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1 Einleitung
1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen bilden eine Gruppe von Krankheiten, die spontan oder

genetisch bedingt ausgelöst werden können und deren Hauptmerkmal die meist langsam

fortschreitende irreversible Schädigung von neuronalem Gewebe ist. Die Symptomatik dieser

Erkrankungen umfasst eine Vielzahl an neurologischen Erscheinungen. Mit Fortschreiten der

Krankheit entwickelt sich meist eine starke Demenz. Bei einigen neurodegenerativen

Erkrankungen lassen sich auch Bewegungsstörungen diagnostizieren. Die neurodegenerative

Prozesse führen letztendlich zum Tod des Erkrankten. Zu den häufigsten neurodegenerativen

Erkrankungen des Menschen zählen unter andern die Alzheimer-Krankheit (AD), die

Parkinson-Krankheit und die weniger verbreitete Creutzfeldt-Jakob-Krankheit.

Allen drei angeführten Krankheiten ist gemeinsam, dass im zentralen Nervensystem der

Betroffenen Ablagerungen mindestens eines fehlgefalteten körpereigenen Proteins

nachgewiesen werden. Im Fall von AD handelt es sich um das -Amyloid (A ), bei Parkinson-

Krankheit sind Ablagerungen von -Synuclein zu finden und bei Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

lässt sich das fehlgefaltete Prion-Protein nachweisen (Soto and Estrada 2008).

1.2 Proteinfehlfaltungserkrankungen

Durch den Begriff Proteinfehlfaltungserkrankungen wird die o.g. Gruppe der

neurodegenerativen Erkrankungen stärker eingegrenzt. Hierbei ist das notwendige und

besondere Merkmal der Krankheit die fehlerhafte oder alternative Faltung von körpereigenen

Proteinen. Bei den meisten bekannten Proteinfehlfaltungserkrankungen ist es möglich, sie in

zwei Untergruppen einzuteilen (Winklhofer et al. 2008). Bei der ersten Untergruppe führt die

Fehlfaltung selbst oder die dadurch ausgelöste Proteindegradation zu einem Verlust der

physiologischen Funktion („loss-of-function“), wodurch eine Krankheit ausgelöst wird. Die

zweite Untergruppe umfasst die Krankheiten, bei denen fehlgefaltete Proteine oder deren

aggregierte Formen toxisch wirken („gain-of-toxicity“) und folglich zu einer

Proteinfehlfaltungserkrankung führen. Ein weiteres Merkmal der zweiten Untergruppe sind

zahlreiche Ablagerungen von fehlgefalteten Proteinen, so genannten „Plaques“, die im Gewebe

nachgewiesen werden. Zu letzteren Gruppe zählen auch die o.g. Alzheimer-, Parkinson- und

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Chiti and Dobson 2006).
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1.2.1 Proteinfaltung

Die Aminosäuresequenz eines Proteins bestimmt seine native dreidimensionale Faltung und

definiert somit auch die Proteinfunktion. Das Durchlaufen einer Energielandschaft ist eine

visualisierte Darstellung von thermodynamischen Prozessen, die bei der Faltung einer

ungeordneten Aminosäurekette zu einem funktionalen Protein stattfinden (Abbildung 1).

Meistens wird am Ende die native Proteinkonformation erreicht. Diese Proteinkonformation

entspricht der thermodynamisch stabilsten.

Die „astronomisch“-große Anzahl an möglichen Konformationen auf dem Weg von einem

ungefalteten Zustand zur nativen dreidimensionalen Struktur steht im Widerspruch zur kurzen

Zeit, die ein Protein in vivo braucht, um diese Konformation zu erreichen. Dieses Phänomen

beschreibt das Levinthal-Paradox sehr anschaulich (Zwanzig et al. 1992). Dabei wird der

Abbildung 1 – Faltung und Aggregation der Proteine.
Schematische Illustration der Proteinfaltungsenergielandschaft. Die Entropie der Proteine ist von der dem System
zur Verfügung stehenden Energie abhängig. Durch das Durchlaufen der Energielandschaft entstehen entlang des
Faltungstrichters verschiedene Zwischenstufen der Proteinkonformationen. In der hellgrauen Hälfte ist der native
Faltungsweg eines Proteins dargestellt. In der dunkelgrauen sind unterschiedliche Aggregationswege dieses
Proteins veranschaulicht. Abbildung verändert nach (Jahn and Radford 2005).
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Faltungsprozess eines Proteins rein mathematisch betrachtet. Das dahinterstehende

kombinatorische Prinzip postuliert, dass die Anzahl der möglichen Faltungen eines Proteins mit

der Länge der Aminosäurekette exponentiell zunimmt. Sogar bei einer simplifizierten

Betrachtung, wo jeder Aminosäurerest nur 2 Zustände annehmen könnte, benötigt ein Protein

bestehend aus 150 Aminosäuren ca. 1024 Jahre, um die optimale (native) Konformation zu

finden. Das Levinthal-Paradox ist aber im Grunde kein wissenschaftliches Problem, sondern

eine pädagogische Veranschaulichung, um die Komplexität der Proteinfaltung darzustellen. In

Wirklichkeit faltet sich das Protein schon während seiner Synthese am Ribosom. Folglich

nimmt jedes Kettenglied nach Aufnahme in die Sequenz die energetisch günstigste

Konformation ein. Auf diese Weise falten sich benachbarte Sequenzabschnitte spontan und sehr

schnell zu kleineren stabilen strukturellen Domänen. Also nur ein Bruchteil aller möglichen

Abbildung 2 – Faltungswege von Proteinen und ihre Zustände
Am Ribosom wird das ungefaltete Protein (U) synthetisiert. Es kann über Zwischenstufen (I) die native
Proteinstruktur (N) einnehmen. Bei einer Fehlfaltung entstehen amorphe Aggregate (disordered aggregate) oder
Protofibrillen. Diese können degradiert werden oder aggregieren weiter zu amyloiden Fibrillen. Ausgehend vom
nativen Proteinzustand N können sich durch Aggregation Oligomere, Fasern oder Kristalle bilden. Abbildung nach
(Dobson2003).
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Proteinfaltungen muss durchlaufen werden, um zur nativen Struktur zu gelangen (Wolynes et

al. 1995).

Des Weiteren stellen Chaperone und „Faltungskerne“ unterstützende Mechanismen der

Faltungsprozesse dar. Auch das „molten globule“ wird als ein Intermediat zwischen

denaturiertem und nativem Zustand vieler Proteine beschrieben. Dieser Zwischenzustand, der

zum ersten Mal bei Cytochrom c entdeckt wurde, weist gleiche und stabile

Sekundärstrukturelemente des nativen Proteins und eine relativ variable Tertiärstruktur auf

(Kuroda et al. 1992).

Wenn Proteine eine nicht native Struktur haben, können sie als fehlgefaltete Proteine bezeichnet

werden. Amorphe Aggregate, Fibrillen und manche oligomere Konformationen zählen auch zu

fehlgefalteten Proteinen. Amyloide Proteinfibrillen stellen sehr stabile Formen dar

(Abbildung 2). Einige Fibrillen und Oligomere haben eine toxische Wirkung, wobei der/die

genauen Wirkmechanismen dieser Proteinaggregate in Bezug auf Toxizität noch nicht bekannt

sind.

1.2.2 Amyloide Proteinaggregate

Die Bezeichnung „amyloid“ wurde bereits im Jahre 1854 von Rudolf Virchow eingeführt, um

mit Jod anfärbbare makroskopische Gewebeanomalien zu bezeichnen. Wegen der positiven

Jodfärbung nahm Virchow irrtümlicher Weise an, es würde sich um Zellulose- oder

Stärkeablagerungen handeln, und gab ihnen den vom lateinischen amylum und altgriechischen

amylon abgeleiteten Namen „amyloid“. Erst später stellte sich heraus, dass es sich um

proteinöse Ablagerungen handelt (Sipe and Cohen 2000). Der Begriff Amyloid wurde benutzt,

um spezifische Anomalien in Organen oder Gewebe, welche bei der Autopsie entdeckt wurden,

zu bezeichnen. Amyloide Ablagerungen korrelieren mit einer Fülle von klinischen Syndromen,

die primär als Idiopathien oder Myelom-assoziiert und sekundär als endokrin-, altersassoziiert

oder erblich klassifiziert wurden.

Bei Analysen von ultradünnen Amyloid-Gewebeteilen mit Elektronenmikroskopie (EM) wurde

im Jahre 1959 festgestellt, dass diese Strukturen aus Fibrillen bestehen (Cohen and Calkins

1959). Die klassische histopathologische Definition von amyloiden Aggregaten besagt, dass es

sich um Proteinablagerungen handelt, die Proteine mit einer -faltblattreichen Sekundärstruktur

enthalten und mittels Kongorot-Färbung unter polarisiertem Licht eine grün-gelbe

Doppelbrechung aufweisen (Puchtler and Sweat 1965). Neuere Definitionen schließen neben

in vivo existierenden auch in vitro erzeugte Proteine ein und betrachten die Kongorot-

Doppelbrechung nicht als zwingendes Kriterium (Harrison et al. 2007).
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Um eine genauere post mortem Diagnose stellen zu können werden heutzutage Gewebeschnitte

mit amyloiden Ablagerungen immunologisch gefärbt (Abbildung 3).

Abbildung 3 – Plaques im Hirngewebe eines Alzheimerkranken Patienten
Plaques in dünnen Autopsie-Gewebeschnitten aus dem Gehirn eines AD-kranken Patienten, visualisiert durch
Immunofärbung mit Antikörpern gegen A . Abbildung modifiziert nach (Nordberg 2004).

Wegen der immer größer werdenden sozialen Bedeutung amyloider Erkrankungen, vor allem

der Alzheimer-Krankheit, werden in vivo Detektionsverfahren für amyloide Strukturen

entwickelt und eingesetzt. Diese Detektionsmethoden, wie z.B. Positronen-Emissions-

Tomographie, sollen eine Frühdiagnostik für AD-Patienten ermöglichen.

1.3 Die Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit, auch Alzheimersche Demenz (AD) genannt, ist eine

neurodegenerative Erkrankung, die in ihrer häufigsten Form bei Personen über dem 65.

Lebensjahr auftritt und für ungefähr 60 Prozent der Demenzerkrankungen verantwortlich

zeichnet (Ferri et al. 2005).

Durch die Bevölkerungsentwicklung in den westlichen Industrienationen (auch Japan) mit

immer älter werdenden Bürgern steigt daher auch die Alzheimer-Prävalenz. Unter den 65-

Jährigen sind etwa 0,9 % betroffen, bei den 75-Jährigen sind es bereits 4,2 % und bei den 85-

Jährigen zeigen etwa 15 % Symptome der Krankheit (Brookmeyer et al. 2007). Über dem 85.

Lebensjahr nimmt der Anteil der Betroffenen wieder ab, da die zuvor Erkrankten nur selten

dieses Lebensalter erreichen. Der jüngste bisher bekannte Alzheimer-Patient erkrankte mit 27

Jahren und starb mit 33.

Laut Prognosen der Weltgesundheitsorganisation (englisch World Health Organization,

WHO) wird im Jahre 2050 weltweit 1 von 85 Menschen von Alzheimer-Krankheit betroffen

sein. Dies würde je nach Entwicklung der Weltbevölkerung ca. 115 Millionen AD-kranken

entsprechen. All diese Patienten werden pflegebedürftig sein, wobei ihre Pflege eine
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extremgroße finanzielle Belastung für die Gesellschaft sowie eine vielleicht noch größere

psychische Belastung für die Familienangehörigen sein wird. Somit spielt die Alzheimer-

Krankheit eine nicht zu unterschätzende gesellschaftliche und politische Rolle.

Die AD wurde das erste Mal 1906 von Alois Alzheimer beschrieben. Neben den Symptomen

von fortschreitendem Gedächtnisverlust und dem Rückgang allgemeiner kognitiver

Eigenschaften, erwähnte er die Präsenz sogenannter intraneuronaler gewundener Faserbündel

und extrazellulärer amyloider Ablagerungen in den von der Krankheit geschädigten

Hirnbereichen (Alzheimer 1907).

Die Patientin trug den Namen Auguste Deter und wurde von Alois Alzheimer (Abbildung 4)

nach der Aufnahme in der Frankfurter Nervenklinik medizinisch begleitet. Die offizielle

Bezeichnung der Alzheimer-Krankheit wurde im Jahre 1910 von Emil Kraepelin eingeführt,

der die Erkrankung in der achten Ausgabe seines Lehrbuch der Psychiatrie nach Alois

Alzheimer benannte.

Abbildung 4 – Dr. Alois Alzheimer (links) und Auguste Deter (rechts)
AbbildungAugusteDeter aushttp://commons.wikimedia.org/wiki/File:Auguste_D_aus_Marktbreit.jpg
AbbildungDr.AloisAlzheimeraushttp://www.findagrave.com/cgi-bin/fg.cgi?page=pv&GRid=10688

Da die von Alois Alzheimer betreute Patientin mit 50 Jahren relativ jung war, beschrieb er die

Erkrankung als präsenile Demenz. Erst später erkannte man, dass dieselben histologischen

Veränderungen auch bei älteren Demenz-Patienten auftreten. Zur Abgrenzung gegenüber dem

'echten' (präsenilen) Morbus Alzheimer bezeichnet man die Erkrankungsform des älteren

Menschen als Senile Demenz vom Alzheimer-Typ. Im Jahre 1997 wurden originale

Mikroskop-Präparate von Alois Alzheimers Arbeit in München wiederentdeckt und neu

evaluiert (Graeber et al. 1997). 2013 wurde in dem Material eine Präsenilin-Mutation

nachgewiesen (Muller et al. 2013).

Bis zum Ende des 20. Jahrhunderts blieben Proteine, die die Schlüsselrolle in der Alzheimer-

Krankheit spielen unbekannt. Erst im Jahre 1984 konnten George Glenner und Cai'ne Wong



Einleitung 7
 

zwei Peptide, aus denen die charakteristischen Plaques bestehen, identifizieren und nannten sie

- und -Peptid (Glenner and Wong 1984, Masters et al. 1985). Der in weitaus höherem Maße

vorkommenden Komponente galt ihr weiteres Forschungsvorhaben. Sie wurde von ihnen als

Amyloid- (A ) bezeichnet.

Im Jahre 1991 konnte die Arbeitsgruppe um Ross Jakes die ebenfalls für die Alzheimer-

Krankheit charakteristischen, intrazellulär gelegenen Neurofibrillenbündel entschlüsseln,

indem sie die Hyperphosphorylierung der gepaarten helikalen Tau-Filamente nachgewiesen

haben (Jakes et al. 1991).

1.3.1 Das Amyloid-Precursor-Protein und die „Amyloid-Kaskaden-Hypothese“

Das Amyloid-Precursor-Protein (APP) ist ein integrales Typ I Transmembran-Glycoprotein.

Das Gen liegt auf Chromosom 21, ist hoch konserviert und besteht aus 18 Exons mit mehr als

170 kb(Robakis et al. 1987). Die A -kodierende Region liegt auf Exon 16 und 17. Die Sequenz

von -Amyloid-Peptid (A ) ist zwischen 39-43 Aminosäuren lang und erstreckt sich über die

Ecto- und Transmembrandomäne des APP (Selkoe 2001a, Suh and Checler 2002).

Das APP wird durch drei Proteasen gespalten, und zwar durch die -, - und -Sekretase. Die

Prozessierung des APP und die dadurch entstehenden Fragmente sind in der Abbildung 5

schematisch dargestellt.

Die -Sekretase gehört zur ADAM-Proteinfamilie und schneidet das APP teils innerhalb und

teils auf der extrazellulären Seite der Membran. Diese Spaltungsstelle liegt mitten in der A -

Sequenz, somit verhindert die Prozessierung von APP durch Alpha-Sekretase die Bildung des

A s und damit die Entstehung von Alzheimer. Das dadurch entstehende Spaltungsprodukt heißt

sAPP (sezerniertes APP) oder auch APPs (Lammich et al. 1999). Dieses Peptid ist gut

wasserlöslich und hat neurotrophische und -protektive Wirkung (Bell et al. 2008).

Die -Sekretase auch BACE1 ( -site of APP cleaving enzyme) genannt, ist eine transmembrane

Protease, die das APP etwas weiter N-terminal (also weiter von der Membran entfernt) als die

-Sekretase schneidet. Durch die Spaltung des APP durch die - und darauf folgende -

Sekretase entsteht A .

Die -Sekretase ist ein aus vier Untereinheiten bestehender Proteinkomplex (Kaether et al.

2006), der in die Membran integriert ist und verschiedene Funktionen hat. Das bekannteste

Substrat der -Sekretase ist das APP. Des Weiteren ist der Proteinkomplex in mehrere

Signalwege mitinvolviert, u.a. in den Notch- (De Strooper et al. 1999) und E-Cadherin-

Signalweg (Marambaud et al. 2002). Durch die Spaltungen von APP durch die - und -

Sekretase entsteht A . Dabei hat die -Sekretase eine gewisse „Ungenauigkeit“. Somit variiert
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die Länge des A -Peptids zwischen 17 und 46 Aminosäuren (Portelius et al. 2006, Portelius et

al. 2011, Seubert et al. 1992, Zhao G. et al. 2007). Dabei spielen die A 1-40- und A 1-42-

Isoformen die Schlüsselrolle in der AD. A 1-40 stellt die Hauptkomponente der fibrillenreichen,

neuritischen Plaques dar, die auch einen kleineren Anteil an A 1-42 aufweisen. Die diffusen

Plaques dagegen weisen nur einen geringen bis gar keinen Anteil an A 1-40, sondern bestehen

fast ausschließlich aus A 1-42 (Selkoe 2001b). Einige Studien besagen, dass neuritische Plaques

fast gar keinen Anteil an A 1-40 aufweisen, sondern aus einer A 1-42- und A 1-43-Mischung

(Karran et al. 2011, Welander et al. 2009) bestehen. Käme ausschließlich in „normalen“

Stoffwechselwegen vor und hätte sogar eine Plaques-inhibierende Wirkung.

Abbildung 5 – APP-Prozessierung und dadurch entstehende Fragmente
APP wird durch - oder - und -Sekretase gespalten. Durch diese Prozessierung können unterschiedliche
Peptide oder Proteine entstehen. Z.B. A , welches 17 und 46 Aminosäuren lang ist. A aggregiert zu
Protofibrillen und Fibrillen, die den Hauptbestandteil der amyloiden Plaques darstellen. Abbildung aus
(Nordberg2004).

A -Aminosäurensequenz:

DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AEDVG SNKGA IIGLM VGGVV40(IA)42
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Die normale (nicht pathogene) Rolle von A ist zum heutigen Zeitpunkt nicht gut verstanden

(Hiltunen et al. 2009) und wird in wissenschaftlichen Kreisen intensiv diskutiert.

Tiermodelexperimente habe gezeigt, dass die Abwesenheit von A zu keiner Beeinträchtigung

physiologischer Funktionen führt (Luo et al. 2003). Es gibt Hinweise, dass A unterschiedliche

Funktionen haben und in mehrere Stoffwechselwege involviert sein könnte. Es wurde berichtet,

dass A eine antimikrobielle Funktion hat (Soscia et al. 2010), gegen oxidativen Stress schützt

(Zou et al. 2002), Cholesterintransport reguliert (Igbavboa et al. 2009), etc.

Die molekularen Ereignisse, die schließlich in der Demenz münden, werden durch die

Amyloid-Kaskaden-Hypothese (AKH) beschrieben. Sie wurde zum erstem mal von John A.

Hardy und Gerald A. Higgins im Jahre 1992 formuliert und besagt, dass A -Ablagerungen

(Plaques) den Kausalfaktor der pathologischen Prozesse während der Alzheimer-Krankheit

darstellen (Abbildung 6). Des Weiteren besagt die Theorie, dass sowohl die

Neurofibrillenbündel (Tau-Tangles), der vaskuläre Schaden, die Beeinträchtigung der Ca2+

Homöostase, Zelltod und schließlich die fortschreitende Demenz durch A -Ablagerungen in

den Plaques verursacht wird (Hardy and Higgins 1992). Dabei wurde angenommen, dass A

auf einem endosomal-lysosomalen Wege aus dem APP prozessiert wird.

Abbildung 6 – Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese
APP-Prozessierung ist auf zwei unterschiedlichen Wegen möglich. 1. Durch die Sekretasen-Spaltungen entstehen
nicht amyloidogene Peptide oder 2. Endosomal-lysosomale Prozessierung und Entstehung des intakten A ,
welches aggregiert und präzipitiert. Das aggregierte A verursacht Bildung der Neurofibrillenbündel und den
Zelltod und somit die AD. Abbildung aus (Hardy and Higgins 1992).

In folgenden Jahren wurde die AKH mehrfach modifiziert, wobei in diese immer neue

experimentelle Ergebnisse eingeflossen sind. Sie rückte, wenn auch nur sehr langsam, von der

anfänglichen Bedeutung der Plaques ab. Knapp 10 Jahre später nach der Ersterscheinung der
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Hypothese bekamen die diffusen Plaques eine Größere Bedeutung als sich im Gehirn

verbreitende seeds für die daraus entstehenden neuritischen Plaques (Abbildung 7). Da die

diffusen Plaques fast ausschließlich aus A 1-42 bestehen, wurde daraus schlussgefolgert, dass

das initiierende Ereignis eine erhöhte Produktion des A 1-42 sei. Im Falle der sporadischen AD

wären die Gründe dafür ungeklärt, während im Falle der familiären AD (FAD) Mutationen in

APP- und Presenilin-Genen verantwortlich für die erhöhte Produktion von A 1-42 sind.

Nachfolgend würde A 1-40 mit unterschiedlichen aggregierenden Kofaktoren an diese diffusen

Plaques andocken. Dieser Prozess würde dann schließlich zur Entstehung neuritischer Plaques

führen, die dann die gleiche Rolle wie in der ursprünglichen Version der AKH spielen (Selkoe

2001b).

Abbildung 7 – modifizierte Amyloid-Kaskaden-Hypothese
Mutationen in den APP- und Presenilin-Genen bei FAD oder eine veränderte Prozessierung von APP bei SAD
führen zu einer erhöhten Produktion von A 1-42, die die Entstehung diffuser Plaques zu Folge hat. Neuritische
Plaques entstehen beim Andocken von A 1-40 an diffuse Plaques. Neuritische Plaques verursachen wiederum
Prozesse, die in der AD münden. Abbildung modifiziert aus (Selkoe 2001b).

Zu dieser Zeit wurde schon die Rolle von A 1-42-Oligomeren diskutiert, wobei sie zu dem

Zeitpunkt noch keinen Platz in der AKH fanden und ihre Rolle eher unklar und gering geschätzt

wurde. Auch die  Möglichkeit einer Bindung der A 1-42-Oligomere an spezifische
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Zellrezeptoren und somit das Auslösen einer Signalwegkaskade wurde diskutiert, aber mangels

experimenteller Beweise verworfen (Selkoe 2001b).

Die späteren Versionen der AKH diskutieren die zunehmende Bedeutung von A 1-42-

Oligomeren und erkennen deren zentrale Rolle in der AD an (Haass and Selkoe 2007). Ein

wichtiger Aspekt beim Auslösen der Amyloid-Kaskade und somit der AD ist ein relatives

Erhöhen des A 1-42/A 1-40-Verhältnisses (Haass and Selkoe 2007, Karran et al. 2011). Dieser

Punkt erscheint im Licht einer neuen Rolle von A -Oligomeren besonders wichtig, da A -

Oligomere fast ausschließlich aus A 1-42 bestehen.

Abbildung 8 – spätere Version der Amyloid-Kaskaden-Hypothese
Erhöhte A -Produktion, schwächere A -Degradierung und erhöhtes Verhältnis von A 1-42 zu A 1-40 führen zu
Oligomerisierung von A . Diese beeinträchtigt synaptische Funktionen, was zu entzündlichen Reaktionen und
Plaque-Bildung führt. Über Schädigung von Synapsen und Neuronen führt gestörte ionische Homöostase und
oxidativer Stress wird die Hyperphosphorilierung von Tau ausgelöst. Diese führt zum Absterben von neuronen.
Abbildung modifiziert aus (Haass and Selkoe 2007).
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A -Oligomere beeinträchtigen synaptische Funktionen, wobei genaue Wirkungsmechanismen

noch ungeklärt sind. Darauf folgende Prozesse decken sich mit früheren Versionen der AKHs

(Abbildung 8). Die neuritischen Plaques verlieren die ihnen früher zugeschriebene Rolle,

verantwortlich für die Entwicklung der AD zu sein, und werden als Folgen oder Symptome der

AD eingestuft. Mit Hilfe von Analogien zu anderen Krankheiten, z.B. Huntington-Krankheit,

wird sogar eine neuroprotektive Funktion der Plaques diskutiert (Haass and Selkoe 2007).

Auslöser für die Abwandlung der AKH waren Studien, in denen keine eindeutige Korrelation

zwischen der Menge an amyloiden Ablagerungen und dem Grad des kognitiven Verfalls

feststellbar waren. (Naslund et al. 2000). Amyloide Ablagerungen fanden sich bei Menschen

ohne jegliche Demenz. Der Grad der Demenz korreliert deutlich besser mit biochemisch

detektierbaren A -Oligomeren als mit dem histologischen Befund der Plaques (Lue et al. 1999,

McLean et al. 1999, Naslund et al. 2000, Wang et al. 1999).

1.3.2 A -Oligomere und mögliche Mechanismen ihrer Wirkung

Das Forschungsfeld der A -Oligomere ist heutzutage vielleicht eines der umfangreichsten aber

gleichzeitig auch eines der unübersichtlichsten. Die seit mehr als anderthalb Jahrzehnten

aufgestellte Hypothese, dass A -Oligomere als Hauptursache der AD zu betrachten sind, fand

in darauf folgenden Jahren immer mehr Unterstützer und Befürworter, die u.a. mit zahlreichen

experimentellen Daten diese Hypothese belegt haben. Der Nachteil dieser Datenfülle ist die

Schwierigkeit sie zu überblicken. Die größten Komplikationen in diesem Forschungsgebiet

entstehen durch eine große zum Teil kontroverse Heterogenität dieser Daten. Der Hauptgrund

dafür liegt wahrscheinlich in weniger präzisen oder unterschiedlichen Definitionen (Selkoe

2008). Z.B. werden „ -Amyloid-Kugeln“, die einen Durchmesser bis 200 μm aufweisen und

vermutlich aus vielen Tausenden monomeren Einheiten bestehen, auch als A -Oligomere

bezeichnet (Westlind-Danielsson and Arnerup 2001). Viele Gruppen definieren und

charakterisieren ihre Oligomere gar nicht, obwohl es bekannt ist, dass praktisch alle Parameter

(Temperatur, pH, Ionenstärke etc.) einen sehr großen Einfluss auf A -Oligomere haben. Diese

starke Beeinflussung von A -Oligomeren durch viele Faktoren wird oft als eine

Entschuldigung oder Rechtfertigung für weniger präzise oder fehlende Definitionen benutzt

und nicht selten von anderen Forschern auf diesem Feld akzeptiert.

Bis heute konnte keine hochauflösende Struktur eines Oligomers aufgeklärt werden. Ursache:

fehlende Verfahren, um ein spezifisches Oligomer in ausreichender Menge herzustellen. A -

Oligomere bestehen in vivo hauptsächlich aus A 1-42 (Haass and Selkoe 2007, Karran et al.

2011), obwohl die Länge des natürlich produzierten A -Peptids im Gehirn, CSF oder
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Zellkulturen variabel ist (Busciglio et al. 1993, Iwatsubo et al. 1994, Saido et al. 1995, Selkoe

2008). Aus diesem Grund werden die meisten A -Oligomer-Studien in vitro überwiegend mit

A 1-42 durchgeführt. Viele unterschiedliche Konformationen der synthetischen A -Oligomere

wurden im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte beschrieben. Ihnen wurden folgende Namen

gegeben: A -derived diffusible ligands (ADDLs), A *56, Globulomere, donut-ähnliche

(annular) Partikel (Selkoe 2008). Auch kleinere A -Oligomere wie Di- bis Hexamere wurden

beschrieben. Dabei wurde eine Hypothese aufgestellt, dass Penta- und Hexamere als

Grundbausteine für höhere  Aggregationsstufen und Aggregationskeime, sogenannte

„paranuclei“ fungieren (Roychaudhuri et al. 2009). Die Annahme, dass A -Hexamere

Bausteine weiterer A -Strukturen sind, wird durch die Existenz oben erwähnter A -Oligomere

unterstützt: ADDLs, A *56, die laut Literatur Dodecamere seien, sowie A -Octadecamere. Sie

alle stellen ein Vielfaches der A -Hexamere dar (siehe Abbildung 9).

Die Präparation der ADDLs gelang nach einer A -Inkubation mit Clusterin in Anwesenheit

einiger Komponenten des Zellkulturmediums (Lambert et al. 1998). Die Clusterin-abgeleiteten

ADDLs wurden mit AFM untersucht und hatten eine globuläre Struktur und einen Durchmesser

von 5 - 6 nm. Man muss aber anmerken, dass Peptide, die in Abwesenheit von Clusterin

präpariert wurden, zu einer eher fibrillären Struktur tendierten. In folgenden Jahren wurden

ADDL-ähnliche A -Oligomere aus post mortem AD-Gehirnen extrahiert. Ihre Anwesenheit

korrelierte mit dem Gedächtnisverlust (Gong et al. 2003).

A *56 wurde in Hirn-SDS-Extrakten von transgenen Mäusen detektiert (Lesne S. et al. 2006).

Seine Form ähnelt einem länglichen Sphäroid. Der dritte Typ der A -Dodecamere sind die

Globulomere (Gellermann et al. 2008). Sie werden in vitro in Gegenwart von SDS gebildet.

Abbildung 9 – A -Oligomere, die als Aggregationskeime fungieren
Ein A -Monomer kann Hexamere oder das Vielfache von ihnen bilden. Auf dem „off-pathway“ der Fibrillogenese
entstehen Dodeca- oder Octadecamere. Auf dem „on-pathway“ Protofibrillen, die schließlich zu A -Fibrillen
reifen. Abbildung modifiziert aus (Roychaudhuri et al. 2009).

Für die Hypothese der hexameren Paranuclei sprechen auch die Dimensionen der Protofibrillen,

sogenannter Fibrillenvorläufer. Sie wurden als Perlenketten beschrieben. Jede von diesen
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Perlen hat einen Durchmesser von ca. 5 nm. Die meisten dieser Strukturen sind kürzer als

150 nm (Caughey and Lansbury 2003).

Mit einem Verfahren zur Vernetzung der Monomeren in den Aggregaten, namens PICUP

(photo-induced cross-linking of unmodified proteins), konnten die Bausteine von A -

Oligomeren und Fibrillen stabilisiert werden. Auf diese Weise wurden A -Pentamere und

Hexamere, sowie eine geringere Menge an Di-, Tri- und Tetrameren, nachgewiesen (Bitan and

Teplow 2004).

Die Verlässlichkeit vieler dieser Daten ist aufgrund von experimentellen Unzulänglichkeiten

eingeschränkt. So basieren die meisten Erkenntnisse bezüglich der Größe kleiner Oligomere

auf denaturierenden SDS-Gelen. Einer Meinung nach handelt es sich bei den detektierten

Globulo-, Di-, Tri- und Tetrameren um SDS-resistente Moleküle (Podlisny et al. 1995, Selkoe

2008). Einer anderen Meinung nach sind es SDS-induzierte Artefakte (Bitan et al. 2005, Hepler

et al. 2006, Lesne S. E. 2013). Die letztere Meinung hat sich heutzutage durchgesetzt.

Einige wichtige Ergebnisse können von anderen Gruppen nicht reproduziert werden. Dabei

kommt eher raus, dass unterschiedliche Techniken inkonsistente Ergebnisse liefern und beim

genauen Hinschauen es sich bei vermeintlich gut definierten A -Oligomeren um

Aggregatgemische oder ganz andere Spezies handelt. Dies betrifft z.B. die ADDLs (Lesne S.

E. 2013).

Bei all diesen Problematiken der A -Oligomer-Charakterisierung stellt sich natürlich die Frage,

ob der komplette Wirkungsmechanismus von A -Oligomeren in der Entwicklung der AD

aufgeklärt werden kann. Mittlerweile gibt es aber dies bezüglich eine Menge Erkenntnisse und

Hypothesen. Die A -Oligomer-Forschung konzentriert sich in den letzten Jahren auf zwei

Modelle der A -Pathogenese. Ein nimmt an, dass A -Oligomere mit der Zellmembran der

Neuronen interagieren und diese dabei stören. Das andere besagt, dass A -Oligomere einen

Rezeptor oder Korezeptor der Neuronen bindet und somit eine Signalkaskade auslöst, die

letztendlich zu Apoptose führt.

Die Störung oder Beeinträchtigung der Membranfunktion setzt voraus, dass das relativ

lipophile A in oligomeren Form an die Membran bindet und sie invaginiert (Zhao L. N. et al.

2012), sodass die ionische Homöostase gestört wird. Dabei können A -Oligomere einer Art

Pore oder Ionenkanal in der Membran bilden (Lin et al. 2001). Für diese Vorstellung eignet

sich am besten das oben erwähnte Donut-ähnliche Oligomer, da es bereits eine Öffnung in

seiner vermeintlichen Struktur besitzt (Caughey and Lansbury 2003, Haass and Selkoe 2007).

Die porenähnliche Struktur mit einem Außendurchmesser von 8- 12 nm hat eine Porengröße von 2

- 2,5 nm. Es gibt auch molekular-dynamische (MD) Simulationen, die zeigen, dass ein nicht
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porenähnliches A -Oligomer bei Membranbindung sich umformt und eine Pore bildet (Shafrir

et al. 2010). Eine wichtige Rolle spielen dabei die Lipide selbst, da es bekannt ist, dass sie einer

Art Katalysator der Amyloidogenese sind (Berthelot et al. 2013).

Die Arbeitsgruppe um Jan hat demonstriert, dass die A -Toxizität weniger von einem

spezifischen Aggregatzustand, sondern mehr von der Möglichkeit den Wachstumsprozess der

Fibrillen durchzuführen abhängt (Jan et al. 2011).

Ein strittiger Punkt bei der dargelegten „Porentheorie“ ist, wie sich in nanomolaren

Konzentrationen im Gehirn befindende A so viel Schaden allein durch Störung der Ionen-

Homöostase anrichten kann. Das Model der Rezeptorbindung durch A -Oligomere und

dadurch ausgelöste apoptotische Signalkaskade hat dieses Problem nicht.

Viele Rezeptoren wurden als mögliche Bindepartner für A -Oligomere in Betracht gezogen.

Z.B.: Ionotrope Rezeptoren wie N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor oder 7-

Acetylcholin-Rezeptor, Rezeptor-Tyrosinkinasen wie Insulin R oder EphB2, „Receptor for

Advanced Glycation Endproducts“, Immunoglobulin-ähnlicher Rezeptor B (PirB) und das

zelluläre Prion-Protein (PrPc) (Benilova and De Strooper 2013).

Abbildung 10 – Rezeptorvermittelte synaptotoxische Signalwege des A -Peptids
A -monomere prozessiert aus APP formen Oligomere unbekannter Konformationen. Diese wechselwirken mit
mehreren vermeintlichen Rezeptorkandidaten. Orange Pfeile zeigen die vermeintlichen A -Oligomer-
Bindestellen der Rezeptoren. Im Gegensatz zu PrPc- und EphB2-Signalwegen, die eventuell den NMDA-Rezeptor
und Ca2+ Einstrom beeinflussen, neuroimmune Rezeptoren Fc RIIB und PirB/LilrB2 sind direkt in
Signalkaskaden involviert, die zu synaptischer Beeinträchtigung führen.
Abbildung modifiziert aus (Benilova and De Strooper 2013).
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Die entscheidende Wichtung dem PrPc brachten die Experimente der Arbeitsgruppe um

Strittmatter. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass transgene Mäuse, die normalerweise AD-

ähnliche Symptome entwickelt hätten, beim „ausknocken“ des PrPc keinerlei Anzeichen der

AD zeigten (Gimbel et al. 2010, Lauren et al. 2009). Diese Ergebnisse blieben eine Zeit lang

kontrovers basierend vor allem auf dies widerlegenden Versuchen der Arbeitsgruppe um

Stravalaci (Balducci et al. 2010). Andere Gruppen konnten dennoch die entscheidende

Verbindung zwischen PrPc und der AD in Tiermodelen bestätigen (Lesne S. E. 2013). Es wurde

auch gezeigt, dass A -Oligomere an PrPc in nanomolaren Konzentrationen bindet. Die

Schlüsselrolle bei der Bindung spielt der N-Terminus des PrPc (Fluharty et al. 2013).

Die Bindung von A -Oligomeren an PrPc soll eine Signalkaskade über die Fyn-Kinase

auslösen, die in der Beeinträchtigung der neuronalen Funktion mündet (Lesne S. E. 2013,

Rushworth et al. 2013). Da aber das PrPc aber kein transmembranes Protein ist, also kein

Rezeptor im klassischen Sinne sein kann, kann es nicht eigenständig das Signal der A -

Oligomer-Bindung transduzieren. Es wird postuliert, dass PrPc das transmembrane “Low

Density Lipoprotein receptor-related protein-1“ nach seiner Interaktion mit A -Oligomeren

bindet und dadurch eine Signalkaskade der Fyn-Kinase aktiviert (Rushworth et al. 2013).

Abbildung 11 – Vermeintliches Model der Bindung von A -Oligomeren an PrPc mit darauf
folgenderSignalkaskadeund Neurotoxizität
Fibrilläre A -Oligomere binden an das PrPc transmembrane „Low Density Lipoprotein receptor-related protein-
1“(LRP1). Diese Bindung verstärkt die Cluster-Bildung von LRP1 in lipid rafts, was zu aktivierung der Fyn-
Kinase und Neurotoxizität führt. EGCG remoduliert A -Oligomere und verhindert somit die Bindung an PrPc.
Abbildung modifiziert aus (Rushworth et al. 2013).

Die These der A -Oligomer-PrPc-Bindung als eines entscheidenden Faktors fürs Auslösen der

AD fand eine mittlerweile eine breite Akzeptanz in der Alzheimer-Forschung. Viele Gruppen

benutzen die o.g. Bindung fürs Finden AD-relevanter A -Oligomere und die Entschlüsselung



Einleitung 17
 

derer Bedeutung in unterschiedlichen Entwicklungsphasen der AD. So wurde festgestellt, dass

A -Oligomere aus post mortem Hirngewebe der AD-Patienten mit dem molekularen Gewicht

von ca. 150 kDa an PrPc binden (Dohler et al. 2014). In primären kortikalen Neuronen nur A -

Di- und Trimere induzierten Fyn-Phosphorilierung (Lesne S. E. 2013).

Es wird angenommen, dass A *56 das prominenteste A -Oligomer in präklinischen Phasen

der AD ist. Die Konzentration der A -Trimere ist in der frühen symptomatischen Phase (mild

cognitive impairment) erhöht und A -Dimere sind die dominierende oligomere A -Spezies in

der späten Phase der AD (Lesne S. E. 2013).

1.3.3 In vitro Untersuchungen von A -Oligomeren

Für ein besseres Verständnis von A -Oligomeren sowie Untersuchungen von möglichen

Liganden werden die ersteren sehr ausgiebig in vitro analysiert. Das vorherige Kapitel

beschreibt die Komplexität und Heterogenität der ex vivo Befunde auf dem Forschungsfeld der

A -Oligomere. Diese Aspekte fließen natürlich auch in die in vitro Forschung auf diesem

Gebiet mit ein. Zusätzlich entstehen viele andere Probleme, die auf unterschiedlichen

Vorbehandlungen des A -Peptids, genutzten Bedingungen fürs Entstehen und Präparationen

von A –Oligomeren beruhen.

Allgemein lassen sich all diese Probleme auf eine sehr schnelle und unterschiedliche

Aggregation des A -Peptids zurückführen. Es werden z.B. unterschiedliche Aggregationswege

für das synthetische und rekombinante A -Peptid beschrieben (Finder et al. 2010). Die meisten

Labore nutzen das synthetisch hergestellte A , dessen Aggregationsverhalten auch stark von

der Bezugsquelle abhängt.

Das A wird meistens vorbehandelt eingesetzt, damit es möglichst monomerisiert fürs

eigentliche Experiment vorliegt, z.B. die Vorbehandlung mit Hexafluorisopropanol (HFIP)

(Barrow et al. 1992). Das A aggregiert in Folge einer Inkubation, die je nach Publikation sehr

stark variiert, zu unterschiedlichen Spezies. Unter diesen befindet sich ein gewisser Anteil an

A -Oligomeren. Dann erfolgt eine analytische oder präparative Trennung der entstandenen

Spezies. Die hierzu wahrscheinlich am häufigsten eingesetzte Methode ist die

Größenausschluss-Chromatographie (Size Exclusion Chromatography: SEC). Dabei wird eine

Superdex-Säule mit einem Ausschluss-Volumen von entweder 75 oder 200 kDa verwendet.

Dabei ist nicht klar, ab das Säulenmaterial einen Einfluss auf A -Oligomere ausübt. Bei der

Auftrennung mit SEC mit 75 kDa Ausschlussvolumen detektiert man meistens nur den

Monomeren- und Ausschluss-Volumen-Peak. Der letztere wird auch  A -Oligomeren



Einleitung 18
 

zugeordnet, obwohl er alle möglichen Moleküle größer als 75 kDa beinhalten kann. Kleinere

A -Oligomere wie z.B. Di-, Tri-, Tetra- oder Dodecamere werden bei in vitro Präparationen

fast nie detektiert. Diese sind aber in SDS-Gelen sehr präsent und entfachen viele Diskussionen

über SDS-induzierte Artefakte (siehe vorheriges Kapitel).

Andere Gruppen führen gar keine Auftrennung der oligomeren Spezies durch. Stattdessen

nehmen sie die ganze, eine gewisse Zeit inkubierte A -Lösung und gehen davon aus, dass

ausschließlich oder im ausreichenden Masse A -Oligomere enthält, z.B. (Fluharty et al. 2013).

Diese unterschiedlichen Praktiken könnten vielleicht die im Forschungsgebiet herrschende

Heterogenität und eine schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erklären (Lesne S. E.

2013).

Es gelang noch nicht eine hochaufgelöste Struktur von eines A -Oligomers zu bestimmen. Es

gibt nur partielle Informationen über die Anordnung bestimmter Aminosäurereste in einem A -

Oligomer (Ahmed et al. 2010).

Es gibt aber sehr viele Studien, die die Ultrastruktur dieser Moleküle beschreiben. Dazu zählen

EM- und Rasterkraftmikroskopie- (atomic force microscopy: AFM) Untersuchungen. Diese

zeigen meistens flache runde oder ellipsoide Partikel unterschiedlicher Größen. Die flache

Form könnte jedoch durch artifizielle Einflüsse wie Trocknung/Denaturierung an der

Oberfläche oder mechanische Kraft des AFMs erklärt werden (E. Ukraintsev 2012).

1.4 Behandlungsversuche und Strategien der Alzheimer-Krankheit

Aus den am Beginn des Kapitels 1.3 beschriebenen Problematiken geht hervor, dass eine

wirksame Therapie der Alzheimer-Krankheit von einer sehr großen medizinischen und sozialen

Bedeutung wäre. Dabei wäre nicht nur eine vollständige Heilung der Demenz, sondern auch

eine Verlangsamung ihres Verlaufs ein großer Erfolg.

Zurzeit kann aber die Alzheimer-Krankheit nicht geheilt werden. Die eingesetzten Therapien

behandeln die Symptome aber nicht die Ursachen der Krankheit. Dazu zählen

psychotherapeutische Behandlungen, der Einsatz von Acetylcholinesterase- und nicht

steroidalen Entzündungshemmern, NMDA-Rezeptor-Antagonisten, Ginkgo biloba Extrakten

sowie Aktivierung von ABC-Transportern.

Um die eigentliche Ursache der AD zu bekämpfen, nämlich A -Oligomere, wurden in den

letzten Jahren unterschiedliche Strategien und Wirkstoffe entwickelt. Dabei scheint die

Verhinderung der A -Oligomer-Bildung oder eine Eliminierung dieser Spezies der beste

Therapieansatz zu sein.
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Die Wege zu diesem Ziel können aber unterschiedlich sein. Deren Übersicht ist in der

Abbildung 12 dargestellt. Der erste Ansatz ist die Produktionsverringerung der löslichen A -

Monomere, was auch eine reduzierte Oligomerbildung zu Folge haben sollte. Für diesen Zweck

wurden/werden unterschiedliche hochspezifische Inhibitoren der - und -Sekretasen wie

Tarenflurbil oder Semagacestat eingesetzt. Obwohl die präklinischen Daten für Tarenflurbil

sehr überzeugend gewesen sind (Golde et al. 2010), konnten diese Wirkstoffe nicht in der

klinischen Phase III bestehen. Der kognitive Zustand der Patienten hat sich sogar gegenüber

der Placebo-Gruppe verschlechtert (Karran et al. 2011).

Dies ist wahrscheinlich darauf zurück zu führen, dass die Inhibition der - und -Sekretasen

mit starken Nebenwirkungen verbunden ist, da diese Enzyme nicht nur das APP sondern auch

viele anderen Substrate spalten, die für eine normale Funktion des menschlichen Organismus

essentiell sind. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass die A -Monomere eine natürliche Funktion

haben (siehe Kapitel 1.3). Eine drastische Reduktion dieser Peptide hätte demnach negative

Auswirkungen. Dieser Ansatz ist also nicht mehr attraktiv.

Eine andere Strategie ist die Entwicklung kleiner Moleküle, die in den A -Katabolismus

involvierte Enzyme stimulieren können (Abb. 12 Punkt 2). Das Design dieser Verbindungen

basiert auf der Überexpression von Neprilysin oder Cathepsin B, die in APP-transgenen

Mäusen die A -Konzentration und Plaqueablagerung reduzieren konnten (Leissring et al. 2003,

Mueller-Steiner et al. 2006). Genetische Deletion von NEP erhöht die zerebrale A -

Konzentrationen, inklusive die der Oligomere, in APP-transgenen Mäusen (Farris et al. 2007)

und führt zur Beeinträchtigung der hypocampalen synaptischen Plastizität und kognitiven

Funktion (Huang et al. 2006).

Kleine Moleküle oder biologische Präparate, die an A -Monomere binden und diese

stabilisieren, sollten die A -Oligomerisierung verhindern (Abb. 12 Punkt 3). Eine Verbindung

dieser Art ist die 3-Amino-1-Propansulfonsäure (Tramiprosate, Homotaurine, ALZHEMED).

Sie reduziert die Aggregation synthetischen A in vitro und kann in APP-transgenen Mäusen

die Plaque-Bildung reduzieren (Gervais et al. 2007). In der klinischen Phase konnte dieser

Wirkstoff aber keinen positiven Effekt zeigen (Karran et al. 2011).

Es wurden außerdem mehrere Inhibitoren der A -Aggregation gefunden, die für die Brechung

vorgeformter A -Oligomere geeignet sind (Walsh and Selkoe 2007). Nach dem Einsatz von

Verbindungen dieser Art konnte bei APP-transgenen Mäusen eine Abschwächung der AD-

Symptome gezeigt werden (McLaurin et al. 2006).

Es wurde auch gezeigt, dass Antikörper gegen A A -Oligomere binden und ihre neurotoxische

Wirkung neutralisieren (Klyubin et al. 2005).
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AD-Patienten, die gegen das aggregierte A immunisiert wurden, zeigt eneinen weniger 

starken kognitiven Rückgang als die, die nur ein Placebo bekamen (Gilman et al. 2005, Schenk

et al. 2005). Unglücklicher Weise musste diese klinische Studie abgebrochen w erden, da 18

von 298 Patienten, die immunisiert wurden, Meningoencephalitis entwickelten (Gilman et al. 

2005).

Einer der letzten in klinischen Phasen getesteten monoklonalen Antikörper gegen A mit dem

Namen Solanezumab zeigte als erste eingesetzte Substanz, die den Amyloid-Kaskaden-

Mechanismus angreift, eine geringfügige Verlangsamung der AD (Karran et al. 2011).

Eine relativ neue Strategie, um A -Oligomere zu neutralisieren oder zu eliminieren, ist ein

Mimicking von identifizierten und zum Teil charakterisierten A -Oligomere bindenden

Rezeptoren oder deren Segmente, z.B. N-terminale Segmente des Prion-Proteins (Fluharty et

al. 2013).

Abbildung 12 – Behandlungsstrategien gegen AD-verursachende A -Oligomere
Die Zahlen markieren unterschiedliche Therapieansätze, um die A -Oligomer-Bildung zu verhindern oder A -

Oligomere zu eliminieren. Die Abbildung nach (Walsh and Selkoe 2007).
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1.5 Peptide als Medikamente

Da beinahe alle Vorgänge im Körper über Peptide oder Proteine gesteuert werden, sind diese

Moleküle mit sehr breiten Bioaktivitäten für die Entwicklung therapeutischer Wirkstoffe sehr

interessant. Peptidische Medikamente weisen eine hohe Wirksamkeit und Spezifität; eine

niedrige Toxizität und Immunogenität auf (Vlieghe et al. 2010). Sie sind jedoch für die

proteolytische Degradation anfällig. Diese Tatsache macht die Verabreichung von peptidischen

Wirkstoffen auf oralem Wege nicht möglich, da sie im Magen-Darm-Trakt verdaut werden.

Aus diesem Grunde haben sie auch eine kurze Halbwertszeit.

Wegen der geringeren Halbwertszeit akkumuliert wenig Peptid im Gewebe. Dadurch werden

die Gefahren verringert, dass es zu Komplikationen durch Abbauprodukte kommt. Dies ist als

Vorteil der Peptide zu werten. Die Probleme der geringen Stabilität lassen sich aber mit dem

Einsatz nicht natürlicher D-Aminosäuren, Zyklisierung von Peptiden oder modifizieren ihrer

Seitengruppen umgehen. L-Peptide, die 12 Aminosäuren lang oder kürzer sind, weisen auch

eine höhere Proteasestabilität als längere Peptide auf (Cochran et al. 2001, Skelton et al. 2001).

Ein großer Vorteil von Peptiden als therapeutisch wirksame Stoffe ist ihre im Vergleich zu den

Antikörpern und anderen Proteinen kleine Größe. Der Größenvorteil erleichtert den Transport

dieser Wirkstoffe zum Einsatzort. Zu weiteren Vorteilen der Peptide gegenüber Antikörpern

und größeren Proteinen zählen auch geringere Herstellungskosten und höhere

Lagerungsstabilität.

Viele Peptide unterschiedlichster Größe und Zusammensetzung finden bereits eine breite

Anwendung als Medikamente oder befinden sich in unterschiedlichen klinischen Testphasen.

Z.B. werden Calcitonin, ein Peptidhormon mit 32 Aminosäuren, und Enfuvirtide (T-20), ein

aus 36 Aminosäuren bestehender Inhibitor der Fusion von HIV-1 und der Wirtszelle, für die

Behandlung von Osteoporose und AIDS entsprechend eingesetzt (Manfredi and Sabbatani

2006, Mehta et al. 2003). Hirudin und seine Analoge werden als Thrombininhibitoren

eingesetzt.

Viele therapeutische Peptide stammen von natürlichen Metaboliten ab und weisen eine hohe

Interaktion mit Membranproteinen auf. Normalerweise reichen geringe Mengen von einem

peptidischen Wirkstoff aus, um die Zielrezeptoren zu aktivieren oder zu deaktivieren. Diese

Tatsache macht die Klasse hier beschriebener Therapeutika sehr attraktiv für Behandlungen

von Krebserkrankungen.

Heutzutage gibt es eine Fülle vielversprechender Peptide oder Peptidderivate, die durch

Modifikationen natürlicher Produkte, Phagen-Display und kombinatorische Chemie
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ausgewählt wurden. Die Entwicklung peptidischer Wirkstoffe gegen Krebs, AD und Prion-

assoziierte Erkrankungen sowie der Einsatz von Peptiden als anti-mikrobielle Substanzen sind

wichtige Gebiete in moderner Forschung (Lien and Lowman 2003).

1.5.1 Einsatz peptidischer Wirkstoffe bei AD

Seit etwa zwei Jahrzehnten werden Peptide auch als potentielle Wirkstoffe für eine AD-

Behandlung entwickelt und untersucht. Die meisten von ihnen sind kleine Peptide und zielen

auf die Aggregationsinhibition von A . Unterschiedliche Studien beschrieben eine reduzierte

A -Toxizität nach Einsatz dieser Peptide (Poduslo et al. 1999, Soto et al. 1998).

Das Pentapeptid LPYFD kann die Blut-Hirn-Schranke passieren und die Synapsen gegen die

pathologische Wirkung des fibrillären A schützen (Juhasz et al. 2009).

Mit dem Rücken der A -Oligomere in die zentrale Rolle bei der AD-Pathogenese wurden auch

peptidische Wirkstoffe dementsprechend entwickelt. Z.B. wurde von einem -

faltblattbrechenden D-Peptid berichtet, das gezielt die A -Oligomerbildung verhindert. Oral

verabreicht reduzierte dieses Peptid die Plaqueablagerung in APP-transgenen Mäusen und

verbesserte ihre kognitive Funktionen (Frydman-Marom et al. 2009).

1.6 Selektion A bindender Peptide mit Spiegelbild-Phagen-Display
Eine heutzutage verbreitete Technik, um Peptide mit variablen Aminosäuresequenzen

herzustellen und sie auf die Bindung an ein bestimmtes Zielmolekül zu durchsuchen, ist Phagen-

Display. Der größte Vorteil dieser Methode basiert auf einer gigantischen Anzahl eingesetzter

potenzieller Liganden und, dass man kein Wissen über die Zielmoleküle benötigt (Sun et al.

2012).

Die Peptidbibliothek besteht aus Bakteriophagen, an deren Oberfläche je ein Peptid mit dem

Hüllprotein eines Phagen fusioniert ist, und so dem Zielmolekül präsentiert werden kann.

Diese Technik stellt eine Möglichkeit dar, den Phänotyp des Peptids mit seinem Genotyp zu

verbinden. Bei den gekauften Bibliotheken  gibt es z.B. 109 Phagen und jeder von ihnen

präsentiert ein anderes Peptid. Dieses kann konstruiert, selektiert und amplifiziert 

werden (Abbildung 13). Nach einer Inkubation der Zielmoleküle mit Phagen werden nicht

oder wenig affine Phagen abgewaschen und verworfen. Die, die binden, werden eluiert. Auf

diese Weise selektierte Phagen mit gewünschten Peptiden werden in Bakterien amplifiziert.

Der Prozess der Selektion und Amplifikation kann beliebig oft wiederholt werden, um Peptide

mit der höchsten Affinität zu selektieren. Auf diese Weise erhält man eine Peptidpopulation mit

einer dominierenden Sequenz, die eine starke Affinität zum Zielmolekül aufweist.
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Abbildung 13 – schematische Darstellung der Phagen-Display-Selektion
(A) Unterschiedliche Peptide (symbolisiert durch farbige Figuren) werden an der Oberfläche der Phagen

präsentiert. Sie sind mit den Hüllenproteinen fusioniert (lange graue Symbole). Die Peptide werden auf die

Zielmoleküle (schwarze runde Symbole) appliziert. Einige der Peptide werden an die Zielmoleküle binden (B).

Der Rest wird abgewaschen (C). Affine Peptide werden eluiert (D). Die Sequenz des selektierten Peptids wird

durch die DNA-Sequenzierung des Fusionsproteingens bestimmt (E). Die Abbildung nach (Wiesehan and

Willbold2003).

Die Arbeitsgruppe um Peter Kim hat eine elegante kombinatorische Technik entwickelt, die

auf der Tatsache basiert, dass die dreidimensionale Struktur eines Proteins aus L-Aminosäuren

bestehend exakt dem Spiegelbild dieses Proteins aus D-Aminosäuren entspricht

(Schumacher et al. 1996). Diese Methode trägt den Namen Spiegelbild-Phagen-Display.

Wie beim klassischen Phagen-Display werden auch beim Spiegelbild-Phagen-Display L-

Peptide auf Phagen-Oberflächen präsentiert, die aber an Zielproteine aus D-Aminosäuren

binden. Dies hat auch einen Nachteil, da das Zielprotein synthetisch hergestellt werden muss

und somit nach dem heutigen Stand der Technik in der Größe limitiert ist. Auf diese Weise

selektierte L-Peptide werden sequenziert und dann werden ihre spiegelbildlichen D-

Peptide synthetisiert. Diese D-Peptide werden an das Enantiomer des D-Zielmoleküls,

also das natürlich vorkommende L-Protein, binden. D-Peptide weisen eine niedrigere bis

gar keine Proteasesensitivität (Sun et al. 2012) und eine höhere Resistenz gegenüber

Degradation in Organismen auf (Findeis et al. 1999).



Einleitung 24
 

Abbildung 14 – schematische Darstellung des Phagen- und Spiegelbild-Phagen-Displays
(A) L-Peptide werden auf Bindung an ein L-Zielprotein selektiert (L-target). (B) L-Peptide werden auf Bindung

an das Spiegelbild des Zielproteins selektiert, das aus D-Aminosäuren besteht (D-target). Das Spiegelbild dieses

Komplexes ist ein D-Peptid und ein L-Zielprotein (L-target). Die im Endeffekt selektierten D-Peptide können

leicht chemisch synthetisiert werden. Die Abbildung leicht modifiziert nach (Wiesehan and Willbold 2003).

Verwendet man als Zielmolekül das L- oder D-A , selektiert man mit Hilfe vom Phagen-

Display oder Spiegelbild-Phagen-Display entsprechend L- oder D-Peptide, die das A

spezifisch binden und vielleicht seine Faltung und Aggregation modulieren.

Es besteht die Möglichkeit auf bestimmte A -Spezies und Konformationen zu selektieren, so

dass die ausgesuchten Peptide bevorzugt z.B. A -Oligomere binden. Diese Peptide können für

die Therapie und Diagnostik eingesetzt werden (Sun et al. 2012).

1.7 Rationales Design von Wirkstoffen

Als rationales Wirkstoffdesign bezeichnet man einen gezielten Entwurf von Wirkstoffen, die

z.B. als Medikamente eingesetzt werden können. Das rationale Design basiert auf einem

Optimieren und Selektieren von Leitstrukturen (Madsen et al. 2002). Dies sollte zu Folge

haben, dass der auf diese Weise optimierte Wirkstoff oder dessen Teil affiner an das

Zielmolekül bindet. Diese Optimierung kann aber auch andere Ziele haben, wie die
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Veränderung solcher Eigenschaften eines Wirkstoffes wie Toxizität, Pharmakodynamik oder

Verstoffwechselung. Beim Wirkstoffdesign werden sowohl Erkenntnisse über die Strukturen

von Wirkstoff und Zielmolekül als auch Erkenntnisse über eine herausragende Bedeutung

bestimmter Wirkstoff-Fragmente verwendet.

Man unterscheidet beim Wirkstoffdesign folgende Typen.

Beim Liganden-basierten Wirkstoffdesign benutzt man Moleküle, die dem Ausgangsligand, bei

dem die Wirkung empirisch bekannt ist, in Form und Ladung ähneln. Durch ein

Hochdurchsatz-Screening werden neue affinere Derivate des Ausgangsliganden identifiziert

(http://de.wikipedia.org/wiki/Wirkstoffdesign#cite_ref-isbn0-9636817-6-1_7-0).

Beim Struktur-basierten Wirkstoffdesign verwendet man hochaufgelöste Strukturen des

Liganden und Zielmoleküls, um durch gezieltes Ändern weniger Elemente des Wirkstoffs eine

affinere Bindung an das Zielmolekül zu erreichen. Dafür werden auch verstärkt MD-

Simulationen eingesetzt (Leach and Jhoti 2007).

Beim Ligandfragmenten-basierten Wirkstoffdesign (ligand fragment link) verwendet man

einzelne Bausteine bekannter Liganden. Voraussetzung dafür sind Informationen über die

einzelnen funktionalen Gruppen, die Bioaktivität haben. Aus einer relativ geringen Anzahl

dieser funktionalen Bausteine kann durch Kombinatorik eine sehr große Vielfalt von

Wirkstoffen kreiert werden (http://en.wikipedia.org/wiki/Drug_design).

Zu Methoden des rationalen Wirkstoffdesigns zählen auch eine Di- oder Polymerisierung von

Liganden, sowie ihre Zyklisierung. Bei einer Polymerisierung des Liganden geht man davon

aus, dass die Anzahl der Bindestellen auch polymerisiert wird. So erhöhen sich die Avidität

und somit auch die Affinität des Liganden. Der Nachteil dieser Strategie besteht darin, dass

auch die Größe des Wirkstoffes multipliziert wird. Bei der Zyklisierung eines Wirkstoffes

(Peptids) geht man davon aus, dass dadurch die Struktur der Bindestelle stabilisiert wird. Einer

der größten Vorteile von zyklisierten Peptiden ist ihre höhere Proteaseresistenz, da sie keine

freien N- und C-Termini diesen Enzymen präsentieren.
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1.8 Fragestellung

Wie oben beschrieben scheint heutzutage die Strategie A -Oligomere zu reduzieren oder besser

komplett zu eliminieren die optimale für eine mögliche AD-Therapie zu sein. Entwicklung von

einem Wirkstoff, der diesen Anforderungen entspricht, wäre also sehr wünschenswert.

Als Leitstruktur für diese Aufgabe diente ein im Vorfeld in unserer Arbeitsgruppe mit dem

Spiegelbild-Phagen-Display selektiertes D-Peptid, das A bindet. Die Untersuchung der Bindung

von D3 an A und dessen Einfluss auf die A -Aggregation wäre der erste Schritt.

Um besser diese Zielmoleküle zu verstehen, sollten sie mit biophysikalischen und

biochemischen Methoden charakterisiert werden. Da es keine Methode gibt, um die A -

Oligomer-Reduktion quantitativ zu messen, musste zwingend auch eine solche Technik im

Laufe dieser Arbeit entwickelt werden. Ohne die Möglichkeit eine quantitative Bestimmung

der A -Oligomer-Reduktion bestimmter Größen durchzuführen, wäre die Aufgabe des D3-

Derivaten-Vergleichs und Selektion neuer Wirkstoffe nur wenigen Fällen lösbar.

Bei der D3-Optimierung sollen unterschiedliche Wege, die auf dem rationalen Wirkstoffdesign

basieren, getestet werden: z.B. Dimerisierungen und Zyklisierungen des D3, Herstellung von

Hybridverbindungen von diesem Ligand mit anderen, bereits untersuchten Wirkstoffen, sowie

Variationen seiner Aminosäuresequenz.

Des Weiteren sollte das D3 auf seine Effektivität der A -Oligomer-Eliminierung optimiert

werden, so dass dessen optimierte Derivate in transgenen Tiermodellen und später in der

klinischen Phase I eingesetzt und getestet werden könnten.
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2 Ergebnisse
2.1 Publizierte Ergebnisse

2.1.1 Oral treatment with the d-enantiomeric peptide D3 improves the pathology and
behavior of Alzheimer's Disease transgenic mice.

Publiziert in: ACS Chemical Neuroscience

Impact Factor: 3,871

Eigenanteil an der Publikation: 20 %
Durchführung von Dichtegradientenzentrifugationen, SDS-PAGE und

Silberfärbungen. Mitverfassen des Manuskripts.
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Materials and Methods

Stomach infusion

For the stomach infusion experiments, four month old mice had an

Alzet minipump 1004 implanted under the skin with tubing inserted into stomach.

Thus, it was possible to treat the mice with exact amounts of D3 (0.1 mg/day, n=8).

The control group (n=9) was treated with saline. Seven weeks after treatment start, the

mice were behaviorally tested in the Morris water maze for one week. Subsequently, the

animals were sacrificed for histopathological analysis (see methods in the main manuscript).

Size exclusion chromatography (SEC)

For SEC analysis, a Superdex 75 PC3.2/30 column (GE Healthcare) was run with an

Äkta Purifier (GE Healthcare) using a protocol as already described (1). Prior to SEC

analysis, all samples (250 uM -D3 (1:10) were briefly centrifuged (30 s, at 16.000

x g), and 10 μl of the supernatants were subjected to the SEC runs. SEC was followed

by detecting the absorption at 214 nm. Fractions were collected, pooled and precipitated

by TCA. The pellets were analyzed for content by dot blot analysis.

Dot blot analysis

TCA precipitated pellets were dissolved in a small volume PBS and spotted on a

cellulosenitrate membrane (Schleicher & Schluell). After blocking (2 h 10 % Western

Blocking reagent, Roche), the membrane was incubated with anti-Aß antibody (6E10,

Calbiochem) and anti-mouse horseradishperoxidase (HRP) conjugate (ImmunoPure

Antibody, Thermo Scientific). Washing steps were performed using TBS, pH 7.4 (50

mM Tris/HCl, 150 mM NaCl), supplemented with 0.6 % (v/v) Tween 20. HRP

activity was detected using a chemiluminescent substrate (SuperSignal West Pico, Pierce).



Ergebnisse 40
 

2
Thioflavin T (ThT) assays

ThT assays were performed as described elsewhere (2) with minor modifications.

aliquots and D3 were dissolved in PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4,

1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) and added to a ThT solution (5 μM ThT, 50 mM Glycin, in

NaOH-H2O, pH 8.5). Samples were incubated at 37 °C.

Turbidity assays

At 355 nm, turbidity of 37 °C incubated samples was measured as described previously

(3) using a UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer Lambda 25).
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3
Supporting Results

and Figures

Supporting Figure 1:

Figure legend S1: A: Results of the transgenic animal studies in the Morris water maze

assay. Four months old mice had an Alzet minipump implanted under the skin with tubing

inserted into the stomach, delivering the D3 peptide for the treated group (n=8), and

delivering saline solution for the control group (n=9). The escape latency is the time,

which the D3 treated (open circles) and untreated (filled circles) mice needed to find

the hidden platform in the Morris water maze assay (for details see ‘Methods’ section).

Error bars indicate standard deviations, asterisks (*) indicate p<0.05.
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4
Supporting Table 1:

Summary of important quantities: number of animals per group, body weight, the

load, and the density of staining for GFAP and microglia around plaques in the dorsal

hippocampus. L: Left; C: Correct; A: Across; R: Right

Group Control D3 oral treatment

treatment saline saline solved D3

peptide amount
[mg/day]

- 0.1

number n=9 n=8

body weight [g] 26.16±1.37 24.7±0.03

swim speed [cm/s] 16.35±0.91 16.30±0.82

probe trial [s in
quadrant]

L 16.59±4.47
C 17.33±3.91

A 9.61±1.50

R 16.33±3.07

L 14.27±1.48
C 16.69±1.88

A 10.59±1.24

R 15.29±1.60

plaque load
cortex [%]

0.82±0.08 0.61±0.12

plaque load
hippocampus [%]

0.33±0.06 0.23±0.04

GFAP 72.74±1.0 67.79±1.4*
microglia 80.11±1.5 75.25±1.7*

*indicates significantly different, p < 0.05

5
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Supporting Figure 2:

Size-exclusion chromatography (SEC) was shown to be useful to separate monomeric

from oligomeric ("protofibrillar") (1). To elucidate the effect of D3 on the ratio

between monomeric and oligomeric freshly prepared with or without D3 was

briefly centrifuged and loaded onto a Superdex 75 PC3.2/30 column. Untreated

monomers eluted at 1.6 ml, protofibrils at 0.96 ml (Fig. S2A), exactly as expected.

Mixtures of with D3 (ratio 1:10), however, lacked the protofibril fraction, suggestive

of a D3 oligomer/protofibril modulating activity. As the content of the monomer

fraction was not increased, D3 clearly did not dissolve protofibrils into monomers. To

confirm that the protofibril fraction of the - D3-mixture was devoid of and to locate

the missing the monomer and the protofibril fractions were precipitated and spotted

onto a nitrocellulose membrane. In addition, potentially precipitated material of the

samples after pre-SEC centrifugation was treated likewise (Fig. S2B). Interestingly, the

result revealed that protofibrillar was completely precipitated by D3.

Figure legend S2: A: Size exclusion chromatography (SEC) analysis of 100 μM

without (grey line) and with (black line) FITC-labelled D3. Samples were prepared,

briefly centrifuged (30 s, 16.000 x g), and 10 μl of the supernatants were subjected to a

Superdex 75 PC3.2/30 size exclusion column with 50 mM sodium phosphate, pH 7.4,

150 mM sodium
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chloride and 0.6 % Tween-20 as running buffer. Protofibrils (PF) eluted at 1.6 ml and

monomers (M) at 0.96 ml, comparable to the results reported by Johansson et al (1).

B: Dot blot analysis of monomer (M) and protofibrillar (PF) SEC fractions as well as pre-

SEC centrifugation pellets (P). SEC fractions were precipitated by TCA. The pellets were

dissolved in PBS, dotted onto a nitrocellulose membrane and was detected using

6E10 antibody.

7
Supporting Figure 3:

In order to verify whether D3 is indeed able to decrease ThT fluorescence during

aggregation as previously reported (2) and accelerate aggregation at the same

time, we determined turbidity as a general measure for aggregate particle formation and

ThT fluorescence as a measure for the content of regular fibrils, for the same samples

consisting of 25 μM with and without D3 in different concentrations (Fig. S3A).

Measurements were done immediately upon sample preparation and again after a 24-

hour incubation period. Indeed, the ThT assays yielded a D3 dose-dependent reduction

of the ThT signal. Often, reduction of ThT fluorescence is interpreted as an indication

of decreased aggregation, but more exactly, it points to a decrease in regular fibril

content. Interestingly, the turbidity measurements performed in parallel (Fig. S3B)

revealed an inverse correlation between ThT fluorescence and turbidity, indicating that,

compared to without D3, -D3 mixtures form larger aggregates which contain less

regular fibrils. Again, this suggests that D3 induces the formation of ThT-negative

aggregates. Directly after turbidity and ThT measurements, the samples were subjected

to electron microscopic (EM) analysis (see Fig. 3 A,B in the main manuscript). The

results revealed typical fibrils (twisted ribbons) and spherical particles in the

samples, but huge amorphous structures without any ribbons or long fibrillar morphology

in the -D3 samples.
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Figure legend S3: A: Inhibition of ThT positive fibril formation. D3 was added in

concentrations of: 0, 10 μM, and 100 μM to 25 μM samples. The -D3-mixtures

were tested immediately (black bars) or after 24 hours incubation (grey bars) at 37°C.

Upon addition of ThT, fluorescence was measured at 490 nm in relative units (mean +/-

standard deviations of results, four separate runs, three replicates per run) and related to the

signals (100%).

B: Turbidity measurements of the same samples as investigated in A. Turbidity was

measured using a UV/VIS spectrometer (Lamda 25, Perkin Elmer) at 355 nm. *indicates

significantly different, p < 0.05
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Supplementary Methods:

1. Synthesis of hybrid compounds:

Every hybrid compound consists of three different building blocks: Trimer, linker and D3 peptide. It was

synthesized in a convergent semiautomatic manner. Three deferent linkers were introduced:

- aminobutyric acid (GABA, short), a triethylenglycol derivative (TEG, medium) and its dimer (TEG2,

long). First the PMB-protected Trimer-OH (10 steps conventional synthesis) was C-terminally elongated

with a linker (up to 3 steps conventional synthesis). The whole Trimer-linker-OH unit was then coupled to

resin- bound D3 peptide (SPPS, solid phase peptide synthesis), representing the last coupling step of an

SPPS protocol. Finally, the hybrid compound was mildly cleaved off the resin at ambient temperature,

followed by PMB protective group removal with hot trifluoroacetic acid (TFA).

D3-peptide was synthesized by Fmoc solid-phase peptide synthesis on an automated microwave peptide

synthesizer (CEM, Liberty, Kamp-Lintfort, Germany). A Wang-resin was used as the polymer support,

preloaded with Fmoc-D-Arg(Pbf) at an average loading of 0.51 mmol/g. Each coupling step was performed

with 9-Fluorenyl-methoxycarbonyl-protected D-amino acid (0.20 M in DMF), O-(6- chlorobenzotriazol-1-

yl)-N,N,N´,N´-tetra-methyluronium hexafluorophosphate, HCTU (0.50 M in DMF), and

diisopropylethylamine (2.00 M in 1-methyl-2-pyrrolidinone). Removal of the Fmoc-protecting group was

carried out with 20 % piperidine in N,N-dimethylformamide (DMF). After D3 SPPS, the free N- terminal

amino group of the protected D3-peptidyl resin was coupled with para-methoxybenzyl (PMB)- protected

Trimer-linker-OH (2.00 equiv), HCTU (2.00 equiv) and diisopropyletylamine (2.00 equiv) in DMF solution

for 24 h. The whole PMB-protected aminopyrazoletrimer-linker-peptide hybrid compound was cleaved

off the resin concomitant with deprotection of the amino acid side chains by means of an acidic cleavage

cocktail (93 % TFA, 5 % triisopropylsilane and 2 % water) for 3.5 h at room temperature. After filtration,

the solution was then cooled to 0 °C and the PMB-protected aminopyrazoletrimer-linker- peptide was

precipitated and washed with cold diethyl ether. The colorless solid was subsequently dried in vacuo.

To cleave the PMB-protecting groups on the pyrazole nucleus, the colorless solid was heated under
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argon in dry TFA for 3 h to 70 °C. The product precipitated after addition of cold Et2O. The precipitate

was filtered, washed with Et2O and dried in vacuo. The deprotected hybrid compound was analyzed by

ESI-TOF and HPLC and stored as lyophilized powder at -18 °C.

Trimer-D3 ("zerolinker")

1H-NMR (500 MHz, H2O/D2O (90:10), 298 K): [ppm] = 0.79-0.85 (m, 6H), 1.11-1.16 (m, 6H), 1.33-2.02

(m, 21H), 2.73-2.82 (m, 4H), 3.16 (bs, 12H), 4.13-4.26 (m, 5H), 6.94 (bs, 2H), 7.16-7.31 (m, 10H), 7.61-

7.67 (m, 2H), 8.20-8.61 (m, 12H). HRMS (ESI): [M + 2H]2+ = m/z calcd for C77H123N41O21: 979.4945;

found: 979.4913; [M + 3H]3+ = m/z calcd for C77H124N41O21: 652.9960; found: 652.9971; [M + 4H]4+ = m/z

calcd for C77H125N41O21: 490.2494; found: 490.2501; [M + 5H]5+ = m/z calcd for C77H126N41O21: 392.2005;

found: 392.2033. Analytical HPLC: purity: 98.2 %; retention time: 18.5 min; 210 nm, RP-18 column, flow

rate: 0.5 mL/min; linear gradient 95-40 % of eluent A in 30 min; (eluent A: 0.1% (v/v) TFA in water, eluent

B: acetonitrile).

Trimer-GABA-D3

1H-NMR (500 MHz, H2O/D2O (90:10), pH 2.7, 298 K): [ppm] = 0.82-0.90 (m, 6H), 1.13-1.19 (m, 4H),

1.30-2.08 (m, 25H), 2.72-2.87 (m, 2H), 3.18-3.28 (m, 12H), 3.53-3.66 (m, 4H), 3.75-3.79 (m, 1H), 4.15-

4.36 (m, 4H), 6.72 (bs, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.65 (s, 1H), 8.14-8.67 (m, 10H).

HRMS (ESI): [M + 2H]2+= m/z calcd for C81H130N42O22: 1022.0179; found: 1022.0202; [M + H,Na]2+= m/z

calcd for C81H129N42NaO22: 1032.5077; found: 1032.5090; [M + 3H]3+ = m/z calcd for C81H131N42O27:

681.6810; found: 681.6832; [M + 4H]4+ = m/z calcd for C81H132N42O22: 511.2620; found: 511.2630.

Analytical HPLC: purity: 91.2 %; retention time: 18.7 min; 210 nm, RP-18 column, flow rate: 0.5 mL/min;

linear gradient 95-40 % of eluent A in 30 min; (eluent A: 0.1% (v/v) TFA in water, eluent B: acetonitrile).
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Trimer-TEG-D3 (JM169)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 348 K): [ppm] = 0.81-0.89 (m, 6H), 1.03-1.06 (m, 4H), 1.19-1.22 (m,

2H), 1.27 (bs, 1H), 1.33 (bs, 1H), 1.56 (bs, 18H), 1.78 (bs, 6H), 1.88 (bs, 2H), 1.98 (bs, 1H), 2.09 (bs,

2H), 3.56-3.62 (m, 12H), 3.95 (s, 2H), 4.02 (bs, 2H), 4.20-4.41 (m, 8H), 4.63 (m, 4H), 7.01 (bs, 18H),

7.21-7.23 (m, 2H), 7.35 (s, 1H), 7.52 (bs, 5H), 7.83-7.86 (m, 4H), 8.06-8.18 (m,4H), 8.57 (bs, 1H), 10.73

(s,1H), 11.19 (s, 1H).

1H-NMR (500 MHz, H2O/D2O (90:10), pH 4.50, 363 K): [ppm] = 1.46-1.54 (m, 6H), 1.78-1.82 (m, 6H),

2.15-2.54 (m, 24H), 2.88-2.96 (m, 1H), 3.39-3.52 (m, 2H), 3.84-3.97 (m, 13H), 4.21-4.88 (bs, 2H), 5.31-

5.44 (m, 4H), 7.56 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.90-7.92 (m, 2H), 8.25 (bs, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.45 (bs, NH),

9.12-9.14 (m, 2H). HRMS (ESI): [M + 3H]3+= m/z calcd for C85H139N42O25: 716.3635; found: 716.3609; [M

+ 2H, Na]3+= m/z calcd for C85H138N42NaO25: 723.6908; found: 723.6911; [M + 4H]4+ = m/z calcd for

C85H140N42O25: 537.2738; found: 537.2719. Analytical HPLC: purity: 98.8 %; retention time: 5.41 min;

210 nm, RP-18 column, flow rate: 0.5 mL/min; eluent: water + 0.1 %TFA / acetonitrile (70:30).

Trimer-TEG2-D3

1H-NMR (500 MHz, H2O/D2O (90:10), pH 3.5, 298 K): [ppm] = 0.83-0.90 (m, 6H), 1.14-2.03 (m, 27H),

2.75-2.86 (m, 2H), 3.20 (bs, 13H), 3.47-3.78 (m, 19H), 4.08-4.29 (m, 8H), 5.32 (bs, 1H), 6.71 (bs, 1H),

6.95 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.20-7.35 (m, 6H), 7.62-7-69 (m, 1H), 8.09-9.04 (m, 10H). HRMS (ESI): [M +

2H]2+= m/z calcd for C93H153N43O29: 1168.5917; found: 1168.5978; [M + 3H]3+= m/z calcd for C93H154N43O29: 779.3969;

found: 779.4013; [M + 4H]4+= m/z calcd for C93H155N43O29: 584.7995; found: 584.8027. Analytical HPLC: purity: 92.5

%; retention time: 19.8 min; 210 nm, RP-18 column, flow rate: 0.5 mL/min; linear gradient 95-40 % of

eluent A in 30 min; (eluent A: 0.1% (v/v) TFA in water, eluent B: acetonitrile).

Synthesis of Trimer-TEG-KKKKKG (Poly-K):
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A Wang-resin, preloaded with Fmoc-glycine and an average loading of 0.78 mmol/g was used as a

polymeric carrier. The coupling of Fmoc-protected amino acids was accomplished by using HBTU and

diisopropylethylamine according to the following method: For each coupling step, Fmoc-Lys(Boc)-OH

(8.00 equiv), HBTU (7.62 equiv) and diisopropyletylamine (16.00 equiv) were used in a DMF solution.

Removal of the Fmoc-protecting group was carried out with 20 % piperidine in DMF (1 x 3 min, 1 x 7

min). After five cycles, the resin was coupled with the PMB-protected Trimer-TEG-OH (3.00 equiv),

HBTU (3.30 equiv) and diisopropyletylamine (6.00 equiv) in DMF solution for 6 h.

The pyrazole-peptide compound was cleaved off the resin concomitant with deprotection of lysine´s -

amino-Boc groups by means of an acidic cleavage cocktail (93 % TFA, 5 % TIS and 2 % water) during 3

h. The solution was then cooled to 0 °C and the PMB-protected pyrazole-peptide was precipitated and

washed with cold diethyl ether. The colorless solid was dried in vacuo.

The cleavage of PMB-protecting groups was performed using the same procedure as the previous

(hybrid compounds).

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): [ppm] = 1.31 (bs, 10H), 1.49-1.65 (m, 20H), 2.76 (bs, 10H), 3.39-3.42 (m,

2H), 3.52-3.61 (m, 10H), 3.69-3.84 (m, 2H), 3.93 (s, 2H), 4.20-4.33 (m, 5H), 7.58 (bs), 7.93-8.01 (m, 4H),

8.11 (d, 1H), 8.26 (t, 1H), 8.68 (bs, 1H), 11.14 (s, 1H), 11.44 (s, 1H), 12.77 (bs, 1H), 13.19 (bs, 1H),

13.50 (bs, 1H), 14.96 (bs, 1H). 13C-NMR (125.7 MHz, CDCl3): [ppm] = 22.0, 22.1, 22.2, 22.3, 26.5,

26.6, 26.7, 31.3, 31.4, 31.5, 38.6, 38.7, 51.8, 52.1, 52.2, 52.3, 68.8, 69.5, 69.6, 69.7, 70.2, 102.4, 116.0,

118.4, 157.8, 158.1, 158.3, 158.6, 169.4, 171.1, 171.2, 171.3, 171.4, 171.5, 171.7. HRMS (ESI):

[M + 2H]2+ = m/z calcd for C52H89N21O16: 631.8393; found: 631.8493, [M + 3H]3+ = m/z calcd for

C52H90N21O16: 421.5619; found: 421.5656.

2. Culture of primary cortical mouse neurons and whole cell recordings

Cultures of cortical neurons were prepared from C57BL/6J mouse fetuses at embryonic day 19 (E19) as

described previously [1]. Neurons were grown in Neurobasal A medium (GIBCO) supplemented with 2%

NS-21 [2], 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, GlutaMAX (GIBCO) on glass coverslips coated
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with poly-L-ornithine (1 mg/mL). After 8 days in vitro half of the culture medium was exchanged with

7PA2 supernatant (containing 27.7 nM A ) and JM169 , D3, and aminopyrazole (AP) were added at a

concentration of 10 μM. Neurons incubated with the culture medium used for the production of 7PA2

supernatant (vehicle) served as control. mEPSCs were recorded after 3 days incubation.

mEPSC recordings: Whole-cell voltage-clamp recordings were obtained as described previously [3] at a

holding potential of -60 mV. Gabazine (10 μM) and tetrodotoxin (1 μM) were added to the external

solution (130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 20 mM HEPES, pH 7.3) to isolate

AMPA receptor mediated miniature EPSCs. All recordings were performed at room temperature. Patch

electrodes (3-4 M? ) were filled with an internal solution containing the following: 110 mM KCl, 0.25

mMCaCl2, 10 mM EGTA, 20 mM HEPES (adjusted to pH 7.3 with KOH).

mEPSC frequency was reversed compared in cortical neurons incubated with 7PA2 supernatant for 3

days (n = 49 cells, 3 mice) as compared to neurons incubated with vehicle (n=37 cells, 3 mice). For

neurons incubated with 7PA2 supernatant and JM169, D3, aminopyrazole trimer (AP) the following

numbers of experiments were performed: vehicle + JM169, n=20 cells; 7PA2 supernatant + JM169,

n=28 cells, vehicle + D3 + AP, n=26 cells; 7PA2 supernatant + D3 + aminopyrazole trimer (AP) n=29

cells.

3. Thioflavin T (ThT) assays

A (1-42)-peptide (Bachem, Bubendorf, Germany) was prepared in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol

(HFIP), lyophilized, redissolved in DMSO and stored as (2 L)-aliquots at -20 °C. The ligand was

dissolved in bidestilled H2O as a 300 μM stock solution and was stored at 4 °C. Thioflavine T (ThT)

measurements were carried out after 72 h aggregation under shaking at 37 °C in a 384-well plate (Nunc

GmbH, Wiesbaden, Germany) in an InfiniTe 200 plate reader (Tecan GmbH, Crailsheim, Germany).

Fluorescence intensity was measured at 37 °C, 446 nm excitation wavelength (bandwidth 9 nm) and 490

nm emission wavelength with a bandwidth of 20 nm. Each data point was averaged over 40 lamp

flashes. The 384-well plate was covered with a transparent and DMSO-stable film (Nunc GmbH,
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Wiesbaden, Germany). Each single sample was composed of 10 μM A (1-42) in 1 x PBS (phosphate

buffered saline), 6.67 % DMSO, 3.03 μM ThT and 60 μM of the hybrid compound. For graph

representation emission values of fourfold samples were averaged. The ligand was measured

separately, both in 1 x PBS and 1 x PBS with ThT to exclude any potential interactions between ligand

and ThT.

ThT displacement experiments were done in PBS similar to the protocol of Hintersteiner et al. [4].

10μM A were fibrillized with agitation for 5 days at 37°C in the presence of 3.03 μM ThT. Then

increasing amounts of the ligand were added, ranging from 7.5 μM to 30 μM, and incubated for another

5 days. The fluorescence emission spectrum was scanned from 476 to 650 nm. A functional EC50 of

JM169 for releasing 50% of bound ThT from synthetic A fibrils was determined to be 5 M (ThT

replacement assay, see Supplementary Methods). The respective dissociation constant of JM169 was

calculated from the displacement assay to be 12 nM. This evaluation was carried out by standard

nonlinear regression analysis, under the assumption of a 1:1 binding stochiometry, using the SigmaPlot

10.0 software (Systat).

It may be argued that the established ThT displacement assay only measures the affinity of the

test compound towards preformed fibrils and not towards the most neurotoxic oligomer species. However,

the latter is problematic, since A oligomers in our assay are only transient species which are effectively

eliminated by the hybrid compounds. On the other hand, our proposed mechanistic model does not

require direct binding towards these oligomers: independent evidence from CD spectroscopy,

ultracentrifugation and electron microscopy suggests, that binding of our hybrid compounds to preformed

A fibrils is followed by a redirection of the self-assembly process, leading to amorphous, non-toxic high

molecular weight aggregates, but leaving behind no toxic oligomers.

4. Density gradient centrifugation

Density gradient centrifugation was performed according to [5]. Preformed gradients of optiprep (Axis-

Shield, Oslo, Norway) of about 2 mL volume were overlaid with 100 μL sample volumes, containing 125

μM of synthetic Aß(1-42), or 125 μM Aß(1-42) and 62.5 μM JM169; and 125 μM Aß(1-42) and 125 μM
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LPFFD (a control peptide without aminopyrazole; bottom panel). After centrifugation at 259,000 x g for

3 h at 4 °C in a TL100 ultracentrifuge (Beckman-Coulter, Palo Alto, USA) with TLS-55 rotor 14 fractions

of 140 μL each were harvested from top to bottom. These fractions and the pellet of each tube were

subsequently analyzed with respect to their Aß42 content by denaturing, discontinuous Tris-Tricine SDS-

PAGE optimized for separation of small peptides or proteins [6]. Mark12 (Invitrogen, Germany) with

molecular weights between 2,500 and 200,000 were used as a size standards. The protein content was

visualised by silver staining [7].

5. Long term potentiation in acute hippocampal slices

For Aß oligomer preparation, the lyophilized peptide (Amyloid ß (1–42), MoBiTec) was dissolved in HFIP

(Sigma, St. Louis, MO) to 1 mM. The solution was aliquoted, HFIP was evaporated and the peptide

stored at -80°C. Twenty-four hours before use, amyloid-ß-peptide was dissolved (100 μM) in

dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma) and sonicated. Oligomeric amyloid ß peptide was obtained by diluting

this stock solution to 20μM in F12/DMEM (without glutamine, Biochrom) and incubating at 4°C for 24 h.

JM169 was applied to the Aß (1-42) oligomer preparation at a final concentration of 10 μM. To proof

oligomer generation SDS-PAGE and subsequent Coomassie stain with Instant blue Coomassie stain Kit

(Expedion) were performed.

The animals used were maintained under constant environmental conditions, with an ambient

temperature of 21 ± 2 °C, a relative humidity of 40%, a 12-h light–dark cycle and free access to food and

water. All animal procedures have been approved by the Ethics Committee of the German Federal State

of Saxony-Anhalt (Sachsen-Anhalt), and are in accordance with the European Communities Council

Directive (86/609/EEC).

Hippocampal slices (400 μm thick) were prepared from 4-months-old male C57/Bl6 mice (Institute

breeding stock). Briefly, both hippocampi were isolated and transferred into a pre-chamber containing 8

ml permanently carbogen-gasified artificial cerebrospinal fluid (ACSF), to allow substance application. Aß

(1-42) oligomers were applied to the slices at a concentration of 500 nM for two hours at room temperature.

Slices were then transferred into a submerged-type recording chamber and were allowed
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to recover for at least 30 min before the experiment started. The chamber was constantly perfused with

artificial cerebrospinal fluid (ACSF) at a rate of 2.5 mL/min at 33±1 °C.

Synaptic responses were elicited by stimulation of the Schaffer collateral–commissural fibers in the

stratum radiatum of the CA1 region using lacquer-coated stainless steel stimulating electrodes. Glass

electrodes (filled with ACSF, 1–4 MO) were placed in the apical dendritic layer to record field excitatory

postsynaptic potentials (fEPSPs). The initial slope of the fEPSP was used as a measure of this potential.

The stimulus strength of the test pulses was adjusted to 30% of the EPSP maximum. During baseline

recording, single stimuli were applied every minute (0.0166 Hz) and were averaged every 5 min. Once a

stable baseline had been established, long-term potentiation was induced by applying a strong tetanic

stimulation consisting of three trains at 10 min intervals of 100 pulses each at an interval of 10 ms (single

pulses width 0.2 ms). The following number of experiments was performed: control: n= 8; Aß: n=8; Aß+

JM169: n=7.

6. Molecular modeling

Starting point for the calculations was the Aß42 fibril structure obtained from NMR spectroscopic data by

Lührs et al. [8]. For the Trimer-TEG-D3 simulations, the stack of five Aß17-42 chains present in the

respective structure (pdb entry 2BEG) was extended by four additional copies of the peptide to provide a

sufficiently large surface patch for ligand interaction. In addition, all amyloid peptides were extended N-

terminally by residue 15 and 16 to ensure ß-sheet complementarity within the U-shaped molecule,

following the same strategy as described by Zheng et al. [9]. The N-terminus was capped by an acetyl

group, whereas the C-terminus was left ionic.

The isolated aminopyrazole trimer was docked to the terminal chain A of the nonamer in such a way that

the ligand formed hydrogen bonds to the Aß backbone peptide groups of Gln15 through Ala21. Evidence

for this binding site comes from previous NMR spectroscopic studies as well as near UV CD

spectroscopy (see Supplementary Figure 1) which indicated interactions of pyrazole ligands with the

aromatic side chains of Phe19 and Phe20 [10, 11].
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Comparative molecular modelling and molecular dynamics simulations were performed for Trimer-TEG-

D3 and Trimer-TEG-KKKKKG. The basic D3 and polylysine peptides were modelled in spatial proximity

of the Aß surface patch with the highest excess of negative charge, which is formed by the Glu22

sidechains of adjacent monomers. The basic peptides were modelled in an extended conformation in

order to allow multiple electrostatic interactions with Aß. In order to test the conformational stability of the

bound ligands, 10-ns molecular dynamics simulations with the Amber9 suite of programs [12] were

performed using a standard protocol [13]: the parm99SB parameter set [14] was applied for the peptides,

the gaff force field [15] was used to describe the trimer ligand and the TEG spacer. Atomic charges for

these two organic compounds were generated based on quantum chemical calculations at the HF/6-

31G(d) level, i.e. following the strategy recommended in the Amber manual.

7. Cell culture/ Immunoprecipitation/ Western blot analysis

The anti oligomerization experiments were performed according to the protocol described by [16]. Briefly,

7PA2 cells overexpressing APP751 V717F were cultured in DMEM with 10% fetal bovine serum. 3*105

cells were seeded into 10 cm cell culture dishes und treated as indicated in the figures. After 5 days the

medium was replaced with serum free medium and incubated for 72 h. We explain the relatively high

effective concentrations of the administered JM169 compared to the low concentrations of A in the

supernatant of 7PA2 cells (mid nM range) is due to a lower bioavailability of JM169 in the cell culture

buffers used with increased unspecific binding. Cleared supernatants were immunoprecipitated overnight

at 4 °C with NHS-sepharose coupled mAB-IC16, recognizing aa 2-8 of A . After washing with PBS

samples were electrophoresed on 10-20 % tricine peptide gels (Biorad, Hercules, CA) and transferred to

0.2 μM nitrocellulose membranes at 400 mA for 2 h. Filters were boiled 5 min in PBS [17] and blocked

overnight at 4 °C with 5% fat-free milk in PBS containg 0.05 % Tween 20 (PBS-T). After washing in PBS-

T the membranes were probed with 1:200 diluted monoclonal 4G8 (Signet, Dedhem, MA). Bound

antibody was detected with horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse Ig (at 1:25000) (Thermo

Scientific, Bonn, Germany) and the Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent (GE,

Buckinghamshire, UK). For detection of APP and APP-CTF cells were lysed in 1 ml lysis buffer (50 mM
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Tris pH = 8, 150 mM NaCl, 1% NP40, 5 mM EDTA) including the complete protease inhibitor cocktail

(Roche, Mannheim, Germany). 15 μg of lysates were separated on a NuPAGE 4-12% Bis-Tris gel

(Invitrogen, Carlsbad, CA). After transfer on a 0.2 μm NC-membrane APP and APP-CTF were detected

by CT15 polyclonal rabbit antiserum (at 1:3500) and goat-anti rabbit Ig (at 1: 25000) (Thermo Scientific,

Bonn, Germany). Quantitation was performed by densitometry using NIH Image.

8. Cell viability assay (MTT)

1x104 7PA2 cells were seeded into a 48 well plate. After 48 h the indicated concentrations of JM169 or

5% DMSO as a control were added. After incubation of 48 h 20 μL of a 5 mg/mL MTT solution was

mixed into each well and incubated for 5 h at 37°C. The medium was aspirated and the formazan was

resuspended into 200 μL DMSO. Optical densities were measured at 560 nm with substraction of

background at 670 nm using a Tecan Safire microplate reader (Tecan, Switzerland).

9. Antibodies

Monoclonal antibody IC16 (IgG2a) was raised to human A 1-16 and was mapped with deletion mutants

to specifically recognize an epitope within residues 2-8 [18]. IC16 stains A -plaques in brain sections of

patients with AD and binds with one-digit nanomolar affinity to natural as well as to synthetic monomeric

and low-n oligomeric A . Antibodies to the solvent-exposed N-termiuns of A have been shown to

reliably bind A oligomers [19]. Monoclonal antibody 4G8 (Signet, Dedham, MA) binds to an epitope

within human A corresponding to residues 17-24. CT15 is a polyclonal rabbit antiserum, recognizing c-

terminal 15 amino acids of APP [20].

9. Statistical analysis

Student’s t-test was used for comparison of pairs of parametric variables where indicated. ANOVA was

used for comparing multiple measurements where indicated.
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Supplementary Figures:

Supplementary Figure 1: Secondary structure changes in A upon aminopyrazole trimer

binding to F19, F20 indicated by near-UV CD spectroscopy

Black line: CD-spectrum of soluble A (1-42) aggregates (10 μM) after 2 days incubation in 5 μM

potassium phosphate buffer (pH 7.3) at room temperature. Green line: a complex between A (1-42) and

Trimer-TEG- lysine (10 M) after 2 days incubation in 5 μM potassium phosphate buffer (pH 7.3) at room

temperature. A new CD band at 260-320 nm is induced with a positive maximum at 275 nm (induced

cotton effect) due to tight complex formation between the two consecutive phenylalanines (F19, F20)

and the pyrazole nuclei.

These results complement detailed conformational NMR analyses between aminopyrazole derivatives

and the model peptide KLVFF (residues 16-20 in A ) that led to the observation of downfield NH-shifts

and upfield shifts of aromatic protons in both phenylalanines indicating -stacking interactions [11];

subsequent Monte-Carlo simulations in water yielded a complex structure with two consecutive

phenylalanines sandwiching an aminopyrazole nucleus. Based on these data, it is conceivable that the
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aminopyrazole trimer hydrogen-bonded to the solvent-exposed top face of the KLVFF backbone and

simultaneously engaged in sandwich-type -stacking with both phenylalanine residues. Molecular

dynamics simulations of this complex in an explicit solvent environment proved that both the backbone

hydrogen bonds as well as the -stacking interactions remained stable.
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Supplementary Figure 2: Molecular dynamics simulations of Trimer-TEG-D3 and Trimer-TEG-

KKKKKG.

Initial models of Trimer-TEG-D3 (a) and Trimer-TEG-KKKKKG (b) in complex with a segment of the A -
protofibril. The ligands are shown in stick presentation and colored according to their atom type. The E22
residues of adjacent A -monomers, which form a negatively charged surface patch, are shown as red
sticks.
Structures of Trimer-TEG-D3 (c) and Trimer-TEG-KKKKKG (d) after 10 ns of molecular dynamics
simulation. Note that the D3 peptide still tightly interacts with the E22 sidechains, while in Trimer-TEG-
KKKKKG only the terminal lysine forms a salt-bridge.
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SupplementaryFigure3:Effectofveryhighconcentrationsofsinglecompoundson
oligomerization of A

Application of up to 50 μM of D3 or AP separatedly or in combination to 7PA2 cells yielded no dose
dependent reduction of oligomeric A Thus, covalently linkage of D3 to AP clearly leads to a strong
synergistic impact on naturally secreted low-n oligomeric A (Figure 2A).
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Supplementary Figure 4: Cytotoxicity of hybrid compound JM169

JM169 shows no general cell toxicity in concentrations up to 50 μM. 7PA2 cells were treated for 48 h
with increasing concentrations of JM169. Only with 100 μM a significant reduction of cell viability via an
MTT assay was observed (LC50 >100 μM); 5% DMSO was used as a positive toxic control (see text).
These data were confirmed by a second assay based on LDH release (data not shown). Together the
results demonstrate the non-toxic nature of the JM169 concentrations used in Figure 2A.
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SupplementaryFigure 5: Effect of variable linker length on A oligomerization in 7PA2 cells

A.
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A. Linker structures used. B. Western blot of affinity-purified A oligomers after treatment of 7PA2 cells as
indicated (similar to Figure 2A). Hybrid compound with no linker ("zero-linker") was more efficient than
hybrid compounds with a longer linker (TEG); treatment with a hybrid compound consisting of
aminopyrazole (AP) and a pentalysine linked by TEG ("Poly-K") did not prevent A oligomer assembly at
concentrations up to 10 M where the D3 containing hybrid compounds showed efficacy. A -secretase
inhibitor was used as a positive control ( -si) C. Western blot of affinity-purified A oligomers after
treatment of 7PA2 cells as indicated (similar to Figure 2A). The superior effects of treatment by the zero-
linker compound compared to JM169 were statistically significant at a dosage of 5 M among four

O

O
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independent experiments (Student's t-test; * p < 0.01, *** p < 0.0001; error bars are standard deviations).
Effects of hybrid compounds linked by the short GABA linker were similar to that of no linker and those of
the TEG2 linker similar to those of the TEG linker (data not shown).
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SupplementaryFigure6:TransmissionelectronmicroscopyofA incubatedwithJM169

Synthetic A (1-42) was plated at a concentration of 25 M, together with different concentrations of
JM169, as indicated, for 4 hours at room temperature. Peptide aggregates were adsorbed on formvar /
carbon coated copper grids (Plano GmbH, Wetzlar), washed and negatively stained with 1% uranyl
acetate (pH 4.0). The grids were observed using a LaB6 CM12 EM (FEI/Philips), operating at 120 kV
with a nominal magnification of 40,000 x. Images were taken using an Orius 832 SC1000 CCD camera
(4008 x 2672 pixels) (Gatan inc.).
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Strong evidence exists for a central role of amyloid- oligomers in the pathogenesis of

Alzheimer’s disease. We have developed a fast, reliable and robust in vitro assay, termed

QIAD, to quantify the oligomer eliminating potential of agents. We demonstrate the

predictive power of the assay for in vivo efficacy by comparing QIAD outcomes of two

therapeutically interesting compounds with their treatment effects in animal models of

Alzheimer´s disease.

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder, which is the most

common cause of dementia and is forecasted to affect 1 out of 85 people worldwide in 20501,2.

Different species of amyloid- (A ) in various aggregation states are responsible for

development and progression of AD. Growing evidence exists that instead of A monomers or

fibrils, small and diffusible A oligomers seem to be decisive for disease development and



Ergebnisse 79
 

progression3. Although a large number of differently sized and shaped A oligomers and

protofibrils have been described3, the exact nature of the toxic entities remains elusive.

Nevertheless, the potency to eliminate A oligomers is, from the current point of view, one of

the most desirable criteria for the selection of agents as lead compounds for drug development

towards AD treatment4. Any screening for oligomer eliminating compounds requires a well

characterized target. Therefore, preparation, purification and quantification of specific A

oligomers, which are representative for the toxic oligomers involved in AD pathogenesis, are

urgently needed in AD drug development. Quantitative assessment of A assembly size-

distributions is difficult, because the heterogeneity of in vitro obtained A assemblies5 impedes

most of the standard analytical methods.

We have designed an assay for the quantitative determination of interference with

A aggregate size distribution (QIAD). It consists of the following steps (Fig 1a): i)

preparation of A assemblies containing the target aggregate species by A pre-incubation; ii)

incubation with and without the agent of interest; iii) separation of A assemblies by density

gradient centrifugation (DGC) and subsequent fractionation; and iv) determination of the total

A amount in each fraction by integrating the A absorption signal during reversed-phase high

performance liquid chromatography (RP-HPLC) analysis. The principle of the QIAD assay can

easily be transferred to measure the quantitative interference on aggregates consisting of

aggregation-prone peptides or proteins other than A . Thus, to avoid any confusion with QIAD

variants yet to come, we have termed the A -specific QIAD assay “A -QIAD”.

DGC allows matrix-free separation and fractionation of different A assemblies according to

their sedimentation coefficients, which are dependent on particle size and shape6,7. DGC has

been used previously to investigate the effect of agent candidates on the size distribution of A

aggregates formed in vitro8. In the A -QIAD assay, the quantitative analysis of the A content
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of each fraction is reliably accomplished by UV absorption analysis during analytical RP-

HPLC under denaturing conditions (Fig. 1b). Concomitantly, the density gradient material

iodixanol was separated from A , enabling online UV absorption determination to yield the

total A amounts in each DGC fraction (see Methods part for details) independent of the A

conformation, the percentage of iodixanol and potential epitope blocking (Fig. 1b,c).

Importantly, the recovery rate of the complete procedure could be calculated by summing up

the A contents of all DGC fractions. Determination of the recovery rates in experiments

performed on synthetic A is an important control, because it is known that A is depleted at

various application steps by unspecific binding to various surfaces9 potentially leading to false

conclusions. Since A recovery rates are rarely demonstrated10 in the AD research field, the

herein described procedure reliably yielded total A recovery rates close to 100 %, i.e., 95.6

7.9 % for control DGC runs (A without agent) and 89.2 16.1 % for DGC runs in the presence

of agents. Moreover, the method described here allows the quantification of yields for any

DGC-separated A fraction within the sample. For example, the average amount of the A

oligomers (fractions 4 to 6) in eleven independent preparations was 31.7 3.9 % (Fig. 2a).

Although we cannot avoid heterogeneity of A assemblies during the pre-incubation step, the

potency of any agent to eliminate a specific target A assembly can be quantitatively

determined by comparing the A contents of the fractions that contain the target aggregate

species obtained from the samples with and without the agent of interest.

Here, we demonstrate the power of the A -QIAD assay by quantitatively comparing the

outcome of the assay for two therapeutically interesting agents. The first agent is a mirror image

phage display selected D-enantiomeric peptide, termed “D3”, that inhibits the formation of

regular A fibrils, removes A oligomers and reduces A cytotoxicity in vitro. In vivo, D3 is

able to reduce plaque load, decrease inflammation and enhance cognition of a transgenic AD
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mouse model even after oral application8,11. The second agent is a head-to-tail dimer of D3,

termed “D3D3”, that is expected to have enhanced efficacy due to increased avidity.

As shown in Figure 2a, both agents yielded a significant reduction of A oligomers in DGC

fractions 4 to 6 in comparison to agent-free controls. D3 (32 μg/ml, 20 μM) and D3D3 (32

μg/ml, 10 μM) reduced A oligomers by 50 and 96%, respectively. D3D3 proved to be

significantly more efficient than D3. Notably, monomeric A or small sized oligomers located

in DGC fractions 1 and 2 were negligibly affected by D3 and D3D3. The net reduction of A

oligomers by D3 and D3D3 was balanced by an increase of high-molecular weight aggregates

located in DGC fractions 12 to 15 (Fig. 2a). D3-A -co-aggregates were shown previously to

be non-toxic, non-amyloidogenic, amorphous and Thioflavin T (ThT) negative8.

A assemblies located in fractions 4 to 6 were specifically sensitive to D3 and D3D3.

Therefore, these species were further characterized in detail. According to the calibration of

the density gradient with a set of globular proteins with known s-values, the A assemblies in

fractions 4 to 6 had s-values of about 7 S (Supplementary Fig. 1a). Atomic force microscopy

(AFM) analysis revealed homogenous assemblies in spherically shaped particles with heights

of 4.7 nm and diameters corrected for the tip dimensions of 8.7 nm (Fig. 1d and

Supplementary Fig. 2). Modeled as oblate spheroids with an axial ratio of ~2, these A

oligomers have a molecular weight of about 104 kDa, which corresponds to about 23

monomeric units. This value is in good accordance with the estimated s-value of 7 S. Circular

dichroism (CD) measurements of the oligomers revealed a spectrum with -sheet

characteristics (Fig. 1e), but the particles were negative for ThT fluorescence staining

(Supplementary Fig. 3). Therefore, we conclude that the secondary structure of the oligomers

differs from regular amyloid cross- fibrils, which typically exhibit strong ThT fluorescence

(Supplementary Fig. 3). The DGC derived oligomers exhibited high cytotoxicity to
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differentiated human SH-SY5Y neuroblastoma cells12 (Fig. 1f), thus further demonstrating

their similarity to toxic oligomers involved in AD pathogenesis.

To verify the hypothesis that increased efficiency in A oligomer elimination of an agent

correlates with the in vivo potency of the agent, the therapeutic effects of D3 and D3D3 were

investigated in the transgenic mouse model TBA2.115. Three groups of TBA2.1 mice were

treated either with saline, D3 or D3D3 (0.1 mg per day per mouse, i.p., for 4 weeks using

minipumps). Their phenotypes before and after the treatment were assessed using the rotarod

and the SHIRPA tests14. Only saline-treated mice showed a significant phenotype progression,

i.e. shortening of their latency times (Fig. 2b), suggesting that D3 and D3D3 were able to halt

phenotype progression during the treatment period. More importantly, D3D3-treated mice did

not show significant worsening of their phenotypes in the SHIRPA test, whereas the

phenotypes of D3-treated mice and saline-treated mice worsened significantly or very

significantly, respectively, during the four weeks duration of the experiment (Fig 2c). Thus, a

more significant effect of D3D3 treatment as compared with D3 was visible in this study,

exactly as predicted from the A -QIAD assay.

To further verify the in vivo efficacy of D3D3, we treated the transgenic mouse model Tg-

SwDI16 with this peptide. Intraperitoneal application of D3D3 (36 μg per day per mouse for 4

weeks, using minipumps) led to significant reduction of plaque load in comparison to the saline

treated control group (Fig. 2d). Cognitive deficits of Tg-SwDI mice, as measured in the object

recognition test, were significantly improved upon D3D3 treatment (Fig. 2e). Side effects

caused by the D3D3 treatment as measured by open field and zero maze tests were not detected.

The hereby described A -QIAD assay for analysis of agent-induced oligomer elimination

allows comprehensive and reliable in vitro screening of drug candidates for maximum

reduction of cytotoxic A oligomers. The quantitative nature of the assay allows comparison
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between various drug candidates. The observed relation between oligomer elimination and

in vivo results strengthens the role of oligomers in AD pathology. The assay will help to

avoid testing of ineffective compounds in animal and time consuming in vivo assays or even in

clinical trials. The QIAD assay is adjustable for any aggregation-prone peptide or protein.

METHODS

Methods and any associated references are available in the online version of the paper.

Note: Any Supplementary Information is available in the online version of the paper.
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Figure 1 (a) Scheme of the QIAD assay. (b) Chromatograms for each fraction obtained from
DGC are presented with a constant offset for clarity. Peak 1 at 2 to 4 min corresponds to the
density gradient material iodixanol, whereas peak 2 at 12.5 min corresponds to A . (c) Bar
chart showing the A distribution after DGC of pre-incubated A . concentrations in each
fraction were determined by integration of the A absorption in the RP-HPLC chromatograms
shown in b. (d) AFM of oligomers from pooled fractions 5 and 6. Scale bar 200 nm. (e)
Far-UV CD spectroscopy of oligomers indicating a predominantly -strand secondary
structure. (f) Toxicity of oligomers tested by a MTT cell viability assay. RA/BDNF
differentiated SH-SY5Y cells were treated with oligomers (dark grey) at concentrations
corresponding to 4, 2 and 0.8 μM monomers. Buffer containing 16 % iodixanol (light grey) or
buffer without iodixanol (white) were used as controls. All given assembly concentrations
relate to monomers.
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Figure 2 Effects of D3 and D3D3 in vitro and in vivo. (a) QIAD assay. After preincubation of
80 μM for 40 min at RT with or without agent, size distributions in the absence
(black) or presence (gray) of either D3 (32 μg/ml, 20 μM) or D3D3 (32 μg/ml, 10 μM)
were analyzed by DGC. concentrations as determined by UV absorption during
RP-HPLC are shown with standard deviations. oligomers of interest (dashed box)
are located in fractions 4 to 6. (Inset) Magnification of boxed area displaying significant
differences of oligomer contents between untreated (black), D3 treated (light grey)
and D3D3 treated (dark grey). Paired u-test; *P 0.05, **P 0.01 (b) Rotarod
assay; shown are the differences in latency times before and after treatment. One-
sample t-test (hypothesized difference ** p = 0.0104. (c) Assessment of TBA 2.1
phenotype using part of the SHIRPA test battery before (black) and after i.p. treatment
(white) for 4 weeks with saline D3 or D3D3. Repeated measures ANOVA before vs.
after p = 0.0027, paired t-test (hypothesized difference before vs. after, * p = 0.035,
** p = 0.010. (d) Plaque load reduction of D3D3 treated mice as compared to non-
treated mice in hippocampus and cortex. Unpaired t-test (hypothesized difference
D3D3 vs. saline, * p = 0.020, ** p < 0.0001. (e) Object recognition test of Tg-SwDI mice
treated either with D3D3 or saline. Preference for the new object (black  bar) is
expressed as exploration time in comparison with exploration of a familiar object (white
bar).
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METHODS

Peptides. D3 (rprtrlhthrnr, all amino acids are D-enantiomers) and D3D3

(rprtrlhthrnrrprtrlhthrnr, all amino acids are D-enantiomers) with >95% purity were purchased

from JPT (Berlin, Germany) and A 1-42 with 95.2 % purity from Bachem (Heidelberg,

Germany).

Preparation of A peptide solutions. In order to dissolve any pre-existing aggregates of A

and to assure the monomeric state of A the sample was pre-dissolved in 1,1,1,3,3,3-

hexafluoro-2-propanol (HFIP; Sigma-Aldrich, Germany) at 1.43 mg/ml and incubated over

night at room temperature. HFIP was removed by evaporation for 30 min in the hood followed

by a drying step in a centrifugal evaporator (RVC 2-18, Christ, Mainz, Germany) for a further

30 min. The dried A was stored at 20 °C until use.

QIAD assay. The QIAD assay involves four steps: (i) pre-incubation of A ; (ii) addition of

the agent to oligomer-enriched A samples; (iii) the density gradient centrifugation step; and

(iv) the quantification of A assemblies by RP-HPLC (Fig. 1a).

i). Pre-incubation of A . Pre-incubation of the A solution leads to an increase of the amount

of material with higher s-values, penetrating deeper into the gradient during centrifugation. A

preincubation of 80 μM A between 4.5 h and 6 h in 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4

at RT and shaking (600 rpm) was found to be the best condition at which the amount of

oligomers residing in the middle of the gradient was maximized without the appearance of

signals in the bottom fractions, indicating the absence of large or fibrillar aggregates in the

sample at the investigated time point. The generated oligomeric species were located in

fractions 4 to 6. In this area of the gradient, proteins with s-values of about 7 S and molecular

weights in the range of 66 to 150 kDa were expected following the centrifugation step. This

expectation is based on the analysis of the distribution of standard proteins used for the

calibration of the gradient (Supplementary Fig. 1). The concentration of iodixanol was about

20 %, giving a density of 1.112 g/cm3. Based on the proteins used for the calibration of the

gradient, the size of oligomers in these fractions was in the range of 50 to 150 kDa.

ii) Our previously described mirror image phage display selected the D-peptide D3 and a

derivative thereof were applied as drug candidates. Compounds were added to the pre-

incubated A solution 40 min before loading the sample onto the gradient.
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iii) Density gradient centrifugation6,7,13 offers an approach to fractionate aggregates formed by

A by their size and shape for further characterization. Analysis of solutions of synthetic A

by iodixanol density gradient centrifugation revealed the s-value distribution of monomers and

assemblies at the time point of analysis.

As a control for each density centrifugation run, a sample without the added agent was used.

Statistical evaluation of experimental results from eleven independent control density gradient

centrifugation analyses demonstrated the good reproducibility of the procedure (Fig. 2a, black

bars).

A discontinuous gradient of iodixanol was pre-formed by layering 260 of 50 % iodixanol

(OptiPrep, AXIS-SHIELD, Oslo, Norway) at the bottom of an 11 × 34 mm polyallomer

centrifuge tube, overlaid by 260 of 40 %, 260 of 30 %, 780 of 20 %, 260 of 10 %,

and 100 of 5 % OptiPrep. The total volume of the phosphate-buffered non-linear gradient

was 1920 The top of the gradient was overlaid by a 100 aliquot of incubated A . The

samples were spun at 259,000 × g for 3 h at 4 °C in a TL 100 ultracentrifuge with a TLS-55

rotor (both Beckman Instruments, Brea, USA). After the centrifugation, 14 fractions of 140

were harvested with a pipette by upward displacement. The pellet of each tube (ca. 60 μl

remaining volume) was mixed with 60 μl 6 M guanidinium hydrochloride and boiled for

10 min. The resulting solution represents the 15th fraction. Fraction 1 from the top of the

gradient was the least dense, and fraction 15 from the bottom was the densest fraction. All the

fractions were analyzed with respect to their A content by RP-HPLC and SDS-PAGE.

3. Analytical RP-HPLC. Quantifications of A present in DGC fractions was performed by

RP-HPLC on a Zorbax SB-300 C8 column (5 μ, 4.8 250 mm, Agilent, Böblingen, Germany)

connected to an Agilent 1260 Infinity system. Denaturation of A assemblies and separation

of A from other compounds, especially from the density gradient forming iodixanol, was

achieved using 30% (v/v) acetonitrile, 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in H2O as the mobile

phase, an elevated column temperature of 80 °C and a flow rate of 1 ml/min. Applied sample

volumes were 20 μl. Eluting substances were detected by their UV absorbance at 215 nm. Data

recording and peak area integration was achieved by the program package ChemStation

(Agilent, Böblingen, Germany). Calibration of the column was achieved with A solutions of

known concentrations (0 to 25 μM A ) and the resulting linear equation from a plot of peak

area vs. A concentration allowed the calculation of molar A concentrations (from

corresponding peak areas) (Supplementary Fig. 4).
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=1 
The quantitative analysis of A amounts in every fraction allows us to determine the recovery

rate R: = + 14 
0· 0 

·  
 

with cP the A concentration in the pellet (15th fraction), cn the A concentrations in fractions

1 to 14, c0 the A concentration in the initial sample, Vf the volume of the fractions 1 to 14

(140 μl), VP the volume of the pellet (15th fraction), and V0 the volume of the initial sample.

Atomic force microscopy (AFM). AFM was carried out for the A oligomers in solution

using a MFP 3D AFM (Asylum Research, Santa Barbara, USA) or for A fibrils under air

dried conditions using a NanoWizard II AFM (JPK Instruments AG, Berlin, Germany). A

oligomers were prepared by adsorbing 40 μl of undiluted samples (pooled fractions 5 and 6)

for 30 to 40 min to freshly cleaved mica followed by thorough washing with 10 mM sodium

phosphate buffer, pH 7.4. The samples were imaged in the same buffer after a drifting-

equilibration time of ca. 30 min in contact mode using sharp nitride levers (SNL-10) (Bruker,

Camarillo, US) with an average tip radius of 7 nm and a scan rate of 1 to 2 lines per second.

All images were processed using the Igor Pro 6.22A software. The images were levelled by

mean plane subtraction to correct for tilting of the sample stage and servo range errors. The

evaluation of the dimensions of A oligomers was done by measuring the cross section of the

particles perpendicular to the scanning direction. Every single cross section was fitted by a

Gaussian function. The resulting radius at half-height and the fitted height are shown as

histograms (Supplementary Fig. 2). For statistics, we evaluated 531 particles collected from

a surface area of 22 μm2 from up to four independent A -oligomer preparations. Height and

radius histograms were fitted by Gaussian functions.

The particles observed in combined DGC fractions 5 and 6 were of spherical nature. The

statistical analysis for 531 particles resulted in a mean height of 4.7 nm and an average radius

of 9.9 nm. In contrast to the height, the width had to be corrected for tip broadening to 8.7 nm.

The calculation of the oligomer width corrected for tip artefacts was done by a routine written

in MATLAB based on a tangent circle as model for the cantilever tip and an ellipse for the A

oligomer. Under the assumption of an oblate spheroid with an axial ratio two the particle

volume was calculated to be 185 nm3. This represents the volume sum of the A assembly and

hydration water of 0.4 g/g protein. To calculate the volume of the hydration water, a density
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15 % higher than bulk water was used. After subtraction of the hydration water the remaining

mass corresponds to about 23 monomeric units. Based on the calculated shape and density the

oligomeric species would have a sedimentation coefficient of 7.7 S, which agrees with the

sedimentation coefficient deduced from the position of the particles within the density gradient.

To test for a possible correlation between radii and heights of A oligomers a plot of height vs.

radius for the measured particles was drawn (Supplementary Fig. 2). In the plot no correlation

between the distribution of radii and heights of A oligomers can be detected, which indicates

the absence of differently sized particle populations. Consequently the width of the measured

distributions is primarily due to measurement errors and tip radius variation.

Samples taken from the higher DGC fractions (Supplementary Fig. 3) or from fibril

preparations produced for toxicity assays were checked for the presence and nature of A fibrils

by AFM. Following adsorption of 40 μl sample volumes for 30–40 min to freshly cleaved mica

and thorough washing with ultrapure water, imaging was performed in the intermittent contact

mode with silicon tips on a silicon cantilever (OMCL 160TS R3) (Olympus, Muenster,

Germany) with a typical tip radius of 7 nm, a spring constant of 26 N/m, a drive frequency of

300 ± 100 kHz and a scan rate of 0.5 1 lines per second.

Cell culture and differentiation. SH-SY5Y cells (Leibniz Institute DSMZ-German Collection

of Microorganisms and Cell Cultures) were cultured in DMEM/F-12 medium supplemented

with 10% heat-inactivated FBS, penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 μg/ml) (all from

Invitrogen, Darmstadt, Germany) in a humidified, 5% CO2, 37 °C incubator and grown for a

maximum of 20 passages. For the MTT cell viability assay, the cells were plated in a 96-well

tissue culture plate at a density of 20,000 cells/well and 24 h after seeding the cells were treated

with all-trans retinoic acid (RA) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) at a final

concentration of 10 in a culture medium containing 1 % FBS. After 6 days of RA treatment,

the cells were grown for a further 2 days in a serum-free medium containing human

recombinant BDNF (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) at a final concentration of 2 nM.

MTT cell viability assay. The toxicity of A oligomers was assessed using the MTT assay in

differentiated SH-SY5Y cells. A oligomers pooled from DGC fractions 5 and 6 were added

to cells at a corresponding monomer concentration of 4, 2 and 0.8 μM, as determined by RP-

HPLC. The concentration of iodixanol in the controls without A was adjusted to match that

present in oligomer fractions 5 and 6. The data were not normalized to the value of the untreated
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control, because the toxic effects of A oligomers and iodixanol might not be additive.

Following 24 h, MTT at a final concentration of 0.5 mg/ml was added to the cells for 4 h at 37

°C. Finally, formazan salt crystals were solubilized using 10% SDS and 0.01 M HCl, and the

absorbance was measured at 565 nm in an Infinite M1000 plate reader (Tecan, Maennedorf,

Switzerland).

We tested the toxicity of our DGC prepared oligomers on RA/BDNF differentiated

neuroblastoma cells, which have been shown to be susceptible to A oligomers. These A

oligomers were proven to be highly toxic to RA/BDNF differentiated cells and were less toxic

to undifferentiated cells. The difference of toxicity between differentiated and undifferentiated

cells was not statistically quantified.

Circular dichroism (CD) spectroscopy. The high UV absorbance of the gradient forming

iodixanol prohibited a direct CD spectroscopic analysis of oligomeric A preparations derived

from DGC. Therefore, immediately before CD measurements iodixanol was removed from

freshly prepared A -oligomer preparations by SEC on two 5 ml Sephadex G-25 columns in

series equilibrated in 10 mM sodium phosphate (pH 7.4) (HiTrap Desalting, GE Healthcare,

Freiburg, Germany) on an ÄKTA purifier system (GE Healthcare, Freiburg, Germany).

Typically, 240 to 480 μl of 17.3 μM A oligomers (expressed as molar concentration of A

monomers) were applied to SEC. Eluting compounds were monitored by their UV absorbance

at 215 nm and collected in 0.4 ml fractions. The A oligomers eluted in the void volume. The

concentration was measured by RP-HPLC as described above and is given as molar

concentration of A monomers. Typical yields were in the range of 5 to 10 μM and sufficient

for CD measurements. Far-UV CD spectra of A oligomers were recorded on a JASCO J-815

instrument at 20 °C using a quartz cuvette with 1 mm path length and instrument settings as

follows: 0.2 nm step size, 20 nm min-1 scan speed, and 1 nm band width. The signal-to-noise

ratio was improved by accumulation of 10 scans per sample. Resulting CD spectra were

corrected by subtraction of the corresponding buffer spectra. The mean residue ellipticity[ ]  indeg·cm2·dmol-1wascalculatedfromtheequation[ ]mrw = ( obs × MRW)  (  ×  × 10), where obs, observed ellipticity (in degrees); , concentration(in g/ml); , cell path length (in cm);   (mean residue weight), molecular
weight divided by number of peptide bonds.
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Animals. For study #1 23 four months old female tg/tg TBA2.1 (insertion of precursor of N-

terminally modified pyroglutamate- in C57BL/6 x DBA1 background15) and for study #2

19 four months old female Tg-SwDI mice (human APP with Swedish K670N/M671L, Dutch

E693Q and Iowa D694N mutations on a C57BL/6 background16) were used. Group sizes were

decided on the basis of experienced data from previous studies8. In advance inclusion and

exclusion criteria were determined. Only female mice with an age of 4 months +/- 1 week were

included in the study. Exclusion criteria were defined as weight loss of %, surgical site

infection and very serious general conditions in addition to the normal phenotype of Tg-SwDI

or TBA2.1 mice. All animals fulfilled the inclusion criteria and no animal was excluded after

enrolment in the study.

The animals were housed 4/cage in a controlled environment (temperature 22 °C, humidity 50–

60 %, light from 07:00 to 19:00), food and water were available ad libitum. The implantation

of the Alzet minipumps was performed intraperitoneal (for study #1, model #1004; delivery

rate: 0.11 μl/h duration: 4 weeks; for study #2 model #2004; delivery rate: 0.25 μl/h, duration:

4 weeks). During the treatment the animals were housed individually. The experiments were

conducted according to the local Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)

guidelines as well as adhering to the Federal German Law on the Protection of Animals.

In study #1, the D3D3 peptide (n = 8) was compared with the D3 peptide (n = 8) and the control

(n = 7, phosphate buffered saline). The applied peptide amount was 2.8 mg/pump.

In study #2, treatment took place with the D3D3 peptide (n = 10) and control group (n = 9,

saline). Animals were divided into two groups based on similar average body weight. The

applied peptide amount was 1 mg/pump, 0.9 mg of unconjugated peptide and 0.1 mg peptide

conjugated with fluorescein.

The Alzet minipumps were filled with the appropriate solutions and implanted into the

peritoneal cavity.

Behavior and functional assessment. In study #1, selected tests from the primary screening

of the SHIRPA test battery14 were used to assess levels of spinocerebellar function, muscle and

lower motor neuron functions, sensory function, neuropsychiatric function and autonomic

function of the TBA2.1 mice. The following tests were used: abnormal body carriage, alertness,

abnormal gait, startle response, loss of righting reflex, touch response, pinna reflex, cornea

reflex, forelimb placing reflex, hanging behavior and pain response. An arena of 55 cm

19.5 cm 33 cm (L H W) was used for individual observation and analysis. The scoring
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values were from 0 (similar to wild type) to 3 (extremely changed compared to wild type).

Before starting the treatment, mice were stratified into treatment groups using the

aforementioned tests and two days before the end of the treatment they were tested again.

Experimenters were blind to group allocation. Additionally, the motor balance and motor

coordination of TBA2.1 mice were determined on the rotarod for 2 days before start and end

of treatment using a published protocol15. In the morning of the first day mice were trained to

stay on the rod for at least 60 s at 10 rpm. The three following test sessions, one in the afternoon

and two at the second day, started with habituation for 30 min before the mice need to run three

times on the rotarod with an accelerated beam from 4 till 40 rpm in 5 min. After mice falling

off the rod latency time was recorded.

During the last week of treatment in study #2, animals were tested in four different behavioral

tests to assess cognition and to monitor side effects. Experimenters were not informed about

group allocation. First the open field test was conducted. The maze consisted of an arena of 42

42 cm with clear Plexiglas sides (20 cm high). The animal was put into the arena and observed

for 4 min, with a camera driven tracker system, Ethovision 8.5 (Noldus, The Netherlands). The

arena was subdivided into two areas, the “open” center and the area by the wall. The system

recorded the position of the animal in the arena at 5 frames/second and the data were analyzed

regarding time spent in each area (center vs. wall), similarly speed and distance were recorded.

For disinfection the apparatus was wiped down with chlorhexidine and 70 % ethanol and

allowed to air-dry.

Next, the zero maze test was conducted. The maze consisted of a circular arena with a diameter

of 65 cm and four areas of equal size, two without walls, and two with walls of nontransparent

material. The animal was put in the arena, and observed for 4 min, with a camera driven

tracking system, Ethovision 8.5. The time spent in each area (open vs. closed) was recorded,

similarly speed and distance were also recorded.

Subsequently the object recognition test (ORT) was carried out in a maze consisting of a

rectangular polycarbonate box, with partitions separating the box into three chambers. The

partitions have openings that allow the animal to move freely from one chamber to another.

The animal was monitored by the Noldus tracking system 8.5. On day one two objects were

placed on each side of the box. The mouse was placed in the box and allowed to move freely

throughout the apparatus for a 10-minute test session. After 24 h, a new object replaced one of

the “old” objects and the mouse was put in the box and allowed to move freely throughout the
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box over a 4-minute test session. The time spent with each object and the transitions between

the objects were recorded. The apparatus was wiped down with chlorhexidine followed by

ethanol and water and dried with paper towels for each mouse tested.

Finally, the mice were tested for 5 days in a Morris water maze (MWM). The maze consisted

of a blue circular tank of clear water (23 ± 1°C). The mice were placed in the water at the edge

of the pool and allowed to swim in order to locate a hidden, but fixed escape platform, using

extra maze cues. On day 1, the mice were placed in the pool and allowed to swim freely for

60 s to find the hidden platform (or until they find the hidden platform); each animal was tested

for four trials per day. A maximum swim time per trial of 60 s was allowed; if the animal did

not locate the platform in that time, it was placed upon it by the experimenter and left there for

10 s. The inter-trial interval was 120 s. Each start position (east, north, south and west) was

used equally in a pseudo random order and the animals were always placed in the water facing

the wall. The platform was placed in the middle of one of the quadrants of the pool

(approximately 30 cm from the side of the pool). The mouse’s task throughout the experiment

was to find the platform. The animal was monitored by Ethovision 7.1.

Histopathology. Four weeks after the implantations, the animals were sacrificed for

histopathological analysis. Therefore, the mice were anesthetized and transcardially perfused.

The brains were then removed and the right hemisphere was fixed overnight in 4%

paraformaldehyde and cryoprotected in 30% sucrose for 24 h followed by antifreeze in 15%

sucrose and 30 % ethylene glycol in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.4. Subsequent six series (1

in 6) of coronal sections (30 were cut through the brain. The first series of sections was

mounted unstained; the second and third series were stained immune histochemically, for

human A using the W0-2 antibody, for inflammation using mouse anti-GFAP (Sigma) and

rabbit anti-mouse Iba1 (WAKO), according to published protocols17. The other series were

stored in antifreeze at 20 °C.

Statistics. Data were averaged and represented as mean ± standard error of mean (SEM).

Statview, Version 5.0.1 served for all calculations, p > 0.05 was considered not significant

(“n.s.”).

Rotarod:
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Repeated measures ANOVA before v/s after p = 0.088, Paired t-test (hypothesized difference

before v/s after, * p = 0.010.

SHIRPA:

Repeated measures ANOVA before v/s after p=0.0027, Paired t-test (hypothesized difference

before v/s after, ** p = 0.010, * p = 0.035.

Object Recognition Test:

Paired t-test (hypothesized difference before v/s after, * p = 0.016.

Plaque Load:

Unpaired t-test (hypothesized difference D3D3 v/s saline, * p = 0.020, ** p < 0.0001.

QIAD-Assay:

SigmaPlot, Version 11.0 served for statistical calculations.

Paired Mann-Whitney U-test. without ligand n = 11, with D3 or D3D3 n = 4.

*P P (fraction 4: vs p = 0.005; vs p = 0.029;

fraction 5: vs p = 0.005; vs p = 0.029;

fraction 6: vs p = 0.007; vs p = 0.029).
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Supplementary figure 1 

 

Supplementary figure 1 | Characterization of the density gradient (DG). (a) A comparison of
the distribution of calibration proteins -lactalbumin, BSA, IgG and apoferritin) with
different aggregates in the DG after the centrifugation. Due to known s-values of the
calibration proteins one can estimate the size of aggregates in a certain fraction. (b) A
comparison of density in the DG before (solid line) and after (dotted line) the centrifugation.
Vertical gray lines indicate the final volumes of fractions. The last fraction is the potential
pellet with around 60 μl of remaining liquid volume.

a

b
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Supplementary figure 2 

 
 

Supplementary figure 2 | Statistical analysis of oligomer AFM analysis (pooled fractions
5 and 6) dimensions. The AFM measurements were carried out in solvent (10 mM sodium
phosphate buffer pH 7.4) in contact mode. Cross sections of oligomers (531 particles
collected from 22 μm2 surface) perpendicular to the scanning direction were fitted by Gaussian
functions. The resulting radius at half-height (a) and the fitted height (b) are shown as
histograms. By global fitting of the histograms with Gaussian functions an average height of
4.7 nm and an average radius of 9.3 nm (not corrected for the tip dimensions) were
determined. (c) A plot of measured radii vs. heights of oligomers. No correlation between
the distribution of radii and heights of measured particles can be detected indicating that the
variance of different measured values is due to measurement inaccuracy and not to differently
sized particle populations.
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Supplementary figure 3 
 
 

 
 

Supplementary figure 3 | Thioflavin T (ThT) test of species fractionated by DGC.
ThT fluorescence was measured in freshly prepared fractions (black) and in fractions
from a density gradient run without as Iodixanol control (gray) after addition of ThT.
Iodixanol alone shows a concentration dependent effect on ThT fluorescence. Only
fibrillar species in fraction 11-13 show amyloid specific ThT fluorescence, while
oligomer fractions did not, indicating that the secondary structure of prepared oligomers
differs from the fibril’s one
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Supplementary figure 4 
 
 
 

 
 

Supplementary figure 4 | Calibration of the analytical RP-HPLC column for quantitative
analysis of A content in density gradient fractions. A solutions of known concentrations (0
to 20 μM) were analyzed by RP-HPLC. Absorbance was recorded at 215 nm. Obtained peak
areas were plotted against original A concentrations and fitted by a linear equation.
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ABSTRACT

The still elusive structure of the infectious form of the mammalian prion protein (PrPSc) is a

major pending milestone in understanding mammalian prions. Prion preparations proven to be

infectious have never been investigated with a high resolution technique. All available models to

date have been based on low-resolution data. Here, we have established protocols for the prepara-

tion of infectious samples of full-length recombinant (rec) PrPSc in NMR-sufficient amounts by

seeded fibril growth from brain extract. We link biological and structural data of recPrPSc, derived

from bioassays, atomic force microscopy, and solid-state NMR spectroscopy. Our data indicate a

semi-mobile N-terminus, some residues with secondary chemical shifts typical for -helical sec-

ondary structure in the middle part between ~115 to ~155, and a distinct -sheet core C-terminal

of residue ~155. These findings enable distinction between current PrPSc-models. We also provide

evidence that samples with different infectivity may not differ in the overall arrangement of sec-

ondary structure elements but rather in the flexibility of protein segments outside of the -core

region. This may have relevance for all transmissible amyloid fibrils in general.

Keywords: protein structure, amyloid fibril, infectious diseases, neurodegenerative diseases,

atomic force microscopy
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INTRODUCTION

Prion diseases are fatal neurodegenerative disorders including Creutzfeldt-Jakob disease

(CJD) in humans, bovine spongiform encephalopathy (BSE) in cattle, and scrapie in sheep. These

disorders are associated with the conformational conversion of the cellular prion protein (PrPC)

into a misfolded isoform (PrPSc), the pathological and infectious prion agent 1. Prions are formed

via nucleation-dependent polymerisation, in which pre-formed fibrils of PrPSc act as template for

PrPC-conversion. Infectious PrPSc have also been formed spontaneously solely from recombinant

(rec) PrP 2. Whereas solution-state NMR spectroscopy was used to determine the structure of sol-

uble PrPC 3 and to identify segments involved in oligomerisation 4, the structure of PrPSc is still

elusive. Studies have so far been limited to relatively low resolution techniques5; 6; 7; 8; 9. From such

studies, a superpleated -sandwich model was suggested for recPrP-fibrils characterised by a par-

allel, in-register alignment of -strands within a core domain comprising residues 160-220 5. Al-

ternatively, a left-handed parallel -helix with the -sheet core between residues 89-175 has been

suggested based on EM studies on 2D-crystals of fibrillar PrP(89-227) 10. Further, an alternative

“spiral” model comprising parallel and anti-parallel -strands in the region 116-164 in which all

three C-terminal -helices are retained was proposed earlier on, based on MD-simulations 11. Re-

cent high-resolution solid-state NMR-studies of recPrP(23-144)-fibrils suggested a -strand-turn-

-strand motif for the ~30 C-terminal amino acid residues, whereas no distinct NMR resonances

were observed for the highly dynamic and disordered N-terminus 12. A lack of -strands N-terminal

of position 145 in full-length recPrP-fibrils as demonstrated by H/D exchange 13, how- ever,

indicates that data on truncated PrP-constructs or PrP-fragments cannot be extrapolated to infer

the full-length PrP-structure. For full-length recPrP(23-231)-fibrils, solid-state NMR studies on

selectively 13CO-labelled samples confirmed an in-register parallel arrangement of -strands 14.
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Due to severely broadened lines in spectra of uniformly 13C,15N-labeled fibrils, however, only res-

idue types could be partially assigned to cross peak clusters. Assignment probabilities predicted

by a Monte Carlo/simulated annealing algorithm suggested a fibril core comprising the 173-224

segment but could not rule out involvement of the 95-161 segment 14.

Taken together, there is a need for additional experimental data to discriminate between the

different PrPSc-models and to understand which structural features can render proteins infectious.

The lack of high resolution data is not only due to the general challenge posed to structure analysis

by insoluble, non-crystalline, and heterogeneous samples, but also to the impossibility to prepare

NMR-sufficient amounts of homogeneous brain-purified samples. However, it is known that fibrils

grown from seeds, i.e. short fibril fragments produced by sonication of brain-purified fibrils, retain

the molecular structures of the seeds 15; 16; 17. Consequently, seeded fibril growth can be exploited

to amplify and label structures present in brain tissue 18; 19. In a similar manner, different strains of

the yeast prion Sup35p were faithfully passed on to recombinantly expressed Sup35p monomers

by seeding with yeast cell lysates.20

In contrast to all other amyloid fibrils, in vitro-generated PrP-fibrils carry the crucial ad-

vantage that their physiological relevance to neurodegenerative diseases in mammals can be as-

sessed directly. Only when in vitro-generated PrP-fibrils prove to be infectious in animals, they are

relevant in vivo. Up to now, PrP-fibrils, which were proven to be infectious, have never been in-

vestigated with a high-resolution technique. Moreover, data of infectious samples are restricted to

PrPSc from laboratory animals such as mouse and hamster. Species that are important from a vet-

erinary point of view, such as cattle or sheep, have never been investigated.

Here, we demonstrate methodologies for reproducibly preparing infectious samples contain-

ing sheep full-length recPrP(25-233)-fibrils formed by spontaneous conversion and by seeding
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with PrPSc purified from scrapie brain in high yield and purity. For the first time, we have investi-

gated the biologically authentic system of full-length PrPSc-like recPrP-fibrils (recPrPSc) by a mul-

tidisciplinary combination of bioassays and biophysical characterisation with high-resolution

solid-state NMR spectroscopy. Our data are consistent with a -sheet core C-terminal of residues

~155 and a partially -helical middle segment between residues ~115-155. Since NMR spectros-

copy of our recPrPSc samples investigates not only single molecules within the sample but the

complete ensemble of all conformations present in oligomeric and fibrillar states, our data allow

us to verify structural models for the dominating PrPSc-conformation. In addition, our data indicate

that recPrP-fibrils in differently infectious samples may differ in the flexibility of the partially

-helical middle segment.

RESULTS

Concept of the study. We investigated infectious samples of scrapie prion-like fibrils from

ovine (ov) ARQ full-length recombinant (rec) PrP(25-233) for several reasons: (i) Only full-length

recPrP (see Fig. S1) encompasses the entire brain PrPSc sequence containing all prion disease-

related polymorphism sites. Only fibrils from full-length PrP closely resemble structures formed

in vivo 13. (ii) Scrapie is the biochemically most investigated as well as the most widespread prion

disease. (iii) The well-defined set of sheep PrP-polymorphisms at positions 136 (A/V), 154 (R/H),

and 171 (Q/R/H) governs scrapie susceptibility and allows further study of structure-infectivity

relationships. The homozygous combination A136R154Q171 is associated with highest scrapie sus-

ceptibility and frequency 21. (iv) RecPrP-fibrils can be generated either under partially denaturing

conditions 2 or by protein misfolding cyclic amplification (PMCA) 22. Although PMCA generates
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highly infectious recPrP-samples, if only in some batches, its usefulness for NMR studies is limited

because PMCA sonication introduces a high well-to-well variability in PrPSc-yield, and a gravely

polymorphic mixture is the undesirable PMCA outcome 23; 24; 25. In contrast, uniform protein de-

naturation by guanidinhydrochloride (GdnHCl) and urea results in homogeneous and infectious

recPrP-samples (recPrPSc).

Generation of NMR-sufficient amounts of ovrecPrP-fibrils. Reproducible fibrillation condi-

tions were established in 96-well plates for spontaneous conversion of ovrecPrP(25-233). In a sec-

ond approach, ovrecPrP(25-233) was seeded with sequence-identical full-length PrPSc purified

from scrapie sheep brain by PTA-precipitation (see Materials and Methods). PrPSc-seeded

growth took place days before spontaneous conversion (Fig. 1a). Due to this considerable differ-

ence in lag phases, PrPSc-seeded and spontaneous samples could be produced and analysed inde-

pendently of each other. Furthermore, this confirms that the fibrillation kinetics is dominated by

propagation of seeds and not by spontaneous conversion. PTA-precipitation is not specific for

PrPSc though. Therefore, normal sheep brain was subjected to the identical purification protocol

and PTA-precipitated material (lacking PrPSc) was used as seed. A lack of any ThT-fluorescence

increase, even after prolonged incubation times, confirmed that recPrP-fibrillation kinetics is dom-

inated by propagation of specific seeds, namely PrPSc (Fig. 1a). To further reduce the risk of gen-

erating polymorphic fibril mixtures by pooling 96-well plates, optimal conditions were scaled up

to volumes of up to 10 ml (Fig. 1b). Differential ultracentrifugation of samples from the fibrillation

end point followed by densitometric quantification of Western blots indicated that about 95 % of

ovrecPrP was always converted to a fibrillar form. In summary, NMR-sufficient fibrillar yields of

10 mg of both spontaneously generated and PrPSc-seeded ovrecPrP-fibrils could be prepared in

10 ml volumes each.
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Infectivity. Aliquots of 13C,15N-ARQ-ovrecPrP(25-233)-samples were inoculated in trans-

genic mice, homozygously overexpressing ovine VRQ- or ARQ PrP(25-233), respectively. Non-

fibrillated ovrecPrP(25-233) failed to induce noticeable prion disease symptoms in any mouse

even 630 days after inoculation (Tab. 1), disproving a prion disease-inducing effect of the stress

during sample injection. In contrast, 3 out of 12 mice inoculated with spontaneously fibrillated

ovrecPrP (in the absence of seeding with infectious prions) succumbed to a prion disease. Because

less than 100 % of mice developed a prion disease, the infectious titre can be considered to be

lower than 102 ID50/ml 26. The range of incubation periods in diseased mice also indicates the

presence of low infectivity titres27; 28; 29. After inoculation of the brain homogenates of these dis-

eased mice into the same mouse line, 100 % of mice developed a prion disease with incubation

periods characteristic for high prion infectivity. The incubation periods in transgenic ARQ mice

even indicate prion infectivity as high as in brain-derived PrPSc (see below). Small standard devi-

ations in incubation periods also indicate a highly efficient transmission. Taken together, this con-

firms the infectious character of our non-seeded samples. It is also noteworthy that the incubation

periods observed in these second passages differ from incubation periods of PrPSc-seeds and PrPSc-

seeded ovrecPrP-fibrils (see below). This makes a contamination of spontaneously generated ov-

recPrP-fibrils with PrPSc-seeds highly unlikely.

In order to confirm the presence of PrPSc in mice, brain extracts were analysed for partial

proteinase K (PK)-resistance which is the biochemical marker in routine prion tests 30. A partial

PK-resistance is evident from a molecular weight shift of the di-, mono-, and glycosylated

PrP-forms caused by the digestion of about 70 N-terminal residues. All mice inoculated with non-

fibrillated ovrecPrP(25-233) failed to show any PK-resistant PrPSc (Fig. 2a). Although samples of

spontaneously fibrillated ovrecPrP(25-233) used for inoculation did not show any PK-resistance
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either (Fig. 2b), the three partially PK-resistant PrPSc-forms were present in brain extracts of all

symptomatical mice (Fig. 2a), confirming prion diseases. In summary, these data confirm that our

samples after spontaneous conversion of ovrecPrP(25-233) are characterised by at least a small

fraction of infectious PrPSc-like conformations.

This is different for PrPSc-seeded conversion of ovrecPrP(25-233). In contrast to spontane-

ously generated fibrils, PrPSc-seeded samples induced prion diseases in 100 % of the inoculated

mice in the first passage. Since bioassays are the ultimate functional test, our PrPSc-seeded samples

can be regarded as in vivo–like as possible to date (Tab. 1). It is well known that animals inoculated

with in vitro-propagated PrPSc exhibit an altered relationship between incubation period and infec-

tivity titre 23. A comparison with the incubation periods of animals inoculated with brain-derived

PrPSc is thus not valid. It cannot be decided yet whether shorter incubation periods indicate higher

infectivity. It was also beyond the scope of this manuscript to determine whether infectivity is

associated with ovrecPrP-fibrils or pre-fibrillar aggregates. Solid-state NMR spectroscopy, how-

ever, allowed us to investigate the complete ensemble of conformations present after ovrecPrP-

conversion. Measured line widths indicate structurally very similar conformations (see below).

Secondary and ultrastructural properties. A circular dichroism (CD) spectrum of the fibril-

lation starting point, i.e. monomeric ovrecPrP(25-233), is indicative of low -sheet content as

known for both PrPC and natively refolded recPrP 30. Satisfactory CD spectra of recPrP-fibrils were

only obtained after gentle sonication in presence of small concentrations of SDS. This mild treat-

ment does not influence the secondary structure of amyloids fibrils (see Materials and Methods

for details) but allow for CD-analysis. OvrecPrP-conformations after spontaneous conversion or

PrPSc-seeding combine a -sheet-structure with additional -helical/random coil segments and are

thus completely different from natively folded monomeric ovrecPrP(25-233) (Fig. 3). Although
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CD spectra after spontaneous conversion or PrPSc-seeding are characterised by identical minima,

zero crossings, and maxima, the measured mean residue molar ellipticities of both sample types

differed considerably. The higher mean residue molar ellipticity intensities (which are values nor-

malised by the respective protein concentration) after PrPSc-seeding indicate an increased propor-

tion of ovrecPrP-fibrils amenable to CD analysis.

AFM analysis demonstrated that spontaneously generated and PrPSc-seeded ovrecPrP-fibrils

substantially differ in morphology, but each fibril type is morphologically homogeneous. After

spontaneous fibrillation (Fig. 4a), we observed short amyloid fibrils similar to so-called prion rods.

Prion rods are purified from infectious brain material using detergents and limited proteolytic di-

gestion 31. Our short fibrils are in agreement with literature8; 32 in terms of a straight appearance,

lengths of up to 400 nm, heights between 5 and 20 nm, and a strong tendency to associate into

higher order aggregates. OvrecPrP-fibrils longer than 400 nm or twisted fibrils were never ob-

served, even when pre-formed fibrils were used for seeded fibrillation. Pre-fibrillar aggregates

were never observed either. The histogram in Figure 4c showing the fibril widths distribution

illustrates that the fibril species have an average width of 30±11 nm, which is identical to literature

values 8. In contrast, ovine PrPSc-fibrils (Fig. 4e) are characterised by lengths of several μm and a

far wider width distribution resulting in an average width of 56±31 nm. The appearance of PrPSc-

fibrils in AFM images, however, was obscured by co-purified brain matter in the form of extrane-

ous non-fibrillar material. Also the natural presence of GPI-anchor and un-, mono- and diglyco-

sylated PrPSc forms obscured the underlying proteinaceous parts of PrPSc-fibrils causing high width

standard deviations. When ovrecPrP-fibrils were grown in presence of 0.5 % (vol/vol) PrPSc-seeds,

the resulting amyloid fibrils combined the PrPSc-like curvature and the length of several μm with

an average fibrillar width of 25±13 nm (Fig. 4b and d). In contrast to spontaneous preparations,
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short fibrils were never observed. As is evident from Figure 4c and d, spontaneously generated

and PrPSc-seeded ovrecPrP-fibrils have indiscernible average fibrillar widths. The narrowest fibril-

lar structures were observed to be 6 to 8 nm in width, which is in agreement with diameters for

single PrP-filaments as determined by negative stain EM (4.8 to 5.7 nm for PrP27-30, 7.6 to 7.9 nm

for recPrP(90-231)-fibrils) 33. Taken together, spontaneously generated ovrecPrP-fibrils differ

morphologically from brain-purified PrPSc. No ultrastructural difference between PrPSc and PrPSc-

seeded fibrils was observed.

Absence of strongly mobile segments. NMR spectroscopy is sensitive to molecular motions

on the μs to ms time scale. It is well-known that solid-state NMR spectra, which employ dipolar

couplings for CP-excitation and magnetisation transfer, often display only peaks from a minor

fraction of all residues in amyloid fibrils. Only residues in rigid segments, i.e. in the rigid amyloid

core, are characterised by strong dipolar couplings resulting in observable solid-state NMR signals.

Highly flexible protein segments on the other hand, undergoing motions in the sub-microsecond

range, may be discriminated easily from the rigid core by INEPT-based excitation20; 34.35; 36; 37 In

contrast to rigid and highly flexible residues though, signals from semi-flexible regions, such as

the fuzzy coat of amyloid fibrils, may be completely missing due to intermediate range molecular

motion resulting in severe line broadening and/or disappearance of signals.12; 20; 34; 38 In order to

compare the amounts of rigid and highly mobile protein segments, we recorded 1D-13C-CP- and

1D-13C-INEPT-NMR spectra. CP-spectra, which selectively detect rigid protein segments, re-

vealed identically strong and appropriately resolved resonances in samples after spontaneous con-

version or PrPSc-seeding of ovrecPrP(25-233). An absence of any protein signal in all INEPT-

spectra, even after rehydration with 10 μl of H2O and measurement at 20 °C, indicated a lack of

sub-microsecond dynamics in any protein segment. When CP-excitation was combined with a
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transverse spin echo delay, leading to dipolar dephasing of magnetisation in rigid protein segments,

all signals disappeared already after delays as short as 300 μs. Thus, all segments in ovrecPrP-

conformers after spontaneous conversion or PrPSc-seeding are rigid on a sub-microsecond time

scale. In 2D-spectra obtained by direct 13C-excitation followed by 100 ms PDSD-mixing, no ad-

ditional cross peaks were visible, thus confirming that all NMR-visible residues had been observed

in the spectra obtained with CP-excitation.

Homogeneity of samples. In order to identify spin systems visible in solid-state NMR spectra,

we recorded sets of 2D-(13C-13C)- and (15N-13C)-correlation experiments (see Materials and

Methods) at 0 °C. Essentially identical spectra were obtained for two independently prepared

samples indicating reproducibility of the experiments. In Figure 5, 2D-(13C-13C)- and (15N-13C)-

spectra are depicted exemplarily. Solid-state NMR spectroscopy investigates the complete ensem-

ble of conformations present in pre-fibrillar and fibrillar states. 13C-line widths of isolated cross

peaks of about 120 Hz thus indicate that all conformations present in our samples, whether they

be infectious or non-infectious, need to be structurally very similar. A conformational ensemble

comprising a distinctive number or a continuous distribution of slightly varying conformations

cannot be completely excluded though. Since we could assign nearly every cross peak residue

type-specifically (see below), we can rule out the presence of a minor fraction giving rise to reso-

nance sets with intensities > 5 % of those of the main peak set.

Despite careful control of sophisticated fibrillation conditions in one tube per sample and

13C and 15N line widths for resolved peaks of about 120 Hz and 450 Hz, respectively, average line

widths could not be reduced further. Neither did hydration by addition of 10 μl H2O nor measure-

ments at higher temperatures up to 20 °C increase the spectral resolution. Also, two times seeding
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with seeds prepared from spontaneously generated ovrecPrP-fibrils did not render the conforma-

tional ensemble more homogeneous. Seeding with PrPSc, however, did result in samples whose

2D-correlation spectra exhibit both reduced intensities and absence of some cross peaks (see be-

low).

Assignment process. In light of the spectral overlap, particularly in highly populated chemi-

cal shift regions (e.g. at 55 ppm x 35 ppm or 30 ppm x 25 ppm in Fig. 5a), the challenge of

obtaining residue type-specific assignments could only be met by comparing peak maxima in a

given spectrum with the complete set of all other homonuclear and heteronuclear 2D-spectra. A

cross peak was only regarded to be genuine and residue type-specific, when (i) it was visible using

different apodisation functions, (ii) a clear peak was visible in the corresponding 1D-traces, and

most importantly (iii) cross peaks at corresponding chemical shifts were observed in all other cor-

relation spectra. Tables S1 and S2 summarise average chemical shifts. In light of the cross peak

overlap, the numbers of identified residues (59 out of 209 after PrPSc-seeded conversion and 73

out of 209 after spontaneous conversion, respectively) have to be regarded as a lower estimate of

visible residues. We cannot exclude that more residues contribute to the observed signals, particu-

larly in highly populated chemical shift regions. To provide a measure for the accuracy of our

chemical shifts, standard deviations and numbers of assignments are given in addition. We could

differentiate between distinct spin systems of nearly every amino acid type. In Figures S2, S3,

and S4, the identification of alanine, leucine, and glycine spin systems is depicted exemplarily.

Sequence position-specific assignments can in principle be obtained by linking NCACX-

cross peaks of individual residues via backbone 15N chemical shifts with NCOCX-cross peaks of

the preceding residue in the amino acid sequence. Our heteronuclear spectra (see e.g. Figure 5b),
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however, suffer from severe spectral overlap in the 15N-dimension. Since several residue-type as-

signments are conceivable for nearly every cross peak in (15N-13C)-correlation spectra (except al-

anine and threonine N- - and glycine N- -cross peaks), no unambiguous sequential assign-

ments could be obtained. All possibilities for residue type–specific 15N-assignments are summa-

rised in Table S3. To improve resolution and thereby allow for sequential assignments, heteronu-

clear 3D-spectra of selectively labelled samples are necessary. This analysis is currently underway

in our laboratory but is beyond the scope of this manuscript.

Secondary structure distribution, comparison of fibril types, and flexibility. In contrast to

earlier studies of recPrP-samples, all of which were not tested for infectivity, our solid-state NMR-

data of infectious samples containing recPrPSc-fibrils allow us to draw the following conclusions:

(i) The secondary chemical shifts of ovrecPrP(25-233) after spontaneous conversion or

PrPSc-seeding are similar though not identical (Fig. 6), indicating similar underlying conforma-

tional motifs. An overlay of solid-state NMR spectra of both preparations, however, visualises

slightly different cross peak patterns and intensities suggesting the presence of deviating structural

features. Since site-specific information is missing, however, it cannot be decided whether slightly

different cross peak positions indicate local structural differences only.

(ii) The number of identified residues in solid-state NMR spectra is apparently smaller than

the number of amino acid residues in the ovrecPrP(25-233)-sequence. However, this is owed to

severe spectral overlap, particularly in highly populated chemical shift regions. The numbers given

in Tables S1 and S2 are a lower limit of visible residues because it is highly probable that more

residues contribute to overlapping cross peaks. In addition, the N-terminus before sequence posi-

tion ~ 100 is consistently known for its unstructured and flexible character 30. Since it is highly
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likely that such an N-terminus does not form part of the rigid fibril core, it may not contribute to

solid-state NMR spectra12.

The complete lack of INEPT-signals (see above), however, also excludes mobility on a

sub-microsecond scale. This apparent lack of NMR signals may either be due to exchange broad-

ening by molecular motions on the NMR-time scale or due to extensive inhomogeneous line broad-

ening beyond detectability as a result of a high degree of disorder in completely rigid segments. A

recent study of two yeast prion strains demonstrated that in one strain a larger rigid core is accom-

panied by a larger fraction of highly dynamic residues. The other strain combined a reduced rigid

core with a smaller number of highly flexible residues. Consequently, a reduced number of signals

in CP-based spectra is not necessarily linked to an increased number of residues of high flexibil-

ity.20

The segment C-terminal of sequence position 100 contains only 10 out of 43 glycine resi-

dues. We observed, however, up to two times more glycine cross peaks (see Fig. S4). A number of

10 glycine residues represent only 7.5 % of all 133 residues C-terminal of sequence position 100.

The integrals of the glycine-specific N- -region in 2D-(15N-13 -spectra (without any following

mixing) and the glycine-specific CO- -region in 2D-(13C-13C)-correlation spectra, however, con-

stitute on average 14.6 ± 1.5 % of the entire -region in the respective spectrum. This indicates

that either a small fraction of the N-terminus does contribute to solid-state NMR-spectra or that

glycine-containing regions C-terminal of sequence position 100 are disordered to some extent.

(iii) The secondary chemical shifts (Fig. 6) are in agreement with our CD measurements

confirming a dominance of residues in a -sheet conformation. PrPSc comprises 30 % -helices

and 43 % -sheets, whereas PrP27-30, obtained by proteolytic removal of the flexible N-terminal
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PrPSc-segment, is characterised by 21 % -helical and 54 % -sheet contents 39. When we differ-

entiate our secondary chemical shifts into the categories > 1 ppm -helical, < 1 ppm/ > -1 ppm

random coil, and < -1 ppm -sheet content, then - -sheet contents of 28 %/60 % (PrPSc-

seeded conversion) and 24 %/53 % (spontaneous conversion) matches best with the values for

PrP27-30. This supports the view that mainly signals from a rigid C-terminal fibril segment con-

tribute to our solid-state NMR spectra.

(iv) A sequentially assigned minimum of three consecutive -sheet residues or four consec-

utive -helical residues are required to define a -strand or an -helix, respectively, at a distinct

sequence position 40. Although we lack site-specific assignments, we found some hints for the

position of secondary structure elements. The three ovrecPrP(25-233)-leucine residues are at po-

sitions 128, 133, and 141, i.e. clustered in the middle region. All of them are characterised by

-helical chemical shift signatures. Seven out of nine alanine residues in ovrecPrP(25-233) are

clustered at positions 116, 118, 119, 120, 121, 123, and 136. At least four alanine residues identi-

fied in our spectra have chemical shifts indicative of -helical secondary structure. Eight out of

eleven arginine residues in ovrecPrP(25-233) are N-terminal of position 168. All signals assigned

to arginine residues have chemical shifts indicative of -helical secondary structure. These obser-

vations suggest that this middle region of fibrillated ovrecPrP(25-233) contains either several

closely adjacent -turns and/or an -helical secondary structure. All resonances with an -helical

chemical shift signature can be assigned to this region, either unambiguously (Leu128, Leu133,

Leu141) or tentatively (Ala116, Ala118, Ala119, Ala120, Ala121, Ala123, Ala136, Asp147,

Asp150, Arg139, Arg151, Arg154, His114, His143, Gln101, Ser135, Ser138, and Val124, Val125).
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(v) A semi-mobile N-terminus and partially -helical segments between residues ~115 and

~155 imply that the majority of -strand residues are confined to the segment C-terminal of residue

~155.

(vi) Higher mean residue molar ellipticity intensities after PrPSc-seeding indicated an in-

creased proportion of ovrecPrP-conformers amenable to CD analysis which implies higher flexi-

bility of at least some segments of PrPSc-seeded conformations (Fig. 3). In 2D-(13C-13C)-solid-

state NMR spectra using homonuclear transfer based on dipolar recoupling, cross peak intensities

of specific amino acid residues, e.g. of proline and leucine residues, are weakened when samples

were generated by PrPSc-seeding. To account for possibly deviating hydration states, samples were

rehydrated by addition of 10 μl of H2O each. No change in the respective intensities or line widths

of cross peaks was observed. A comparison of identically recorded and processed 2D-(13C-13C)-

DREAM spectra of identically prepared (except for the presence or absence of PrPSc-seeds during

fibrillation) 10-mg samples of both fibril types confirmed an increased flexibility after PrPSc-seed-

ing. An overlay of the aliphatic regions of these spectra is depicted in Figure 7a, whereas Fig-

ures 7c - e display some regions of interest in higher magnification. DREAM spectra display cross

peaks only for correlations between directly bound 13C atoms and thus allowed for quantitative

intensity analysis. Since only some cross peaks of lysine, glutamine, glutamate, aspartate, histi-

dine, isoleucine, asparagine, serine, and tyrosine residues differed in intensity, a quantitative con-

clusion could hardly be drawn for them without heteronuclear 3D-spectra reducing the number of

overlapping cross peaks. For the spectrally separated proline, valine, arginine, leucine, alanine,

and threonine residues, however, the volumes of the complete - - - -cross peaks with

-helical or -sheet chemical shift signatures, respectively, could be determined (Fig. 7b). For

threonine residues (not present between positions 115-155; nine of eleven threonine residues are
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C-terminal of position 185), no difference in the normalised cross peak intensities was observed

comparing spontaneously generated and PrPSc-seeded samples. Cross peak intensities of -sheet

alanine and -sheet valine residues also did not differ within an error margin of 10 %. In contrast,

all proline cross peaks almost completely vanished in spectra of PrPSc-seeded samples. The most

C-terminal of 15 ovrecPrP(25-233) proline residues is located at sequence position 168. The sub-

stantially reduced proline intensities therefore suggest that PrPSc-seeding results in enhanced flex-

ibility of the N-terminal fibril segment. The cross peaks of -helical alanine, -helical leucine,

-helical arginine, and -helical valine residues are also considerably weakened after PrPSc-seed-

ing (Fig. 7). Seven of nine alanine residues are clustered between positions 116 and 136. All three

leucine residues are at positions 128, 133, and 141. Eight of eleven arginine residues are located

N-terminal of position 168. Valine residues with -helical chemical shift signatures are believed

to be located between residues 115 to 155 (see above). Taken together, only cross peak intensities

of residues N-terminal of Pro168 seem to be affected indicating again that PrPSc-seeding induces

a more flexible fibril region N-terminal of Pro168.

DISCUSSION

Several structural models of amyloid fibrils have been published41; 42. Recent data indicate

that aberrantly folded proteins in other neurodegenerative diseases share self-propagating infec-

tious properties similar to those in spongiform encephalopathies caused by misfolded PrP 43; 44.

This emphasises the importance of investigating physiologically relevant conformations. Proving

that in vitro-fibrillated structures are physiologically relevant is still a challenge though. Since no
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functional test is available, only infectious samples or brain-seeded fibrils have so far been re-

garded to reflect in vivo-structures18. Earlier high-resolution studies have never investigated sam-

ples that have been proven to be infectious. Here, for the first time we have linked structural and

biological data by applying a high-resolution technique to infectious and thus physiologically au-

thentic samples of recPrPSc from sheep, an important species from the veterinary point of view.

Our use of solid-state NMR spectroscopy allows for direct probing of subunit structure and dy-

namics of the complete ensemble of conformations present after conversion of ovrecPrP(25-233).

As both samples prepared in absence or presence of brain-purified PrPSc-seeds display sim-

ilar, although not identical, cross peak positions in solid-state NMR spectra, they are likely to have

some structural features in common. This is reflected by the fact that both samples are infectious.

However, they differ in crucial aspects. Only after seeding of ovrecPrP(25-233) with brain-purified

PrPSc we observed a PrPSc-like morphological appearance of recPrPSc-fibrils (Fig. 4) and PrPSc-

like incubation periods in transgenic mice (Tab. 1) suggesting an amplification of the prion con-

formation. In contrast, for spontaneously generated ovrecPrP-fibrils an in vivo - maturation during

a second passage into transgenic mice was necessary to derive highly infectious recPrPSc. Consid-

erably shortened lag phases during seeded ThT assays and the specificity of our seeded ThT assay

for the presence of fibrillar structures such as in PrPSc (Fig. 1) are also in agreement with a specific

propagation of PrPSc. The increased flexibility in PrPSc-seeded samples as suggested by solid-state

NMR spectra (Fig. 7) is in agreement with an increased proportion of recPrPSc-conformers ame-

nable to CD analysis (Fig. 3) as well as the finding that high prion infectivity requires an increased

degree of disorder 33; 45. Taken together, the prion conformation is only amplified by means of

PrPSc-seeding resulting in physiologically authentic recPrPSc, which is as in vivo-like as possible

to date.
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Natively folded ovine PrPC comprises a flexible unstructured N-terminus, three -helices

Asn146-Tyr158, Asn174-Thr196, and Glu203-Tyr228, and a small -sheet formed by Gly129-

Gly134 and Gln163-Arg167 46. According to our solid-state NMR-data, PrPSc-seeded con- version

results in (i) a semi-mobile N-terminus, (ii) a partially - -turn middle segment

approximately between residues ~115 to ~155, and (iii) a -sheet-core C-terminal of residue ~155.

No hints were found for an -helical region in the C-terminus.

(i) An unstructured semi-mobile N-terminus agrees with biochemical literature 30 and earlier

solid-state NMR studies 12 of non-infectious recPrP-fibrils 47 concluding that the N-terminus up to

position 131 is not as mobile as a fully disordered polypeptide in solution.

(ii) An - -turn middle segment would be divided by the -helix-breaking Pro140.

An -helical segment C-terminal of Pro140 may correspond to the remainder of the PrPC -helix

Asn146-Tyr158. An -helical segment N-terminal of Pro140, however, would imply a rearrange-

ment of the -strand Gly129-Gly134 to an -helix upon fibrillation. Since such a conversion has

never been observed, it is doubtful whether all -helical chemical shift signatures N-terminal of

Pro140 do indicate an -helical segment. They can also indicate -turn motifs 48 which might ad-

join to a more or less preserved PrPC -strand Gly129-Gly134. Additional -turn motifs within the

C-terminal -sheet core cannot be excluded.

(iii) A -sheet-core C-terminal of ~155 is consistent with the finding that Tyr152-Arg154

remains flexible during fibrillation, whereas Tyr165-Arg167 is part of the rigid core 49. Although

we cannot determine the precise location of -strands, a -sheet-core C-terminal of residue ~155

implies a refolding of the two C-terminal PrPC -helices. This location of -strands is in agreement

with that proposed for the -sandwich model5 but not with that suggested for the spiral model 11
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or the published -helix model 10. An alternative -helix model 50 comprising the C-terminal seg-

ment would be consistent with our solid-state NMR-data though. Figure 8 summarises our data

and the findings of earlier studies.

In addition to morphological influences, PrPSc-seeding increases flexibility of some protein

regions. Although we cannot completely exclude an increased flexibility of C-terminal -strands,

our data suggest that PrPSc-seeding induces an enhanced flexibility of the - -turn-rich

segments between residues ~115 to ~155 (Fig. 7). This is in agreement with the observations that

high prion infectivity requires an unusually high degree of disorder 33; 45 and that PrPSc-seeded

recPrP(90-231)-fibrils consist of subpopulations with highly accessible disordered as well as pro-

tected ordered segments in the regions 117-133 and 145-168 51. The presence of the segments N-

terminal of position 165 is mandatory for fibrillation49, though it is not necessarily incorporated in

the -sheet core 5 but rather at the fibril surface. We hypothesise that the flexibility of this segment

might act as a sort of “gatekeeper” subtly influencing the -interface between monomeric units

within fibrils and in turn stability and length of recPrP-fibrils (see Fig. 4) as well as infectivity

characteristics (see Tab. 1).

In summary, we have established protocols for the preparation of infectious full-length ovine

recPrPSc in solid-state NMR-sufficient amounts uniformly labelled with 13C and 15N. Our biophys-

ical and solid-state NMR characterisation of several samples is consistent with recPrPSc in a single

conformation. This demonstrates promise for full assignment in the near future. Such an analysis

will allow structural information to be obtained at atomic resolution of the complete conforma-

tional ensemble present in mammalian prions. Our previous data indicate (1) a unique structure

characteristic in line with a distinct C-terminal -sheet core and a partially -helical middle part

as the common motif of prions; and (2) deviating flexibility of non- -core segments in different
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PrP-fibril types. Key questions remain unanswered: Are fibrils or pre-fibrillar aggregates the

source of infectivity? In which detailed segment do lowly infectious conformations undergo adap-

tion in vivo to become highly infectious? Do unique -interfaces or characteristics of non- -sheet

but aggregation-promoting segments account for the infectious exceptionalism of prions?

MATERIALS AND METHODS

Biological safety. Prion material was handled in biosafety hoods in a BSL-3**-laboratory.

For NMR-experiments, samples were transferred into deformable, unbreakable, and hermetically

sealable polyformaldehyde rotor inserts that were custom-built and are NMR-silent in the chemical

shift range typical for proteins (13C signals are at 89.1 ppm and 1.0 ppm).

Fibrillation. PrP expression in Escherichia coli and purification was performed as described

52 and adapted to full-length ovine ARQ recPrP (25–233). Typical yields of uniformly 13C,15N

isotope labelled ovrecPrP(25-233) of 10-15 mg per litre M9 minimal medium were achieved.

In vitro-conversion was carried out in presence of 1 M GdnHCl, 2.4 M urea, and 167 mM NaCl in

20 mM sodium acetate pH 5.0 with continuous shaking at 600 r.p.m. and 37 °C with 100 ng μl-1

ovrecPrP(25-233) (150 μl in 96-well plates) or 1000 ng μl-1 ovrecPrP(25-233) (1 ml in 1.5 ml

microcentrifuge tubes or 10 ml in 15 ml conical tubes), respectively. For seeded fibrillation, PrPSc-

seeds were prepared by precipitation of 700 μl of 10 % (vol/vol) scrapie-infected homozygous

ARQ sheep brain homogenate with sodium phosphotungstic acid (NaPTA) adapted to ovine PrPSc

53 resulting in sequence-identical 30 μg-ARQ PrPSc-seeds and sonicated for 10 sec with a Misonix

sonicator 3000 at 200 W and <25 °C. As control, brain homogenate of non-infected ARQ sheep

was treated identically. At the conversion endpoint, the fibrillation buffer including residual non-
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fibrillar material was removed by differential ultracentrifugation in a TL-100 ultracentrifuge

(Beckman Instruments) with a TLA-45 rotor for 1 h at 100,000 g and 4 °C. Each pellet was

washed with sterile bidest. water, centrifuged for 1 h at 100,000 x g and 4 °C, washed and centri-

fuged again. NMR samples were dried until any solution was evaporated and immediately packed

in 3.2-mm rotors and stored at 4 °C.

Thioflavin T–assay. Fibrillation kinetics were monitored by thioflavin T (ThT)-fluorescence

assays in 96-well, black-bottom Nunc plates in a microplate reader Infinite M200 Pro (Tecan Trad-

ing AG) at 37 °C in 150 μl fibrillation buffer and 5 μM ThT. The recording parameters were:

442 nm excitation wavelength, 475 nm-555 nm spectral range, 2 nm step resolution, 10 nm exci-

tation bandwidth, 20 nm emission bandwidth, gain of 80, z-position of 18300±500 μm. For anal-

ysis, intensity integrals from 475 nm to 555 nm were calculated.

Mouse bioassay. Fibril preparations were inoculated in ovine PrP(25-233) transgenic mice

tgshpXI and tg338 homozygously overexpressing the ARQ- or VRQ-allele, respectively, which

are both associated with highest scrapie susceptibility and frequency 21. Before inoculation, each

sample was suspended in sterile PBS pH 7.4, quick-frozen in liquid nitrogen, and stored at -80 °C.

For each determination of mean incubation periods, six tgshpXI mice and six tg338 mice aged

6 to 8 weeks were inoculated intracerebrally with 50 of a given sample, examined for clinical

signs of mouse prion disease at least twice a week, and euthanised at the point of neurologic dys-

function. Only coded information was displayed on mice boxes to avoid observer bias. Bioassays

were terminated 630 days after inoculation. Incubation periods were measured as the time from

inoculation to onset of clinical symptoms. Crude brain homogenates [10 % (w/v)] were prepared

from diseased mice inoculated with spontaneously generated ovrecPrP(25-233)-fibrils and used

for a second passage into the same mouse line.54 PrPSc in the brains of animals was detected by

digestion of 10 % brain homogenates with 50 μg/ml PK (recombinant grade; Roche Applied Sci-
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ence) for 2 h at 37 °C followed by Western blot analysis.

Circular dichroism (CD) spectroscopy. Ten CD spectra per sample were collected with a

Jasco J-815 spectropolarimeter at room temperature in 10 mM sodium phosphate pH 7.4 over the

spectral range of 185 nm-260 nm at a scan speed of 50 nm/min and a step resolution of 1 nm. Only

CD signals with a HT-value below 600 were regarded to be reliable. Below a wavelength of

185 nm, excessive buffer absorption impeded further readings. A blank spectrum for cuvette and

buffer was subtracted from each spectrum. Satisfactory CD ellipticities of recPrP-fibrils were only

obtained after increasing fibril solubility by gentle sonication of 1 μg μl-1 PrP in presence of

0.12 % (vol/vol) SDS with a Misonix sonicator 3000 at 240 W for 1 min at < 25 °C 55. Neither

sonication only nor SDS-treatment only did result in measurable ellipticity. An influence of soni-

cation or SDS-treatment on the secondary structure of amyloid fibrils is assumed to be negligible.

A SDS-concentration as high as 0.2 % (vol/vol) only solubilises prion fibrils 56. Prion infectivity,

which depends crucially on structural features, remains even after boiling in 5 % SDS 57. Soni-

cation of monomeric ovrecPrP(25-233) for 45 min at 240 W neither changes ellipticity intensity

nor spectral features. Sonication for 1 min at 240 W in 0.12 % (vol/vol) SDS resulted in an increase

in ellipticity intensity, only accompanied by slight shifts in spectral features of ± 1nm. PTA-

precipitated PrPSc was not measured because brain homogenate impurities, glycosylations, and

GPI-anchor prevent a valid quantitative analysis.

Atomic force microscopy (AFM) and image processing. All AFM measurements were carried

out with the sample dried on the mica surface. Liquid cell AFM could not be performed because

of prion safety limitations, to avoid interference of the cantilever movement with the solvent, and

because a soft coat formed in the presence of water by the disordered N-terminal segment of PrP-
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fibrils may hide fibrillar topology details 8. Immediately before AFM measurement, samples were

briefly sonicated for 10 sec with a Misonix sonicator 3000 at 200 W and < 25 °C. Sample volumes

of 40 μl containing 0.44 – 4.4 μM ovrecPrP from the fibrillation end point or PrPSc-seeds purified

from brain homogenate by precipitation with sodium phosphotungstic acid (NaPTA) were adhered

for 30 min onto a freshly cleaved mica crystal, washed thirty times with 40 μl water drops, and

dried at room temperature for 45 min. Samples were imaged with a NanoWizard II AFM (JPK

Instruments AG) using Olympus silicon tips on a silicon cantilever (OMCL-160TS-R3) with a

typical tip size of 7 nm, a spring constant of 26 N m-1, a drive frequency of 300±100 kHz, and a

scan rate of 0.5 - 1 lines sec-1. Data were collected using intermittent current AFM-mode from up

to four different samples and up to three different scanning sessions as 512 x 512 or 1024 x 1024

pixel images and processed using Gwyddion software 2.22. All images were levelled by mean

plane subtraction to correct for tilting of the sample stage and servo range errors. Each scan line

was corrected for streaks, scratches, and noise related to the mica surface. Fibrillar heights were

measured perpendicular to the fibrillar axis using Gwyddion’s extract profile tool, but not quanti-

fied in detail. In contrast to widths, the heights of soft objects are usually underestimated with

AFM58; 59 due to the mechanical force applied, which results in elastic deformation of polymers

such as nucleic acids and proteins fibrils. Mean fibril widths and lengths were quantified at half of

the maximal heights. Width distribution histograms were obtained by classifying the cross section

widths of > 700 ovrecPrP-fibrils into groups of 5 nm size. To avoid measurement errors from

stacked fibrils, only isolated fibrils were considered. To account for tip convolution, all measured

widths and lengths were corrected for the tip size.
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Solid-state NMR spectroscopy. All NMR-experiments were conducted using 3.2 mm triple-

resonance (1H, 13C, 15N) probe heads at static magnetic fields of 14.1 and 18.8 T (Agilent Tech-

nologies) and MAS frequencies of 11 kHz±3 Hz or 12.5 kHz±3 Hz, respectively, for (13C, 13C)

PDSD- 60 and NCACX-/NCOCX-type spectra 61 or 23.0 kHz±5 Hz for DREAM mixing 62, respec-

tively. Temperature was calibrated for each probe head and each spinning speed using nickelocene

63. The cooling gas was set to a temperature that resulted in an actual sample temperature of

0 °C ± 2.5 °C. 13C and 15N chemical shifts were referenced externally to adamantane. Typical 1H,

13C, and 15N 90° pulse lengths were 3.0 μs, 5.5 μs, and 6 μs, respectively. For heteronuclear

through-bond transfer, the INEPT scheme 64 was applied. For heteronuclear through-space transfer,

chemical-shift selective (15N, 13C) and broad-band (1H, 13C)/(1H, 15N) SPECIFIC-CP 61 schemes

were applied. (13C, 13C) mixing was performed using PDSD-mixing times of 5, 10, 20, and 80 ms

for intraresidue correlations or 80, 150, and 500 ms for sequential correlations. (15N, 13C) spectra

were recorded using SPECIFIC-CP contact times between 1500 and 3500 ms followed by homo-

nuclear PDSD-mixing of 50 to 100 ms or DREAM mixing. During indirect chemical shift evolu-

tion periods and FID acquisition, 83 kHz SPINAL decoupling 65 was applied. All spectra were

recorded in form of successive one day data sets, which were recorded and added until no further

improvement of signal-to-noise ratios was visible. Data sets were processed with NMRPipe 66 by

routinely using different apodisation functions, primarily shifted sine-bell squared functions, with

or without linear prediction in the indirect dimension and analysed with Sparky version 3.114 (T.

D. Goddard and D. G. Kneller, University of California, San Francisco). For peak intensity analy-

sis, square chemical shift areas were integrated manually using Sparky’s sum over box integration

method. For every amino acid type, the identical chemical shift areas were integrated ten times, to

ensure that peak volumes were not biased by slight variations in the areas selected for integration.
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Standard deviations were calculated according to - )2/(n-1)]1/2 with  the sample mean and n

the sample size.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. ThT fluorescence detection of amyloid formation during spontaneous and PrPSc-

seeded fibrillation. In (a), amyloid formation of 100 ng μl-1 ovrecPrP(25-233) in volumes of

150 μl was analysed in 96-well plates in absence or presence of PrPSc-seeds obtained by PTA-

precipitation of scrapie sheep brain homogenate. As controls for PrPSc-seeded fibrillation, PTA-

precipitated scrapie sheep brain homogenate in absence of ovrecPrP(25-233) (PrPSc seed only) and

PTA-precipitated normal sheep brain homogenate in presence of ovrecPrP(25-233) (neg. seed +

recPrP) demonstrate the specificity of the fibrillation assay. In (b), amyloid formation of 1000

ng μl-1 ovrecPrP(25-233) in NMR-sufficient volumes of 10 ml was analysed. Note that seeded

fibril growth (PrPSc seed + recPrP) is completed before spontaneous conversion (recPrP only)

starts. The decrease in ThT-fluorescence intensity after long times is attributed to lateral fibril

association and blockage of ThT-binding sites. Values shown are means ± standard errors for up to 

ten distinct experiments. The gradually increasing error bars reflect the fibril size distribution in a

heterogeneous system.

FIGURE 2. Immunoblots of samples inoculated in transgenic mice and of brain material

from transgenic mice. (a) PrPSc in brains of tgshpXI (ARQ) and tg338 (VRQ) mice, inoculated

with scrapie fibrils, after spontaneous fibrillation of ovrecPrP(25-233) (SP), or with non-fibrillated

ovrecPrP(25-233) (NON), respectively, with (+) or without (-) digestion with 50 μg/ml PK for 2 h

at 37 °C. Only mice inoculated with fibrillated ovrecPrP(25-233) show PK-resistant PrP27-30

identical to scrapie fibrils. (b) Spontaneously fibrillated ovrecPrP(25-233) after digestion with in-

creasing concentrations of PK for 1 h at 37 °C does not show any PK-resistance. (c) For compari-

son, PrPSc-seeds are depicted characterised by a partial PK-resistance even at high PK-
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concentrations. An immunoblot of a PrPSc-seeded ovrecPrP-sample after PK-treatment is not

shown because potentially PK-resistant recPrP cannot be unambiguously distinguished from un-

glycosylated PrPSc. Apparent molecular masses based on migration of protein standards are indi-

cated in kDa.

FIGURE 3. Secondary structural properties. As revealed by CD-spectroscopy, the secondary

structural transition of monomeric ovrecPrP(25 233) due to spontaneous and PrPSc-seeded fibril-

lation results in spectral minima at 218 nm typical for sheets. Zero crossings at 204 nm and

spectral maxima at 193 nm are probable to indicate additional helical/random coil elements. For

comparison, a spectrum of -helical monomeric ovrecPrP(25 233) is also presented. All given

values are mean residue molar ellipticities

FIGURE 4. Ultrastructural properties. Low magnification amplitude AFM-images (a, b) and

corresponding fibril width distributions (c, d) obtained after (a, c) spontaneous or (b, d) PrPSc-

seeded fibrillation of ovrecPrP(25-233) display variability in fibrillar topology. The black curves

in (c, d), are fits with a Gaussian function illustrating that spontaneous and PrPSc-seeded ovrecPrP-

fibrils have identical average widths within the margin of error. However, spontaneously generated

ovrecPrP-fibrils have only a length of up 400 nm (a), whereas PrPSc-fibrils in scrapie-infected

sheep brain homogenate (e) and PrPSc-seeded fibrils (b) are several μm long. In (a), an inset of

higher magnification shows the morphology of spontaneously generated ovrecPrP-fibrils to higher

details. Immediately before AFM-measurement, all samples were subjected to mild sonication for

10 sec. Thus, (e) depicts PrPSc-fibrils as they were used for seeding of ovrecPrP(25-233).
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FIGURE 5. 2D-(13C-13C)- and (15N-13C)-solid-state NMR-correlation spectra. For identifica-

tion of spin systems, homo- and heteronuclear correlation spectra were analysed jointly. The ali-

phatic regions of (a) (13C-13C)- and (b) (15N-13C)-correlation spectra after spontaneous fibrillation

of ovrecPrP(25-233) are depicted, acquired with (a) PDSD-mixing for 20 ms at 11 kHz MAS and

(b) DREAM-mixing at 23 kHz MAS, to obtain intraresidue correlations. All cross peaks are la-

belled according to Tables S1, S2, and S3. Note that in (b) several tentative assignments are pre-

sent more than one time, reflecting the ambiguity as summarised in Tab. S3.

FIGURE 6. Secondary chemical shifts. A comparison of secondary chemical shifts of ov-

recPrP(25-233) after spontaneous (black) or PrPSc-seeded (red) conversion suggests that both fibril

types share a similar overall arrangement of secondary structure elements. All amino acid residues

are listed in alphabetic order.

FIGURE 7. Structure and dynamics details. Solid-state NMR comparison of ovrecPrP(25-233)

after spontaneous (black) or PrPSc-seeded (red) conversion reveals an increased flexibility after

PrPSc-seeding. (a) Overlay of 2D-(13C-13C)-correlation spectra which were acquired with the iden-

tical number of transients and increments and processed identically. DREAM-mixing at 23 kHz

was performed to obtain only direct correlations. Spin systems after PrPSc-seeded conversion for

which cross peaks are weakened up to almost completely vanished on both sides of the diagonal

are indicated by arrows. (b) For intensity analysis, - - -peak volumes in -helical and

-sheet chemical shift ranges of 2D-(13C-13C)-DREAM spectra were calculated. Peak volumes

were normalised two-fold: (1) To account for deviating protein amounts in the samples, all values

were standardised to the peak volume of the corresponding spectrum diagonal. (2) The highest
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peak volume of each amino acid type -helical black or -sheet black or -helical red or -sheet

red) was set to 100 %. Note that -helical and -sheet spin systems are not present for all amino

acid types. Whereas all threonines are located in -strands, all arginines and leucines are charac-

terised by -helical secondary structure signatures. Prolines are not known to be present in any

secondary structure. Valines are located in -helices as well as -strands. (c - e) High magnification

overlays of some exemplary regions of (c) leucine, (d) proline and valine, and (e) alanine residues

show that cross peak intensities for prolines (all N-terminal of position 168), -helical valines,

-helical leucines (at positions 128, 133, and 141), and -helical alanines (clustered between po-

sitions 116 and 136) are reduced or even completely vanished, whereas -strand alanines and

-strand valines do not display a decrease in cross peak intensities.

FIGURE 8. Schematic representation of secondary structures. Compared are the cellular iso-

form PrPC 3 (above), several literature models of the misfolded isoform PrPSc -sandwich

model5, spiral model11, -helix model 110, and -helix model 250), and our solid-state NMR data

for infectious full-length ovrecPrP(25-233)-fibrils (below). So far, we have only indications for

the position of secondary structure elements but not for their 3D-arrangement. As not all of our

-helical chemical shift signatures N-terminal of Pro140 may indicate an -helical segment (see

text for details), an -helical segment and a preserved PrPC -strand Gly129-Gly134 are drawn on

top of each other. Pro140 is indicated by a gap in -helical segment. Red ribbons, blue arrows,

and black lines represent -helices, -strands, and loops/unordered segments, respectively.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1. The amino acid sequence of full-length ovine PrP(25-233).

The 24 N-terminal and 23 C-terminal signal sequence residues are cut off during posttranslational

modification.

SUPPLEMENTAL FIGURE 2. Identification of alanine spin systems. Excerpts of several

800 MHz 2D-correlation spectra after spontaneous fibrillation of ovrecPrP(25-233) demonstrate

how alanine spin systems were identified: (a) and (c) CO-regions, (b) and (e) -regions, and (d)

and (f) -regions using (a), (b), and (c) (13C-13C) PDSD with a mixing time of 80 ms, (d)

(13C-13C) DREAM-mixing, (e) and (f) (15N-13C) CP followed by (13C-13C) DREAM-mixing. For

comparison purposes, all alanine cross peaks are labelled according to Tables S1, S2, and S3.

Cross peaks could only be distinguished using the N- -correlations nicely resolved in (f) and

comparing peak maxima in regions of overlapping signals with all other correlation spectra. The

cross peak at 125 ppm x 21 ppm in (f) (indicated as ‘A8?’) cannot be explained yet. No other cross

peaks with corresponding chemical shift signatures were observed in any other homo- or hetero-

nuclear correlation spectrum.

SUPPLEMENTAL FIGURE 3. Identification of leucine spin systems. Excerpts of two 800

MHz 2D-correlation spectra after spontaneous fibrillation of ovrecPrP(25-233) demonstrate how

leucine spin systems were identified. For the half above the diagonal, (13C-13C) PDSD with a

mixing time of 20 ms was used, whereas the half below the diagonal was obtained by using the

DREAM scheme for mixing. For comparison purposes, all leucine cross peaks are labelled accord-

ing to Table S1, S2, and S3.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 4. Identification of glycine spin systems. Excerpts of two 800

MHz 2D-correlation spectra after spontaneous fibrillation of ovrecPrP(25-233) demonstrate how

glycine spin systems were identified. (a) N- -region of a (15N-13C) correlation spectrum using

(15N-13C) CP followed by (13C-13C) DREAM-mixing and (b) CO- -region of a (13C-13C)

correlation spectrum with a PDSD mixing time of 5 ms. For comparison purposes, all glycine cross

peaks are labelled according to Tables S1, S2, and S3. Cross peaks could only be distinguished

focusing stringently on peak maxima in regions of overlapping signals.
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TABLES

Table 1. Incubation periods of in vitro-fibrillated ovrecPrP(25-233) and PrPSc purified from

scrapie-infected sheep brains.

a Two mice were found dead after 297 and 384 days, respectively, but lacked clinical signs and

PK-resistant PrP27-30.

35 

Inoculum Host mice No. infected/

No. inoculated

Mean incubation

period ± SD[days]

ovrecPrP(25-233) after

spontaneous fibrillation

(in absence of any PrPScseeds)
 

1. passage
 
 
 

2. passage

 
 
 
 
 

tg338 (VRQ)
 

tgshpXI (ARQ)

tg338 (VRQ)

tgshpXI (ARQ)

 
 
 
 
 

1/6
 
2/6

 
6/6

 
6/6

 
 
 
 

 
507

 
388 ± 84

 
253 ± 4

 
193 ± 3

ovrecPrP(25-233) after

PrPSc-seeded fibrillation

tg338 (VRQ)
 

tgshpXI (ARQ)

6/6
 
6/6

249 ± 51
 
267 ± 9

purified PrPSc-seeds tg338 (VRQ) 6/6 177 ± 16
 tgshpXI (ARQ) 6/6 211 ± 23

monomeric ovrecPrP(25-233) tg338 (VRQ) 0/6 -
 tgshpXI (ARQ) 0/6a -



Ergebnisse 154
 

 
FIGURES

Figure 1

36 



Ergebnisse 155
 

 
 

 
Figure 2

37 



Ergebnisse 156
 

 
 

 
 

Figure 3

38 



Ergebnisse 157
 

 
 

 
Figure 4 39 



Ergebnisse 158
 

 
 

 
Figure 5

40 



Ergebnisse 159
 

 
 

 
 

Figure 6

41 



Ergebnisse 160
 

 
 

 
Figure 7

42 



Ergebnisse 161
 

 
 

 
 

Figure 8

43 



Ergebnisse 162
 

 
 

 
 

Figure S1

44 



Ergebnisse 163
 

 
 

 
Figure S2

45 



Ergebnisse 164
 

 
 

 
Figure S3

46 



Ergebnisse 165
 

 
 

 
 

Figure S4

47 



Ergebnisse 166
 

 
 

 
 

Graphical abstract

48 



Ergebnisse 167
 

 
 

2.1.8 Double-strand DNA end-binding and sliding of the toroidal CRISPR- associated
protein Csn2.

Publiziert in: Nucleic Acids Research
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Durchführung und Auswertung von AFM, Mitverfassen des Manuskripts.
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SUPPLEMENTARY DATA

Double-strand DNA end binding and sliding of the toroidal

CRISPR-associatedproteinCsn2

Zihni Arslan1, Reinhild Wurm1, Oleksandr Brener1,2, Philipp Ellinger3, Luitgard Nagel-

Steger1,2, Filipp Oesterhelt1, Lutz Schmitt3, Dieter Willbold1,2, Rolf Wagner1, Holger

Gohlke4, Sander H.J. Smits3 and Ümit Pul1,*
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Figure S1: Csn2 binds to dsDNA with single-stranded DNA tails
Electrophoretic mobility shift assays of Csn2 with ssDNA or dsDNA are shown. (A)

5´-labeled ssLR oligonucleotide (70 nt in length) was incubated with 0 (lane 1), 2 μM

(lane 2) or 5 μM (lane 3) Csn2. No complexes are formed with ssLR DNA. The ssLR

oligonucleotide was hybridized with 100 nt complementary oligonucleotide cLRS to

generate dsDNA with 5´-overhang. The dsLR/cLRS DNA was incubated with 0 (lane

4), 2 μM (lane 5) or 5 μM (lane 6) Csn2. Unbound DNA and Csn2-DNA complexes

are indicated on the left. Asterisks indicate the labeled DNA strand. (B) Similar

analyses as shown in (A) with either ssR* oligonucleotide (36 nt), dsR*/cR DNA or

dsR*/cLRS (3´ and 5´ overhangs) are presented. (C) The upper strand corresponds

to the sequence of the ssLR oligonucleotide. The sequence of the ssR oligonucleotide

is colored in red. The lower strand corresponds to the sequence of the cLRS

oligonucleotide.
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Figure S2: Superposition of the two Csn2 monomers (PDB ID: 3QHQ) (30)
Superposition of two Csn2 protomers is shown. The lack of Ca2+ at the linker domain
of one protomer leads to conformational change of the -helices in the leg domain
(30).

Figure S3: Csn2 does not bind to closed circular DNA.
3 
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AFM images of circular plasmid DNA incubated with Csn2 are presented. 2.6 nM of

5125 bp relaxed plasmid DNA was incubated with 176 nM Csn2. No accumulation of

Csn2 on the closed circular plasmid was observed (A-E). Several Csn2 proteins are

associated with a long linear DNA fragment (roughly more than 8 μm in length,

corresponding to 24 kbp), likely a co-purified chromosomal DNA fragment (C-F). The

DNA end segments of this linear DNA were occupied by Csn2 (D-F). The relative

color scale range is 0 to 3 nm in all images.

Figure S4: Coupled motions of translocation and rotation of Csn2 when moving
along the DNA over the last 50 ns of the second MD simulation.
To determine the rotational motion, all conformations of the trajectories were aligned
with respect to the phosphorous atoms of the DNA. Note that, while the magnitude of
the slope of the correlation line ( 9°/Å) is similar to the one determined for the first
simulation (Figure 6B), its sign is opposite. This is because the translocation is
symmetric with respect to the DNA center, and Csn2 moves in opposite directions in
both simulations.
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Figure S5: Root mean-square deviations and pore movements during molecular
dynamics simulations of Csn2-DNA complexes
(A) Rmsd of C atoms of Csn2 with respect to the crystal structure after aligning the
protein with respect to the C atoms. Red and green lines: two independent
simulations of Csn2-DNA complexes with Ca2+ ions; magenta and blue lines: two
independent simulations of Csn2-DNA complexes without Ca2+ ions. (B) Rmsd of
phosphorous atoms of DNA with respect to an ideal B-DNA after aligning the DNA
with respect to the phosphorous atoms. See panel A for the color code. (C) Distance
between the average coordinates of the C atoms of the two 310 helices located in
the head domains of Csn2 on one side of the tetramer. See panel A for the color
code. (D) Distance between the average coordinates of the C atoms of the two
pairs of H5 helices; each pair of helices is located in one of the legs of the tetrameric
structure. See panel A for the color code.
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2.1.9 Publizierte Patente

Mittel zur Behandlung der Alzheimerschen Demenz

Veröffentlichungsnummer: WO2011DE00389 20110409

Auch veröffentlicht unter: DE20101019336 20100505, DE102010019336 (A1)

Veröffentlichungsdatum: 10.11.2011

Erfinder: Susanne Aileen Funke, Luitgard Nagel-Steger, Dirk Bartnik, Oleksandr Brener,

Torsten Sehl, Katja Wiesehan, Dieter Willbold.

Zusammenfassung:

Die Erfindung betrifft Mittel zu Behandlung der Alzheimerschen Demenz. Erfindungsgemäß

wird ein Peptid nach Sequenz Nr. 1 zur Verfügung gestellt, welches an A -Oligomere anbindet

und so zur Heilung oder Linderung der Alzheimerschen Demenz führt.

In weiteren Ausgestaltungen der Erfindungen werden Peptide bereitgestellt, welche eine

Sequenz Nr. 1 enthalten jedoch über vor geschaltete Sequenzabschnitte verfügen, die eine

Sekretion des Peptids ermöglichen. Zum Zweck der Gentherapie werden entsprechende

DANN-Sequenzen und Vektoren insbesondere nach den Sequenzen 3 bis 6 zur Verfügung

gestellt.

Hybrid-Verbindung, deren Verwendung und Verfahren zu deren Herstellung

Veröffentlichungsnummer: WO2011147797 A2

Auch veröffentlicht unter: DE102010017130A1, WO2011147797A3

Veröffentlichungsdatum: 01.12.2011

Erfinder: Thomas Schrader, Julia März-Beberich, Andreas Müller-Schiffmann, Carsten Korth,

Susanne Aileen Funke, Luitgard Nagel-Steger, Dirk Bartnik, Oleksandr Brener, Dieter

Willbold, Anselm Horn, Heinrich Sticht.

Zusammenfassung:

Die Erfindung betrifft eine Hybrid-Verbindung basierend auf Aminopyrazolderivaten und

Peptiden zur Verwendung als Therapeutikum bei der Behandlung von Krankheiten, bei denen

eine aberrante Proteinaggregation oder -multimerisierung bzw. eine Proteinfehlfaltung eine

Rolle spielt. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung dieser Verbindungen.
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Polymere, enthaltend multivalente Amyloid-beta-bindende D-Peptide und deren

Verwendung

Veröffentlichungsnummer: WO2013150127A2

Auch veröffentlicht unter: WO2013150127A3, DE102012102998 (A1)

Veröffentlichungsdatum: 10.11.2013

Erfinder: Dieter Willbold, Susanne Aileen Funke, Oleksandr Brener, Luitgard Nagel-Steger,

Dirk Bartnik.

Zusammenfassung:

Gegenstand der Erfindung sind neue multivalente Amyloid-Beta-bindende polymere

Substanzen, bestehend aus mehreren miteinander verbundenen Substanzen, die für sich bereits

Amyloid-Beta-bindende Eigenschaften haben, sowie die Verwendung dieser im Folgenden

„Polymere" genannten Substanzen insbesondere in der Medizin.

Neue, von D3 abgeleitete D-enantiomere Peptide und deren Verwendung

Veröffentlichungsnummer: DE201210108598

Auch veröffentlicht unter: WO2014041115A2

Veröffentlichungsdatum: 10.11.2013

Erfinder: Susanne Aileen Funke, Oleksandr Brener, Dieter Willbold, Dirk Bartnik, Luitgard

Nagel-Steger, Antonia Nicole Klein.

Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft neue, D-enantiomere A-Beta-Oligomerbindende Peptide,

Homologe, Fragmente, Teile und Polymere davon sowie deren Verwendung.
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2.2 Nicht publizierte Ergebnisse

In diesem Kapitel werden nicht publizierte Ergebnisse beschrieben, die eine wichtige Rolle für

das Design der Wirkstoffe gegen A -Oligomere und die Charakterisierung ihres Einflusses auf

die A spielen.

Das mit Spiegelbild-Phagen-Display selektierte D-Peptid D3 (D3-Sequenz: rprtrlhthrnr) diente

als Basis für weitere Wirkstoffentwicklung. Der Einfluss dieses Liganden auf unterschiedliche

A -Spezies wurde mit Hilfe von einer Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) mit

anschließender Fraktionierung des Gradienten und Analyse dieser Fraktionen auf A -Gehalt

mittels SDS-PAGE untersucht (siehe Kapitel 2.1.1). Wie in der Abbildung 15 zu sehen ist,

reduziert D3 in substöchiometrischen Konzentrationen (80 μM A und 20 μM D3) die Menge

von A -Oligomeren in Fraktionen 4-6 des Gradienten im Vergleich zu Kontrolle. In

äquimolaren Konzentrationen eliminiert D3 diese Oligomere vollständig (siehe Kapitel 2.1.1).

In den betroffenen Fraktionen befinden sich A -Aggregate, die einen s-Wert zwischen 5 S und 

Abbildung 15 – Charakterisierung des Einflusses von D3 und D3D3 auf die A -
AggregatgrößenverteilungmiteinemDichtegradienten
Der Iodixanol-Dichtegradient wurde mit 100 l einer 80 M A -Lösung entweder ohne Ligand (A) oder mit einem

Zusatz von 20 μM D3 (B), mit 10 μM D3D3 (C) überschichtet und anschließend 3 h lang bei 4 °C mit 259.000 x g

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient von oben nach unten fraktioniert. Die Fraktionen

wurden mittels SDS-PAGE mit Silberfärbung analysiert. D3 reduziert A -Oligomere in den Fraktionen 4-6 und

komplexiert diese zu hochmolekularen Komplexen in den Fraktionen 11-12 (B). D3D3 eliminiert A -Oligomere

in den fraktionen 4-6 vollständig.



Ergebnisse 189
 

7 S sowie ein entsprechendes Molekulargewicht zwischen 66 und 150 kDa haben können (siehe 

-Oligomeren in diesem Größenbereich zu hochmlekularen 

Komplexen, die ein Molekulargewicht von einem Megadalton oder mehr haben. Diese

Komplexe sind in den Fraktionen 11 bis 15 des Gradienten zu finden. In diesem Bereich ist die

Dichte des Gradienten fast so hoch wie die eines Proteins. Der prozentuelle Anteil des

Iodixanols (Dichtegradientenmaterial) beträgt in diesen Fraktionen 28,5 bis 64,5 %. Koppelt 

man D3 mit einem FITC-Fluoreszenzfarbstoff, kann man seine Verteilung im Gradienten

mittels Fluoreszenzdetektion m essen. D3 ohne A verteilt sich aufgrund des kleinen

Molekulargewichts bzw. s-Wertes in den oberen Fraktionen 1-4 oder nur geringfügig in den

Fraktionen 5-7 (Daten nicht gezeigt). Nach der Reaktion mit A wird D3 auch in den

Fraktionen 11-14 detektiert (Abbildung 16). Es kann nur komplexiert mit A so tief in den

Dichtegradienten eindringen.

Abbildung 16 – Charakterisierung der Verteilung von D3-FITC und D3D3-FITC nach einer
Reaktion mit A -Aggregaten in einem Dichtegradienten
Der  Iodixanol-Dichtegradient wurde mit 100 l einer 80 M A -Lösung entweder mit einem Zusatz von

20 μM D3-FITC (rot) oder 10 μM D3D3-FITC (orange) überschichtet und anschließend 3 h lang bei 4 °C mit

259.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient von oben nach unten fraktioniert. Die

Fraktionen wurden mittels Fluoreszenzmessung analysiert. Ungebundenes D3 oder D3D3 kann sich auf Grund

seines s-Wertes nur in oberen Fraktionen wiederfinden. Die Fluoreszenzintensität in den Fraktionen 10-14 zeigt

die relative mit A -Oligomeren komplexierte Menge von D3 (rot) oder D3D3(orange).
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Das „Head to Tail“-D3-Dimer (D3D3) zeigte eine höhere Wirksamkeit bezüglich der A -

Oligomer-Reduktion als D3. 10 μM D3D3 konnten A -Oligomere in den Fraktionen 5-9

eliminieren, was mit der doppelten Konzentration von D3 nicht erreicht werden konnte

(Abbildung 15).

Der qualitative Effekt von D3D3 auf A blieb jedoch gleich wie bei D3. Entsprechend der

verstärkten Eliminierung von A -Oligomeren durch D3D3 ist auch der Anteil an

hochmolekularen Komplexen in den Fraktionen 11-14 gestiegen. Auch die in den Fraktionen

11-14 gemessene Fluoreszenzintensität ist nach dem Einsatz von D3D3-FITC höher als bei D3-

FITC (Abbildung 16).

Anhand der Abbildung 15 kann man erkennen, dass A in SDS-Gelen in mehreren Banden

vorliegt. Die tri- und tetramere Banden sind typisch für A , wenn es in höheren

Abbildung 17 – Vergleich des Einflusses von D3 und D3D3 auf die A -Aggregatgrößenverteilung
mittelsQIAD
Der Iodixanol-Dichtegradient wurde mit 100 l einer 80 M oligomer-haltigen A -Lösung entweder ohne Ligand

(schwarz, 11 gemittelte Proben) oder mit einem Zusatz von 20 μM D3 (hellgrau, 4 gemittelte Proben), mit

5 μM D3D3 (dunkelgrau, 2 gemittelte Proben) überschichtet und anschließend 3 h lang bei 4 °C mit 259.000 x g

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient von oben nach unten fraktioniert. Die Fraktionen

wurden mittels Umkehrphasen-HPLC analysiert. D3 reduziert A -Oligomere in den Fraktionen 4-6 zu ca. 50 %

und komplexiert diese zu hochmolekularen Komplexen in den Fraktionen 10-15. 5 μM D3D3 reduzieren A -

Oligomere stärker als 20 μM D3.
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Konzentrationen vorliegt. Es handelt sich hierbei um bekannte SDS-induzierte Artefakte (siehe

Kapitel 1.3.2 und 1.3.3). In der Abbildung 15c ist in der 10. Fraktion noch eine weitere

höhermolekulare Bande zu sehen.

Die Aussagekraft der SDS-PAGE-Analytik von fraktionierten A -Spezies war nicht bei allen

Tests zufriedenstellend. Es wurde ein neues Verfahren zur quantitativen Charakterisierung

amyloider Peptide und/oder Proteine in einer Probe entwickelt (assay for quantitating the

efficacy of A oligomer removal: QIAD) (siehe Kapitel 2.1.4).

Bei diesem Verfahren werden mit DGZ fraktionierte A -Aggregate mittels analytischer

Umkehrphasen-HPLC quantifiziert. Es wurden auch neue Bedingungen für die Vorbereitung

der A -Oligomer-haltigen Probe gefunden, sodass der durchschnittliche oligomere Anteil (A -

Abbildung 18 – Vergleich des Einflusses von D3 und RD2 auf die A -Aggregatgrößenverteilung
mittelsQIAD
Der Iodixanol-Dichtegradient wurde mit 100 l einer 80 M oligomer-haltigen A -Lösung entweder ohne Ligand

(schwarz, 11 gemittelte Proben) oder mit einem Zusatz von 20 μM D3 (hellgrau, 4 gemittelte Proben), mit

20 μM RD2 (dunkelgrau, 2 gemittelte Proben) überschichtet und anschließend 3 h lang bei 4 °C mit 259.000 x g

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient von oben nach unten fraktioniert. Die Fraktionen

wurden mittels Umkehrphasen-HPLC analysiert. D3 reduziert A -Oligomere in den Fraktionen 4-6 zu ca. 50 %

und komplexiert diese zu hochmolekularen Komplexen in den Fraktionen 10-15. Die Effektivität von RD2

bezüglich der A -Oligomer-Reduktion ist höher als die von D3.
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Oligomere in den Fraktionen 4-6) über 30 % betrug und keine oder fast keine höhermolekularen

Aggregate in der A -Kontrolllösung vorlagen.

Eine statistische Auswertung von 11 unabhängigen Experimenten ohne Ligandenzusatz zeigte

eine hohe Reproduzierbarkeit (siehe Kapitel 2.1.4). Die Aufsummierung der in den einzelnen

Fraktionen detektierten Mengen an A ergab Werte oberhalb von 95 % der ursprünglich auf

den Dichtegradienten aufgetragenen Menge und damit eine für dieses System außergewöhnlich

hohe Wiederfindungsrate. In der Abbildung 17 ist der Einfluss von 20 μM D3 und 5 μM D3D3

auf eine 80 μM oligomerreiche A -Probe zu sehen. Bei diesen Bedingungen reduziert D3 den

A -Oligomer-Anteil in den Fraktionen 4-6 um ca. 50 %. Der Einsatz von nur 5 μM D3D3

übertrifft diesen Effekt. Es ist auch gut erkennbar, dass A -Monomere in den Fraktionen 1-3

weder von D3 noch von D3D3 beeinflusst werden. Aufgrund fehlender Trennleistung der DGZ

kann nicht ausgeschlossen werden, dass neben den Monomeren auch kleinere Oligomere in

diesen Fraktionen vorhanden sind.

Unter Beibehaltung der Zusammensetzung wurde die D3-Aminosaürensequenz variiert. Auf

diese Weise wurde ein weiterer Wirkstoff designt. Dieser Wirkstoff wurde RD2 genannt. Die

Aminosaürensequenz von RD2 ist ptlhthnrrrrr.

Der Einfluss von RD2, getestet mit QIAD-Verfahren, auf die A -Aggregation erwies sich als

sehr ähnlich zu dem von D3, er reduziert A -Oligomere in den Fraktionen 4-6 und komplexiert

diese zu hochmolekularen Komplexen. RD2 reduziert jedoch stärker A -Oligomere in den

Fraktionen 4-6 und auch A -Monomere in den Fraktionen 1-2 als D3 bei gleicher

Konzentration (siehe Abbildung 18). Da der Einfluss von RD2 auf die A -Aggregatverteilung

nur zwei Mal getestet wurde, können keine Aussagen über die Signifikanz der beobachteten

Unterschiede bezüglich der Verstärkung der A -Oligomer-reduzierenden Eigenschaften von

RD2 gegenüber D3 getroffen werden. Die Tendenz ist jedoch deutlich.

Nach dem erfolgreichen Testen von RD2 und D3D3 wurden auch Heterodimere von RD2 und

D3 hergestellt. Diese wurden genauso wie D3D3 „Haed to Tail“ verknüpft. Es wurden beide

möglichen Varianten RD2D3 und D3RD2 getestet. Mit der Idee die für die Bindung

notwendige Struktur durch eine Zyklisierung zu stabilisieren, wurde auch ein zyklisches

RD2D3 Heterodimer erstellt. Die Zyklisierung erfolgte durch die Amidbindung der C- und N-

Termini des Peptids.

Diese Peptidwirkstoffe wurden 5 μM im QIAD-Verfahren getestet. Keiner von ihnen konnte

eine höhere Effektivität bei der A -Oligomer-Reduktion als D3D3 zeigen (Abbildung 19) (für

die Definition der A -Oligomer-Reduktion siehe Kapitel 2.1.4). Die Einflüsse dieser

Wirkstoffe auf den A -Oligomer-Gehalt in einer Probe sind kaum zu unterscheiden. Eine



Ergebnisse 193
 

Abbildung 19 – Vergleich des Einflusses von D3D3, D3RD2, RD2D3 und cRD2D3 auf die A -
AggregatgrößenverteilungmittelsQIAD

Der Iodixanol-Dichtegradient wurde mit 100 l einer 80 M oligomer-haltigen A -Lösung entweder ohne Ligand

(rot, 11 gemittelte Proben) oder mit einem Zusatz von 5 μM D3D3 (orange, 2 gemittelte Proben), mit

5 μM D3RD2 (hellgrün, 2 gemittelte Proben), 5 μM RD2D3 (dunkelgrün, 2 gemittelte Proben), 5 μM cRD2D3

(blau, 2 gemittelte Proben) überschichtet und anschließend 3 h lang bei 4 °C mit 259.000 x g zentrifugiert. Nach

der Zentrifugation wurde der Gradient von oben nach unten fraktioniert. Die Fraktionen wurden mittels

Umkehrphasen-HPLC analysiert. Alle Wirkstoffe reduzieren A -Oligomere in den Fraktionen 4-6 und

komplexieren diese zu hochmolekularen Komplexen in den Fraktionen 10-15.  Die Effektivität von diesen

Wirkstoffen bezüglich der A -Oligomer-Reduktion ist in etwa gleich.

Ausnahme stellt das zyklische RD2D3 (cRD2D3) dar. Im Gegensatz zu anderen Wirkstoffen

reduziert es deutlich auch die Menge von A -Monomeren. Da auch hier nur eine

Doppelbestimmung durchgeführt wurde, kann man keine Aussage über die Signifikanz treffen.

Die Hypothese durch eine Zyklisierung die für die Bindung notwendige Struktur zu

stabilisieren wurde auch im Falle von D3 aufgestellt. Auch hier wurde die Zyklisierung durch

die Peptidbindung der C- und N-Termini erreicht. Da alle hier beschriebene Peptidwirkstoffe

einen amidierten C-Terminus besitzen, verlieren sie durch die Zyklisierung im Vergleich zum

linearen Peptid eine positive Nettoladung des N-Terminus. Um diese zu kompensieren, wurde

auch ein zyklisches D3 mit einem zusätzlichen Arginin am Ende der Sequenz designt. Dieser

Wirkstoff wurde cD3r bezeichnet. Das zyklische D3 ohne diese kompensatorische Ladung

erhielt die Kennzeichnung cD3z (zero).
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Abbildung 20 – Vergleich des Einflusses von D3, cD3z und cD3r auf die A -
Aggregatgrößenverteilung mittels QIAD

Der Iodixanol-Dichtegradient wurde mit 100 l einer 80 M oligomer-haltigen A -Lösung entweder ohne Ligand

(schwarz, 11 gemittelte Proben) oder mit einem Zusatz von 20 μM D3 (hellgrau, 4 gemittelte Proben), mit

20 μM cD3z (dunkelgrau, 2 gemittelte Proben), mit 20 μM cD3r (weiß-grau, 2 gemittelte Proben) überschichtet

und anschließend 3 h lang bei 4 °C mit 259.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient von

oben nach unten fraktioniert. Die Fraktionen wurden mittels Umkehrphasen-HPLC analysiert. D3 reduziert A -

Oligomere in den Fraktionen 4-6 zu ca. 50 % und komplexiert diese zu hochmolekularen Komplexen in den

Fraktionen 10-15. Die Effektivität von cD3z bezüglich der A -Oligomer-Reduktion ist in etwa gleich wie die

von D3, cD3r eliminiert die Oligomere fast vollständig.

Auch zyklische D3-Derivate zeigen im QIAD-Verfahren eine ähnliche Wirkung auf A -

Spezies wie D3. Zwischen der Wirkung von cD3z und D3 kann man so gut wie keine

Unterschiede beobachten. Das cD3r reduziert A -Oligomere aber auch A -Monomere deutlich

stärker als D3 (Abbildung 20). Der Einsatz von 20 μM cD3r eliminiert fast vollständig A -

Oligomere in den Fraktionen 4-6. Die gleiche Menge von D3 führt zu einer A -Oligomer-

Reduktion von nur ca. 50 %.
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3 Diskussion

Der Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Charakterisierung und gezielte Eliminierung von

toxischen Proteinaggregaten. Unterschiedliche Publikationen auf dem AD-Forschungsgebiet

legen nahe, dass für die Entwicklung und Pathogenese der AD A -Oligomere verantwortlich 

sind. Trotz aller Erkenntnisse und Bemühungen gibt es heutzutage keine wirksame Therapie,

die die Ursachen und nicht nur die AD-Symptome behandelt. Die Entwicklung wirkungsvoller

Therapeutika gegen die AD wäre also von großer Bedeutung. Da A -Oligomere die Ursache

der AD-Pathogenese darstellen, wäre ein Wirkstoff gegen diese Spezies der logischste und

vielversprechendste Ansatz Wirkstoffe zu entwickeln, die später in AD-Tiermodellen auf ihre

Wirksamkeit getestet und bei einem Erfolg in klinischen Studien eingesetzt werden können.

Die meisten entwickelten Wirkstoffe werden in erster Linie auf ihre Eigenschaft amyloide

Strukturen zu reduzieren selektiert (O'Hare et al. 2013). Diese Selektionen werden mittels

Thioflavin-T- oder Thioflavin-S-Fluoreszenzmessungen durchgeführt, weil sich die Technik

als Hochdurchsatzverfahren einsetzen lässt. Diese zeigen meistens jedoch den relativen Anteil

an Fibrillen in  analysierter Probe. Techniken, die auf die A -Oligomer-Reduktion zielen,

basieren entweder auf einer indirekten Bestimmung der A -Oligomer-Konzentration in einer

Probe (z.B. über die Quantifizierung der Monomer-Zu- oder Abnahme (Cheng and van

Breemen 2005)) oder auf nur semiquantitativen und/oder Epitop-abhängigen Verfahren wie

ELISA.

Die Entwicklung einer Methode, die eine quantitative Bestimmung der Reduktion oder

Eliminierung bestimmter A -Oligomere möglich macht, ist also ein wichtiger Schritt für die

Entwicklung von Wirkstoffen gegen die AD. Die Überprüfung der Aussagekräftigkeit dieser

Technik erfolgte durch in vivo Tests von mit ihrer Hilfe selektierten Wirkstoffen.

3.1 Untersuchung des Einflusses A -bindender Liganden auf die A -

Aggregatgrößenverteilung
Als Leitstrukturen für diese Arbeit dienten ein mit Phagen-Display bzw. mit Spiegelbild-

Phagen-Display selektiertes L- und D-Peptid (L3 und D3), welche an A binden. Diese A -

Liganden entstammen Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ((van Groen et al. 2008) und Kapitel

2.1.2). Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) konnten A -Gemische fraktioniert

werden. Der A -Gehalt in jeder Fraktion wurde mittels SDS-PAGE bestimmt. Eine
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Herausforderung stellte dabei die Vorbereitung einer A -Oligomer-haltigen Probe, da A

schnell und auf unterschiedlichen Wegen aggregiert. Mithilfe der DGZ lassen sich die relativen

Mengen an Monomeren und kleinen Oligomeren, mittleren Oligomeren und großen

Aggregaten mit fibrillärer oder amorpher Struktur, welche in einer A -Lösung vorliegen,

bestimmen. Frischgelösten A besteht hauptsächlich aus Monomeren und kleinen Oligomeren,

Aggregate in den unteren Gradientenfraktionen fehlen vollständig. Durch Variation der

Vorinkubationsbedingungen konnten Aggregatgrößenverteilungen mit verringertem

Monomeranteil und deutlich erhöhtem Oligomeranteil erzielt werden, in der große Aggregate

noch nicht nachweisbar sind. Derart vorinkubierte A -Lösungen wurden verwendet, um den

Einfluss von D3 und L3 auf A -Oligomere zu testen. Die Untersuchung der mit D3 oder L3

inkubierten A -Lösungen mittels DGZ mit anschließender SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass

sowohl D3 als auch L3 A -Oligomere bestimmter Größe konzentrationsabhängig reduzieren,

bzw. in äquimolarer Konzentration vollständig eliminieren (siehe Kapitel 2.1.1 und 2.1.2).

Beide Wirkstoffe modulierten also die A -Aggregation sehr ähnlich, obwohl sie

unterschiedliche Aminosäurezusammensetzung und Sequenz haben und aus unabhängigen

Selektionen stammen. Gemeinsam haben sie einen hohen Arginin-Gehalt und einen fast

identischen isoelektrischen Punkt, der im basichen Bereich liegt, und somit eine starke positive

Ladung im neutralen pH. Man kann also annehmen, dass die beobachtete, A -Oligomer-

reduzierende Wirkung dieser Wirkstoffe stark von elektrostatischen Wechselwirkungen mit A

abhängt. Dabei könnten diese Kationen auf unterschiedliche Weise wirken: entweder durch

eine direkte Bindung an A oder eine Veränderung der Lösungseigenschaften, die sich

aggregationsbeschleunigend auf das aggregierende Peptid auswirkt. Dies wäre z.B. dank der

chaotropen Wirkung der Arginine möglich, da Chaotrope die Wasserstoffbrücken-Bildung bei

Proteinen reduzieren (Hofmeister 1888). Arginine haben auch die Eigenschaft die

Oberflächenspannung einer Lösung zu erhöhen. Je höher die Oberflächenspannung, desto

schneller aggregiert das A . Die Aggregationsbeschleunigung von A ist besonders stark

ausgeprägt, wenn der Ligand an das Zielmolekül binden kann und die Oberflächenspannung

erhöht (Gibson and Murphy 2005).

Durch Fluoreszenzmarkierung des D3 mit FITC konnte gezeigt werden, dass die eliminierten

A -Oligomere mit D3 zu hochmolekularen, nicht amyloiden Komplexen reagieren (siehe

Abbildungen 15 und 16 und Kapitel 2.1.1). Des Weiteren zeigten Peptide, die entweder die

C- oder N-terminale Hälfte des D3 darstellen, auch beim Einsatz in hohen Konzentrationen

(160 μM) keinen modulierenden Effekt auf die A -Aggregation (Daten nicht gezeigt), obwohl

der Einfluss dieser D3-Fragmente auf die Lösungseigenschaften gleich oder stärker als

der von D3 sein sollte. Die Bedeutung dieser elektrostatischen
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Wechselwirkungen, die eine direkte Bindung von D3 an A voraussetzen, wurde auch mit MD-

Simulationen bestätigt (siehe Kapitel 2.1.1 und 2.1.6). Die Entstehung von hochmolekularen

Komplexen bei der Reaktion von D3 und A kann also nicht durch die Lösungseffekte erklärt

werden. Eine andere Erklärungsmöglichkeit für diese Reaktion wäre, dass D3 mehrere, aber

mindestens zwei Bindestellen hätte. Diese unterschiedlichen Bindestellen des D3 binden je ein

Zielmolekül. Auf diese Weise könnte D3 A -Oligomere quervernetzen und zu beobachteten

hochmolekularen Komplexen reagieren lassen.

D3 führte auch zu einer Verbesserung kognitiver Fähigkeiten in einem AD-Mausmodell (siehe

Kapitel 2.1.1). Diese Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur beschriebenen

Zusammenhängen und aufgestellten Hypothesen überein, dass eine Eliminierung von A -

Oligomeren, zu einer Heilung der AD führen soll. Man kann jedoch nicht ausschließen,

dass der in vivo Effekt von D3 auf seiner Eigenschaft die Bildung großer amorpher

Aggregate zu beschleunigen beruht. Die amorphen Aggregate könnten durch Anregung von

Clearance-Mechanismen leicht abgebaut werden. Dies hätte eine Reduktion amyloider

Strukturen im Hirngewebe zu Folge und würde zu einer Verbesserung der Kognition führten.

Die D3-Eigenschaft amyloide Strukturen umzuformen liegt wahrscheinlich auch der in vivo

beobachteten Plaque-Reduktion zu Grunde. Diese Zusammenhänge wären mit Hilfe der

Amyloid-Kaskaden-Hypothese erklärbar (siehe Kapitel 1.3.1). Sie würden aber nicht in den

Kontext der aktuellen Erkenntnisse über die Entwicklung der AD passen, laut denen die senilen

Plaques ein Symptom und nicht die Ursache der AD sind. Die Schlüsselrolle bei der

Pathogenese der AD spielen A -Oligomere (siehe Kapitel 1.3.2).

A -Oligomere, die durch den Einsatz von D3 oder L3 eliminiert wurden, weisen einen s-Wert

von 5 bis 7 S, was einem Molekulargewicht von 66 bis 150 kDa entspricht. Oligomere dieser

Art standen zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Ergebnisse weniger im Mittelpunkt der AD-

Forscher-Aufmerksamkeit als kleinere A -Oligomere (z.B. Dodecamere) (Selkoe 2008). Doch

auch einige andere Arbeitsgruppen berichteten über ähnliche A -Oligomere (Hepler et al.

2006).

Während dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass die D3-Eigenschaft, in vitro A -

Oligomere zu eliminieren, für die beobachtete in vivo Wirksamkeit von Bedeutung ist. Um

diese Hypothese zu überprüfen und effizientere Wirkstoffe gegen A -Oligomere und somit die

AD zu entwickeln, wurden unterschiedliche D3-Derivate designt.
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3.2 Design von D3-Derivaten und Untersuchung ihres Einflusses auf die

A -Aggregatgrößenverteilung
Bei der Derivatisierung von D3 wurden unterschiedliche Ansätze getestet. D3 wurde

dimerisiert, zyklisiert, mit bereits untersuchten Verbindungen hybridisiert und seine

Aminosäuresequenz wurde unter Beibehaltung der Zusammensetzung variiert. Bei der

Hybridverbindung von D3 und einem -Faltblatt brechenden Molekül mit der Kennzeichnung

Trimer-Aminopyrazol, das bereits untersucht und charakterisiert wurde (Rzepecki et al. 2004),

gelang es einen Effekt zu erzielen, der mehr als die Summe einzelner Verbindungen war (siehe

Kapitel 2.1.3). Dies kann damit erklärt werden, dass wenn einer der Liganden der

Hybridverbindung an das Zielmolekül bindet, automatisch auch der zweite Ligand sich in der

Nähe der Bindungsstelle befindet. Somit erhöht sich die lokale Konzentration der Wirkstoffe

am Target. Diese Theorie wird auch durch die A -Oligomer-reduzierende Wirkung von D3D3,

einem „Head to Tail“ Dimer des D3, bestätigt. Die Wirkung von D3D3 auf A -Oligomere ist

signifikant stärker als die einer doppelten Konzentration von D3 (siehe Kapitel 2.1.4).

Die Hypothese des Quervernetzens von A -Oligomeren bedingt durch vermeintlich mehrere

Bindestellen von D3 und seiner Derivate steht im Widerspruch mit der höheren Effektivität

von D3D3, die durch die Erhöhung der lokalen Wirkstoffkonzentration am Target erklärt

werden sollte. Wenn für die Reaktion von A -Oligomeren mit D3-Derivaten mehrere A -

Oligomere notwendig sind, kann man die Konzentrationserhöhung der Bindestellen nur an

einem A -Oligomer (für ein Wirkstoffmolekül gesehen) nicht erklären. Die Ergebnisse zeigen

jedoch eindeutig, dass sogar 5 μM D3D3 einen stärkeren Effekt auf A -Oligomere als

20 μM D3 hat (Abbildung 17). Eine weitere Theorie über den Wirkungsmechanismus von D3-

Derivaten könnte diesen Widerspruch beseitigen. So könnten D3 und D3D3 durch die Bindung

an ein A -Oligomer dessen strukturelle Änderungen hervorrufen. Der Komplex dieser

Moleküle wäre einer Art Aggregationskeim oder Reaktionskatalysator, der einen

Lawineneffekt für eine weitere aber begrenzte Anzahl von A -Oligomeren hervorruft. Hierbei

könnte vielleicht auch die o.g. chaotrope Wirkung von Argininen eine Rolle spielen. Setzt man

diese Theorie voraus, würden D3 oder D3D3 ein gebundenes A -Oligomer unterschiedlich

stark umstrukturieren. D3 würde also die Struktur eines Oligomers nicht vollständig umformen.

Dafür sind eventuell mehrere D3-Moleküle notwendig. Es wäre auch vorstellbar, dass diese

Reaktion eine kinetische Komponente hat. Genauer, die Umstrukturierung wäre relativ langsam

und D3 würde abdissoziieren, bevor die Strukturänderung vollendet ist. D3D3 hat aber eine

höhere Avidität, kann also länger am Target bleiben. Der Effekt der höheren Avidität wäre auch

mit der Quervernetzungstheorie durch multiple Bindestellen von D3 und D3D3 zu vereinen.
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Wäre der A -Oligomer/D3-Komplex nur dann stabil oder die Reaktion dieser Edukte

irreversibel, wenn bereits mehr als ein Oligomer komplexiert ist, könnte D3 einfach

abdissoziieren bevor ein weiteres A -Oligomer andocken kann.

Beim Design von RD2 wurden die o.g. Hypothesen berücksichtigt und angenommen, dass

elektrostatische Wechselwirkungen zwischen D3 und A eine entscheidende Rolle für die

Reaktion dieser Moleküle spielen und dass D3 mehr als eine (wahrscheinlich zwei)

Bindestellen hat. Als Bindemotiv wird die abwechselnde Reihenfolge von Arginin (r) und einer

beliebigen anderen Aminosäuren (x) postuliert. D3 weist genau zwei solche Motive auf. Es

wurde angenommen, dass das Motiv rxrx auch bei x = r möglich ist, da die Seitenketten der

benachbarten Aminosäuren in entgegengesetzte Richtungen zeigen. Betrachtet man also nur die

Argininseitenketten, ergibt sich auch bei einer rrrr Sequenz ein rxrx Motiv der Seitenketten.

Durch die Positionierung von allen Argininen am C-Terminus des Wirkstoffs wurde erhofft,

dass die zwei hypothetischen Bindestellen lokal „konzentriert“ werden und somit die

Komplexierung von A -Oligomeren durch diesen Wirkstoff wahrscheinlicher wird. Da die

restlichen Aminosäuren eventuell bei hydrophoben und hydrophilen Wechselwirkungen

zwischen D3 und A -Oligomeren wichtig wären (siehe Kapitel 2.1.6), wurde ihre Sequenz nach

der Arginin-Umstellung möglichst unverändert gelassen. So entstand die Sequenz von RD2:

ptlhthnrrrrr (D3-Sequenz: rprtrlhthrnr).

Die aufgestellten im letzten Absatz geschilderten Hypothesen konnten zunächst nur bedingt

überprüft werden, da das oben beschrieben DGZ-System gekoppelt mit SDS-PAGE nur leichte

Tendenzen im Vergleich der RD2- und D3-Wirkung auf A -Oligomere zeigen konnte. Nach

der Entwicklung des QIAD-Verfahrens (siehe Kapitel 2.1.4) konnte gezeigt werden, dass RD2

in der Tat bei gleicher Konzentration A -Oligomere effektiver als D3 reduziert (Abbildung 18).

Ein Nebeneffekt des RD2 war der Einfluss auf A -Monomere, deren Konzentration in keiner

Weise von D3 beeinflusst aber von RD2 leicht reduziert wurde.

Die oben aufgestellten Hypothesen über die Reaktionsmechanismen von D3 und D3D3 lassen

sich mit diesem Ergebnis nicht definitiv bestätigen, werden jedoch auch nicht widerlegt. Die

erhöhte Effektivität der A -Oligomer-Reduktion von RD2 könnte am besten mit der oben

beschriebenen Theorie der chaotropen Arginin-Wirkung erklären. Wenn die im Kapitel 2.1.6

dargelegten MD-Simulationen den realen Bindemechanismen von D3 und RD2 entsprechen

und somit die Arginine wirklich die entscheidende Rolle bei der Bindung an A spielen, wären

im Falle von RD2 die Argininseitenketten, die nicht in der Bindung involviert sind räumlich

näher am Target als im Falle von D3 und würden so einen stärkeren chaotropen Effekt auf das

gebundene A -Oligomer ausüben.
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Nach dem erfolgreichen Testen von D3D3 und RD2 wurde versucht, die Vorteile beider

Wirkstoffdesign-Wege zu kombinieren. Heterodimere von D3 und RD2 wurden entworfen und

mit QIAD getestet. Dabei wurden beide möglichen Varianten dieses Heterodimers

berücksichtigt (RD2D3 und D3RD2). Der Einfluss der beiden auf die A -Oligomer-Reduktion

war zu dem von D3D3 sehr ähnlich. Die Unterschiede waren so gering, dass sie im

Schwankungsbereich liegen. Es widerspricht der Erwartung, dass zumindest ein der

Heterodimere eine stärkere modulierende Wirkung der A -Aggregation zeigen sollte. Eventuell

erreichte dieser Weg der D3-Optimierung sein Limit.

D3 weist mit seinen 12 Aminosäuren eine gewisse Flexibilität auf. Es wurde die Hypothese

aufgestellt, dass die Bindestelle(n) des D3 eventuell eine gewisse Zeit benötigt, um die für die

Bindung notwendige Konformation zu finden. Das könnte vermieden werden, wenn die richtige

Struktur stabilisiert wäre. Dies sollte durch eine Zyklisierung, die über die Peptidbindung

zwischen dem C- und N-Terminus hergestellt wird, erreicht werden. Da bei dieser Art der

Zyklisierung auch die N-terminale positive Ladung verloren geht, wurde auch ein zyklisches

D3 mit einem zusätzlichen Arginin am Ende seiner Sequenz eingefügt hergestellt und getestet.

Zyklisches D3 ohne die kompensatorische Ladung (cD3z) zeigte verglichen mit D3 beim

QIAD-Verfahren keine Unterschiede bezüglich der A -Aggregation-Modulierung. Zyklisches

D3 mit zusätzlichen Arginin (cD3r) zeigte dagegen eine viel stärkere Reduktion von sowohl

A -Oligomeren als auch A -Monomeren (Abbildung 20). Der Einfluss von 20 μM cD3r liegt

im gleichen Bereich wie der von 10 μM D3D3. Diese Ergebnisse zeigen, dass die extra

eingefügte kompensatorische Ladung für die Reaktion mit A -Oligomeren sehr wichtig ist. Es

wurde allerdings nicht überprüft, ob der Effekt vom zusätzlichen Arginin dem von einem Lysin

gleich wäre. Möglicher Weise spielen auch hierbei die chaotropen Eigenschaften der Arginine

eine Rolle. Der A -Oligomer-reduzierende Effekt konnte also in der Tat durch die

Stabilisierung der D3-Struktur um das Vielfache erhöht werden. Es ist jedoch auch möglich,

dass durch das zusätzliche Arginin eine weitere Bindestelle kreiert wurde. Legt man die

Strukturstabilisierung dem beobachteten Effekt zu Grunde, so scheint die Strukturstabilisierung

die gleiche Auswirkung auf die A -Oligomer-Reduktion wie die Verdopplung von D3 zu

haben.

Bei gleicher Effektivität der A -Oligomer-Reduktion hätte cD3r möglicherweise Vorteile bei

einem Einsatz in vivo, da es fast zweimal kleiner als D3D3 oder ein RD2D3 Heterodimer ist.

Man erhielte bei einem in vivo Einsatz von gleicher Dosis (mg/kg) von cD3r und D3D3 eine

doppelt so starke A -Oligomer-Reduktion im Fall von cD3r.
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3.3 Vor- und Nachteile des DGZ-SDS-PAGE- und QIAD-Systems

Mit Hilfe des DGZ-SDS-PAGE-Systems gelang es die qualitativen Aspekte des Einflusses von

D3 und D3-Derivaten auf die A -Aggregatgrößenverteilung zu demonstrieren und auch ein

begrenztes Ranking von D3-Derivaten bezüglich ihrer Eigenschaft A -Oligomere zu

reduzieren zu erstellen. Bei D3-Derivaten mit geringen Unterschieden in ihrer Wirkung, ließen

sich mit dem System im besten Falle nur leichte vergleichende Tendenzen feststellen.

Zu den Vorteilen der Auftrennung einer A -Lösung mittels DGZ zählen: keine

Wechselwirkung von A mit einer Matrix, an welcher A „kleben“ bleiben kann; geringer

Einfluss vom Dichtegradientenmaterial Iodixanol auf Proteinstrukturen, keine Bindung des

Iodixanols an Proteine (Graham 2002, Jacobsen et al. 1995); eine sehr hohe Dichte, nahe der

Proteindichte, in den unteren Fraktionen des Gradienten, wodurch die Pelletierung sehr großer

Aggregate wie Fibrillen verhindert wird und die Möglichkeit unterschiedliche A -Spezies für

weitere Analysen zu präparieren. Die Nachteile dieser Auftrennungsmethode lassen sich

folgend zusammenfassen. Mit der verwendeten Zusammenstellung des Dichtegradienten (siehe

Kapitel 2.1.4) lassen sich keine Moleküle auftrennen, die einen s-Wertunterschied von ungefähr

kleiner 2 S aufweisen. Wobei auch Moleküle mit diesem s-Wertunterschied eine überlappende

Zone im Gradienten haben. In der unteren Hälfte des Gradienten muss dieser Unterschied noch

viel größer sein. Im unteren Viertel des Gradienten lassen sich Protein- und/oder

Peptidkomplexe fast gar nicht auftrennen. Das Iodixanol absorbiert sehr stark im UV-Bereich

und macht somit viele spektroskopische Techniken nutzlos bei der Analyse der

Dichtegradienten-Fraktionen.

Die Quantifizierung von fraktionierten A -Spezies mittels SDS-PAGE und Silberfärbung

erlaubt zwar die Aussagen über die relative Verteilung von A -Aggregaten im

Dichtegradienten und ist unabhängig von der Epitop-Zugänglichkeit oder dem Epitop-

Blocking, ist aber im besten Falle nur semiquantitativ aufgrund der Silberfärbungsigenschaften.

Des Weiteren bildet A in SDS-Gelen mehrere Banden, was die Auswertung zusätzlich

erschwert. Manchmal entstehen auch höhermolekulare A -Banden die nur bedingt oder gar

nicht ins Gel einwandern (siehe Abbildung 15).

Aus diesem Grunde wurde nach einer Möglichkeit gesucht, die A -Quantifizierung in

Dichtegradienten-Fraktionen auf einem anderen Wege durchzuführen. Eine große

Schwierigkeit dabei war die UV-absorbierende Eigenschaft des Iodixanols. Dieses musste von

A abgetrennt werden. Da das Iodixanol und A sich stark in ihren hydrophob-hydrophilen

Eigenschaften unterscheiden, konnte dies erfolgreich mittels der Umkehrphasen-HPLC erreicht

werden (siehe Kapitel 2.1.4). Dabei konnte der separat eluierende -Peak bei 214 nm
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detektiert und integriert werden. Da die HPLC-Läufe unter vollständig denaturierenden

Bedingungen stattfinden, ist die Quantifizierung von A komplett unabhängig von dessen

Aggregatzustand oder von Epitop-Zugänglichkeit und kann für die ganze Palette der A -

Spezies oder A /Ligand-Komplexe eingesetzt werden.

Die Kombination der Auftrennung von A -Spezies mittels DGZ mit anschließender

Quantifizierung der A -Konzentrationen in Dichtegradienten-Fraktionen mittels HPLC erhielt

die Bezeichnung „Verfahren zur quantitativen Charakterisierung amyloider Peptide und/oder

Proteine in einer Probe“ oder „quantitative determination of interference with aggregate size

distribution“ (QIAD). Das QIAD Verfahren ist deutlich sensitiver gegenüber Liganden

induzierte Veränderungen der A -Aggregatgrößenverteilungen als die DGZ mit anschließender

SDS-PAGE. Da QIAD eine minimale Nachweisgrenze von ca. 20 nM A aufweist, wurde es

bei diesem in vitro-Test möglich auch mit viel geringeren, für in vivo mehr relevanten A –

Konzentrationen zu arbeiten. Im QIAD lässt sich die Menge an im Gradienten

wiedergefundenen A quantifizieren und mit der eingesetzten A -Menge vergleichen. Dies ist

fürs Experimentieren mit A von großer Bedeutung, da A die Eigenschaft besitzt sich an

Oberflächen anzulagern und in Form großer Aggregate schlecht pipettierbar wird. Die

bestimmten Wiederfindungsraten im QIAD waren sehr hoch (siehe Kapitel 2.1.4). Das spricht

auch für den Einsatz der DGZ, da fast das ganze eingesetzte A -Material in Lösung blieb. Dank

statistischer Auswertung der A -Aggregatverteilung wurde auch die Vorbereitung einer A -

Oligomer-reichen Probe optimiert und die Wahrscheinlichkeit der Fehlschlüsse durch

Schwankungen der A -Oligomer-Mengen in einer Probe reduziert werden. Die Kombination

all dieser Faktoren ermöglichte eine hohe Reproduzierbarkeit beim Experimentieren mit A -

Oligomeren.

Mittels QIAD konnte nicht die Verteilung von D3-Derivaten im fraktionierten

Dichtegradienten bestimmt und quantifiziert werden. Dies lag an der sehr hydrophilen Natur

dieser Wirkstoffe. Sie eluierten zusammen mit dem auch stark hydrophilen Iodixanol. Da das

Iodixanol im UV-Bereich absorbiert, überschattete es die D3-Derivate. Sollten in diesem

System Wirkstoffe mit anderen z.B. hydrophoberen Eigenschaften getestet werden, wäre es

möglich auch sie zu quantifizieren.

Als größter QIAD-Vorteil kann seine Vorhersagekraft für in vivo-Tests gewertet werden. Dies

wurde anhand von D3 und D3D3 demonstriert. Die signifikant höhere Effektivität von D3D3

gegenüber D3 getestet mit QIAD, ließ sich ebenfalls im Tiermodell aufgrund verbesserter

kognitiver und motorischer Fähigkeiten wiederfinden. Diese Ergebnisse legten nahe, dass mit

dem entwickelten in vitro Testsystem die Wirksamkeit von Wirkstoffen, welche A -Oligomere

als Target haben, im Tiermodell vorhergesagt werden kann.
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3.4 -Oligomer-Charakterisierung

Die mit DGZ fraktionierten A -Oligomere konnten mit anderen biophysikalischen und

biochemischen Methoden untersucht werden. Vom größten Interesse waren dabei A -

Oligomere, die durch D3 und seine Derivate eliminiert werden. Mittels einer

Dichtegradientenkalibrierung wurde ihr s-Wert zwischen 5 und 7 S geschätzt. Die Größe und

Form dieser Partikel konnte näher mit AFM untersucht werden. Dabei stellte es sich heraus,

dass die in Verbindung mit A -Oligomeren allgemein verwendete Abbildungstechnik (tapping

mode luftgetrockneter Probe) wenig geeignet für die Bestimmung der realen A -Oligomer-

Größen ist. Dies liegt daran, dass A -Oligomere, die oft eine gerinde Stabilität aufweisen, an

Luft denaturieren oder durch den mechanischen Einfluss der AFM-Spitze beschädigt werden.

Dabei spielen auch andere AFM-Artefakte eine Rolle (E. Ukraintsev 2012). Deswegen wurde

im Laufe diese Arbeit ein Abbildungsverfahren in Puffer, also den nativen Bedingungen am

nächsten kommend, entwickelt. Mit diesem Verfahren ließ sich die Höhe von A -Oligomeren

viel exakter bestimmen. Dadurch wurde die Abschätzung der Form dieser Partikel in Lösung

und eine relativ genaue Kalkulation ihrer Volumina möglich. So konnte bestimmt werden, dass

diese A -Oligomere aus ca. 23 monomeren Einheiten bestehen (siehe Kapitel 2.1.4). Diese

Kalkulation hat eine gewisse Ungenauigkeit, da auch beim entwickelten Abbildungsverfahren

A -Oligomere durch den mechanischen Einfluss der AFM-Spitze verschoben oder beschädigt

werden konnten. Des Weiteren üben sich auf die Bestimmung der Partikeldimensionen das

Rauschen und Spitzendimensionen-Variation negativ aus. Dennoch konnten die Höhen und

Breiten dieser A -Oligomere auf weniger als 1 nm genau bestimmt (mit dem vom Hersteller

angegebenen mittleren Spitzenradius) und gezeigt werden, dass diese A -Oligomere eine

spheroidale Form haben. Es ist möglich, dass die charakterisierten Partikel eine Kugelform

haben, wenn sie frei in der Lösung vorliegen, und nur nach Bindung der Oberfläche oder nach

dem Einfluss der AFM-Spitze eine spheroidale Form annehmen.

Die Sekundärstruktur der mit DGZ präparierten A -Oligomere konnte nicht ohne weiteres

bestimmt werden, da das Dichtegradientenmaterial Iodixanol stark im UV-Bereich absorbiert

und somit den Einsatz der Circulardichroismus- (CD) Spektroskopie unmöglich macht. A -

Oligomere konnten mittels Größenausschlusschromatographie von Iodixanol abgetrennt

werden. Das anschließend gemessene CD-Spektrum zeigte, dass die aus den Dichtegradienten-

Fraktionen präparierten A -Oligomere überwiegend aus -Faltblättern bestehen (siehe Kapitel

2.1.4). Ein Test mit Thioflavin-T (ThT), einem Indikator für amyloide Strukturen, die einen

hohen -Faltblattanteil aufweisen, zeigte jedoch, dass diese A -Oligomere ThT-negativ sind.

Eine Erklärung dafür ist, dass A -Oligomere keine 5 bis 6 -Faltblätter in einer Reihe haben,
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die für eine ThT-Bindung notwendig sind (Groenning 2010).

Mittels MTT-Assay konnte die Toxizität der präparierten A -Oligomere auf Brain-derived

neurotrophic factor (BDNF) differenzierte humane Neuroblastom-Zellen demonstriert werden.

Diese Zellen weisen einige Eigenschaften vollständig ausdifferenzierter Neuronen aus

(Agholme et al. 2010, Jamsa et al. 2004). Sie exprimieren bereits einige Rezeptoren, darunter

auch PrPc, und können das zelleigene Tau-Protein hyperphosphorylieren. Diese Komponenten

sind auch in der Entwicklung der AD von großer Bedeutung (siehe Einleitung). Es wäre also

vorstellbar, dass die getesteten A -Oligomere ihre Toxizität über die in der Entwicklung der

AD bedeutungsvollen Mechanismen vermittelten.

Die Relevanz der in dieser Arbeit charakterisierten A -Oligomere für die in vivo-Situation wird

in erster Linie durch die Korrelation der QIAD-Ergebnisse und den Effekten von D3 und D3D3

in Tiermodellen bestätigt. Dabei ist es wichtig, dass der Einfluss dieser Wirkstoffe auf AD-

Symptome in unterschiedlichen Tiermodellen demonstriert werden konnte (siehe Kapitel 2.1.1

und 2.1.4). Auch in der Literatur wird eine wichtige Rolle von A -Oligomeren ähnlicher Größe

für die Pathogenese der AD beschrieben. Mittels Immunkopräzipitation wurde gezeigt, dass

das humane PrPc an A -Oligomere ähnlicher Größe aus post mortem AD-Hirnen bindet (Dohler

et al. 2014)(ZITAT). Die postulierten Bindestellen des PrPc ähneln in ihren Motiven der

positiven Ladungen stark denen von D3 und seinen Derivaten (Fluharty et al. 2013). Dies lässt

die Schlussfolgerung zu, dass das PrPc und D3-Derivate gleiche oder ähnliche A -Oligomere

als Bindepartner haben könnten. Somit wären eventuell in dieser Arbeit charakterisierten A -

Oligomere mit der in Literatur beschriebenen in vivo A -Spezies zu verbinden, die über das

PrPc die AD-Symptome auslösen (Gimbel et al. 2010, Lauren et al. 2009, Lesne S. E. 2013).

Dieser Zusammenhang ließe sich auch auf ein weiteres in der Literatur beschriebenes Peptid

übertragen. Dieses Peptid stellt einen Sequenzabschnitt des pericentriolar material-1 (PMC-1)

Proteins dar und weist auch eine Ähnlichkeit der positiven Ladungsmotive zu D3-Derivaten

auf (Chakravarthy et al. 2014)(zitat chakravarthy). Dieses Peptid bindet an -Aggregate aus

post mortem AD-Hirnen.
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4 Ausblick

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse geben den Anstoß zu einigen weiterführenden

Fragestellungen. Ist eine weitere Optimierung von D3-Derivaten bezüglich ihrer A -Oligomer-

reduzierenden Wirkung möglich? Eventuell kann mit einem weiteren Vervielfachen von D3

oder RD2 eine noch effektivere Eliminierung von A -Oligomeren erreicht werden. Man

würde Homo- und Heterotrimere oder Tetramere des D3 und RD2 testen. Da diese Moleküle

aus 36 bzw. 48 Aminosäuren bestehen würden und ein Molekulargewicht von ca. 4,5 oder

6 kDa hätten, wäre der Einsatz dieser Verbindungen als therapeutisch wirksamer Substanzen

fraglich. Die Strukturstabilisierung von D3 erwies sich als eine sehr effektive Strategie, um die

Wirkung dieses Wirkstoffes zu optimieren. Da ein aus 12 oder mit einer kompensatorischen

Ladung aus 13 Aminosäuren bestehendes Peptid immer noch eine gewisse Flexibilität aufweist,

wäre es vorstellbar, dass eine weitere Struktureinengung, z.B. durch Herstellung eines D3 mit

Zweiring-Struktur (sogenannte bicycles), eine noch stärkere A -Oligomer-Reduktion zu Folge

hätte.

Man könnte auch A -Oligomer-bindenden Sequenzen von PrPc und PMC-1, die nanomolar an

A -Oligomere binden, als Grundlage für eine neue Peptid-Wirkstoffentwicklung nehmen oder

diese mit D3 oder RD2 kombinieren. Mit dem Ziel kleinere Wirkstoffe zu entwerfen, kann RD2

N-terminal verkürzt werden, da alle Arginine sich am C-Terminus befinden und einige der

restlichen Aminosäuren eventuell nicht in die Bindung oder/und den Wirkungsmechanismus

mitinvolviert sind. Wegen der Ähnlichkeit der postulierten D3 und PrPc Bindemotive stellt sich

auch die Frage, ob sie einen ähnlichen Einfluss auf A -Oligomere ausüben könnten. Falls ja,

könnte man eventuell den in vivo D3-Wirkungsmechanismus dank den bereits gewonnen

Informationen über des PrPc erforschen. Eine wichtige Frage wäre, wie nun der A /D3- oder

A /D3-Derivat-Komplex strukturell aufgebaut ist und wie die Bindestellen dieser Wirkstoffe

ausschauen. Binden alle D3-Derivate gleich oder doch unterschiedlich an A -Oligomere?

Diese Fragen könnten mit hochauflösenden Techniken wie NMR geklärt werden. Dabei wäre

für den Einsatz von Flüssig-NMR wichtig zu verhindern, dass diese Komplexe weiter

quervernetzen und somit zu groß für eine Untersuchung mittels Flüssig-NMR werden.

Alternativ könnten die hochmolekularen Komplexe mit Festkörper-NMR untersucht werden.

Die Präparation von A -Oligomeren mittels DGZ hat sich als sehr nützlich für weitere

Charakterisierungen dieser Spezies erwiesen. Man könnte trotz der geringen Stabilität dieser

Moleküle versuchen, ihre hochaufgelöste Struktur zu bestimmen. A -Oligomere können
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entweder mithilfe eines chemischen Crosslinkers quervernetzt, tiefgefroren oder pelletiert mit

weiteren Techniken wie Flüssig- NMR, Festkörper-NMR, Cryo-EM, SANS oder SAXS

untersucht werden. Es lohnt sich aber auch weiter nach Bedingungen zu suchen, bei denen A -

Oligomere ohne weitere Eingriffe über einen längeren Zeitraum stabil bleiben.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Charakterisierung und gezielte Eliminierung von toxischen

Proteinaggregaten, am Beispiel der für die Pathogenese der Alzheimer-Krankheit (AD)

verantwortlichen Amyloid- (A ) Oligomere, behandelt. Als Wirkstoffkandidaten dienten

zunächst mit Phagen-Display bzw. mit Spiegelbild-Phagen-Display auf Aß-Bindung selektierte

L- und D-Peptide (L3 und D3).

Eine Fraktionierung der mit D3 oder L3 inkubierten A -Lösungen mittels

Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) und nachfolgender Analyse durch SDS-PAGE zeigte,

dass D3 in der Lage ist, in substöchiometrischer Konzentration den Gehalt von A -Oligomeren

bestimmter Größe zu reduzieren. In äquimolarer Konzentration von D3 oder L3 werden Aß-

Oligomere vollständig eliminiert. Durch Fluoreszenzmarkierung des D3 mit FITC konnte

gezeigt werden, dass die eliminierten A -Oligomere mit D3 zu hochmolekularen Komplexen

reagieren. Diese Komplexe sind nicht amyloid. Da D3 auch zu einer Verbesserung der

kognitiven Fähigkeiten in einem AD-Mausmodell führte, wird vermutet, dass seine Eigenschaft

in vitro A -Oligomere zu eliminieren, auch für die beobachtete in vivo Wirksamkeit von

Bedeutung ist.

Um diese Hypothese zu überprüfen und effizientere Wirkstoffe gegen A -Oligomere und somit

gegen AD zu entwickeln, wurden unterschiedliche D3-Derivate entworfen. Gleichzeitig wurde

das auf der DGZ basierende Testsystem zu einem quantitativen Assay mit hoher

Reproduzierbarkeit und Wiederfindungsrate für das eingesetzte A weiterentwickelt, mit dem

der Einfluss der D3-Derivate auf die Aß-Aggregatgrößenverteilung untersucht werden konnte.

Dazu wurde die auf einer DGZ basierende Fraktionierung der A -Aggregate mit einer

Umkehrphasen-HPLC-Analytik unter vollständig denaturierenden Bedingungen kombiniert.

Mit diesem Testsystem wurden nun viele D3-Derivate auf die Verringerung von A -

Oligomeren getestet. Ein „Head to Tail“ Dimer des D3 (D3D3) erwies sich im Vergleich zu

D3 als effektiver bezüglich dieser Eigenschaft, wodurch die Hypothese, dass D3D3 dank der

höheren Avidität eine höhere Wirksamkeit zeigen sollte, bestätigt wurde. Die höhere

Effektivität von D3D3 gegenüber D3 ließ sich ebenfalls im Tiermodell aufgrund verbesserter

kognitiver und motorischer Fähigkeiten wiederfinden. Diese Ergebnisse legten nahe, dass mit

dem entwickelten in vitro Testsystem die Wirksamkeit von Wirkstoffen, welche A -Oligomere

als Target haben, im Tiermodell vorhergesagt werden kann.

Mit diesem Verfahren gelang es weitere Derivate des D3, welche neben der Dimerisierung,
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gezielte Sequenzänderungen, auch Zyklisierungen und kovalente Kopplungen an andere

Wirkstoffkandidaten erzeugt wurden, erfolgreich für weitere Charakterisierungen im

Tiermodell vorzuselektieren. Die durch Zugabe von D3 und seinen Derivaten eliminierten A -

Oligomere wurden biophysikalisch und biochemisch charakterisiert. So konnte gezeigt werden,

dass diese Moleküle für humane Neuroblastom-Zellen toxisch sind, überwiegend aus -

Faltblättern bestehen, sich jedoch strukturell von Fibrillen unterscheiden. Ein im Laufe dieser

Arbeit etabliertes AFM-Abbildungsverfahren von A -Oligomeren in Lösung zeigte, dass diese

Oligomere aus ca. 23 Monomer-Einheiten bestehen.
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6 Summary

This dissertation is about the characterization and specific removal of toxic protein aggregates

demonstrated on Amyloid- oligomers, which play a central role in the pathogenesis of

Alzheimer's disease (AD). L- and D-peptide (L3 and D3) active agents, which were selected by

phage or mirror-image phage display respectively and bind provided a basis for further

development of active agents.

The study of the influence of L3 and D3 on the distribution of aggregates was performed

by combining density gradient centrifugation (DGC) and SDS-PAGE analysis. It revealed that

both D3 and L3 reduce the amount of oligomers of a specific size and remove these

oligomers completely at equimolar ratios. By D3 coupled with the fluorescence label FITC

could be demonstrated that oligomers removed by D3 react with this active agent to

complexes with high molecular weights. The fact D3 could also improve performance of

transgenic AD mice allowed formation of a hypothesis that the property to 

oligomers in vitro could correlate with the effect of D3 in vivo.

Different D3 derivatives were designed to test this hypothesis and to create more effective

active agents. Simultaneously the test system based on DGC was upgraded. Consequently an

assay for quantitating the efficacy of oligomer removal (QIAD) was established. This assay

enables beside of the quantitative analysis and statistical approaches high reproducibility and

recovery rates by dealing with A . QIAD represents a combination of separation and

fractionation of different A aggregates by DGC with reversed phase HPLC under completely

denaturing conditions. D3D3 is a “head to tail” dimer of D3. It was designed under the

assumption that the doubling of its avidity improves its properties according the removal of A

oligomers more than a double. This assumption could be proven by QIAD. It was demonstrated

that D3D3 is superior to D3 in animal models, too. D3D3 improved the cognitive and motoric

performance of AD mice significantly stronger than the same amount of D3. These results

demonstrate that QIAD allows an in vitro prediction of the efficacy of active agents in vivo.

The assay will help to avoid testing of ineffective compounds in expensive and time consuming

in vivo assays or even in clinical trials.

It was possible to select also other derivatives of D3, which reveal a high propensity to remove

oligomers. Beyond these are cyclic, homo- and heterodimeric, scrambled and hybrid

derivatives of D3.

The target oligomers, removed by D3 and its derivatives, were characterized by biophysical
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and biochemical technics. It could be demonstrated that these oligomers are toxic to human

neuroblastoma cells and consist predominantly of -sheets, but their structure differs from the

fibrils one. AFM imaging of oligomers in solution, which was established during this thesis,

reveals that the characterized oligomers consist of approximately 23 monomeric units.
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