktur von AB nach und
Affitop-induzierte Antikorper erkennen ausschlieBlich ein bei der Abspaltung von APP
entstandenes Epitop von AB. Die Immunantwort richtet sich demnach nicht gegen das APP und
andere korpereigene Proteine. Affitope l6sen deshalb keine vergleichbaren Immunreaktionen
aus wie bei der Immuntherapie mit dem AB-Peptid selbst (Orgogozo et al., 2003; Gilman et al.,
2005). Zuvor haben Schneeberger et al. gezeigt, dass die Anwendung dieser Affitope in
transgenen Mausen die Symptome der AD-dhnlichen Pathologie mildern. In diesen Tieren wurde
eine Reduktion der Plaguebelastung, ein Abschwachen der Entziindungserscheinungen sowie
eine Verbesserung der kognitiven Funktionen beobachtet (Schneeberger et al., 2010). ELISA-
Bindungsstudien konnen Aufschluss dariiber geben, inwiefern die aktive Immuntherapie die anti-
AB-Antikorperaktivitdat modifiziert und dadurch zum Rickgang der pathologischen Symptome
beigetragen haben kdnnte. Hierflr wurden die freien Antikdrper in Seren der transgenen Tiere
nach Abschluss der Immunbehandlung bzgl. ihrer Bindung an verschiedene AB-Konformere im
ELISA quantifiziert. Es wurden drei verschiedene Behandlungsgruppen untersucht, in denen zum
einen keine Immunisierung erfolgte sowie jeweils das Affitop ADO3 bzw. ADO02 eingesetzt
wurden (vgl. 4.4).

Generell hat in nicht-immunisierten transgenen Mausen ein niedriger AB-spezifischer
Antikorpertiter vorgelegen, wobei eine etwas hohere Affinitat flur die Fibrillen im Vergleich zu
den Monomeren und Oligomeren detektiert wurde (Abbildung 20). Die ahnlichen relativen
Mengen und Verhaltnisse zwischen den Monomer-, Oligomer- und Fibrillen-bindenden
Antikorpertitern wurden auch in AD-Patienten nachgewiesen (Abbildung 19).

Die Behandlung mit ADO3 bewirkte eine Veranderung der Immunreaktivitat insofern, dass
mehr Antikorper, die Monomere und Fibrillen binden, gebildet wurden. Hingegen war der Titer
der Oligomer-bindenden Antikérper nur geringfiigig hoher (Abbildung 21). Dementsprechend
fihrte die Immunisierung mit ADO03 offenbar zu einer differenzierten Induktion von
konformerspezifischen Antikdrpern, die vor allem an die monomere und fibrillare Form von AB
binden. Bzgl. ADO3 ist bekannt, dass das AB-Bindeepitop des Antikorpers, der zur Identifikation
von ADO3 eingesetzt wurde, zentral im AB-Peptid lokalisiert ist und die Aminosauren 14 bis 19
umfasst (persénliche Mitteilung Markus Mandler, AFFIRIS AG, Wien, Osterreich). Dies ist
interessant in Anbetracht der Tatsache, dass bekannte oligomerspezifische Antikorper ihr
strukturelles Bindeepitop generell im Carboxy- sowie Amino-Terminus haben (Meli et al., 2009),
was darauf hinweisen kdnnte, dass der zentrale Bereich aufgrund von konformationsbedingten

strukturellen Eigenschaften in Oligomeren nicht als Epitop zuganglich ist. Dies ware eine
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Erklarung daflr, warum hauptsachlich die Antikorperaktivitdit gegen Monomere und Fibrillen
moduliert wurde, da Oligomere eventuell nicht von den durch das Affitop-induzierten
Antikorpern gebunden werden kdénnen.

Die Auswertung der ELISA-Versuche mit Seren der mit ADO2 behandelten Gruppe hat
ebenfalls Unterschiede in der Quantifizierung der AB-bindenden Antikorper ergeben. In diesem
Fall war der Antikorpertiter gegen die Fibrillenform stark angestiegen. Die Menge an Monomer-
und Oligomer-bindenden Antikorper war allerdings nahezu unverandert im Vergleich zu nicht-
immunisierten Mausen (Abbildung 22). In diesem Fall wurde also der spezifische Antikorpertiter
gegen die Fibrillen erhoht. Fiir ADO2 ist bekannt, dass sein Epitop direkt am Amino-Terminus von
AB in den Aminosauren 1 bis 5 bzw. 6 lokalisiert ist (personliche Mitteilung Markus Mandler,
AFFIRIS AG, Wien, Osterreich). Diese Region ist in Fibrillen leicht zugdnglich (Petkova et al.,
2002), so dass gegen den Amino-Terminus gerichtete Antikorper eine hohe Affinitat fur Fibrillen
haben. Die Quantifizierung der Antikorper in den ELISA zeigt, dass die durch die Immunisierung
induzierten Antikorper tatsachlich praferentiell Fibrillen binden. Bard et al. zeigen zudem in ihren
Studien, dass ausschlielfllich die gegen den Amino-Terminus gerichteten Antikérper zum
Plaqueabbau fihren (Bard et al., 2003). Die moglichen Effekte dieser Antikorperbindung an
Fibrillen werden in Abbildung 45 schematisch dargestellt. Ein moglicher Effekt dieser Antikorper-
Fibrillen-Komplexbildung ware, dass ein Abbau der Aggregate im Plasma ausgeldst wird. Die in
der Peripherie stattfindenden Ereignisse flihren zu einem Ungleichgewicht zum zerebralen AB,
weshalb ein Efflux in die Peripherie erfolgt. Dies ware etwa durch den Abbau der Plagues und
den Efflux von AR mdglich (Abbildung 45, A). Diese Hypothese wiirde auch eine Erklarung dafir
liefern, weshalb in der Pathologie der behandelten Mause eine Reduktion der AB-Belastung im
Hirn vorliegt. Ein dhnlicher Mechanismus wurde bereits bei der aktiven Immunisierung mit
AB1-42 beschrieben (Schenk et al., 1999).

Eine weitere Moglichkeit ergibt sich, falls die Antikorper die Blut-Hirn-Schranke tberwinden
konnen. Auf diese Weise kénnte durch die Anlagerung der Antikoérper an die fibrillaren Plaques
der Abbau dieser Deposite direkt und dadurch die Abnahme der allgemeinen AB-Belastung im
Gehirn bewirkt werden (Abbildung 45, B).

Die aktive Immuntherapie mit dem AP1-42-Peptid hat bei Alzheimerpatienten erhebliche
Entziindungsreaktionen hervorgerufen, die zu einem Abbruch der TherapiemalBnahmen gefiihrt
haben (Orgogozo et al., 2003; Gilman et al., 2005). Aufgrund der vorteilhaften Epitopstruktur
von ADO3 und ADO2 wird in der Immunantwort die Kreuzreaktion mit APP und anderen
korpereigenen Proteinen ausgeschlossen und eine geringe Konzentration wahrend der
Immunisierung eingesetzt, weshalb dhnliche Nebeneffekte nicht zu erwarten sind. Zudem wurde
die Vertraglichkeit der Substanz im Menschen bereits positiv evaluiert (Schneeberger et al.,
2009).
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der mdéglichen therapeutischen Effekte der ADO02-Fibrillen-Bindung.
A Antikorper, die durch die Immunisierung mit ADO2 induziert werden, binden Fibrillen in der Peripherie und
bewirken die Disassemblierung der Aggregate in kleinere Oligomere und Monomere. Dies fliihrt zum Abbau von AB
in der Peripherie. Durch dieses Konzentrationsungleichgewicht erfolgt der Abbau der AB-Plaques im Gehirn und der
Efflux von zerebralem, I6slichem AB in die Peripherie. Dies fuhrt zur Reduktion der AB-Konzentration im Gehirn.
B ADO02 kann durch Mechanismen wie aktiven Transport etc. die Blut-Hirn-Schranke Gberqueren und die Plaques im
Hirn direkt binden. Dadurch wird der Abbau der AB-Plaques unmittelbar bewirkt, was ebenfalls in einer AB-
Degradation und Verringerung der AB-Konzentration im Gehirn resultiert.
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5.5 D-PEPTIDE ZUR DIAGNOSE DER ALZHEIMERSCHEN DEMENZ
Bei der Durchfiihrung des Spiegelbild-Phagendisplays mit Aggregationskeim-freiem ABpE

sowie niedermolekularen und hochmolekularen APpE-Aggregaten wurden vier verschiedene
D-Peptide mit der Bezeichnung D4 (KMEHPNHPPPQR), D5 (NGAPNKIPRDRE), D6
(AGERLKFIDEHV) und D7 (HTRFEYYVYHMS) aus den entsprechenden L-Peptiden abgeleitet.
D4 und D5 hatten die Aggregationskeim-freie ABpE-Prdparation als Selektionsziel, D6 und D7
jeweils niedermolekulare und hochmolekulare ABpE-Aggregate. Das Peptid D7 weist im
Vergleich zu den anderen D-Peptiden einen hohen Anteil an aromatischen Aminosauren auf (vgl.
4.5.1.1.3, Abbildung 29).

Die Bindeepitopbestimmung anhand verschiedener AB-Fragmente ergab, dass die zentrale
Region des AB-Peptids von allen selektierten D-Peptiden gebunden wurde (vgl. 4.5.1.2,
Abbildung 30). Dieser Bereich enthalt das KLVFF-Peptid, das als Ansammlung hydrophober Reste
eine entscheidende Rolle in der Fibrillation von AR spielt (Tjernberg et al., 1999). Zusatzlich
zeigten insbesondere D6 und D7 eine hohe Affinitat fiir das Peptid EFR an Position 3 bis 5, was
auf eine gewisse Spezifitat flr die Amino-terminal verkiirzte AB-Form hinweisen kdnnte. D7 zeigt
eine besonders grofle Bindeepitopregion, bei der zusatzlich zum zentralen und Amino-
terminalen Bereich auch der Carboxy-Terminus erkannt wurde.

Neben diesen in vitro-Experimenten wurden auch die ex vivo-Bindungseigenschaften
untersucht, wofir Hirnschnitte transgener Mause mit den Fluoreszein-markierten bp-Peptiden
angefarbt und die Fluoreszenzfarbung mit dem Plaque-bindenden Fluoreszenzfarbstoff Kongorot
verglichen wurde (vgl. 4.5.1.3). Hierbei zeigte sich eine gewisse Selektivitdt bzgl. der
Plaquefarbung, denn alle vier p-Peptide haben ausschlieflich an Plaques gebunden, die gemaR
der Kongorotfluoreszenz eine hohe Dichte vorwiesen. Kleinere und diffuse Plaques wurden von
den Peptiden nicht erkannt. Dies deutet darauf hin, dass praferentiell fibrillares AB1-42
gebunden wird, welches Uberwiegend in dichten Plaques vorkommt, wahrend in diffusen
Ablagerungen hingegen zu Beginn hauptsachlich amorphe Formen von APB1-42 aggregieren
(lwatsubo et al., 1994; Guntert et al., 2006).

Zusatzlich zu dieser Selektivitat ist eine ausgepragte Fluoreszenzverteilung fir die Peptide D4,
D5 und D6 erkennbar, bei der hauptsachlich ringformige Strukturen um den inneren Plaquekern
herum entstanden (Abbildung 31 und Abbildung 32). Dies deutet darauf hin, dass in den Plaques
moglicherweise eine spezifische Verteilung der verschiedenen AB-Isoformen von den D-Peptiden
erkannt wurde. Die Kongorotbindung lieR keine derartigen Strukturen erkennen, da dieser
Fluoreszenzfarbstoff eine generell Amyloid-bindende Substanz ist (Ladewig, 1945).

D7 zeigte ein von den drei anderen D-Peptiden abweichendes Bindungsmuster. Wahrend D4,
D5 und D6 besagte ringférmige Fluoreszenzverteilung erkennen lieBen, wurde von D7 der innere
Kern der Plaques flachig gebunden, ringformig konzentrierte Binderegionen waren nicht
erkennbar (Abbildung 32). Dies kann damit erklart werden, dass die hochmolekularen fibrilldren

Aggregate hauptsachlich im Kern der Plaques vorkommen und das D7, welches hochmolekulares
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ABpE als Selektionsziel hatte, dementsprechend eine intensivere Bindung als die (brigen
D-Peptide zeigte. Eine dhnliche durch die Konformerspezifitat bedingte Lokalisation der Farbung
zeigten auch Kayed et al. mit einem oligomerspezifischen Antikdrper, der nicht mit dichten,
fibrillaren Plaques, die positiv fir den Kongorot-dhnlichen Farbstoff Thioflavin S sind,
kolokalisierte (Kayed et al., 2003).

Die Interpretation dieser Ergebnisse deutet in ihrer Gesamtheit darauf hin, dass eine
spezifische und selektive Bindung der Dp-Peptide an endogene Amyloidablagerungen stattzu-
finden scheint. Dies wurde fir speziell selektierte Substanzen bereits haufiger beschrieben. So
publizierten Wirths et al., dass ein fiir das ABpE-Oligomer spezifischer monoklonaler Antikorper
ausschlieRlich BlutgefaBe und intraneuronale Ablagerungen in familidren und sporadischen
Alzheimerfallen anfarbt. Plaques wurden nicht detektiert (Wirths et al, 2010). Das Peptid D1, was
ebenfalls im Rahmen eines Spiegelbild-Phagendisplays selektiert wurde (Wiesehan et al., 2003),
zeigte ebenfalls spezifische Bindeeigenschaften und erkannte auch ausschlielRlich dichte
Plaquestrukturen, aber keine diffusen Deposite (van Groen et al., 2009).

Insgesamt sind diese selektierten p-Peptide sehr interessante Kandidaten fiir die Entwicklung
von biomolekularen Plaquesonden in diagnostischen Anwendungen. Die selektive und
moglicherweise spezifische Affinitat flir unterschiedliche Plaquestrukturen und AB-Isoformen
konnte die Diagnose der AD in bildgebenden Verfahren unterstitzen und der Abgrenzung von
anderen Amyloid-assoziierten neurodegenerativen Krankheiten dienen. Die moglicherweise
geringe Immunogenitat der nicht-physiologischen b-enantiomeren Aminosduren kann hierbei
von Vorteil sein. Insbesondere D7, mit einem hydrophoben Charakter und einer starken Bindung
an dichte Plaques, ware ein sehr vielversprechender Bioimaging-Kandidat, der die Blut-Hirn-

Schranke lberwinden kénnte und dessen weitere Charakterisierung durchaus aussichtsreich ist.
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5.6 D-PEPTIDE ZUR THERAPIE DER ALZHEIMERSCHEN DEMENZ

Ein weiteres Spiegelbild-Phagendisplay hatte die Identifizierung von D-Peptiden mit einer
Spezifitat fir die oligomere Form von AB1-42 zum Ziel. Hierbei wurden Oligomere mittels
Gelfiltrationschromatographie prdpariert und zur Selektion eingesetzt. Im Verlauf der
Phagendisplays wurden die zwei Septamere DO1 (SQPLWPP) sowie DO2 (QPHSRLP) und das
Dodekamer DO3 (SGWHYNWQYWWAK) identifiziert. Auffdllig ist, dass die beiden Septamere
sehr prolinreich sind, wahrend das Dodekamer, dhnlich wie D7, aromatenreich ist (vgl. 4.5.2.1.3,
Abbildung 37).

Diese drei Peptide wurden bzgl. ihrer in vitro-Bindung an verschiedene AB-Konformere im
ELISA getestet. Es ergaben sich unterschiedliche Affinitaten fiir die b-Peptide (vgl. 4.5.2.2). Das
Peptid DO1 zeigte im ELISA eine duBerst schwache Bindung an samtliche Konformere (Abbildung
38). Im Vergleich dazu waren die beiden anderen p-Peptide affin fir unterschiedliche ApB-
Formen. DO2 hat alle Formen in einer konzentrationsabhangigen Weise gebunden, wobei die
Bindung an die Fibrillen zumindest im ELISA relativ stark war (Abbildung 39). Die seedless-
Monomere und die Monomere aus der Gelfitration haben je eine Carboxy- bzw. Amino-
terminale Biotinylierung und wurden in gleicher Weise von DO2 gebunden. Dies deutet darauf
hin, dass das DO2 sein Epitop wahrscheinlich entweder im zentralen Bereich hat oder aber
dieses Epitop nicht direkt an die duferen Amino- bzw. Carboxy-terminalen Enden grenzt.
Allerdings ist keine hohe Affinitat fiir das Oligomer als eigentliches Selektionsziel im Vergleich zu
den anderen Konformeren vorhanden. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass die Spezifitat des
Peptids hauptsachlich durch die Aminosauresequenz des Zielpeptids und nicht durch dessen
strukturelle Konformation determiniert wird.

Fiir DO3 wurden relativ hohe Affinitdaten fir samtliche Konformere im ELISA nachgewiesen.
Interessanterweise wurden die am Amino-Terminus biotinylierten Monomere kaum detektiert,
wahrend die seedless-Monomere mit der Carboxy-terminalen Biotinylierung starker gebunden
wurden (Abbildung 40). Dies kann als potentieller Hinweis auf eine am Amino-Terminus
lokalisierte Bindeepitopstelle des Dodekamers ausgelegt werden.

Die Peptide DO1, DO2 und DO3 wurden im ThT-Aggregationstest eingesetzt. ThT ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der an [B-Faltblatt-reiche Strukturen verschiedener amyloider Proteine
bindet und nach der Anregung bei 440 nm bei einer Wellenlange von 490 nm fluoresziert. Diese
Emission kann auf diese Weise mit dem relativen Fibrillengehalt in der Probe korreliert werden
(Groenning, 2009). ThT-Tests werden zur Messung der Fibrillation von AB genutzt und vor allem
bei Liganden verwendet, um eine mogliche inhibitorische Wirkung dieser auf die AB-Aggregation
nachzuweisen (Findeis und Molineaux, 1996).

Alle p-Peptide wurden in verschiedenen molaren Verhaltnissen mit einer 10 uM AB-LOsung
eingesetzt. Flinfzehn Stunden spater, nach Erreichen der Sattigungsphase in der AB-Kontrolle

ohne Zusatz von Liganden, wurde die ThT-Fluoreszenz der Koinkubation von D-Peptiden und AR
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ausgewertet und prozentual in Abhdngigkeit von der AB-Kontrollinkubation dargestellt (vgl.
4.5.2.3).

Das Peptid DO1 wurde im ThT-Test in einem 1:1 sowie 10:1 molaren Verhaltnis mit AB
(DO1:AB) inkubiert. Die Auswertung zeigt, dass die Gegenwart von DO1 keinen inhibitorischen
Effekt auf die Fibrillation hatte. Die schwache Detektion im ELISA deutet darauf hin, dass das
Peptid keine funktionelle Bindung mit AB eingeht und deshalb die Fibrillationskinetik nicht
beeinflusst wird (Abbildung 41).

D02 hingegen, welches schwach an alle Konformere gebunden hat, inhibierte die Aggregation
von AB bei zehnfachem Uberschuss. In einem dquimolaren Verhiltnis hatte das Peptid keinen
Einfluss auf die Fibrillation (Abbildung 42). Die schwache Bindung im ELISA kann als Erklarung
dafiir dienen, warum der Effekt im ThT-Aggregationstest so gering ausfallt. Da anhand der ELISA-
Experimente gezeigt werden konnte, dass das DO2 eine leichte Praferenz fiir die fibrillare Form
hat, liegt die Vermutung nah, dass eine Assoziation des Liganden mit den Fibrillen stattfindet und
dadurch moglicherweise die Bildung weiterer Fibrillen verhindert wird. Dieser Effekt wurde
schon haufig fir Liganden beschrieben. Ein von Gordon et al. entwickeltes Peptid z. B. verhindert
ebenfalls die Bildung von Fibrillen (Gordon et al., 2001).

Der starkste inhibitorische Effekt wurde bei DO3 beobachtet. Hier reduzierte bereits die
Halfte der Dp-Peptid-Konzentration im Vergleich zu AB die Fibrillenbildung um fast 50 %. Die
aquimolare Konzentration flihrte sogar zu einer Inhibition um 70 % (Abbildung 43). Der deutliche
Effekt vom Dodekamer geht einher mit der hoheren Affinitat des Peptids flir AR im ELISA
verglichen zu den beiden Septameren.

Da fir DO3 eine starke Inhibition der Fibrillation von AB1-42 beobachtet werden konnte,
wurden zusdtzlich Messungen mit dynamischer Lichtstreuung durchgefiihrt, um die
Aggregatbildung im Allgemeinen, unabhangig von der Sekundarstruktur der Partikel, zu
verfolgen (vgl. 4.5.2.4). Hierfir wurden 5 uM AB1-42 und DO3 ebenfalls im Verhaltnis 10:1, 2:1
sowie 1:1 untersucht. Es zeigte sich, dass, im Gegensatz zur ThT-Messung, eine Aggregatbildung
in Anwesenheit von DO3 stattgefunden hat (Abbildung 44). Eine Korrelation der
konzentrationsabhangigen Effekte war erkennbar: Sowohl in der ThT- als auch
Lichtstreumessung trat bei einem 10:1 Verhaltnis zwischen AB und DO3 keine veranderte ApB-
Fibrillation bzw. -Aggregation auf und erst das 2:1 Verhaltnis lieR einen Effekt erkennen. Die
Tatsache, dass bei den gleichen Verhaltnissen keine ThT-positiven Fibrillen detektiert werden
konnten, deutet darauf hin, dass es sich bei den Partikeln aus der Lichtstreudetektion nicht um
fibrillare Aggregate handelte, sondern eher amorphe und moglicherweise nicht-toxische
Aggregate entstanden. Da die ELISA-Studien zeigten, dass samtliche Konformere von DO3
gebunden werden, stellt sich die Frage, liber welches Intermediat diese Umformung erfolgen
kénnte. Abbildung 46 stellt eine schematische Ubersicht dar, die den potentiellen Mechanismus

zur Aggregationsmodulation von AB durch DO3 erklart.
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Abbildung 46: Schema zur potentiellen Modifikation der Aggregation von AB durch DO3. Losliche Monomere
assoziieren im Verlauf der Fibrillation zu kleineren 16slichen Oligomere. Insbesondere diese Oligomere kénnen als
toxische Konformere zahlreiche zellschadigende Effekte auslosen. Weitere Intermediate wie Protofibrillen stellen
den Zwischenschritt zu den dichtgepackten Fibrillen und deren Zusammenlagerung zu fibrilldren Aggregaten dar.
Diese werden letztendlich in Plaques abgelagert (rote Pfeile). All diese Konformere sind zu unterschiedlichen Graden
toxisch. Die Zugabe von DO3 reduziert den Anteil an ThT-positiven Fibrillen und bewirkt gleichzeitig die Ausbildung
groRerer Aggregate, die aufgrund der ThT-Negativitat vermutlich eine nicht-fibrillare, amorphe Struktur vorweisen.
Amorphe Strukturen sind meist nicht-toxisch. Dementsprechend konnte DO3 durch Assoziation mit Monomeren,
Oligomeren oder Fibrillen die Aggregation in fibrilldre, toxische Aggregate verhindern und stattdessen die Bildung
von amorphen, nicht-toxischen Aggregate bewirken (lila Pfeile).

Ein vergleichbarer Mechanismus wurde bereits fiir das Peptid D3 nachgewiesen. Ahnliche
Versuche zeigten fir dieses D-Peptid den gleichen Effekt auf die AB1-42-Aggregation. Weitere
Methoden, wie etwa die Transmissionselektronmikroskopie, Turbiditatsmessungen sowie
Toxizitatstests konnten diesen Effekt zusatzlich verifizieren. Demnach werden toxische
Oligomere von D3 in nicht-toxische amorphe Aggregate Uberfiihrt (Funke et al., 2010). Ein
dhnlicher Mechanismus wire auch fiir DO3 denkbar. Ahnliche Bindungsaffinitidten von DO3 und
D3 (vgl. Anhang, Abbildung 48) zu AB-Oligomeren und -Fibrillen in ELISA-Versuchen belegen,
dass DO3 vergleichbare konformerspezifische Bindungseigenschaften wie D3 vorweist und
unterstitzen den moglichen Zusammenhang zwischen den Wirkmechanismen der beiden

D-Peptide.
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5.7 AUSBLICK

Die Analyse der Antikorperaktivitat in Seren von verschiedenen Demenzpatientengruppen hat
interessante Resultate erzielt und eine moglicherweise konformerspezifische anti-AB-
Immunaktivitat der Antikorper in den Seren der Patienten offenbart. Allerdings wurde die
Probandenzahl niedrig gehalten, da es sich vorerst um Etablierungsversuche handelte. In
zukiinftigen Messungen soll deshalb die Zahl der Patienten in samtlichen Gruppen erhdht und
die Seren starker konzentriert eingesetzt werden, um die Aussagekraft der statistischen
Auswertung zu erh6hen und die Ergebnisse fiir die Allgemeinheit zu validieren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Weiterentwicklung des ELISA zur Detektion der
konformerspezifischen Antikdrperaktivitat in humanen Seren. Serenproben von Patienten, die
im Rahmen einer aktiven Immuntherapie mit Affitopen behandelt wurden, sollen im bereits
etablierten ELISA getestet werden. Der ELISA soll zeigen, ob in diesen Patienten eine
konformerspezifische, immuninduzierte Erhohung von AB-bindenden Antikdrpern in den Seren,
dhnlich wie in den transgenen Mausen, stattgefunden hat.

Das Phagendisplay mit APpE als Zielpeptid hat interessante b-Peptidkandidaten fir
diagnostische Zwecke hervorgebracht. Die Analyse der bereits identifizierten D-Peptide soll
vertieft werden, daher wird geplant, die Spezifitdt der potentiellen Peptide als Plaquesonden
detaillierter zu charakterisieren. Dies soll vorerst im Hirn von transgenen Mausen durch den
Vergleich der Peptidbindung an Plaques mit der Bindung von spezifischen ABpE-, AB1-42- und
AB1-40-Antikérpern erfolgen. Durch Kolokalisation der D-Peptide und Antikoérper soll die
Praferenz der Peptide fiir verschiedene Isoformen festgestellt werden. Zusatzlich soll die
Bindung an amyloide Ablagerungen aus anderen Amyloidosen mittels histologischer Farbungen
von humanen Hirnschnitten verschiedener Patientengruppen bewertet werden, um die Eignung
als AD-spezifische Sonden zu gewahrleisten.

Des Weiteren soll die Tauglichkeit der Peptide, die gegen Oligomere selektiert wurden, als
Aggregationsinhibitoren weiter untersucht werden. Dies soll durch in vitro-Toxizitatstests in
humanen Zellkulturmodellen sowie nach erfolgreicher Anwendung auch in vivo durch
Verabreichung in transgene Mause geschehen, um die Effekte auf die zerebrale AB-Belastung,
inflammatorischen Reaktionen sowie kognitiven Leistungen zu priifen.

Ein weiterer Punkt ist die Optimierung der Phagendisplayselektion, wodurch die Spezifitat der
Peptide fiir das erwlinschte Zielkonformer bereits wahrend der Selektion durch eine vorherige
Gegenselektion der Phagen gegen unerwiinschte AB-Konformationen gesteigert werden soll.
Dies soll zum einen mit einer monomerspezifischen Selektion mit einer Pra-Selektion gegen
Oligomere und Fibrillen, sowie umgekehrt mit einer oligomerspezifischen Selektion mit einer

Pra-Selektion gegen Monomere und Fibrillen, erreicht werden.

85



Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Alzheimersche Demenz ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit und
beruht unter anderem auf der Aggregation von fehlgefaltetem AB-Peptid. Toxische Oligomere
werden als die Hauptursache der Pathogenese gesehen und sind daher der Schwerpunkt von
diagnostischen und therapeutischen Forschungsvorhaben. Insbesondere die Amino-terminal
modifizierte Pyroglutamatisoform ist als neue, atiologische Komponente in den Vordergrund
getreten. Im Rahmen dieser Dissertation wurden Beitrage zur Grundlagenforschung der AD
geleistet sowie Konzepte fiir innovative Diagnose- und Therapieansatze mit Oligomeren und
Pyroglutamat-Ap als Fokus der Behandlung entwickelt.

Die Aggregation verschiedener Ap-lsoformen wurde mittels dynamischer Lichtstreuung
untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Amino-terminal modifizierte Pyroglutamatform
ABpE3-40 deutlich schneller und starker aggregierte als die lbrigen AB-Isoformen. Auch die
Amino-terminal verkiirzte Form AB3-40 aggregierte bereits schneller als AB1-42.

Daruber hinaus konnte die schnelle und zuverlassige Praparation von Monomeren, Oligomeren
und Fibrillen etabliert werden. Mithilfe dieser praparierten Konformere wurde gezeigt, dass in
MCI-Patienten moglicherweise ein immunologisches Defizit vorliegt, bei dem die anti-AB-
Antikopertiter in Seren im Vergleich zu den in gesunden Kontrollpersonen reduziert zu sein
scheint. Dies ist vor allem fiir die Bindung der monomeren und oligomeren Form von AR der Fall
gewesen. Dieser Befund verdeutlicht, dass im Fall der MCI insbesondere fir die toxischen
Oligomere geringe spezifische Antikorpertiter vorzuliegen scheinen und koénnte als ein
potentieller Grund fiir die erhdhte AB-Suszeptibilitat in Demenzpatienten interpretiert werden.

Zusatzlich wurden die Auswirkungen von aktiven immuntherapeutischen Behandlungen mit den
beiden Affitopen ADO3 und ADO2 im ELISA mit Seren aus behandelten transgenen Mausen
evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass beide Peptide eine hohe Immunantwort induzierten,
die vor allem zu einer Fibrillen-bindenden Antikérperbildung fuhrte.

Des Weiteren konnten im Spiegelbild-Phagendisplay die b-Peptide D4, D5, D6 und D7 identifiziert
werden. Diese Peptide wurden als affine Plaquesonden in Hirnschnitten von transgenen Mausen
eingesetzt und farbten spezifisch und selektiv AB-Amyloidablagerungen und kdnnten somit zu
biomolekularen Sonden weiterentwickelt werden, die in der bildgebenden Diagnose der AD
einsetzbar waren. Hierbei ist insbesondere das Peptid D7 hervorzuheben, da es aufgrund seines
hohen Aromatenanteils sehr hydrophob ist und daher moglicherweise Blut-Hirn-Schranken-
permeabel sein kann.

AbschlieBRend wurden weitere D-Peptide gegen oligomeres AB1-42 selektiert. Diese sind als
therapeutische Wirkstoffe von Interesse. So zeigt vor allem das Dodekamer DO3 duliert potente
aggregationsinhibierende Eigenschaften.
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7 SUMMARY

Alzheimer’s Disease (AD) is the most common form of neurodegenerative diseases worldwide
and is mainly caused by the aggregation of misfolded AP peptide. Toxic oligomers are proposed
to be the main culprit of the pathogenesis and are thus a key aspect of diagnostic and
therapeutic research. The amino-terminally modified pyroglutamate form recently emerged as a
novel, etiologically relevant component. The main objectives of this work were to contribute to
the fundamental research of AD and to develop new concepts for innovative diagnostic and
therapeutic approaches with oligomers and pyroglutamate AB as the target.

The aggregation of various AR isoforms was studied using dynamic light scattering. The amino-
terminally modified pyroglutamate form ABpE3-40 was proven to be more aggregation prone
compared to the other isoforms. The amino-terminally shortened form AB3-40 was also
aggregating faster than Ap1-42.

Additionally, a method for the quick and reliable preparation of monomers, oligomers and fibrils
was established. Using these preparations an immunological deficit in mild cognitive impairment
(MCI) patients was demonstrated, where the anti-AB antibody activity in MCI patients was
reduced compared to the controls. This was particularly the case for the monomeric and
oligomeric form of AB. These results indicate that there may be a reduced titer of oligomer-
specific antibodies in patients’ sera present, which could be a potential cause for the higher AB
susceptibility in patients with dementia.

Furthermore, the effects of the active immunization with the Affitopes ADO3 and ADO2 in
transgenic mice were evaluated in murine sera using ELISA setups. Both peptides induced a high
immune response, which appeared to lead to an increased production of primarily fibril-binding
antibodies.

Using mirror-image phage display the p-peptides D4, D5, D6 and D7 were identified. These
peptides were applied as affine probes for plaque detection in brain sections of transgenic mice
and were found to bind AR amyloid deposits in a specific and selective manner. These peptides
could therefore be further developed to plaque markers in bioimaging setups for diagnostic
purposes. D7 in particular exhibits promising features due to its hydrophobic nature. This
hydrophobicity could possibly increase blood-brain-barrier permeability.

Finally, another mirror image phage display aimed at the selection of AB1-42 oligomer-specific b-
peptides. These peptides are very interesting as therapeutic compounds. The peptide DO3 in
particular shows very potent aggregation inhibitory characteristics.
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ANHANG

SCHEMA DER PEPSPOT-MEMBRAN
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Abbildung 47: Schema zur Immobilisierung verschiedener AB- und ABpE-Fragmente auf der PepSpot-Membran.
Dargestellt sind die unterschiedlichen Peptidfragmente, die auf der jeweiligen Zellulose-Membran immobilisiert
vorlagen. Die Immobilisierung erfolgte am Carboxy-Terminus des jeweiligen AB-Peptidfragments. Es gilt die Ein-
Buchstaben-Kodierung der Aminosduren. Die unterschiedlichen Aminosduregruppen sind wie folgt markiert:
schwarz = aliphatisch hydrophob; orange = aromatisch; griin = polar ungeladen; blau = basisch positiv-geladen;
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rot = sauer negativ-geladen. Abk.: AS = Aminosaure; p = pyro.
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ELISA-BINDUNGSSTUDIEN VON D3 AN A31-42-KONFORMERE
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Abbildung 48: ELISA zur Quantifizierung der Bindung von D3-F an verschiedene AB1-42 Konformere. Seedless-
Monomere aus Carboxy-terminal biotinyliertem AR und Monomere, Oligomere und Fibrillen aus Amino-terminal
biotinyliertem AB wurden zu je 5 pg/ml immobilisiert und das D3-F (H-RPRTRLHTHRNR-K-(FAM)-NH,) in einer
Konzentration von 10 und 20 pg/ml appliziert. Dargestellt ist die Quantifizierung der Bindung der Peptide in einer
zweifachen Bestimmung als Absorption (AU = absorption unit) bei 450 nm nach Abzug der Hintergrundabsorption.
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PARTIKELDISTRIBUTION VON A31-42 IN GEGENWART VON DO3
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Abbildung 49: Messung der dynamischen Lichtstreuung von AB1-42 in Gegenwart von DO3. Dargestellt sind die
PartikelgroRen von AB1-42 bei einer Konzentration von 5 uM in Natriumphosphatpuffer bei pH 7,4 sowie zusammen
mit DO3 in einem 10:1, 2:1 und 1:1 Verhéltnis (AB:DO3). Die Abbildung zeigt die prozentuale Streuintensitat der
Partikel in Abhangigkeit vom hydrodynamischen Radius der Partikel in logarithmischer Darstellung. Die Messung
erfolgte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einer Datenakquisition alle 5 Sekunden.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.
Abk.
AB
ABpE
AD
ADDL
APP
AS
AU
Bio
BSA
ca.
CSF
DMSO
DNA
E. coli
EDTA
ELISA
etal.
FAD
FAM
FITC

HCl
HFIP
HRP

IgM
IPTG
KCl
kDa

>

em
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eX

MCI

anti

Abbildung

Abkilirzung

Amyloid-p

Pyroglutamat-AR

Alzheimersche Demenz

AB-derived diffusible ligand; AB-abgeleiteter diffusierender Ligand
Amyloid-Prakursor-Protein

Aminosdure

Absorptionseinheit

Biotin

Bovine serum albumin fraction V; Rinderserumalbumin Fraktion V
circa

Cerebrospinal fluid; Zerebrospinalflissigkeit
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Escherichia coli

Ethylendiamintetraazetat

Enzyme-linked immunosorbent assay; Enzym-gekoppelter Inmunnachweis
et alii; und andere

Familidare Alzheimersche Demenz
5(6)-Carboxyfluoreszein
Fluoreszein-Isothiocyanat

Heavy chain; Schwere Kette

Salzsdure

1,1,1,3,3,3,-Hexafluoro-2-propanol

Horse radish peroxidase; Meerrettichperoxidase
Immunglobulin G

Immunglobulin M
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid;
Kaliumchlorid

kiloDalton

Light chain; Leichte Kette

Emissionswellenlange

Exzitationswellenlange

Mild cognitive impairment; Leichte kognitive Beeintrachtigung
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M Stoffmengenkonzentration in mol pro Liter
mA milliAmpere

mAU milliAbsorptionseinheit

ml milliLiter

mM milliMolar

ug mikroGramm

pl mikroLiter

pm mikroMeter

MM mikroMolar

MRT Magnetresonanztomographie

ms milliSekunden

ng nanoGramm

nm nanoMeter

Nacl Natriumchlorid

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

NaOH Natriumhydroxid

NaP; Natriumphosphat

o.D. optische Dichte

p pyro

PBS Phosphate-buffered saline; Phosphat-gepufferte Saline
PEG Polyethylenglykol

PET Positronenemissionstomographie

PVDF Polyvinylidenfluorid

RFU Relative fluorescence unit; Relative Fluoreszenzeinheit
Ry Hydrodynamischer Radius

rpm rounds per minute; Umdrehungen pro Minute
SDS Sodium dodecylsulfate; Natriumdodecylsulfat
TBS Tris-buffered saline; Tris-gepufferte Saline

Tet Tetrazyklin

ThT Thioflavin T

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Vv Volt

vgl. vergleiche

v/v volume per volume; Volumen pro Volumen
w/v weight per volume; Gewicht pro Volumen
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
z. B. zum Beispiel

92



Anhang

EIN-BUCHSTABEN-KODIERUNG DER AMINOSAUREN
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Alanin

Cystein

Asparaginsaure

Glutaminsaure

Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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